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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat: Mat¢j Nodzak

Skolitel: PharmDr. Pavla Pilatové, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Separace acikloviru a jeho degradacniho produktu

Tato prace se zabyvala testovanim retencniho chovani acikloviru a jeho degrada¢niho
produktu guaninu s vyuZzitim hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie (HILIC).
Pro analyzu byla pouzita kolona obsahujici porézni grafitizovany uhlik (PGC)
oznatovand jako Hypercarb™. Prace navazuje na poznatky diplomové prace
Lucie Bouzkové (2016) a Lenky Teplé (2017), které se zabyvaly retencnim chovanim
téchto analyth na zirkoniové kolon¢ modifikované elementarnim uhlikem
ZirChrom®-CARB. Byl zkouman vliv piitomnosti 0,1% kyseliny octové a 0,1% kyseliny
trifluoroctové v mobilnich fazich na retenci acikloviru a guaninu. Dale byl sledovan vliv
koncentrace fluoridu amonného, diethylaminu a fosforecnanovych pufri v mobilnich
fazich na eluci analytl. Mobilni faze obsahovaly také rizna slozeni organické slozky.
Navic byly pouzity i rizné poméry mezi vodnou a organickou slozkou. Mechanismus
retence na pouzité¢ kolon¢ souvisi s mnoha faktory, je velmi komplexni a dosud nebyl
pln¢ objasnén. Grafitizovany uhlik je 1 pfes svou hydrofobicitu schopen vzajemné
separovat polarni analyty. Pfitomnost kyseliny trifluoroctové v mobilni fazi ve vétSiné
piipadii zkratila dobu analyzy a zlepSila symetrii pikti. Naproti tomu pouziti fluoridu
amonného a fosfore¢nanovych pufrii se pfili§ neosvédcilo. S pfidavkem methanolu do

mobilni faze se retence obou analyti vyrazné zvysila oproti mobilnim fazim

s acetonitrilem, resp. propan-2-olem.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Candidate: Mat¢j Nodzak

Tutor: PharmDr. Pavla Pilafova, Ph.D.

Title of Thesis: Separation of Aciclovir and its Degradation Product

This work investigated the retention behavior of aciclovir and its degradation product
guanine using hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC). A column

containing porous graphitized carbon (PGC) called Hypercarb™

was used for analysis.
The work builds on the findings of the diploma thesis of Lucie Bouzkova (2016)
and Lenka Teplad (2017), which dealt with the retention behavior of these analytes
on a zirconium column modified with elemental carbon ZirChrom®-CARB. The effect
of the presence of 0.1% acetic acid and 0.1% trifluoroacetic acid in the mobile phases
on the retention of aciclovir and guanine was investigated. Furthermore, the effect
of concentration of ammonium fluoride, diethylamine and phosphate buffers in mobile
phases on the elution of analytes was studied. The mobile phases also contained different
compositions of the organic component. In addition, different ratios between the aqueous
and organic components were used. The mechanism of retention on the used column
is related to many factors, is very complex and has not been fully clarified yet. Despite
its hydrophobicity, graphitized carbon is able to separate polar analytes from each other.
The presence of trifluoroacetic acid in the mobile phase in most cases shortened
the analysis time and improved the symmetry of the peaks. In contrast, the use
of ammonium fluoride and phosphate buffers has not been very successful. With
the addition of methanol to the mobile phase, the retention of both analytes increased
significantly compared to the mobile phases without the presence of methanol. With
the addition of methanol to the mobile phase, the retention of both analytes increased

significantly compared to the mobile phases with acetonitrile, resp. propan-2-ol.



1.Uvod

Aciklovir je 1é¢ivo, které vykazuje inhibi¢ni aktivitu proti lidskym herpetickym viram.
Ve virem nakazené buiice se pomoci enzymu aktivuje na aciklovir-trifosfat, ktery
se zakomponuje do nové tvofené virové DNA a inhibuje tak jeji replikaci. S aciklovirem
se lze setkat v riznych lékovych formach uréenych pro systémové ¢i lokalni podani.
Hlavnim rozkladnym produktem, tedy necistotou je guanin. Jednd se o purinovou

dusikatou bazi, ktera je soucasti nukleotidtl tvoficich DNA a RNA.

V diplomové praci byla pro sledovani retencnich charakteristik dvou vyse zminénych
latek vyuzita vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) s aplikaci netradi¢ni
stacionarni faze. HPLC je dileZitou soucasti moderni farmaceutické analyzy, nachézi
Siroké uplatnéni pii vyzkumu, vyvoji a vyrobé léciv. Jeji pouziti je vyznamné pro
kvantitativni analyzu, identifikaci a separaci latek, tedy 1 urceni necistot 1€¢iv. Hlavnimi
vyhodami HPLC jsou pfedev§im rychlost a citlivost stanoveni a také moznost

automatizace s potiebou malého objemu vzorku.

HPLC systémy se v posledni dobé neustale vyvijeji a inovuji. Zasadni vliv na vyvoj
novych metod maji staciondrni faze, které jsou kli¢ovou soucasti HPLC umoznujici
separaci latek. Kromé& nejpouzivanéjSich stacionarnich fazi na bazi silikagelu se stale
Castéji prosazuji 1 nové stacionarni faze. Mezi takové patii porézni grafitizovany
uhlik (PGC), ktery byl pouzit pii této praci. PGC vykazuje vysokou stabilitu v celém
rozsahu pH (0-14) a je odolny viici teplotam do 200 °C. Naopak nevyhodou je jeho
kiehkost, tézce predvidatelnd selektivita, hors$i tvary piki a niz§i ucinnost oproti
sorbentiim na bazi silikagelu. Tento typ stacionarni faze 1ze pouzit u chromatografického
systétmu oznacované¢ho jako HILIC (hydrofilni interakéni chromatografie), ktery

umoznuje feSeni problému spole¢né analyzy polarnich a nepolarnich analyta.

PGC se vzhledem k nepolarnim latkdm chova podobné jako RP C18 vazany silikagel.
Retencni a selektivni chovani grafitu k polarnim slou¢eninam je vSak velmi odli$né, a lze

jej s vyhodou pouZit i pro separaci velmi polarnich latek.



2. Cil prace

Prace navazuje na poznatky diplomovych praci Lucie Bouzkové (2016) [1] a Lenky Teplé
(2017) [2], které se zabyvaly retenénim chovanim acikloviru a guaninu na zirkoniové
kolon& modifikované elementdrnim uhlikem ZirChrom®-CARB s vyuzitim HILIC
systému. Cilem této prace bylo testovani retencniho chovani obou uvedenych analytii na
kolon& obsahujici porézni grafitizovany uhlik (PGC) oznaované jako Hypercarb™
a nalezeni optimalnich podminek pro jejich separaci. Byl sledovan vliv slozeni mobilnich
fazi s riznymi poméry mezi vodnou a organickou slozkou. Vyzkouseny byly také rizné

pufry. Déle byla snaha porovnat retenéni chovani analytii na kolonach ZirChrom®-CARB

a Hypercarb™,



3. Teoreticka Cast

3.1. Aciklovir a jeho vlastnosti

3.1.1. Chemické vlastnosti

Jfﬁ&
T L

CsH11Ns503 M; 225,21 g/mol CAS 59277-89-3

o]

H

OH

Systematicky nézev: 2-amino-9-[(2-hydroxyethoxy)methyl]-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on
Obsah: 98,5 % az 101,0 % slouceniny CsH11NsO3 (bezvoda latka).

Experimentalné zjisténé hodnoty:

e bod tani: 256,5 - 257,0 C
e pKa: 2,27 (kysela enolicka skupina) a 9,25 (sekundarni aminoskupina)

Jedna se o bilou az lehce naZloutlou krystalickou latku ve formé prasku. Je tézce
rozpustné ve vodé (1,3 mg/ml, 25 °), velmi téZce rozpustna v 96% ethanolu (0,2 mg/ml)
a prakticky nerozpustnéd v heptanu. Pro jeji rozpusSténi je nutné pouzit zfedéné roztoky
mineralnich  kyselin a alkalickych hydroxidi. Snadno rozpustny je také

v dimethylsulfoxidu. [3; 4; 10]
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3.1.2. Lékopisné pozadavky

Zkousky totoZznosti:

Infracervend absorpcni spektrometrie (porovnani s Aciklovirem CRL)

Zkousky na ¢distotu:

Vzhled roztoku

Ptibuzné latky (s vyuzitim kapalinové chromatografie)
Semimikrostanoveni vody

Siranovy popel

Bakterialnich endotoxiny

Stanoveni obsahu:

titrace kyselinou chloristou 0,1 mol/l VS, bod ekvivalence se hodnoti

potenciometricky.

Necistoty:

Necistoty se stanovuji zkouSkou na ptibuzné latky. Jako stacionarni faze je
piedepsan oktadecylsilylovany silikagel (5 pm) ukotveny v kolon¢ s délkou
25 cm a primérem 4,6 mm. Mobilni fazi A je smés acetonitrilu a tlumivého
roztoku fosfore¢nanového o pH 3,1 v poméru 1:99. Mobilni faze B je smés
acetonitrilu a tlumivého roztoku fosfore¢nanového o pH 2,5 v poméru 50:50. Pro
detekci je urcen spektrofotometricky detektor (254 nm).

CL 2017 definuje 13 necistot: A, B, C, F, G, I, J, K, N, O, P, Q a R, z nichz
necistota N a O nemaji znamou strukturu. Necistotou B je guanin (viz 3.2.), ktery

je zaroven rozkladnym produktem acikloviru. [3]

3.1.3. Farmakologické vlastnosti

3.1.3.1. Farmakodynamické vlastnosti

Aciklovir je analog purinového nukleosidu syntetického piivodu odvozen od guaninu.

Vykazuje inhibicni aktivitu proti lidskym herpetickym virim: herpes simplex 1 (HSV 1),

herpes simplex 2 (HSV 2), virus varicella zoster (VZV), virus Epstein-Barrové (EBV)

a cytomegalovirus (CMV). Nejvyssi u€innost byla prokazana proti HSV 1 a naproti tomu

nejnizsi G¢innost proti CMV, ktery spolu s EBV zpiisobuje infekéni mononukledzu.
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Mechanismus u¢inku

Mechanismus uc¢inku je znazornén na obrazku 1. Po priniku do infikované buiiky je
aciklovir pfeménén na aciklovir-monofosfat. Tuto reakci katalyzuje virovy enzym
thymidin kinaza (TK). Aciklovir-monofosfat je dale pomoci bunééné guanylat kinazy
preménén na aciklovir-difosfat. Z této formy nasledné vznika aciklovir-trifosfat pomoci
dalsich bunécnych enzymt (nukleosid difosfat kinazy, kreatin kinazy, pyruvat kinazy,
fosfoglycerat  kindzy, sukcinyl-CoA  syntetazy, adenylosukcinat syntetazy
a fosfoenolpyruvat karboxykindzy). V této form¢ se jiz zapoji do nové tvorené viroveé
DNA. Narozdil od guanosinu ale neobsahuje —OH skupinu v poloze 3', kterd je nutna
k ptipojeni dalSiho nukleosidu do fetézce DNA. Plsobi navic jako faleSny substrat pro

virovou DNA-polymerazou a inhibuje tak replikaci virové DNA.

HoN N N & OH
L \I OH OH

acyclovir guanosine

cell

o™
virus % HN | N\> @ During viral DNA replication,

acyclovir is added to
HaN Y T/O \I_OH the growing strand rather

than GTP. This halts further
elongation of the DNA molecule

viral enzyme i i c
il e \ Y and stops viral replication
a phosphate group viral DNA replication
to acyclovir.
i
ATGCATT
P—0— O TAC
I P—O—l/o

lovi hi h
@ P iman anzyrmes ard acyclovir monophosphate

two more phosphate

groups, producing human elongation of
acyclovir triphosphate. enzymes 2 DNA ends
O
HO-P—0-P-—D-P—
OH OH
B=E=R=0 l/ guanosine mphosphate

_acyclovir triphosphate
OH OH

Obrazek 1 Mechanismus ucinku acikloviru
[pfevzato ze zdroje 6]

Toxicita pro neinfikované butiky savcu je nizkd diky dvéma faktorim:

e Thymidin kindza neinfikovanych bun¢k aciklovir jako substrat nevyuziva.

e Aciklovir mé vyssi afinitu k virové nez k bunééné DNA-polymeraze. [5; 6; 7]
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3.1.3.2. Farmakokinetické vlastnosti

Biodostupnost po peroralnim podani se pohybuje mezi 10-20 %, navic je dale snizovana

se zvySujici se davkou. BAV neni ovlivnéna potravou.

Distribucni objem je 0,6 I'kg. Afinita k plazmatickym bilkovindm neni klinicky
vyznamna (9-33 %). Aciklovir proniké také do likvoru a jeho koncentrace zde odpovidaji

50 % hodnoty plazmatické koncentrace.

Aciklovir neni pfili§ vyznamné metabolizovan.

Z méné nez 15 % je alkoholdehydrogenazou a aldehyddehydrogenazou oxidovan na
9-karboxymethoxymethylguanin.

Z1 % je hydroxylovan, za vzniku 8-hydroxy-9-(2-hydroxyethoxymethyl)guaninu
(8-hydroxy-aciklovir).

7290 % je vnezménéné podobé vylucovan ledvinami pomoci glomerularni filtrace
a tubuldrni exkrece. PoloCas se pohybuje v rozmezi 2-3 hodiny pii normalni funkci
ledvin. U pacienti se snizenou funkci ledvin je nutné davku redukovat a dodrzovat

piiméfenou hydrataci. [8; 9; 10]

3.1.4. Klinické udaje

Indikace

Aciklovir je indikovan k 1é€bé onemocnéni zptisobenymi herpetickymi viry. Jedna se
o kozni ¢i slizni¢ni infekce, a také genitalni infekce vyvolané virem herpes simplex. Dale
je pouzivan k 1é¢be planych nestovic (varicella zoster) a pasového oparu (herpes zoster).
Vyuziva se k 1écbé pacientli tézce imunokompromitovanych naptiklad v pokrocilém
stddiu onemocnéni zpiisobeném HIV. K profylaxi herpetickych infekci se dale pouziva
u pacient podstupujicich transplantaci kostni dfen¢. Diky dobrému prostupu do
mozkomis$niho moku je vyuzivan k 1écbé herpetické encefalitidy. Ve formé o¢ni masti

slouzi k 1écb¢ keratitidy zpiisobené virem herpes simplex. [8; 9; 11]

Davkovani
U infekei zpiisobenych virem herpes simplex se obvykle podava ve formé tablet 200 mg

5% denné ve ctyfhodinovych intervalech s vynechdnim jedné noc¢ni davky. Doba podavani

vvvvvv

Pti infekcich vyvolanych virem herpes zoster je nutno podavat davky vyssi. Podava se

po dobu jednoho tydne 800 mg 5% denné¢ kazdé Etyti hodiny s vynechanim jedné no¢ni

13



davky. Tablety se doporucuje uzivat sjidlem nebo bezprostiedné po ném a zapit

dostatecnym mnozstvim tekutiny.

Obecné muaze byt davkovani individudlné wupravovdno, a to hlavné
u imunokompromitovanych pacienti, kde je nutno podavat davky vyssi. U pacienti
s poruchou funkce ledvin, obéznich a starSich pacienti je dulezité dbat zvySené opatrnosti

a pripadn¢ davky redukovat. U pediatrické populace jsou davky také snizovany. [5; 12]

Kontraindikace

Pouziti je absolutné kontraindikovdno u pacientd se znamou hypersenzitivitou na
aciklovir nebo pomocné latky pouZivané v danych léCivych piipraveich. Relativni
kontraindikaci miize byt renalni selhdavani, stavy zvySené¢ho rizika vzniku

trombocytopenické purpury a hemolyticko-uremického syndromu. [9; 13]

Interakce

Léciva, které se také eliminuji rendln€¢ mohou sniZzovat renalni clearance acikloviru a tim
zvySovat jeho plazmatické hladiny (napt. probenecid a cimetidin). Pokud jsou spolecné
uzivana nefrotoxicka 1é¢iva (napf.: aminoglykosidy, furosemid) a 1éCiva s rizikem tvorby
krystalli v moc¢i (napfi.: chinolony, sulfonamidy, inhibitory proteaz, metotrexat) zvysuje
se riziko poruchy funkce ledvin. V takovém piipadé je nutné sledovat renalni funkce

pacienta a na zaklad¢ toho upravovat davky. [15; 16]

Nezadouci uéinky

Obecné je aciklovir povazovan za dobfe snaSené 1éCivo. VEtsi opatrnosti je tieba dbat
u pacientd se snizenou funkci ledvin a u starsi populace. PoSkozeni nebo akutni selhani
ledvin se vyskytuje velmi vzacné a obvykle rychle reaguje na hydrataci pacienta, nebo
v€asné snizeni davky ¢i vysazeni 1éku. Aciklovir mize z ditvodu jeho nizké rozpustnosti
v moci vyvolavat krystalovou nefropatii a urolitidzu. To se tyk4 hlavné i.v. podavani

vysokych davek tohoto 1é¢iva. [15; 16]

Tehotenstvi a kojeni

V pribchu téhotenstvi se ma aciklovir uzivat pouze po zvaZeni poméru terapeutického
piinosu a rizika pro plod. Studiemi vSak nebyla prokézana Z4dna pfima souvislost mezi
uzivanim acikloviru v té¢hotenstvi a vrozenymi vadami novorozencl.. LéCivo ve
vyznamné mife pfechdzi do matefského mléka prostiednictvim pasivni diflize, proto se

kojicim zendm doporucuje uzivat jen v odiitvodnénych ptipadech. [5;9; 17]

14



3.1.5. Légivé piipravky s obsahem acikloviru registrované v CR

V CR je aciklovir dostupny v intravendznich formach (infize), topickych formach
(krémy, o¢ni mast) a nejveétsi zastoupeni zaujimaji tablety pro peroralni podani v riznych
silach 200-800 mg. Dostupny je také kombinovany ptipravek Zovirax duo krém, ktery
obsahuje kombinaci s hydrokortisonem.

Tabulka 1 shrnuje vSechny aktualn¢ obchodované LP [18].

PERORALNI INTRAVENOZNI TOPICKE

LECIVE PRIPRAVKY S OBSAHEM ACIKLOVIRU OBCHODOVANE V CR

. DRZITEL ROZHODNUTI O
NAZEVLP REGISTRACI
Aciclovir AL 50MG/G CRM 2G STADA PHARMA CZ s.r.0.
Aciclovir Aurovitas 200MG TBL NOB 25 | Aurovitas spol. s r.0., Praha
Aciclovir Aurovitas 400MG TBL NOB 25 | Aurovitas spol. s r.0., Praha
Aciclovir Olikla 250MG INF PLV SOL 5 Efs ;)harma R et
Aciclovir Olikla 250MG INF PLV SOL 10 EGZS ;)harma e
Acyclostad SOMG/G CRM 5G STADA Arzneimittel AG, Némecko
Herpesin 200MG TBL NOB 25 Teva Pharmaceuticals CR, s.r.o., Praha
Herpesin 400MG TBL NOB 25 Teva Pharmaceuticals CR, s.r.o., Praha
Herpesin S0OMG/G CRM 2G Teva Pharmaceuticals CR, s.r.o., Praha
Herpesin SOMG/G CRM 5G Teva Pharmaceuticals CR, s.r.o., Praha
Provirsan 200MG TBL NOB 30 PRO.MED.CS Praha a.s.
Xorox 30MG/G OPH UNG 4,5G AGEPHA Pharma s.r.0., Senec, SK
Zovirax 200MG TBL NOB 25 GlaXQSmlthKhne (Ireland) Limited,
Dublin
Zovirax 400MG TBL NOB 25 GlangmlthKllne (Ireland) Limited,
Dublin
Zovirax 800MG TBL NOB 35 GlaxQSmlthKllne (Ireland) Limited,
Dublin
. GlaxoSmithKline Consumer Healthcare
ZpniEss SUaleE GG Czech Republic s.r.0., Praha
Zovirax duo S0MG/G+10MG/G CRM 2G GlaxoSmlthKl'lne Consumer Healthcare
Czech Republic s.r.o0., Praha

Tabulka 1 LP s obsahem acikloviru obchodované v CR (stav k 1.1. 2021) [18]
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3.2.  Guanin a jeho vlastnosti

Ees

CsHsNsO Mr 151,13 g/mol CAS 73-40-5

Systematicky nazev: 2-amino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on

Experimentalné zjisténé hodnoty (dle databdze Drugbank.com):

e bod tani: 360 C
e pKa:2,22a8,95

Jedna se o purinovou dusikatou bazi, ktera je soucasti nukleotidl tvoficich DNA a RNA.
Je hlavnim rozkladnym produktem acikloviru. V lékopisnych pozadavcich na
aciklovir (monografie CL 2017) se oznaluje jako nedistota B. Guanin je téméf
nerozpustny ve vodé (2,08 mg/ml) Pro jeho rozpusténi je nutné pouzit ziedéné roztoky

mineralnich kyselin a alkalickych hydroxidi. [1; 14; 3]
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3.3.  Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) patii mezi fyzikdlné-chemické
separacni metody. Je jednou z nejpouzivangjSich analytickych metod soucasné¢ doby
s Sirokym vyuzitim v riiznych oborech. Ve farmacii predstavuje velmi dilezity néstroj pti
vyzkumu, vyvoji, vyrob¢ a kontrole kvality 1é¢iv. Dale je vyuzivana také pro klinické
ucely napt. pii terapeutickém monitorovani 1é¢iv (TDM). Je Siroce uplatiovana
v 1€ékopisnych monografiich. HPLC umoziiuje separovat smési latek a provadét jejich
kvantitativni 1 kvalitativni analyzu. K hlavnim vyhodam HPLC patii rychlost, citlivost,
selektivita, univerzalnost analyzy a nizka spotieba analytu. Moznost automatizace pak

usnadnuje analyzu vétsi série vzorkil s minimalnim zdsahem operatora. [19; 20]

3.3.1. Princip HPLC

Chromatografie je separacni metoda zalozena na principu déleni latek mezi dvéma
fazemi: stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou). Stacionarni faze je ukotvena
na chromatografické koloné ve formé sorbentu. Mobilni faze unasi vzorek a protéka skrz
tento sorbent. Béhem procesu dochédzi k mnohonasobnému opakovanému ustalovani
rovnovahy délenych latek mezi t€émito dvéma fazemi. Tento jev lze popsat distribucni

(rozde€lovaci) konstantou Kp:

Cs

¢s— koncentrace latky ve stacionarni fazi; ¢, — koncentrace latky v mobilni fazi

Latky se slabsi afinitou ke stacionarni f4zi maji niz8i hodnotu Kp a jsou z kolony eluovany
(vymyty) diive. Naproti tomu latky se siln€jSimi interakcemi se sorbentem maji vyssi Kp
a jsou eluovany pozdé¢ji. Tak se vzorek ptivedeny na kolonu postupné rozdéluje na
jednotlivé zony analytii. Zony jsou po eluci z kolony vedeny k detektoru, kde je pfislusny
signal zaznamenan ve formé piku zobrazeném na zdznamu, ktery se nazyva
chromatogram (Casova zavislost intenzity signalu). Plocha piku (kvantitativni parametr)
piimo odpovida koncentraci analytu ve stanovovaném vzorku. Retencni ¢as piku

(kvalitativni parametr) charakterizuje dany analyt.
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Eluce miize byt provedena s pouzitim mobilni faze o konstantnim slozeni, tzv. izokraticka
eluce, nebo Ize pouzit gradientovou eluci, kdy se v ¢ase meni elucni sila mobilni faze.
Gradientova eluce je vyuzivana pro separaci smési latek s odlisnymi fyzikalng-

chemickymi vlastnostmi. Zékladni princip HPLC je popsan na obrazku 2. [22; 23; 19; 21; 2]

vzorek ped separaci
&as 0 min /
tok mobilni fize [ HPLC kolona .
- ' =y
vzorek separovan na jednotlivé analyty
¢as X min l 4
tok mobilni faze + *
- it
detektor

Il

Obrazek 2 Princip HPLC separace

[pfevzato a upraveno ze zdroje 25]

3.3.2. Kapalinovy chromatograf a jeho soucasti

Mobilni faze je ze zasobniku pumpovana do celého syst¢ému HPLC. Pokud chceme vyuZit
gradientové eluce, je nutné do systému zapojit i dal$i zdsobnik mobilni faze a dalsi
pumpu. Pumpa zajiStuje kontinudlni pritok mobilni fdze s minimalizaci pulzaci.
SméSova¢ umoznuje miseni vice mobilnich fazi v pfedem nastaveném poméru. Do
proudu mobilni faze je nastfiknut vzorek, nejcastéji pomoci autosampleru (umoZiluje
automaticky nastfik presné¢ dané¢ho objemu vzorku). Nasledné je vzorek undSen skrz
HPLC kolonu, kde dochazi k separaci vzorku na jednotlivé slozky. Za kolonou je umistén

detektor, ktery umoziuje zaznamenat signal jednotlivych slozek.
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Signal je zpracovan v kontrolni jednotce, vyhodnocen a zaznamenan pomoci PC
softwaru. Zékladni schéma celého chromatografického systému HPLC je znazornéno na

obrazku 3. [2; 22; 25; 24]

— HPLC kolona —

A3 s/

davkovac

(autosampler)

zasol mobilni
fize 2 EeaTan
smesovac chromatogram
e
vzorek
zisobnik mobilni detektor
faze 1
pumpa,

depasser

odpad

Obrazek 3 Zakladni schema HPLC

[pfevzato a upraveno ze zdroje 25]

3.3.3. Metody HPLC separace — zdkladni separacni mody

3.3.3.1. Chromatografie na normalnich fazich (NP-HPLC)

Jedna se o ptivodni HPLC metodu, ktera vyuziva polarni staciondrni fazi. Mobilni faze
disponuje polaritou nizsi. Jako stacionarni faze se nejCastéji pouziva oxid kiemicity
(Si02) ve formé silikagelu nebo oxid hlinity (Al,Os3). Tyto materialy pak mohou byt dale
upravovany navazanim polarnich funk¢nich skupin (viz 3.3.4.). Pro pfipravu mobilni faze
se pouzivaji smési organickych nepolarnich rozpoustédel (chloroform, hexan) s malym
ptidavkem polérniho rozpoustédla (methanol, ethanol). Mechanismus retence je zaloZen
na polarnich interakcich (vodikové mustky, dipol-dip6l interakce). Pro dosazeni
reprodukovatelnych vysledki je dilezité, aby pouzitd rozpoustédla byla bezvoda. Plati,
ze ¢im je polarita molekuly analytu vyssi, tim je na kolon€ zadrZzovéan déle a ma delsi
retencni ¢as (7). S rostouci polaritou sloZzek mobilni faze retence analytu klesa. Tento typ
separace lze tedy pouzit predev§im pro analyzu polarnich latek, latek citlivych na pfitomnost

vody, lipofilnich latek (lipidy, vitamin K), izomert (retinoly, tokoferoly).

VyuZiti normalnich fazi je v souc¢asné dob¢ potlatovano ve prospéch novéjsich HPLC
metod, které maji fadu vyhod a neni pfi nich nutné pracovat s vétsimi objemy organickych
nepolarnich rozpoustédel, kterd zat€zuji zivotni prostiedi. [26;22; 21; 24]
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3.3.3.2. Chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC)

Chromatografie na reverznich fazich patii mezi nejcastéji vyuzivany moéd HPLC. Pouzita
stacionarni faze ma nepolarni charakter. Nejcastéji se jednd o modifikovany silikagel,
nebo oxidy kovl s navdzanymi hydrofobnimi funkénimi skupinami (napft. fetézce C8,
C18, fenyl). Mobilni faze je polarni. Obvykle se jedna o smés polarnich organickych
rozpoustédel (methanol, acetonitril, tetrahydrofuran) s vodnou slozkou, kterd byva
pufrovana. Hlavni mechanismus retence spociva v hydrofobnich interakcich mezi
molekulami analytu a povrchem stacionarni faze. Poradi eluce analyti je tedy
v porovndni s NP-HPLC obracené. Méné polarni latky jsou na stacionarni fazi

zadrzovany déle nez latky polarnéj$iho charakteru. [26; 2; 21; 24]

3.3.3.3. Iontoveé vyménna chromatografie (IEC)

V tomto pfipadé¢ je soucdsti stacionarni faze iontova nebo ionizovatelnd skupina
(tzv. ionex). Tato skupina nese oproti separovanému analytu opac¢ny naboj. Pokud se
jedna o skupinu se zdpornym ndbojem (napt. karboxylova, sulfoskupina), je oznacovana
jako katex a zachytava kationty analytu. Jestlize se jednd o skupinu s kladnym nébojem
(napt. aminoskupina), pak se jedna o anex, ktery zachytava anionty analytu. Mobilni faze
obsahuje ionty, které maji stejny naboj jako analyt. Tyto ionty se oznacuji jako tzv.
protiionty. IEC je zaloZena na silnych elektrostatickych interakcich, které ptisobi mezi
ionizovanymi funk¢énimi skupinami iontoménice (stacionarni faze) a opacné nabitymi
ionty v okolnim roztoku (mobilni faze). Tento typ chromatografie se vyuziva k separaci

ionta a analytd, které je mozné ionizovat (napft. peptidy, nukleové kyseliny). [22; 1; 2; 23; 28]

3.3.3.4. Chiralni chromatografie

Jedna se o dulezitou metodu pro analyzu opticky aktivnich latek. Enantiomery maji stejné
fyzikaln&-chemické vlastnosti a nelze je od sebe v achirdlnim prostiedi rozd¢€lit. Metoda
spociva v jejich preméné na diastereomery, které se jiz ve svych fyzikdlné-chemickych

vlastnostech vzdjemné lisi. Tento proces lze provést dvéma zplsoby.

Nepiima separace — Analyt v podobé paru enantiomerti je pomoci opticky Cistého
derivatizac¢niho ¢inidla pfeveden na diastereomery, které je mozné separovat v achirdlnim

prostiedi HPLC systému.

Piiméa separace — Vznikaji docasné diastereomerni komplexy tvofené interakci mezi

enantiomerem analytu a chirdlni staciondrni fazi (CSP) nebo chirdlnim selektorem
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v mobilni fazi. Povrch CSP je tvofen opticky aktivnimi latky napi. cyklodextriny,
proteiny, polysacharidy, makrocyklickymi antibiotiky. Pokud je chirdlni selektor soucasti

mobilni faze, pak 1ze pouzit achirdlnim staciondrni fazi. [21; 26]

3.3.3.5. Molekulova vylucovaci chromatografie (SEC)

Byva oznacovana také jako gelova chromatografie. Dochazi pii ni k déleni latek dle
velikosti jejich molekul. Na rozdil od ostatnich separa¢nich metod by pii tomto procesu
nemélo dochazet k zddnym interakcim mezi analytem a stacionarni fazi, ktera je Casto
tvofena gelem. Rozmezi velikosti por je urcujici pro rozmezi velikosti molekul, pro néz
1ze provadét separaci. Molekuly, které jsou vEétsi nez pory, migruji pouze v prostoru mezi
¢asticemi gelu, aniz by byly jakkoliv zadrZzovany a jsou eluovany s exkluznim neboli
mrtvym objemem (Vy). Velmi malé molekuly, které pronikaji do vSech poért jsou
eluovany s celkovym permeacnim objemem (V;). K separaci dle velikosti molekul
dochézi mezi exkluznim a celkovym permeac¢nim objemem. MenSi molekuly maji delsi
retencni Cas, naproti tomu vétsi molekuly jsou z kolony eluovany dfive. Princip SEC

separace je znadzornén na obrazku 4.
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Obrazek 4 Princip separace SEC

[pfevzato a upraveno ze zdroje 27]

SEC se vyuziva predevsim pro ur¢eni molekulové hmotnosti (M,) a distribuce velikosti
molekul polymernich latek. Dale je mozné pouZiti pii purifikaci a déleni latek s velkym

rozdilem M,. [22; 3; 28]
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3.3.3.6. Hydrofilni interak¢éni chromatografie (HILIC)

HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) je chromatografickd metoda
urcend pro separaci polarnich hydrofilnich sloucenin. Jedna se o alternativu k NP-HPLC,
polarni mobilni fazi nedochazi k problémiim s rozpustnosti polarnich analytii v této fazi.
Navic nepouziva toxicka organicka rozpoustédla. HILIC ma také mnoho vyhod oproti
Siroce vyuzivané RP-HPLC, u které se velmi polarni latky eluuji v blizkosti mrtvého

retenéniho Casu

Vyuziva polarni stacionarni faze, které jsou bézné pro NP-HPLC, mobilni faze svymi
vlastnostmi odpovida RP-HPLC moédu. HILIC navic umoZiuje analyzu nabitych latek

podobné jako IEC. [22; 26]

mobilni faze

RP-HPLC

Obrazek 5 Kombinace vlastnosti vice chromatografickych metod v ramci HILIC
[vytvofeno podle zdroje 2]

Mechanismus HILIC separace

Mechanismus separace je velmi komplexni a stale neni plné objasnén. Uplatnuji se pii
ném elektrostatické interakce, vodikové vazby. Dale dochézi také k rozdélovani analytu
mezi hydrofobni ¢ast mobilni faze a siln¢ hydrofilni vrstvu vody imobilizované na
povrchu polérni nebo polarizované stacionarni faze. Na tomto povrchu se utvari difuzni
vrstva s gradientem koncentrace vody smérem do mobilni faze. Stacionarni faze se tak
chova jako ,pfenase¢” vody. Tento mechanismus ma vSak i své vyjimky, které
v soucasnosti nejsou dostate¢né prostudované. Zakladni interakce v systému HILIC jsou

znazornény na dalsi stran€ na obrazku 6. [22; 23; 30, 31]
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Obrazek 6 Princip HILIC separace

[upraveno ze zdroje 29]

Stacionarni faze pro HILIC separaci

Jak jiz bylo sd€leno, staciondrni faze pouzivané pii HILIC separacich jsou polarni a Ize

je rozdélit do ti skupin.

Neutralni — bez elektrostatickych interakei (amid, cyklodextrin).
Nabité — se silnymi elektrostatickymi interakcemi (silikagel, silikagel modifikovany
aminopropylovou funk¢ni skupinou).

Zwitterionty — se slabymi elektrostatickymi interakcemi (sulfobetain, ZIC-HILIC).

v

Nejpouzivangjs$i jsou nabité staciondrni faze na bazi silikagelu. Pro vys$i retenci
a selektivni separaci bazickych analytd je vhodnéj$i stacionarni fdze modifikovana
amidovou skupinou nebo sulfobetainovou skupinou. Kyselé latky maji vyssi retenci na
propylaminové staciondrni fazi, a to diky iontovym interakcim aminoskupin s negativné
nabitou skupinou kyselych analytti. Déle se s vyhodou pouZzivaji stacionarni faze na bazi
oxidii kovl (AL2Os, ZrO), porézniho grafitizovaného uhliku, polymerni a hybridni

stacionarni faze. [22; 32, 2, 33]
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Mobilni faze pro HILIC separaci

Jako mobilni faze se pouzivaji smési polarnich organickych rozpoustédel (nejcastéji
acetonitril) s vodou. Vodna slozka byva pufrovana na pozadovanou hodnotu pH. Aby
byly zachovany podminky pro HILIC, musi byt obsah vodné slozky alespon 2,5 %.
V nékterych ptipadech 1ze vodu zcela nahradit jinym polarnim rozpoustédlem (methanol,
ethanol, propan-2-ol). Takovy systém je oznacovan jako nevodna HILIC (NA-HILIC,
non-aqueous HILIC). Vybér organického rozpoustédla pro mobilni fazi vyznamné
ovlivituje retenci. Elu¢ni sila se obecné zvySuje s rostouci polaritou a schopnosti
rozpoustédla poskytovat proton-donor/ proton-akceptorové interakce. Rostouci elu¢ni

silu vyjadtuje eluotropicka rada:
acetonitril — tetrahydrofuran — propan-2-ol — ethanol — methanol — voda

[22;2]

Rozpoustédlo vzorku a davkovy objem

Vyznamny vliv na separaci a selektivitu mé také rozpoustédlo pouzité pii ptiprave
vzorku, které by mélo mit stejné nebo podobné slozeni jako mobilni faze. Pokud je vzorek
rozpustén v rozpoustédle s vysokym obsahem vody, dochazi ke snizeni retence, Stépeni
pikt a ztraté ti€innosti separace. Dale je pro separa¢ni u¢innost a tvar chromatografickych
pikt dualezit¢ davkovat do systému co nejnizsi objem vzorku. Davkovéani vysokych

objemt zpisobuje rozmyvani piki a tim sniZzuje separacni ucinnost. [45; 22]

Selektivita HILIC separace

Selektivita je zavisla na slozeni stacionarni i mobilni faze. Retence analytu se zvySuje
s jeho rostouci polaritou a zaroven klesa s rostoucim podilem vodné slozky v mobilni
fazi. Pro ovlivnéni retence lze k mobilni fazi ptidava pufr. Retence obvykle klesa se
zvySujici se koncentraci soli. S rostoucim obsahem organické slozky mtze dochéazet ke
srazeni téchto soli. V tomto piipad¢ je nutné jejich koncentraci v mobilni fazi sniZit.
Pokud dochazi k disociaci analytu, jeho retence se zvySuje v porovnani s neutralni
formou. Jak vyplyva z eluotropicka fady, voda je v HILIC mddu nejsilngj$im eluentem.
Jiz malé zvySeni koncentrace vody v mobilni fazi vede k vyznamnému sniZeni retence
analytu. Obrazek 7 na nasledujici stran¢ zndzorniuje, jak zména sloZzeni mobilni faze

ovliviiyje retenci. [22; 1]
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Obrazek 7 Ovlivneni selektivity HILIC separace upravou sloZeni mobilni fdze
[ptevzato ze zdroje 22]

Aplikace metody HILIC v praxi

HILIC separa¢ni mod je vyznamny pro separaci vysoce polarnich latek, které jsou pii
Siroce vyuzivané RP-HPLC eluovany v blizkosti mrtvého retencniho Casu. V praxi se

jedna o nukleotidy, bilkoviny, sacharidy, biologicky aktivni latky atd. [33; 22]

3.3.4. Stacionarni faze

Stacionarni faze je nepohyblivou slozkou HPLC systému. Tvoii naplin chromatografické
kolony a je zdkladnim prvkem pro separaci. Jedna se o pevnou latku nebo tenkou vrstvu
kapaliny vazanou na matrici. Existuje velké mnozstvi typu, které 1ze rozdélit do skupin
dle rGznych vlastnosti a pouziti. Z pohledu chemického slozeni, je lze rozdélit na
anorganické oxidy (silikagel, AbOs, ZrO», TiOz), polymerni, hybridni stacionarni faze
a stacionarni faze na bazi porézniho grafitizované¢ho uhliku (PGC). Tyto formy pak

mohou byt dale modifikovany vazbou funkénich skupin na jejich povrch.

Mezi zakladni parametry pro vybér kolon se stacionarni fazi patii velikost a tvar ¢astic,
objem a velikost pori, specificky povrch a také délka kolony. DileZzité je brat ohled i na

chemickou a tepelnou stabilitu materidlu. [33; 22]
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3.3.4.1. Silikagel

Silikagel (oxid kiemicity, SiO2) je nejrozsitengj$im poldrnim anorganickym materidlem
pro vyrobu sorbentd. Povrch tohoto materialu je pokryty silanolovymi skupinami Si-OH,
které jsou aktivnimi centry. Tyto skupiny zapficinuji, ze povrch silikagelu je slab¢ kysely.
Bazické latky jsou tak zadrzovany vice nez kyselé a neutralni. Navic diky nim vykazuje
silikagel vlastnosti iontoménice. V pufrovanych mobilnich fazich dochazi k vyméné

protonli Si-OH skupin za kationty pufru a tento proces zavisi na pH.

Silanolové skupiny jsou reaktivni. Diky tomu je mozné na n¢ navazat rizné funkcni

skupiny. Timto zplisobem Ize povrch modifikovat a upravovat tak jeho charakter:

Polarni charakter: —OH, —NH,, -CN, —-NO» — NP-HPLC

Nepolarni charakter: —C8, —C18, —fenyl — RP-HPLC
Tontovy charakter:  NH4", COO — IEC

[26; 22; 33]
3.34.2. Oxidy kovii

Tyto staciondrni faze patii mezi polarni anorganické sorbenty. Jako sorbent pro HPLC se
vyuziva oxid zirkonicity (ZrO), hlinity (Al2O3), titaniCity (Ti0O.). Tyto materialy jsou
odolnéjsi nez silikagel. Vykazuji vysokou stabilitu pii pH 0-13 a jsou odolné vici

vvvvvv

u silikagelu. Toho lze s vyhodou vyuzit pro ziskani odlisné selektivity.

Nejcastéji pouzivanym je oxid zirkoniCity. V zavislosti na pH se chova jako amfoterni
méni¢ pro kationty nebo anionty. Na povrchu mé krom& —OH skupin také adsorpéni
centra. Tyto centra maji charakter Lewisovych kyselin a jejich pfitomnost vyzaduje
pfidani pufru do mobilni faze. Pufr tak kompenzuje silné interakce téchto center
s hydroxylovymi, fosfatovymi nebo karboxylovymi skupinami molekuly analytu. O typu

interakci rozhoduje vice faktorQ, napf. vlastnosti analytu, pH a typ pufru.

Pro mnoho interakci 1ze oxid zirkoni¢ity pouZivat v n€kolika chromatografickych
moédech. Nemodifikovany ZrO; se pouziva v systému NP-HPLC. Cast&jsi je pouziti pii
RP-HPLC, IEC nebo HILIC analyze. Povrch byvd modifikovan tenkou vrstvou
polybutadienu, polystyrenu nebo pyrolyticky vylou¢eného uhliku. [26; 2; 1; 33; 34]

Pti predeslych pracich Lucie Bouzkové (2016) [1]a Lenky Teplé (2017) [2] byla pouzita
kolona ZrO; potazena vrstvou uhliku oznacovana jako ZirChrom® — CARB.
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3.3.4.3. Porézni grafitizovany uhlik (PGC)

PGC (porous graphitic carbon) se vzhledem k nepolarnim latkdm se PGC chova podobné
jako RP C18 vazany silikagel. V porovnani s nim vSak vykazuje nizsi kapacitu kolony
aniz§i ucinnost. Naproti tomu nabizi vyhodu vyssi chemické a tepelné stability.
Umoziuje separaci latek s podobnou hydrofobicitou. Jeho povrch je stereoselektivni,
a tak miize byt vyuzivan k separaci strukturné podobnych latek a geometrickych izomerda.
Reten¢ni a selektivni chovani k polarnim slouc¢eninam je ale velmi odlisné od RP C18

silikagelu, a tak 1ze PGC s vyhodou pouzit i pro separaci velmi polarnich latek. (3s;21;3s:36]

Obrazek 8 znazorniuje strukturu grafitu. Na molekuldrni Grovni je tvofen vrstvami

hexagonalné uspotadanych atomi uhliku spojenych konjugovanymi vazbami.
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Obrazek 8 Struktura PGC

[ptevzato ze zroje21]

Fyzikalni a chemické vlastnosti

Zakladni fyzikalni vlastnosti jsou shrnuty v tabulce 2 na nasledujici strané. PGC vykazuje
vysokou stabilitu v celém rozsahu pH (0-14) a je odolny vici teplotam do 200 °C.
Nevyhodou je jeho kiehkost, t¢Zce predvidatelna selektivita, horsi tvary pikl a nizsi
ucinnost oproti sorbentiim na bazi silikagelu. Problémem muiZe byt i to, Ze tento sorbent
vyzaduje vysoce Cisté mobilni faze a diikladnou tipravu vzorku pted analyzou. Necistoty
se mohou silné¢ vézat na sorbent a postupnym vymyvanim zvySovat Sum pozadi.

V nékterych piipadech mizZe dojit také k ireverzibilnimu snizeni Gi¢innosti kolony.

Castice jsou sférické a pln& porézni s porozitou 75 %. Povrch je krystalicky, planarni,
neobsahuje mikropory a ani Zadné navazané funkéni skupiny. Obrazek 9 na nasledujici
stran€ znézoriiuje porovnani struktury povrchu PGC a RP C18 silikagelu. [26; 35; 39; 21; 36]
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C18 SILIKAGEL
kyseld hydrolyza
siloxanové vazby
a ztrata vazanych LANAAAAA,

skupin pfi pH=9
OH
OH

Si0p

QH

Tow |
) OH
rozpousténi /
silikagelu pfi pH=9

stabilni v celém
rozsahu pH 0-14

PGC

Zadné povrchové
vazané funkéni

N

Obrazek 9 Porovnani zakladni struktury RP C18 silikagelu a PGC

[pfevzato a upraveno ze zdroje 37]

VLASTNOSTI SPLNENi POZADAVKU
tvar castic sférické, pln€ porézni bez vyskytu mikropora
specifickd plocha 120 m%/g linearita retence
povrchu

< o o (o fenos hmoty pro riizné tvary a
medidn praméru por 250 A selikosti moi]elgul analytu i
objem pori 0,7 m’/g

3,5 um analyticka HPLC
prumer Castic 7 um preparativni HPLC
30 um aplikace SPE
porozita 75 % pfenos hmoty
% C 100 % chemicka stabilita
s stabilita pfi pouZiti vysokych
mechanicka sila > 400 bar tlake

Tabulka 2 Zakladni viastnosti PGC stacionarni faze [35]

Reten¢éni mechanismus

Reten¢ni mechanismus dosud nebyl plné€ objasnén. Je zaloZen na kombinaci dvou faktord.

1) Disperzni sily mezi analytem a mobilni fazi nebo analytem a povrchem grafitu —

retence se zvySuje s klesajici polaritou analytu.

2) Néabojem indukované interakce polarizovatelnych nebo polarnich funkénich skupin

analytu s polarizovatelnym povrchem grafitu zahrnujicim delokalizované n-elektrony —

retence se zvySuje s rostouci polaritou analytu.
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Tyto faktory jsou ovlivnény polaritou i planaritou analytu. Sila interakce zavisi na plose
molekuly analytu, kterd se dostava do kontaktu s grafitem. a typu funkénich skupin
v bod¢ interakce. Cim planarngjsi je molekula analytu, tim vice se piiblizi k povrchu

grafitu a tim vys$i je pocet interakénich bodi (viz obrazek 10).

{ - y 1 \

planarni molekuly tésné pfiléhaji k povrchu PGC molekuly, které nejsou plandrni maji slabsi
— silné interakce a dlouhy retenéni ¢as interakce a jejich retencni ¢as je kratsi

Obrazek 10 Interakce analytu s povrchem PGC staciondrni faze
[pfevzato a upraveno ze zdroje 35]

Poléarni latky mohou byt na grafitu zadrzovany i ptestoze se jednd o hydrofébni material.
Tento jev se nazyva efekt polarniho zadrzovani na grafitu (PREG — the polar retention
effect on graphite). PREG umoziuje separaci vysoce polarnich latek, kterou neni mozné
provést na RP CI18 silikagelovych fazich. Definuje schopnost molekul, které maji
osamoceny par (lone pair) nebo elektrony aromatického kruhu, interagovat
prostiednictvim mechanismu pienosu elektronti do elektronového mraku grafitu. PREG
je vyrazny zvlasté pokud jsou polarni skupiny analytu piipojeny na benzenovy kruh ¢i
vetsi aromatické systémy. Polarizovatelnost povrchu grafitu je tedy zasadni pro retenci

polarnich latek (viz obrazek 11). [36; 38; 39; 37]

a) b)

1

19

it i b i il o 1 5 i i
oo oe

it

Obrdazek 11 Nabojem indukované dipdl-dipol interakce mezi povrchem PGC a
pozitivnim (a); negativnim (b) nabojem analytu
[pfevzato a upraveno ze zdroje 35]

V experimentalni Casti této prace byla pouzita kolona s PGC oznafovand jako
Hypercarb™ od vyrobce Thermo Fisher Scientific Inc. (detailn&jsi informace o pouzitém

instrumentu jsou shrnuty v kapitole 4.1.1.).
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3.3.5. Detektory

Detektory zaznamenavaji rozdil mezi signalem pii prichodu ¢isté mobilni faze a mobilni
faze s obsahem analytu. Prevadéji fyzikalni nebo chemické vlastnosti analytu na

elektricky signal, ktery je pfimo umérny koncentraci analytu.

Ideélni detektor by mél vykazovat univerzalnost, specifitu a byt schopen poskytnout
vysoce citlivou a reprodukovatelnou odezvu. Ta by neméla byt zavisla na pritoku
a slozeni mobilni faze, coz je velmi podstatné pti gradientové eluci. Ovlivnéna by neméla
byt ani zménou teploty. Dale by mél idedln€ vykazovat Siroky linedrni dynamicky rozsah,
coz je rozsah koncentraci, ve kterém je odezva imérna koncentraci analytu. Mezi dilezité
schopnosti patii také schopnost detektoru poskytnout kvalitativni informace o analytu.
V praxi vSak Zadny detektor nemé absolutné idealni vlastnosti, obtizné je predevSim
dosazeni vysoké specifity a zaroven univerzalnosti. Vybér detektoru zavisi predevsim na

vlastnostech analytu a preferovanych pozadavcich na analyzu.

BéZné vyuZzivané pro HPLC jsou UV/VIS a fluorimetrické detektory, které byvaji ¢im dal
Castéji vytlaCovany modernimi hmotnostnimi spektrometry. Zakladni HPLC detektory

jsou shrnuty v tabulce 3. [22; 41]

: GRADIENTOVA

TYPICKE ANALYTY ELUCE
UNIVERZALN{ DETEKTORY
gg:;’gg:t(rﬁssgek“omet“"ky vétsina latek ANO
refraktometricky detektor cukry, polymery, triglyceridy, NE
(RID) organické kyseliny
detektor rozptylu svétla Y
(ELSD) netékavé latky bez chromoforu ANO
?gzl]()tg) r nabitych Cdstic netékavé latky bez chromoforu ANO
SPECIFICKE DETEKTORY
?%e\l](;cg)lt;); ometricky detektor latky osahujici chromofor ANO
?Fu]gilmetrlcky detektor latky vykazujici fluorescenci ANO
elektrochemicky detektor latky schobné
(ECD) — amperometricky/ < p K NE
coulometricky oxidace/ redukce
radiometricky detektor . VP
(RAD) radioaktivné znacené latky ANO

Tabulka 3 Nejbeznejsi HPLC detektory [22; 41]
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3.3.5.1. Spektrofotometrické UV/VIS detektory

Jsou zalozeny na schopnosti latek absorbovat zafeni v ultrafialové (200-400 nm) nebo
viditelné (400-760 nm) oblasti spektra. Elektromagnetické zareni téchto vinovych délek
zpusobuje ptrechod elektroni do vyssSich energetickych hladin. Excitovany jsou
predevsim m-elektrony. Pro absorpci v oblasti UV/ VIS je tedy zasadni, aby molekula
obsahovala tzv. chromofor (dvojné, trojné vazby, benzenovy kruh). Pokud je v molekule

nekolik konjugovanych vazeb, absorpce se posouva do viditelné oblasti spektra. [21]

Odezva takového detektoru je citlivd a robustni pro vétSinu latek s chromoforem.
Umoznuje kvalitativni urceni latky 1 kvantitativni analyzu, jejiZ vyhodnoceni je zaloZeno

na Lambert-Beeroveé zakoné.

Pro UV oblast se obvykle jako zdroj zatfeni pouziva deuteriova lampa. Zdrojem zafeni
pro viditelnou oblast byva wolframova lampa. Monochromatické zateni potfebné vinové
délky se ziskava pomoci monochromatoru. Spektrometrické detektory jsou dostupné ve

¢tyfech zékladnich konfiguracich.

Detektory s fixni vlnovou délkou

Jedna se o nejjednodussi konstrukéni typ, ktery se v dneSni dobé témétr nepouziva.
Zdrojem zafeni je nizkotlaka rtutova vybojka, kterd umoznuje detekci latek pii vinové

délce 254 nm.

Detektory s ménitelnou vlnovou délkou

U téchto detektort je mozné piepinat pouze mezi vinovymi délkami, které jsou piedem

konstrukéné dané.

Detektory s programovatelnou vinovou délkou

Vlnovou délku lze volitelné nastavovat v ur€itém rozmezi, nej€astéji od 190 do 700 nm,
a tim dosdhnout maximalni citlivosti. Navic ji Ize v pribchu analyzy ménit. Dostupné

jsou i detektory, které umoziuji méteni pii nékolika vinovych délkach soucasné. [22;20;43]
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Detektory s diodovym polem (DAD — diode-array detector)

Tento typ v pribchu analyzy snima celé absorpéni spektrum analytu (zévislost
absorbance na vlnové délce). Jeho schéma je znazornéno na obrazku 12. Zafeni je po
prichodu mérnou celou spektralné rozklddano pomoci holografické mtizky a nésledné
dopada na diodové pole. To je tvoreno fotodiodami, kterych obvykle byva 512-1024. Na
kazdou z fotodiod dopadé zateni o urcité vinové délce, zeslabené absorpci v mérné cele

detektoru.

mérna cela
/\ detektoru konkavni

holograficka

® r\
/ e
| U A $ ke
deuteriova  Stérbina cocka clona
vybojka

diodové pole

Obrazek 12 Schéma detektoru s diodovym polem
[vytvoteno podle zdroje 23]

Kazda z fotodiod je spojena s kondenzatorem, ktery je pfedem nabity. Po dopadu zareni
na diodu vznika fotoelektricky proud, ktery kondenzéator vybije. Vybiti je umérné
intenzit¢ dopadajiciho zareni. V dalsi fazi jsou kondenzéatory znovu nabity a méii se proud
potiebny k nabiti jednotlivych kondenzatora. Informace o méieni se uklada do paméti
fidici jednotky. Sekvence vybijeni a nabijeni se opakuje v fadech milisekund. Postupné
jsou tak pti kazdé vinové délce v kazdém okamziku zaznamenavany udaje o absorbanci.
Spektralni rozliSeni urcuje pocet fotodiod umisténym na diodovém poli. Diky tomu tento
detektor umoziiuje vybrat vhodnou vinovou délku pro detekci kazdého ze separovanych

analyti a ziskat jejich UV spektrum.

K hlavnim vyhodam UV/VIS detektor patii jejich snadnd obsluha a nizka citlivost
odezvy na zmé&ny teplot a slozeni mobilni faze. Disponuji pomérné vysokou citlivosti
(10°-107"° g/ml) pro analyty obsahujici ve své molekule chromofor. Jejich linedrni

dynamicky rozsah ¢ini az 5 tada. [22; 20; 23; 42; 2; 41]
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3.3.5.2. Fluorimetrické detektory (FD)

Pro detekci vyuzivaji princip fluorescence latek. Méti sekundarni (emisni) zafeni, které
latka vyzati po absorpci primarniho (excita¢niho) elektromagnetického zateni. Zdrojem
zateni byva obvykle xenonova vybojka. Tyto detektory Ize tedy vyuzit pro latky, které
fluorescenci vykazuji nebo které lze pomoci derivatizacniho cinidla pievést na
fluoreskujici derivaty. Z toho je zfejmé, Ze jsou mén¢ univerzalni v porovnani s UV/VIS

detektory. Oproti nim v3ak vykazuji vyssi citlivost (10°-10712 g/ml). [41; 20; 1]

3.3.5.3. Hmotnostné spektrometrické detektory (MS)

Hmotnostni spektrometrie je zaloZena na ionizaci analyzované latky a na rozdéleni
vyslednych iontii podle poméru m/z (hmotnosti/ ndboje). Sou¢asnym trendem je spojeni
kapalinové chromatografie s hmotnosti spektrometrii. Diky tomuto spojeni lze provadét

vysoce citlivé a selektivni kvalitativni 1 kvantitativni analyzy sloZitych smési.

Zatizeni pro MS detekci se sklada ze trech zakladnich ¢asti, které jsou zndzornény na
obrazku 13. Existuje n€kolik typh iontovych zdroji, hmotnostnich analyzatort a také tii

zékladni typy detektord, jejichz vycet jiz neni pfedmétem této prace.

HMOTNOSTI I:Il> DETEKTOR
ANALYZATOR

vakuum

IONTOVY
vrorek
HPLC :> ZDROI

atmosféricky tlak/ vakuum

Obrazek 13 Zakladni schema MS
[vytvofeno podle zdroje 22]

Proces detekce je mnohem komplikovanéjsi nez u ostatnich typii detektori. Nejprve
dochézi k ionizaci vzorku, pti které jsou neutradlni molekuly analytu pfevedeny na ionty.
Pot¢ ionty putuji do analyzatoru, kde jsou rozdéleny podle poméru m/z
(hmotnosti/ naboje). Nakonec jsou detekovany a vysledkem je hmotnostni spektrum, tedy
zavislost relativni intenzity jednotlivych iontl na jejich m/z. Hmotnostni spektrometr tak
krom& Udaji z chromatogramu poskytuje navic i1 spektralni udaje o identité latky.

Umoziuje tak strukturni analyzu vyuZitelnou k identifikaci neznamych latek.

MS nachazi hlavni vyuZiti v bioanalyze, potravinové analyze, proteomice, metabolomice
a je vyuzivana i pfi vyzkumu ¢i vyvoji novych lékovych struktur. [43; 22]
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3.3.6. Zakladni charakteristiky HPLC separacniho procesu

Vysledkem chromatografického procesu je chromatogram. Jedné se o ¢asovou zavislost
intenzity signalu namétené detektorem. Na chromatogramu jsou zobrazovany elu¢ni
ktivky, tzv. piky, jejichz parametry jsou vyhodnocovany. Lze tak dosdhnout vysledki jak
kvalitativni, tak 1 kvantitativni analyzy. Déle jsou popsany zakladni veliCiny

chromatografického systému. [3; 19]

Retenéni ¢as (#r)

Vyjadifuje ¢as (min), ktery uplyne od néstfiku vzorku do systému po dosaZeni vrcholu
chromatografického piku. Jedna se o zékladni veli¢inu kvalitativni analyzy a popisuje
chovani analytu v systému HPLC. Reten¢ni ¢as latky, kterd na koloné€ neni zadrzovéana
vubec a je voln¢ unasena proudem mobilni faze se nazyva mrtvy retencni ¢as (¢p). Doba
interakce analytu se stacionarni fazi je vyjadiena pomoci redukovaného retencniho ¢asu

(¢' r). Ten lze vypocitat odectenim 7y od zz.

100-
80 Retenéni ¢as (tg)
=
% BB_IMrt\n} retenéni &as (to)
3
5 Redukovany reten¢ni éas (t'g)
N 404
o
o
(@]
201
D"=¢ T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Retenéni ¢as (min)

Obrazek 14 Retencni cas, mrtvy retencni cas a redukovany retencni cas
[ptevzato ze zdroje 19]

Kapacitni faktor (k")

Nékdy byva oznaCovan jako reten¢ni faktor. Jednd se o bezrozmérnou veli¢inu, kterd
objektivné popisuje retencni chovani analytu nezavisle na rozmérech kolony a pritoku

mobilni faze. Lze jej vypocitat podle vzorce:

(tr — to)
to

k' =
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Selektivita ()
Vyjadiuje schopnost chromatografického systému rozlisit dva rizné analyty. Jedna se

o pomér kapacitnich faktorti dvou rtiznych analytt:

a—kl

Utinnost — podet teoretickych pater (N)
Utinnost chromatografického systému je nejéastéji vyjadiovana pomoci poétu
teoretickych pater. Predpoklada se vyskyt opakované se ustavujici rovnovahy mezi
mnoZstvim analytu v mobilni a stacionarni fazi. V ur€itém okamziku ustaveni rovnovahy
existuje uréity pocet teoretickych pater. Cim je N vyssi, tim méné je zona analytu pii
pruchodu kolonou rozmyvana a tim vysS$i je ucinnost systému. Vypocet poctu
teoretickych pater vyjadiuje rovnice:
tr\*
N = 5,545 x (—)
Wh

tr — retencni Cas; wy, — Sitka piku v polovin€ jeho vysky vyjadiend casem
Kazdé teoretické patro ma definovanou vysku. Ta je vyjadiovdna jako vyskovy
ekvivalent teoretického patra (H) neboli HETP (the height equivalent to a theoretical

plate). Tento parametr se vyuziva pro porovnani ucinnosti kolon s rozdilnou délkou

a vypocitava se dle nasledujiciho vzorce:

L — délka kolony; N — uc€innost kolony (pocet teoretickych pater)

Uc¢innost chromatografického systému urcuje predevsim kvalita sorbentu, velikost ¢astic,

pritok mobilni faze a celkové technické parametry instrumentu.
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Zavislost ucinnosti separace na velikosti Castic stacionarni fidze a rychlosti pratoku
mobilni faze vyjadiuje Van Deemterova kfivka (viz obrazek 15). Uéinnost roste se
snizujici se velikosti ¢astic sorbentu. Minimum kiivky udéavéa pratokové rychlosti, pfi
nichz kolona vykazuje nejvyssi ucinnost (na obrazku oznaceno jako optimalni rozmezi).

[19; 3; 20; 44]

el optimalni S um

rozmezi e

3 5pm ——

HETP (pm)
9ZEJ NLIEUOIIE)S JNSED JSONIPA

) T L) LD T T T L) T L)
o o3 1 LB d 33 b 33 a4 432 3

linearni rychlost proudéni mobilni fize (mm/ s)

Obrazek 15 Van Deemterova krivka vyjadrujici ucinnost separace v zavislosti na

velikosti castic a rychlosti prutoku mobilni faze
[pfevzato a upraveno ze zdroje 44]

Rozliseni (R)

Vyjadiuje miru separace dvou chromatografickych pikti. Na rozdil od selektivity vSak
bere v potaz i u€innost vyjadienou pomoci $itky piku. Pro dosazeni separace dvou pikl
na zékladni linii je obvykle potfeba dosdhnout hodnoty rozliSeni alespon 1,5. Lze jej

vypocitat z rovnice:

tn, —t
R=118x 2R

Who + Wpy

tr1, tr2 — retencni Casy pikid; wis, wi — Sitky pika v poloving jejich vysky
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Faktor symetrie (A4s)

V idealnim ptipadé by mél byt pik symetricky a As by tak dosahoval hodnoty 1,0. Tento

faktor se tedy pouziva pro uréeni pravidelnosti tvaru piku a vypocita se podle vzorce:
Wo,05
Ag = ——
2d

wo,05— Sitka piku v jedné dvacetin€ jeho vysky; d — vzdéalenost mezi kolmici spusténou

z maxima piku a ¢elem piku v jedna dvacetiné jeho vysky
[20; 3; 19; 21]

1004
804
2
=]
£ 604
]
o
m
o
g Chvostovani piku
204 /
d
Iy it \—_
c L T I L) L] Ll 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Retenéni éas (min) Wo,05

Obrazek 16 Faktor symetrie piku

[pfevzato a upraveno ze zdroje 19]
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pfistroje, chemikélie a pomucky

4.1.1. Chromatograficky systém

¢erpadlo: LC-20AD VP Shimadzu

degasser: DGU-20A3 VP Shimadzu

autosampler: SIL-20AC VP Shimadzu

chromatograficka kolona: Hypercarb™; 100x3 mm; 3 pm; Thermo Fisher Scientific Inc.
termostat kolony: CTO-20AS VP Shimadzu

UV-VIS detektor: SPD-20A VP Shimadzu

Fidici jednotka: CBM-20A VP Shimadzu

kontrolni jednotka: CTO-20AC VP Shimadzu

PC program: LabSolutions 5.92 Shimadzu

4.1.2. Pfistroje

digitalni analytické vahy: Sartorius AG A200S, Némecko
pH-metr: SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH, Némecko
magnetické michadlo: IKA Color Squid, Némecko

4.1.3. Chemikalie

aciklovir (ACI), Pliva Lachema, Ceska republika

guanin hydrochlorid (GUA), Pliva Lachema, Ceska republika

acetonitril (ACN), for HPLC, gradient grade, Sigma Aldrich, Némecko

methanol (MeOH), for HPLC, gradient grade, Sigma Aldrich, Némecko
propan-2-ol (ISOP) (CH3).CHOH, gradient HPLC grade, Scharlau, EU
tetrahydrofuran (THF), HPLC grade, without stabilizer, Scharlau, EU

kyselina octova CH3;COOH, Penta, Ceska republika

kyselina trifluoroctova (TFA), Penta Ceské republika

diethylamin (DEA), Sigma Aldrich, Némecko

dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat NaH,PO; - 2H,0, Penta, Ceska republika
hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat Na2HPO4 - 2H20, Penta, Ceské republika
dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO4, Penta, Ceska republika

fluorid amonny NH4F, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika
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ethanol (EtOH), Dr. Kulich Pharma, Ceska republika
hydroxid sodny NaOH, Dr. Kulich Pharma, Ceské republika

voda CiSténa reverzni osmézou, Merck Millipore

4.1.4. Pomucky

mikropipety, vialky, laboratorni 1zi¢ky, navazovaci lodicky, sklenéné ty¢inky, odmérné
banky, odmérné valce, kadinky, odsavaci banka, nylonovy membranovy filtr (Whatman

0,45 um), magnetické michadlo, zasobniky mobilni faze, alobal
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4.2. Obecné postupy

4.2.1. Ptiprava vzorku pro analyzu

Zasobni roztok acikloviru byl pfipraven smisenim 5 mg ACI s 0,5 ml THF a naslednym
doplnénim do 5,0ml odmérné banky smési acetonitril/voda v poméru 50 : 50 (v/v).
Z tohoto roztoku bylo odebrano 0,5 ml do 10,0ml odmérné baiiky a doplnéno smési
acetonitril/voda v poméru 50 : 50 (v/v). Vysledna koncentrace roztoku acikloviru byla
50 pg/ml. Pfed métenim bylo 0,05 ml tohoto roztoku pipetovano do vialky a doplnéno do
objemu 1,0 ml smési acetonitril/voda v poméru 50 : 50 (v/v). Vysledna koncentrace ACI

ve vzorku byla 2,5 pg/ml.

Ptiprava roztoku guaninu probihala obdobnym zptsobem s tim rozdilem, ze v prvnim
kroku byl pfidén 1,0 ml 1M NaOH, aby se usnadnilo rozpusténi guaninu. Vysledna

koncentrace GUA ve vzorku ¢inila 2,5 pg/ml.

Smésny vzorek byl pfipravovan ptimo do vialky. Z kazdého roztoku o koncentraci
50 ug/ml bylo do jedné vialky odebrano 0,2 ml a doplnéno do 1,0 ml smési
acetonitril/voda v poméru 50 : 50 (v/v). Vysledna koncentrace ACI i GUA ve smésném

vzorku byla 10 pg/ml.

Vsechny roztoky a vzorky byly uchovavany v lednici pii teploté 2-8 C.

4.2.2. Ptiprava roztoka

Byly pfipraveny roztoky kyseliny octové o koncentracich 0,05 %; 0,1 % a 0,2 %.
Vypoéitany objem kyseliny octové (Mcuscoon = 60,0516 g/mol; p = 1,055 g/cm?) byl
odméten mikropipetou do odmérné banky, ktera byla ¢isténou vodou doplnéna po rysku

na dany objem.

Obdobnym zptsobem byl ptipraven 0,1% roztok kyseliny trifluoroctové (Mcricoon =

114,030 g/mol; p = 1,5351 g/cm?).

Roztok diethylaminu (Mpga = 73,137 g/mol; p = 0,708 g/cm?) byl ptipraven tak, aby

celkova koncentrace diethylaminu v jednotlivych mobilnich fazich byla 0,1 %.
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Dale byly ptipraveny roztoky s fluoridem amonnym (Mnn4r = 37,037 g/mol). Vypocitané
a navazené mnozstvi bylo rozpusténo v €iSténé vodé. Mobilni faze byly pfipraveny tak,
aby celkova koncentrace fluoridu amonného v mobilnich fazich odpovidala 0,5 mM;

1 mM; 2,5 mM; 5 mM; 10 mM.

Piipraven byl také tlumivy roztok fosfore¢nanovy o pH 7,0 (2) dle CL 2017 [3]. Jeho
vysledna koncentrace v mobilni fazi byla 5 mM. (dihydrogenfosfore¢nan draselny

(Mkm2ro4 = 136,086 g/mol))

Poslednim byl roztok pfipraveny kombinaci hydrogenfosfore€nanu sodného dihydratu
(MNa2npo4 - 2120 = 177,99 g/mol) a dihydrogenfosfore¢nanu sodného dihydratu
(MnNat2pro4 - 2120 = 156, 010 g/mol) ve vzajemném pomeéru 390 : 610 na 1000 ml. Vysledna

koncentrace fosforeCnanti v mobilni fazi byla 2,5 mM. [46]

4.2.3. Ptiprava mobilnich fazi

Mobilni faze vzdy obsahovaly organickou a vodnou slozku v urcitém poméru. Pro
piipravu mobilnich fazi byla pouzita nasledujici rozpoustédla: acetonitril (ACN),
methanol (MeOH) a propan-2-ol (ISOP). Ta tvotila organickou fazi bud’ samostatné nebo
ve vzajemnych kombinacich s riznymi poméry. Vodnou fazi tvofila ¢isténd voda
s pfidavkem vhodné pufrovaci latky o urcité koncentraci (kyselina octova, kyselina
trifluoroctova, diethylamin, fluorid amonny, fosfore¢nany). Konkrétni poméry

a koncentrace jednotlivych slozek budou popsany v ptislusnych castech kapitoly 5.

Pfed kazdou analyzou byla pfipravend mobilni faze zfiltrovana pies nylonovy

membranovy filtr Whatman 0,45 um, aby se odstranily mechanické necistoty.
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4.3. Optimalizace podminek HPLC separace

4.3.1. Chromatografické podminky

Pro HPLC analyzu byly nastaveny nasledujici podminky:

kolona: Hypercarb™; 100x3 mm; 3,5 pm; Thermo Fisher Scientific Inc.
pritok: 0,7 ml/min

detekce: UV 254 nm

teplota kolony: 50 C

mnoZstvi nastfikovaného vzorku: 10 pl

mobilni faze: smées organické a vodné slozky v riznych pomérech s piidavkem pufri

Teplota 50 C a pratok 0,7 ml/min byly zvoleny jako optimalni na zakladé zkuSenosti
z ptedchozich diplomovych praci [1; 2] a zkuSenosti katedry. Obecné 1ze konstatovat, ze
pfi niZSich teplotach a niz§im pratoku dochazi k vétSimu rozmyti pikil, naopak pii vyssi

teploté a vysSim pritoku se elucni zéna zkracuje.

4.3.2. Ptednastaveni chromatografického systému

Pfed kazdym méfenim nebo pii vymeéné mobilni faze byl chromatograficky systém
proplachnut danou mobilni fazi pomoci funkce ,,purge”. Poté se mobilni faze nechala
protékat kolonou alespoii 30 minut pii stanoveném priitoku a teplote, aby doslo k ustaleni
zakladni linie. Po ukonceni méfeni byl systém proplachnut 50% roztokem ACN pfi
teploté 50 C. Po pouziti TFA jako pufru v mobilni fazi byl k proplachu pouzit 50% THF
pii teploté 70 C, jak uvadi ptirucka vyrobce [36]. Kazdy z analyzovanych vzorki (roztok
ACI, roztok GUA a smésny roztok) byl pro kazdou testovanou mobilni fazi nastfikovan

dvakrat z jedné vialky.
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5. Vysledky a diskuse

Bylo testovano reten¢ni chovani ACI a GUA v zavislosti na rizném slozeni, respektive

pomérech slozek mobilnich fazi.

Na kolonach Hypercarb™

je retence ovliviiovana mnoha faktory, mezi néz patii polarita
a planarita molekul. Na retenci maji vliv také disperzni sily mezi analytem a povrchem
grafitu. Déle je ovlivnéna interakcemi polarizovatelnych nebo polarnich funkénich skupin
analytu s polarizovatelnym povrchem grafitu zahrnujicim delokalizované m-elektrony.
Dva posledné jmenované faktory navic pisobi protichtidné. Mechanismy retence jsou

podrobnéji popsany v kapitole 3.3.4.3., avSak dosud nebyly dostatecné objasnény.
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5.1.  Vliv zmény pomé&ru vodné a organické slozky mobilni faze s obsahem

kyseliny octové nebo kyseliny trifluoroctové jako pufrii

5.1.1. Mobilni faze s obsahem kyseliny octoveé

Nejprve byl zkouman vliv rizné koncentrace kyseliny octové na retenci ACI a GUA. Jako

organicka slozka byl pouzit ¢isty ACN. Mobilni faze obsahovaly 0,05 %; 0,1 % a 0,2 %

kyselinu octovou v celkovém objemu. Pomér vodné a organickeé slozky €inil 85 : 15.

0,05% CH;COOH : ACN pH: 3,4
0,1% CH3;COOH : ACN pH: 3,3
0,2% CH3;COOH : ACN pH: 3,1

650000 1
600000 ; | /
550000 f
500000 ;-“ |
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400000 / —
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300000 fﬂ
[

0,1%

250000 /
200000]
150000

1000004
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Obrazek 17 Vliv koncentrace kyseliny octove na retenci. prvni pik GUA, druhy pik ACI

Z chromatogramu (obrazek 17) vyplyva, ze zména koncentrace kyseliny octové

v pouzitém rozsahu méla zanedbatelny vliv na retenci. Proto byla pfi dalSich méfenich

pouzita prostiedni hodnota koncentrace 0,1 %.

Daéle byl testovan vliv zmény poméru vodné a organické slozky mobilni faze na retenci

acikloviru a guaninu za pouziti 0,1% kyseliny octové jako pufru. Jednotlivé kombinace

slozek mobilnich fazi jsou popsany v tabulkach nasledujicich podkapitol.
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5.1.1.1.

CH;COOH : ACN

0,1% CH3COOH : ACN
pPHMF | tu | trACI | tr GUA | k'ACI | k' GUA | rozliSeni
90: 10 3,3 0,87 44,81 17,17 50,39 18,69 9,66
85:15 3,3 0,83 | 13,67 7,08 15,39 7,49 2,74
80:20 34 10,88 5,98 3,57 5,77 3,04 3,83
75:25 34 10,82 3,60 2,77 3,37 2,36 1,48
60 : 40 3,6 10,90 1,90 1,88 1,10 1,08 -
50 : 50 3,7 10,88 1,82 1,97 1,06 1,23 -
25:75 3,9 1,06 2,35 3,14 1,22 1,95 -
15:85 4,0 1,09 5,37 5,74 3,93 4,27 -
10: 90 4,0 1,09] 11,86 12,49 9,91 10,49 -

Tabulka 4 Slozeni MF s obsahem 0,1% CH3COOH : ACN, pH MF a retencni

charakteristiky analytu (zvyraznén pomer, pri kterém doslo ke zméné poradi eluce)
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Graf 1 Vliv zmeny poméru CH;COOH : ACN na retenci ACI a GUA
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Obrézek 18 Retencni chovini smésného vzorku pri zménach poméru CH3COOH : ACN.
zelena — samotny GUA pro porovndni
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Na chromatogramu (obrazek 18) je znazornén piehled retenéniho chovani analytd
v zévislosti na zménach poméru mezi vodnou slozkou s 0,1% kyselinou octovou a ACN.
Pomér 90 : 10 zde uveden neni z divodu dlouhych reten¢nich ¢asi (ACI: 44,81 min;
GUA: 17,17 min). Pti pomérech s vyssim obsahem vodné slozky se GUA eluoval jako
prvni. U poméru 60 : 40 doslo k prekryti obou piki. S dal$im snizovanim poméru vodné

slozky se reten¢ni ¢as obou analytii prodluzoval, pti¢emz se jako prvni eluoval ACI.

Predchozi studie se zabyvaly retenci riiznych sloucenin v zévislosti na koncentraci ACN
v mobilni fazi na kolonach Zr-PBD, b-ZrO2 a Zr-C. Bylo prokdzano, ze zavislost retence
na koncentraci se projevuje typickou kiivkou tvaru pismene ,,U*. [1; 2; 34; 37]. Tento jev
se projevil i pii pouziti kolony Hypercarb™, a to nejen v ptipadé ACN, ale také pfi jinych

slozkach organické faze, jak je patrné z grafii dalSich kapitol.

V ptipadé niz§iho podilu vodné slozky retence analytli s dalSim sniZovanim polarity
mobilni faze stoupala. Mohlo by se jednat o efekt polarniho zadrzovani na grafitu
(PREQ), ktery byl popsan v kapitole 3.3.4.3. U mobilnich f4zi s vy§§im pomérem vodné
slozky byl vsak jev opacny, coz poukazuje na fakt, ze se na retenci podili vice faktort

zaroven.
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5.1.1.2.

CH3COOH : MeOH

0,1% CH3COOH : MeOH
pPHMF | tu | trACI | tr GUA | k' ACI | k' GUA | rozliSeni
60 : 40 3,7 1,05 20,64 14,44 18,60 12,71 3,45
50 : 50 3,8 1,06 12,47 10,45 10,74 8,84 1,66
40 : 60 4,0 1,07 8,49 7,87 6,94 6,36 0,15
25:75 4,3 1,09 7,98 8,71 6,36 7,02 0,71
20: 80 4,3 1,09 7,72 9,01 6,05 7,24 1,03
15:85 4,4 1,11 7,83 9,79 6,08 7,85 1,55
10 : 90 4,5 1,08 8,13 3,68 6,53 2,40 2,18

Tabulka 5 Slozeni MF s obsahem 0,1% CH3;COOH : MeOH, pH MF a retencni

charakteristiky analytu (zvyraznény pomery, pri kterych doslo k vymeéné poradi pikii )

Vliv zmény poméru CH;COOH : MeOH na retenci ACI a GUA
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Pti vyméné ACN za MeOH doslo k vyraznému prodlouzeni tr obou analytti, a proto se
reten¢ni chovani testovalo az od poméru 60 : 40. Nejprve se jako prvni eluoval GUA, pti
poméru 25 : 75 doslo ke zméné¢ poradi eluce. Jedinym pomérem, pti kterém byly tr kratsi,
nez pii pouziti ACN, byl pomér 10 : 90. Zaroven doslo k opétovné zméné poradi a GUA
se eluoval jako prvni. Tato neocekdvana zména byla ovéfena opakovanym méfenim, aby

se zjistilo, zda nejde o ndhodnou chybu.
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5.1.1.3. CH3COOH : ACN+MeOH

Nésledn¢ byla pro organickou fazi pouzita kombinace ACN+MeOH (50+50).
Predpokladalo se, ze tr se budou pohybovat mezi hodnotami, které byly naméfeny

v piipadé predchoziho pouziti samotného ACN a samotného MeOH vzhledem k jejich

rozdilné polarité.

0,1% CH3COOH : ACN+MeOH (50+50)
pHMF | tu | tr ACI | tr GUA | k' ACI | k' GUA | rozliSeni

75:25 3,4 0,89 | 13,18 7,53 13,78 7,44 4,52
60 : 40 3,6 1,20 | 5,21 3,89 3,36 2,25 2,22
50 : 50 3.8 1,14 | 4,08 3,33 2,58 1,92 1,38
40 : 60 4,0 1,13 3,93 4,23 2,47 2,74 -

25:75 4,3 1,17 4,60 5,70 2,94 3,89 1,46
15: 85 4,6 1,17 5,47 8,19 3,66 5,98 2,21
10 : 90 4,8 1,20 | 6,51 10,83 4,44 8,05 2,49
5:95 5,0 1,25 7,9 18,23 5,31 13,57 3,66

Tabulka 6 Slozeni MF s obsahem 0,1% CH3COOH : ACN+MeOH (50+50), pH MF a

retencni charakteristiky analytii (zvyraznén pomer, pri kterém doslo ke zméne poradi
eluce)

Vliv poméru CH;COOH : ACN+MeOH (50+50) na retenci ACI a GUA
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Graf 3 Vliv zmény poméru CH3COOH : ACN+MeOH na retenci ACI a GUA
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Obrazek 20 Retencni  chovani smésného  vzorku pri  zméndch  poméru
CH3COOH : ACN+MeOH. cervena— samotny ACI pro porovnani

Dle ptedpokladu se retencni Casy prodlouzily oproti pouziti samotného ACN a zaroven
byly kratsi nez pfi pouziti samotného MeOH. S rostoucim obsahem organické slozky se

zhorsSily tvary piki, a to pfedev§sim GUA, u kterych dochéazelo ke znaénému rozmyvani.
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5.1.1.4.

CH3COOH : ACN+ISOP

Jako dalsi slozka organické faze byl do kombinace zvolen propan-2-ol. Jeho polarita se

nachdzi mezi hodnotami ACN a MeOH. Bylo tedy ptedpokladano, Ze nedojde k tak

velkému prodlouzeni tr jako v piipadé pouziti MeOH.

0,1% CH3COQOH : ACN+ISOP (50+50)
pPHMF | tu | trACI | tr GUA | k'ACI | k' GUA | rozliSeni
85:15 3,3 0,70 4,06 3,12 4,79 3,45 1,97
75:25 34 10,97 1,92 1,85 0,98 0,91 -
60 : 40 3,5 0,92 1,52 1,63 0,66 0,78 0,02
50 : 50 3,8 0,93 1,50 1,65 0,61 0,78 -
40 : 60 4,0 1,05 1,52 1,75 0,44 0,66 0,34
25:75 4,3 0,95 1,74 2,18 0,83 1,30 0,76
15: 85 4,5 1,03 2,10 2,98 1,04 1,91 0,95

Tabulka 7 Slozeni MF s obsahem 0,1% CH3COOH : ACN+ISOP (50+50), pH MF a
retencni charakteristiky analytli (zvyraznén pomér, kde doslo ke zméné potadi eluce)

Vliv poméru CH;COOH : ACN+ISOP (50+50) na retenci ACI a GUA
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Pouziti ISOP vyrazné zkratilo tr obou analytli. Obdobné jako v pfedchozim ptipadé
s ACN+MeOH dochézelo k vyraznéjsimu rozmyvani pikt, a to hlavné GUA. Separace
byla u vSech zvolenych poméri nevyhovujici s vyjimkou poméru 85 : 15 s hodnotou

rozliSeni 1,97.
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5.1.1.5. CH3COOH : MeOH+ISOP

0,1% CH3COOH : MeOH+ISOP (50+50)
PHMF | tu | trACI | tr GUA | k'ACI | k' GUA | rozliSeni

85:15 3,3 10,99 5,56 4,67 4,60 3,71 1,30
75:25 34 10,97 2,39 2,50 1,48 1,59 -

60 : 40 3,6 | 1,09 1,66 1,93 0,53 0,78 0,68
50 : 50 3,8 1,19 1,71 2,02 0,44 0,70 0,72
40 : 60 4,1 1,12 1,62 1,93 0,45 0,72 0,60
25:75 4,5 1,15 1,83 2,24 0,59 0,95 0,59
15: 85 4,9 1,12 2,20 2,80 0,97 1,50 0,67

Tabulka 8 Slozeni MF s obsahem 0,1% CH3;COOH : MeOH+ISOP (50+50), pH MF a
retencni charakteristiky analytii (zvyraznén pomeér, pri kterém doslo k vyméné poradi
piki)

Vliv poméru CH;COOH : MeOH-+ISOP (50+50) na retenci ACI a GUA
5
4,5
4
>335
S —&— Aciklovir
£ 3
8 —&— Guanin
=25
g
5
g
S5
1
.—’—./.
0,5 — 0
0
85 15 75 25 60 40 50 50 40 60 25 75 15 85
pomér mobilni faze (CH;COOH : MeOH-+ISOP)

Graf 5 Vliv zmeny pomeru CH3COOH : MeOH+ISOP na retenci ACI a GUA
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Obrazek 22  Retencni  chovani  smésného  vzorku  pri  zmeéndch  pomeéru

CH3COOH : MeOH+ISOP. cervena — samotny ACI pro porovnani
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Retencni Casy i tvary pikli byly velmi podobné jako v ptipadé pouziti ACN s ISOP. Jejich
rozliSeni bylo ve vSech pfipadech pod hodnotou 1,5, coz neodpovidd obecnym

pozadavkim pro dostateCnou separaci.

Také byl testovan vliv zmény poméru mezi slozkami organické faze na rozliseni piki.
Byly vybrany mobilni fdze s obsahem CH3COOH : MeOH+ISOP (50+50) 75 : 25
a 85:15. Pti téchto slozenich byly retencni Casy delSi nez v pfipad¢é pouziti jinych
pomérq, jak je vidét na chromatogramu na ptredchozi strané (obrazek 22). Poméry mezi
MeOH a ISOP se meénily a jsou popsany u nasledujicich dvou chromatogrami

(obrazek 23 a obrazek 24).

75:25 rozliSeni mezi piky ACI a GUA
0,1% CH3COOH : MeOH+ISOP (25+75) 0,92
0,1% CH3COQOH : MeOH+ISOP (50+50) -
0,1% CH3COQOH : MeOH+ISOP (75+25) 1,78
1500000 o ‘ I‘
‘ |
1200000 ‘ ‘l
i
LV
900000 | I"k.
700000 — ] ~| MeQH+ISOP (25475) |

Gonnon

500000

400000 [ A\ N\
300000 / | MeOH+ISOP (50450) ‘ \

200000

100000

0 1) — - 1 "| MeOH+ISOP (75+25)

T l
1,0 16 2,0 25 3,0 3.6 4.0 A6 50 13 6,0 65 7.0 75 8,0 min

Obrazek 23 Retencni chovani smésného vzorku, vodnd : organicka slozka 75 : 25, méni se
pomeér mezi MeOH a ISOP. cervend— samotny ACI, zelend — samotny GUA pro porovndni
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85:15 rozliSeni mezi piky ACI a GUA
0,1% CH3COOH : MeOH+ISOP (25+75) -
0,1% CH3COOH : MeOH+ISOP (50+50) 1,30
0,1% CH3COOH : MeOH+ISOP (75+25) 5,93
1500000 |
1200000 ‘
1100000 | l
900000 o J - | MeOH+ISOP (25+75) ‘
o] | | | MeOH+ISOP (50+50) |
- L weonmsoriman |\ _

— — T —T — T T — T — T T — T —T T T
0.0 25 50 7.5 10.0 125 15.0 75 20.0 min

Obrazek 24 Retencni chovani smésného vzorku, vodna : organicka slozka 85 : 15, méni
se pomer mezi MeOH a ISOP. cervena —samotny ACI, zelena — samotny GUA pro
porovnani

Pti pouziti vysSiho obsahu MeOH dochézelo ke znaénému prodluzovéni tr a zvySovani

rozliSeni mezi piky. Naopak vyssi obsah ISOP vedl ke zlepSeni symetrie pikl, ale

rozliseni nebylo dostatecné. Proto byl ponechan pomér MeOH-+ISOP 50+50.

55



5.1.2. Mobilni faze s obsahem kyseliny trifluoroctove

Byla pouzita 0,1% kyselina trifluoroctova s totoznymi slozenimi organické slozky

mobilni faze a v obdobnych pomérech jako tomu bylo v ptipadé 0,1% kys. octové.

5.1.2.1. TFA : ACN
0,1% TFA : ACN
pHMF | tu | tr ACI tr GUA k' ACI | k'GUA | rozliSeni

90 : 10 2,0 1,01 | 37,71 12,20 36,30 11,07 12,07
85:15 2,0 1,05 11,12 4,04 9,61 2,86 8,15
80:20 2,0 1,02 4,72 2,19 3,65 1,16 5,70
75:25 2,0 1,03 2,73 1,61 1,66 0,57 3,50
60 : 40 2,0 10,96 1,53 1,22 0,60 0,28 1,33
50 : 50 2,0 10,94 1,54 1,24 0,64 0,32 1,37
40 : 60 2,0 10,94 1,53 1,28 0,63 0,36 1,22
25:75 1,9 10,94 2,06 1,66 1,21 0,77 1,30
15:85 1,7 10,96 3,67 2,95 2,83 2,08 0,89
10 : 90 1,5 10,97 6,22 5,38 5,40 4,54 -

Tabulka 9 Slozeni MF s obsahem 0,1% TFA : ACN, pH MF a retencni charakteristiky
analytii

Vliv zmény poméru TFA : ACN poméru na retenci ACI a GUA
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Graf 6 Vliv zmény poméru TFA : ACN na retenci ACI a GUA
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Obrazek 25 Retencni chovani smeésného vzorku pri zméndach pomeru TFA : ACN.
cervenda — samotny ACI a zelend — samotny GUA pro porovnani

Na chromatogramu (obrazek 25) je znazornén piehled retenniho chovani analytt
v zavislosti na zméndch poméru mezi 0,1% TFA a ACN. Na rozdil od mobilni faze, ktera
obsahovala kyselinu octovou, nedoslo k vyméné potadi pikt. Jako prvni se vzdy eluoval
GUA , ACI jako druhy. TFA ma vyssi elucni silu nez kyselina octova, proto jsou retencni
Casy analytl kratsi a zaroven je lepsi symetrie pikti. Pomér 90 : 10 neni na chromatogramu
znazornén pro tr ACI: 37,71 min. U opacného poméru 10 : 90 vykazovaly piky Sirokou
elucni zonu a dochazelo k jejich rozmyvani, proto v souhrnném chromatogramu také
chybi. Pfi pomérech TFA : ACN 60 : 40; 50 : 50 a 40 : 60 se analyty eluovaly s témét

totoZnymi retencnimi ¢asy.

Obdobny vliv na symetrii pikli mél ptidavek TFA do mobilni faze také v ptipadé pouziti
kolony ZirChrom®-CARB v diplomové praci Lucie Bouzkové [1]. Graf 7 na nésledujici

strané porovnana retence analytii na sorbentech ZirChrom®-CARB a Hypercarb™.
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Porovnani zavislosti zmény molarity TFA na retenci ACI a GUA
10

—o— ACI ZirChrom-CARB

GUA ZirChrom-CARB
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E53 —— GUA Hypercarb
2
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molarita TFA (mM)

Graf 7 Porovnani retence analytii na kolondch ZirChrom®-CARB a Hypercarb™

v zavislosti na zméné molarity TFA

V praci L. Bouzkové byl zachovan pomér mezi vodnou a organickou slozkou, slozeni
pouzité mobilni faze bylo TFA : ACN+MeOH (15 : 85). V této préci se navic kromeé
molarity TFA ménil i pomér vodné a organické slozky, coz mélo na retenci analytt také
vliv. Nicmén¢ stejného poméru bylo u obou praci dosazeno pii hodnoté¢ 1,3 mM TFA
(na grafu 7 zvyraznéno Cernou Carou). Pii této hodnoté je patrné, ze retence ACI zlstava

stejnd, ale vyrazné se meéni retence GUA.

Na koloné ZirChrom®-CARB se retence obou analytli sniZovala se zvysujici se
koncentraci TFA v mobilni fazi. V piipad¢ stacionarni faze na bazi PGC se postupné
snizovani koncentrace TFA projevilo kiivkou pfipominajici pismeno ,,U*. To v§ak mohlo

byt zplisobeno vlivem zvySujiciho se obsahu organické slozky v mobilni f4zi.
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5.1.2.2. TFA : MeOH
0,1% TFA : MeOH
pHMF | tm | trACI | tr GUA | k'ACI k' GUA | rozliSeni
60 : 40 2,2 1094 | 1597 6,94 16,04 6,41 8,34
50 : 50 2,3 0,93 10,55 5,46 10,32 4,86 6,08
40 : 60 24 10,93 8,26 4,78 7,86 4,13 4,07
25:75 2,6 10,92 7,16 4,48 6,75 3,84 2,79
15: 85 2,7 10,93 7,48 4,64 7,07 4,00 2,44
10 : 90 2,7 10,96 7,89 4,80 7,21 3,99 2,29

Tabulka 10 SloZeni MF s obsahem 0,1% TFA : MeOH, pH MF a retencni charakteristiky
analytii

Vliv zmény poméru TFA : MeOH na retenci ACI a GUA
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Graf 8 VIiv zmény poméru TFA : MeOH na retenci ACI a GUA
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Obrdazek 26 Retencni chovani smésného vzorku pri zménach poméru TFA : MeOH.
zelena — samotny GUA pro porovnani, symbol \ ukazuje na GUA, ktery je pri daném
zobrazeni vidét obtiznéji.

T
19,0 min

Pti vyméné ACN za MeOH doslo k vyraznému prodlouzeni tr obou analytl stejn¢ jako
v ptipadé MF s kys. octovou. Rozdil byl v8ak v tom, ze nedoSlo ke zméné potadi pikl

(v ptipadé MF s kys. octovou k tomu doslo dvakrat). Jako prvni se vzdy eluoval GUA.
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5.1.2.3. TFA : ACN+MeOH

0,1% TFA : ACN+MeOH (50+50)
pHMF | tm tr ACI tr GUA | k'ACI k' GUA | rozliSeni
75:25 2,0 0,85 9,18 3,78 9,86 3,47 5,62
60 : 40 2,1 0,82 3,68 2,09 3,50 1,55 3,53
50 :50 2,2 0,81 3,00 1,74 2,71 1,16 2,72
40 : 60 2,2 0,80 2,84 1,78 2,58 1,24 2,31
25:75 2,2 0,78 3,16 2,14 3,07 1,76 1,94
15: 85 2,3 0,77 3,86 2,70 4,02 2,51 1,60
10 : 90 2,3 0,76 4,53 3,10 4,97 3,08 1,59
5:95 2,3 0,73 4,99 3,29 5,82 3,51 1,57

Tabulka 11 Slozeni MF s obsahem 0,1% TFA : ACN+MeOH (50+50), pH MF a retencni
charakteristiky analyti

. Vliv poméru TFA : ACN+MeOH (50+50) na retenci ACI a GUA

o

—@— Aciklovir
—@— Guanin

kapacitni faktor k'
(o)}

4
) \\_ﬂ/‘/_—_‘
0

75 25 60 40 50 50 40 60 25 75 15 85 10 90 5 95

pomér mobilni faze (TFA : ACN+MeOQOH)

Graf 9 Vliv zmeny pomeru TFA : ACN+MeOH na retenci ACI a GUA
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Obrdazek 27 Retencni chovani smésného vzorku pri zménach poméru TFA : ACN+MeOH.
prvni pik — GUA, druhy pik — ACI
Pfi pouziti tohoto sloZzeni mobilni faze dochazelo ke Stépeni pikd. To bylo s velkou

pravdépodobnosti zplisobeno usazovanim TFA na koloné. Proto byla kolona po méfeni
proplachnuta 50% THF pfi teploté 70 C, jak uvadi pfirucka vyrobce [36] a tento postup
byl nékolikrat zopakovan.
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5.1.2.4. TFA : ACN+ISOP

0,1% TFA : ACN+ISOP (50+50)
PHMF | tu | trACI | tr GUA | k'ACI | k' GUA | rozliSeni

90:10 2,0 1,01 7,45 3,40 6,39 2,37 6,16
85:15 2,0 1,00 3,07 1,81 2,07 0,81 3,92
75:25 2,0 10,99 1,60 1,29 0,61 0,30 1,63
60 : 40 2,1 10,99 1,40 1,21 0,42 0,22 0,91
50 : 50 2,2 10,99 1,42 1,25 0,43 0,26 0,76
40 : 60 2,2 10,99 1,51 1,34 0,53 0,36 0,67
25:75 24 1098 1,78 1,67 0,81 0,70 -

15:85 2,5 10,98 2,43 2,45 1,47 1,49 -

10: 90 2,5 10,98 3,16 3,48 2,22 2,54 0,27

Tabulka 12 Slozeni MF s obsahem 0,1% TFA : ACN+ISOP (50+50), pH MF a retencni
charakteristiky analytii (zvyraznén pomer, pri kterém doslo ke zméné poradi eluce)

; Vliv poméru TFA : ACN+ISOP (50+50) na retenci ACI a GUA
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Graf 10 Vliv zmeny poméru TFA : ACN+ISOP na retenci ACI a GUA
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Obrazek 28 Retencni chovani smésného vzorku pri zmendach pomeéru TFA : ACN+ISOP.
cervenda — samotny ACI pro porovnani, u pomeru 90 : 10 a 85 : 15 je ACI druhy pik
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Pouziti pridavku ISOP vyrazné zkratilo tr obou analytil. Pti vys$§im zastoupeni organické
faze dochazelo k rozmyvani pikii. V porovnani s mobilni fazi, ve které byla misto TFA
pouzita kys. octova, byly hodnoty rozliSeni vyssi. RozliSeni nad 1,5 bylo pozorovano
u pomeért 90 : 10, 85 : 15, 75 : 25. Pii poméru 15 : 85 doslo ke zméné poradi pika (ACI
se eluoval jako prvni). Byl testovan také pomér 5 : 95, ale tam uz doslo ke znaénému

rozmyti pikl (tr ACI: 5,89 min., tr GUA: 4,79 min., rozliSeni: 0,33).
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5.1.2.5.

TFA : MeOH+ISOP

0,1% TFA : MeOH+ISOP (50+50)
PHMF | tu | trACI | tr GUA | k'ACI | k' GUA | rozliSeni

90:10 2,1 1,01 | 17,37 7,39 16,19 6,32 7,79
85:15 2,1 1,11 7,28 3,80 5,53 2,41 5,39
75:25 2,1 1,03 3,20 2,24 2,10 1,17 2,73
60 : 40 2,2 11,02 2,26 1,92 1,21 0,87 1,20
50 : 50 2,4 1,03 2,17 1,96 1,11 0,90 0,56
40 : 60 2,5 1,04 2,18 2,06 1,10 0,99 -

25:75 2,7 1,05 2,59 2,62 1,48 1,51 -

15:85 29 1,11 3,27 3,77 1,93 2,39 0,60
10 : 90 29 1,11 3,79 4,38 2,43 2,96 0,50

Tabulka 13 Slozeni MF' s obsahem 0,1% TFA : MeOH+ISOP (50+50), pH MF a retencni

charakteristiky analytu (zvyraznén pomer, pri kterém doslo ke zméné poradi eluce)

Vliv poméru TFA : MeOH+ISOP (50+50) na retenci ACI a GUA
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Graf 11 Vliv zmeény poméru TFA : MeOH~+ISOP na retenci ACI a GUA
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Obrazek 29 Retencni chovani smésného vzorku pri zménach poméru TFA : MeOH~+ISOP.
cervend — samotny ACI pro porovnani, u pomeru 90 : 10 a 85 : 15 je ACI druhy pik
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Oproti pouziti kys. octové byly vyssi hodnoty rozliSeni (u kys. octové to bylo vzdy pod
1,5). Pti poméru 25 : 75 doslo ke zméné poradi eluce, vyraznéji je to na chromatogramu

viditelné az u poméru 15 : 85.

Stejné jako v pripadé pouziti kys. octové byl testovan vliv zmény poméru mezi slozkami
organické faze. Mobilni faze obsahovala TFA : MeOH+ISOP 75: 25 (hnéda) a 85 : 15
(modra). Poméry mezi MeOH a ISOP se ménily a jsou popsany v ndsledujicim

chromatogramu (obrazek 30).

75:25 rozliSeni pikit ACI a GUA
0,1% TFA : MeOH+ISOP (25+75) 0,60
0,1% TFA : MeOH+ISOP (50+50) 3,64
0,1% TFA : MeOH+ISOP (75+25) 488
85:15 rozliSeni piki ACI a GUA
0,1% TFA : MeOH+ISOP (25+75) 2,48
0,1% TFA : MeOH+ISOP (50+50) 5,39
0,1% TFA : MeOH+ISOP (75+25) 7,90
4250000 ,‘
4000000 “‘
4750000] |\| MeOH+ISOP (25+75)
3250000 Iﬁ““ ‘ “"‘
30000007 \‘ ‘| \I‘|
27500004 . jl‘ ‘\1‘7 I“ L
B JH‘H‘" MeOH+ISOP (50+50)
15000003 f ‘|‘ ."I “ )
1250000 _JJ \'\L,]’ IL ‘."’f“‘" /
. “‘,«"“.‘\ // “‘.\ MeOH+ISOP (75+25)
T T I / :"\.\ .

T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 10 2,0 3,0 4,0 50 6.0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 min

Obrdazek 30 Porovnani retence pri zméné poméru mezi MeOH a ISOP v organické fazi,
prvai pik — GUA, druhy pik — ACI, hneda — TFA : MeOH+ISOP 75 : 25,
modra — TFA : MeOH+ISOP 85 :15

V porovnani s testovanim obdobného slozenim MF, kde misto TFA byla pouzita kys.
octovd, probihala separace v kratS§ich casech a tvary pikd byly symetricté;si.
Nejoptimalné€ji probehla separace pii slozeni TFA : MeOH+ISOP 50+50 (75 : 25).
Separace s pouzitim poméru TFA : MeOH+ISOP 75+25 (75 : 25) byla také ptijatelna.
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5.1.3. Koncentrace pufri v mobilni fazi

Mobilni faze obsahujici kys. octovou a kys. trifluoroctovou byly pfipravovany tak, ze byl

misen 0,1% roztok daného pufru s organickou fazi o uréitém poméru HPLC systémem.

S poklesem obsahu vodné slozky tak dochézelo i k poklesu koncentrace pufru, coz

ovliviiovalo hodnotu pH MF. Proto bylo zkouméno, do jaké miry se reten¢ni chovani

analytti a pH MF bude lisit od ptipadu, Ze by ziistala zachovana 0,1% koncentrace pufru

v celkovém objemu MF. Toto bylo testovano u nasledujicich mobilnich f4zi:

rozliSeni rozliSeni pH MF pH MF
stoeni M G2 pute 01% gt | 1% pur | 1% pur
objemu MF | slozce MF | objemu MF | sloZce MF
0,1% CH3COOH : ACN (50 : 50) - ; 3,5 3,7
0,1% CH3COOH : ACN (25:75) 1,05 1,09 3,6 3,9
0,1% CH3COOH : ACN (15: 85) - - 3,6 4,0
0,1% TFA : ACN (80 : 20) 5,63 5,70 1,4 2,0
0,1% CH3COOH : ACN+MeOH 1,77 1,33 3,7 3,8
50+50 (50 : 50)

Tabulka 14 Rozdily pH MF a rozdily v rozlisSenich piku pri pouziti MF s 0,1% obsahem
pufru v celém objemu a 0,1% obsahem pouze ve vodné sloZce
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Obrazek 31 Porovnani retencniho chovani smésného vzorku. modra — MF obsahovala
0,1 % pufru v celém objemu. hnéda — 0,1 % pufru bylo obsazeno pouze ve vodné slozce,
symbol \ ukazuje na GUA s tr 3,28, jehoz pik pii daném zobrazeni neni viditelny.
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Obecné probihaly separace nejlépe u poméri s vyssim zastoupenim vodné slozky, pii
kterych byla odchylka koncentraci niz§i. Z tabulky 14 na ptedchozi stran€ je ziejmé, ze
hodnota pH se nejvice odliSovala v ptipad¢ mobilni faze TFA : ACN (80: 20). Piesto se
retenéni Casy zménily jen minimalné, jak je patrné na chromatogramu (obrazek 31).
Rozliseni také zistalo obdobné. Je tedy mozné, Ze se pti separaci pfili§ neuplatinoval vliv

hodnoty pH a retence byla ovliviiovana spiSe samotnou polaritou a planaritou analyta.

K vyraznéj§imu posunu tr doslo pfi slozeni MF CH3;COOH : ACN (15 : 85). tr se zkratily
0 2,35 minut, prekryv piki vSak zistal zachovan. Také v tomto ptipadé byl zaznamenan

vyrazngj$i rozdil mezi hodnotami pH.
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5.1.4. Souhrn vysledka s kyselinou octovou a kyselinou trifluoroctovou

Tato podkapitola obsahuje porovnani retence analyti v zavislosti na pouziti rozdilné
organické slozky a rozdilné¢ho pufru (0,1% kys. octova nebo 0,1% kys. trifluoroctova).
Tabulka 15 znazorfiuje souhrn vSech zkouSenych kombinaci mobilnich fazi v poméru
75 : 25, s vyjimkou mobilnich fazi s obsahem samotného MeOH, pfi kterych nebyl dany
pomér prométovan z divodu dlouhych tr analytt. Pro lepsi piehled jsou kapacitni faktory

znazornény také v grafu 12.

kapacitni faktory u poméru 75 : 25

sloZzeni MF k' ACI k' GUA
0,1% CH3COOH : ACN 3,37 2,36
0,1% TFA : ACN 1,66 0,57

0,1% CH3COOH : MeOH
0,1% TFA : MeOH

0,1% CH3COOH : ACN+MeOH (50+50) 13,78 7,44
0,1% TFA : ACN+MeOH (50+50) 9,86 3,47
0,1% CH3COOH : ACN+ISOP (50+50) 0,98 0,91
0,1% TFA : ACN+ISOP (50+50) 0,61 0,3

0,1% CH3COOH : MeOH+ISOP (50+50) 1,48 1,59
0,1% TFA : MeOH+ISOP (50+50) 2,1 1,17

Tabulka 15 Kapacitni faktory ACI a GUA pri ruzném slozeni MF (vodna : organicka
slozka vidy 75 : 25). U MF s obsahem samotného MeOH, nebyl dany poméer promérovan
z duvodu dlouhych tr analytii.

Grafické znazornéni kapacitnich faktortt ACI a GUA pfi riizném sloZeni
MF (vodna : organicka slozka vzdy 75 : 25)

0,1% TFA : MeOH+ISOP
0,1% CH3COOH : MeOH+ISOP
0,1% TFA : ACN+ISOP

0,1% CH3COOH : ACN+ISOP mk' GUA m k' ACI

-

0,1% TFA : ACN+MeOH

0.1% CH3COOH : ACN+MeOH | —

slozeni mobilni faze

0,1% TFA : ACN
0,1% CH3COOH : ACN

0,00 5,00 10,00 15,00
kapacitni faktor

Graf 12 Grafické zndzorneni kapacitnich faktorii ACI a GUA pri riizném slozeni MF
(vodna : organicka slozka vzdy 75 : 25)
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Dale byly vybrany nejlepsi separace na zakladé nami zvolenych kritérii. Pozadavkem
byla doba analyzy neptekracujici 10 minut, symetrie pikli v rozmezi hodnot 0,7-2,0
a rozliSeni mezi piky alesponl 2,0. Obvykle je dostacujici rozliSeni 1,5. Hodnota 2,0 byla
zvolena pro zajisténi dostatecného rozliSeni i v piipadé hodnoceni ACI jako substance

1écivé latky.

Vybrané separace, které odpovidaly témto kritériim jsou popsany v tabulce 16

a znazornény na nasledujicim souhrnném chromatogramu (obrazek 32).

k' k' As As

ACI | GUA | ACI | gua |Fodiseni
0,1% CH3COOH : ACN (80 : 20) 577 | 3.04 | 07 | 1.65 | 3.83
0,1% TFA : ACN (75 : 25) 1,66 | 0,57 | 0.81 | 1.63 | 3,53

0,1% CH3COOH : ACN+MeOH 50+50 (60 : 40) | 3,36 | 2,25 0,75 0,88 2,22
0,1% CH3COOH : ACN+ISOP 50+50 (85 : 15) 4,79 | 3,45 0,78 1,05 2,02

0,1% TFA : ACN+ISOP 50+50 (85 : 15) 2,07 | 0,81 0,78 1,39 3,92
0,1% TFA : MeOH+ISOP 50+50 (85 : 15) 5,53 | 2,41 0,71 0,83 5,39
0,1% TFA : MeOH+ISOP 50+50 (75 : 25) 2,1 1,17 | 0,79 1,1 2,73

Tabulka 16 Hodnocené parametry vybranych separaci
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\
/\\ 1 l 0.1% TFA : ACN (75 : 25) |>

‘,‘f\gn‘xk &;4 0,1% CHECOOH : ACN+MeOH (50+50) (60 : 40) |
_/ N 4‘ 0,1% CH,COOH : ACN+ISOP (50+50) (85 - 15) |
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200000G
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150000G
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1000006 A } 0,1% TFA : ACN+ISOP (50+50) (85 : 15) |»

N \
e / \ ™\
I / \ \
A ‘ \
750000 A A \
I [/ | | 019% TFA : MeOHHSOP (50450) (85 : 1) | \
/ [ - \

S — A
5000004

250000 ,-"‘ \ ‘
I — S— ‘ 0,1% TFA : MeOH+ISOP (50+50) (75 : 25) |»

00 o5 10 15 20 25 30 35 4o 45 50 55 80 &5 70 75 80  min
Obrazek 32 Chromatogramy vybranych separaci, které odpovidaly hodnoticim kritériim,
symbol N ukazuje na GUA, ktery je pii daném zobrazeni vidét obtiznéji.
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5.2. Vv fluoridu amonného na retenci

Fluorid amonny byl zvolen na zéklad¢ slibnych vysledkt diplomové prace L. Teplé [2].
Byl sledovan vliv zmény molarity na retenci ACI a GUA. Vychazelo se z poméru
NH4F : ACN (85 : 15), ktery v ptipad¢ pouziti TFA a CH;COOH misto NH4F vykazoval
pomérné dlouhou dobu analyzy. Testovalo se, zda se tr zkrati (v ptipadé predchozi
diplomové prace se tr pohybovaly do 8 minut). Mobilni faze obsahovaly 2,5 mM; 5,0 mM
a 10,0 mM NH4F v celkovém objemu.

NH4F : ACN (85:15)
molarita . , o s
NH.F v MF pPHMF | tu | tr ACI | tr GUA | k' ACI | k' GUA | rozliSeni
2,5 mM 5,7 1,04 | 13,53 7,72 12,03 6,44 4,63
5,0 mM 5,7 1,07 12,90 7,45 11,11 6,00 4,39
10,0 mM 6,1 1,06 12,90 6,88 11,20 5,50 5,77

Tabulka 17 Slozeni MF s obsahem NH4F : ACN (85 : 15), pH MF a retencni
charakteristiky analyti v zavislosti na molarité

uv

8000004

8500009
5000009
750000
7000003
] 2,5mM
650000
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550000
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450000]
4000005
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350000
] | — A -
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2500004
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150000
1000009
1 10,0 mM
50000
0 5,0

T T T T T T T T T T T T T T
0,0 1,0 2,0 30 3, 6.0 7.0 30 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 min

Obradzek 33 Retencni chovani smésného vzorku pri ruznych molaritach fluoridu
amonného. prvni pik — GUA, druhy pik — ACI
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Retencni Casy se namisto zkraceni spiSe prodlouzily i symetrie pika se zhorsila, a proto
byl k ACN pfidan propan-2-ol. Ten v piedchozich méfenich analyzy urychloval a pokud

byl v mensim zastoupeni oproti vodné fazi, mél pozitivni vliv na tvar pikd.

Mobilni faze s propan-2-olem obsahovaly 0,5 mM; 1,0 mM; 5,0 mM NH4F v celkovém

objemu a jejich slozeni je popsano v tabulce 18.

NH4F : ACN+ISOP (50+50) (85 : 15)
molarita pH . , R
NH.F v MF MF tM | tRACI | tRGUA | k' ACI | k' GUA | rozliSeni
0,5 mM 6,0 0,99 3,74 3,29 2,78 2,32 0,83
1,0 mM 6,0 0,97 3,82 3,32 2,92 2,40 0,99
5,0 mM 6,1 1,07 3,64 3,07 2,43 1,97 1,01

Tabulka 18 Slozeni MF s obsahem NH4F : ACN+ISOP (50+50) (85 : 15), pH MF a
retencni charakteristiky analyti v zavislosti na molarité

uV
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1750000
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ors " hhe T ihs T hbo TTrs T 2bo T2k T 2bo T Ris T 3be 35 T 3ho T shs T ibo T ibs ke

000 o2 ko 175 Tmin

Obrazek 34 Retencni chovani smésného vzorku pri riznych molaritach fluoridu
amonného. zelend — samotny GUA pro porovnani

Diky ISOP se tr obou analytl vyrazné zkratily. Neocekavané se vSak zhorSila symetrie

piki a ani jejich rozliSeni neodpovidalo ndmi zvolenym kritériim pro optimalni separaci.

Posledni testované mobilni faze s NH4F obsahovaly organickou slozku tvofenou smeési
MeOH-+ISOP (50+50). Pomér vodné a organické slozky €inil 75 : 25. Toto sloZeni bylo
v ptipadé pouziti 0,1% kys. trifluoroctové shledano jako optimalni z hlediska délky
analyzy, rozliSeni a symetrie pikl. Proto bylo testovano také s fluoridem amonnym.

Mobilni faze obsahovaly 1,0 mM; 5,0 mM NH4F v celkovém objemu.
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Ve vysledku vSak bylo pozorovéano horsi rozliSeni i symetrie pikd nez v piipad€ pouziti

TFA, jak je zndzornéno na chromatogramu (obrazek 35). Dalsi chromatogram

(obrazek 36) pak porovnava retenci smésného vzorku pii pouziti S mM a 1 mM NH4F.

NH.F : MeOH+ISOP (50+50) (75 : 25)
molarita | L oh g | g tr ACI | tr GUA | k' ACI | k' GUA | rozliSeni
NH4F v MF | P Mo IR R
1,0 mM 62 |1,00] 1,98 2.38 1,02 1,38 027
5,0 mM 62 1,19 2,63 3,15 1.29 1,65 0.98

Tabulka 19 Slozeni MF s obsahem NH.F : MeOH+ISOP (50+50) (75 : 25), pH MF a

retencni charakteristiky analyti v zavislosti na molarité
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Obrazek 35 Porovnani retence smésného vzorku pri pouziti 0,1% TFA a 5 mM NH4F.
zelena — samotny GUA pro porovnani. prvni pik na hnédém chromatogramu — GUA,

druhy pik — ACI
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Obrazek 36 Porovnani retence smesného vzorku pri pouziti 5 mM a 1 mM NH,F.
zelena — samotny GUA pro porovndni
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V diplomové praci L. Teplé bylo na kolon& ZirChrom®-CARB dosazeno nejlepsich
vysledka pti pouziti NH4F ve vodné sloZce mobilni faze se slozenim:
- vodna slozka : ACN : MeOH (15 : 60 : 25) s obsahem 5SmM fluoridu amonného

Jako prvni se v tomto ptipadé eluoval ACI s tr 2,90 min a za nim GUA s tg 3,60 min.

Pro porovnani je vlozen chromatogram z této prace:
(x10,000)

4.0+
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3.04q

2.0+

I |\ S 2.5 mM

(%) [u—
% :.2‘

2

-
52
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>
/‘
)
=1
g

-3.04

)J" "-\7_/;/'\.‘ o 20 mM
4.0 - =

—— T T T T T T T T T
0.0 25 50 75 10.0 125 150 175 min

Obrazek 37 Retencni chovani smésneho vzorku acikloviru (vidy prvni pik) a guaninu
(druhy pik) v zavislosti na koncentraci fluoridu amonného v mobilni fazi. Prevzato

z predchozi DP [2].

Na kolon& Hypercarb™ se analyty eluovaly v opaném potfadi nez na koloné
ZirChrom®-CARB, Vyjimku tvofili mobilni faze, u kterych byl sougasti organické slozky
MeOH. Pouziti NH4F se u kolony Hypercarb™ jevilo jako mén& vhodné ve srovnani
s pufry obsahujici kyseliny. Byla horsi symetrie i rozliSeni pikii. Pii pouzitém rozsahu

molarit fluoridu amonného nedochazelo k vyraznym zménam retence.
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5.3.  Vliv diethylaminu na retenci

Byly ptipraveny mobilni faze s obsahem 0,1% DEA v celkovém objemu. Vodna faze byla
misena v raznych pomérech s ACN, MeOH, MeOH-+ISOP a ACN-+ISOP. Konkrétni

slozeni jsou popsana v nasledujicim chromatogramu (obrazek 38).

v
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12500000 — ‘ DEA : ACN (75 : 25)
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) J—
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1 | T DEA : ACN+ISOP 50450 (50 : 50) I:
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Obrazek 38 Retencni chovani smésného vzorku pri pouziti riznych MF s obsahem
0,1% DEA, zelenda — samotny GUA pro porovnani

Pti pouziti DEA dochazelo k eluci analytti spolu s mrtvym retenénim casem. Pouze pfi
slozeni DEA : ACN+ISOP 50+50 (15 : 85) doslo ke zvySeni retence, avSak zaroven ke
znacnému rozmyti piki, proto se GUA na tomto chromatogramu jevi jako rovna linie (pfi
vetsim priblizeni byla zjistitelna hodnota tr 1,82 min). Z téchto divodi byl DEA shledan

jako nevhodny pro tuto analyzu a chromatogram je vloZen spise pro ilustraci.
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5.4. Vliv zmény poméru v mobilni fazi s obsahem fosfore¢nanti

5.4.1. Mobilni faze s tlumivym roztokem fosforeénanovym o pH 7,0 (2) dle CL 2017

Pro dal$i analyzu byly pouzity mobilni faze s tlumivym roztokem fosfore¢nanovym
opH7,0 (2) a molarit¢ 50 mM. Organickou slozku tvofil ACN, MeOH
a MeOH+ISOP (50+50).

V ptipadé, kdy byl pouzit samotny ACN se oba analyty eluovaly spole¢né v oblasti tm.
Az s vyS$§im zastoupenim vodné faze, a to pii poméru 85 : 15, doslo k prodlouzeni tr

(GUA se eluoval v ¢ase 4,80 min a ACI v ¢ase 10,03 min).

Po vyméné ACN za MeOH doslo k vyraznému prodlouzeni tr. Z ptedchozich méfeni
s ptitomnosti MeOH v mobilni fazi bylo zfejmé, Ze pro vyraznou retenci nema smysl
zkouSet poméry s vysokym obsahem vodné faze. Proto byly prométfeny nasledujici
pomgery:

- KH2PO4 : MeOH 60 : 40 (GUA: 7,45 min a ACI 13,3 min)

- KH2PO4 : MeOH 50 : 50 (GUA 4,90min a ACI 7,84 min)

- KH2PO4 : MeOH 40 : 60 (GUA 3,79 min a ACI 5,58 min)

Ve vSech ptipadech, kdy mobilni faze obsahovala tlumivy roztok fosforecnanovy o pH 7
(2), byly piky na chromatogramech asymetrické a jejich rozliSeni prakticky nulové. Navic

se vyskytovaly problémy s jejich Stépenim.
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Pro znazornéni byly vybrany vysledky analyzy s pouzitim mobilni faze s obsahem

KH>PO4 : MeOH+ISOP (50+50). Poméry slozek jsou popsany v tabulce 20. Ani v tomto

pripadé nedochazelo k separaci a piky byly rozstépené, viz chromatogram (obrazek 39).

KH;PO4 : MeOH+ISOP (50+50)
pPHMF | tu | trACI | tr GUA | k' ACI | k' GUA | rozliSeni
85:15 7,6 0,84 2,35 2,09 1,78 1,48 0,09
75:25 7,8 0,81 1,33 1,35 0,64 0,67 -
60 : 40 8,2 0,77 1,14 1,18 0,47 0,52 -
50 : 50 8,4 0,79 1,13 1,16 0,43 0,47 -
40 : 60 8,7 0,80 1,16 1,18 0,45 0,49 -
25:75 9,4 0,80 1,31 1,30 0,64 0,63 -
15: 85 9,8 0,85 1,67 1,60 0,97 0,89 -
10 : 90 9,8 0,87 2,15 1,80 1,46 1,07 0,09
5:95 10,0 | 0,88 3,17 2,86 2,62 2,27 -

Tabulka 20 Slozeni MF s obsahem KH2PO4 : MeOH+ISOP (50+50), pH MF a retencni
charakteristiky analyti (zvyraznény pomery, kdy doslo k vymeéné poradi pikii )
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Graf 13 Vliv zmeény poméru KH>PO4 : MeOH+ISOP na retenci ACI a GUA
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5.4.2. Mobilni faze s fosfore¢nanovym pufrem s obsahem sodnych soli o pH 7,0

Dale byl zjistovan vliv zdmény draselné soli fosfore¢nanové za sodnou. Pouzita byla
mobilni faze sobsahem fosforecnanového pufru, ktery byl tvofen kombinaci
hydrogenfosfore¢nanu sodného dihydratu a dihydrogenfosfore¢nanu sodného dihydratu
ve vzajemném pomeéru 390 : 610 na 1000 ml. Vysledna koncentrace fosforec¢nanti
v mobilni fazi byla 2,5 mM. Vodna slozka byla michana s MeOH v poméru 50 : 50.

- pH vodné slozky s fosfore¢nanovym pufrem: 7,0

- pH celé mobilni faze: 8,2

Nedoslo k 74dné vyrazné zméné retence oproti pouziti dihydrogenfosforecnanu
draselného, navic pretrvaval problém se St€penim pikl, a tak se v dalSich méfenich

s pouzitim tohoto pufru nepokracovalo.

Obdobné jako v pifipadé fluoridu amonného byly vysledky s pouZitymi fosfore¢nany

v mobilni f4zi na kolon& ZirChrom®-CARB, pouzité v predchozi praci, piiznivéjsi.

5.5. Testovani Cistoty acikloviru

Na zavér bylo testovano, zda vybrana optimalni mobilni fize mlze byt pouzita pro
hodnoceni Cistoty acikloviru, resp. kvantifikaci guaninu jako necistoty. Dle 1€kopisnych
parametri pro zkousku Ptibuzné latky je limit pro obsah guaninu jako necistoty B

v acicloviru 0,7 % [3].

Vzorek acikloviru (25 pg/ml) byl piipraven fedénim ze zasobniho roztoku ACI
s ptidavkem GUA (0,7%). Tedy ve 40x niz8i koncentraci, nez je predepsano
u zkouseného roztoku v CL 2017. K tomuto zptisobu bylo pfistoupeno z ditvodu obavy
ze zaneseni kolony vysokou koncentraci ACI. Vzorek byl analyzovan s pouzitim mobilni

faze o slozeni TFA : MeOH+ISOP 50+50 (75 : 25).

Na chromatografickém zaznamu nebyl pik guaninu v této koncentraci detekovatelny.

Doslo k jeho znacnému rozmyti a jeho integrace byla obtiZna.
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6. Zavér

Teoreticka ¢ast diplomové prace se v prvni Casti zabyva popisem fyzikalné-chemickych
a farmakologickych vlastnosti acikloviru. Jsou zde uvedeny Iékopisné pozadavky,
mechanismus uc¢inku, farmakokinetika a také zékladni klinické udaje. Pro piehled je na
str. 15 ptilozena tabulka obsahujici 1éCivé ptipravky s obsahem acikloviru registrované
v Ceské republice. Dale je struéné popsan také guanin jako degradaéni produkt
acikloviru. Posledni ¢ést teorie popisuje vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.
Zabyva se jejim principem, zdkladnim schématem chromatografického systému,
zakladnimi separacnimi mody a riznymi typy staciondrnich fazi a detektorti. Zvysena
pozornost je vénovana metod¢ hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) ve spojeni
se stacionarni fazi na bazi porézniho grafitizovaného uhliku (PGC), ktery byl predmétem

této prace.

Experimentalni ¢ast popisuje vliv rozdilného sloZeni mobilnich fazi na retenéni chovani
i separaci acikloviru a guaninu na kolon& Hypercarb™. Organické faze byly tvoreny
acetonitrilem, methanolem a propan-2-olem. Tato rozpoustédla byla pouzita bud
samostatné nebo ve vzajemnych kombinacich s riznymi poméry. Vodné faze obsahovaly
pufrovaci latky o wurcité koncentraci (kyselina octova, kyselina trifluoroctova,

diethylamin, fluorid amonny, fosforecnany).

Nejprve byl sledovan vliv zmény poméru vodné a organické slozky mobilni faze
s obsahem kyseliny octové nebo trifluoroctové. Piidavek kyseliny trifluoroctové do
mobilni faze obvykle zkratil retenci acikloviru i guaninu a zlepsil symetrii piki oproti
mobilnim fazim, ve kterych byla pfitomna kyselina octova. Pfitomnost methanolu
vyrazn€ zvySovala retenci obou analytd oproti pouZziti samotného acetonitrilu.
Propan-2-ol obvykle dobu analyzy zkratil, avSak pii zvySovani jeho podilu v mobilni fazi

dochézelo v mnoha ptipadech k rozmyvani piki, hlavné u guaninu.

Dale byl testovan vliv zmény molarity fluoridu amonného. Oproti ptedchozi diplomové
praci [2] vSak nedoslo k Zaddnym vyznamnym zjiSt€énim. Symetrie pikdl ani rozliSeni
nebyly optimalni. V ptipad¢ diethylaminu dochazelo téméf ve vSech piipadech k eluci
analytd spolu s mrtvym retencnim ¢asem. Pti pouziti fosforecnanti se piky zna¢né Stépily

a vykazovaly nulové rozliSeni.
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Nejlepsi separace byly ziskany pouzitim mobilnich fazi, ve kterych byly obsazeny jiz
zminéné kyseliny jako pufry, a jsou uvedeny v kapitole 5.1.4. U téchto separaci doba
analyzy nepiekracovala 10 minut, symetrie pika se pohybovaly v rozmezi hodnot 0,7-2,0
a rozliSeni mezi piky bylo alespon 2,0. Jako viibec nejlepsi byla shledana separace pfi
slozeni mobilni faze 0,1% TFA : MeOH+ISOP 50+50 (75 : 25). Pfi ném byla nasledné

testovana Cistota acikloviru, jako substance 1éCivé latky (viz kapitola 5.5.).

Mechanismus retence na kolonach Hypercarb™ souvisi s mnoha faktory a je velmi
komplexni, jak jiZ bylo popsano v kapitole 3.3.4.3. Stejné jako v pfedchozich studiich,
které¢ se zabyvaly separaci strukturné podobnych latek na kolonach Zr-PBD, b-ZrO2
a Zr-C, bylo 1 v ptipad¢ této kolony prokézéano, Ze pii pfitomnosti acetonitrilu se zavislost
retence na jeho koncentraci projevuje typickou kfivkou tvaru pismene ,,U*. Tento jev se

bTM

u kolony Hypercar potvrdil nejen s acetonitrilem, ale také pii pouziti jinych vyse

zminénych organickych slozek, kromé samotného methanolu.
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7. Seznam pouZitych zkratek

ACI aciklovir
ACN acetonitril
AIDS Acquired Immune Deficiecy Syndrome

(syndrom ziskaného selhani imunity)

BAV bioavailability (biodostupnost)

CAD corona-discharge detector (detektor nabitych castic)
CMV cytomegalovirus

CRL chemicka referencni latka (dle CL 2017)

CSp chiral stationary phase (chiréalni staciondrni faze)
CL Cesky lékopis

DAD diode-array detector (detektor s diodovym polem)
DNA deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
EBV virus Epstein-Barrové

ECD electrochemical detector (elektrochemicky detektor)
ELSD evaporative light-scattering detector (detektor rozptylu svétla)
EtOH ethanol

FD Sfluorescence detector (fluorimetricky detektor)
GUA guanin

HEPT the height equivalent to a theoretical plate

(vyskovy ekvivalent teoretického patra)

HILIC Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography

(Hydrofiln¢ interak¢ni kapalinova chromatogarfie)

HIV human immunodeficiency virus

(virus lidské imunitni nedostate¢nosti)
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HPLC

HSV-1

HSV-2

[EC

I[SOP

MeOH

MS

NP-HPLC

PGC

PREG

RID

RNA

RP-HPLC

SEC

TDM

TFA

THF

TK

UV/VIS

\7A%

ZIC-HILIC

High Performance Liquid Chromatography

(Vysokoucinna kapalinova chromatografie)
Herpes simplex virus 1
Herpes simplex virus 2

lon Exchange Chromatography

(Iontové vymeénna chromatografie)

propan-2-ol (isopropanol)

methanol

mass spektrometry (hmotnostni spektrometrie)
Normal Phase HPLC (HPLC na normalnich fazich)
porous graphitic carbon (porézni grafitizovany uhlik)

the polar retention effect on graphit

(efekt polarniho zadrzovani na grafitu)

radiometric detector (radiometricky detektor)
refractive index detector (refraktometricky detektor)
ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

Reverse Phase HPLC (HPLC na reverznich fazich)

Size Exclusion Chromatography

(Molekulové vylucovaci chromatografie)

terapeutic drug monitoring (terapeutické monitorovani 1é€iv)
kyselina trifluoroctova

tetrahydrofuran

enzym thymidin kindza

ultra-violet/visible (ultrafialova a viditelné oblast svétla)
virus Varicella zoster

zwitteriontova kolona na silikagelovém nosici
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