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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Hodnoceni vlastnosti novych typd zwitteriontovych
stacionarnich fazi v HILIC

Cilem této diplomové prace bylo porovnat mezi sebou Sest novych zwitteriontovych
kolon Astra ZWIX (3 um, 2,1 x 100 mm) firmy Chromservis s.r.o. K analyze bylo vyuzito
pét skupin latek, a to nukleové baze a nukleosidy, derivaty kyseliny nikotinové,
hydrofilni vitaminy, betablokatory a fenolické kyseliny. Tyto skupiny latek byly pro
porovndni analyzovany i na komeréné dostupnych kolonach — BEH Z HILIC, SYNCRONIS,
OMEGA SUGAR, BEH HILIC a BEH AMIDE (OMEGA SUGAR 3 um, 2,1 x 100 mm; ostatni
kolony 1,7 um, 2,1 x 100 mm). Byly zkoumdny tyto parametry: retencni ¢as, rozliseni,
asymetrie, Sirka piku v poloviné jeho vysky. Poté byla provedena optimalizace, kterd
méla za cil zlepsit separaci pikd nukleovych bazi a nukleosidll, hydrofilnich vitamin( a
betablokatorl. Byl optimalizovan gradient mobilni faze, teplota kolony a pritok

mobilni faze.

Bylo zjiSténo, Ze selektivita kolon se v ramci SarZe nelisi. Podminka opakovatelnosti
retencniho ¢asu byla splnéna u vSech analytd na vSech kolonach, vyjma 3,5-DHBA na
koloné A00280 pti pH 3. Piky analytl jsou vétSinou symetrické, pouze u nékolika Ize

pozorovat mirné frontovani nebo chvostovani.

Oproti komeréné dostupnym kolonam vykazuji kolony Astra ZWIX mirné horsi
vlastnosti — piky na kolonach Astra ZWIX maji nizsi hodnoty rozliSeni, vyssi hodnoty

asymetrie a Sirsi piky, coz je zpGsobeno tim, Ze kolony Astra ZWIX maji vétsi ¢astice.

Klicova slova: HILIC, zwitteriontové kolony, Astra ZWIX, nukleové baze, nukleosidy,

derivaty kyseliny nikotinové, hydrofilni vitaminy, betablokatory, fenolické kyseliny



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Daniela Novakova

Supervisor: prof. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Evaluation of properties of new types of zwitterionic
stationary phases in HILIC

The aim of this thesis was to compare six new zwitterionic Astra ZWIX columns (3 um,
2,1 x 100 mm) from Chromservis s.r.o. Five groups of compounds were used for the
analysis, namely nucleic bases and nucleosides, nicotinic acid derivates, hydrophilic
vitamins, beta-blockers, and phenolic acids. These groups of compounds were also
analysed on commercially available columns — BEH Z HILIC, SYNCRONIS, OMEGA
SUGAR, BEH HILIC and BEH AMIDE (OMEGA SUGAR 3 um, 2,1 x 100 mm; other columns
1,7 um, 2,1 x 100 mm). The investigated parameters were retention time, peak
resolution, peak symmetry, and peak width at half height. Optimisation to improve
peak separation of nucleic bases and nucleosides, hydrophilic vitamins, and beta-
blockers was also carried out. The mobile phase gradient was optimized, as well as the

column temperature, and mobile phase flow rate.

The selectivity of the columns was found not to differ within the batch. The retention
time repeatability condition was met for all analytes on all columns, except for
3,5-DHBA on column A00280 at pH 3. The peaks of the analytes are mostly

symmetrical, with only a few showing slight fronting or tailing.

Compared to commercially available columns, Astra ZWIX columns have slightly worse
properties - peaks on Astra ZWIX columns have lower resolution values, higher
asymmetry values and wider peaks, which is due to the Astra ZWIX columns having

larger particles.

Keywords: HILIC, zwitterionic columns, Astra ZWIX, nucleic bases, nucleosides,

nicotinic acid derivates, hydrophilic vitamins, beta-blockers, phenolic acids
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Seznam pouzitych zkratek

5-MU 5-methyluridin

ACN acetonitril

BB betablokator

CE kapilarni elektroforéza

CZE kapilarni zénova elektroforéza

DNA deoxyribonukleova kyselina

ELISA enzymova imunosorp¢ni analyza

ESI-MS hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
FP fluorescenéni detekce

GC plynova chromatografie

HILIC hydrofilni interakéni chromatografie

HPLC vysokoucinnd kapalinovad chromatografie

LP |éCivy pfipravek

MEKC micelarni elektrokineticka chromatografie
MeOH metanol

MF mobilni faze

MS hmotnostni spektrometr

NAD nikotinamidadenindinukleotid

NADP nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NMR nukledrni magneticka rezonance

PDA detektor s diodovym polem

RNA ribonukleova kyselina

RP-LC kapalinova chromatografie na reverznich fazich
RSD relativni smérodatna odchylka

SF stacionarni faze

TLC tenkovrstva chromatografie

UHPLC ultravysokoucinna kapalinova chromatografie



1. Uvod

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) je progresivni analytickd metoda, ktera
v posledni dobé nabyvd ¢im dal vétSiho vyznamu. Nachazi uplatnéni v analyze
polarnich a ionizovatelnych molekul — Iéc¢iv, aminokyselin, peptidd, metabolitd a
dalSich, které nejsou v systému reverznich fazi dostate¢né zadrzovany. HILIC je proto
komplementdrni metodou ke kapalinové chromatografii na reverznich fazich (RP-LC).
Je jiz znamo mnoho stacionarnich fazi s odliSnou selektivitou. | ¢eskd firma Chromservis
s.r.o. se rozhodla vyrobit svoje vlastni zwitteriontové kolony. Obsahuiji jak kladny, tak
i zdporny naboj, coz ma za nasledek vyrovnany a stdle nabity povrch. Celkovy ndboj je

blizky nule, proto je mozna soucasnd analyza kladné i zaporné nabitych sloucenin.



2. Cil a zadani prace

Tato diplomova prace se zabyva hodnocenim novych typu zwitteriontovych kolon pro
HILIC analyzu. Cilem prace bylo porovnat mezi sebou 6 novych kolon tfi Sarzi firmy
Chromservis s.r.o. a popsat jejich vlastnosti. OdliSnosti jednotlivych Sarzi nelze
publikovat, jde o vyrobni tajemstvi. Pro toto stanoveni bylo vybrano 5 smési latek:
nukleové baze a nukleosidy, derivaty kyseliny nikotonové, hydrofilni vitaminy,
betablokatory a fenolické kyseliny. Nejprve bylo zjisténo chovani téchto smési na
komeréné dostupnych kolonach, kterymi byly zwitteriontové kolony BEH Z HILIC a
SYNCRONIS, a dale amido/aminova kolona OMEGA SUGAR, amidova kolona BEH
AMIDE a silikagelova kolona BEH HILIC, aby byla vyhodnocena vhodnost téchto smési
latek. Poté byly smési analyzovany na kolondch novych. Hodnocené parametry byly
retencni ¢as, rozliSeni, asymetrie a Sitka piku v poloviné jeho vysky. Méreni probihalo
pfi pH 3 a pH 6 s UV detekci. Byla pouZita gradientova eluce. Ke zlepseni separace piku

nékterych analyt( byla provedena optimalizace.
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3. Teoreticka cast

3.1 Hydrofilni interakcni chromatografie

Separacni analytickd metoda HILIC je mddem ultravysokoucdinné kapalinové
chromatografie (UHPLC), kde polarni nebo ionizované analyty mohou byt rozdéleny na
hydrofilni stacionarni fazi s relativné poldrnim rozpoustédlem obsahujicim 2—3 % vody
[1][2]. Analyty se eluuji v pofadi zvySujici se hydrofility. Retenéni mechanizmus je
komplexni, neni jeden, ktery by byl dominantni pro vsSechny separace [3].
Mechanizmus rozdélovani mezi hydrofébni ¢asti MF a hydrofilni vrstvou vody
immobilizované na povrchu SF a mechanizmus adsorpce jsou vzajemné propojeny
[1][3]. Mezi ptidavné mechanizmy retence patfi dipdl-dipdl interakce, vodikové vazby a
iontova vyména [3]. Retence v HILIC je velmi slozita, zavisi na typu SF, slozeni MF a
vlastnostech analytl. Podminky MF ovliviiujici retenci analytl jsou typ a koncentrace
organického rozpoustédla, pH a koncentrace aditiv ve vodné sloZce. Preferovanym
organickym rozpoustédlem je acetonitril (ACN). Vodna faze obsahuje soli a také
kyseliny nebo baze, které reguluji pH a iontovou silu béhem analyzy [4]. Pufry pfidané
do MF ovliviiuji ndboj iontovych skupin na SF a ndboj analytd [2]. pH MF a iontova sila
mohou mit vliv na retenci a separacni selektivitu. Analyty mnohdy vykazuji nejvétsi
retenci, kdyz jsou ve své nabité formé, tedy baze pfi nizkém pH, kyseliny pfi vysokém

pH, coz je opacné chovani nez u RP-LC [3].

Hlavnimi vyhodami HILIC jsou: dobrd retence i velmi polarnich slouéenin, odlisna
selektivita oproti RP-LC, pfi spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS) dobra citlivost
diky vysokému procentu obsahu organické slozky v MF a odliSné matricové efekty.
Mezi nevyhody patfi nedostate¢nd rozpustnost nékterych slou€enin v organickém
rozpoustédle, vysoka spotieba ACN a tedy i finanéni narocnost, vliv rozpoustédla a
davkovaného objemu na tvar piku, pomalejsi ustalovani rovnovahy [5]. HILIC se vyuZiva
pro analyzu farmaceutickych, biologickych, potravinarskych a environmentdlnich

vzorku, v proteomice a metabolomice [6][7] .
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3.1.1 Mobilni faze v HILIC

Mobilni faze v HILIC musi obsahovat alespon 2-3 % polarniho rozpoustédla, vody nebo
pufru, aby se vytvofila hydrofilni vrstva na povrchu SF [1][3]. VétSi ¢ast MF tvori
organicka sloZka, nejcastéji se jedna o acetonitril. Eluce muize byt bud' izokratickd nebo
gradientova. Gradientova eluce ma profil opacny nez RP-LC, typicky od 98 % ACN do
50 % ACN [1]. Elucni sila polarnich rozpoustédel roste v poradi aceton < acetonitril <
isopropanol < etanol < metanol < voda [3]. Voda je nejsilnéjsi eluent, jiz malé zvySeni
jeji koncentrace vyznamné snizi retenci analytd [8]. Zvyseni koncentrace organického
rozpoustédla v MF zvysi retenci poldrnich sloucenin. lontova sila a pH MF ovlivni
retenci a selektivitu separace ionizovatelnych analytd [9]. Pfidani pufrd nebo aditiv do
MF ovlivni polaritu analytu, tim i jeho retenci a tvar piku [3]. Typickad koncentrace pufru
byvd 5-100 mM [2]. NejCastéji se pouZivd octan a mravencan amonny, ddle lze pouzit

fosforecnan amonny nebo kyselinu trifluoroctovou [9].

3.1.2 Stacionarni faze v HILIC

Stacionarni faze pro HILIC separaci jsou polarni, snadno adsorbuji vodu a dalsi polarni
rozpoustédla, coz usnadni prechod analytd z MF do adsorbované polarni kapalné
vrstvy na povrchu SF [3]. HILIC SF mlzZeme rozdélit do tfi skupin podle
elektrostatickych interakci: neutralni (diol, kyano, polyvinylalkohol, amid, aspartamid,
polyethylenimin, pentahydroxyl, polyethylenglykol, cyklodextrin), nabité (silikagel,
aminopropyl, imidazol, triazol, mocovina) a zwitteriontové (sulfobetain, fosforylcholin,
vicemodalni SF). Separace bazickych analyt je vhodna na amidovych nebo
sulfobetainovych SF, pro separaci kyselych analytl je naopak vhodnéjsi pouZzit SF
s propylaminovou skupinou diky iontovym interakcim aminoskupin s negativné
nabitymi skupinami kyselych analyt() [1]. Stupen retence nesouvisi pouze s ionizacnim

stavem a funkénimi skupinami sledovanych analyt(, ale je Umérny také polarité SF [3].

3.1.2.1 Zwitteriontové HILIC stacionarni faze

Zwitteriontové SF jsou relativné nova tfida polarnich SF pouzivanych v HILIC [10]. Jejich
struktura je zobrazena na Obr. 1. Nejvice prostudované zwitterionotvé SF jsou
sulfobetainové [11]. Sulfobetainové faze jsou bud na pordznim silikagelu nebo

polymeru s 3-sulfopropyl-dimethylalkylamoniovou funkéni skupinou [10]. Aktivni
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vrstva obsahuje jak silné kyselé sulfonové kyseliny, tak i silné bazické kvartérni
amoniové skupiny, které jsou oddéleny kratkym alkylovym fetézcem. Tyto opacné
nabité skupiny jsou pfitomny v molarnim pomeéru 1:1, takze povrchovy naboj je nulovy.
Proto je moZnd soucasna separace aniontovych a kationtovych sloucenin. Rezidualni
silanolové skupiny jsou ucinné stinény pripojenim opacné nabitych funkénich skupin

[8].

Sulfoalkylbetainové faze silné adsorbuji vodu. DllezZité interakce na SF jsou polarni
(vodikové vazby a dipdl-dipdl interakce), protoze slabé elektrostatické interakce
ovliviuji separaci analytl nesoucich pozitivni i negativni naboj [8]. Negativni naboj
sulfonové skupiny na distalnim konci sulfobetainové faze mize také zpulsobovat

elektrostatické interakce s nabitymi analyty [10].

Dalsi typ zwitteriontovych kolon jsou fosforylcholinové faze, které obsahuji na svém
povrchu zwitteriontovou fosforylcholinovou skupinu. Rozdilem mezi témito dvéma
druhy SF je, Ze negativné nabita sulfonova skupina je na distalnim konci sulfobetainové
faze, zatimco u fosforylcholinové faze je na distalnim konci pozitivné nabitd kvartérni

amoniova skupina [10].

sulfobetain

| | \ﬁ/ fosforylcholin
—% 0O—P—_ /\/ \

Obr. 1: Struktury HILIC zwitteriontovych fazi, podle [10]
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3.1.2.2 Vyuziti HILIC metody se zwitteriontovymi kolonami

V Tab.1 jsou uvedeny priklady latek analyzovanych na zwitteriontovych HILIC kolonach a podminky jejich analyzy. Nejcastéji byly pouZzity

sulfobetainové faze. Analyzovany byly lécivé latky, metabolity, peptidy, oligonukleotidy, flavonoidy, pteridiny a glykany monoklondlnich

protilatek.

Tab.1: Priklady analyzovanych latek na zwitteriontovych kolonach

latka stacionarni faze typ SF mobilni faze detekce | citace
ZIC-HILIC (4,6 mm x 100 mm,
simvastatin sulfobetain A: ACN, B: 40mM octan amonny (pH 4,75), gradient uv [12]
velikost ¢astic neuvedena)
ZIC-HILIC (SeQuant) A: ACN: voda = 5:95 (v/v), B: ACN: voda = 95:5 (v/v)
metabolity sulfobetain ESI-MS [13]
(2,1 x 100 mm, 3,5 pum) A'i B obsahovalo 5mM octan amonny (pH 6,8), gradient
ZIC-HILIC (SeQuant) A: ACN, B: 0,1% kyselina octova (v/v) P a
glykany monoklondlnich protilatek sulfobetain [14]
(2,1 x 150 mm, 3 um) (pH 3,25), gradient ESI-MS
pteridiny ZIC-HILIC (SeQuant) sulfobetain A: ACN, B: 14mM mravenéan amonny ve vodé ESI- [15]
(2,1 x 100 mm, 3,5 um) (pH 6,8), gradient MS/MS
A1: MeOH, Az: ACN, B: zasobni roztoky soli 10 mM
ZIC-pHILIC (SeQuant)
flavonoidy sulfobetain (kys. mravenci (pH 2,8) a mravencéan amonny ESI-MS [16]
(2,1 x 150 mm, 5 um)
(pH 7,0 nebo 9,0)), gradient
ZIC-HILIC (SeQuant)
sulfobetain
(2,1 x 100 mm, 3,5 um) A:voda, B: (ACN:voda = 9:1) s obsahem 10mM mravencanu
peptidy uv [17]

ZIC-cHILIC (SeQuant)
2,1 x 100 mm, 3 um)

fosforylcholin

amonného (pH 4,5), gradient
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latka stacionarni faze typ SF mobilni faze detekce | citace
A: 10% (v/v) 200mM kyselina mravendi, pH 4,0 ve vodé, B: ESI-
B-laktdmova antibiotika ZIC-HILIC (2,1 x 20 mm, 5 pum) sulfobetain [18]
10% (v/v) 200mM kys. mravenci, pH 4,0 v ACN, gradient MS/MS
ZIC-HILIC-C18(4,6 x 100 mm, ACN-10mM octan amonny (pH 3,5, 80:20, v/v), isokraticka Fluores-
gemifloxacin sulfobetain [19]
5 um) eluce cenéni
aminoglykosidy, amprolium,
B-laktamy, linkosamidy, makrolidy, ESI-

ZIC-HILIC (2,1 x 100 mm, 3,5 um) sulfobetain A: 50mM mravencan amonny, pH 2,5, B: ACN, gradient [20]
chinolony, sulfonamidy, MS/MS
tetracykliny

ZIC-HILIC (Atlantis Premier BEH Z .

sulfobetain
HILIC, 2,1 x 100 mm, 1,7 um)
ZIC-cHILIC (2,1 x 150 mm, 3 um) fosforylcholin
ZIC-pHILIC (2,1 x 150 mm, 5 um ) sulfobetain
Zwitterion (2 x 50 mm, 1,8 um) sulfobetain , .
. ) A: 50mM octan amonny ve vodé (pH 6,9),
oligonukleotidy Zwitterion (3 x 100 mm, 2,7 um) sulfobetain B: ACN, gradient uv [21]
Zwitterion (InfinityLab Poroshell
120 HILIC-Z, 2,1 x 100 mm, sulfobetain
2,7 um)
Syncronis HILIC (2,1 x 100 mm,
sulfobetain
1,7 um)
, o ZIC-HILIC (2,1 x 100 mm, , ) _ . _ ESI-
aminoglykosidova antibiotika . v sulfobetain ACN —2mM octan amonny — kyselina mravenci, gradient [22]
velikost ¢astic neuvedena) MS/MS
A: 175mM mravencan amonny (pH 4,5), ESI-
aminoglykosidova antibiotika ZIC-HILIC (2,1 x 150 mm, 3,5 um) sulfobetain [9]
B: 0,2% kyselina mravenci v ACN, gradient MS/MS
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3.1.3 Optimalizace chromatografickych podminek v HILIC

Jako jedna z prvnich metod optimalizace je doporucovdna zména gradientu, jez mlze
ovlivnit rozliseni i reten¢ni ¢as analytd. Nedostatecné rozliseni dvou pikd Ize zlepsit
snizenim strmosti gradientu, naopak zvySeni strmosti gradientu mize pomoci pfi pfilis
velkém rozliSeni. Eluuji-li se prvni analyty pfilis pozdé, Ize jejich eluci urychlit zvySenim
pocatecni koncentrace organické slozky v MF. Nedostatecné rozliSeni dvou pik(

v urcitém misté gradientu lze ovlivnit pouzitim méné strmého gradientu [3][23].

Zménou pH MF se zméni disociace slabych kyselin nebo bazi a dojde tak ke zméné

jejich retence [23].

Dalsi mozZnosti optimalizace je poutZiti izokratického mdédu misto gradientového (95:5
ACN: voda s 10mM pufrem nebo s 0,2 % aditiv) nebo nahrazeni podilu vodné slozky

v MF méné polarnim rozpoustédlem (metanolem, etanolem nebo isopropylalkoholem)

[3].

Dale lze pouzit SF s odlisSnou selektivitou, zménit sloZzeni MF nebo jeji pratok. Pouziti
delsi kolony mUze zvysit rozliSeni, zména teploty kolony ovlivni difuzi analytl do péru

kolony [23].

3.1.4 Parametry hodnoceni chromatografické separace

Retencni cas
Retencni Cas (tr) je zakladni kvalitativni charakteristika kazdého analytu. Je to doba od

nastfiku vzorku do dosazeni maxima eluce (vrcholu piku) [1].

Opakovatelnost
Opakovatelnost je vyjadiena pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD) v % pro fadu

naslednych méreni pro nejméné tfi nastriky. Lze ji vypocitat podle vzorce:

)2
RSD (%)zg fZ(yl y)
y n—-1

16



kde y; znadi jednotlivé hodnoty vyjadrené jako plocha piku nebo retencni cas,

y prameér jednotlivych hodnot a n vyjadfuje pocet jednotlivych hodnot [24]. PoZadavek

pro opakovatelnost retencniho ¢asu a plochy piku byl RSD <1 %.

Rozliseni

Rozliseni (R) je mira separace dvou sousednich pik{. Lze jej vyjadfit rovnici:

1,18 * (tro— tr1)
Whit Wh2

Ri2=

kde tr1 a trz jsou retencni Casy pikl 1 a 2, wh1a Wh2 oznacuji Sitku pikll v poloviné jejich
vySky [1][24]. Jako limit dostatec¢ného rozliSeni byla povazovdna obvykla hodnota

R >1,5 [24]

Symetrie piku
Symetrie piku je veli¢ina popisujici tvar piku. Prvnim zplisobem vyjadieni symetrie piku
je faktor chvostovani (Ts), ktery Ize vypocitat dle vzorce

Wo,05
2f

Te=

kde wo,05 znadi Sitku piku v 5 % jeho vysky, f znaci Sifku vzestupné casti piku.

Druhym zplsobem vyjadreni je faktor symetrie (As), ktery je vyjadien jako pomér sirky

sestupné ¢asti piku (t) ku vzestupné ¢asti piku (f) v 5 nebo 10 % vysky piku:

As=

[

Vztah mezi faktorem symetrie a faktorem chvostovani lze vyjadfit rovnici

As=2Ts -1

Pik je symetricky, je-li hodnota faktoru symetrie rovna 1,0. Je-li tento faktor As >1,0,
pik chvostuje, pokud je As <1,0, dochazi k frontovani piku [1][24]. Jako limit

chvostovani byla povazovana hodnota As >1,5 [24].
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3.2 Vlastnosti analyzovanych latek

3.2.1 Nukleové baze a nukleosidy

Nukleové baze, nukleosidy (vzniklé navazanim pétiuhlikatého cukru na nukleovou bazi)
a nukleotidy (vzniklé fosforylaci nukleosidl) jsou zakladnimi latkami vSech bunék, tvori
nukleové kyseliny, deoxyribonukleovou (DNA) a ribonukleovou (RNA), podili se na
metabolickych funkcich, prenosu energie, jsou slozkami koenzymu, pUlsobi jako
biologické regulatory. Télo si je dokdZze samo nasyntetizovat, ale mohou byt pfijimany
z potravy. Stanoveni nukleovych bazi, nukleosidli a nukleotidd ma vyuziti v biologii,
potravinaiském pramyslu a v mediciné. Strukturné jsou nukleové baze odvozeny od
purinu (adenin, guanin) a od pyrimidinu (cytosin, thymin, uracil). Strukturni vzorce
nukleovych bazi a nukleosidl analyzovanych v této praci jsou zobrazeny na Obr. 2 a
Obr. 3. Jejich fyzikdlné chemické vlastnosti jsou uvedeny v Tab. 2. LogP analyt( je
zaporny, pohybuje se od -2,5 az témér k nule. Nukleové baze se stanovuji z moci, krve,
v rostlindch pouzivanych v tradi¢ni ¢inské mediciné. ProtoZe jsou analyty polarni, je
nejlepsi metodou k jejich analyze metoda HILIC. Nejcastéji se pouzivaji amidové a
zwitteriontové kolony, ddle napf. B-cyklodextrinové kolony. DalSi metoda pro
stanoveni nukleosidd je kapilarni elektroforéza (CE), RP-LC, iontové-parova RP-LC.
Pouziva se spektrofotometricka detekce (bud UV nebo detektor s diodovym polem

(PDA)), ddle Ize pouzit hmotnostné spektrometrickou (MS) detekci [25][26][27][28].

Tab. 2: Fyzikalné chemické vlastnosti nukleovych bazi a nukleosid(i [29][30]

analyt MW [g/mol] | logP pKa pKb | rozpoustédlo vzhled

thymin 126,11 -0,62 | 9,06 | -5,00 50% ACN bily krystalicky prasek
adenosin 267,24 -1,05 | 12,45 | 3,94 50% ACN bily krystalicky prasek
uracil 112,09 -1,07 9,45 -5,50 50% ACN bily prasek
5-methyluridin 258,23 -1,60 9,55 -3,00 50% ACN bily prasek
guanosin 283,24 -1,90 | 10,19 | 0,45 50% ACN bily prasek
uridin 244,20 -1,98 | 9,70 | -3,00 50% ACN bily prasek
cytidin 243,22 -2,51 | 12,55 | -2,6 50% ACN bily krystalicky prasek
cytosin 111,10 -1,73 9,00 4,18 50% ACN bily prasek
adenin 135,13 -0,09 | 10,29 | 3,66 50% ACN bily prasek
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3.2.2 Derivaty kyseliny ninkotinové

Kyselina nikotinova (vitamin B3, niacin) a nikotinamid se pouZivaji jako doplriky stravy.
Gramové davky kyseliny nikotinové snizuji v krvi hladinu cholesterolu, a na rozdil od
ostatnich hypolipidemik, i hladinu lipoproteinu (a) [31]. Ve formé sodné soli se pouZiva
jako profylaxe tukové embolie. V praxi se vSak uplatriuje jen omezené z divodu mnoha
nezadoucich ucinkl. Kyselina nikotinovd je provitaminem nikotinamidu, ktery je
kofaktorem biochemickych reakci zavislych na nikotinamidadenindinukleotidu (NAD) a
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP) [32]. Hydrazid kyseliny isonikotinové —
izoniazid se pouzivad jako lécivo 1. volby v terapii tuberkuldzy [33]. Tyto latky jsou
derivaty pyridinu, na jehoz jadro je vazédna bud volna karboxylova skupina nebo amid.
Jejich strukturni vzorce jsou zobrazeny na Obr. 4 a jejich fyzikdlné chemické vlastnosti
v Tab. 3. LogP sledovanych analytd je kolem -0,35 pro amidy a 0,22 az 0,36 pro
kyseliny. Stanovuji se z plazmy, krve [34], séra a z moci [35]. Analyzovany byly pomoci
plynové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci (GC-MS) [34],
kapalinovou chromatografii (HPLC) a CE [35]. Obsahuji atom dusiku, coz zplsobuje
znacné chvostovani na RP-LC. Kvdli nizké hydrofilité jsou z RP-LC rychle eluovany.
Bézné se pouzivd iontové-parovy mod s C18 RP-LC kolonami. Separace se zlepsi
pouzitim CN-vazanych kolon. Kromé CE byla pro analyzu pouZita imicelarni

elektrokineticka chromatografie (MEKC) [35].

Tab. 3: Fyzikalné chemické vlastnosti derivatl kyseliny nikotinové [29][30]

analyt MW [g/mol] | logP pKa pKb rozpoustédlo vzhled
nikotnamid 122,12 -0,37 13,39 3,35 50% ACN bily krystalicky prasek
isonikotinamid 122,12 -0,34 13,39 3,35 50% ACN bily prasek
nikotinova

123,11 0,36 2,79 4,19 50% ACN bily krystalicky prasek
kyselina
isonikotinova

123,11 0,28 1,77 2,35 46,51% ACN béZovy prasek
kyselina
pikolinova

123,11 0,22 0,99 5,52 50% ACN bily krystalicky prasek
kyselina

20



/ NHZ \ NHZ

|
\N N A

nikotinamid isonikotinamid

/ OH \ OH / OH

| |
\N N A N

kyselina nikotinova kyselina isonikotinova kyselina pikolinova

Obr. 4: Struktury nikotinG

3.2.3 Hydrofilni vitaminy

Vitaminy jsou nepostradatelné mikronutrienty, dllezité pro intermediarni
metabolizmus a specializovany metabolizmus konkrétnich organ(. V téle se preménuji
na slozitéjsi molekuly, které funguji jako koenzymy. Musi byt dodavany v potravé,
nebot lidské télo je nedokaze syntetizovat. Vitaminy se déli dle rozpustnosti na
vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E, K) a vitaminy rozpustné ve vodé (vitaminy skupiny
B, C) [36]. Nedostatek vitamin( vede k riznym onemocnénim. Strukturné se jednotlivi
zastupci vyrazné lisi, jejich vzorce jsou uvedeny na Obr. 5. Fyzikdlné chemické
vlastnosti hydrofilnich vitamin( jsou uvedeny v Tab. 4. Jejich logP se pohybuje od -3 do
1,9. Stanovuji se v potravinach, v l|écivych pfipravcich (LP), v doplncich stravy.
Nejoblibenéjsi technika pro analyzu hydrofilnich vitamin( je RP-LC, diky vyhodam jako
je kompatibilita s MS detekci, rychlé ustaveni rovnovahy, lepsi tvar piku a robustnost
chromatografickych kolon. Nejc¢astéji se pouziva kolona C18, dalsi méné béiné kolony
jsou C8, C30 a fluorované SF. S vyhodou lze pouzit také HILIC metodu — pouzivaji se
faze na bazi silikagelu a zwitteriontové faze. Vyvoj univerzalni SF pro HILIC separaci
hydrofilnich vitaminG je obtizny kvuli rozdillm v polarité a pfitomnosti rdznych

funkénich skupin. Dalsi metodou analyzy jsou techniky kapilarni elektroforézy, které
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jsou méné citlivé oproti chromatografickym technikam, ale vykazuji vyssi ucinnost.
PouZivané metody pro stanoveni hydrofilnich vitamin( zaloZzené na kapildrni
elektroforéze jsou kapilarni zénova elektroforéza, micelarni elektrokineticka

chromatografie a kapilarni elektrochromatografie [37].

Tab. 4: Fyzikalné chemické vlastnosti hydrofilnich vitamind [29][30]

MW
analyt synonymum logP pKa pKb rozpoustédlo vzhled
[g/mol]
thiamin B:1 265,36 -3,10 15,5 5,54 voda bily prasek
tmavé cerveny
kobalamin B12 1355,40 1,90 1,84 13,57 41,67% ACN
prasek
kyselina 50% ACN : 100% | oranZovo-zluté
Bo 441,40 -2,50 3,50 2,12
listova MeOH=1:1 jehlicky
oranzovo-Zluty
50% ACN : 25%
riboflavin B2 376,40 -1,46 | 10,20 | 1,70 krystalicky
MeOH=1:1
prasek
bily krystalicky
nikotinamid Bs 122,12 -0,37 13,39 3,35 50% ACN
prasek
pyridoxin Bs 169,18 | -0,77 | 9,40 | 5,58 voda bily prasek
biotin B7 244,31 0,50 4,40 -1,90 50% ACN bily prasek
cr
HO Z Ny
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| \ HO \
S
N NH, OH
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3.2.4 Betablokatory

Betablokatory (BB) patfi mezi zakladni |éCiva, jeZz snizuji morbiditu a mortalitu na
kardiovaskularni onemocnéni. Pouzivaji se v 1é¢bé hypertenze, chronického srdecniho
selhani, arytmii, ischemické choroby srdecni, v sekundarni prevenci infarktu myokardu,
jako profylaktickd Ié¢ba migrény a v |écbé glaukomu [38][39][40][41]. Strukturné jsou
betablokatory pouzité v této praci aryloxyaminopropanoly, které vznikly modifikaci
molekuly isoprenalinu [42]. Jejich struktury jsou uvedeny na Obr. 6. a jejich fyzikalné
chemické vlastnosti v Tab. 5. LogP analyzovanych BB se pohybuje od 0,16 do 4,67. Jsou
analyzovany v léCivych pfipravcich, v moci, v plazmé a dalSich biologickych vzorcich, pfi
dopingové kontrole, v odpadnich vodach. Pro analyzu betablokator byly vyvinuty
nasledujici metody: enzymova imunosorpéni analyza (ELISA), HPLC, GC-MS, LC-MS.
ELISA je nejméné selektivni metoda s nizkou citlivosti, ale Ize ji s vyhodou pouzit pro
rychly screening. HPLC analyza betablokatorl nejcastéji probiha na kolonach C18.
GC-MS a LC-MS umoznuji identifikovat a kvantifikovat betablokatory, vyznacuji se

dobrou citlivosti, pfesnosti a spravnosti [43][44].

Tab. 5: Fyzikalné chemické vlastnosti betablokator( [29][30]

analyt MW [g/mol] | logP pKa pKb | rozpoustédlo vzhled
atenolol 266,34 0,16 14,08 | 9,60 50% ACN bily krystalicky prasek
(+)-metoprolol

267,36 2,15 | 14,09 | 9,70 50% ACN bily krystalicky prasek
tartarat
pindolol 248,32 1,75 | 14,09 | 9,25 50% ACN bily krystalicky prasek
acebutolol

336,40 1,71 | 13,91 | 9,52 50% ACN bily krystalicky prasek
hydrochlorid
propranolol

259,34 3,48 | 14,09 | 9,45 50% ACN bily krystalicky prasek
hydrochlorid
bopindolol

380,48 4,67 | 16,80 | 9,29 50% ACN bily krystalicky prasek
hydrogenmalonat
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3.2.5 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny jsou rostlinné sekundarni metabolity. Jen mala cast existuje ve
formé volné kyseliny. VétSina je vdzand ve formé esteru, éteru nebo acetalu [45].
Fenolické kyseliny maji zdravi prospésné Uucinky, a to zejména protizanétlivé,
antioxida¢ni, antimutagenni a protinaddorové [45][46]. Clovék konzumuje fenolické
kyseliny témér denné v potravindch rostlinného plvodu. Analyzované fenolické
kyseliny jsou mono a dihydroxy derivaty kyseliny benzoové. Jejich strukturni vzorce
jsou uvedeny na Obr. 7 a jejich fyzikdlné chemické vlastnosti v Tab. 6. LogP
analyzovanych fenolickych kyselin je v rozmezi 0,86 az 1,63. Byly stanovovany
z rostlinnych a biologickych matric, jejich metabolity pak z krve a moci [45]. Analytické
metody pouzité pro analyzu fenolickych kyselin zahrnuji tenkovrstvou chromatografii
(TLC), jez je vyhodna pro rychly screening a vysokou kapacitu vzork(. Jako SF byl pouzit
silikagel. DalSi metodou byla GC s MS detekci. Protoze hydroxyskupiny maji schopnost
tvorit vodikové vazby, ¢imz dochazi ke zvyseni teploty tani, a tedy ke snizeni tékavosti,
je nutné pred samotnou analyzou provést derivatizaci. NejpouZivanéjsi metodou je
HPLC, a to RP-LC s C18 kolonami. Pro zlepsSeni kvality separace u komplexnich vzork( je
vhodné vyuziti dvoudimenzionalni LC. Pfi analyze fenolickych sloucenin byly pouzity
tyto detekéni metody: UV, PDA, MS a nukledrni magnetickad rezonance (NMR). DalSimi
metodami analyzy téchto latek byly kapildrni elektroforéza, kapilarni zoénova

elektroforéza (CZE) a miceldrni elektrokineticka chromatografie [45].
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Tab. 6: Fyzikalné chemické vlastnosti fenolickych kyselin [29][30]

MW
analyt synonymum zkratka logP | pKa | rozpoustédio vzhled
[g/mol]
3,5-dihydroxy- a-resorcylova 3,5-
154,12 | 0,86 | 3,83 50% ACN béZovy prasek
benzoova kyselina kyselina DHBA
bily nebo
3-hydroxy- m-salicylova
3-HBA 138,12 | 1,50 | 4,04 50% ACN témér bily
benzoova kyselina kyselina
prasek
bezbarvy
4-hydroxy- p-hydroxy-
4-HBA 138,12 | 1,58 | 4,54 50% ACN krystalicky
benzoova kyselina | benzoova kyselina
prasek
2,4-dihydroxy- B-resorcylova 2,4- bily krystalicky
154,12 | 1,63 | 3,11 50% ACN
benzoova kyselina kyselina DHBA prasek
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HO
OH
OH

3,5-dihydroxybenzoova kyselina

(0] (o)
/@)I\OH /@f}\olﬁ
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4-hydroxybenzoovia kyselina 2,4-dihydroxybenzoova kyselina

Obr. 7: Struktury fenolickych kyselin
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4. Prakticka cast

4.1 Pristrojové vybaveni

e UHPLC systém: ACQUITY UPLC system, Waters, USA

e Program: Empower 3, Waters, Ceska republika

e Analytické vahy: Sartorius, ME5-0C, Sartorius, Némecko

e Automatické pipety: Eppendorf Reference 2, Eppendorf, Ceska
republika

e Magnetické michadlo: IKA Big Squid, IKA, Némecko

e pH metr: Hanna, Fisher scientific, Ceskd republika

o Trepacka: IKA Vortex 3, Sigma-Aldrich, Ceska republika

e Ultrazvukova lazen: Sonorex Digitec, Bandelin Elextronic, Némecko

4.2 Analytické kolony
e BEHZHILIC1,7 um, 2,1 x 100 mm, Waters, P/N: 186009979
e SYNCRONIS HILIC 1,7 um, 2,1 x 100 mm, Thermo Fisher SCIENTIFIC,

SN: 10608938

¢ OMEGA SUGAR 3 um, 2,1 x 100 mm, Phenomenex, S/N: H19-132127
e BEHHILIC1,7 um, 2,1 x 100 mm, Waters, SN: 03653818718679
e BEH AMIDE 1,7 pm, 2,1 x 100 mm, Waters, SN: 01643717118448
o Astra ZWIX-4N 3 um, 2,1 x 100 mm, Chromservis s.r.o., SN: A00279
o Astra ZWIX-4N 3 um, 2,1 x 100 mm, Chromservis s.r.o., SN: A00277
e Astra ZWIX-4N 3 um, 2,1 x 100 mm, Chromservis s.r.o., SN: A00278
e Astra ZWIX-4N 3 um, 2,1 x 100 mm, Chromservis s.r.o., SN: A00280
o Astra ZWIX-4N 3 um, 2,1 x 100 mm, Chromservis s.r.o., SN: A00283
o Astra ZWIX-4N 3 um, 2,1 x 100 mm, Chromservis s.r.o., SN: A00281

Kolony Astra ZWIX jsou vyrobeny ve tfech Sarzich: Sarze P1327 zahrnuje kolony
A00279 a A00277, Sarze P1328 zahrnuje kolony A00278 a A00280 a Sarze P1329
zahrnuje kolony A00283 a A00281.
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4.3 Chemikalie

Voda LC-MS grade, Millipore, destilovana v pfistroji Milli-Q RG, Burlington, USA
Kyselina mravenci pro LC-MS, Cistota = 99%, WWR Chemicals, Leuven, Belgie
Kyselina octova pro LC-MS, 100%, MERCK, Darmstadt, Némecko

Amoniak pro LC-MS, 25%, MERCK, Darmstadt, Némecko

Metanol pro HPLC ULTRA LC-MS, >99,9%, WWR Chemicals, Gliwice, Polsko
Acetonitril pro HPLC LC-MS, >99,9%, WWR Chemicals, Fontenay sous Bois,

Francie

4.4 Standardy

thymin, 5-methyluridine, guanosin, uridin, cytidin, adenin, nikotinamid,
isonikotinamid, kyselina nikotinova, kyselina isonikotinova, kyselina pikolinova,
thiamin, riboflavin, pyridoxin, 3,5-DHBA, 3-HBA, 4-HBA, 2,4-DHBA: Zentiva k.s.
adenosin: Sigma-Aldrich, LOT: 069K1645, 5 g, Cistota 99 %

uracil: Sigma-Aldrich, LOT: #080M0067V, 5 g, Cistota =299 %

cytosin: SIGMA, LOT: 120M1911V, 5 g, ¢istota =299 %

kobalamin: Sigma-Aldrich, LOT:#SLBF5938V, 500 mg, Cistota neuvedena
kyselina listova: Sigma-Aldrich, LOT:#SLBH7728V, 5 g, Citota neuvedena

biotin: Sigma-Aldrich, LOT: P500233, 1 g, Cistota neuvedena

atenolol: Sigma-Aldrich, LOT: 68H0726, 1 g, Cistota neuvedena

(+)-metoprolol tartarat: Sigma-Aldrich, LOT:#BCBH0239V, 1 g, Cistota = 98 %
pindolol: Sigma-Aldrich, LOT: 68H1314, 1 g, Cistota neuvedena

acebutolol hydrochlorid: Sigma-Aldrich, LOT:#056K1622V, 1 g, Cistota
neuvedena

propranolol hydrochlorid: Sigma-Aldrich, LOT: S21145-464, 5 g, Cistota 99 %

bopindolol hydrogenmalonat: Zentiva k.s., Sarze: 9400701, 1 g, Cistota 99,76 %
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4.5 Priprava roztoki

4.5.1 Priprava zasobnich roztoki standardu

Navazky standard( v rozsahu 0,500 — 7,000 mg byly rozpustény v rozpoustédle na
koncentraci 1 mg/ml. Rozpoustédlem byl pro vétsSinu latek 50% ACN, pro
isonikotinovou kyselinu byl rozpoustédlem 47% ACN, pro kobalamin 42% ACN. Pro
thiamin a pyridoxin byla rozpoustédlem voda, pro kyselinu listovou 50% ACN : 100%
metanol (MeOH) =1 : 1, pro riboflavin 50% ACN : 25% ACN =1 : 1. Roztoky standardd

byly uchovavany v lednici.

4.5.2 Priprava pracovnich roztoku

Roztoky standard( byly nafedény 100% ACN na koncentraci 10 pg/ml. Smés
nukleovych bazi a nukleosidd byla pfipravena napipetovanim 10 pl jednotlivych
roztokd standard( analytd do vialky a doplnénim 100% ACN do 1 000 pl. Obdobné byla
pfipravena smés derivatd kyseliny nikotinové. Smés hydrofilnich vitaminl byla
pfipravena napipetovanim 5 ul thiaminu a nikotinamidu, 10 pl kobalaminu, pyridoxinu
a biotinu , 20 ul riboflavinu a 100 ul kyseliny listové do vialky. Smés byla doplnéna ACN
do 1 000 pl. Smési BB a fenolickych kyselin byly pfipraveny dle Tab. 7 a Tab. 8. Objem
téchto analytd pro kolony Astra ZWIX byl zvySen, protoze pfi zvolené vinové délce

280 nm poskytovaly tyto analyty pouze nizkou odezvu.

Tab. 7: Objem jednotlivych BB ve smési

objem pro komercné

analyt objem pro kolony Astra ZWIX [ul]
dostupné kolony [ul]

atenolol 20 40

(+)-metoprolol tartarat 20 40

pindolol 5 10

acebutolol hydrochlorid 10 20

propranolol hydrochlorid 10 20

bopindolol hydrochlorid 5 10

ACN 930 860
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Tab. 8: Objem jednotlivych fenolickych kyselin ve smési

analyt objem pro komercné dostupné kolony [ul] objem pro kolony Astra ZWIX [ul]
3,5-DHBA 10 40
3-HBA 10 20
4-HBA 10 10
2,4-DHBA 10 40
ACN 960 890

U roztokud standardu kyseliny listové, riboflavinu a guanosinu dochazi pfi nizké teploté
v lednici ke zpétnému srazeni, a proto byla pro tyto latky pred pfipravou pracovnich

roztokd pouZzita ultrazvukova lazen.

4.5.3 Priprava MF, roztoku pro uchovavani kolony a oplachovych kapalin

Jako mobilni faze B byl vyuzit ACN. Mobilni fazi A byl pufr o rizném pH. Mravencanovy
pufr byl pfipraven napipetovanim 377,30 ul kyseliny mravenci do 400 ml vody. Déle byl
pridavan roztok amoniaku, ktery byl pfipraven 25% NHs:voda=2:1a4:1, az do
konecného pH 3 (pH 4). Roztok byl kvantitativné preveden do 500ml odmérné barky a
doplnén vodou po rysku. Obdobné bylo postupovano u octanového pufru. Bylo
napipetovano 570,28 ul kyseliny octové a byl pridavan roztok amoniaku az do pH 6

(pH 5). Pufry byly pfipravovany cerstvé a byly pouzivany maximalné 48 hodin.

Roztokem pro uchovavani kolony byla 0,1% kyselina octovd v ACN. 250ml| odmérnou
bankou bylo odméreno 250 ml vody. Do ni bylo napipetovdno 250 ul kyseliny octové.

Tento roztok byl prelit do 1 000ml odmérné bariky a doplnén 750 ml ACN.

Slabou oplachovou kapalinou byl 95% ACN. Bylo odméreno 950 ml ACN a dopinéno 50
ml vody. Pro oplach pistu Cerpadla byl pouzit 10% MeOH. Bylo odméreno 100 ml
MeOH a doplnéno 900 ml vody. Silnou oplachovou kapalinou byl 50% ACN. Bylo
odméreno 500 ml ACN a pfidano 500 ml vody.
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4.6 Parametry metody UHPLC — PDA

Podil ACN v MF [%]

MF (A): 10 mM mravencanovy pufr pH 3/ octanovy pufr pH 6
MF (B): ACN

Gradientova eluce: viz Obr. 8

Pratok: 0,5 ml/min

Davkovany objem: 1l

Teplota kolony: 40°C

Teplota davkovace vzorku: 10°C

Detekce:

100
90
80
70
&0
50
40
30
20
10

280 nm UV

[98% | [98%

—

iy

2 3 4 5 B 7 8

tas [min]

Obr. 8: Pribéh gradientové eluce mobilni faze

4.7 Optimalizace podminek HILIC separace

Optimalizace probihala na koloné Astra ZWIX-4N, SN: A00281. U skupin betablokator(,

derivatQ kyseliny nikotinové, nukleovych bazi a nukleosidl, jejichz piky nebyly za

vychozich podminek dostatecné rozliSeny, bylo optimalizovano pH vodné slozky MF,

gradient, teplota kolony a pratok. Tyto kroky optimalizace byly provadény pfi pH pufri

MF 6, 5,4 a 3.

Jako prvni bylo ménéno nastaveni gradientové eluce. Pocateéni mnozstvi mobilni faze

B (ACN) bylo postupné snizovano z 98 % na 90 %, 80 % a 70 %. Pfi kazdé zmeéné

pocatecniho slozeni MF B bylo také zménéno slozeni MF B v 5. minuté gradientu, a to
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vzdy se zvysSujici se tendenci od 50 % na 60 %, a poté na 70 %. Pfi pocatecnim slozeni
MF B 70 % ACN byl gradient MF v 5. minuté ménén pouze na 50 % a na 60 %. Gradient

se tedy staval méné strmy.

Bylo vyzkouseno zvyseni teploty kolony z plvodnich 40°C na 50°C, poté na 60°C.

Nakonec byl vyzkousen vyssi pritok 0,7 ml/min.
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5. Vysledky a diskuze

Pro vSechny piky sledovanych analytl byla separace na vsech testovanych kolonach
provedena ve tfech opakovanich. Vysledné hodnoty pro retencni ¢as, rozliSeni,
asymetrii piku a Sitrku piku v poloviné jeho vysky jsou primérem téchto tfi méreni.

Podminky separace analytll jsou uvedeny v kapitole 4.6.
5.1 Hodnoceni retence
5.1.1 Nukleové baze a nukleosidy

5.1.1.1 Hodnoceni retence pfi pH 3

Dle retencnich ¢asli v Tab. 9 a na Obr. 9 je zfejmé, Ze se retencni ¢asy nukleovych bazi
a nukleosid(l na kolonach Astra ZWIX v ramci jedné SarzZe vétSinou shoduji, kromé Sarze
P1327, kde se u cytosinu a cytidinu lisi 0 2,60 % aZ 4,30 %, jak je uvedeno v Tab. 10.
Mezi jednotlivymi SarZzemi se retencni Casy analytt lisi o 4,00 % az 10,55 %, nejvice
u 5-methyluridinu, uridinu a cytosinu. Na kolonach Sarze P1328 dochazi ke koeluci
(analyty dfive eluované — od thyminu po adenosin) a P1328 (analyty pozdéji eluované
— od adeninu po cytosin). Nejvyssi retence viech sledovanych analytl pti pH3 je na

kolondch sarze P1327. Chromatogramy jsou zobrazeny na Obr. 10.

Tab. 9: Primérny retencni ¢as [min] nukleovych bazi a nukleosid(i na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
thymin 0,99 0,97 1,05 1,08 1,13 1,14
uracil 1,03 1,01 1,10 1,13 1,19 1,20
5-methyluridin 1,34 1,32 1,52 1,56 1,63 1,67
uridin 1,41 1,39 1,60 1,64 1,72 1,76
adenosin 1,91 1,88 1,92 1,96 2,10 2,12
adenin 2,28 2,25 2,15 2,17 2,37 2,35
guanosin 2,57 2,54 2,72 2,75 2,87 2,89
cytidin 3,09 3,05 2,78 2,81 3,32 3,20
cytosin 3,45 3,40 2,78 2,81 3,56 3,35

34




Tab. 10: Hodnoty RSD retencnich ¢ast [%] nukleovych bazi a nukleosidd na kolonach Astra ZWIX pfi
pH 3 v ramci Sarze a mezi Sarzemi

analyt Sarze P1329 Sarze P1328 Sarze P1327 RSD mezi Sarzemi
thymin 1,44 1,99 0,62 6,64
uracil 1,39 1,90 0,59 7,14
5-methyluridin 1,06 1,84 1,71 9,73
uridin 1,01 1,75 1,63 9,79
adenosin 1,12 1,46 0,67 5,19
adenin 0,94 0,65 0,60 4,00
guanosin 0,83 0,78 0,49 5,37
cytidin 0,92 0,76 2,60 7,01
cytosin 1,03 0,76 4,30 10,55
4,00 @ cytosin
3,50 e
¢ ° ° s o cytidin
— 3,00 e °
= ) [ ] [ ] A
£ e @ guanosin
= 2,50 e e
2 ° ° . . i
8] 2.00 ® ® ® D) @ adenin
= 7] [ ) ® [ J
Q [} [ } .
S 1,50 s ] @ adenosin
s | J | J ® ®
= 1,00 @ ® 8 ® uridin
0,50 ® 5-methyluridin
0,00 .
@ uracil
A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
Sarze P1329 Sarze P1328 darie P1327 o thymin

Obr. 9: Graf retencnich ¢ast nukleovych bazi a nukleosid( na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

kolony Astra ZWIX
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Obr. 10: Chromatogramy separace nukleovych bazi a nukleosid( na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(1-thymin, 2—uracil, 3-5-methyluridin, 4—uridin, 5—adenosin, 6—adenin, 7-guanosin, 8—cytidin, 9—cytosin)

Tab. 11 a Obr. 11 ukazuji, Ze na komeréné dostupnych zwitteriontovych kolonach
BEH Z HILIC a SYNCRONIS, dale téZz na kolonach OMEGA SUGAR a BEH AMIDE doslo
oproti kolonach Astra ZWIX ke zméné poradi eluce guanosinu, ktery je eluovan jako
posledni, a cytosinu, ktery je eluovdn na sedmém misté. Na koloné BEH Z HILIC doslo
téz ke zméné poradi eluce uridinu, ktery je eluovan na Sestém misté, a adeninu, ktery
je eluovdn na ¢tvrtém misté. Na koloné BEH HILIC je guanosin eluovdn na Sestém misté
a adenin na misté sedmém. Na této koloné je patrna nejnizsi retence vSech analyta.
Retence a selektivita zwitteriontovych kolon BEH Z HILIC a SYNCRONIS se odliSuje od
kolon Astra ZWIX. Chromatogramy nukleovych bazi a nukleosidi na komercné

dostupnych kolonach jsou uvedeny na Obr. 12.
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Tab. 11: Primérny retenéni ¢as [min] nukleovych bazi a nukleosid(i na komercéné dostupnych kolonéch pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
thymin 1,65 1,02 1,03 0,83 1,44
uracil 1,84 1,14 1,11 0,83 1,54
5-methyluridin 2,21 1,58 1,61 1,08 1,97
uridin 2,45 1,70 1,69 1,08 2,12
adenosin 2,37 1,92 1,88 1,79 2,21
adenin 2,30 2,00 1,90 1,96 2,16
guanosin 3,21 2,75 2,65 1,91 2,89
cytidin 3,06 2,56 2,60 2,04 2,83
cytosin 2,77 2,34 2,40 2,17 2,71
3,50 ® cytosin
:
3,00 ® cytidin
[ J [ J ° ’ vt
_ 2,50 3 ° ® guanosin
= ' ]
2,00 .
.%. P L o ! ® adenin
>3 1,50 d ® [ ]
E ® adenosin
£1,00 $ s )
s L uridin
= 0,50
©® 5-methyluridin
0,00
BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA BEH HILIC BEH AMIDE @ uracil
SUGAR

komeréné dostupné kolony ® thymin

Obr. 11: Graf retencnich ¢asli nukleovych bazi a nukleosidl na komeréné dostupnych kolonéch pfi pH 3
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Obr. 12: Chromatogramy separace nukleovych bazi a nukleosidli na komercné dostupnych kolonach pfi pH 3

(1-thymin, 2—uracil, 3-5-methyluridin, 4—uridin, 5—adenosin, 6—adenin, 7—guanosin, 8—cytidin, 9—cytosin)

Relativni smérodatna odchylka retenénich c¢as vSech sledovanych analytl na vSech
kolonach je mensi nez 0,2 %, a tim spliiuje podminky opakovatelnosti (RSD mensi nez

1 %). Hodnoty RSD jsou uvedeny v Tab. 12 a Tab. 13.
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Tab. 12. RSD retencnich ¢ast [%] nukleovych bazi a nukleosidd na kolonach Astra ZWIX pti pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
thymin 0,06 0,10 0,06 0,05 0,20 0,10
uracil 0,06 0,15 0,05 0,05 0,19 0,05
5-methyluridin 0,07 0,12 0,04 0,04 0,11 0,00
uridin 0,04 0,07 0,04 0,04 0,07 0,03
adenosin 0,03 0,05 0,03 0,05 0,05 0,03
adenin 0,03 0,04 0,03 0,03 0,02 0,02
guanosin 0,02 0,04 0,00 0,02 0,02 0,02
cytidin 0,02 0,02 0,02 0,04 0,02 0,02
cytosin 0,02 0,03 0,02 0,04 0,02 0,00

Tab. 13: RSD retencnich casl [%] nukleovych bazi a nukleosidi na komeréné dostupnych kolonach pfi

pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
thymin 0,09 0,10 0,06 0,07 0,12
uracil 0,06 0,09 0,05 0,07 0,11
5-methyluridin 0,05 0,06 0,04 0,00 0,03
uridin 0,05 0,03 0,03 0,00 0,05
adenosin 0,05 0,03 0,06 0,06 0,03
adenin 0,07 0,03 0,06 0,05 0,05
guanosin 0,03 0,04 0,07 0,03 0,00
cytidin 0,02 0,04 0,04 0,06 0,00
cytosin 0,04 0,04 0,04 0,05 0,00

5.1.1.2 Hodnoceni retence pfi pH 6

| pfi pH 6 je poradi eluce jednotlivych analytl, které je uvedeno v Tab. 14 a na

Obr. 13, na vSech kolonach Astra ZWIX stejné. Oproti pH 3 doslo pti pH 6 ke zméné

retence guanosinu a cytosinu. Pfi pH 6 se guanosin eluuje jako posledni a cytosin se

eluuje na sedmém misté. Chromatogramy nukleovych bazi a nukleosidd na kolonach

Astra ZWIX pfi pH 6 jsou uvedeny na Obr. 14.
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Tab. 14: Primérny retenéni ¢as [min] nukleovych bazi a nukleosid(i na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
thymin 1,00 0,98 1,06 1,11 1,15 1,17
uracil 1,05 1,03 1,12 1,18 1,22 1,24
5-methyluridin 1,41 1,41 1,59 1,70 1,71 1,75
uridin 1,48 1,49 1,68 1,81 1,81 1,86
adenosin 1,90 1,96 1,97 2,15 2,11 2,15
adenin 2,10 2,21 2,12 2,32 2,22 2,25
cytosin 2,44 2,62 2,51 2,79 2,63 2,66
cytidin 2,53 2,73 2,67 3,00 2,82 2,86
guanosin 2,65 2,89 2,80 3,17 2,94 2,97

Tab. 15: Hodnoty RSD retencnich c¢asta [%] nukleovych bazi a nukleosidl na kolonach Astra ZWIX pfi
pH 6 v rdmci Sarze a mezi Sarzemi

analyt Sarze P1329 Sarze P1328 Sarze P1327 RSD mezi Sarzemi
thymin 1,43 3,26 1,22 7,26
uracil 1,36 3,69 1,15 7,71
5-methyluridin 0,00 4,73 1,63 9,58
uridin 0,48 5,27 1,93 9,98
adenosin 2,20 6,18 1,33 5,37
adenin 3,61 6,37 0,95 3,73
cytosin 5,03 7,47 0,80 4,67
cytidin 5,38 8,23 1,00 5,88
guanosin 6,13 8,76 0,72 6,00
3,50
300 : @ guanosin
! [ 3 ° , s @ cytidin
$ $ $ ° °
2,50 L4 @ cytosin
=~ ° : s 8 .
E 2,00 : ® s @ adenin
= s e e o @ adenosin
c 1,50
:(: @ ® . . uridin
5 ) ]
§ 1,00 e e @ 5-methyluridin
2 0,50 @ uracil
0,00 ©® thymin
A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
Sarie P1329 Sarie P1328 Sarze P1327
kolony Astra ZWIX

Obr. 13: Graf retenénich ¢asli nukleovych bazi a nukleosid(i na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6
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Je patrné, Ze kolony Sarze P1327 vykazuji shodné retence vSech analytd s RSD od
0,72 % do 1,95 % (viz Tab. 15), zatimco kolony ostatnich dvou SarZi vykazuji mirné vyssi
retenci pozdéji eluovanych analyti v rdmci kolon jedné Sarze s RSD od 5,03 do 8,76 %.
Konkrétné na kolonach Sarze P1329 jsou cytosin, cytidin a guanosin vice zadrZovany na
koloné A00283 ve srovnani s jejich retenci na koloné A00281. U kolon Sarze P1328 jsou
analyty (kromé thyminu a uracilu) na koloné A00278 zadriovany vice ve srovnani
s jejich retenci na koloné A00280. Nejvyssi retenci maji analyty na kolonach sarze
P1327, kromé pozdéji eluovanych analytll (od adeninu po guanosin), jeZ jsou nejvice
zadrzovany na koloné A00278. Nejvyssi rozdily v retencnich ¢asech mezi analyty na
kolondach téze Sarze vykazuji kolony Sarze P1328 s RSD od 3,26 % do 8,76 %. Oproti

pH 3 je pfi pH 6 selektivita na vSech kolondch stejna.
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0.09]
A00277 A00279
0.06
0.04
=2
<L
0.02
0.00 . ‘ .
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
retenéni éas [min] retenéni Zas [min]

Obr. 14: Chromatogramy separace nukleovych bazi a nukleosid na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(1-thymin, 2—uracil, 3-5-methyluridin, 4—uridin, 5—adenosin, 6—adenin, 7—-guanosin, 8—cytidin, 9—cytosin)
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Retencni ¢asy analytll na komercéné dostupnych kolonach jsou uvedeny v Tab. 16 a na
Obr. 15, chromatogramy na Obr. 17. Retence na koloné SYNCRONIS se velmi podoba
retenci na koloné A00280, jak je patrné z Obr. 16. NizSi retenci lze pozorovat jen
u cytosinu, cytidinu a guanosinu na koloné SYNCRONIS. Na koloné OMEGA SUGAR
koeluuje adenosin s adeninem. Kolony BEH Z HILIC a BEH AMIDE, stejné jako pfi pH 3,
vykazuji vyssi retenci nukleovych bazi a odlisSné poradi retence nékterych analyti
oproti kolonach Astra ZWIX. Na koloné BEH AMIDE navic koeluuje uridin s adeninem.

vy

s uracilem, 5-ethyluridin s uridinem a guanosin s cytidinem.

Tab. 16: Primérny retencni ¢as [min] nukleovych bazi a nukleosidd na komercné dostupnych kolonach
pfipH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
thymin 1,67 1,05 1,12 0,83 1,44
uracil 1,86 1,18 1,25 0,83 1,54
5-methyluridin 2,26 1,63 1,76 1,12 1,98
uridin 2,48 1,77 1,88 1,12 2,11
adenosin 2,41 2,01 2,05 1,82 2,20
adenin 2,34 2,07 2,05 1,97 2,11
cytosin 2,73 2,43 2,36 2,09 2,39
cytidin 3,04 2,64 2,66 2,04 2,73
guanosin 3,22 2,83 2,76 2,04 2,93
® guanosin
3,50
°® @ cytidin
3,00 e ®
. s s ° .
2,50 ® cytosin
” s : . 2
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» °® ® ®
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Obr. 15: Graf retencnich ¢ast nukleovych bazi a nukleosidi na komerc¢né dostupnych kolonach pfi pH 6
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BEH Z HILIC 0.09] SYNCRONIS
0.06
0.06
0.04
=
2 F
0.02 0.03
0.00 ; . ; ; 0.00 =t : L " . 3 "
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 0.00 1.00 2.00 . ”3.00_ 4.00 5.00
retenéni &as [min] retenéni &as [min]
0.1210MEGA SUGAR 0.12| BEH HILIC
6
0.08] 142
5 5+6 0.0 9
=]
< z
1
0.04] S I 0.04
4 5
U L *
0.00 - ! ’ ’ 0.00f ‘ : .
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 0.00 1.00 2.00 L 3.0(_) 4.00 5.00
retenéni €as [min] retentni cas [min]
BEH AMIDE
0.075
0.05( a6
2 12
0.025 35
8 7
0.00d : r ‘ :
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

retenéni tas [min]

Obr. 17: Chromatogramy separace nukleovych bazi a nukleosidi na komeréné dostupnych kolonach pti pH 6

(1-thymin, 2—uracil, 3-5-methyluridin, 4—uridin, 5—adenosin, 6—adenin, 7—-guanosin, 8—cytidin, 9—cytosin)
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RSD retencnich ¢ast nukleovych bazi a nukleosidll pfi pH 6, jeZ je uvedeno v Tab. 17 a
Tab. 18, je na vSech kolondch mensi nei 0,22 %, a tedy splfiuje podminky

opakovatelnosti. Nejvyssi RSD jsou na koloné A00279.

Tab. 17: RSD retencnich ¢asd [%] nukleovych bazi a nukleosidl na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
thymin 0,10 0,00 0,34 0,09 0,05 0,15
uracil 0,06 0,15 0,32 0,13 0,08 0,19
5-methyluridin 0,04 0,11 0,18 0,03 0,03 0,22
uridin 0,04 0,10 0,14 0,03 0,03 0,20
adenosin 0,05 0,03 0,11 0,05 0,03 0,19
adenin 0,03 0,00 0,07 0,04 0,05 0,14
cytosin 0,04 0,02 0,04 0,04 0,04 0,10
cytidin 0,04 0,02 0,04 0,04 0,02 0,09
guanosin 0,02 0,10 0,04 0,05 0,02 0,05

Tab. 18: RSD retencnich ¢asl [%] nukleovych bazi a nukleosidl na komeréné dostupnych kolonach pfi
pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS | OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
thymin 0,00 0,06 0,10 0,07 0,14
uracil 0,00 0,10 0,08 0,07 0,13
5-methyluridin 0,03 0,06 0,09 0,05 0,06
uridin 0,02 0,06 0,09 0,05 0,05
adenosin 0,00 0,08 0,07 0,14 0,03
adenin 0,02 0,07 0,07 0,13 0,05
cytosin 0,00 0,06 0,06 0,14 0,04
cytidin 0,02 0,04 0,08 0,17 0,04
guanosin 0,02 0,00 0,08 0,17 0,03

5.1.2 Derivaty kyseliny nikotinové

5.1.2.1 Hodnoceni retence pf¥i pH 3
Retence isonikotinamidu a nikotinamidu, jeZ je uvedena v Tab. 19 a na Obr. 18, se na
vSech kolonach Astra ZWIX lisSi pouze minimalné — RSD 2,84 a 2,54, naopak kyseliny

nikotinova a isonikotinova se mezi sarzemi velmi lisi — RSD 13,92 % a 16,91 % (viz
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Tab. 20) Na koloné A00283 a A00279 isonikotinamid a nikotinamid koeluuji, na
ostatnich kolonach je vidét alespon ¢astecna separace. Kolony SarZe P1329 se mezi
sebou lisi pouze minimalné s RSD od 0,40 % do 1,79 %. Nejvice se mezi sebou lisi
kolony Sarze P1328 s RSD od 2,93 % do 3,60 %. Kyselina nikotinova a isonikotinova jsou
nejvice zadrzovany na kolondach Sarze P1328. Rozdil oproti kolondm ostatnich 3arzi je
opravdu velky (viz Obr. 19). U kolon SarZe P1327 jsou kyseliny nikotinova a

isonikotinova vice zadrZzovany na koloné A00279.

Tab. 19: Primérny retencni ¢as derivatl kyseliny nikotinové [min] na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
isonikotinamid 1,18 1,17 1,15 1,21 1,22 1,24
nikotinamid 1,20 1,17 1,18 1,23 1,24 1,24
nikotinova kyselina 1,56 1,57 2,06 2,16 1,70 1,88
isonikotinova kyselina 1,77 1,78 2,49 2,62 1,97 2,24

Tab. 20: Hodnoty RSD retencnich ¢asu [%)] derivatd kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3
v rdmci $arZe a mezi Sarzemi

¢ni as

reten

analyt Sarze P1329 Sarze P1328 Sarze P1327 RSD mezi Sarzemi
isonikotinamid 0,60 3,60 1,15 2,84
nikotinamid 1,79 2,93 0,00 2,56
nikotinova kyselina 0,45 3,35 7,11 13,92
isonikotinova kyselina 0,40 3,60 9,07 16,91
3,00
2,50 !(yse'llna' ]
isonikotinova
E 2,00 (] @ kyselina
% 1,50 PY ® ® nikotinova
o ° ° L o o @ nikotinamid
1,00
0,50 @ isonikotinamid
0,00
A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
SarZe P1329 Sarie P1328 SarZe P1327
kolony Astra ZWIX

Obr. 18: Graf retencnich ¢ast derivatl kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3
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Obr. 19: Chromatogramy separace derivatQ kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(1-isonikotinamid, 2—nikotinamid, 3—kyselina nikotinova, 4—kyselina isonikotinova)

Na komeréné dostupnych kolondach jsou nikotinamid a isonikotinamid pfi pH 3 nejvice

zadrZzovany na koloné BEH Z HILIC, naopak nejméné na kolondch SYNCRONIS a OMEGA

SUGAR, jak uvadi Tab. 21. Na koloné OMEGA SUGAR nejsou kyseliny nikotikova a

isonikotinova eluovany vibec. Na Obr. 21 je patrny rozdil mezi retenci kyseliny

nikotinové a isonikotinové na zwitteriontovych kolonach a na kolonach BEH HILIC a

BEH AMIDE. Na kolonach BEH Z HILIC a SYNCRONIS maiji tyto kyseliny vyrazné vyssi

retenci oproti kolonam BEH HILIC a BEH AMIDE. Dale lze pozorovat vyssi retenci

nikotinamidu a isonikotinamidu na koloné BEH Z HILIC oproti koloné SYNCRONIS.

Nikotinamid a isonikotinamid jsou témér rozseparovany na koloné BEH HILIC, ¢astecné

i na koloné OMEGA SUGAR. Na ostatnich kolonach

se neseparuji

Chromatogramy derivatl kyseliny nikotinové pfi pH 3 jsou uvedeny na Obr. 20.
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Tab. 21: Primérny retencni ¢as derivatl kyseliny nikotinové [min] na komercné dostupnych kolonach pfi
pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS | OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
isonikotinamid 1,44 1,06 1,02 1,13 1,22
nikotinamid 1,44 1,06 1,06 1,18 1,22
nikotinova kyselina 2,45 2,53 - 1,59 1,59
isonikotinova kyselina 3,02 2,99 - 1,71 1,77
0.018] BEH Z HILIC SYNCRONIS
0.024 12
0.012] 142
5 4 0.014
=z 3 ) a
< 3
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Obr. 20: Chromatogramy separace derivatl kyseliny nikotinové na komerc¢né dostupnych kolonach pfi pH 3

(1-isonikotinamid, 2—nikotinamid, 3—kyselina nikotinova, 4—kyselina isonikotinova)
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Obr. 21: Graf retencnich ¢ast derivatl kyseliny nikotinové na komeréné dostupnych kolondach pfi pH 3

RSD retencnich c¢asl derivatd kyseliny nikotinové je pfi pH 3 na viech kolondch mensi

nez 0,75 %, a tedy spliuje podminky pro opakovatelnost. Nejvyssi RSD maji

isonikotinamid a nikotinamid na koloné BEH Z HILIC. Na kolonach Astra ZWIX maji

nejvyssi RSD isonikotinamid a nikotinamid na koloné A00281. RSD retencnich casl

téchto analytd je uvedena v Tab. 22 a Tab. 23.

Tab. 22: RSD retencnich ¢asa derivatl kyseliny nikotinové [%] na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
isonikotinamid 0,47 0,25 0,13 0,13 0,05 0,05
nikotinamid 0,51 0,25 0,13 0,16 0,08 0,05
nikotinova kyselina 0,28 0,13 0,07 0,05 0,08 0,08
isonikotinova kyselina 0,21 0,15 0,04 0,04 0,03 0,11

Tab. 23: RSD retencnich ¢asa derivatl kyseliny nikotinové [%] na komercné dostupnych kolondch pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS | OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
isonikotinamid 0,73 0,05 0,11 0,14 0,17
nikotinamid 0,73 0,05 0,16 0,13 0,17
nikotinova kyselina 0,05 0,04 - 0,16 0,17
isonikotinova kyselina 0,03 0,05 - 0,15 0,09
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5.1.2.2 Hodnoceni retence pfi pH 6

PFi pH 6 maji oproti pH 3 Sarze mezi sebou mirné vyssi rozdil v retenci isonikotinamidu
a nikotinamidu, a to 3,20 % a 3,12 %, jak je uvedeno v Tab. 25. Z Tab. 24 a Obr. 22 je
patrné, Ze pfi pH 6 se oproti pH 3 tak vyrazné nelisi ani retence kyseliny nikotinové a
isonikotinové — RSD 6,16 % a 5,85 %. Nikotinamid a isonikotinamid maji pKa necelych
15, proto je jejich retence témér stejnd pfi pH 3 a pH 6. Naopak kyseliny nikotinova a
isonikotinova maji pKa pfiblizné 2, proto jsou na kolonach pfi pH 3 méné zadrzovany a

pfi pH 6, kdy jsou jiZ plné ionizovany, zadrZovany vice.

vV

vV

mezi sebou maji, stejné jako pfi pH3, kolony Sarze P1328. Chromatogramy derivatu

kyseliny nikotinové na kolondach Astra ZWIX pfi pH 6 jsou uvedeny na Obr. 23.

Tab. 24: Primérny retencni ¢as derivatl kyseliny nikotinové [min] na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
isonikotinamid 1,14 1,12 1,12 1,18 1,18 1,21
nikotinamid 1,17 1,15 1,15 1,21 1,21 1,24
isonikotinova kyselina 2,18 2,34 2,35 2,63 2,40 2,44
nikotinova kyselina 2,30 2,49 2,45 2,75 2,50 2,55

Tab. 25: Hodnoty RSD retencnich ¢asll [%] derivatl kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6
v ramci SarZe a mezi Sarzemi

analyt Sarze P1329 Sarze P1328 Sarze P1327 RSD mezi Sarzemi
isonikotinamid 1,25 3,69 1,78 3,20
nikotinamid 1,22 3,60 1,73 3,12
isonikotinova kyselina 5,01 7,95 1,17 6,16
nikotinova kyselina 5,61 8,16 1,40 5,85
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Obr. 22: Graf retencnich ¢asl derivatud kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6
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Obr. 23: Chromatogramy separace derivatl kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(1-isonikotinamid, 2—nikotinamid, 3—kyselina nikotinova, 4—kyselina isonikotinova)
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Oproti pH 3, Ize pfi pH 6 na komeréné dostupnych zwitteriontovych kolonach
BEH Z HILIC a SYNCRONIS pozorovat vyssi rozdily v retenci mezi analyty. Vyssi retenci
maji analyty na koloné BEH Z HILIC, jak je uvedeno v Tab. 26 a na Obr. 24. Na koloné
OMEGA SUGAR jsou nikotinamid a isonikotinamid zadrZovany jen slabé, naopak
vysokou retenci na této koloné vykazuji kyseliny nikotinova a isonikotinova. Podobné
jako pfi pH 3, i pfi pH 6 jsou nikotinamid a isonikotinamid témér rozseparovany na
koloné BEH HILIC a ¢aste¢né na koloné OMEGA SUGAR, zatimco na ostatnich kolonach
koeluuji. Na koloné BEH Z HILIC a BEH AMIDE koeluuji téz piky kyselin isonikotinové a
nikotinové. Chromatogramy derivatl kyseliny nikotinové na komeréné dostupnych

kolondch pfi pH 6 jsou uvedeny na Obr. 25.

Tab. 26: Primérny retencni ¢as derivatl kyseliny nikotinové [min] na komercné dostupnych kolonach pfi
pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS | OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
isonikotinamid 1,46 1,10 1,05 1,12 1,21
nikotinamid 1,46 1,10 1,10 1,18 1,21
isonikotinova kyselina 3,07 2,42 4,67 2,09 2,35
nikotinova kyselina 3,09 2,53 4,88 2,19 2,38
6,00
3,00 o] @ kyselina
E 4,00 nikotinova
= kyselina
8 3,00 e isonikotinova
~E ~ ) . . .
>§ 2,00 "~ @ nikotinamid
1] L4 °
< 1,00 e o e @ isonikotinamid
0,00
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Obr. 24:Graf retencnich ¢ast derivat( kyseliny nikotinové na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 6
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Obr. 25: Chromatogramy separace derivatd kyseliny nikotinové na komercné dostupnych kolonach pfi pH 6

(1-isonikotinamid, 2—nikotinamid, 3—kyselina nikotinova, 4—kyselina isonikotinova)

RSD retencnich ¢asl derivatl kyseliny nikotinové pfi pH 6 je na vSech kolonach mensi

nez 0,50 %, a splnuje tedy podminky opakovatelnosti. Nejvyssi RSD na kolonach Astra

ZWIX je uisonikotinamidu a nikotinamidu na koloné A00280 (viz Tab. 27). Na

komeréné dostupnych kolondch je nejvyssi RSD opét u isonikotinamidu a nikotinamidu

na koloné BEH Z HILIC (viz Tab. 28).

Tab. 27: RSD retencnich ¢asa derivat( kyseliny nikotinové [%] na kolondch Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
isonikotinamid 0,05 0,14 0,37 0,05 0,13 0,06
nikotinamid 0,05 0,25 0,36 0,08 0,13 0,00
isonikotinova kyselina 0,03 0,02 0,04 0,02 0,02 0,09
nikotinova kyselina 0,03 0,02 0,04 0,02 0,02 0,06
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Tab. 28: RSD retencnich ¢asu derivata kyseliny nikotinové [%] na komeréné dostupnych kolonach pti pH 6

analyt BEH Z HILIC | OMEGA SUGAR | SYNCRONIS BEH HILIC BEH AMIDE
isonikotinamid 0,49 0,25 0,14 0,14 0,05
nikotinamid 0,49 0,26 0,14 0,09 0,05
isonikotinova kyselina 0,02 0,05 0,06 0,07 0,07
nikotinova kyselina 0,00 0,04 0,06 0,07 0,06

5.1.3 Hydrofilni vitaminy

5.1.3.1 Hodnoceni retence pfti pH 3

Na vSech kolonach Astra ZWIX se retence nikotinamidu a riboflavinu lisi pouze
02,74 %, resp. o 5,88 %, jak je uvedeno v Tab. 30. U dalich analyt se jiz kolony
kolonami stejné Sarze maiji kolony Sarze P1329, na kterych se retencni ¢asy analytQ lisi
pouze 0 0,45 % az 1,79 %. Nejvyssi rozdily mezi kolonami ma Sarze P1327, a to zvlasté
u pikQ kyseliny listové a pyridoxinu, coZ je zplsobeno tim, Ze tyto dva analyty na
koloné A00277 koeluuji, kdeZzto na koloné A00279 jsou rozdéleny. Rozdil v retencnich
Casech téchto dvou analytl je 30,10 % a 18,70 %. Kyselina listova a pyridoxin koeluuji
téZz na kolonach Sarie P1329. Na kolonach Sarie P1328 koeluuje kyselina listova
s thiaminem. Nejvice jsou analyty zadrzovany na kolondch Sarze P1329, nejméné na
kolondch SarZze P1328, jak je uvedeno v Tab. 29 a na Obr. 27. Kobalamin neni pfi pH 3
zadrZovan na zadné z testovanych kolon Astra ZWIX. Na chromatogramech, jez jsou

uvedeny na Obr. 26, Ize pozorovat pik, jez pravdépodobné pochazi z pretizeni kolony.

Tab. 29: Primérny retencni ¢as hydrofilnich vitamin [min] na kolonach Astra ZWIX pti pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
nikotinamid 1,20 1,18 1,18 1,23 1,24 1,26
riboflavin 2,03 2,01 2,17 2,21 2,28 2,32
kyselina listova 3,11 3,13 3,84 3,88 2,33 3,59
pyridoxin 3,31 3,24 2,31 2,39 2,33 3,04
thiamin 5,20 5,07 3,84 3,94 5,09 4,79
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Tab. 30: Hodnoty RSD retencnich ¢asl [%] hydrofilnich vitamin( na kolonach Astra ZWIX p¥i pH 3 v rdmci
SarZe a mezi Sarzemi

analyt Sarze P1329 Sarze P1328 Sarze P1327 RSD meazi Sarzemi
nikotinamid 1,19 2,93 1,13 2,74
riboflavin 0,70 1,29 1,23 5,88
kyselina listova 0,45 0,73 30,10 17,69
pyridoxin 1,51 2,41 18,70 17,20
thiamin 1,79 1,82 4,29 13,07
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Obr. 26: Chromatogramy separace hydrofilnich vitamin( na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(1-nikotinamid, 2—riboflavin, 3—kyselina listova, 4—pyridoxin, 5—thiamin)
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Retence hydrofilnich vitamin( na komercné dostupnych kolonach, kterd je uvedena

v Tab. 31 a na Obr. 28, se lisi oproti retenci na kolonach Astra ZWIX. Rozdilné je i poradi

retence jednotlivych analyti. Na kolonach Astra ZWIX Sarze P1329 a P1327 je retencni

¢as thiaminu asi 5 minut, zatimco na komercné dostupnych kolondch je thiamin

mnohem méné zadrzovdn (retencni c¢as asi 3 minuty, na koloné OMEGA SUGAR

dokonce 2 minuty). Kobalamin je eluovan pouze na kolondch SYNCRONIS, BEH HILIC a

BEH AMIDE. Pyridoxin neni vibec eluovan na koloné BEH Z HILIC, kyselina listova na

koloné OMEGA SUGAR. Chromatogramy hydrofilnich vitamind na komercné

dostupnych kolonach pfi pH 3 jsou uvedeny na Obr. 29.

Tab. 31: Primérny retenéni ¢as hydrofilnich vitamind [min] na komerc¢né dostupnych kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC | BEH AMIDE
nikotinamid 1,43 1,12 1,05 1,17 1,23
riboflavin 2,40 2,06 2,21 1,66 2,47
kyselina listova 3,89 4,05 - 2,64 3,27
pyridoxin - 1,94 1,73 2,29 2,78
thiamin 2,72 2,73 2,07 3,33 3,06
kobalmin - 3,95 - 4,27 3,80
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Obr. 29: Chromatogramy separace hydrofilnich vitamin na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3

(1—nikotinamid, 2—riboflavin, 3—kyselina listova, 4—pyridoxin, 5—thiamin, 6—kobalamin)
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RSD retencnich ¢ast hydrofilnich vitaminG pfi pH 3 je na vSech kolonach mensi nez

0,45 %, jak je patrné z Tab. 32 a Tab. 33. Nejvyssi RSD ma nikotiamid na kolonach BEH

HILIC a BEH AMIDE, z kolon Astra ZWIX na kolonach sSarze P1327.

Tab. 32: RSD retencnich ¢asd hydrofilnich vitamint [%] na kolonach Astra ZWIX pti pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
nikotinamid 0,05 0,05 0,21 0,05 0,25 0,28
riboflavin 0,03 0,06 0,05 0,00 0,04 0,04
kyselina listova 0,05 0,12 0,04 0,03 0,03 0,02
pyridoxin 0,05 0,22 0,10 0,07 0,03 0,05
thiamin 0,06 0,14 0,04 0,03 0,00 0,04

Tab. 33: RSD retencnich ¢asa hydrofilnich vitamin( [%] na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS | OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
nikotinamid 0,34 0,00 0,11 0,40 0,43
riboflavin 0,00 0,07 0,05 0,12 0,08
kyselina listova 0,03 0,04 - 0,02 0,00
pyridoxin - 0,14 0,07 0,00 0,14
thiamin 0,06 0,17 0,03 0,02 0,05
kobalmin - 0,04 - 0,01 0,05

5.1.3.2 Hodnoceni retence pf¥i pH 6

Retence nikotinamidu, pyridoxinu a riboflavinu se na vSech kolonach Astra ZWIX lisi

evvzs

P1327, liSi se 0 0,00 % az 1,94 %. Naopak nejvyssi rozdily v retenci vykazuji kolony Sarze

P1328, liSi se 0 3,01 % az 11,66 %. Oproti pH 3 se kyselina listova pfi pH 6 Stépi na dva

piky. Mohlo by to byt zplsobeno tim, Ze kyselina listova ma pKa 3,5 a je tudiz pfi pH 3

neionizovana. Naopak pfi pH 6 je jiz ¢astecné ionizovana, a proto lze na chromato-

gramu pozorovat dvojity pik. Vyssi retenci kyseliny listové Ize pozorovat na kolonach

A00283 a A00278, naopak na koloné A00281 je retence mirné nizsi, jak je uvedeno

v Tab. 34 a na Obr. 30. Thiamin ma retencéni ¢as pfiblizné 5,5 minuty, pouze na koloné

A00280 je tento analyt méné zadrzovan. Na koloné A00278 je v chromatogramu

thiaminu tak maly pik, Ze nelze jednoznacné urcit, zda patfi testovanému analytu.
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Chromatogramy hydrofilnich vitamin( na kolonach Astra ZWIX pti pH 6 jsou uvedeny

na Obr. 31.

Tab. 34: Primérny retencni ¢as hydrofilnich vitamin{ [min] na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
nikotinamid 1,17 1,15 1,15 1,20 1,21 1,23
pyridoxin 1,69 1,71 1,71 1,84 1,80 1,85
riboflavin 2,13 2,27 2,25 2,51 2,37 2,41
kyselina listova A 3,21 3,68 3,49 4,10 3,57 3,61
kyselina listova B 3,74 4,35 3,95 4,66 4,02 4,04
thiamin 5,56 5,59 5,19 5,52 5,56 5,56

Tab. 35: Hodnoty RSD retencnich ¢ast [%] hydrofilnich vitamind na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6 v ramci
SarZe a mezi Sarzemi

analyt Sarze P1329 Sarze P1328 Sarie P1327 RSD mezi Sarzemi
nikotinamid 1,22 3,01 1,16 2,81
pyridoxin 0,83 5,18 1,94 4,06
riboflavin 4,50 7,72 1,18 5,78
kyselina listova A 9,65 11,37 0,79 8,04
kyselina listova B 10,66 11,66 0,35 7,92
thiamin 0,38 4,36 0,00 2,76
6,00 thiamin
3,00 PS ® kyselina
—_ Y . .
c listova B
't 4,00 ° ® ® o .
= kyselina
8 3,00 listova A
S e d ° ° e e @ riboflavin
>§ 2,00 ° ° ° ® ® ®
° [} o ° o
< 1,00 ¢ ¢ ® pyridoxin
0,00
A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279 ® nikotinamid
$arie P1329 $arie P1328 sarze P1327
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Obr. 30: Graf retencnich ¢ast hydrofilnich vitamin{ na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6
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Obr. 31: Chromatogramy separace hydrofilnich vitamin( na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(1-nikotinamid, 2—riboflavin, 3A—kyselina listova pik A, 3B—kyselina listova pik B, 4—pyridoxin, 5—thiamin)

Jak je uvedeno v Tab. 36 a na Obr. 33, zwitteriontova kolona BEH Z HILIC ma velmi
odlisSnou selektivitu oproti kolonam Astra ZWIX. Kolona SYNCRONIS se od kolon Astra
ZWIX takto vyrazné nelisi, ma stejné poradi eluce analytl, kyselina listova se na této
koloné, jako jediné z komeréné dostupnych, stépi na dva piky. Na koloné OMEGA
SUGAR neni kyselina listova eluovana vabec. | pfi pH 6 se lisi retence thiaminu na
komeréné dostupnych kolonach a na kolonach Astra ZWIX. Na kolonach Sarze P1329 a
P1327 ma thiamin retencni ¢as 5,5 minuty, na koloné A00280 5,19 minuty. Na
komercéné dostupnych kolonach je thiamin méné zadrzovan (retencni ¢asy od 3,30 do
4,50, na koloné OMEGA SUGAR ma thiamin dokonce retencni ¢as 2,62 minuty). Stejné

jako pfi pH 3, i pfi pH 6 neni pyridoxin eluovan na koloné BEH Z HILIC a kyselina listova

59



na koloné OMEGA SUGAR. Kobalamin je eluovan pouze na koloné SYNCRONIS.

Chromatogramy hydrofilnich vitaminG pfi pH 6 jsou uvedeny na Obr. 32.

Tab. 36: Pramérny retenéni ¢as hydrofilnich vitaminG [min] na komercéné dostupnych kolonach pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
nikotinamid 1,44 1,12 1,09 1,18 1,21
pyridoxin - 1,86 2,06 - 1,89
riboflavin 2,43 2,13 2,28 1,69 2,48
kyselina listova A 4,87 3,73 - 3,24 3,76
kyselina listova B 4,87 4,05 - 3,24 3,76
thiamin 3,30 4,50 2,62 4,08 3,36
kobalamin - 3,88 - - -
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3
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Obr. 32: Chromatogramy separace hydrofilnich vitamin( na komeréné dostupnych kolonach pti pH 6
(1-nikotinamid, 2-riboflavin, 3—kyselina listova, 3A-kyselina listova A, 3B—kyselina listova B,

4—pyridoxin, 5—thiamin, 6—kobalamin)
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Obr. 33: Graf retencnich ¢ast hydrofilnich vitamin na komercné dostupnych kolonach pfi pH 6

RSD retencnich ¢ast hydrofilnich vitamin( pfi pH 6 je na vSech testovanych kolonach

mensi nez 0,55 %, jak je patrné z Tab. 37 a Tab. 38, odpovidd tedy podminkam

opakovatelnosti (< 1 %). Nejvyssi RSD ma nikotinamid na koloné OMEGA SUGAR,

z kolon Astra ZWIX ma nejvyssi RSD kyselina listova B na koloné A00278.

Tab. 37: RSD retencnich ¢asd hydrofilnich vitamin( [%] na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
nikotinamid 0,13 0,10 0,10 0,29 0,14 0,17
pyridoxin 0,03 0,03 0,06 0,16 0,06 0,08
riboflavin 0,03 0,00 0,03 0,02 0,02 0,00
kyselina listova A 0,03 0,05 0,03 0,01 0,02 0,02
kyselina listova B 0,02 0,01 0,03 0,30 0,01 0,01
thiamin 0,11 0,00 0,33 - 0,03 0,02

Tab. 38: RSD retencnich ¢asd hydrofilnich vitamin( [%] na komercné dostupnych kolondach pti pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS | OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
nikotinamid 0,25 0,10 0,52 0,05 0,24
pyridoxin - 0,03 0,05 - 0,00
riboflavin 0,02 0,05 0,03 0,00 0,02
kyselina listova A 0,01 0,04 - 0,05 0,03
kyselina listova B 0,01 0,04 - 0,05 0,03
thiamin 0,03 0,08 0,06 0,01 0,03
kobalamin — 0,01 - - -
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5.1.4 Betablokatory

Selektivita kolon Astra ZWIX pro separaci betalokdtor(i nebyla optimalni. BB se za
zvolenych chromatografickych podminek nepovedlo dobfe rozseparovat, propranolol,
metoprolol, pindolol a acebutolol pfi obou pH koeluovaly. Odstranéni tohoto problému

bylo jednim z hlavnich cil(i pozdéjsi optimalizace.

5.1.4.1 Hodnoceni retence pfi pH 3

Retence betablokator(i na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3 se v rdmci SarZze témér nelisi
u Sarzi P1329 a P1328 (RSD 0,00 % az 1,11 %), jak je uvedeno v Tab. 40. Nejvyssi rozdil
v retenci analytd mezi kolonami ma Sarze P1327, kde se retencni Casy lisi o 5,00 % az
5,75 %. Mezi Sarzemi jsou rozdily v retenci velmi vyrazné, lisi se o 11,34 % az 14,58 %.
Nejméné jsou BB zadrZovany na kolonach 3Sarie P1328 (viz Tab. 39 a Obr. 35).

Chromatogramy BB na kolondch Astra ZWIX pfi pH 3 jsou uvedeny na Obr. 34.

Tab. 39: Primérny retencni ¢as BB [min] na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
bopindolol 3,10 3,07 2,23 2,23 2,87 2,65
propranolol 3,43 3,39 2,53 2,52 3,24 2,99
metoprolol 3,48 3,44 2,53 2,57 3,33 3,07
pindolol 3,48 3,44 2,58 2,57 3,33 3,07
acebutolol 3,54 3,51 2,65 2,65 3,41 3,16
atenolol 3,82 3,77 2,99 3,00 3,81 3,55

Tab. 40: Hodnoty RSD retencnich ¢asu [%] BB na kolondch Astra ZWIX pfi pH 3 v ramci SarZe a mezi
Sariemi

analyt Sarze P1329 Sarze P1328 Sarze P1327 RSD mezi Sarzemi
bopindolol 0,69 0,00 5,64 14,58
propranolol 0,83 0,28 5,68 13,62
metoprolol 0,82 1,11 5,75 13,93
pindolol 0,82 0,27 5,75 13,49
acebutolol 0,60 0,00 5,38 13,07
atenolol 0,93 0,24 5,00 11,34
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Obr. 34: Chromatogramy separace BB na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(1—bopindolol, 2—propranolol, 3-metoprolol, 4—pindolol, 5—acebutolol, 6—-atenolol)
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Komeréné dostupné kolony vykazuji oproti kolondm Astra ZWIX nizsi retenci BB, jak je
uvedeno v Tab. 41 a na Obr. 36, kromé kolony BEH HILIC, na které je retence BB
srovnatelna s retenci na kolonach Astra ZWIX Sarie P1328. Nejméné jsou BB
zadrzovany na koloné OMEGA SUGAR. | na komeréné dostupnych kolonach se
nepovedlo BB plné rozseparovat. Nejlépe se BB separuji na koloné BEH Z HILIC, na
které vSak neni vlibec eluovan metoprolol. Malo selektivni pro BB je kolona BEH HILIC.
Na koloné BEH AMIDE jsou BB separovany obdobné jako na kolondch Astra ZWIX.
Chromatogramy BB na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3 jsou uvedeny na

Obr. 37.

Tab. 41: Primérny retenéni ¢as BB [min] na komerc¢né dostupnych kolondch pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
bopindolol 1,62 1,49 0,73 2,38 2,14
propranolol 1,83 1,82 1,33 2,45 2,35
metoprolol - 1,82 1,38 2,45 2,40
pindolol 1,98 1,96 1,33 2,45 2,43
acebutolol 1,89 1,96 1,51 2,49 2,48
atenolol 2,34 2,38 1,80 2,67 2,78
3,00
) : .
,50 Y () . °
=3 [ ]
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c 1,50 e, ®
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komercné dostupné kolony

Obr. 36: Graf retenénich ¢asli BB na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3
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Obr. 37: Chromatogramy separace BB na komercné dostupnych kolonach pfi pH 3

(1-bopindolol, 2—propranolol, 3—-metoprolol, 4—pindolol, 5—acebutolol, 6—atenolol)

RSD retencnich ¢ast BB pti pH 3 je velmi nizkd, jak uvadi Tab. 42 a Tab. 43. Na vsech

kolonach je RSD mensi nez 0,15 %, a tedy spliiuje podminky opakovatelnosti. Na

kolonach Astra ZWIX je dokonce RSD mensi nebo rovna 0,06 %.

Tab. 42: RSD retencnich ¢ast BB [%] na kolonach Astra ZWIX pti pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
bopindolol 0,03 0,04 0,05 0,05 0,04 0,04
propranolol 0,04 0,03 0,06 0,05 0,04 0,05
metoprolol 0,02 0,02 0,06 0,04 0,03 0,04
pindolol 0,02 0,02 0,06 0,04 0,03 0,04
acebutolol 0,02 0,03 0,06 0,04 0,03 0,05
atenolol 0,03 0,02 0,05 0,04 0,03 0,03
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Tab. 43: RSD retencnich ¢asd BB [%] na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC | SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC | BEH AMIDE
bopindolol 0,06 0,08 0,14 0,06 0,03
propranolol 0,06 0,08 0,07 0,05 0,00
metoprolol - 0,08 0,04 0,05 0,02
pindolol 0,08 0,08 0,07 0,05 0,02
acebutolol 0,08 0,08 0,04 0,05 0,00
atenolol 0,07 0,06 0,08 0,04 0,05

5.1.4.2 Hodnoceni retence pfi pH 6

Retence BB pfi pH 6 je na kolonach Astra ZWIX Sarze P1327 velmi podobna (RSD od
1,01 % do 2,09 %), jak je vidét v Tab. 45. U kolon ostatnich dvou Sarzi se lisi 0 2,78 % az
8,85 %. V ramci Sarze P1329 jsou BB vice zadrzovany na koloné A00283. V SarZi P1328
maji analyty vyssi retencni ¢as na koloné A00278, jak je uvedeno v Tab. 44 a na

Obr. 38. Chromatogramy BB na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6 jsou uvedeny na Obr. 39.

Tab. 44: Primérny retencni ¢as BB [min] na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
bopindolol 2,74 2,85 2,52 2,67 2,54 2,58
propranolol 3,63 4,01 3,35 3,73 3,43 3,33
metoprolol 3,67 4,07 3,39 3,80 3,50 3,42
pindolol 3,67 4,07 3,43 3,83 3,56 3,45
acebutolol 3,76 4,19 3,49 3,92 3,62 3,54
atenolol 4,24 4,74 3,97 4,50 4,21 4,15

Tab. 45: Hodnoty RSD retencnich Cast [%] BB na kolondch Astra ZWIX pfi pH 6 v rdmci SarZe a mezi
Sarzemi

analyt Sarze P1329 Sarze P1328 Sarze P1327 RSD mezi Sarzemi
bopindolol 2,78 4,09 1,10 4,84
propranolol 7,03 7,59 2,09 7,37
metoprolol 7,31 8,06 1,63 7,18
pindolol 7,31 7,79 2,22 6,72
acebutolol 7,65 8,21 1,58 7,06
atenolol 7,87 8,85 1,01 6,38
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Obr. 38: Graf retencnich ¢asti BB na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6
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Obr. 39: Chromatogramy separace BB na kolondch Astra ZWIX pfi pH 6

retenéni tas [min]

retenéni €as [min]

(1—bopindolol, 2—propranolol, 3-metoprolol, 4—pindolol, 5-acebutolol, 6—-atenolol)
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Na vSech analyzovanych komeréné dostupnych kolondch jsou analyty méné
zadrZovany, nejnizsi retence je pozorovatelnd na koloné OMEGA SUGAR, jak je patrné
zTab. 46 a Obr. 41. Oproti kolonam Astra ZWIX, zvySeni pH zlepSilo rozliSeni na
komeréné dostupnych kolonach. Nejlépe se BB pfi pH 6 separuji na kolonach
SYNCRONIS a BEH AMIDE. Pouze na koloné BEH Z HILIC poskytuji propranolol a
metoprolol spolecny pik. Chromatogramy BB na komercné dostupnych kolonach pfi

pH 6 jsou zobrazeny na Obr. 40.
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Obr. 40: Chromatogramy separace BB na komercné dostupnych kolonach pfi pH 6

(1-bopindolol, 2—propranolol, 3—-metoprolol, 4—pindolol, 5—acebutolol, 6—atenolol)
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Tab. 46: Primérny retencni ¢as BB [min] na komerc¢né dostupnych kolonach pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
bopindolol 0,83 1,85 0,60 1,59 0,95
propranolol 2,19 2,95 1,60 2,60 2,24
metoprolol 2,19 3,02 1,71 2,69 2,31
pindolol 2,53 3,13 1,67 2,65 2,37
acebutolol 2,37 3,13 1,88 2,76 2,42
atenolol 2,89 3,64 2,20 3,01 2,77
4,00
3,50 L @ atenolol
o
— 3,00 e @ acebutolol
z ® ® ® P acebutolo
E 2,50 ! = A @ pindolol
n [ ] | ]
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'c @ ()
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1,00
° ° ¢ @ bopindolol
0,50 [ ]
0,00
BEH Z HILIC  SYNCRONIS OMEGA BEH HILIC BEH AMIDE
SUGAR

komercné dostupné kolony

Obr. 41: Graf retencnich ¢asi BB na komercné dostupnych kolonach pti pH 6

RSD retencnich ¢asli BB pfi pH 6 je velmi nizka, pohybuje se v rozmezi 0,00 az 0,18 %
(viz Tab. 47 a Tab. 48). Na kolonach Astra ZWIX je RSD mensi nebo rovno 0,09 %.

Spliuje podminky opakovatelnosti.

Tab. 47: RSD retencnich ¢ast BB [%] na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
bopindolol 0,04 0,02 0,09 0,04 0,05 0,02
propranolol 0,04 0,03 0,05 0,02 0,02 0,02
metoprolol 0,03 0,02 0,07 0,02 0,02 0,03
pindolol 0,03 0,02 0,04 0,03 0,02 0,03
acebutolol 0,04 0,02 0,04 0,01 0,02 0,02
atenolol 0,05 0,04 0,04 0,01 0,01 0,06
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Tab. 48: RSD retencnich ¢asu BB [%] na komercné dostupnych kolonach pti pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR | BEH HILIC | BEH AMIDE
bopindolol 0,18 0,09 0,10 0,00 0,06
propranolol 0,07 0,05 0,07 0,07 0,09
metoprolol 0,07 0,05 0,07 0,06 0,11
pindolol 0,00 0,05 0,07 0,06 0,09
acebutolol 0,02 0,05 0,08 0,07 0,09
atenolol 0,02 0,06 0,05 0,05 0,06

5.1.5 Fenolické kyseliny

5.1.5.1 Hodnoceni retence pfti pH 3

Pti pH 3 lze pozorovat odliSnou selektivitu i kvalitu separace u kolon Sarze P1328 a

Sarzi P1329 a P1327, jak uvadi Tab. 49 a Obr. 43. Nejméné jsou kyseliny zadrZzovany na

kolonach Sarze P1329, nejvice na kolonach Sarze P1328. Na koloné A00277 je vidét

koeluce kyselin 2,4-DHBA a 3,5-DHBA. Na koloné A00279 jsou jiz tyto analyty ¢astecné

evvs

3,44 %, jak je uvedeno v Tab. 50. Naopak nejvyssi rozdily ma sarze P1329, jez se lisi

03,95 % az 8,05 %. Rozdily mezi SarZemi jsou vyrazné, a to od 9,00 % do 12,39 %.

Chromatogramy fenolickych kyselin na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3 jsou uvedeny na

Obr. 42.

Tab. 49: Primérny retencni cas fenolickych kyselin [min] na kolonach Astra ZWIX pti pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
4-HBA 0,87 0,92 1,00 1,05 1,00 1,12
3-HBA 0,92 1,00 1,17 1,19 1,11 1,23
3,5-DHBA 1,16 1,30 1,52 1,53 1,53 1,56
2,4-DHBA 1,26 1,39 1,75 1,71 1,53 1,64
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Tab. 50: Hodnoty RSD retencnich ¢asu [%] fenolickych kyselin

SarZe a mezi sarzemi

na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3 v ramci

analyt Sarze P1329 Sarze P1328 Sarze P1327 RSD meazi Sarzemi
4-HBA 3,95 3,45 8,00 9,00
3-HBA 5,89 1,20 7,25 10,90
3,5-DHBA 8,05 0,46 1,37 11,45
2,4-DHBA 6,94 1,63 4,91 12,39
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Obr. 42: Chromatogramy separace fenolickych kyselin na kolonach Astra ZWIX pti pH 3

(1-4-HBA, 2—3-HBA, 3-3,5-DHBA, 4-2,4-DHBA)
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Obr. 43: Graf retencnich ¢asl fenolickych kyselin na kolonach Astra ZWIX pti pH 3

Z komercéné dostupnych kolon vykazuje kolona BEH HILIC nizsi retenci fenolickych
kyselin oproti kolonam Astra ZWIX. Na kolonach BEH Z HILIC, OMEGA SUGAR a
SYNCRONIS jsou sledované analyty zadrzovany vice oproti kolondm Astra ZWIX.
Hodnoty retencnich ¢asli analytld jsou uvedeny v Tab. 51 a na Obr. 44. 3-HBA neni
zadrZzovéna na koloné BEH Z HILIC a BEH AMIDE, 2,4-DHBA na koloné OMEGA SUGAR.
Na koloné BEH AMIDE je 2,4-DHBA eluovana dfive nez 3,5-DHBA. Chromatogramy
fenolickych kyselin na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3 jsou uvedeny na

Obr. 45.

Tab. 51: Primérny retencni ¢as fenolickych kyselin [min] na komerc¢né dostupnych kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS | OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
4-HBA 1,74 1,43 2,56 0,76 1,18
3-HBA - 1,62 3,85 0,81 -
3,5-DHBA 2,38 1,96 4,78 0,87 1,55
2,4-DHBA 2,72 2,54 - 1,20 1,42
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Obr. 44: Graf retencnich ¢asl fenolickych kyselin na komerc¢né dostupnych kolonach pfi pH 3
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Obr. 45: Chromatogramy separace fenolickych kyselin na komercné dostupnych kolonach pti pH 3

(1-4-HBA, 2—3-HBA, 3-3,5-DHBA, 4-2,4-DHBA)

Pozn: bylo analyzovéano vice fenolickych kyselin
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RSD retencnich cast fenolickych kyselin pfi pH 3 se lisi od 0,00 % do 1,28 % (viz
Tab. 52 a Tab. 53). Nejvyssi RSD (1,28 %) ma 3,5-DHBA na koloné A00281. Tato jedina

fenolicka kyselina nesplniuje podminky opakovatelnosti (RSD je vétsi nez 1 %).

Tab. 52: RSD retencnich ¢asu fenolickych kyselin [%] na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
4-HBA 0,13 0,06 0,12 0,11 0,06 0,09
3-HBA 0,47 0,31 0,25 0,08 0,24 0,09
3,5-DHBA 1,28 0,12 0,13 0,04 0,11 0,00
2,4-DHBA 0,50 0,17 0,11 0,07 0,11 0,04

Tab. 53: RSD retencnich ¢asu fenolickych kyselin [%] na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
4-HBA 0,10 0,07 0,10 0,13 0,18
3-HBA - 0,06 0,07 0,07 -
3,5-DHBA 0,08 0,08 0,06 0,07 0,07
2,4-DHBA 0,07 0,08 - 0,24 0,00

5.1.5.2 Hodnoceni retence pfi pH 6

Retence kyselin na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6 v rdmci Sarze je velmi podobna — RSD
0,00 % az 2,47 %, jak je uvedeno v Tab. 55. Retencni Casy analytll se mezi kolonami
v Sarzi P1327 témér nelisi — RSD 0,00 % aZz 0,30 %. Mezi Sarzemi se lisSi o 5,37 % az
7,13 %. Analyty jsou méné zadrzovany na kolonach Sarze P1329, jak uvadi Tab. 54 a
Obr. 47. Nejlepsi selektivitu pro fenolické kyseliny pfi pH 6 ma Sarze P1328.
Chromatogramy fenolickych kyselin na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6 jsou uvedeny na

Obr. 46.

Tab. 54: Primérny retencni ¢as fenolickych kyselin [min] na kolonach Astra ZWIX pti pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
2,4-DHBA 1,34 1,33 1,46 1,46 1,52 1,52
4-HBA 1,68 1,65 1,86 1,84 1,95 1,95
3-HBA 1,83 1,82 2,00 1,99 2,05 2,05
3,5-DHBA 1,97 2,04 2,26 2,27 2,33 2,32
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Tab. 55: Hodnoty RSD retencnich ¢asl [%] fenolickych kyselin

SarZe a mezi sarzemi

na kolondach Astra ZWIX pfi pH 6 v rdmci

analyt Sarze P1329 Sarze P1328 Sarze P1327 RSD meazi Sarzemi
2,4-DHBA 0,53 0,00 0,00 5,87
4-HBA 1,27 0,76 0,00 7,13
3-HBA 0,39 0,35 0,00 5,37
3,5-DHBA 2,47 0,31 0,30 7,00
0.018 A00281 AOOZBS
0.024
0.012 .
= 0.016]
< o
0.006 4 <
n ’\23 0.008 a fz
0.000] . | . . 0.000! : | :
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
retenéni éas [min] retencni ¢as [min]
o.018| ADD280 A00278
0.024
0.012 1
5 0.014 L
< 3 o
0.006 2 < .
3 0.008 2
3
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.0¢
retencni ¢as [min] retenéni &as [min]
A00277 A00279
0.024 0.024
1
1
0.016 0.014
o
2 . < ;
0.008 0.009 2
3 3
0.000 0.004 : : ‘ .
0.00 100 00 200 200 500 0-00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.0C

retenéni ¢as [min]

retenéni éas [min]

Obr. 46: Chromatogramy separace fenolickych kyselin na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(1-4-HBA, 2—3-HBA, 3-3,5-DHBA, 4-2,4-DHBA)

75



2,50

2,00

1,50

1,00

retencni ¢as [min]

0,50

0,00

A00283
Sarze P1329

A00280

A00278

Sarze P1328

kolony Astra ZWIX

A00277

A00279
Sarze P1327

Obr. 47: Graf retencnich ¢asl fenolickych kyselin na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6
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Na komercné dostupnych kolondch pfi pH 6, stejné jako pfi pH 3, vykazuje kolona BEH

AMIDE obdobnou retenci jako kolony Astra ZWIX, kolona BEH HILIC niZsi retenci a

ostatni komeréné dostupné kolony vyssi retenci (viz Tab. 56 a Obr. 49). Na koloné

OMEGA SUGAR neni zadrzovana 3,5-DHBA. 3-HBA eluuje jiz pfed 4-HBA. Na koloné

BEH HILIC neni zadrZovana 2,4-DHBA. Chromatogramy fenolickych kyselin na komeréné

dostupnych kolondch pfi pH 6 jsou uvedeny na Obr. 48.

Tab. 56: Primérny retencni ¢as fenolickych kyselin [min] na komerc¢né dostupnych kolonach pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
2,4-DHBA 2,76 1,76 3,10 - 1,46
4-HBA 2,90 2,20 4,44 1,30 1,64
3-HBA 3,03 2,34 4,23 1,53 1,84
3,5-DHBA 3,90 2,73 - 1,59 2,31
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Obr. 49: Graf retencnich ¢asl fenolickych kyselin na komer¢né dostupnych kolonach pfi pH 6
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Obr. 48: Chromatogramy separace fenolickych kyselin na komer¢né dostupnych kolonach pfi pH 6

(1-4-HBA, 2—3-HBA, 3-3,5-DHBA, 4-2,4-DHBA)

Pozn: bylo analyzovano vice fenolickych kyselin
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RSD retencnich cast fenolickych kyselin pfi pH 6 se pohybuje v rozmezi 0,00 % az
0,30 %, jak je uvedeno v Tab. 57 a Tab. 58, a spliiuje tedy podminky opakovatelnosti.
Nejvyssi RSD (0,30 %) ma 2,4-DHBA na koloné A00281.

Tab. 57: RSD retencnich ¢asu fenolickych kyselin [%] na kolondch Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
2,4-DHBA 0,30 0,15 0,12 0,10 0,04 0,10
4-HBA 0,18 0,03 0,06 0,03 0,00 0,06
3-HBA 0,09 0,03 0,08 0,06 0,03 0,06
3,5-DHBA 0,13 0,03 0,09 0,08 0,02 0,07

Tab. 58: RSD retencnich ¢asu fenolickych kyselin [%] na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
2,4-DHBA 0,06 0,03 0,15 - 0,10
4-HBA 0,04 0,07 0,14 0,08 0,06
3-HBA 0,06 0,09 0,08 0,10 0,05
3,5-DHBA 0,04 0,06 - 0,10 0,07

5.2 Hodnoceni rozliseni
Rozliseni bylo hodnoceno ze tfi opakovnani. Vysledné hodnoty jsou primérem téchto

tfi méreni. Jako limit dostate¢ného rozliseni byla povazovana hodnota R >1,5 [24].

5.2.1 Nukleové baze a nukleosidy

5.2.1.1 Hodnoceni rozliSeni pfi pH 3

Hodnoty rozliSeni na kolondach Astra ZWIX ukazuje Tab. 59 a Obr. 50. Na kolonach Sarze
P1329 thymin a uracil koeluuji. Caste¢nd koeluce je i mezi 5-methyluridinem a
uridinem (viz Obr. 10). Ostatni analyty jsou jiz rozdéleny dostate¢né (hodnota rozliSeni
je vétsi nez 1,5). Na kolonach Sarzi P1328 a P1327 opét koeluuji thymin s uracilem, ale
oproti Sarzi P1329 jsou rozdéleny vice. Na kolondch Sarze P1328 koeluuji guanosin,

cytidin a cytosin. Ostatni analyty jsou jiz rozdéleny dostatecné.

Hodnoty rozliseni jednotlivych analytl se lisi mezi Sarzemi i mezi kolonami téze Sarze.
Nejvice se podobaji kolony Sarie P1328, kde kolona A00280 ma jen mirné nizsi

hodnoty rozliSeni. Na kolonach Sarze P1329 ma kolona A00281 vyssi hodnoty rozliseni,
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na kolonach Sarze P1327 ma vyssi rozliSeni kolona A00277. RozliSeni pikd analytd na

kolonach této Sarze se lisi nejvice.

Chybéjici hodnoty rozliseni u uracilu na kolonach Sarze P1329 a u cytidinu a cytosinu na

kolonach Sarze P1328 jsou zpUsobeny koeluci téchto analytd.

Tab. 59: Primérné rozliSeni pik( nukleovych bazi a nukleosid(i na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
thymin - - - - - -
uracil - - 1,00 1,09 1,09 0,84
5-methyluridin 6,01 3,80 8,13 8,83 8,51 6,71
uridin 1,10 0,93 1,54 1,68 1,66 1,32
adenosin 8,58 7,29 6,13 6,24 6,82 5,06
adenin 6,47 5,63 4,17 4,28 4,85 3,31
guanosin 4,67 4,27 11,55 12,27 8,91 7,57
cytidin 8,29 7,01 - - 7,64 4,27
cytosin 5,28 4,62 - - 3,97 1,88
14,0
12,0 = A00281
10,0 W A00283
T 8,0 | m A00280
ﬁ H A00278
S 6,0 —
- A00277
4.0 N H A00279
2,0 =
0o 11 1Y | melllD
uracil  5-MU  uridin adenosin adenin guanosin cytidin cytosin

analyty

Obr. 50: Graf rozliseni pikd nukleovych bazi a nukleosidd na kolonach Astra ZWIX pfti pH 3

(modre sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé sarze P1327)

U komercné dostupnych kolon jsou vSechny analyty na zwitteriontovych kolonach BEH
Z HILIC a SYNCRONIS dostatecné rozdéleny, jak je uvedeno v Tab. 60 a na Obr. 51. Na

koloné OMEGA SUGAR plné koeluuje adenosin s adeninem a dale ¢astecné guanosin
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s cytidinem. Na koloné BEH HILIC pIné koeluuje thymin s uracilem a 5-methyluridin

s uridinem. Lze téZ pozorovat koeluci guanosinu s adeninem. Na koloné BEH AMIDE

koeluuje uridin s adenosinem a adeninem, jak je patrné i z chromatogramd na Obr. 11.

Ostatni analyty jsou jiz dostatecné rozdéleny.

Tab. 60: Priimérné rozliseni pikd nukleovych bazi a nukleosidli na komeréné dostupnych kolonach pfi

pH 3
analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
thymin - - - - -
uracil 5,67 2,76 1,68 - 1,94
5-methyluridin 10,64 11,01 11,99 2,10 9,29
uridin 1,75 3,20 1,96 2,10 2,63
adenosin 1,71 5,63 3,22 5,90 0,84
adenin 2,16 2,09 3,22 - -
guanosin 3,19 4,24 1,16 - 1,53
cytidin 7,27 4,06 5,63 1,62 2,89
cytosin 8,61 10,72 8,73 2,72 9,33
14,0
12,0
M BEH Z HILIC
10,0
\ 8,0 B SYNCRONIS
c
6,0 = OMEGA
E SUGAR
2 4,0 - BEH HILIC
2,0 - —
H BEH AMIDE
0,0 -
» O & & & & & &
© S & S & & B
& N S o & o S o
N & N el S & S &
? )
analyty

Obr. 51: Hodnoceni rozliseni nukleovych bazi a nukleosidi na komercéné dostupnych kolonach pfi pH 3
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5.2.1.2 Hodnoceni rozliSeni pfi pH 6

Dle Tab. 61 a Obr. 52 a chromatogram( na Obr. 14 je zfejmé, Ze na kolondch Astra
ZWIX koeluuji thymin s uracilem a na kolonach Sarze P1329 nejsou dostatecné
rozliSeny ani 5-methyluridin s uridinem, cytosin s cytidinem. Dostate¢nou hodnotu

rozliSeni nema ani adenin na koloné A00279.

PFi pH 6 Ize u nékterych analyt(i pozorovat vyrazné rozdily v rozliseni pikd analytd mezi
kolonami jedné Sarze, napf. u 5-methyluridinu nebo u cytosinu. Stejné jako pfi pH 3,
i pfi pH 6 ma kolona A00281 vyssi hodnoty rozliSeni nez kolona A00283, kolona A00278
nez A00280 a kolona A00277 nez kolona A00279.

PFi pH 6 je z hlediska rozliSeni nejlepsi Sarze P1328.

Tab. 61: Primérné rozliseni pik( nukleovych bazi a nukleosidll na kolonach Astra ZWIX pti pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
thymin - - - - - -
uracil - - 1,15 1,28 1,26 1,00
5-methyluridin 7,16 4,15 9,08 10,29 9,37 7,61
uridin 1,35 1,11 1,88 2,10 2,02 1,66
adenosin 7,47 6,35 5,61 6,04 5,55 4,29
adenin 3,58 3,31 2,86 3,17 1,95 1,44
cytosin 6,22 5,59 7,63 8,60 7,95 5,72
cytidin 1,46 1,38 3,16 3,91 3,43 2,90
guanosin 1,97 1,99 2,61 2,88 2,36 1,74
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Obr. 52: Graf rozliseni pik(i nukleovych bazi a nukleosidlina kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(modre Sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé Sarze P1327)

U komercné dostupnych kolon pfi pH 6 jsou patrné rozdily v rozliSeni mezi

zwitteriontovymi kolonami BEH Z HILIC a SYNCRONIS (viz Tab. 62 a Obr. 53). Kolona

SYNCRONIS ma vyssi hodnoty rozliSeni pik(i analyt(i, kromé uracilu, adeninu a cytidinu.

Na koloné BEH Z HILIC lze pozorovat nedostatecné rozliSeni uridinu a adenosinu.

Nejvice analyty koeluuji na koloné BEH HILIC, jak je patrné i z chromatogram( na

Obr. 17.

Tab. 62: Primérné rozliseni pik( nukleovych bazi a nukleosidd na komercné dostupnych kolonach pfi

pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
thymin - - - - -
uracil 5,35 3,04 3,19 - 1,97
5-methyluridin 9,59 10,82 12,46 1,90 8,96
uridin 1,34 3,16 2,85 - 2,15
adenosin 1,47 5,72 3,67 4,30 1,41
adenin 1,68 1,50 3,67 2,43 2,15
cytosin 5,87 9,34 6,74 - 3,87
cytidin 7,01 4,56 6,78 - 7,41
guanosin 2,40 4,00 2,10 - 3,93
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Obr. 53: Hodnoceni rozliseni nukleovych bazi a nukleosid(i na komerc¢né dostupnych kolonach pti pH 6

5.2.2 Derivaty kyseliny nikotinové

5.2.2.1 Hodnoceni rozliSeni pfi pH 3
Na vSech kolonach Astra ZWIX koeluuje nikotinamid a isonikotinamid, jak je patrné
i zchromatogramd na Obr. 19. Kyseliny nikotinova a isonikotinovd jsou na vsech

kolonach dobfe rozseparovany (viz Tab. 63 a Obr. 54).

U derivatd kyseliny nikotinové jsou jiz rozdily v rozliSeni mezi kolonami jedné Sarze
mensi oproti nukleovym bazim a nukleosidm. | u derivat( kyseliny nikotinové ma vyssi
hodnoty rozliSeni kolona A00281 oproti koloné A00283 a kolona A00278 oproti koloné
A00280. Oproti nukleovym bazim a nukleosidim ma vsak kolona A00277 mensi
hodnoty rozliseni nez kolona A00279. Nejvyssi hodnoty rozliseni maji kolony Sarze

P1328, nejnizsi kolony Sarze P1329.

Tab. 63: Primérné rozliseni pikd derivatl kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279

isonikotinamid - - - - - _

nikotinamid - - - - - -
nikotninova kyselina 4,70 4,47 11,24 11,96 6,04 7,43
isonikotinova kyselina 2,93 2,64 5,92 6,38 3,93 4,23
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Obr. 54: Graf rozliseni pik(i derivatd kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(modre Sarze P1329, zelené Sarze P1328, zZlutohnédé Sarze P1327)

U komercéné dostupnych kolon lze na zwitteriontovych kolonach pozorovat koeluci
isonikotinamidu s nikotinamidem, kyseliny nikotinova a isonikotinova jsou rozdéleny
dostatecné (viz Obr. 20). Vyssi hodnoty rozliSeni ma nikotinovd kyselina na koloné
SYNCRONIS, isonikotinova kyselina na koloné BEH Z HILIC, jak uvadi Tab. 64 a Obr. 55.
Na koloné OMEGA SUGAR lze pozorovat nedostateéné rozdéleny isonikotinamid a
nikotinamid, kyseliny nikotinova a isonikotinova nejsou na této koloné eluovany vibec.
Na koloné BEH HILIC jsou vSechny analyty rozdéleny dostatecné, na koloné BEH AMIDE
plné koeluuje isonikotinamid s nikotinamidem a caste¢né i kyseliny nikotinova

s isonikotinovou. Nejvyssi hodnoty rozliSeni maji zwitteriontové kolony.

Tab. 64: Primérné rozliseni pikd derivatd kyseliny nikotinové na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC | SYNCRONIS | OMEGA SUGAR | BEH HILIC BEH AMIDE

isonikotinamid - - - — _

nikotinamid - - 0,80 1,55 -
nikotinova kyselina 13,99 29,51 - 9,52 3,16
isonikotinova kyselina 9,04 7,58 - 2,27 1,43
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Obr. 55: Hodnoceni rozliSeni derivatd kyseliny nikotinové na komeréné dostupnych kolonach pti pH 3

5.2.2.2 Hodnoceni rozliSeni pfi pH 6

Oproti pH 3 doslo ke zhorSeni rozliSeni kyseliny nikotinové a isonikotinové na vsech
kolonach Astra ZWIX, jak je patrné z Tab. 65 a Obr. 56. Na koloné A00280 a A00279
nejsou piky kyselin dostate¢né separovany. Stejné jako pfi pH 3, i pfi pH 6 koeluuji

amidy na vSech testovanych kolonach (viz Obr. 23).

evvs

kolony SarZe P1329. Na kolondach této Sarze lze naopak pozorovat nejvyssi rozliSeni

kyseliny nikotinové. Oproti pH 3 vsak nejsou tak velké rozdily mezi Sarzemi.

Tab. 65: Primérné rozliseni pikd derivatl kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 | A00279

isonikotinamid - - - - - _

nikotinamid - - - - - -
isonikotinova kyselina 11,84 11,91 14,01 15,55 13,69 12,56
nikotinova kyselina 1,80 1,82 1,48 1,64 1,54 1,30
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Obr. 56: Graf rozliSeni pikd derivata kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(modfe Sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé sarze P1327)

U komeréné dostupnych kolon lze na zwitteriontovych kolondch a na koloné BEH
AMIDE pozorovat plnou koeluci isonikotinamidu s nikotinamidem, na koloné
BEH Z HILIC a BEH AMIDE i koeluci kyseliny isonikotinové s nikotinovou (viz Obr. 25).
| pfi pH 6 ma vyssi hodnoty rozliSeni kolona SYNCRONIS oproti koloné BEH Z HILIC, jak
je patrné z Tab. 66 a Obr. 57. Nejvyssi hodnoty rozliSeni kyseliny isonikotinové ma

kolona OMEGA SUGAR.

Tab. 66: Primérné rozliseni pikd derivatd kyseliny nikotinové na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC | SYNCRONIS | OMEGA SUGAR | BEHHILIC | BEH AMIDE

isonikotinamid - - — - _

nikotinamid - - 0,93 1,60 -
isonikotinova kyselina 18,69 29,07 50,81 28,40 11,67
nikotinova kyselina 18,69 2,38 2,11 3,18 11,67
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Obr. 57: Hodnoceni rozliseni derivat( kyseliny nikotinové na komercné dostupnych kolonach pti pH 6

5.2.3 Hydrofilni vitaminy

5.2.3.1 Hodnoceni rozliSeni pfi pH 3

Nikotinamid a riboflavin jsou na vSech kolonach Astra ZWIX dobre separovany, jak
uvadi Tab. 67 a Obr. 58. Podobné hodnoty rozliSeni Ize vidét u analytd na kolonach
Sarze P1328. Rozdilné hodnoty rozliSeni kyseliny listové a pyridoxinu mezi kolonami
Sarze P1327 jsou zplsobeny tim, Ze dané analyty na koloné A00277 koeluuji. Koeluci
téchto dvou analytll I1ze pozorovat i na kolonach Sarze P1328 (viz Obr. 26). Chybéjici

hodnoty rozliSeni na koloné A00283 a A00278 jsou zplUsobeny koeluci.

Tab. 67: Primérné rozliseni pik( hydrofilnich vitaminG na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
nikotinamid - - - - - -
riboflavin 14,87 13,06 19,08 19,83 19,89 16,18
kyselina listova 14,57 - 1,56 1,40 11,22 3,86
pyridoxin 1,72 - 1,60 1,94 11,22 6,23
thiamin 9,57 8,47 1,56 - 7,96 7,02
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Obr. 58: Graf rozliseni pik( hydrofilnich vitamint na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(modie Sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé Sarze P1327)

U komercné dostupnych kolon lze pozorovat dostatecné rozdélené analyty (rozliseni

>1,5) na zwitteriontovych kolonach BEH Z HILIC a SYNCRONIS, jak je patrné z Tab. 68 a

Obr. 59. Na koloné BEH Z HILIC neni eluovan pyridoxin a kobalamin, na koloné OMEGA
SUGAR kyselina listovd a kobalamin, a proto jejich hodnoty v tabulce chybi. Na koloné
BEH HILIC jsou vSechny analyty dobfre rozdéleny, pyridoxin ma mélky pik, proto jeho
rozliSeni nebylo spocitano. Na koloné BEH AMIDE koeluuje kyselina listova s thiaminem

(viz Obr. 29).

Tab. 68: Primérné rozliseni pikd hydrofilnich vitamin{ na komeréné dostupnych kolonach pti pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR | BEHHILIC | BEH AMIDE
nikotinamid - - - - -
riboflavin 15,66 1,62 3,40 11,58 20,98
kyselina listova 5,28 11,37 - 24,86 -
pyridoxin - 7,25 13,52 - 4,03
thiamin 4,31 8,25 6,97 20,06 3,28
kobalmin - 18,21 - 14,52 12,31
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Obr. 59: Graf rozliseni pikd hydrofilnich vitamin( na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3

5.2.3.2 Hodnoceni rozliSeni pfi pH 6

Pti pH 6 jsou vSechny piky hydrofilnich vitaminGd na kolonach Astra ZWIX dostatecné
rozdéleny. Hodnoty rozliSeni pikd jsou uvedeny v Tab. 69 a zndzornény na Obr. 60.
rozliSeni maji piky analytl na koloné A00281, kromé piku kyseliny listové B, kterd ma
nejvyssi hodnotu rozliSeni, a thiaminu, jeZ ji ma druhou nejvyssi. Chromatogramy jsou
uvedeny na Obr. 31. Nejvyssi hodnoty rozliSeni maji kolony Sarze P1328, kromé jiz

evvs

kolony Sarze P1327.

Tab. 69: Primérné rozliseni pik( hydrofilnich vitamin{ na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
nikotinamid - - - - - -
pyridoxin 6,79 7,47 8,43 8,79 9,22 8,40
riboflavin 6,16 7,26 9,12 9,83 9,72 8,19
kyselina listova A 13,63 14,16 20,14 21,77 18,14 18,16
kyselina listova B 6,31 3,23 4,45 3,95 3,01 2,81
thiamin 14,88 10,02 13,33 8,94 15,07 13,36
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Obr. 60: Graf rozliseni pik(i hydrofilnich vitamind na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(modfe Sarze P1329, zelené Sarze P1328, zlutohnédé Sarze P1327)
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U komercné dostupnych kolon jsou analyty na zwitteriontovych kolonach BEH Z HILIC a

SYNCRONIS, stejné jako na ostatnich kolonach, rozdéleny dostatec¢né (viz Tab. 70,

Obr. 61 a Obr. 32). Chybéjici hodnota u pyridoxinu na koloné BEH AMIDE je zpUsobena

Spatnym tvarem piku, proto nebyla spocitdna. Ostatni analyty, u kterych chybi

hodnoty, nebyly na danych kolondach eluovany. Nejvyssi hodnoty rozliseni ma kolona

BEH Z HILIC.

Tab. 70: Primérné rozliseni pikd hydrofilnich vitamin{ na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
nikotinamid - - - - -
pyridoxin - 9,69 19,17 - -
riboflavin 16,50 3,35 4,55 9,46 21,13
kyselina listova A 23,81 32,95 - 22,60 8,19
kyselina listova B 23,81 4,20 - 22,60 8,19
thiamin 14,12 8,15 7,61 15,15 18,92
kobalamin - 3,38 - - -
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Obr. 61: Graf rozliseni pikt hydrofilnich vitamin( na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 6

5.2.4 Betablokatory

5.2.4.1 Hodnoceni rozliSeni pfi pH 3

Na vSech kolonach Astra ZWIX jsou bopindolol a atenolol dobfe separovany, jak je
patrné z Tab. 71 a Obr. 62. Na kolonach Sarze P1328 se od koeluce pik(l propranololu,
metoprololu a pindololu ¢asteéné oddéluje acebutolol. Na kolonach sarze P1327 jsou
jiz BB lépe separovany. Pindolol a metoprolol koeluji (proto jejich hodnoty v tabulce

chybi), ale od nich se oddéluje propranolol a acebutolol (viz Obr. 34). Hodnoty rozliSeni

evvs

Tab. 71: Primérné rozliseni pikd betablokatord na kolonach Astra ZWIX pfti pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
bopindolol - - - - - -
propranolol 3,02 3,59 4,02 3,85 7,04 5,28
metoprolol - - - - 1,17 1,06
pindolol - - - - 1,17 1,06
acebutolol 0,97 0,65 0,82 1,35 1,05 1,22
atenolol 2,84 3,34 6,59 6,68 7,07 5,50
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Obr. 62: Graf rozliseni pikl betablokatord na kolonach Astra ZWIX pti pH 3

(modre Sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé sarze P1327)
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U komercéné dostupnych kolon se zwitteriontové kolony liSi. Na koloné SYNCRONIS

koeluuje propranolol s metoprololem a pindolol s acebutololem. Oproti koloné

BEH Z HILIC maji analyty na koloné SYNCRONIS vyssi hodnoty rozliSeni, jak je patrné

z Tab. 72 a Obr. 63. Na koloné OMEGA SUGAR koeluuje propranolol s pindololem a

nedostatecné je od tohoto piku oddélen i pik metoprololu (viz Obr. 37). Na koloné BEH

HILIC koeluuji propranolol, metoprolol a pindolol, nedostatecné oddélen je i acebu-

tolol. Na koloné BEH AMIDE jsou piky rozdéleny dostate¢né, kromé pindololu, ktery ma

vV

Tab. 72: Primérné rozliseni pik( betablokatord na komercné dostupnych kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
bopindolol - - - -
propranolol 5,23 8,65 10,38 1,53 6,32
metoprolol 8,65 1,03 1,53 1,51
pindolol 1,85 3,05 10,38 1,53 1,44
acebutolol 1,23 3,05 3,30 0,99 1,57
atenolol 6,84 8,70 8,49 5,92 9,65
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Obr. 63: Graf rozliseni pik(i BB na komer¢né dostupnych kolonéch pfi pH 3

5.2.4.2 Hodnoceni rozliSeni pfi pH 6

| pti pH 6 se bopindolol a atenolol dostatecné oddéluji na vSech kolondch (viz Obr. 64).
Na kolonach Sarze P1329 se od piku, kde koeluuje mnoho BB, castecné oddéluje
acebutolol (viz Tab. 73 a Obr. 39). Na kolonach Sarze P1328 se od zmifiovaného piku
za¢ind oddélovat i propranolol. Kolona A00277 naznacuje ¢aste¢nou separaci vSech BB.
BB Ize pfi pH 6, stejné jako pFi pH 3, pozorovat na kolonach Sarze P1329. Kolony Sarzi
P1328 a P1327 vykazuji vysoké rozdily v rozliSeni mezi kolonami jedné sarze, zvlast
velky rozdil je mezi hodnotami rozliSeni propranololu na koloné A00277 a A00279.

Chybéjici hodnoty rozliseni jsou zplsobeny koeluci téchto analytd.

Tab. 73: Primérné rozliseni pikl betablokator( na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
bopindolol - - - - - -
propranolol 7,98 8,03 14,20 18,62 16,52 9,92
metoprolol - - - - 1,20 -
pindolol - - - - 0,87 -
acebutolol - - - - 0,92 -
atenolol 5,72 4,88 7,39 8,61 8,43 6,64
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Obr. 64: Graf rozliseni pikd betablokatord na kolonach Astra ZWIX pti pH 6

(modie Sarze P1329, zelené Sarze P1328, zlutohnédé Sarze P1327)

W A00281
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= A00280
W A00278

A00277
m A00279

U komercné dostupnych kolon pfi pH 6 koeluuje propranolol s metoprololem na

koloné BEH Z HILIC, na koloné SYNCRONIS pindolol s acebutololem (Obr. 40). Na

koloné OMEGA SUGAR a BEH HILIC, jak je vidét v Tab. 74 a na Obr. 65, neni dostate¢né

rozdélen metoprolol.

Tab. 74: Primérné rozliseni pikl betablokator(i na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
bopindolol - - - - -
propranolol 21,16 27,64 28,61 26,58 36,60
metoprolol 21,16 1,77 1,25 1,30 2,43
pindolol 2,69 3,07 1,75 1,68 1,97
acebutolol 2,85 3,07 4,45 2,51 1,72
atenolol 7,81 12,07 8,06 7,40 11,23
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Obr. 65: Graf rozliseni piki BB na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 6

5.2.5 Fenolické kyseliny

5.2.5.1 Hodnoceni rozliSeni pfi pH 3

Fenolické kyseliny se pfi pH 3 nejlépe separuji na kolonach Sarze P1328, kde jsou
vSechny analyty dostatecné oddéleny. Naopak nejhire se separuji na kolonach Sarze
P1329, kde koeluuje 4-HBA s 3-HBA (viz Obr. 42), dostatecné oddéleny nejsou vsak ani
3,5-DHBA a 2,4-DHBA. Na koloné A00277 plné koeluuje 3,5-DHBA s 2,4-DHBA, na
koloné A00279 se jiz ¢astecné déli, jak Ize pozorovat v Tab. 75 a na Obr. 66. Chybéjici

hodnoty 3-HBA na kolonach Sarze P1329 jsou zplsobeny jiz zminénou koeluci s 4-HBA.

Tab. 75: Primérné rozliSeni pik( fenolickych kyselin na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
4-HBA - - - - - -
3-HBA - - 1,99 2,31 1,69 1,22
3,5-DHBA 2,38 5,10 4,86 6,61 4,48 4,34
2,4-DHBA 0,55 0,72 3,03 2,66 4,48 0,82
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Obr. 66: Graf rozliseni pikl fenolickych kyselin na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(modre Sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé sarze P1327)

Na komeréné dostupnych kolonach jsou testované analyty dostatecné rozdéleny
(hodnota rozliseni vyssi nez 1,5) na kolondch SYNCRONIS, OMEGA SUGAR a BEH
AMIDE. Nejvyssi hodnoty rozliSeni maji analyty na koloné OMEGA SUGAR (viz Tab. 76 a
Obr. 67). Chybéjici hodnota u 3,5- DHBA na koloné BEH Z HILIC je zplsobena kolisanim
zakladni linie (viz Obr. 45), 3-HBA na této koloné neni eluovana, stejné jako 2,4-DHBA
na koloné OMEGA SUGAR a 3-HBA na koloné BEH AMIDE. 3-HBA koeluuje s 4-HBA na
koloné BEH HILIC.

Tab. 76: Primérné rozliseni pikd fenolickych kyselin na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS | OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
4-HBA - - 5,65 12,03 13,15
3-HBA - 5,98 16,72 - -
3,5-DHBA - 3,91 8,29 - 5,27
2,4-DHBA 5,62 5,96 - 1,78 1,76
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Obr. 67: Graf rozliseni pikd fenolickych kyselin na komercéné dostupnych kolonach pfi pH 3

5.2.5.2 Hodnoceni rozliSeni pfi pH 6
Pfi pH 6 jsou na vSech kolonach Astra ZWIX vSechny testované fenolické kyseliny
dostatecné rozseparovany (viz Obr. 46), kromé 3-HBA a 3,5-DHBA na koloné A00281.

Hodnoty rozliSeni pikd se liSi mezi sebou v rdmci Sarze i mezi jednotlivymi Sarzemi, jak

evvs

Tab. 77: Primérné rozliSeni pikl fenolickych kyselin na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
2,4-DHBA - - - - - -
4-HBA 2,87 4,32 4,87 6,01 6,89 5,60
3-HBA 1,34 3,03 2,01 3,24 2,28 1,73
3,5-DHBA 1,41 4,09 4,09 6,02 5,77 4,75
8,0
7,0
6,0 mA00281
5,0 mA00283
< = A00280
54,0
53,0 HA00278
= A00277
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Obr. 68: Graf rozliseni pikd fenolickych kyselin na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(modfe Sarze P1329, zelené Sarze P1328, zZlutohnédé Sarze P1327)
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U komercéné dostupnych kolon jsou vSechny analyty dostate¢né rozdéleny — 3,5-DHBA
na koloné OMEGA SUGAR a 2,4-DHBA na koloné BEH HILIC nejsou eluovany (viz
Obr. 48). Vysoké hodnoty rozliSeni, které jsou uvedeny v Tab. 78 a na Obr. 69, ma
4-HBA na koloné BEH HILIC a 3-HBA na koloné OMEGA SUGAR.

Tab. 78: Primérné rozliseni pik( fenolickych kyselin na komeréné dostupnych kolonach pti pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS | OMEGA SUGAR | BEH HILIC BEH AMIDE
2,4-DHBA 2,43 2,53 1,74 - 10,70
4-HBA 2,97 9,61 2,47 18,80 2,25
3-HBA 3,04 3,28 16,23 5,52 3,42
3,5-DHBA 19,54 9,89 - 1,55 8,67
25,0
B BEH Z HILIC
20,0
m SYNCRONIS
— 15,0
< = OMEGA
»n
2 100 SUGAR
° BEH HILIC
5,0
m BEH AMIDE
0,0 -
2,4-DHBA 4-HBA 3-HBA 3,5-DHBA
analyty

Obr. 69: Graf rozliseni pikd fenolickych kyselin na komeréné dostupnych kolonach pti pH 6

5.3 Hodnoceni asymetrie pika
Asymetrie pikQl byla hodnocena ze tfi opakovnani. Vysledné hodnoty jsou primérem

téchto tfi méreni. Jako chvostujici pik byl povazovan pik s faktorem symetrie As >1,5,

jako frontujici pik s faktorem symetrie As < 1,0 [24].

5.3.1 Nukleové baze a nukleosidy

5.3.1.1 Hodnoceni asymetrie piku pti pH 3
Hodnoty asymetrie pikd nukleovych bazi a nukleosidd na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3
jsou zobrazeny v Tab. 79 a na Obr. 70. Thymin s uracilem na vSech kolonach chvostuji

s asymetrii 1,82 az 2,35. Podobné 5-methyluridin a uridin chvostuji na vSech kolonach
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s asymetrii 2,81 az 3,36, kromé kolony A00277, kde lze pozorovat frontovani uridinu a
kde md 5-methyluridin symetricky pik (faktor symetrie 1,01). Mirné frontovani lze
pozorovat u adenosinu a adeninu na kolonach Sarze P1328. Cytosin a cytidin vyrazné

frontuji na kolonach Sarze P1328 (viz Obr. 10).

Kolony Sarze P1328 maji velmi podobné hodnoty asymetrie jednotlivych analyt(.
Naopak mezi kolonami Sarie P1327 jsou vyraznéjsi rozdily, napf. u guanosinu nebo
u 5-methyluridinu a uridinu, u nichz je rozdil zpisoben tim, Ze na koloné A00279 byla
asymetrie pocitdna z jednoho spolec¢ného piku téchto analytl, kdezto na koloné

A00277 byla pocitana ze dvou pikd.

Tab. 79: Primérna asymetrie pikd nukleovych bazi a nukleosid( na kolonach Astra ZWIX pti pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
thymin 1,82 2,12 2,11 1,95 2,35 1,93
uracil 1,82 2,12 2,11 1,95 2,35 1,93
5-methyluridin 3,14 3,36 2,99 2,96 1,01 2,81
uridin 3,14 3,36 2,99 2,96 0,72 2,81
adenosin 1,07 1,23 0,86 0,79 1,00 0,84
adenin 1,01 1,15 0,81 0,71 1,03 0,91
guanosin 1,28 1,28 0,45 0,41 1,30 2,00
cytidin 0,97 1,11 0,45 0,41 0,95 0,89
cytosin 0,85 1,06 0,45 0,41 0,89 0,92
4,0
3,5
W A00281
3,0
W A00283
2,5
2 50 | i = A00280
)
[}
e 15 N A00278
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Obr. 70: Graf asymetrie pik(l nukleovych bazi a nukleosidi na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(modie Sarze P1329, zelené Sarze P1328, zlutohnédé Sarze P1327)
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Na komercné dostupnych zwitteriontovych kolonach BEH Z HILIC a SYNCRONIS jsou

piky analyti symetrické. Jak je patrné z Tab. 80 a Obr. 71, nejvice chvostuji analyty na

koloné BEH HILIC s asymetrii 1,31 az 2,96, a na koloné BEH AMIDE s asymetrii 1,53 az

1,92. Frontovdni lze pozorovat na koloné OMEGA SUGAR u thyminu, uracilu,

5-methyluridinu, uridinu a cytosinu. Hodnota asymetrie u guanosinu na koloné BEH

HILIC chybi, protoZe guanosin ¢astecné koeluuje s adeninem (viz Obr. 12), a proto tato

hodnota nemohla byt vypocitana.

Tab. 80: Priimérna asymetrie pikl nukleovych bazi a nukleosidd na komeréné dostupnych kolonach pfi

pH 3
analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
thymin 1,30 1,13 0,73 1,74 1,92
uracil 1,26 1,10 0,66 1,74 1,66
5-methyluridin 1,24 1,20 0,72 2,81 1,96
uridin 1,20 1,18 0,67 2,81 1,53
adenosin 1,26 1,24 1,31 2,96 1,53
adenin 1,48 1,17 1,31 1,31 1,53
guanosin 1,42 1,19 2,08 - 1,54
cytidin 1,31 1,41 2,08 2,40 1,39
cytosin 1,25 1,17 0,59 1,54 1,37
3,5
3,0
B BEH Z HILIC
2,5
2 B SYNCRONIS
5 20
[J]
é 1,5 || mMOMEGA
° SUGAR
1,0 1 BEH HILIC
0,5 -
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0,0 -
é\o @g,\\ éo \6\(\ 0‘}0 z&o oé’\o -\6‘0 o;’\o
&\ 3 & N\ 8&0 R o"’° & &
> %
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Obr. 71: Graf asymetrie pik nukleovych bazi a nukleosidi na komerc¢né dostupnych kolonach pti pH 3
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5.3.1.2 Hodnoceni asymetrie piku p¥i pH 6

Thymin s uracilem chvostuji na vSech kolonach Astra ZWIX s asymetrii 1,92 aZ 2,54.
5-methyluridin a uridin na kolondch Sarze P1329 chvostuji s asymetrii 3,74 a 3,82, na
kolonach Sarze P1328 a koloné A00279 mirné frontuji, na koloné A00277 maji
symetrické piky (viz Obr. 14). Piky adeninu a cytosinu frontuji na vSech kolonach
s asymetii 0,62 az 0,83, kromé kolony A00283, kde jsou piky témér symetrické — faktor
symetrie 1,01 a 0,91. Pik adenosinu frontuje na kolondach Sarze P1328 a koloné A00279
s asymetrii 0,69 az 0,86. Cytidin frontuje na kolonach A00281 a A00279 s asymetrii
0,71 a 0,72, guanosin na koloné A00280 a A00279 sasymetrii 0,69 a 0,76, jak je
uvedeno v Tab. 81 a na Obr. 72.

Kolony Sarze P1328 maji velmi podobné hodnoty asymetrie pikd analytli, podobné
i kolony Sarze P1329, kromé koeluovaného piku thyminu s uracilem, jez na koloné
A00283 chvostuji vyraznéji. Kolony Sarze P1327 se lisi hlavné v asymetrii koeluovaného
piku thyminu s uracilem, které chvostuji vyraznéji na koloné A00277. Jednotlivé Sarze
se mezi sebou pfilis neliSi, kromé 5-methyluridinu a uridinu, jeZ na kolonach Sarze

P1329 vyrazné chvostuji s asymetrii 3,74 a 3,82.

Tab. 81: Primérna asymetrie pikd nukleovych bazi a nukleosid(i na kolonach Astra ZWIX pti pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
thymin 1,92 2,32 2,24 2,08 2,54 2,04
uracil 1,92 2,32 2,24 2,08 2,54 2,04
5-methyluridin 3,82 3,74 0,95 0,98 1,07 0,88
uridin 3,82 3,74 0,84 0,86 1,01 0,81
adenosin 1,07 1,16 0,83 0,86 1,05 0,69
adenin 0,83 1,01 0,75 0,68 0,82 0,69
cytosin 0,72 0,91 0,62 0,56 0,73 0,64
cytidin 0,72 0,91 0,97 1,05 1,01 0,71
guanosin 1,17 1,03 0,69 0,90 0,94 0,76
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Obr. 72: Graf asymetrie pik(i nukleovych bazi a nukleosid(l na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(modre Sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé sarze P1327)

Na komercné dostupnych zwitteriontovych kolonach maji analyty na koloné
BEH Z HILIC mirné vyssi faktor symetrie nez na koloné SYNCRONIS, piky analytl maji na
koloné BEH Z HILIC faktor symetrie 1,32 az 2,14, na koloné SYNCRONIS 1,07 az 1,71. Jak
je uvedeno v Tab. 82 a na Obr. 73, na koloné OMEGA SUGAR frontuje vétsina pikud
s asymetrii 0,60 az 0,88, kromé guanosinu a 5-methyluridinu, jez maji piky symetrické.
Naopak na koloné BEH AMIDE vsechny analyty chvostuji s asymetrii 1,64 az 5,65.
Chybéjici hodnoty asymetrie jsou zpusobeny tim, Ze piky nejsou dostate¢né rozdéleny

(viz Obr. 17), proto nemohl byt faktor symetrie spocitan.
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Tab. 82: Primérnd asymetrie pikd nukleovych bazi a nukleosidi na komeréné dostupnych kolonach pfi
pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
thymin 1,37 1,15 0,70 2,06 1,90
uracil 1,32 1,11 0,67 2,06 1,64
5-methyluridin 2,14 1,71 0,99 3,80 2,22
uridin - 1,64 0,88 3,80 2,89
adenosin — 1,07 0,85 3,57 2,89
adenin 1,46 1,09 0,85 1,48 2,89
cytosin 1,32 1,09 0,60 - 1,38
cytidin 1,82 1,63 0,73 - 1,68
guanosin 3,13 - 1,36 - 5,65
6,0
M BEH Z HILIC
50
B SYNCRONIS
2 40
s
£ 30 = OMEGA
> SUGAR
(4]
20 _ | BEH HILIC
1,0 4 1 m BEH AMIDE
0,0 -
6‘\0 0{,\\ @0 & o"\o é\\o oéo & o,;\o
3 A i & ’bbe‘\ 2 S & 03;0(‘

Obr. 73: Graf asymetrie pik( nukleovych bazi a nukleosidi na komercné dostupnych kolonach pti pH 6

5.3.2 Derivaty kyseliny nikotinové

5.3.2.1 Hodnoceni asymetrie piku pti pH 3

Na vSech kolondch Astra ZWIX pfi pH 3 piky isonikotinamidu a nikotinamidu splfuji

podminku symetrie piku (As <1,5), kromé kolony A00277, kde chvostuji s asymetrii

1,57. Kyselina nikotinova a isonikotinova chvostuji na kolonach sarze P1329 s asymetrii

1,69 az 2,46, kyselina nikotinova téZ na kolondch Sarze P1327 s asymetrii 1,68 a 2,10,
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jak je uvedeno v Tab. 83 a na Obr. 74. Na kolonach Sarze P1328 piky vSech analytu
spliuji podminku symetrie piku (viz Obr. 19).

Tab. 83: Primérna asymetrie pik( derivatd kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
isonikotinamid 1,43 0,88 1,49 1,32 1,57 1,15
nikotinamid 1,43 0,88 1,49 1,32 1,57 1,15
nikotinova kyselina 2,46 2,18 1,23 1,14 2,10 1,68
isonikotinova kyselina 1,69 1,81 0,96 0,91 1,40 1,09
3,00
2,50
2,00 = A00281
o m A00283
E 150 +——%— ——F—— —
g m A00280
2 1,00 - m A00278
0,50 1 A00277
H A00279
0,00 -
isonikotinamid nikotinamid kyselina kyselina
nikotinova isonikotinova
analyty

Obr. 74: Graf asymetrie pik( derivatd kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(modre Sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé Sarze P1327)

U komercéné dostupnych zwitteriontovych kolon mirné chvostuje kyselina nikotinova a
isonikotinova na koloné BEH Z HILIC (viz Obr. 20) s asymetrii 1,84 a 1,89. Na koloné
SYNCRONIS maji vSechny piky symetricky tvar. Kyseliny nikotinova a isonikotinova
chvostuji i na koloné BEH HILIC a BEH AMIDE s asymetrii 1,94 az 2,48. Na koloné
OMEGA SUGAR lze pozorovat mirné chvostovani u isonikotinamidu a nikotinamidu.

Hodnoty asymetrie pik( jsou uvedeny v Tab. 84 a na Obr. 75.
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Tab. 84: Primérna asymetrie pik( derivatd kyseliny nikotinové na komercéné dostupnych kolonach pti pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS | OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
isonikotinamid 1,44 1,21 1,85 1,24 1,47
nikotinamid 1,44 1,21 1,85 1,17 1,47
nikotinova kyselina 1,84 1,45 - 2,48 2,38
isonikotinova kyselina 1,89 1,23 - 2,13 1,94
3,00
M BEH Z HIL
2,50 H Z HILIC
2,00 W SYNCRONIS
()
T 1,50 = OMEGA
£ SUGAR
2 1,00 - BEH HILIC
0,50 1 B BEH AMIDE
0,00 -
isonikotinamid nikotinamid kyselina kyselina
nikotinova isonikotinova
analyty

Obr. 75: Graf asymetrie pik( derivat( kyseliny nikotinové na komercéné dostupnych kolonach pti pH 3

5.3.2.2 Hodnoceni asymetrie piku pfi pH 6

Isonikotinamid a nikotinamid mirné chvostuji na kolonach A00283, A00280 a A00277
s asymetrii 1,55 a 1,69, jak je zfejmé z Tab. 85 a Obr. 76. Frontovani lze pozorovat
u nikotinové kyseliny na koloné A00280 (faktor symetrie 0,67), mirné frontovani pak
u kyselin nikotinové a isonikotinové na kolonach Sarze P1329 a na kolonach A00278 a
A00277 (faktor symetrie od 0,71 do 0,90). Na koloné A00279 tyto kyseliny naopak

vyrazné chvostuji s asymetrii 2,49 (viz Obr. 23).

Hodnoty asymetrie se mezi kolonami jedné sarze pfilis nelisi, kromé kolon Sarze P1327,
kde na koloné A00279 maji isonikotinamid a nikotinamid niz$i hodnoty asymetrie piku,
naopak kyseliny isonikotinovd a nikotinova maji oproti koloné A00277 vyrazné vyssi

hodnoty asymetrie pika.
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Tab. 85: Primérna asymetrie pikd derivatd kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
isonikotinamid 1,43 1,55 1,55 1,38 1,69 1,26
nikotinamid 1,43 1,55 1,55 1,38 1,69 1,26
isonikotinova kyselina 0,77 0,90 0,97 0,84 0,86 2,49
nikotinova kyselina 0,74 0,90 0,67 0,71 0,75 2,49
3,00
2,50
H A00281
2,00 H A00283
T 150 4 | = A00280
as; H A00278
© 1,00 1 A00277
0,50 - m A00279
0,00 -
isonikotinamid  nikotinamid kyselina kyselina
isonikotinova nikotinova
analyty

Obr. 76: Graf asymetrie pik( derivatl kyseliny nikotinové na kolonach Astra ZWIX pti pH 6

(modre Sarze P1329, zelené Sarie P1328, Zlutohnédé sarze P1327)

U komeréné dostupnych zwitteriontovych kolon Ize v Tab. 86 a na Obr. 77 pozorovat
symetrické piky vSech analytl kromé pik( kyseliny isonikotinové a nikotinové, jez na
koloné BEH Z HILIC frontuji s asymetrii 0,81. Na koloné OMEGA SUGAR isonikotinamid
a nikotinamid chvostuji s asymetrii 1,97, kyseliny isonikotinovd a nikotinovd naopak
frontuji s asymetrii 0,50. Tyto kyseliny frontuji i na koloné BEH AMIDE s asymetrii 0,66,

na koloné BEH HILIC maji symetrické piky (viz Obr. 25).
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Tab. 86: Primérna asymetrie pikd derivatl kyseliny nikotinové na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS | OMEGA SUGAR | BEHHILIC | BEH AMIDE
isonikotinamid 1,44 1,16 1,97 1,19 1,40
nikotinamid 1,44 1,16 1,97 1,15 1,40
isonikotinova kyselina 0,81 0,97 0,50 0,95 0,66
nikotinova kyselina 0,81 0,99 0,50 1,02 0,66
2,50
2,00 B BEH Z HILIC
1.50 B SYNCRONIS
9
E B OMEGA
€ 1,00 1 SUGAR
@ BEH HILIC
0,50 -
B BEH AMIDE
0,00 -
isonikotinamid nikotinamid kyselina kyselina

isonikotinova nikotinova

analyty

Obr. 77: Graf asymetrie pikd derivat( kyseliny nikotinové na komercné dostupnych kolonach pfi pH 6

5.3.3 Hydrofilni vitaminy

5.3.3.1 Hodnoceni asymetrie piku pfi pH 3

Z Tab. 87 a Obr. 78 je patrné, zZe piky nikotinamidu a riboflavinu mirné frontuji na vSech
kolonach s asymetrii 0,67 az 0,90, kromé kolony A00283, kde jsou zminéné piky
symetrické. Nejvyraznéji chvostuje pyridoxin na kolonach A00280 a A00279 s asymetrii
2,94 a 3,10 (viz Obr. 26). U nikotinamidu a riboflavinu se kolony v ramci jedné sarze lisi
jen mirné, u kyseliny listové se hodnoty asymetrie lisi vyrazné. U kolon Sarze P1329 a
P1327 je velky rozdil v asymetrii mezi kolonami u pyridoxinu, na kolonach Sarze P1328

u thiaminu.
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Tab. 87: Primérna asymetrie pikd hydrofilnich vitamin( na kolondch Astra ZWIX pfi pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
nikotinamid 0,84 1,00 0,81 0,72 0,90 0,81
riboflavin 0,94 1,03 0,74 0,72 0,80 0,67
kyselina listova 2,27 1,20 1,42 2,87 1,36 1,53
pyridoxin 2,57 1,20 2,94 2,71 1,36 3,10
thiamin 1,62 1,48 1,42 2,87 - 1,38
3,5
3,0
2,5 H A00281
2 2,0 H A00283
-
[
H A00280
E 15
@ H A00278
1,0 -
A00277
0,5 -
H A00279
0,0 -
nikotinamid riboflavin kyselina pyridoxin thiamin
listova
analyty

Obr. 78: Graf asymetrie pikd hydrofilnich vitamind na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(modre Sarze P1329, zelené sarze P1328, Zlutohnédé sarze P1327)

Na komeréné dostupnych zwitteriontovych kolonach BEH Z HILIC a SYNCRONIS se

hodnoty asymetrie liSi pfedevsim u thiaminu, ktery na koloné SYNCRONIS vyrazné

chvostuje s asymetrii 2,81 (viz Obr. 29). Na koloné OMEGA SUGAR vyrazné chvostuje

pyridoxin s asymetrii 2,54, na koloné BEH HILIC riboflavin s asymetrii 2,03. Hodnoty

asymetrie pikQ hydrofilnich vitamind pfi pH 3 jsou uvedeny v Tab. 88 a na Obr. 79.

Chybéjici hodnoty jsou zplsobené tim, Ze piky pyridoxinu na koloné SYNCRONIS a

kyseliny listové na koloné BEH AMIDE velmi chvostuji, hodnota asymetrie pro né

nebyla spocitdna. Ostatni chybéjici hodnoty asymetrie jsou u analytl, jeZ nejsou na

danych kolonach eluovany.
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Tab. 88: Primérna asymetrie pikd hydrofilnich vitamin( na komeréné dostupnych kolonach pti pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
nikotinamid 1,48 1,21 0,70 1,25 1,79
riboflavin 1,33 1,57 0,66 2,03 1,35
kyselina listova 1,49 1,75 - 1,72 -
pyridoxin - - 2,54 - 1,07
thiamin 1,30 2,81 0,94 1,37 1,30
kobalmin - 1,01 - 1,93 1,97
3,0
2,5
B BEH Z HILIC
2,0
B SYNCRONIS
()]
= 1,5 4
-
g B OMEGA
> 1,0 - - SUGAR
© BEH HILIC
0,5 - —
B BEH AMIDE
0,0 -
& & 3 & & &
6\\ \QA\ \.4 O+\ . ’6\\ 6\\
N N Q O L NG
O a0 A RN O o
§g.° i\ é\(‘ ) )
Q
) analyty

Obr. 79. Graf asymetrie pikd hydrofilnich vitamint na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3

5.3.3.2 Hodnoceni asymetrie piku pfi pH 6

Vyrazné chvostovani pikll na kolonach Astra ZWIX lze pozorovat u pyridoxinu (faktor
symetrie 2,52 az 3,15) a kyseliny listové A (faktor symetrie 1,81 az 2,85) na vsech
kolonach, na koloné A00277 chvostovani i u kyseliny listové B (faktor symetrie 1,88).
Naopak, jak je uvedeno v Tab. 89 a na Obr. 80, nikotinamid frontuje na vSech kolonach
s asymetrii 0,68 az 0,82, kromé kolony A00283, kde ma symetricky pik. Na vsech
kolonach frontuje téz thiamin s asymetrii 0,37 az 0,76, kromé kolony A00280, kde ma
symetricky pik, a riboflavin s asymetri 0,74 az 0,93, ktery ma symetricky pik na koloné

A00283 (viz Obr. 31). Kyselina listova B frontuje na kolonach A00281, A00283 a A00278
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s asymetrii 0,61 az 0,82. Kolony v rdmci jedné Sarie se mezi sebou liSi zvlasté

u pyridoxinu, kyseliny listové A i B a kromé kolon Sarze P1327 také u thiaminu.

Tab. 89: Primérna asymetrie pik( hydrofilnich vitamind na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
nikotinamid 0,77 0,96 0,80 0,68 0,82 0,73
pyridoxin 2,86 2,52 2,68 3,15 2,70 2,52
riboflavin 0,91 1,11 0,75 0,77 0,93 0,74
kyselina listova A 2,85 2,69 1,81 2,56 2,17 1,42
kyselina listova B 0,82 0,61 1,40 0,68 1,88 1,07
thiamin 0,37 0,62 1,09 0,50 0,76 0,74
3,5
3,0
2,5
) H A00281
= 2,0 H A00283
€
> 15 H A00280
(4]
1,0 H A00278
0,5 - A00277
H A00279
0,0 -
nikotinamid pyridoxin riboflavin  kyselina kyselina thiamin
listova A listova B
analyty

Obr. 80: Graf asymetrie pikd hydrofilnich vitamind na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(modre Sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé sarze P1327)

U komeréné dostupnych kolon chvostuje nejvyraznéji pyridoxin na koloné SYNCRONIS

s asymetrii 3,87. Thiamin chvostuje na koloné BEH Z HILIC s asymetrii 2,45, riboflavin a

kyselina listova na koloné BEH HILIC s asymetrii 2,41 a 2,53. Na koloné OMEGA SUGAR

vSechny analyty kromé pyridoxinu frontuji s asymetrii 0,66 az 0,76 (viz Obr. 32).

Hodnoty asymetrie pikd hydrofilnich vitamini na komeréné dostupnych kolonach pfi

pH 6 jsou uvedeny v Tab. 90 a na Obr. 81.
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Tab. 90: Primérna asymetrie pik( hydrofilnich vitaminl na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
nikotinamid 1,41 1,16 0,68 1,26 1,77
pyridoxin - 3,87 1,77 - -
riboflavin 1,24 1,77 0,66 2,41 1,43
kyselina listova A 1,49 1,11 - 2,53 1,25
kyselina listova B 1,49 0,86 - 2,53 1,25
thiamin 2,45 1,17 0,76 1,46 1,63
kobalamin - 0,73 - - -
4,5
4,0
3,5 B BEH Z HILIC
3,0
o B SYNCRONIS
,:_), 2,5
£ 50 n B OMEGA
> »
n SUGAR
©
1,5 1 ra — — BEH HILIC
1,0 -
B BEH AMIDE
0,5 -
0,0 -
& &S S &S
£ & & S S &° g
& 3 ® N N < &
& Q < 2 2 A0
IS & R
5> 2
o )
analyty

Obr. 81: Graf asymetrie pikd hydrofilnich vitamind na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 6

5.3.4 Betablokatory

5.3.4.1 Hodnoceni asymetrie piku pti pH 3

Mirné frontovani s asymetrii 0,52 az 0,95 lze pfi pH 3 pozorovat u bopindololu a
atenololu na vsSech kolonach Astra ZWIX, na kolonach Sarze P1328 a koloné A00279
i u ostatnich BB (viz Tab. 91 a Obr. 82). Naopak chvostovani s asymetrii 2,53 a 4,43 je
patrné u propranololu, metoprololu, pindololu a acebutololu na kolonach A00281 a

A00277 (viz Obr. 34). Kolony SarZe P1328 se v asymetrii témér nelisi, naopak kolony
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ostatnich Sarzi se mezi sebou vyrazné lisi v asymetrii pikd propranololu, metoprololu,

pindololu a acebutololu.

Tab. 91: Primérna asymetrie pik( betablokator(i na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
bopindolol 0,74 0,95 0,75 0,57 0,73 0,92
propranolol 2,53 1,19 0,26 0,22 4,43 0,33
metoprolol 2,53 1,19 0,26 0,22 4,43 0,33
pindolol 2,53 1,19 0,26 0,22 4,43 0,33
acebutolol 2,53 1,19 0,69 0,55 4,43 0,33
atenolol 0,53 0,79 0,64 0,52 0,66 0,80

m A00281

W A00283

m A00280

H A00278

asymetrie

A00277

W A00279

analyty

Obr. 82: Graf asymetrie pikl betablokator( na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(modre sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé sarze P1327)

Na komeréné dostupnych zwitteriontovych kolondch frontuje propranolol a na koloné
SYNCRONIS i metoprolol s asymetrii 0,49 a 0,53. Piky bopindololu a atenololu jsou na
téchto kolonach témér symetrické (viz Tab. 92 a Obr. 83). Na koloné OMEGA SUGAR
chvostuje propranolol s metoprololem a pindololem s asymetrii 1,97. Na kolonach BEH
HILIC a BEH AMIDE tyto analyty mirné frontuji s asymetrii 0,34 az 0,87. Bopindolol ma
na vSech kolonach symetricky pik, kromé kolony OMEGA SUGAR, na které mirné

frontuje s asymetrii 0,83 (viz Obr. 37).
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Tab. 92: Primérna asymetrie pikd betablokatort na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
bopindolol 1,05 0,96 0,83 1,00 1,02
propranolol 0,49 0,53 1,97 0,72 0,87
metoprolol - 0,53 1,97 0,72 0,34
pindolol 0,95 0,78 1,97 0,72 0,34
acebutolol - 0,78 0,73 1,09 0,96
atenolol 0,80 1,03 0,73 1,27 0,97
2,5
2,0
B BEH Z HILIC
o 15 m SYNCRONIS
s
(]
€ 1,0 - _ |  ®OMEGA
s SUGAR
BEH HILIC
0,5 - — —
H BEH AMIDE
0,0 -
A N N N AN AN
O - S T -
é\o Q‘Q "oQ Q\(\ zvo &QJ
~OO Q*O &Q, ,b(‘
analyty

Obr. 83: Graf asymetrie pikd betablokator( na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3

5.3.4.2 Hodnoceni asymetrie piku pfi pH 6

| pfi pH 6 frontuji bopindolol a atenolol s asymetrii 0,49 az 0,89 na vSech kolonach
Astra ZWIX (viz Tab. 93 a Obr. 84). Ostatni BB na vSech kolonach chvostuji s asymetrii
2,28 az 4,55, nejvice na koloné A00277 (viz Obr. 39). U atenololu, u Sarzi P1328 a
P1327 iubopindololu, nejsou vyrazné rozdily v asymetrii piki mezi kolonami téze
Sarze. U ostatnich analytl se jiZz asymetrie pikl na kolonach stejné sarze lisi. Nejvétsi

rozdily jsou mezi kolonami Sarze P1329, nejmensi mezi kolonami Sarze P1328.

113




Tab. 93: Primérna asymetrie pikd betablokator(i na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
bopindolol 0,64 0,89 0,61 0,58 0,71 0,78
propranolol 2,28 3,46 3,22 3,60 4,55 3,79
metoprolol 2,28 3,46 3,22 3,60 4,55 3,79
pindolol 2,28 3,46 3,22 3,60 4,55 3,79
acebutolol 2,28 3,46 3,22 3,60 4,55 3,79
atenolol 0,57 0,68 0,58 0,49 0,67 0,60
5,0
4,5
4,0
3,5 W A00281
o 30 m A00283
g 2,5 H A00280
> 2,0
© 1,5 m A00278
1,0 A00277
0,5 ]I“_t ]I“_[  A00279
0,0 -
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O N S S -
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Obr. 84: Graf asymetrie pik( betablokator( na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(modre Sarze P1329, zelené Sarze P1328, zlutohnédé sarze P1327)

Na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 6 chvostuje bopindolol s asymetrii 1,74 na
koloné BEH Z HILIC. Na koloné SYNCRONIS, stejné jako na kolonach BEH HILIC a BEH
AMIDE, jsou vsechny piky symetrické (faktor symetrie 0,97 az 1,37). Na koloné OMEGA
SUGAR chvostuje metoprolol s pindololem s asymetrii 2,31 (viz Obr. 40). Hodnoty
asymetrie BB pfi pH 6, které jsou uvedeny v Tab. 94 a na Obr. 85, se na kolonach BEH
HILIC a BEH AMIDE témér nelisi.
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Tab. 94: Primérna asymetrie pik( betablokator(i na komercné dostupnych kolonéch pti pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
bopindolol 1,74 1,07 0,97 1,27 1,34
propranolol 1,24 1,03 0,80 1,19 1,30
metoprolol 1,24 0,99 2,31 1,23 1,28
pindolol 1,17 1,37 2,31 1,19 1,28
acebutolol 1,15 1,37 0,82 1,27 1,25
atenolol 1,20 0,97 0,82 1,28 1,22
2,5
2,0 ® BEH Z HILIC
1,5 B SYNCRONIS
(]
'E 1,0 - ® OMEGA
g SUGAR
a BEH HILIC
© 0,5
B BEH AMIDE
0,0 -
A AN A AN AN AN
O R S -
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Obr. 85: Graf asymetrie pikl betablokatort na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 6

5.3.5 Fenolické kyseliny

5.3.5.1 Hodnoceni asymetrie piku pti pH 3

Jak je patrné z Tab. 95 a Obr. 86, chvostovani s asymetrii 1,62 aZz 3,93 lze pozorovat
u véech pikd analytl na kolonach Astra ZWIX Sarze P1329. Na koloné A00280 frontuji
4-HBA a 3,5-DHBA s asymetrii 0,76 a 0,92 (viz Obr. 42). Pik kyseliny 3-HBA je na této
koloné symetricky (faktor symetrie 0,97). Symetrické piky md i 3,5- DHBA na kolonach
A00278 a A00279, 4-HBA na koloné A00277 a 2,4-DHBA na koloné A00279 (faktor
symetrie 1,32 az 1,49). Kyseliny pfi pH 3 chvostuji, protoZze maji pKa priblizné 3, takze
Cast je ionizovdna a Cast neionizovdna. Asymetrie se na kolondch v ramci jedné Sarze

liSi, nejvyraznéji na kolonach Sarze P1327.
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Tab. 95: Primérna asymetrie pikd fenolickych kyselin na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
4-HBA 3,93 3,09 0,92 1,77 1,49 2,52
3-HBA 3,93 3,09 0,97 1,69 1,51 2,52
3,5-DHBA 3,45 1,62 0,76 1,43 2,23 1,32
2,4-DHBA 3,45 1,62 1,95 3,70 2,23 1,32
4,5
4,0
3,5 -
o 3,0 1 H A00281
.3 2,5 - W A00283
§. 2,0 — H A00280
® 1,5 - — — H A00278
1,0 - A00277
0,5 - H A00279
0,0 -
4-HBA 3-HBA 3,5-DHBA 2,4-DHBA
analyty

Obr. 86: Graf asymetrie pikl fenolickych kyselin na kolondch Astra ZWIX pfi pH 3

(modie sarze P1329, zelené SarZze P1328, Zlutohnédé sarze P1327)

Na komeréné dostupnych kolonach Ize pti pH 3 pozorovat vyrazné chvostovani analytt
s asymetrii 2,18 a 3,06 na koloné BEH AMIDE a 2,4-DHBA na koloné BEH HILIC. Na
koloné OMEGA SUGAR frontuji 3-HBA a 4-HBA s asymetrii 0,61 a 0,63, jak je uvedeno
v Tab. 96 a na Obr. 87. VSechny analyty na koloné SYNCRONIS maji symetricky pik
(faktor symetrie 1,07 az 1,38). Chybéjici hodnoty asymetrie na koloné BEH Z HILIC a
SYNCRONIS jsou zpUsobeny kolisanim zakladni linie, na koloné BEH HILIC a BEH AMIDE

koeluci (viz Obr. 45), a proto nebyly spocitany.

Tab. 96: Primérna asymetrie pik( fenolickych kyselin na komeréné dostupnych kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
4-HBA 1,37 1,07 0,61 0,63 3,06
3-HBA - 1,27 0,63 - -
3,5-DHBA - - 1,25 - 2,18
2,4-DHBA - 1,38 - 3,40 -
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Obr. 87: Graf asymetrie pika fenolickych kyselin na komercné dostupnych kolonach pfti pH 3

5.3.5.2 Hodnoceni asymetrie piku pfi pH 6

Vsechny testované fenolické kyseliny pfi pH 6 na koloné A00281 chvostuji s asymetrii
2,06 aZ 2,66, jak Ize pozorovat v Tab. 97 a na Obr. 88. Piky kyselin 2,4-DHBA a 3-HBA na
vSech ostatnich kolonach frontuji s asymetrii 0,57 az 0,94. 3,5-DHBA ma na koloné
A00283 symetricky pik (faktor symetrie 1,01). Na kolonach Sarzi P1328 a P1327 lze
pozorovat frontujici piky s asymetrii 0,56 az 0,92 vSech testovanych fenolickych kyselin
(viz Obr. 46). Hodnoty asymetrie pik(i analytl na jednotlivych kolonach Sarzi P1328 a
P1327 se v rdmci Sarze pfilis nelisi. Naopak vyrazné rozdily asymetrie mezi kolonami lze

pozorovat v Sarzi P1329.

Tab. 97: Primérna asymetrie pikd fenolickych kyselin na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
2,4-DHBA 2,19 0,93 0,83 0,62 0,71 0,83
4-HBA 2,66 1,20 0,56 0,81 0,89 0,79
3-HBA 2,66 0,94 0,57 0,67 0,75 0,71
3,5-DHBA 2,06 1,01 0,78 0,89 0,92 0,91
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Obr. 88: Graf asymetrie pikd fenolickych kyselin na kolonach Astra ZWIX pti pH 6

(modre Sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé Sarze P1327)

m A00281
W A00283
m A00280
W A00278

A00277
m A00279

U komeréné dostupnych zwitteriontovych kolon BEH Z HILIC a SYNCRONIS lze

pozorovat vyrazné rozdily v asymetrii pikG analyt(i, vy$si hodnoty maji analyty na

koloné BEH Z HILIC (viz Tab. 98 a Obr. 89). Piky 4-HBA a 3-HBA na koloné OMEGA

SUGAR frontuji s asymetrii 0,49 a 0,57. Na kolonach BEH HILIC a BEH AMIDE lIze

pozorovat chvostovani s asymetrii 1,54 aZz 2,56 u vSech analyt( (viz Obr. 48).

Tab. 98: Primérna asymetrie pik( fenolickych kyselin na komer¢né dostupnych kolonéch pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
2,4-DHBA 1,87 0,44 - - 2,03
4-HBA 1,83 0,99 0,49 2,01 2,19
3-HBA 1,83 0,93 0,57 1,54 1,66
3,5-DHBA 1,29 0,92 - 2,56 1,61
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Obr. 89: Graf asymetrie pikl fenolickych kyselin na komercéné dostupnych kolonach pfi pH 6

5.4 Hodnoceni Sirky piku v poloviné jeho vysky
Sitka piku v poloviné jeho vy$ky byla hodnocena ze tii opakovnani. Vysledné hodnoty

jsou prlimérem téchto tfi méreni.

5.4.1 Nukleové baze a nukleosidy

vrsv

5.4.1.1 Hodnoceni Sirky piku v poloviné jeho vysky pfi pH 3

Na kolonach Astra ZWIX maji obé kolony Sarze P1328 srovnatelné Sitky pik( nukleo-
vych bazi a nukleosidd, jak uvadi Tab. 99 a Obr. 90. Analyty maji zaroven na téchto
kolondach nejuzsi piky (0,028 min az 0,034 min) ve srovnani s kolonami ostatnich Sarzi
(0,030 min az 0,073 min). V Sarzi P1329 jsou piky analytl na koloné A00283 Sirsi oproti
pikdm na koloné A00281. Obdobné je na tom Sarze P1327, kde na koloné A00279 lze

pozorovat Sirsi piky oproti pikim na koloné A00277 (viz Obr. 10).
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Tab. 99: Primérna sitka pik( [min] nukleovych bazi a nukleosid(i v poloviné vysky piku na kolonach Astra
ZWIX ptipH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
thymin 0,037 0,073 0,032 0,030 0,032 0,041
uracil 0,037 0,073 0,031 0,029 0,032 0,043
5-methyluridin 0,033 0,037 0,030 0,028 0,030 0,039
uridin 0,034 0,041 0,031 0,029 0,032 0,042
adenosin 0,034 0,039 0,032 0,030 0,033 0,042
adenin 0,034 0,038 0,030 0,029 0,032 0,041
guanosin 0,037 0,042 0,034 0,032 0,034 0,043
cytidin 0,038 0,044 0,034 0,032 0,036 0,044
cytosin 0,041 0,045 0,034 0,032 0,037 0,045
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Obr. 90: Graf sifek pikd nukleovych bazi a nukleosidd v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(modre Sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zzlutohnédé sarze P1327)

Na komercéné dostupnych zwitteriontovych kolonach BEH Z HILIC a SYNCRONIS maji
piky analytl témér totoznou Sitku piku, kromé thyminu a uracilu, které maji na koloné
SYNCRONIS S$irsi piky 0,024 min a 0,025 min (viz Tab. 100 a Obr. 91). Podobnou Sitku
piku jako na koloné SYNCRONIS maji analyty na koloné OMEGA SUGAR a BEH AMIDE,
kromé adenosinu a adeninu, které maji na téchto kolonach piky Sirsi (0,031 min az

vvvvv

HILIC (0,020 min az 0,102 min), zvlasté u 5-methyluridinu s uridinem (0,102 min), cozZ je
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zpUsobeno vyraznym chvostovanim tohoto piku (viz Obr. 12). Oproti kolonam Astra
ZWIX, jez maji Sitky pikd 0,029 min az 0,045 min, maji komercné dostupné
zwitteriontové kolony uZzsi piky (0,019 min az 0,026 min).

Tab. 100: Primérna sitka pik( [min] nukleovych bazi a nukleosidd v poloviné vysky piku na komeréné
dostupnych kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
thymin 0,020 0,024 0,027 0,035 0,032
uracil 0,019 0,025 0,026 0,035 0,028
5-methyluridin 0,023 0,023 0,024 0,102 0,026
uridin 0,023 0,023 0,025 0,102 -
adenosin 0,025 0,024 0,041 0,041 0,038
adenin 0,025 0,022 0,041 0,019 0,031
guanosin 0,026 0,026 0,028 - 0,025
cytidin 0,025 0,026 0,028 0,038 0,024
cytosin 0,022 0,022 0,025 0,020 0,025
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Obr. 91: Graf sifek pikll nukleovych bazi a nukleosidd v poloviné vysky piku na komercné dostupnych
kolonach pfi pH 3

5.4.1.2 Hodnoceni Sirky piku v poloviné jeho vysky pfi pH 6
U kolon Astra ZWIX, jak je patrné z Tab. 101 a Obr. 92, jsou pfi pH 6 Sirky pikd

nukleovych bazi a nukleosidli na koloné A00280 (0,029 min aZz 0,031 min) témér
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totozné jako pfi pH 3, podobné ina kolondch A00278 a A00277 (0,030 min az
0,035 min). Sitky pikG na kolon& A00279 se pohybuji kolem hodnoty 0,040 min. Piky
jsou tedy Sirsi nez na drive jmenovanych kolonach, ale u vSech analytl testovanych na
této koloné obdobné. Vétsi rozdily v Sitce piki v rdmci jedné kolony lze pozorovat na
pfi pH 6 (0,040 min az 0,081 min). Na kolonach SarZe P1328 se Sitky piku mezi
kolonami podobaji nejvice ve srovnani s kolonami jinych $arzi. Kolony této Sarze maji
téZ nejuzsi piky (0,029 min az 0,035 min).

Tab. 101: Pridmérna Sitka pikd [min] nukleovych bazi a nukleosidli v poloviné vysky piku na kolonach
Astra ZWIX pfi pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
thymin 0,036 0,081 0,031 0,031 0,032 0,041
uracil 0,036 0,081 0,031 0,030 0,032 0,041
5-methyluridin 0,032 0,040 0,029 0,030 0,030 0,038
uridin 0,034 0,044 0,031 0,032 0,032 0,040
adenosin 0,032 0,044 0,030 0,033 0,032 0,041
adenin 0,033 0,044 0,030 0,033 0,031 0,042
cytosin 0,032 0,044 0,029 0,031 0,031 0,042
cytidin 0,036 0,049 0,030 0,035 0,032 0,040
guanosin 0,036 0,046 0,029 0,033 0,030 0,036
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Obr. 92: Graf sifek pik( nukleovych bazi a nukleosid(i v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(modie Sarze P1329, zelené Sarze P1328, zlutohnédé Sarze P1327)
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Na komercné dostupnych kolondch se podobaiji Sitky pik(i na koloné SYNCRONIS a

OMEGA SUGAR (0,023 min aZ 0,031 min), jak je uvedeno v Tab. 102 a na Obr. 93. Piky

na koloné BEH Z HILIC se od téchto hodnot vyraznéji lisi jen u adenosinu a guanosinu

eve

v

adenosinu na koloné BEH HILIC (0,140 min a 0,054), viz Obr. 17. Oproti kolondm Astra

ZWIX, jez maji Sitky pikd 0,029 min az 0,049 min, maji komercné dostupné

zwitteriontové kolony i pfi pH6 uzsi piky (0,020 min az 0,033 min).

Tab. 102: Prdmérna Sitka pik( [min] nukleovych bazi a nukleosidd v poloviné vysky piku na komeréné
dostupnych kolonach pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
thymin 0,021 0,025 0,025 0,037 0,032
uracil 0,020 0,025 0,024 0,037 0,028
5-methyluridin 0,030 0,025 0,024 0,140 0,030
uridin 0,029 0,026 0,026 0,140 0,041
adenosin 0,033 0,024 0,028 0,054 0,036
adenin 0,025 0,022 0,028 0,019 0,041
cytosin 0,021 0,023 0,025 0,019 0,022
cytidin 0,031 0,031 0,028 0,019 0,031
guanosin 0,059 0,026 0,029 0,019 0,029
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Obr. 93: Graf Sifek pikd nukleovych bazi a nukleosid v poloviné vysky piku na komeréné dostupnych

kolonach pfi pH 6
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5.4.2 Derivaty kyseliny nikotinové

5.4.2.1 Hodnoceni Sitky piku v poloviné jeho vysky pfi pH 3

Sitky pikd kyselin nikotinové a isonikotinové se na kolonach Astra ZWIX $arze P1328 pfi
pH 3 témér shoduji (0,039 min, 0,046 min a 0,048 min), jak je uvedeno v Tab. 103 a na
sebou mirné lisi (0,037 min az 0,056 min). V SarZi P1329 Ize SirSi piky pozorovat na
koloné A00283, v Sarzi P1327 na koloné A00279. Isonikotinamid a nikotinamid maji na
vSech kolonach obdobné hodnoty Sitek pikd (0,055 min az 0,060 min), nejvyssi jsou na
kolon& A00283 (viz Obr. 19).

Tab. 103. Primérna sSitka pikd [min] derivat( kyseliny nikotinové v poloviné vysky piku na kolonach Astra
ZWIX ptipH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
isonikotinamid 0,057 0,060 0,057 0,055 0,057 0,059
nikotinamid 0,057 0,060 0,057 0,055 0,057 0,059
nikotinova kyselina 0,039 0,044 0,039 0,039 0,037 0,043
isonikotinova kyselina 0,045 0,048 0,048 0,046 0,044 0,056
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Obr. 94: Graf sitek pikd derivat( kyseliny nikotinové v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX pti pH 3

(modre sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé sarze P1327)
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Na komercné dostupnych zwitterionotvych kolonach BEH Z HILIC a SYNCRONIS se
hodnoty Sifek piku podobaji jen u kyseliny nikotinové a isonikotinové (0,033 min az
0,039 min). U isonikotinamidu a nikotinamidu jsou na koloné BEH Z HILIC piky Sirsi (viz

Obr. 20). Nejuzsi piky maji analyty na koloné BEH HILIC (0,019 min aZ 0,032 min),

jsou uvedeny v Tab. 104 a na Obr. 95. Oproti kolonam Astra ZWIX, jez maiji Sitky pikd
0,037 min az 0,060 min, maji komercné dostupné zwitteriontové kolony uzsi piky

(0,029 min az 0,049 min).

Tab. 104: Primérna Sitka pik( [min] derivatld kyseliny nikotinové v poloviné vysky piku na komercné
dostupnych kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS | OMEGA SUGAR | BEH HILIC BEH AMIDE
isonikotinamid 0,049 0,026 0,029 0,020 0,064
nikotinamid 0,049 0,026 0,029 0,019 0,064
nikotinova kyselina 0,036 0,033 - 0,032 0,075
isonikotinova kyselina 0,039 0,039 - 0,031 0,072
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Obr. 95: Graf sifek pikd derivatd kyseliny nikotinové v poloviné vysky piku na komeréné dostupnych
kolonach pfi pH 3

5.4.2.2 Hodnoceni Sitky piku v poloviné jeho vysky pf¥i pH 6
PFi pH 6 Ize na kolonach Aastra ZWIX pozorovat vzidy u jedné kolony z Sarze Sirsi piky
téchto kyselin, a to u kolon A00283, A00278 a A00279. Jak uvadi Obr. 96 a Tab. 105,

Sirka piku kyseliny isonikotinové ma na vSech testovanych kolonach vyssi hodnotu nez
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Obr. 23).

Tab. 105: Prlimérna Sirka pikd [min] derivatl kyseliny nikotinové v poloviné vysky piku na kolonach Astra
ZWIX pfipH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
isonikotinamid 0,063 0,071 0,061 0,063 0,065 0,068
nikotinamid 0,063 0,071 0,061 0,063 0,065 0,068
isonikotinova kyselina 0,040 0,050 0,042 0,047 0,040 0,048
nikotinova kyselina 0,037 0,046 0,037 0,041 0,036 0,045
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Obr. 96: Graf sifek pikd derivat( kyseliny nikotinové v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(modre Sarze P1329, zelené Sarze P1328, zlutohnédé Sarze P1327)

U komercné dostupnych zwitteriontovych kolon se hodnoty Sifek pika velmi lisi od
0,026 min do 0,053 min. Na koloné BEH Z HILIC jsou piky Sirsi nez na koloné
SYNCRONIS (viz Obr. 25). Z ostatnich komerc¢né dostupnych kolon jsou vSechny piky
Siroké na koloné BEH AMIDE (0,054 min a 0,064 min) a piky kyselin isonikotinové a
nikotinové téz na koloné OMEGA SUGAR (0,057 min a 0,058 min). Nejuzsi piky maji
analyty na koloné BEH HILIC (0,019 min a 0,020 min), jak je uvedeno v Tab. 106 a na
Obr. 97. Oproti kolonam Astra ZWIX, jez maiji Sitky pikd 0,036 min az 0,071 min, maji

komercéné dostupné zwitteriontové kolony i pfi pH6 uzsi piky (0,026 min az 0,053 min).
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Tab. 106: Pramérna Sitka pikd [min] derivat( kyseliny nikotinové v poloviné vysky piku na komeréné
dostupnych kolonach pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC | SYNCRONIS | OMEGA SUGAR | BEHHILIC | BEH AMIDE
isonikotinamid 0,050 0,026 0,028 0,020 0,064
nikotinamid 0,050 0,026 0,027 0,019 0,064
isonikotinova kyselina 0,053 0,028 0,057 0,019 0,054
nikotinova kyselina 0,053 0,026 0,058 0,019 0,054
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Obr. 97: Graf Sitek pik( derivatd kyseliny nikotinové v poloviné vysky piku na komercéné dostupnych
kolonach pfi pH 6

5.4.3 Hydrofilni vitaminy

5.4.3.1 Hodnoceni Sirky piku v poloviné jeho vysky pf¥i pH 3

0,0141 min), dale u pyridoxinu (0,076 min az 0,110 min) a kyseliny listové (0,056 min az
0,110 min). Naopak uzké piky (0,027 min az 0,040 min) vykazuji nikotinamid a
riboflavin, jejich hodnoty jsou srovnatelné na vsSech kolonach. Pyridoxin vykazuje
srovnatelnou Sitku piku (0,076 min az 0,081 min) na kolondch A00281, A00277 a na

kolonach sarze P1328, jak je zfejmé z Tab. 107 a Obr. 98. Kyselina listova ma nejuzsi pik

.....

testovanych hydrofilnich vitamina (0,037 min aZz 0,141 min). Hodnoty Sifek pikd se na
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kolondch Sarze P1328 podobaji nejvice ve srovnani s kolonami jinych Sarzi. Lisi se

pouze u piku kyseliny listové a thiaminu.

Tab. 107: Primérna Sirka pikdG [min] hydrofilnich vitamin( v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX
pfipH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
nikotinamid 0,035 0,038 0,033 0,032 0,033 0,040
riboflavin 0,031 0,037 0,028 0,027 0,029 0,037
kyselina listova 0,056 0,110 0,074 0,096 0,081 0,069
pyridoxin 0,081 0,110 0,076 0,081 0,081 0,100
thiamin 0,138 0,141 0,074 0,096 0,147 0,111
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Obr. 98: Graf sitek pikd hydrofilnich vitamin( v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(modre sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé sarze P1327)

.....

koloné SYNCRONIS a BEH AMIDE (0,050 min a 0,075 min), u pyridoxinu na koloné BEH
AMIDE (0,070 min) a u thiaminu na koloné BEH Z HILIC a SYNCRONIS (0,058 min a
0,067 min). NejuZzsi piky (0,017 min az 0,023 min) naopak vykazuje kolona BEH HILIC
u riboflavinu (0,029 min). Siroké piky (0,042 min a 0,046 min) ma nikotinamid na
koloné BEH Z HILIC a BEH AMIDE, jak je uvedeno v Tab. 108 a na Obr. 99. Chybégjici
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hodnoty Sitek piku jsou u analytli, jeZz nejsou na danych kolonach eluovany (viz

Obr. 29). Oproti kolondm Astra ZWIX, jez maji Sitky pik( 0,027 min az 0,141 min, maji

komercéné dostupné zwitteriontové kolony uzsi piky (0,024 min az 0,067 min).

Tab. 108: Prdmérna Sitka pikG [min] hydrofilnich vitamin( v poloviné vysky piku na komercéné
dostupnych kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
nikotinamid 0,042 0,026 0,027 0,046
riboflavin 0,030 0,029 0,025 0,023
kyselina listova 0,030 0,050 - 0,075
pyridoxin - - 0,031 0,070
thiamin 0,058 0,067 0,026 0,031
kobalmin - 0,024 - 0,040
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Obr. 99: Graf sifek pikd hydrofilnich vitamind v poloviné vysky piku na komercéné dostupnych kolonach pfi pH 3

5.4.3.2 Hodnoceni Sirky piku v poloviné jeho vysky pfi pH 6

eve

v/

na vsech kolonach Astra ZWIX (viz Obr. 31). Jak je zfejmé z Tab. 109 a z Obr. 100,

nejuzsi pik na vSech testovanych kolonach ma pfi pH 6 riboflavin (0,028 min az 0,036

min), a poté nikotinamid (0,034 min az 0,043 min). Témér totoznou Sirku piku maji tyto

analyty na kolonach Sarze P1328, u ostatnich analytd se jiz tyto kolony mezi sebou lisi,
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nejvyraznéji u thiaminu. Podobnou Sitku piku (0,039 min az 0,044 min) maji téz

pyridoxin a kyselina listovd B na kolonach Sarze P1327.

Tab. 109: Primérna Sitka piklG [min] hydrofilnich vitaminG v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX

pfipH 6
analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
nikotinamid 0,037 0,042 0,035 0,034 0,035 0,043
pyridoxin 0,054 0,048 0,043 0,051 0,041 0,044
riboflavin 0,030 0,042 0,028 0,029 0,028 0,036
kyselina listova A 0,063 0,076 0,044 0,057 0,050 0,042
kyselina listova B 0,036 0,050 0,043 0,070 0,043 0,039
thiamin 0,109 0,099 0,068 0,130 0,078 0,094
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Obr. 100: Graf sitek pikd hydrofilnich vitamin( v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(modre Sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé sarze P1327)

Ve w7

BEH AMIDE (0,065 min a 0,110 min), jak je zfejmé z Tab. 110 a Obr. 101. Uzké piky

vykazuji analyty na koloné OMEGA SUGAR (0,025 min az 0,033 min), nejuzsi pik ma

vSak nikotinamid na koloné BEH HILIC (0,020 min). Ze zwitteriontovych komercéné

dostupnych kolon maji analyty SirSi piky na koloné BEH Z HILIC (0,033 min aZ 0,045

min), kromé riboflavinu, ktery ma na této koloné pik mirné uzsi (0,028 min) ve srovnani

s pikem na koloné SYNCRONIS (0,031 min). Piky analytd na komercné dostupnych

zwitteriontovych kolondch jsou uzsi (0,024 min az 0,065 min) oproti pikiim na kolnach
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Astra ZWIX (0,028 min az 0,130 min). Chybéjici hodnoty Sifek piku jsou u analyt(, jez

nejsou na danych kolondch eluovany (viz Obr. 32).

Tab. 110: Primérnd Sitka pikd [min] hydrofilnich vitaminG v poloviné vysky piku na komercné
dostupnych kolonach pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
nikotinamid 0,043 0,026 0,027 0,020 0,046
pyridoxin - 0,065 0,033 - 0,110
riboflavin 0,028 0,031 0,025 0,044 0,024
kyselina listova A 0,033 0,026 - 0,037 0,027
kyselina listovd B 0,033 0,025 - 0,037 0,027
thiamin 0,045 0,040 0,028 0,028 0,031
kobalamin - 0,024 - - -

E‘ 0,12
E
> 0,10
3
»n
9
° 0,08 mBEH Z HILIC
2
& 0,06 B SYNCRONIS
3
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Obr. 101: Graf sitek pikd hydrofilnich vitamin v poloviné vysky piku na komerc¢né dostupnych kolonach pfi pH 6

5.4.4 Betablokatory

5.4.4.1 Hodnoceni Sitky piku v poloviné jeho vysky pfi pH 3
Nejuzsi piky (0,026 min az 0,037 min) na kolonach Astra ZWIX vykazuje bopindolol, a to
zvlasté na kolonach SarZe P1328 a na koloné A00277 (0,026 min az 0,028 min). Na

stejnych kolondach lze pozorovat i uzké piky acebutololu (0,029 min az 0,032 min).
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Atenolol ma na kolonach Sarzi P1328 a P1327 uzké piky (0,031 min az 0,035 min),

zatimco na kolonach Sarze P1329 Ize pozorovat piky Sirsi (0,053 min a 0,071 min). Piky

ostatnich BB, jez koeluuji (viz Obr. 34), jsou na vétsiné kolon Siroké (0,047 min az

0,092 min), pouze na koloné A00278 jsou uzsi (0,039 min). Hodnoty Sitky pikd BB pfi

pH 3 jsou uvedeny v Tab. 111 a zobrazeny na Obr. 102.

Tab. 111: Primérna Sitka pik( [min] betablokatort v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX pfi

pH 3
analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
bopindolol 0,037 0,036 0,027 0,026 0,028 0,036
propranolol 0,092 0,086 0,076 0,039 0,035 0,042
metoprolol 0,092 0,086 0,076 0,039 0,055 0,047
pindolol 0,092 0,086 0,076 0,039 0,055 0,047
acebutolol 0,044 0,041 0,029 0,029 0,032 0,040
atenolol 0,071 0,053 0,031 0,032 0,035 0,044
0,10
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bopindolol propranolol metoprolol pindolol acebutolol atenolol
analyty

Obr. 102: Graf sifek pik( betablokator( v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(modre Sarze P1329, zelené Sarze P1328, zZlutohnédé Sarze P1327)

Na komerc¢né dostupnych zwitteriontovych kolonach BEH Z HILIC a SYNCRONIS lze

pozorovat podobnou Sitku piku u bopindololu (0,021 min a 0,022 min), propranololu

(0,025 min a 0,024 min) a acebutololu (0,031 min). Pindolol ma mirné Sirsi pik na

koloné SYNCRONIS (0,031 min), atenolol naopak na koloné BEH Z HILIC (0,035 min).
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Témér stejnou Sifku piku lze pozorovat i u propranololu a pindololu na kolonach

OMEGA SUGAR a BEH HILIC (0,032 min a 0,031 min). NejuZsi piky vykazuje kolona BEH

AMIDE u propranololu, metoprololu, pindololu a atenololu (0,018 min az 0,021 min),

jak je uvedeno v Tab. 112 a na Obr. 103. Oproti kolondm Astra ZWIX (0,026 min aZ

0,092 min) maji piky na komercné dostupnych zwitteriontovych kolonach uZzsi piky

(0,021 min az 0,033 min). U metoprololu na koloné BEH Z HILIC hodnota Sitky piku

chybi, nebot tento analyt neni na dané koloné eluovan (viz Obr. 37).

Tab. 112: Prdmérna Sitka pikd [min] betablokator(i v poloviné vysky piku na komeréné dostupnych
kolonach pfi pH 3

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
bopindolol 0,022 0,021 0,037 0,018 0,020
propranolol 0,025 0,024 0,032 0,031 0,019
metoprolol - 0,024 0,024 0,031 0,021
pindolol 0,028 0,031 0,032 0,031 0,019
acebutolol 0,031 0,031 0,020 0,016 0,019
atenolol 0,033 0,025 0,022 0,021 0,018
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Obr. 103: Graf sifek pik( betablokator( v poloviné vysky piku na komercéné dostupnych kolonach pfi pH 3
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5.4.4.2 Hodnoceni Sitky piku v poloviné jeho vysky pfi pH 6

Uzké piky (0,028 min aZ 0,048 min) lze na kolonach Astra ZWIX opét pozorovat
u bopindololu, a to zvlasté na kolonach Sarze P1328 a na koloné A00277 (0,028 min az
0,031 min). Na stejnych kolondch ma uzké piky acebutolol (0,035 min az 0,037 min) a
ve srovnani s ostatnimi kolonami (0,052 min az 0,074 min) i atenolol (0,042 min az

0,046). Ostatni BB maji nejuzsi piky na kolonach Sarze P1328 (0,036 min a 0,039 min) a

vvvvv

vidét v Tab. 113 a na Obr. 104. Kolony Sarze P1328 maji velmi podobné Sitky piku,
oproti tomu kolony ostatnich Sarzi se mezi sebou lisi (viz Obr. 39). Nejvyssi rozdily Sifek
pikd analytt maji kolony A00281 a A00283.

Tab. 113: Primérna Sitka pik( [min] betablokatord v poloviné vysky piku na kolondch Astra ZWIX pfi
pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
bopindolol 0,034 0,048 0,030 0,031 0,028 0,044
propranolol 0,098 0,123 0,039 0,036 0,035 0,046
metoprolol 0,098 0,123 0,039 0,036 0,038 0,046
pindolol 0,098 0,123 0,039 0,036 0,041 0,046
acebutolol 0,047 0,059 0,035 0,036 0,037 0,046
atenolol 0,052 0,074 0,042 0,044 0,046 0,063
0,14
£
£ o012
B m A00281
2 01
° H A00283
€
= 0,08 = A00280
c
3 0,06 H A00278
©
o A00277
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Obr. 104: Graf sitek pikd betablokator( v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(modie Sarze P1329, zelené Sarze P1328, zlutohnédé Sarze P1327)
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U komercné dostupnych zwitteriontovych kolon se pfi pH 6 velmi lisi Sitky pikd vSech
analyt( (viz Obr. 40), kromé atenololu, ktery ma na obou kolonach témér totoznou
Sitku piku (0,027 min a 0,028 min). Ostatni analyty maji Sirsi piky na koloné BEH Z HILIC
(0,028 min az 0,039 min). Témér stejnou Sitku piku maji propranolol, metoprolol,
pindolol a acebutolol na kolonach BEH HILIC a BEH AMIDE (0,017 min a 0,018 min).
Hodnoty Sitek pik(i BB na komercné dostupnych kolonach pfi pH 6 jsou uvedeny v Tab.
114 a na Obr. 105. Oproti kolonam Astra ZWIX, jez maiji Sirky pik( 0,028 min az 0,123
min, maji komercné dostupné zwitteriontové kolony uzsi piky (0,020 min az
0,039 min).

Tab. 114: Prdmérna Sitka pikd [min] betablokatorl v poloviné vysky piku na komer¢né dostupnych
kolonach pfi pH 6

analyt BEHZHILIC | SYNCRONIS | OMEGA SUGAR | BEHHILIC | BEH AMIDE
bopindolol 0,039 0,027 0,020 0,028 0,023
propranolol 0,037 0,020 0,021 0,017 0,018
metoprolol 0,037 0,021 0,022 0,017 0,018
pindolol 0,028 0,022 0,021 0,017 0,018
acebutolol 0,039 0,022 0,023 0,018 0,018
atenolol 0,027 0,028 0,025 0,022 0,018
0,045
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Obr. 105: Graf sitek pikd betablokator( v poloviné vysky piku na komeréné dostupnych kolonach pfri pH 6
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5.4.5 Fenolické kyseliny

5.4.5.1 Hodnoceni Sitky piku v poloviné jeho vysky pfi pH 3

Siroké piky fenolickych kyselin pfi pH 3 Ize pozorovat na koloné A00281 (0,054 min a?
0,183 min), a to predevsim u 2,4-DHBA (viz Obr. 42). Na ostatnich kolonach vykazuji
(0,050 min az 0,183 min) je vzdy pik 2,4-DHBA. Na koloné A00277 ma vysoké hodnoty
(0,066 min) i 3,5-DHBA, a to kvali plné koeluci s 2,4-DHBA. Na koloné A00281 ma ze
stejného dlivodu vysoké hodnoty (0,090 min) 4-HBA s 3-HBA. NejuZzsi piky testovanych
fenolickych kyselin |ze pozorovat na koloné A00278 (0,028 min az 0,050 min).

Tab. 115: Primérna sitka pika [min] fenolickych kyselin v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX pfi
pH 3

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
4-HBA 0,090 0,046 0,051 0,037 0,037 0,049
3-HBA 0,090 0,046 0,046 0,033 0,043 0,052
3,5-DHBA 0,054 0,042 0,039 0,028 0,066 0,037
2,4-DHBA 0,183 0,105 0,050 0,050 0,066 0,083
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Obr. 106: Graf Sirek pikd hydrofilnich vitamin( v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX pfi pH 3

(modre sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé sarze P1327)
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Na komeréné dostupnych kolondch vykazuje Siroké piky 3-HBA a 3,5-DHBA na koloné

OMEGA SUGAR (0,058 min a 0,098 min) a velmi Siroky pik 2,4-DHBA na koloné BEH

HILIC (0,174 min). Sitka piku 4-HBA je na kolonach BEH Z HILIC a SYNCRONIS téméF

totoZna (0,018 min a 0,019 min). Uzké piky ma kolona SYNCRONIS i u ostatnich analyt(

(0,017 min az 0,027 min), jak je vidét v Tab. 116 a na Obr. 107. Oproti kolonam Astra

ZWIX, jez maji Sitky pikd 0,028 min az 0,183 min, maji komercné dostupné

zwitteriontové kolony uZzsi piky (0,017 min az 0,034 min). Chybéjici hodnota u 3-HBA na

koloné BEH HILIC je zpUsobena koeluci tohoto analytu s 4-HBA, proto nebyla spocitana.

Ostatni chybéjici hodnoty jsou u analytl, jeZz nejsou na danych kolonach eluovany (viz

Obr. 45).

Tab. 116: Primérna Sitka pik( [min] fenolickych kyselin v poloviné vysky piku na komercné dostupnych

kolonach pfipH 3

analyt BEH ZHILIC | SYNCRONIS | OMEGASUGAR | BEH HILIC BEH AMIDE
4-HBA 0,018 0,019 0,033 0,027 0,051
3-HBA - 0,017 0,058 - -
3,5-DHBA 0,032 0,024 0,098 0,044 0,031
2,4-DHBA 0,034 0,027 - 0,174 -
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Obr. 107: Graf sifek pik( hydrofilnich vitamin( v poloviné vysky piku na komer¢né dostupnych

kolonach pfti pH 3
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5.4.5.2 Hodnoceni Sitky piku v poloviné jeho vysky pfi pH 6

evvs

kolonach 3-HBA (0,025 min az 0,058 min), jak Ize pozorovat v Tab. 117 a na Obr. 108.
Hodnoty Sifek pikd se mezi kolonami v ramci Sarze lisi. Nejvice se mezi sebou lisi kolony
Sarze P1329, nejméné kolony Sarze P1327.

Tab. 117: Primérna Sitka pikt [min] fenolickych kyselin v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX pfi
pH 6

analyt A00281 A00283 A00280 A00278 A00277 A00279
2,4-DHBA 0,066 0,052 0,053 0,046 0,047 0,055
4-HBA 0,074 0,035 0,045 0,029 0,028 0,036
3-HBA 0,058 0,031 0,036 0,026 0,025 0,032
3,5-DHBA 0,064 0,033 0,039 0,029 0,031 0,037
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Obr. 108: Graf sifek pik( hydrofilnich vitamind v poloviné vysky piku na kolonach Astra ZWIX pfi pH 6

(modre sarze P1329, zelené Sarze P1328, Zlutohnédé Sarze P1327)

vvvvv

AMIDE (0,055 min), 4-HBA a 3-HBA na koloné OMEGA SUGAR (0,053 min a 0,047 min),
3,5-DHBA na koloné BEH AMIDE (0,037 min), jak je uvedeno v Tab. 118 a na Obr. 109.
Zwitteriontové kolony BEH Z HILIC a SYNCRONIS se mezi sebou mirné lisi. Sirsi piky maji
analyty na koloné BEH Z HILIC (0,026 min a 0,027 min), kromé 2,4-DHBA, jez ma Sirsi
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pik na koloné SYNCRONIS (0,039 min). Oproti kolondm Astra ZWIX, jez maji Sitky pikQ
0,025 min az 0,074 min, maji komercné dostupné zwitteriontové kolony uzsi piky
(0,022 min az 0,039 min). Chybéjici hodnoty Sifek pik( jsou u analytl, jez nebyly na
danych kolondach eluovany (viz Obr. 48).

Tab. 118: Primérna Sitka pik( [min] fenolickych kyselin v poloviné vysky piku na komercné dostupnych
kolonach pfi pH 6

analyt BEH Z HILIC SYNCRONIS OMEGA SUGAR BEH HILIC BEH AMIDE
2,4-DHBA 0,028 0,039 0,035 - 0,055
4-HBA 0,027 0,023 0,053 0,032 0,041
3-HBA 0,026 0,022 0,047 0,019 0,028
3,5-DHBA 0,026 0,023 - 0,030 0,037
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Obr. 109: Graf sifek pik( hydrofilnich vitaminG v poloviné vysky piku na komercéné dostupnych
kolonach pfi pH 6
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5.5 Optimalizace chromatografickych podminek

5.5.1 Zmeéna gradientu

5.5.1.1 Nukleové baze a nukleosidy

Cilem optimalizace bylo separovat thymin s uracilem a 5-methyluridin s uridinem.

Nukleové baze se nejlépe separovaly za vychozich podminek (gradient od 98 % ACN do

50 % ACN). PFi gradientu od 98 % ACN nedoSlo témér k Zzadné zméné v separaci. Pfi

gradientu od 90 % ACN doslo k mirnému zhorSeni separace. Pfi pH 5 koeluovaly

cytosin, cytidin a guanosin, pfi pH 4 koeluoval cytosin s cytidinem. PFi gradientu od 80

% ACN za vSech hodnot pH je patrna koeluce thyminu s uracilem, 5-methyluridinem

s uridinem, a ddle koeluce adenosinu s adeninem a cytosinu s cytidinem a guanosinem.

K jeSté vétSimu zhorSeni doslo pfi gradientu od 70 % ACN. Jako pfiklad uvadim

chromatogramy nukleovych bazi a nukleosidd pfi pH 6 pfi proménlivém pocatecnim

sloZzeni MF a pfi koncovém slozeni 50 % ACN (viz Obr. 110), nebot zménou koncového

sloZeni gradientu doslo pouze ke zméné separace pozdéji eluovanych pikd.

0.03d radientod 98 % do 50 % ACN 0.0a5]| 8radiept od 90 % do 50% ACN
0.024 0.030
=]
3 =
0.012% 0.015
0.00 . ; . ; 0.000
0.00 1.00 2.00 3.00 4,00 5.00 o0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.0C
retenéni éas [min] retenéni éas [min]
gradignt od 80 % do 50 % ACN 0.075 gradignt od 70 % do 50 % ACN
0.048
0.032 0.050
2 E
0.016 0.025
0.000] = 0.000
0.00 1.00 2.00 3.00 4,00 5.00  0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.0(

retenéni €as [min]

retencni €as [min]

Obr. 110: Chromatogramy optimalizace gradientu nukleovych bazi a nukleosidi pfi pH 6
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5.5.1.2 Derivaty kyseliny nikotinové

Cilem optimalizace gradientu nikotinl bylo rozdélit isonikotinamid a nikotinamid.
Derivaty kyseliny nikotinové se nejlépe separovaly za vychozich podminek (gradient od
98 % ACN do 50 % ACN). Pfi gradinetu od 98 % ACN, jak se postupné gradient staval
méné strmy, zlstdvaly isonikotinamid a nikotinamid téméf beze zmény, kromé
gradientu od 98 % do 90 %, kde doslo k mirnému zlepseni separace téchto dvou pikd

(viz Obr. 111). Zhorsil se v3ak tvar pik( kyseliny isonikotinové a nikotinové.

0.018 {gradient od 98 % do 50 % ACN

0.012

0.006

0.000 sondhds

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
retenéni €as [min]

0.018{gradient od 98 % do 90 % ACN

0.012

=]

<

0.006 }t

0.000 M

0.00 1.20 2.40 3.60 4.80 6.00
retenéni éas [min]

Obr. 111: Chromatogramy optimalizace gradientu MF u derivat kyseliny nikotinové pfi pH 3 pfi pocatecnim
sloZzeni MF 98 % ACN

PFi gradientu od 90 % ACN koeluovaly isonikotinamid a nikotinamid Uplné, nedoslo ani
k ¢astecné separaci. Pti gradinetu od 80 % ACN i pti gradientu od 70 % ACN pfi pH 6 a
pH 5 doslo k ¢astecné koeluci vSech zkoumanych derivat( kyseliny nikotinové, pfi pH 4
jsou dva piky (Uplna koeluce isonikotinamidu s nikotinamidem a kyseliny isonikotinové
s kyselinou nikotinovou), pfi pH 3 tfi piky (Uplnd koeluce isonikotinamidu s nikotin-
amidem, kyseliny isonikotinova a nikotinova jsou separovany dostatecné). Jako priklad
uvadim na Obr. 112 chromatogramy derivatl kyseliny nikotinové pfi pH 3 pfi
koncovém slozeni MF 50 % ACN. Zajimavosti je, Zze pfi pH 4 koeluuji kyseliny

isonikotinova a nikotinova jiZz od gradientu 98 % do 70 % ACN.
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Obr. 112: Chromatogramy optimalizace gradientu MF u derivatl kyseliny nikotinové pfi pH 3 pfi
koncovém slozeni MF 50 % ACN

5.5.1.3 Betablokatory

Cilem optimalizace gradientu BB bylo rozdélit propranolol, metoprolol, pindolol a
acebutolol. PFi gradientu od 98 % ACN pfi vSech hodnotach pH dochazelo postupné ke
zlepSeni separace acebutololu a propranololu dle toho, jak se gradient staval méné
strmy. Stejné tak tomu bylo i u gradientu od 90 % ACN. Separace zminénych dvou
betablokatord byla jesté mirné zlepSena oproti gradientu od 98 % ACN. Jako priklad
uvadim na Obr. 114 chromatogramy BB pfi pH 6 pfi gradientu od 98 % ACN a od 90 %
ACN. U gradientu od 80 % ACN dochazelo u pH 6 a pH 5 také postupné k lepsi separaci
pindololu a acebutololu. Ta vSak byla horsi nez u gradientu od 90 % ACN. Pfi pH 4 a
pH 3 nedoslo k témér zadnému zlepSeni separace pfi gradientu od 80 % ACN. Pfi
gradientu od 70 % ACN doslo pti vSech hodnotach pH k vyraznému zhorseni koeluce
propranololu, metoprololu, pindololu a acebutololu, vytvofily jeden pik. Jako pfiklad
uvadim na Obr. 113 chromatogramy BB pfi pH 6 pti koncovém sloZzeni MF 50 % ACN.
Tento gradient mél nejhorsi vysledky. Nejlepsi podminky separace pro BB pfi pH 6 a
pH 5 byl gradient od 90 % ACN do 70 % ACN, pfi pH 4 a pH 3 jsou nejlepsi podminky pfi
gradientu od 98 % ACN do 70 % ACN. Pfi zadném gradientu se vSak nepovedlo ani

Castecné separovat metoprolol a pindolol.
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Obr. 114: Chromatogramy optimalizace gradientu MF u BB p¥i pH 6
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5.5.2 Optimalizace teploty kolony
Teplota kolony byla zvySena na 50°C, a poté na 60°C.

Zménou teploty doslo u vSech testovanych skupin latek za vSech pH k vyraznému
zhorseni separace sledovanych analytd. Zvysujici se teplota vedla ke zhorseni separace.
Jako priklad uvadim chromatogramy nukleovych bazi a nukleosidd na Obr. 115 pfi

pH 6, derivat( kyseliny nikotinové na Obr. 116 pfi pH 3 a BB na Obr. 117 pfi pH 6.
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Obr. 115: Chromatogramy optimalizace teploty kolony u nukleovych bazi a nukleosid( pti pH 6
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Obr. 116: Chromatogramy optimalizace teploty kolony u nikotind pfi pH 3
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Obr. 117: Chromatogramy optimalizace teploty kolony u BB pfi pH 6
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5.5.3 Optimalizace priutoku mobilni faze

Pritok byl zvysen z 0,5 ml/min na 0,7 ml/min, ¢imZ doslo ke sniZeni retence

sledovanych analyta.

Ve skupiné nukleovych bazi a nukleosidd doslo pfi pH 6, pH 5 i pH 4 ke zhorSeni
koeluce 5-methyluridinu a uridinu a doslo ke koeluci guanosinu, cytidinu a cytosinu. Pfi
pH 3 vSak doSlo k mirnému zlepSeni separace adeninu a guanosinu. Jako pftiklad

uvadim na Obr. 118 chromatogramy nukleovych bazi a nukleosid( pfi pH 6 a pH 3.
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Obr. 118: Chromatogramy optimalizace pritoku MF u nukleovych bazi a nukleosidd pfi pH 6 a pH 3

U derivatd kyseliny nikotinové zména pritoku nevedla témér k Zzadnym zméndm za
testovanych podminek. ZlepSeni separace isonikotinamidu a nikotinamidu lze
pozorovat pouze pfi pH 6, jak je uvedeno na Obr. 119. Pfi pH 4 doslo k ¢astecné koeluci

kyseliny nikotinové a isonikotinové.
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Obr. 119: Chromatogramy optimalizace priatoku MF u derivat( kyseliny nikotinové pfi pH 6
Ani u skupiny BB nepomohlo zvyseni pritoku k lepsi separaci analyt(, spiSe naopak. Pfi

pH 3 doslo k celkovému zhorSeni separace (viz Obr. 120), pfi pH 4 a pH 5 atenolol

frontuje vyraznéji, pti pH 6 se separace nezmeénila.
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Obr. 120: Chromatogramy optimalizace pritoku MF u BB pfi pH 3
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6. Zaveér

V ramci diplomové prace bylo hodnoceno Sest kolon Astra ZWIX s vyuZitim péti skupin
latek (nukleovych bazi a nukleosidl, derivatl kyseliny nikotinové, hydrofilnich
vitaminQ, betablokator( a fenolickych kyselin). Analyze na novych kolonach Astra ZWIX
predchazela analyza na péti komercné dostupnych kolonach (BEH Z HILIC, SYNCRONIS,
OMEGA SUGAR, BEH HILIC a BEH AMIDE). Byl popsan retencni ¢as analyzovanych latek

na téchto kolonach, dale rozliseni pik(, jejich asymetrie a Sitka pik( v poloviné vysky.

evvs

v retencnich ¢asech a Sifce piku Sarze P1327, v rozliSeni a asymetrii piku Sarze P1328.

Dale je zfejmé, Ze pro analyzu nukleovych bazi a nukleosid( pfi pH 3 i pH 6 jsou
nejvyhodnéjsi kolony SarZze P1328, pro analyzu derivatd kyseliny nikotinové kolony
Sarze P1329, u hydrofilnich vitaminG pti pH 3 kolony Sarze P1329, pfi pH 6 Sarze P1327.
Pro analyzu betablokatoru jsou vyhodnéjsi kolony Sarze P1328, pro analyzu fenolickych

kyselin pti pH 3 kolony Sarze P1328, pfi pH 6 kolony SarZze P1327.

Pfi porovnani s komercné dostupnymi kolonami bylo zjisténo, Ze piky na kolonach
Astra ZWIX maji oproti pikiim na komer¢né dostupnych kolonach nizsi hodnoty
rozliSeni, vyssi hodnoty asymetrie a SirSi piky, coz je zplUsobeno tim, Ze kolony Astra
ZWIX maiji vétsi ¢astice. Opakovatelnost retencnich ¢asl splnuji piky na vsech kolonach
Astra ZWIX i na komercné dostupnych kolondch. Jedina vyjimka je 3,5-DHBA na koloné

A00281, jeji¥ RSD pF¥i pH 3 je 1,28 %.

Kolony Astra ZWIX se hodi nejen pro analyzu vybranych péti skupin latek, ale i pro dalsi

hydrofilni 1atky.
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