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Seznam zkratek

ACN acetonitril

AGP kysely a;-glykoprotein

ATB antibiotikum

AVI avidin

B benfluron

Bopa 2-(4-isobutyrylfenyl)propionova kyselina
Bppa 2-(4-n-butylfenyl)propionova kyselina
BSA bovinni sérovy albumin

CBH celobiohydrolasa

CD cirkularni dichroismus

CE kapilarni elektroforéza

CSp chirdlni staciondrni faze

CyD cyklodextrin(y)

C-ZrO, zirkoniova stacionarni faze modifikovana uhlikem
D dimefluron

DNBPG 3,5-dinitrobenzoylfenylgylcin

EDTA N, N-ethylendiamintetraoctova kyselina
EDTPA N,N-ethylendiamintetramethylfosfonova kyselina
ELSD evaporative light scattering detector
EtOH ethanol

HETP vyskovy ekvivalent teoretického patra
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
HSA lidsky sérovy albumin

Ibap 4-isobutylacetofenon

Ibu ibuprofen

ICH International Coference on Harmonisation
ICR iontova cyklotronova rezonance

IPA propan-2-ol

IT iontova past

LC kapalinova chromatografie

LC-MS kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
LLSD liquid light scattering detector

LSER linear solvation energy relationship

M mol

MALDI ionizace laserem za i¢asti matrice

MCT mikrokrystalicky triacetat celulosy

MeOH methanol

MeP methylparaben

u-TAS micro total analysis systems

MTPA-CI a-methoxy-a-(trifluormethyl)fenylacetylchlorid
NMR nuklearni magneticka rezonance
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Seznam zkratek
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PBD

PBD-ZrO,
PhBa
PHpze

pl

PrP

PS
PS-ZrO,

Q

QqQ
red-B

red-D
RP
RPLC
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SLP
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kapalinova chromatografie v klasickém uspotadani
silikagelova C18 stacionarni faze
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polybutadien

zirkoniova stacionarni faze modifikovana polybutadienem
4-hydroxybenzoova kyselina
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propylparaben

polystyren

zirkoniova stacionarni faze modifikovana polystyrenem
kvadrupolovy analyzator
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redukovany dimefluron

reverzni faze
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spravna laboratorni praxe

spravna vyrobni praxe

termaly tuned tandem column concept

triethoxysilan

tetrahydrofuran

analyzator doby letu

cirkularni dichroismus ptfechodné vibra¢nich stavli molekuly
slaby anex

zirkoniova stacionarni faze s navazanym C18 fetézcem
z toho plyne, z toho vyplyva
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Disertacni prace Uvod

Chromatografické metody jsou vysokoucCinné separaéni metody slouzici
k vzijemnému odd¢leni analyzovanych slozek ve smési a zaroven k jejich
kvalitativni 1 kvantitativni analyze. S vyuzitim chromatografie se mizeme setkat jiz
ve starovéku, kdy nachazime zminky o ¢iSténi motské vody piekapanim pies urcité
jilovité horniny. Za zaklad modernich chromatografickych metod je povazovéna
prace ruského botanika M. S. Cvéta, kterou prednesl 21.3.1903 na zasedani
biologické sekce varSavské ptirodovédecké spoleCnosti. Ve své praci popsal
vysledky experimentli pii separaci listovych barviv pomoci sloupcové adsorpéni
chromatografie na stovce riznych sorbentd. Mimoradny vyznam tohoto objevu byl
ale docenén az s odstupem doby. Mohutny rozvoj chromatografie se datuje az od
roku 1931, kdy Kuhn se svymi spolupracovniky aplikoval Cvétovu metodu na
separaci polyenovych barviv.

Chromatografie zasadnim zpisobem prispéla k rozvoji chemickych disciplin
(obzvlast¢ analytické chemie a biochemie), ale stala se také nepostradatelnou
metodou v biologickych a lékatskych védach, pii kontrole zivotniho prostiedi,
pramyslovych procesii a vyrobkii. Nelze si bez ni predstavit moderni analytickou,
klinickou ¢i toxikologickou laboratof. Z hlediska vyvoje se dostavame od adsorp¢ni
sloupcové chromatografie, vyvinut¢ Cvétem, pies chromatografii rozdélovaci
(Martin a Synge Nobelova cena 1952), papirovou, tenkovrstvou, plynovou ¢i
vysokoucinnou kapalinovou az k modernim kapilarnim a elektrochromatografickym
technikdm. Nesmirny rozmach riznych detekénich principi dnes umoziuje
analyzovat femto- az attomolové koncentrace latek. V soucasné dob¢ patii
chromatografické techniky bezesporu k nejicinnéjsim a nejcitlivéjSim analytickym
metodam. Vyroba chromatografické instrumentace predstavuje rozsahlé a vynosné
pramyslové odvétvi a totéz plati o vyrobé chromatografickych kolon. Moderni,
pocitacem fizend a uzivatelsky privétiva chromatografickd instrumentace umoznuje
provadét denné desitky analyz na jednom pfistroji a miizeme bez nadsazky fici, ze
dalsi rozvoj lidského védéni je bez modernich chromatografickych metod
nemyslitelny.
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Disertacni prace Cil prace

Z chromatografickych metod ma HPLC ve farmaceutické analyze dominantni
postaveni. Tato disertani prace se z obsahlé problematiky HPLC soustfedi na dvé
vyznamna témata, kterd jsou naplni experimentalni prace.

1) problematika tykajici se stacionarnich fazi v HPLC

2) problematika enantiomernich separaci se zaméfenim na nejcastéji
pouzivané chirdlni stacionarni faze pro HPLC

ad 1) Vétsina separaci je dnes realizovana na reverznich silikagelovych stacionarnich
fazich. Chemické procesy uplatitujici se pifi chromatografii na silikagelovych
stacionarnich fazich a pii modifikaci jeho povrchu, jsou dnes jiz velmi dobie
prostudovany. Stejné¢ tak jsou znamy i nevyhody tohoto materidlu. Za hlavni
nevyhodou vazanych silikagelovych staciondrnich fazi je mozno povazovat jejich
nedostate¢nou chemickou a tepelnou stabilitu. Ackoliv zavedenim novych vyrobnich
postupil je dnes mozné ziskat chemicky i tepelné odolné;jsi silikagelové sorbenty nez
diive, stale jsou vyvijeny nové typy HPLC stacionarnich fazi. Vyzkum mapujici
moznosti uplatnéni jinych nez silikagelovych stacionarnich fazi probihd jiz fadu let.
Pozornost je vénovana mimo jiné i kolondm na bazi oxidu zirkonicitého, ktery se zda
byt vhodnou alternativou silikagelu. Sorbenty na bazi ZrO, maji vybornou
chemickou a tepelnou stabilitu a 1isi se od silikagelovych v retenci i selektivité. Tyto
rozdily, vyplyvajici z odliSnych chemickych vlastnosti obou materidli, se mohou
vyrazn¢ uplatnit pii separacnim procesu.

ad 2) Chiralita zivych organismi se zasadn¢ podepisuje na interakcich s biologicky
aktivnimi latkami. V disledku toho mohou byt pro jednotlivé enantiomery rozdily
v biologické dostupnosti, distribuci, ptisobeni na receptory, metabolismu a eliminaci.
Béhem poslednich deseti let se zvySila dulezitost chirality z divodi védeckych
i ekonomickych. Mezi oblasti, kde se chiralit¢ vénuje zvySend pozornost, patii
pfedevsim sledovani enantioselektivniho uUc¢inku 1é¢iv a také studium odlisného
plisobeni enantiomerti pesticidi a slozek potravin. Optické izomery lze oddé¢lit
libovolnou technikou pokud se vytvofi stereoselektivni prostfedi. Separace
enantiomert na chiralnich staciondrnich fazich pomoci kapalinové chromatografie se

staly nezbytnym néstrojem v mnoha oblastech moderniho vyzkumu.

Cilem diserta¢ni prace bylo:

ad 1) vyzkouSet na konkrétnim piikladu moznosti vyuziti odliSnych vlastnosti
zirkoniovych stacionarnich fazi v kontrole 1é¢iv.

ad 2) vypracovat vhodnou chirdlni HPLC metodu pro srovndni redukéniho
metabolismu karbonylové skupiny u potencidlniho antineoplastika dimefluronu
ajeho strukturniho pfedchiidce benfluronu a doplnit jiz diive ziskané poznatky
o metabolismu téchto latek.

Vysledky expetimentalni prace jsou shrnuty ve ttech pracich publikovanych v zahra-
ni¢nich impaktovanych ¢asopisech.
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Disertacni prace Vysokoucinna kapalinova chromatografie - HPLC

3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie - HPLC

Pti vSech chromatografickych metodach dochazi k mnohonasobnému ustavovani
dynamické rovnovahy analytu mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Stacionarni faze
ma schopnost riznou mérou zadrZovat jednotlivé slozky analyzované smési. Mobilni
faze, jako hybna sila separa¢niho procesu, eluuje jednotlivé latky ze stacionarni faze
a unasi je ve sméru vlastniho toku. Rychlost postupu latky kolonou je dana sorpcni
rovnovahou, tzn. ¢im vice je latka zadrZzovéna stacionarni fazi, tim pomaleji
postupuje v daném chromatografickém systému. Chromatografické metody lze
rozdg¢lit dle vice raznych kriterii [1,2]:

a)povahy separacniho procesu — fyzikalni adsorpce, fyzikéalni rozpousténi ve fazi,
chemicka reakce v objemu nebo na povrchu faze (acidobazickd rovnovaha,
tvorba koordinac¢nich komplexli, asociace iontovych pard, vyména iontl),
sterické efekty, bioafinitni asociace;

b)instrumentalniho uspofadani — chromatografie v koloné nebo v plosSném
usporadani;

¢)zpusobu vyvijeni — chromatografie elu¢ni, vytésnovaci, frontalni;,

d)skupenstvi mobilni a stacionarni faze — chromatografie v systému kapalina-
tuha latka, kapalina-kapalina, plyn-kapalina, plyn-tuhd latka;

e)skupenstvi mobilni faze — chromatografie plynova, kapalinova, superkriticka
fluidni.

Na zaklad¢ vyse uvedenych parametri je mozné nalézt selektivni a ucinny
chromatograficky systém pro déleni prakticky vSech organickych latek rozpustnych
ve vodé (zfedénych kyselinach ¢i bazich) nebo v organickych rozpoustédlech.

3.1.1 Vyuziti HPLC ve farmaceutické praxi

Vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC doznala za dobu své existence
velkého rozmachu a je Siroce vyuzivana i ve farmaceutické analyze, kde je v mnoha
ptipadech metodou volby. Pfi vhodné kombinaci chromatografické kolony, mobilni
faze a detek¢ni techniky lze dostatecné separovat jednotlivé slozky smési v kratkém
Case a s vysokou citlivosti pro jednotlivé analyty. Pomoci HPLC lze analyzovat
velmi Siroké spektrum latek od silné€ nepolarnich po polarni a od nizkomolekularnich
az po latky s vysokou molekulovou hmotnosti [2,3]. Konverze analytické informace
do znalosti o cilové struktufe, 1éCivé substanci €i 1é¢ivém pfipravku, ma obrovsky
vyznam, protoze vede ke kvalitnimu, G¢innému a bezpe¢nému 1éku. Obecné lze

shrnout uplatnéni HPLC ve farmacii v nasledujicich bodech:

e hledani novych 1é¢iv — uplatiiuje se predev§im v kombinaci s modernimi
detek¢nimi technikami jako je hmotnostni spektrometrie (LC-MS) nebo
nuklearni magneticka rezonance (LC-NMR). Piedevsim spojeni LC-MS patfi
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ke standardnimu vybaveni kazdé laboratote, kterd se zabyva strukturni
analyzou (dentifikace latek z pfirodnich materiali, sledovani mechanismu
reakci pfi syntéze 1éCiv, objasnovani degrada¢nich procesi, atd.)[4,5,6];

e izolace latek — ziskdvani ptirodnich latek, purifikace finalnich produkti,
separace vedlejSich produktl syntetickych reakci ¢i degradacnich procest za
ucelem identifikace a kvantifikace nebo urCeni analytickych parametri
(odezvovy faktor). Dale pak se jedna se o izolaci jednotlivych slozek smési
pro biologické testovani napft. ucinku, toxicity, atd.;

e totoznost a kvantita — k zabezpeceni maximalni kvality 1é¢iva nebo 1é¢ivého
pfipravku je nutno prokdzat, ze obsahuje deklarovanou aktivni latku
v odpovidajici kvalit¢ a udaném mnozstvi. Zde se HPLC uplatnuje jako
rutinni analyticka metoda nejc¢astéji v kombinaci s UV nebo DAD detektory.
K ovéfeni totoznosti se nejéastéji vyuziva shoda retenéniho ¢asu dané latky
s ptislusnym standardem a casto byva tento udaj doplnén i shodou UV
spekter. Pro kvantifikaci latek se nejCastéji pouzivaji nasledujici postupy —
metoda vnéjSiho nebo vnitiniho standardu, kalibracni metoda nebo metoda
normalizace [7,8,9];

e vyvoj novych nebo inovovanych 1ékovych forem — sledovnani farmaceutické
dostupnosti, stability, interakei atd.;

e analyza latek v biologickém materialu — studium farmakokinetickych
parametr, studium metabolismu, stanoveni plazmatickych koncentraci
aktivnich latek ¢i jejich metabolitl, zjistovani biologické dostupnosti
u novych latek nebo v bioekvivalentnich studiich [1,2,3]. Velky vyznam ma
v této oblasti chirdlni analyza, vzhledem ke skutecnosti, ze jednotlivé
farmakokinetick¢ 1 farmakodynamické parametry enantiomeri se mohou
vyrazné liSit [10,11]. Vyznamné se HPLC uplatiiuje 1 v dalSich oblastech jako
je toxikologie, forenzni medicina nebo dopingovy screening.

3.1.2 Strucny prehled souc¢asné HPLC instrumentace

Moderni kapalinové chromatografy byvaji koncipovany jako viceucelové
systémy, aby je bylo mozno pouzit i pro analyzy, které byly dfive uréeny pfistrojim
se specidlnim urcenim [1]. Vyrobeci je nabizi bud’ ve stavebnicovém provedeni, které
lze sestavit tzv. na miru pro pozadovany tcel, nebo jako kompaktni jednotku, kterd je
dale castetné¢ modifikovatelnd pomoci riznych vestavénych modult. Naroky
na HPLC instrumentaci v sob€ zahrnuji - zhotoveni jednotlivych soucasti z kvalitnich
materialt, které jsou odolné viaci slozkdm mobilni faze, minimalizaci vSech
mimokolonovych objemt (diky pouzivani stdle mensSich rozmérti ¢astic v kolonach)
[2], zajiSténi stabilniho reprodukovatelného bezpulzniho priitoku v Sirokém tlakovém
rozmezi acitlivou detekci. Zaroven jsou kladeny vysoké pozadavky na
chromatograficky software, ktery danou sestavu ftidi. Ml by byt relativné
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jednoduchy a splitovat i ndroéné pozadavky regulacnich autorit ve smyslu spravné
laboratorni (SLP) nebo spravné vyrobni (SVP) praxe. Hlavni trendy v soucasné
instrumentaci jsou automatizace, miniaturizace, aplikace novych typt detektorti a
novych typt stacionarnich fazi [1].

Nésledujici text je struéné¢ vénovan jednotlivymi soucastem kapalinového
chromatografu.

Zasobniky mobilni faze — v soucasnosti je mozno mit az Ctyii zasobniky na slozky
mobilni faze. Jednd se o sklenénné nadoby, které lze uzavirat, aby nedochazelo
k odpatfovani mobilni faze do okoli.

Degassery — k odplynéni mobilni faze dochazi pfi jejim prutoku tenkymi trubicemi
z porézniho plastického materidlu, které jsou umistény v evakuovaném prostoru.
Diky tomu malé molekuly plyni rozpusténé v mobilni fazi prochdzi sténami trubic
do vnéjsiho prostoru [1].

Cerpadla mobilni faze — zistavaji i nadale pfes viechna elektronicka vylepseni
zakladnim instrumentalnim prvkem kapalinového chromatografu. Na cerpadla jsou
kladeny vysoké naroky ve smyslu udrzeni konstantniho bezpulzniho pratoku, protoze
jeho kolisani vyznamné ovliviiuje reprodukovatelnost retencnich c¢ast i ploch
jednotlivych pikt. Cerpadla jsou konstruovéana z odolnych materiali - nerezova ocel,
titan nebo specidlni keramické materidly. Tésnéni pisti byvaji z teflonu, kulicky
asedélka pistd jsou nejcastdji safirova. Zadouci je co nejmensi vnitini objem
Cerpadel, aby bylo dosazeno rychlé vymény mobilni faze a efektivni tvorby
gradientu. Dnes se pouzivaji vyhradné pistova ¢erpadla a dle mnoZzstvi mobilni faze,
které jsou schopna pumpovat, je lze dale dé&lit na mikro¢erpadla (do 500 pl-min™),
analyticka &erpadla (0,1-10 ml-min™") a preparativni &erpadla (>10 ml-min™"). Pohyb
pisti v Cerpadlech je elektronicky fizen tak, aby se co nejvice vyhladilo kolisani
pratoku zpiisobené stiidanim saci a vytlaéné faze. Jest¢ jemnéjsi doladéni se pak

dociluje v priutokovém tlumici pulsti o velmi malém vnitinim objemu [1,12].

Autosamplery — soucasné modely autosamplerii umoznuji nastfikovat od desetin az
po stovky mikrolitrii a dosahuji vynikajici piesnosti a spravnosti diky
zdokonalenému oplachu davkovaciho zafizeni a minimalni kontaminaci dalSiho
vzorku pfedchozim. Autosamplery je mozno také naprogramovat a vyuzit je jako
roboty pro presné fedéni vzorkl, piidavani reakénich Cinidel, zahiivani nebo chlazeni
[12].

Kolony — dle typu sorbentu lze zvolit vhodnou kolonu pro separaci cilovych
sloucenin. Chromatografickym kolondm jsou vénovany kapitoly 3.2, 3.3 a 3.4.

Piepinace kolon — lze vyuZzit k optimalizaci vyuziti strojového casu, ale také
k zapojeni dalSi pomocné nebo analytické kolony do daného systému. Jedna se o tzv.

vicedimenzionalni chromatografii. Tento pfistup se vyuziva pfevazné pii analyze
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komplikovanych smési - purifikace vzorku nebo obtizné separace jednotlivych
slozek smési. Vicedimenziondlni chromatografie se uplatiiuje prevazné
v proteomické analyze.

Kolonové termostaty — vétSina analyz byva realizovdna za laboratorni teploty.
Nicméné pro dobrou reprodukovatelnost dosazenych vysledkd je tfeba kolonovy
prostor temperovat. Obzvlasté u chiralnich separaci mize byt schopnost sorbentu

separovat optické antipody vyraznéji ovlivnéna teplotou.

Detektory — pouZivané v HPLC lze rozdélit na selektivni, kdy je signal umérny
koncentraci detekované latky (napt. UV-VIS, fluorimetrické, elektrochemické), na
univerzalni, kdy je jejich odezva umérna celkové vlastnosti eludtu (napf.
refraktometrické, vodivostni) a na specidlni (napt. MS, NMR, ELSD) [1].

a) UV-VIS detektory (citlivost 10°—107"" gml™") - pokud latky dostateénd
absorbuji v UV nebo viditelné oblasti spektra pouziva se vyhradné tento typ
detekce. Cela detektoru byva konstruovana tak, aby nedochézelo k rozmyvani
elucnich zén a soucasné bylo dosazeno vysokého poméru signalu k Sumu.
Casto byvaji cely temperovany, aby nebyla odezva detektoru ovlivnéna
meénici se teplotou okoli (stopova analyza). UV-VIS detektory maji zdroj
polychromatického zatfeni a podle konstrukce umoziuji méfit absorbanci
zafeni vzorkem pfi jedné nebo dvou vinovych délkdch. Snimani absorpce
zéfeni v celém spektru je umoznéno pii pouziti detektoru s diodovym polem
(DAD). Signal je méfen velkym poctem plosnych fotodiod. Kazdéa fotodioda
je spojena s kondenzatorem, ktery je nabit na urc¢itou hodnotu. Fotoelektricky
proud, ktery vznika pti dopadu zafeni na fotodiodu, vybije kondenzator
umérné velikosti intenzity zarivého toku. V nésledujici fazi se kondenzatory

dobiji a méfi se proud, ktery je na jejich dobiti potteba [1,2,3].

b) Fluorimetrické detektory (citlivost 10°—107'% g-ml™) — jsou vysoce selektivni
acitlivé, proto nachazeji uplatnéni hlavné pii stopové analyze. Jejich
selektivita je déna faktem, ze fluoreskuje jen relativné mald skupina latek
obsahujici ve své molekule tzv. fluorofor. Diky nim je molekula po absorpci
budiciho zafeni schopna emitovat luminiscencni zafeni o niz8i energii nez
mélo zafeni excitaCni. Intenzita emitovaného zafeni je zesilena
fotonasobicem, ktery je umistén kolmo na smér excitaéniho zafeni. U latek,
které nevykazuji pfirozenou fluorescenci je mozno provést derivatizaci

s fluorescencnim ¢inidlem napt. dansylchloridem [2,3].

¢) Elektrochemické detektory (citlivost 10°-10"% g-ml™") — jsou vhodné pro
latky schopné elektrochemické reakce. Maji dobrou citlivost, ale nelze je
pouzit pti gradientové eluci. Schopnost oxidace nebo redukce 1€¢iv vyuziva

ampérometricky nebo polarograficky detektor (méfi proud vyvolany
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d)

prichodem oxidovatelné nebo redukovatelné latky). Coulometricky detektor
méii naboj potfebny k oxidaci ¢i redukci veSkerého analytu pii jeho priachodu
meérnou celou, coz umozituje dosdhnout vyssi citlivosti detekce. Pripadné 1ze
vyuzit potenciometrické¢ detekce separovanych aniontd nebo kationtd za
pouziti iontové selektivnich elektrod. Elektrochemické detektory vyzaduji
velmi Cisté chemikalie a dokonale odplynénou mobilni fazi, ma-li byt
dosazeno stabilni zdkladni linie a reprodukovatelnosti vysledkii. Mobilni faze
musi byt vodiva, a proto tento typ detektorii nelze pouzit v systému
normdlnich fazi. Ani vysoké procento organické slozky v systému
obracenych fazi neni pfili§ vhodné. Neékteré typy detektori umoziuji
v pribéhu eluce ziskat tzv. voltamogram, ktery slouzi k lepsi identifikaci
latek, podobné¢ jako absorpcniho spektra z DAD [1,2,3].

Vodivostni detektor — (citlivost 10® g-ml™) je vhodny pro detekci latek
iontového charakteru. M¢éfi se vodivost eluatu mezi dvéma elektrodami
(vétSinou platinovymi), na néz je vlozeno stfidavé napéti, aby se zabranilo
jejich polarizaci. Mobilni faze by méla byt pokud mozno nevodiva tzn. voda
nebo vodné roztoky organickych latek [1,2].

Refraktometrické detektory (citlivost 10° g-ml™') — jsou universalni, ale
v hodoceni 1é€iv se pouzivaji ojedinéle. Citlivost detekce je imérna rozdilu
indexu lomu mezi ¢istou mobilni fazi a eludtem obsahujici analyt. Citlivost
refraktometrického detektoru je ale nizsi nez u selektivnich detektort. Dalsi
nevyhodou je vyrazna teplotni zavislost odezvy a nevhodnost pro
gradientovou eluci [3].

Specialni detektory

e MS detektory — spojeni HPLC s hmotnostnim spektrometrem je vysoce
citlivé a selektivni. Kombinace LC-MS se uziva k identifikaci a strukturni
analyze ionizovatelnych latek a to od nizkomolekularnich az po latky
s molekulovou hmotnosti cca 1000 kDa [13]. Hmotnostni spektrometr se
sklada ze tii zakladnich soucasti [14]:

Iontovy zdroj — ve spojeni HPLC-MS jsou v soucasné dobé pouzivany
nejcastéji tzv. mékké ionizacni techniky - elektrosprej (ESI), chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) popt. fotoionizace =za
atmosférického tlaku (APPI).

Analyzéitor — kvadrupol (Q), iontova past (IT), trojity kvadrupol (QqQ),
sektorovy analyzator, analyzator doby letu (TOF), linearni iontova past,
iontova cyklotronova rezonance (ICR) a jejich kombinace (IT-TOF,
TOF-TOF, q-TOF).
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Obr. 1
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Detektor — k detekci iontil se v sou¢asné dobé nejcastéji pouziva elektronovy
nasobi¢ nebo fotondsobi€. Pro piesnd izotopickd meéfeni se vyuziva
Faradayova klec [14].

V iontovém zdroji dochazi k ionizaci analytu a pomoci iontové optiky jsou
ionty fokusovany do velmi uzkého paprsku a vstupuji do analyzatoru. Zde
dochdzi k jejich rozdeleni na zdklad€ poméru m/z a pak dopadaji na detektor.
Aby byla zajisténa dostateCna zivotnost vzniklych iontl a tim jejich
dostateéné dlouha stfedni volnd draha, je nutno mit systém v evakuovaném
prostoru (pracovni tlaky se pohybuji od 10°-10° Pa). Na zakladd
registrovanych hmot a jejich intenzity lze pomoci interpretanich pravidel
ziskat strukturni informace o daném analytu. Pro studium struktury jsou
nejvhodnéjsi analyzatory, které dovoluji provedeni alespon MS-MS
experimentu. V srpnu 2005 bylo v CR nainstalovano celkem 82 LC-MS
systémi. Zastoupeni jednotlivych typd je znazornéno na obr. 1 (stav srpen
2005) [15].

Pfehled HPLC/MS systémul v CR
(podle typu analyzatoru)
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NMR — prvni spojeni kapalinové chromatografie s NMR bylo realizovano
umisténim nerezové analytické kolony s pfipojenou pritocnou celou ptimo
mezi poly magnetu NMR [1]. Citlivost byla pomérné mala. V soucasné dobé,
lze toto spojeni pouzit k on-line uréovani struktury latek v koncentraci
priblizné 10 pg/pik [16].

Polarimetricky detektor — je zaloZen na schopnosti latky s asymetrickym
centrem stacet rovinu polarizované¢ho svétla. Kazdy enantiomer staci rovinu

polarizovaného svétla o stejny uhel ale v opaéném sméru (+/-).
CD detektor - polarizované zareni je tvofeno dvémi slozkami — pravotociveé
a levotocivé cirkularné polarizovanym zafenim. Opticky aktivni latky maji tu

vlastnost, ze absorbuji riznou mérou pravotocivé a levotoCivé cirkularné
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polarizované zateni. Tento jev se nazyva cirkularni dichroismus (CD).
CD detektory méfi rozdil mezi absorpci pravotocivé a levotoCive cirkularné
polarizovaného zéatfeni. Tento detektor se vyuzivd napt. pfi konformacnich
studiich makromolekularnich latek napt. bilkovin, nukleovych kyselin atd.
[17,18].

e Evaporative light scattering detector (ELSD) obr. 2 — vyuziva se k detekci
latek o vys$si molekulové hmotnosti, které neobsahuji chromofor, fluorofor ¢i
elektrofor. Tento detektor lze pouzit v pfipadé, kdyz mé analyt mensi
tékavost nez mobilni faze. Na vstupu do ELSD je mobilni faze vyparena,
zatimco analyt postupuje dale do detektoru a je analyzovan na zikladé
rozptylu svétla. Castice vzorku prochézeji celou, kterou prochazi svételny
paprsek. MnozZstvi rozptyleného svétla, které dopadne na detektor (lezi mimo
smér pivodniho paprsku), odpovidd mnozstvi latky ve vzorku [19]. Tento
detektor je vhodny i pro gradientovou eluci. V soucasné dob¢ je k dispozici
1 varianta, u které neni tfeba odpafit mobilni fazi tzv. Liquid light scattering
detector (LLSD). Tento detektor je pouzivan pro polymerni latky nebo jiné
makromolekularni slouc¢eniny [20].

Obr. 2 Schéma ELSD.
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Vyhodnocovaci zartizeni — cely HPLC systém je dnes jiZ pln¢ automaticky a je fizen
pocitacem prostfednictvim pfislusného softwaru. Chromatograficky software se lisi
v jednotlivostech v zavislosti na vyrobci, nicméné vSechny firmy reflektuji
pozadavky regulacnich autorit na chromatograficka data ve smyslu spravnych praxi.

Dalsi zarizeni — jednotlivé moduly chromatografu jsou spojeny kapildrami
z nerezové oceli nebo tzv. PEEKu o vnitfnim priméru 0,1-0,25 mm. Kvalita spojeni
jednozna¢né ovlivituje kvalitu chromatografické separace. Dale mohou byt k HPLC
sestave pripojena dalsi zatizeni napf. na recyklaci mobilni faze, sbéra¢ frakei, on-line

disoluéni zafizeni atd.
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3.2 Chromatografické kolony v HPLC

vvvvvv

Separa¢ni kolona je nejdulezitéjs§i soucast chromatografického systému.
Dostupnost stabilnich, vysokoucinnych chromatografickych kolon je nezbytnym
predpokladem pro vyvoj robustnich HPLC metod. Komeréné dostupné kolony se
stejnou staciondrni fazi se mohou navzijem vyrazné liSit ve svych vlastnostech
v zévislosti na zpisobu vyroby [2,21]. V nékterych pifipadech mohou byt
zaznamenany rozdily v chromatografickych vlastnostech i mezi jednotlivymi Sarzemi
od stejného vyrobece [2,22]. Tento jev je z hlediska vyvoje a pouZzitelnosti HPLC
metodik nezadouci, protoze vyzaduje dodate¢né zasahy do jiz vyvinuté¢ metodiky.
Renomovani vyrobci chromatografickych kolon garantuji shodu mezi jednotlivymi
Sarzemi pomoci vybranych parametrii, mezi které patii pocet teoretickych pater (N),
selektivita (o), hodnota relativni retence (k") pro testovaci analyty a ¢asto je uveden

1 daj o hodnoté zpétného tlaku na koloné za definovanych podminek [2].

Idedlni staciondrni faze by méla spliovat nasledujici parametry:

e dlouhodoba chemicka stabilita vic¢i agresivnim mobilnim fazim v nizké
1 vysoké oblasti pH;

e mechanicka stabilita — odolnost vii¢i vysokym pracovnim tlakim;

e jednotlivé castice by mély mit velky povrch a mély by byt co nejvice
uniformni — distribu¢ni funkce rozlozeni jejich velikosti by méla byt co
nejuzsi; moderni ¢astice by mély byt sférické, aby byl minimalizovan zpétny
tlak;

e velikost porti by méla odpovidat velikosti analytu;

e material by mél byt termaln¢ odolny;

e materidl by mél mit povrch, ktery je energeticky homogenni a mél by byt
chemicky modifikovatelny;

e minimalni bobtnavost v pfipadé polymernich fazi nebo pii potazeni nosice

polymerni vrstvou [22].
Pro HPLC je mozno vyuzit riiznych druht ¢astic, jak je zndzornéno na obr. 3.

Porézni mikrocastice — jsou nejbéznéji pouzivané vzhledem ke svym vlastnostem,
které jsou dobrym kompromisem mezi U¢innosti, moznosti zatizeni vzorkem,
stalosti, zivotnosti a dostupnosti. Jsou dostupné v riiznych primérech Castic s riznou
velikostech port.

Mikropelikularni ¢astice — tyto castice maji pevné jadro (tvorené silikagelem nebo
polymerem) obalené velmi tenkou blankou, ktera je tvotfena stacionarni fazi. Jejich
velikost se pohybuje v rozmezi od 1,5-2,5 pm a vykazuji vybornou u¢innost pro
makromolekuly, diky rychlému pfenosu hmoty. Kolony s témito ¢asticemi poskytuji
velmi Uzké piky zejména pro Casné se eluujici latky tzv. low volume peaks. Aby se
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zabranilo mimokolonovym efektiim, které se projevuji rozSifenim pikti zejména
u casné se eluujicich latek je z&douci zredukovat mrtvy objem mezi kolonou
a detektorem [2]. Nevyhodou téchto Castic je jejich mald kapacita (maly povrch
piipadajici na lg sorbentu), nizsi tlakova odolnost, moznost bobtnani polymerni
vrstvy pii gradientové eluci. Na druhé strané enkapsulace silikagelu je vhodnym
zpusobem jak zabrdnit interakcim mezi silanolovymi skupinami a bazickym
analytem popf. se touto cestou da zvysit jeho stabilita ve vyssich oblastech pH [21].

Perflizni ¢astice — obsahuji velké prostupujici pory celou castici (4000—-8000 A)
a zaroven sit’ mensich port (300-1000 A). Pii vysokych pritocich analyt stiidavé
vstupuje a vystupuje do a z této porézni sit¢ diky kombinaci dvou faktort - pritoku
mobilni fidze a difuze [23]. Tento efekt minimalizuje rozSifovani zon a porézni
Castice dosahuji obdobné efektivity jako mensi Castice za daleko mensiho zpétného
tlaku. Studie ukazuji, ze kolony s témito Casticemi jsou vhodné pro preparativni
ucely makromolekularnich latek — obzvlasté proteint [2].

Obr. 3 Typy ¢astic vyuzitelnych v HPLC, ptevzato z ref. 2.
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3.2.1 Stacionarni faze na bazi silikagelu

Vétsina separacnich kolon, které se dnes vyuzivaji v HPLC jsou na bazi
silikagelu [2,21,22,24,25,26]. Tento fenomén je dan jeho mnoha pozitivnimi
vlastnostmi:

e moznost vyroby rizné velkych ¢astic, s riznou velikosti pora tzn. vyuzitelnost
pro analyzu velkych i malych molekul a vhodnost pro separacni i preparativni
ucely;

¢ velkd mechanickd odolnost = dlouhodobé stabilita za vysokych pracovnich
tlaku;

e diky pfitomnosti silanolovych skupin je jeho povrch velmi snadno
modifikovatelny, zc¢ehoz plyne moznost piipravy velkého mnoZzstvi
stacionarnich fazi, které se navzajem 1isi svym charakterem a selektivitou;
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e silikagelové naplné jsou kompatibilni s vodou i1 organickymi rozpoustédly.
Zmeénou slozeni mobilni faze nedochézi k prostorovym zménam jako napf.
u polymernich stacionarnich fazi [2,22].

Silikagel je mozno ziskat dvojim zplisobem - hydrolyzou anorganickych silikat,
coz vede k nepravidelnym c¢asticim, které obsahuji stopova mnozstvi kovi jako
necistot (predev§im se jedna o Al a Fe); nebo hydrolyzou alkoxysilikati — tento
zpisob zarucuje daleko mensi znecisténi kovy a také je mozno ziskat pravidelné
&astice [21]. Cim vice je silikagel sféricky, tim je lepsi reprodukovatelnost piipravy
efektivnich chromatografickych kolon. Kolony s nepravidelnymi casticemi mohou
mit zpocatku podobnou efektivitu jako kolony se sférickymi Casticemi, ale béhem
pouzivani vykazuji daleko vyssi zpétny tlak. VEtsi nepravidelné ¢astice se pouzivaji
pro preparativni ucely diky své nizsi cené [2].

Povrch silikagelu je tvofen silanoly a siloxany. Silanoly se vyskytuji jako volné,
gemindlni a vicindlni, viz obr. 4. Silanoly jsou hydrofilni, zatimco siloxany jsou
hydrofobni. Hydrofobicita siloxanti je zdrojem retence hydrofobnich latek pii pouziti
mobilnich fazi s vysokym procentem vody [21,27].

Obr. 4 Typy silanolovych skupin, ptevzato z ref. 2.
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Zahtanim silikagelu nad 800°C ztraci vétSinu SiOH skupin a stavd se tak pro
HPLC bezcennym. Silikagely vhodné pro HPLC by mély byt pIlné hydratované, coz
znamena, e obsahuji cca 8 pmol-m™ silanolovych skupin, které vytvareji
povrchovou vrstvu. Plné hydroxylovany silikagel je nezbytny pro ptipravu stabilni
vazané faze, protoze ma:

¢ lepsi mechanickou stabilitu

e lepsi hydrolytickou stabilitu vazanych ligand

e vyssi povrchové pH

e VvEtSi pocet asociovanych silanolt (silikagel s mensim obsahem silanol
obsahuje relativné vice izolovanych silanolovych skupin)

¢ niz§i tendenci adsorbovat bazické latky

Hydratovany povrch obsahuje vSechny tii typy silanold. Jejich existence byla
potvrzena pomoci NMR 1 IR [2,21].

e Volné (izolované) silanoly se obecné vyskytuji v malych koncentracich, ale
maji velmi kysely charakter, coz je zdrojem silnych interakci s bazickymi
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latkami, a proto silikagel obsahujici vétsi pocet volnych silanold vykazuje
1 vy$si retenci bazickych latek (piky byvaji Sir$i i chvostujici).

e Podvojné (geminalni) silanoly jsou zastoupeny z 25-30 % a jsou méné¢ kyselé
nez volné silanoly a tudiz neinteraguji tak silné s bazickymi latkami jako
volné silanoly.

e Vicindlni (asociované) silanoly jsou nejméné kyselé a procentudlné zaujima;ji
nejvetsi Cast z celkového poctu vsech silanolt. Pro analyzu bazickych latek
jsou nejvhodnéjsi. Pocet vicindlnich silanoli je mozno zvysit
tzv. rehydroxylaci silikagelu [2].

Rehydroxylace silikagelu - cilem rehydroxylace je omezit mnoZzstvi volnych
silanold, které jsou pokladany za nositele iontové vyménnych interakci. Dle Kohlera
et al. [28,29] pIn€ hydroxylovany povrch obsahuje vice H-vazanych silanoll a je pro
chromatografické ucely vhodnéjsi. Cox a Stout [30] prokazali, ze rehydroxylovany
silikagel ma mensi iontové-vymeénnou schopnost nez silikagel, ktery nebyl
rehydroxylovan. K podobnym zavérim dospéla i Kirklandova skupina, tzn. ze
rehydroxylace miize zasadn¢€ zvysit pofet vazanych silanolli a soucasné snizuje
adsorpéni schopnosti, za které volné silanoly zodpovidaji [28,29]. Rehydroxylace
rovnéz zbavuje silikagel stopovych mnozstvi kovu [21].

Silikagel, ktery je zahfivan, ztraci nejprve fyzikalné vazanou vodu (200°C)
a potom 1 silanoly. Nejdfive dochazi k dehydroxylaci vazanych silanolt (200-400°C)
anad 400°C klesa i pocet izolovanych silanolovych skupin. Zpétna rehydroxylace
pocet vazanych silanold zvySuje [21]. K rehydroxylaci se Casto pristupuje pred
navazanim vlastni reverzni faze na povrch silikagelu. Dle Kohlera [28] je mozno
k efektivni rehydroxylaci pouzit kyseliny nebo baze. Pouziti bazi vede obecné
k dobte rehydroxylovanému silikagelu avsak také k heterogenimu povrchu z hlediska
SiOH skupin. Dostate¢né rehydroxylace bylo dosazeno pii pouZiti kvarternich
amoniovych bazi a nckterych amind. Nejlepsi piijatelné vysledky byly dosazeny
pomoci fluorovodikové kyseliny.

3.2.1.1 Nevyhody silikagelu

Chemické procesy uplatiiujici se pifi chromatografii na silikagelovych
stacionarnich fazich a pii modifikaci jeho povrchu, jsou dnes jiz velmi dobie
prostudovany. Stejné tak jsou znamy i nevyhody tohoto materialu [2,21,22,31,32].
Bézné uzivané stacionarni faze jsou chemicky stabilni v oblasti pH 3-9. Dle
McCalleyho je dlouhodoba stabilita limitovana na oblast pH 3-7 [33]. Pti snizeni pH
pod 4 zaina se projevovat kysele katalyzovana hydrolyza siloxanové vazby. Toto
vede ke kontinudlnimu ztriceni vazané fize a s tim souvisejici ztraté
chromatografické ucinnosti. V mobilnich fazich, které maji vyssi pH nez 9 se zac¢ina
silikagel rozpoustét, protoze neni kompletné chranén vazanou fazi [2,21,34,35]. Tato
nevyhoda je patrna prevazné u tzv. sil-gelovych (xerogelovych) typt, které vznikaji
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precipitaci rozpustnych silikatd. Tyto faze by nemély byt pouzivany pii pH>S.
Kolony c¢asticového charakteru vzniklé agregaci silikagelovych soli, tzv. sol-gelovy
typ, jsou odolnéjsi vici rozpousténi a dovoluji pracovat pii pH alespont 9 (nékteré
typy sol-gelovych kolon mohou byt za ur¢itych podminek pouzity az do pH 11)
[2,34]. Rozpousténi podlozi vede také logicky ke ztrat¢ chromatografické uc¢innosti.
Vytvaii se prazdné prostory v koloné anaristd zpétny tlak, ktery neni jiz
akceptovatelny. Kontinudlni vystaveni vyssimu pH nez je 9 vede ke kolapsu kolony
[21,22,24].

Dalsi nevyhodou silikagelu je jeho kysely povrch, coz zplsobuje komplikace pii
separaci hlavné bazickych latek. Interakce bazickych latek s volnymi silanoly, viz
vyse, muze vést k narlstu retencniho ¢asu, k rozsifeni zony analytu a také k mensi
reprodukovatelnosti pifenosu analyzy z kolony na kolonu. Interakce mezi silanoly
a analytem jsou zprostfedkovany iontovévyménnymi interakcemi, viz rovnice (1).
Protonizovana baze nahradi piisluiny kation (Na', K"), ktery je vazan ionizovanym
silanolem. Kapacita kolony vézat organické baze je dle této rovnice velmi mala
(<1 pg) a bézny nastiik tuto kapacitu znacné prevysSuje, toto piesyceni se projevi
chvostovanim piki.

(1) BH*+SiOR* =—=  R*'+SiO BH*
Vhodnym vybérem experimentdlnich podminek je moZzno tyto interakce
minimalizovat [2]:

e dynamickou modifikaci povrchu stacionarni fdze pomoci alkyltrimethyl-

ammoniovych soli s dlouhym alkylem;

e pokud je to mozné, zvolit pracovni pH v kyselé oblasti, kde nedochazi
k procesu iontové vymeény;

e pouzitim vysSi koncentrace pufru (>10 mM) s kationtem, ktery ma silnou
afinitu k silanolovym skupinam. Afinita roste v pofadi Na', K', NH,',
(C,Hs)sNH", (CH3),CgH7;NH;

e vyuzitim kolony uréené pro analyzu bazickych latek tzn. endkapované,
vyuzivajici elektrostatického stinéni nebo takové, kde je povrch odstinén
pomoci objemnych substituenti, viz nize;

e vyuzitim polymernich stacionarnich fazi, pokud nebude na zdvadu mensi

efektivita separacniho procesu;

e pouzitim stacionarnich fazi na bazi oxidd kovl, kde je mozno pracovat i za

extrémnich pH a separovat bazické latky v jejich neionizované forme.

Také cistota silikagelu ma velky vyznam pro separaci mnoha polarnich latek.
Nékteré silikagely mohou byt kontaminovany kovy napt. Al, Fe, Ni, Zn, atd. Tyto
kovové necistoty mohou interagovat s chelatujicimi latkami, coz se projevi
chvostujicimi asymetrickymi piky, popf. latka je zadrzena na koloné tplné [2,21].
Dale kovy (zvlasté Al) ptitomné v silikagelové struktufe viz obr. 5, aktivuji
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povrchové silanoly, které jsou pak silné kyselé. Na druhé stran¢ bylo také
pozorovano, Ze v oblasti pH>8 jsou stabilngjsi silikagelové kolony, které jsou
vyrobeny z méné &istého silikagelu [2,21,34]. Cisténé silikagely se rozpousti rychleji
nez starsi typy obsahujici vice kovu jako necistoty [21]. Bylo prokéazéano, ze silikagel
obsahujici A’ miiZe byt pouzivan pfi pH 10 cca 10 000 objemt kolony, podobny
efekt byl sledovan u silikagelu s ptimési ZrO, [36].

Obr. 5 Znecisteéni silikagelu kovem a aktivace silanolovych skupin.

M+ ?H
M+ Si
kov na povrchu aktivovany silanol

3.2.1.2 Typy silikageli

Silikagel typ A (star$i typ) — obsahuje vice volnych silanoll a je vice zne€istén
kovy. Obecné je vhodny pro separace neutralnich nebo neionizovanych latek, kde
odpadaji ptipadné nezadouci interakce kolony s analytem.

Silikagel typ B (nové¢jsi typ) — vysoce Cistény, ma mnohem méné¢ volnych
silanolii. Obecné se dosahuje lepsi separace nez u typu A a je vhodny pro separaci
latek iontovych i ionizovatelnych [2,21].

Silikagel typ C — vychazi z typu B, ale diky patentovanému postupu vyroby
(firma MicroSolv, (Eatontown, USA)), neni jeho povrch zakoncen silanolovymi
skupinami, ale vazbou Si-H. Tato vazba je znacné stabilni a velmi nepolarni.
Vyrobni proces se sklada ze dvou kroka, viz obr. 6. V prvnim kroku reaguji
silanolové skupiny s triethoxysilanem (TES) a za piesné definovanych podminek
dojde k vytvoteni Si-H vrstvy (vice jak 90% silanolovych skupin je nahrazeno).
V dalsim kroku je na tento povrch navazdna vhodna funk¢ni skupina. Timto
zpisobem, vznika vazba Si-C, kterd je hydrolyticky stabilnéjsi nez vazba Si-O-Si-C

vznikajici béZnym postupem, viz nize [37,38,39].

Obr. 6 Silikagel typ C; schematické znazornéni vzniku vazby Si-H a nasledné
modifikace povrchu vazanou skupinou, prevzato z ref. 38.

e o
Si-OH + (OEt),Si-H — Si—o—§i—H +  nEtOH
(6)'¢
oy
. [ katalyzator
sl—o—§1—H + R—CH=CH,—— Si—CH,—CH;—R
oY
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Takto modifikovany silikagel si zachovava vlastnosti plivodniho materidlu
(mechanickou odolnost, sférické Castice, vysokou Ccistotu, chemickou modifiko-
vatelnost atd.). Sou€asné jsou piekonany nékteré nedostatky plivodniho materialu,
jako je kyselost povrchu a mala hydrofobicita. Byla vylepSena 1 stabilita pii vysSich
hodnotach pH. Déle je mozno pomoci téchto fazi separovat latky v reverznim modu
s vysokym obsahem vody a pracovat v normalnim médu bez véazané faze [40].
Separace na tomto typu stacionarni faze publikovala skupina J. J. Peseka a ptehled
dosavadnich aplikaci Ize dohledat na webovych strankach fy MicroSolv [41].

Stacionarni faze obsahujici jako vézanou fézi cholesterol je schopna separovat
strukturné podobné latky, i kdyZ ma daleko mensi hydrofobicitu nez bézné C8 a C18
stacionarni faze. Zaroven byla pozorovana chirdlni separace binaftolu, klenbuterolu,
homatropinu, naftyethylaminu a dalSich latek. Ackoliv mechanismus chirdlni
separace neni zatim zndm, predpoklada se, ze podobné jako u cyklodextrini dochézi
ke vzniku inkluzniho komplexu mezi analytem a cholesterolem [38].

3.2.1.3 Priprava RP fazi

Nejvice vyuzivané reverzni silikagelové stacionarni faze jsou organosilanolové,
protoze je pii jejich vyrobé dosazeno vysoké reprodukovatelnosti a maji nejlepsi
vlastnosti, co se tyka pfenosu hmoty mezi analytem a staciondrni fazi [22].
Silikagelové RP faze jsou vyrabény navazanim organosilikonu na silikagel nebo jeho
potazenim vrstvou organického polymeru. Reakce pouzivané ve vyrobé vazanych
fazi jsou shrnuty na obr. 7. Mnoho stacionarnich fazi je vyrabéno dle prvniho
reakéniho schématu (A), kde reaguje monofunkcni reaktant se silanolem. Vyhodou
tohoto postupu je, Ze je reprodukovatelny a staciondrni faze vyrobené touto cestou
vykazuji nejvyssi ucinnost (rychla difuze do a vné tenké stacionarni faze). Pti reakci
silikagelu s bi- nebo trifunkénimi reaktanty vznika polymerni vrstva (B, C).
V ptipadé, ze navazovany zbytek obsahuje funkéni skupinu, kterd by mohla reagovat
s chlorsilanem (-NH,, -OH) vyuziva se k navadzani takového zbytku na povrch postup
znazornény na schématu C [2]. Na nasledujicim obrazku (obr. 8) jsou znazornény
rizné typy vazanych fazi na povrchu silikagelu.

Obr. 7 Schéma chemickych reakci pii modifikaci silikagelu, pievzato z ref. 2.
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Obr. 8 Typy vazanych fazi na povrchu silikagelu, ptevzato z ref. 2.

a) vertikalné€ polymerizovana faze

b) horizontaln¢ polymerizovana faze
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VertikdIné polymerizovand stacionarni faze - vznika reakci silikagelu a bi- nebo tri-
funkénich silant. Tato faze je stabilnéjSi v nizSich oblastech pH nez klasické
monomerné vazané faze. AvSak staciondrni faze pfipravené timto zplisobem mohou
vykazovat vétsi variabilitu, pokud jde o retenci a selektivitu, viz nize.

Horizont4lné polymerizovana fdze — viz obr. 8. Horizontaln¢ polymerizované silany

vytvareji vybornou prostorovou bariéru, ktera redukuje vymeénu protonu mezi
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silanoly a mobilni fazi [21]. Wirth a Fairbank [42,43,44] syntetizovali smiSené faze
C18/C1 a C18/C3. U teéchto fazi dochéazi za definovanych podminek k samovolnému
vytvofeni polymerni monovrstvy, kterd je chemicky véazdna k povrchu silikagelu.
Stacionarni faze, pfipravené timto postupem, maji vysokou hustotu vazanych
fetdzcl, témdt 8 umol-m™, coz prakticky odpovida koncentraci silanolovych skupin
na povrchu silikagelu [2,21,22,45]. Pro porovnani - hustota vazané faze pii pouziti
dimethyloktadecylsilanti dosahuje pouze 2,5-3,5 umol-m™. Tyto faze jsou stabiln&jsi
v nizkém i1 vys$im pH [42,43,44,45,46].

3.2.1.4 Endkapovani a elektrostatické stinéni

Diky sterickému branéni jiz navézanych fetézcl pifi modifikaci povrchu
silikagelu nedochazi k reakci na vSech silanolech. Tyto silanoly jsou clonény jiz
navazanymi alkylovymi fetézci, ale jsou schopny podilet se na elektrostatickych
interakcich s odpovidajicim analytem. Tyto interakce jsou vétSinou nezadouci —
zvlasté u bazickych latek zodpovidaji za Siroké a chvostujici piky. K minimalizaci
téchto interakci se pouzivé technika zvana endkaping a elektrostatické stinéni [2,21].
Endkapovani je velmi cCasto uzivana technika, ktera zlepSuje kvalitu chemicky
vazané faze. Po navazani stacionarni fidze je v néasledném kroku stacionarni faze
podrobena reakci a malymi silany (trimethylchlorsilan, dimethyldichlorsilan). Tento
postup snizuje vyskyt volnych silanoli = minimalizace nezédoucich interakci
s analytem. Endkapujici skupiny vytvareji také hydrofobni bariéru, kterd zabraiiuje
rozpousténi silikagelu. Nevyhodou tohoto postupu je, ze malé endkapujici molekuly
snadno hydrolyzuji v mobilnich fazich s nizkym pH [22,47].

Elektrostatické stinéni - zdkladni myslenka tohoto procesu je zndzornéna na
obr. 9. Vazany silan obsahuje v fetézci aminoskupinu, kterd nese naboj v kyselém
nebo neutrdlnim pH podobné jako bazicky analyt. Pokud je kladné nabita skupina
v blizkosti povrchu, tak bude odpuzovat pozitivné nabity analyt. Odpudiva sila
chréni analyt pfed interakci s negativné nabitym povrchem. Tento koncept uplatnila
napf. firma Supelco ve své fazi Suplex pK,-100 a LC-ABZ" [21].

Obr. 9 Princip elektrostatického stinéni zbytkovych silanolti, pfevzato z ref. 21.
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3.2.1.5 Stabilita silikagelovych stacionarnich fazi a mozZnosti jejiho
zvySeni

Stabilita vazanych fazi je obzvlast¢ dilezitd pro vyvoj a nasledné pouzivani
HPLC metody. Kolona si musi zachovavat ptivodni vlastnosti po co nejdelsi dobu,
coz minimalizuje opétovnou potfebu optimalizace vyvinutych podminek ¢i ¢astou
vyménu kolony. Stabilita v nizkém pH byla dikladné¢ studovana Kirklandovou
skupinou. Stabilita a zivotnost silikagelovych kolon je pfimo tmérna typu SiO,
a vazan¢ fazi a dale je zavisla na sloZeni a pH pouzivané mobilni faze.

Ztrata vazané faze je disledkem hydrolyzy vazby Si-O-Si, ktera zprostiedkovava
vazbu stacionarni faze. Degradace je urychlena pfi vyssich teplotach, niz§im pH a pii
pouziti mobilni faze s vysokym procentem vodné slozky [22]. Stabilni vazané faze
v nizkém pH maji uplatnéni v separaci peptidii a proteint, kdy je zabranéno

nezadoucim iontové-vyménnym interakcim [21].

3.2.1.5.1 ZvySeni stability v oblasti nizkého pH

ZvySeni stability v oblasti nizkého pH je dosazeno prodlouzenim vazaného
fetézce tzn. zvySenim hydrofobicity organosilanu. Ve studii [47] bylo prokazano, ze
C18 kolony jsou vice stabilni nez C1, C4, popt. C8. ZvySeni stability je dano lepSim
»pokrytim* siloxanové vazby delSim, hydrofobnéjsim fetézcem. Proto také
trimethylsilylendkapujici skupiny jsou nestabilni a kolony ur¢ené pro pouziti v nizké
oblasti pH nejsou endkapované.

Zvyseni poctu kovalentnich vazeb, existence siln¢ fyzikalni interakce mezi
organosilany a silikagelem nebo zvySeni pojivosti oligomerniho silanového
polymeru k povrchu také zvySuje stabilitu v nizké oblasti pH. ZvySenim poctu
kovalentnich vazeb mezi organosilanolem a povrchem se vytvofi tzv. ,,zoubkovita*
faze. Tento typ faze je odolngjsi proti kyselé hydrolyze diky tomu, Ze musi byt
soucasn¢ hydrolyzovano vice vazeb [22]. K navazani staciondrni faze na silikagel
byly pouzity jak bifunkéni (CH3RSiX5) tak i trifunk¢i (RSiX3) organosilanoly [2,23].
V roztoku dochazi pravdépodobné ke vzniku polymeru, ktery je nasledovné navazan
k povrchu. Ackoliv tento proces zvysuje stabilitu v nizkych oblastech pH je na rozdil
od pouziti monofunk¢niho organosiloxanu méné reprodukovatelny [2]. Obecné se da
fici, ze 1 kinetika pfenosu hmoty je horsi nez u fdze vdzané monomerné [23], 1 kdyZ
dnes je efektivita s monomernimi fdzemi v zasad¢ srovnatelna [48]. Je vSak tfeba
podotknout, Ze moderni vazané faze zaloZzené na silikagelu typu B jsou vyhradné
monomerni [49].

Kirklandova skupina vyvinula odlisny typ staciondrni faze, ktery je odolny
v nizkém i vysokém pH. Jedna se o tzv. C18/C18 stacionarni fazi, ktera je daleko
vice rezistentni vici kyselé hydrolyze vazanych fetézcii a rozpousténi silikagelu pii
vys§Sim pH nez béznd CI18 faze. ZvySena stabilita téchto fazi je dana pfitomnosti

ethylenovych mistkdi mezi Si atomy oktadecylsiloxanli. Na rozdil od polymernich
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fazi, viz vyse, je navazani alkylovych fetézcl vysoce reprodukovatelné a pienos
hmoty je podobny jako na bézné C18 fazi [48].

Modifikace povrchu stericky chranénymi silany je vsoucasné dobé
nejuspesnejSim  syntetickym pristupem ke zvySeni odolnosti silikagelovych
stacionarnich fazi v nizkém pH. Tento postup byl vyvinut a patentovan Glajchem
a spolupracovniky [50,51]. Stericky chranéné silany jsou tvofeny alkylem (C3, CS8,
C18) nebo aromatickou jednotkou, dvéma objemnymi substituenty (isopropyl nebo
isobutyl) a reaktivni ¢asti (chlor vazany na atom kiemiku). Stericky chranéné faze
jsou velmi stabilni i v agresivnim prostredi 0,1% TFA, pH 0,9 a t=90°C [47,50,51].
Testy prokazaly, Ze isopropylové nebo isobutylové jednotky jsou v zamezeni kysele

katalyzované hydrolyzy siloxanové vazby nejefektivnéjsi [47,52,53], viz obr. 10.

Obr. 10 Vliv objemného substituentu na stabilitu silikagelové staciondrni faze,
pievzato z ref. 53.
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Diky pfitomnosti objemnych chrénicich skupin obsahuji kolony vyrobené timto
zpisobem mensi % C, a proto maji mensi retenéni schopnost ve srovnani

s dimethylsubstituovanymi vazanymi fazemi [2,53].

3.2.1.5.2 ZvySeni stability v oblasti vyssiho pH

Stabilita ve vysSSich oblastech pH je ZzZadouci pro separace bazi v jejich
neionizované formé, protoze se tak zabrani nezddoucim interakcim se zbytkovymi
silanoly na povrchu silikagelu [22]. Studie, které sledovali stabilitu stacionarni faze
navdzané¢ na silikagel prostiednictvim vazby Si-O-Si ve vys$Sich oblastech pH,
prokazali, ze tato vazba je jen nepatrné (pokud viibec) atakovéna [34,35,53]. Ztrata
efektivity kolon v této oblasti je zplisobena rozpousSténim silikagelu. Pfedpoklada se,
ze degradace kolon za vyssiho pH je siln€ zavisla na typu silikagelu a na vlastnostech
stacionarni faze [35].

Snahy o zvySeni stability ve vysSich oblastech pH se zaméfily primarné na
zvySeni pokryti nebo stinéni silikagelu. Protoze diky sterickému branéni je mozno
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dosahnout povrchové hustoty vazané faze cca 2-4 umol-m™, tak je nejméné 50 %
silanolovych skupin na povrchu nezreagovanych a povrch je nedostate¢né chranén.
Pouhé prodlouzeni fetézce vazané faze vede ke zvySeni pH stability, protoze se vice
projevi stinici efekt. Za stejnych podminek jsou kolony s delSimi fetézci (C8, C18)
stabiln€jsi nez kolony s kratkymi fetézci (NH,, CN) [47]. Nicméné tento postup sam
0 sob¢ je pro celkové zvyseni stability ve vyssich oblastech pH nedostate¢ny, protoze
¢ast povrchu silikagelu ziistava stale nechranéna.

Ke zvysSeni stability ve vysSich oblastech pfispivd také endkapovani. Mala
velikost endkapujicich skupin umoziuje reakci s volnymi silanoly, které¢ jsou pro
delsi fetézce diky sterickému branéni nedostupné. Endkapovani snizuje aktivitu
volnych silanold a zaroven podstatné zlepSuje pH stabilitu ve vyssich oblastech pH.

Silikagel sol-gelového typu je stabilni pii pouziti urcitych mobilnich fazi do
pH 9. Silikagel sil-gelového typu diky zplsobu pfipravy degraduje za téchto
podminek velmi rychle [35]. Endkapovani déale zvySuje stabilitu sol-gelového typu
(pfi pouziti uziti ur€itych pufrt a teploty do 40°C) cca do pH 11 [2,33,35,54,55].
Dalsi zvyseni stability bylo dosaZeno tzv. double endkapovanim [34,35,48,56,57].

Zvysi stabilitu je také mozno vyuzitim hybridnich anorganicko/organickych
Castic, které wvznikaji reakci anorganického a organického alkoxysilanu [58].
Organicka Cast je pfitomna uvnitf struktury i na povrchu castice. Pfitomnost
organickych skupin na povrchu snizuje mnozstvi nederivatizovanych a nechranénych
silanolovych skupin a tim je sniZena mira jeho disoluce. Tyto ¢astice maji cca 66 %
silanolovych skupin, a proto lze vyuzit tradi¢nich metod pro navazani alkylového
zbytku. V literatufe je prezentovano, ze tento typ faze je stabilnéjsi v pH 10 vice nez
bézna C18 faze [58].

Maximalni zivotnosti silikagelové stacionarni faze v oblastech vyssiho pH lze docilit
pokud:

e staciondrni faze je pfipravena z mén¢ rozpustné¢ho typu silikagelu tzn. sol-
gelovy typ (Hypersil, Kromasil, Spherisorb, Zorbax);

e kolony jsou endkapované, s husté vazanymi delSimi fetézci [2];

e pro piipravu mobilni fize pouzijeme spiSe organické popi. boratové pufry
[2,56]. Fosfaty a uhli¢itany jsou vice agresivni, viz obr. 11;

e koncentrace pufru se pohybuje rozmezi 0,01-0,05 M. Vice koncentrované
pufry rozpoustéji rychleji silikagel. Pro stabilitu kolony je vhodné zvolit
kation pufru v nasledujicim pofadi Li" >Na"™>K "™>NH," [2,54].

e pro separace pii pH>9 je pouzit acetonitril. ACN je vhodnéjsi slozkou
mobilni faze nez methanol, protoZe zabranuje rozpousténi silikagelu [34].

e teplota na koloné je <40°C [2, 22].
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Obr. 11 Efekt anorganickych a organickych pufrii mobilni fize na stabilitu silikagelu,

ptevzato z ref. 35.
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3.2.2 Kolony s porézni polymerni naplni

V analytické praxi se také uplatiuji kolony s polymernimi stacionarnimi fazemi.
Nekteré polymery (napfi. polystyren) jsou dostatecné hydrofobni, aby mohly byt bez
dalsi upravy pouzity jako stacionarni faze pro RPLC [2,22]. VétSina polymernich
stacionarnich fazi je tvofena polystyren-divinylbenzen kopolymerem. Daleko méné
se uplatiuji napt. substituované metakrylaty a polyvinylalkoholy.

Z polymert je mozno vyrobit jak sférické porézni tak pelikularni ¢astice. Hlavni
vyhodou poréznich polymerti je jejich stabilita v pH oblasti 1-13. Diky této stabilité
je mozné analyzovat bazické latky v neionizované formé, coz predstavuje alternativu
k iontové-parové chromatografii. Vzhledem ke své hydrofobicité srovnatelné se
silikagelovou C18 fazi je mozné dosdhnout dostatecné retence 1 pro siln¢ hydrofilni
latky. Castice s velkymi pory jsou vhodné i pro separace proteini. Nevyhodou
polymernich stacionarnich fazi je jejich mensi efektivita ve srovnani se silikagelovou
stacionarni fazi pfi zachovani stejného rozméru castic. Dale je nutné podotknout, Ze
u polymeri dochéazi v pfitomnosti organickych rozpoustédel k objemovym zménam.
Tento efekt je patrny zejména pii gradientové eluci a muze piispét ke sniZeni
ucinnosti separace, protoze dochazi ke zménam v naplni kolony [2,59,60].

Selektivitu polymernich fazi je také mozno modifikovat navazanim funkcnich
skupin napf. C18, NH,;, CN. Modifikovan¢ polymerni stacionarni faze
s ionizovatelnymi funkénimi skupinami (COOH, SOs;H, NH,, NR;") nachézeji
vyuziti jako iontoménic¢e. Tyto kolony jsou hojné vyuzivany pro separace nebo
izolace analytii z biologického materidlu. Vyhodou je delsi Zivotnost ve vyssich
oblastech pH neZz maji klasické fadze na bazi silikagelu, i kdyz efektivita a rychlost

separace je ve srovnani s nimi nizsi.
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3.2.3 Monolitické stacionarni faze

Monolitické kolony nemaji ¢asticovy charakter, ale jsou vysoce porézni (mikro-
a mezopory). Jejich ptiprava probihd in situ v plasti budouciho monolitu polymeraci
nebo konsolidaéni technologii. Takto vznikl¢ fadze je mozno dale chemicky
modifikovat. Monolitick¢ staciondrni faze se v poslednich letech staly velmi
oblibené, zejména pro své vyhodné hydrodynamické vlastnosti, kdy diky své
struktuie maji i pfi vyS$im pratoku mobilni faze nizky tlakovy odpor. Jsou znamy
monolitické kolony jak na béazi anorganickych, tak na bazi polymernich materiald.
Firma Merck nabizi silikagelové monolity pod znackou Chromolith a firma
Phenomenex pod oznacenim Onyx. Mimo oblast HPLC nachéazeji monolitické

kolony své vyuziti v kapilarni elektrochromatografii [61].

3.2.4 Nederivatizovany grafitizovany uhlik

Tento material je pro ucely HPLC pfipravovan synteticky ve tvaru poréznich
kulovitych ¢astic o riizné velikosti. Separace na tomto typu sorbentu se pon¢kud lisi
od separaci na silikagelovych kolonéach s vazanymi C8, C18 fazemi. Pro ticely RPLC
neni nutno povrch nijak upravovat vzhledem k faktu, ze jeho hydrofobicita je vyssi
nez u vazanych alkylovych ¢i polymernich fazi. Bylo prokazéano, Ze tento povrch je
schopen separovat i strukturné velmi podobné latky jako jsou geometrické izomery.
Je rovnéZ vhodny pro separace siln¢ hydrofilnich latek, které jsou nedostate¢né
zadrZzovany na béznych C18 fazich. Vyhodou je rovnéz teplotni a pH stabilita (1-14).
Nevyhodou je pak mensi efektivita a kiehkost. Dale vyzaduje prace s timto typem
kolon vysoce ¢isté mobilni faze, protoze necistoty se mohou silné vazat na sorbent
a postupnym vymyvanim zvySovat Sum pozadi, v krajnim piipadé mohou
ireverzibilné zménit Gcinnost kolony. Z tohoto divodu je kladen i1 velky diiraz na

upravu vzorku pied vlastni analyzou [2,62].

3.2.5 Stacionarni faze na bazi jinych oxidi nez SiO,

Pro pfipravu stabilngjSich staciondrnich fazi byly testovany oxidy kovl a to
Aly,O3, ZrO, a TiO; [2,22,25,26,63,64], mensi mife pak ThO, a CeO, [65,66].

Cil tohoto vyzkumu je zaméten pfedevsim na:
e stabilngjsi napln kolony = delsi zivotnost a mensi naklady na analyzu;
e moznosti vyuzit SirSitho rozmezi pH a teplot = vétsi flexibilita pfi vyvoji
chromatografickych metod;
e spojeni s detekéni technikou LC-MS — u stabilngjSich kolon je mensi tzv.

bleeding stacionarni faze;
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e moznost pouziti agresivnich podminek pii ¢iSténi chromatografickych kolon
bez nebezpeci jejich zniceni [22].

3.2.5.1 Stacionarni faze na bazi Al,O;

Pro HPLC jsou dostupné castice o riznych rozmérech s malymi i velkymi pory,
1 kdyz ne v takové skale jako je tomu u silikagelovych castic. Nemodifikovany Al,O;
je mozno pouzit pro separace slabé polarnich analytd v norméalnim moédu [2]. Pro
separace v systému obracenych fazi lze Al,Os; chemicky modifikovat riznymi
zpusoby. Podobné jako u silikagelu byla zkouSena organosilanizace, ale ukazalo se,
ze vazba Al-O-Si je v kyselém prostiedi nestabilni.

Dalsi testovanou metodou byl dvoustupniovy proces, kdy je nejprve probéhne
chlorace povrchu pomoci chloridu thionylu a nésledné reakce s organolitnou
slouceninou. Tento postup se ale nepodatilo prevést do komeréniho métitka, protoze
je potieba zachovat piisn¢ bezvodé prostredi [26].

Nadéjnou metodou pro navazani piislusné stacionarni faze na povrch ALO; je
stejny postup jako pifi modifikaci silikagelu, viz obr. 6. V prvnim kroku dojde ke
vzniku hydridu a nasledné€ je navdzana vhodna funkéni skupina.

V soucasné dobé jsou nejvice prostudované a komercné dostupné stacionarni
faze vzniklé potazenim Al,Os polymerni vrstvou (napt. polybutadienem) [2,26].

Vyhodou kolon na bazi Al,O; je jejich pouzitelnost do pH 12, tedy i1 na téchto
fazich je mozno separovat bazické latky v neionizované podobé. Al,O; kolony
nejsou vhodné pro analyzu latek s karboxylovou nebo sulfidtovou skupinu [2,22],
protoZze dochézi k ireverzibilni vazbé mezi analytem a oxidem hlinitym. Vzhledem
k tomu, Ze kromé& oblasti pH>10 maji aluminiové kolony podobnou aplika¢ni §ifi
jako silikagelové kolony bez zadnych vyraznéjSich vyhod, neni tento typ kolon tak

Siroce rozsifen [2,26].

3.2.5.2 Stacionarni faze na bazi TiO,

TiO; je studovan jako material pro HPLC cca 10 let. V soucasné dob¢ je
komerén¢ dostupny ve formé sférickych c¢astic pro HPLC [25,67] a probiha
intenzivni vyzkum zaméfeny na jeho vyuziti jako materidlu pro vyrobu
chromatografickych kolon. Pfedpokldda se, ze jeho chemické vlastnosti jsou
podobné ZrO, [63]. Zatim je nedostatek komeréné dostupnych stacionarnich fazi.
Pro NPLC dodavd nemodifikovany TiO, némecka firma Sachtleben. MozZnosti
vyuziti téchto chromatografickych kolon pro analyzu bazickych latek publikovali
Winkler a Marmé [25]. Griin et al. [68] porovnavaji TiO, jako sorbent pro NPLC
s dalsimi oxidy (ZrO,, Al,O3 a Si05).

Nové je mozno komer¢né ziskat kolonu s modifikovanym TiO, polyethylenem
pro RPLC. Tato stacionarni faze stejné jako zirkoniové stacionarni faze vykazuje
stabilitu jak v obou extrémech pH (1-12), tak i za zvySené teploty (100°C) [64].
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3.2.5.3 Stacionarni faze na bazi ZrO,

Nejintenzivnéji studovanym oxidem, ktery pfichdzi v ivahu jako alternativni
materidl pro vyrobu chromatografickych kolon, je bezesporu ZrO,. Béhem
poslednich patnécti let bylo publikovano na toto téma velké mnozstvi odbornych
¢lanka predevsim skupinou P. W. Carra. Tomuto typu stacionarnich fazi je vénovana
nasledujici samostatna kapitola.
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3.3 ZrO, — perspektivni alternativa silikagelu

Vyzkum mapujici moznosti uplatnéni non-silikagelovych stacionarnich fazi
probihd jiz tadu let. Pozornost je vénovana mimo jiné i oxidim kovl ZrO,, TiO,
a Al,Os. Z této skupiny jevi oxid zirkonidity zatim nejlepsi vlastnosti. TiO, neni
doposud tak dikladné prostudovan. Chromatografické kolony na bazi ZrO, se 1isi od
klasickych silikagelovych kolon v retenci a selektivité. Tyto rozdily, vyplyvajici
z odlisnych chemickych vlastnosti obou materiali, se mohou vyrazné uplatnit pfi
separaénim procesu. Efektivita zirkoniovych kolon je v soucasnosti srovnatelna
s SiO, kolonami (>100 000 pater/m), a to je vyrazné¢ vice nez dosahuji polymerni
stacionarni faze. Navic faze na bazi ZrO, maji na rozdil od silikagelovych kolon
zna¢nou chemickou a tepelnou stabilitu. Silikagel je stabilni cca do 200°C. Pii
vyssich teplotaich dochazi ke kondenzovani povrchovych silanoli a méni se jeho
vlastnosti, do 400°C jsou zmény relativné snadno reverzibilni [21,22]. Termdlni
stabilita ZrO, je velmi vysoka (b. t. 2750°C) a je vyhodna vzhledem k moZnosti
prace za vysokych teplot, coZ umoziuje dosdhnout vysSich pritokli za niz$iho
pracovniho tlaku a tim zkrétit analyzu [22,24,69,70,71,72]. Dale pak je mozZno také
dosahnout potiebné selektivity kolony vzajemnou kombinaci zmény teploty a sloZeni
mobilni faze [2,73].

Vysoka chemicka stabilita zirkoniovych kolon vychdzi ze struktury ZrO,. Sila
vazby mezi atomem zirkonia a kyslikem je srovnatelna jako sila vazby mezi atomem
kfemiku a kysliku. Ale v krystalové mfiZce je kazdy atom zirkonia vazan soucasné se
sedmi kyslikovymi atomy. Oproti tomu u SiO; je kazdy atom kiemiku vazan jen na
¢tyfi atomy kysliku [24]. Chemickd stabilita ZrO, za extrémnich podminek byla
experimentalné prokazana ve dvou studiich a porovnéna se silikagelem [74] 1 ALLO;
[75]. Za zvolenych experimentalnich podminek nedoslo k rozpusténi ZrO,, coz bylo
potvrzeno atomovou emisni spektroskopii. Z hlediska chemické stability ZrO, jasné
prevysSuje oba zminéné oxidy. Pro Uplnost je vSak tfeba dodat, ze ZrO, se rozpousti
v kyselin¢ fluorovodikové, koncentrované H,SOs a horké koncentrované H;POj.
Dale je mozno rozpustit ZrO, v koncentrované HNOs3, ale proces je zna¢né pomaly

a probiha fddove ve dnech az desitkédch dnti [24].

Chemické procesy, které se uplatiiuji pfi chromatografii na ZrO, jsou podstatné
odliSné od mechanismi na béZnych silikagelovych fazich. Diky nizké hodnoté pHp,.
(pH, pfi kterém ma povrch celkovy nulovy naboj) pfipada na silikagelu do tivahy
pouze vymeéna kationtli, zatimco ZrO; se chova jako amfoterni iontoméni¢. Zda se
uplatni jako anex nebo katex, je zavislé na hodnoté pH prostiedi [24,76,77,78]. Dalsi
rozdil, ktery se uplatituje pii chromatografickém procesu je existence skupin typu
Lewisovych kyselin na povrchu ZrO,. Tyto skupiny jsou zodpovédné za schopnost
ZrO; pisobit jako méni¢ ligandi. V RPLC se pouziva modifikovany ZrO, [22,63].

Pfitom touto modifikaci (viz niZe) neni mozno zablokovat upln€ vSechny skupiny

42



Disertacni prace ZrO, — perspektivni alternativa k silikagelu

typu Lewisovych kyselin, viz obr. 12, a diky tomu se na retenci latek podili vice
efektl, hovofime o tzv. ,smiSeném“ retencnim moddu. Ktery efekt se bude
dominantné uplatiiovat zavisi na typu analytu, pH mobilni faze, typu pouzité¢ho
pufru, jeho iontové sile 1 organické slozce mobilni faze [76,77,78].

Obr. 12 Povrch ZrO, Castic a interakce Lewisova kyselina-Lewisova baze, ptrevzato
z ref. 64,95.
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3.3.1 Prehled mechanismii uplatiiujicich se pri retenci
analytu

3.3.1.1 Iontova vyména

Iontovyménnd aktivita je zaloZena na schopnosti povrchovych hydroxyli ZrO,
chovat se v zavislosti na prostiedi jako baze - pfijmout proton (2) nebo jako kyselina,
tzn. odevzdat proton (3) [24].

+ int
(2) M-OH+H" =—= M-OH, Ky
int

M-O + HO K

(3) M-OH + OH

K™ a K™ jsou ioniza¢ni konstanty a H a OH™ jsou potencialni urdujici ionty.
V piipadé rovnosti poétu kladné nabitych skupin (M-OH,") s poétem zaporné
nabitych skupin (M-O") ma povrch celkovy povrchovy néboj roven nule. Hodnota
pH, kdy je nulovy povrch celkovy naboj se oznacuje pHy,. a zavisi na ionizacnich
konstantach dle rovnice (4):

(4) PH_,. = 0,5(pK, +pK, )

Z toho vyplyva, Ze pokud bude pH mensi nez pK,™, oxid kovu se bude chovat jako
anex, zatimco pii pH vét§im nez pK,™ se bude chovat jako katex.

Pomoci rovnic (5) a (6) 1ze vysvétlit existenci skupin schopnych zadrZzovat anionty.
S rostoucim pH dochazi k posunu rovnovahy v rovnici (5) na levou stranu a tudiz
klesa i kapacita pro retenci aniontii. Naopak rovnice (7) a (8) vysvétluji schopnost
ZrO, zadrzovat kationty pii vysSSich hodnotach pH. Na zaklad¢ reten¢nich dat se
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ZrO; méni z anexu na katex v intervalu pH 6-7, coz je v souladu s publikovanymi
hodnotami izoelektrického bodu ZrO; [22,24].

() M(OH)(H,0) + H === M(H,0),

6) M(H,0), + CI === M(H,0);--Cl

+

(7) M(OH)(H,O) M(OH), + H

+

(8) M(OH), === M(OH);---K

M reprezentuje Zr'".

Protoze silikagel mé4 nizkou hodnotu pH,,. silanoly disociuji za neutrdlniho pH
apovrch méd negativni naboj a diky tomu existuji problémy pii chromatografii
bazickych latek, kdy dochazi k vzajemné interakci mezi analytem a silanolovymi
skupinami. V podstaté se negativnimu pusobeni silanolli nevyhneme ani pti pH 2
[22]. K zamezeni téchto interakci je mozno:

e snizit pH, aby se potlaila disociace silanoli (pod pH 3 je vétSina
stacionarnich fazi dlouhodobé¢ nestabilnich);

e zvysit pH, tak aby byl analyt v deprotonovaném stavu (pti pH>8 dochazi
k rozpousteni silikagelu);

e piidat do mobilni faze latku, kterd blokuje silanoly nebo ptidat iontové
parové cCinidlo, které vytvari iontovy par a timto zplusobem zamezit

nezéddoucim coulombickym interakcim s povrchem.

Oxidy kovii maji vyS8i hodnotu pH,,. a tedy v neutralnim prostfedi neni povrch
negativné nabity a k interakcim s pozitivné nabitymi bazemi nedochéazi. Diky

stabilité pfi vysSich pH je mozZno separovat baze jako nedisociované molekuly.

3.3.1.2 Vyména ligand

Diky pfitomnosti skupin typu Lewisovych kyselin na povrchu ZrO, je vyména
ligand vyznamna pro retenci analytd typu Lewisovych bazi. Tento proces muze
probihat i na modifikovanych oxidech, protoze potazenim povrchu oxidu polymerem
nebo uhlikem se nevytvari jednolita neprostupna vrstva, ktera by zablokovala piistup
k povrchu vlastniho oxidu. Ve vyméné ligand hraji klicovou roli koordina¢né vazané
molekuly vody [22,24]. Tyto molekuly mohou byt vyménény za jinou Lewisovu
bazi. Cim je baze silngjsi, tim je vyména snazi. Nasledujici chemické rovnovahy
popisuji procesy, které mohou nastat pii interakcich rGznych skupin s ZrO,, ale
1 s jinymi oxidy kovi [24,79]:
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(9) M(OH)(H,0)+ L, =—= M(H0)L, + OH"
(10) M(OH)(H,0)+ L, === M(OH)L, * H,0
(11) MOH)L, + L, === M(OH)L, + L,

(12) M(OH)(H,0) + L, =—= M(H,0)L, + OH"

(13) M(OH)(H,0) + L, =—= M(OH)L, + H,0

M reprezentuje kov voxidu, L; Lewisovu bazi mobilni faze a L, analyt typu
Lewisovy baze. Rovnice (9) a (10) popisuji modifikaci povrchu ZrO,, pokud je
soucasti mobilni faze latka typu Lewisovy baze. Rovnice (11)-(13) popisuji vyménu
ligandu mobilni faze L; za ligand L, (analyt). Pfispévky H,O a OH k vyméné
ligandd jsou silné zavislé na pH mobilni faze. V nizSich pH se uplatiiuji procesy
(10)-(13). Za vysokého pH jsou pravdépodobné prispévky procesi (9) a(13)
k celkové vyméné ligand minimdlni, protoze ion OH" je velmi silnd Lewisova baze.
OH’ je na ZrO; nejsilnéjsi monovalentni baze a je schopna vytésnit z povrchu ZrO,
ostatni monovalentni baze. Pfitomnost koordinacné¢ vazané vody je pro vyménu
ligandi velmi dualezita [24]. Silikagel nema takto vazanou vodu, a proto vymeéna
ligandli zde neprobihd. Sila interakce mezi Lewisovou bazi a Lewisovou kyselinou je
zavisld na elektronové hustoté a polarizovatelnosti baze. Mald polarizovatelnost
a velka elektronova hustota ma za nasledek siln€jsi interakce. Sila interakci klesa
v fadé:

fosfat > fluorid > citrat > sulfat > acetat > formiat > nitrat > chlorid [24,80]. Tato
eluotropicka tada byla vytvofena na zakladé schopnosti vytésiiovat anion kyseliny
benzoové. Dale byla experimentalné prokazana zavislost mezi log k™ a pKa derivati
benzoové kyseliny [81,82]. Sklon piimky vyjadfujici tuto zavislost se ménil s pH
mobilni fadze. Tato korelace vSak nebyla nalezena na silném silikagelovém anexu.
Toto zjisténi potvrzuje teorii, ze zavislost mezi log k'a pKa u derivati benzoové
kyseliny souvisi s kyselosti (Lewis) ZrO, a je nasledkem vymeény ligandii a ne
vymény aniond.

71O, siln¢ interaguje s Lewisovymi bazemi (flouridy, hydroxidy, karboxylaty)
[81]. Maximum adsorpce se pravdépodobné vyskytuje, kdyz je pH = pKa [24].
Pokud je analyt silnd Lewisova baze, tak se da ocekéavat, velmi mala
chromatografickd ucinnost, pokud neni v mobilni fazi pfitomna siln¢j$i Lewisova
baze (fosfat, acetat). V nizkém pH nelze pouzit fluorid, protoze se vytvaii HF, a ta
ZrO, rozpousti [24,79,81,83].

Jak jiz bylo feCeno vyse, je 1 na modifikovaném povrchu k dispozici dostatek
skupin typu Lewisovych kyselin, a proto dochazi pti chromatografii proteinti
k silnym interakcim s jejich karboxylovymi kyselinami, ztoho divodu je nutny
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ptidavek silngjsi Lewisovy baze do mobilni faze. Napt. ndhradou 0,1% trifluoroctové
kyseliny za kyselinu citronovou nebo fosforecnou se podafilo eluovat proteiny
1 z nemodifikovaného ZrO, [84].

Retence na ZrO, je ovlivnéna kombinaci dvou efekti — vymény ligandi
a vymény iontii. Diky tomu je mozno ovlivnit eluci prostfednictvim koncentrace
Lewisovy baze a iontovou silou [22]. Na obr. 13 je piiklad separace nékolika
antihistaminik a ovlivnéni jejich retence pomoci zmény Lewisovy baze v mobilni
fazi. Nejkratsi retencni Casy maji latky v acetatovém pufru, protoze octan je slabsi
Lewisova baze nez fluorid a fosfat. Ackoliv fluoridy a fosfaty blokuji Lewisovy
kyseliny daleko efektivnéji nez acetat, zavadéji na povrch PBD-ZrO,
(polybutadienem modifikovany oxid zirkoni€ity) vétsi negativni naboj a povrch timto
dostava charakter siln¢jSitho katexu. Vyména kationtd se stavda dominantnim
mechanismem retence a to méa za nasledek iprodlouzeni reten¢nich Cast. Vybér
pufru a jeho koncentrace, iontova sila, pH a charakter protiiontu pufru mohou
ovlivnit interakce analytu s povrchem. Dals§i proménna k ovlivnéni retence (pokud je
hlavnim retenénim mechanismem vyména iontll) je hodnota pH. Amitriptylin a
nortriptylin jsou silné¢ zadrzovdni na koloné diky pfitomnosti iontové vymeény.
Zvyseni pH na 12 snizuje pfispévek iontové vymény na celkovou retenci
a dominantni se stava reverzni mechanismus, to vede ke zméné retence obou latek,
viz obr. 14 [22,76].

Obr. 13 Vliv charakteru Lewisovy baze na retenci bazickych analytti na PBD-ZrO,,
pievzato z ref. 22.
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Obr. 14 Vliv pH mobilni faze na retence bazickych analytti na PBD-ZrO,, ptevzato
z ref. 76.
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Srovnéme-li chovani analyti na PBD-ZrO; a bézné reverzi fazi ODS fazi, tak se
vyrazng lisi jen pro ionizovatelné latky. Na zakladé vyse feceného je jasné, ze pokud
mobilni faze obsahuje silnou Lewisovu bazi, bude separace kationickych latek (velka
¢ast 1€¢iv) vyrazné ovlivnéna adsorpci této Lewisovy baze na povrch ZrO,. Ackoliv
ma PBD-ZrO, ve srovnani s ODS mensi podil stacionarni faze, tak pfi pouziti stejné
mobilni faze jsou stejné nepolarni latky méné zadrzovany na PBD-ZrO, nez na ODS,
ale retence bazickych latek je silngj$i na PBD-ZrO, neZ na ODS. Dale jsou zde
patrné rozdily v pofadi jednotlivych latek a v selektivite. Na zaklad¢ srovndni
retencnich dat na obou fazich bylo prokdzano, Ze neexistuje témét zadnéa korelace
mezi retenci na obou fazich, ackoliv jsou ob¢ faze reverzni, viz obr. 15 [85].

Obr. 15 Zavislost log k" na ODS a log k" na PBD-ZrO, pro vybrana antihistaminika,
pievzato z ref. 85.

r=0271
g s.d. = 0.655
15 ® @
L] T
-
L1+
1.0r /
-
ol
[ ]
(=]
[UE-N
3 4
2
- » »
0.0 1
»
0s 1.0 1.5
PEO-ZrO,

Zakladni rozdil v retenci mezi obéma kolonami je patrny i z obr. 16. Zavislost
reten¢niho faktoru na logaritmu koncentrace fosfatu je méné strma na ODS fazi nez
je tomu u PBD-ZrO,. To znamend, Ze pfispévek iontové vymeénnych interakci na
retenci pozitivné nabitych molekul je vétsi nez u ODS a retence bazickych latek je
siln€j$i. Zménou koncentrace pufru, viz obr. 17, je mozné dosdhnout daleko lepsi
separace na PBD-ZrO; nez na ODS (je vicero koncentraci fosfatu, kdy 1ze dosahnout
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vétsi rozliSeni nez jedna). Adsorpce fosfatu popf. jiné Lewisovy baze na povrch ZrO,

muze tedy slouzit k doladéni separace. Na ODS je tento efekt vyrazné mensi.

Obr. 16 Vliv koncentrace pufru na retenci pro vybrand antihistaminika na ODS
PBD-ZrO,, ptevzato z ref. 85.
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Obr. 17 Efekt koncentrace pufru na minimalni rozliSeni pro ODS a PBD-ZrO,,
pievzato z ref. 22.
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Ob¢ stacionarni faze se dale 1isi v své kapacité. Kapacita pro zatizeni vzorkem je
u PBD-ZrO; vétsi nez u ODS, i1 kdyz celkova plocha stacionarni faze je u PBD-ZrO,
podstatné mensi. Tento jev se vysvétluje na zdkladé nasledujici uvahy — k presyceni
na obou fazich dojde v pfipadé, ze bazicky analyt vysyti podstatnou ¢ast negativné
nabitych skupin na povrch stacionarni faze. Diky adsorpci pufrd typu Lewisovych
bazi jsou na zirkoniovych stacionarnich fazich negativné nabité castice daleko

pocetn&jsi nezZ jsou zbytkové disociované silanoly na fazi ODS, viz obr. 18 [22].

Obr. 18 Srovnani vybranych stacionarnich fazi z hlediska moznosti zatizeni bazickou
latkou (nortriptylin), ptevzato z ref. 22.
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Vybér chromatografickych podminek pro urcity analyt by se tedy na zdklad¢

vyse feCen¢ho mél fidit podle jeho charakteru.
Kyseliny — nezbytnou slozkou mobilni faze je fosfat (¢c>20 mM). V piipadé separaci

v nizké oblasti pH se obvykle pouziva kyselina fosforecna. Pfidavek fluoridu do
mobilni faze (pokud je pH vétsi nez 4) muze separaci zlepSit. AvSak piidavkem
fosfatu nebo fluoridu se vytvoii na povrchu ZrO, silny negativni naboj, coz znaénym
zpusobem zesili interakce s kationty. Pokud chceme tomuto efektu predejit, je mozno
nahradit fosfat nebo fluorid acetatem.

Bazické latky — lze vyuzit moznosti prace v oblasti pH az do 13-14 (dle typu
stacionarni faze). V oblasti pH<10 muze byt retence optimalizovéna ptidavkem
vhodného aniontu typu Lewisovy baze (fosfat, fluorid). lontova sila a pH maji
vyrazny efekt na rozliSeni. Pokud chceme co nejvice zvyraznit rozdil v selektivité ve
srovnani s ODS fazi, tak je nutno udrzovat koncentraci pufru <10 mM. Narozdil od
ODS féaze klesa retence na zirkoniové fazi, pokud je pH mobilni faze vyssi nez je
pKa pftislusného analytu [23,86].

3.3.2 Prehled modifikaci ZrO, pro separacni ucely

Vhodné vlastnosti daného chromatografického materidlu jsou dosazeny
modifikaci povrchu. VétsSina HPLC separaci je vsoucasné dobé provadéna
v reverznim modu, proto je velkd pozornost vénovadna moznosti modifikace povrchu
ZrO, 1 dalSich potencionélnich oxidi — Al,Os, TiO,. RPLC staciondrni faze se
piipravi vhodnou imobilizaci latky snizkou polaritou napi. polybutadienu,
polystyrenu nebo uhliku [22,63].

K modifikaci povrchu ZrO; lze vyuzit nasledujici postupy [24]:

1. dynamicka modifikace — pfidavkem siln¢ interagujici latky do mobilni faze;
2. kovalentni chemicka modifikace;
3. fyzikalni modifikace — potaZeni vrstvou polymeru nebo uhliku.

Utelem modifikace povrchu u ZrO; je ziskat stacionarni fazi, kterd ma podobnou
hydrofobicitu a chemickou selektivitu jako béZzn¢ uzivané stacionarni faze na bazi
silikagelu. Pfitom neni mozno zablokovat Gpln¢ vSechny skupiny typu Lewisovych
kyselin a diky tomu se na retenci latek podili vice efektli. U latek neelektrolytového
charakteru se uplatituje pfi retenci pouze reverzni mechanismus. Avsak jaky efekt
(vyména ligand, vyména iontd, reverzni mechanismus) se bude uplatiovat
dominantné u latek ionizovatelnych zavisi na pH, typu pouzitého pufru, iontové sile,
pouzitém organickém modifikatoru. Kombinace vsech téchto mechanizmii mize byt
vyuzita pro obtizné separace i vzhledem k chemické a termalni stabilit¢ ZrO,
[22,24,63,85].
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3.3.2.1 Dynamicka modifikace

Dynamickd modifikace povrchu se pouziva v pfipadech, kdy je tifeba
odblokovat nezadouci interakce analytu s povrchem kolony nebo zavést docasné
vazanou fazi na kolonu. Dynamickd modifikace se wvyuzivd jiz fadu let
u silikagelovych staciondrnich fazi k minimalizaci interakci silanolovych skupin
s bazickymi latkami [2,21]. U zirkoniovych stacionarnich fazi se pouziva dynamicka
modifikace k odblokovani nezddoucich interakci analytu s Lewisovymi kyselinami.
Pouzivaji se silné Lewisovy baze (anorganické fosfaty, fluoridy, karboxylové
kyseliny nebo siln€¢ komplexujici latky jako je napi. EDTA) [79,80,81,83,84]. Na
zakladé téchto studii byl urcen také vliv jednotlivych Lewisovych bazi na retenci

analyti.

3.3.2.2 Modifikace kovalentni vazbou

Prace na formulaci reverzni faze na bazi kovovych oxidi stale pokracuji. Pokud
by se podaftilo pfipravit permanentni reverzni fazi, ktera by uplné odstranila ptisobeni
Lewisovych kyselin, tak by tento typ stacionarnich fazi pravdépodobné nahradil
kolony na bazi silikagelu [63].

3.3.2.2.1 Silanizace

Ptestoze jiz vroce 1976 bylo prokdzano, ze hydrolyticka stabilita silikonové
vazby klesa v poradi Si-O-Si-R>>Zr-O-Si-R>>Ti-O-Si-R>>AI-O-Si-R, bylo mnoho
pokusti modifikovat oxidy kovii prave silanizaci. Tato technika je dobie zvladnuta po
teoretické i praktické strance [2,21,32]. Pro permanentni modifikaci povrchu ZrO,
jednoduchou silanizaci je limitujicim faktorem nejen nestabilita vazby Zr-O-Si-R, ale
také struktura a bazicita hydroxyld na jeho povrchu. VétSina hydroxylti ZrO, je
v tzv. ,,bridged” form¢, a ta je pro silanizaci nevhodnd (tento typ se na silikagelu
nenachazi) [21,24]. Ac¢koliv pokusy s modifikaci oxidii kovi silanizaci zapocaly jiz
v sedmdesatych letech minulého stoleti a bylo publikovano mnoho praci na toto
téma, nebyla zatim dolozena pfiprava stabiln¢ modifikovaného ZrO,. Komeréné
dostupné zirkoniové (i aluminiové) reverzni faze nejsou pfipravovany silanizaci

jejich povrchovych OH skupin [63].

3.3.2.2.2 ZrO, modifikovany fosfatem

Silné interakce fosfati spovrchem ZrO, mohou byt vyuzity ke zlepSeni
chromatografické ucinnosti. Bud’ se pouziji jako pridavek do mobilni faze a nebo se
vyuziji k modifikaci povrchu, tzn. ze ZrO, je vystaven agresivnimu prostiedi
fosforecné kyseliny a vytvoii se vrstva fosfatu zirkonia [87]. V zavislosti na
podminkach (pH, koncentrace, teplota, ¢as) mize byt kontrolovan stupeii
modifikace. Refluxovanim céstic ve zredéné kyselin¢ fosforecné vznikne nékolik
vrstev fosforeCnanu zirkoniCitého (za pfiliS agresivnich podminek vSak dochazi
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k uplné konverzi ZrO, na fosfore¢nan, ktery ma sice vrstevnatou strukturu, ale je
mechanicky slaby a pro HPLC nevhodny). Takto modifikovany ZrO, mé charakter
katexu a byl pouzit pro separaci katonickych proteind, imunoglobulinii
1 aminokyselin [63,88].

3.3.2.2.3 ZrO, modifikovany fluoridem

ZrO, modifikovany fluoridem jevil zpoc¢atku podobné vlastnosti jako fosfatovana
710, faze, ale jeho chovani je odlisné. Pro piipravu staciondrni faze postaci pouze
promyti kolony roztokem fluoridu [79]. Tato faze je vyborna pro separaci proteini
ama jedineCnou selektivitu ve srovnani s ostatnimi iontoméni¢i na bazi ZrO..
Protoze ma tento material obzvlasté vysokou kapacitu pro proteiny byl zkouman jako
vhodny material pro jejich preparativni ¢isténi [89]. Regenerovat kolonu je mozné
promytim opét roztokem fluoridu. Na takto upraveném ZrO, nelze pracovat pii
nizkém pH, protoZze dochazi ke tvorb& kyseliny fluorovodikové, kterd ZrO,

rozpousti, nehledé€ k nepfiznivému vlivu na detektor a cely HPLC systém [63].

3.3.2.2.4 ZrO; modifikovany fosfonatovym analogem EDTA

Na zaklad¢ vysledku s fosfaty a fluoridy byly hledany dalsi silné Lewisovy baze,
které¢ by mohly poskytnout odlisSnou selektivitu sorbentu. Refluxovanim ZrO, ¢éstic
analogem EDTA — EDTPA (ethylendiamin-N,N-tetramethylfosfonova kyselina) byla
ziskana faze s kation-vyménnymi vlastnostmi, kterd ma zajimavou selektivitu a byla
schopna separovat vysoce bazické proteiny. Proteiny s pl (isoelektricky bod) mensi
nez 6,8 nejsou touto fazi zadrzovany. Komeréné dostupna je tato fdze pod oznaenim
Zirchrom-PEZ [64]. Diky pfitomnosti alifatické ¢asti v EDTPA je mozZzno na této
stacionarni fazi separovat proteiny a dal$i analyty, které nejsou separovany na
fosfatem modifikovaném ZrO,. Tato faze byla pouzita k ziskdni vysoce Cistych
monoklondlnich protilatek z bunécnych kultur [90,91,92].

Také PBD-ZrO; byl tspésné modifikovany EDTPA a je komer¢né dostupna pod
oznacenim Zirchrom-EZ. Tato stacionarni faze je alternativou k béznym
zirkoniovym reverznim fazim u aplikaci, kde je tfeba pouzit t€kava aditiva mobilni
faze. Deaktivaci Lewisovych kyselin je mozno separovat i Lewisovy baze typu
karboxylovych kyselin, sulfati, fosfath za pouziti t€kavych aditiv jako jsou acetaty

nebo mravencany, které jsou kompatibilni s MS detekci [64].

3.3.2.3 Stacionarni faze modifikované polymerem

Tyto kombinované materidly maji velky potencial - jsou mechanicky i chemicky
stabilni, maji minimdlni nespecifickou adsorpci a je mozno velmi flexibilné
modifikovat jejich chromatografickou selektivitu [63]. PotaZeni polymerem se
pouziva k napodobeni riiznych silikagelovych vazanych fazi. Polymerni vrstva slouzi
zaroven k odstinéni skupin typu Lewisovy kyselin. Napf. polybutadien se podoba
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oktylové nebo oktadecylové skupiné, zatimco polystyren méa podobné vlastnosti jako
fenylové zbytky. Tyto dva polymery jsou nejvice vyuzivany k modifikaci nejen
ZrO,, ale 1 dalSich oxidi [63]. Mnoho studii ukazuje, Ze kovové oxidy modifikované
polymerem maji vysokou ucinnost, pH stabilitu, Zivotnost a chromatografickou
selektivitu. Vétsina kovovych oxidit modifikovanych polymerem ma, na rozdil od
polymernich kolon, uc€innost srovnatelnou se silikagelovymi véazanymi fazemi
[93,94].

3.3.2.3.1 ZrO, modifikovany polybutadienem - PBD-ZrQO,

ZrO, modifikovany polybutadienem mé excelentni chemickou i tepelnou stabilitu
[63,86,95]. PBD-ZrO, ma také vyjimecnou stabilitu za bazického pH. Degradacni
proces nebyl pozorovan ani po vystaveni dlouhodobému vlivu IM NaOH nebo
vysoké teploty [96,97,98]. Diky teplotni stabilit¢ je mozno tyto stacionarni faze
vyuzit i za mnohem vysSich teplot nez je v HPLC béZzné. Vyhodou je vyssi G€innost
kolony diky zvySené difuizi ve staciondrni fazi. ProtoZe vyssi teplota snizuje C-¢len
v Knoxové rovnici (vyjadiuje odpor proti pienosu hmoty mezi fazemi) je mozno
diky tomuto efektu vyuzit i vyssi pratoky mobilni faze a zkratit tak ¢as analyzy. Za
vyssich teplot se také mize ménit selektivita PBD-ZrO; [98,99].

Chromatografické vlastnosti PBD-ZrO;
Vlastnosti PBD-ZrO, jako stacionarni faze pro RPLC byly systematicky

studovany a srovnany s béznymi silikagelovymi RPLC C18 a C8 stacionarnimi
fazemi [94,99,100,101,102]. Pro jednoduché latky neelektrolytové povahy, kdy
analyt znateln¢ neinteraguje s povrchem ZrO;, jsou retence a selektivita podobné
reverznim silikagelovym fazim. Mira interakci téchto analyti s Lewisovymi
kyselinami byla studovana na souboru 26 rozdilnych latek za pouziti mobilni faze
s ptidavkem a bez ptidavku Lewisovy base (fluorid). Interakce se skupinami typu
Lewisovych kyselin byly pozorovany pouze u p-chlorphenolu [102]. Podobnych
vysledki bylo dosazeno 1 na vzorku 22 latek a tii typl staciondrnich fazi —
silikagelové, polymerni a PBD-ZrO, [63].

Retence ionizovatelnych nebo nabitych latek je vyrazné rozdilnd na PBD-ZrO,
a béznych reverznich fazich, jak je mozno vidét na prikladu antihistaminik [85], viz
obr. 19.

Viiv poctu methylenovych jednotek ncyyna ln k'

V RPLC je retence (In k") vhomologickych tadach pfimo Uumérnd poctu
methylenovych skupin. K popsani chovani PBD-ZrO, v reverznim modu, byly
studovany série alkylbenzenll na stacionarnich fazich s riznym obsahem uhliku a za
pouziti ACN i MeOH v mobilni fazi [103]. Byla prokazana linearni zavislost mezi
In k" a poctem methylenovych skupin pro kazdou mobilni fazi i pro kolony s riznym
obsahem uhliku. Sklon pfimek linearniho prolozeni byl témét shodny a neni tedy
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zavisly na obsahu uhliku ve staciondrni fazi. Timto bylo prokazano reverzni chovani
PBD-ZrO,. Ve srovnani se silikagelovou C18 fazi md PBD-ZrO, jen mensi
hydrofobicitu.

PBD-Z0,
Obr. 19 Srovnani selektivity PBD-ZrO, 25}

a ODS stacionarni faze, ptevzato zref. 2o}
85.

149

(1) feniramin; (2) chlorfeniramin;

(3) thenyldiamin; (4) bromfeniramin;
(5) cyklizin; (6) pyrrobutamin;

(7) chlorcyklizin; (8) thonzylamin;

(9) meklizin. 50
45 obDs

Viiv koncentrace ACN a MeOH v mobilni fazi na In k'
DalSim vyznamnym aspektem vyuziti PBD-ZrO, v RPLC je efekt slozeni

mobilni faze na retenci, protoZe zména v jejim slozeni je zdkladnim prvkem
v optimalizaci HPLC separace [103]. Na béZnych staciondrnich fazich klesa retence
neionogennich latek se zvySujicim se % organické slozky mobilni faze. Na obr. 20 je
zavislost In k™ na % organické slozky mobilni faze pro benzen a toluen. V mobilni
fazi obsahujici methanol je zavislost linedrni cca v intervalu 35-100%. Snizeni
obsahu MeOH pod 35 % jiz nema na retenci analytu tak vyrazny efekt. Zavislost
Ink” na % ACN neni linearni v tak Sirokém intervalu jako u MeOH. Linearita byla
pozorovana v rozmezi 20-50 % a 50-90 %.

Viiv imobilizovaného PBD na k’ a na HETP

Mnozstvi PBD, ktery se pouZije k modifikaci povrchu ZrO, vyrazné ovliviiuje
pocet dosazenych teoretickych pater [101]. Dle teoretického predpokladu je ti¢innost
kolony zévisla na relativni retenci k', coz bylo ovéfeno na béznych ODS fazich.
Nejvyraznéjsi rozdil mezi PBD-ZrO; a béznou stacionarni fazi je zavislost C ¢lenu
Knoxovy rovnice na mnozstvi PBD pouzitého k modifikaci ZrO,. Bylo zjisténo, ze
pfi vys$Sim procentu ukotvené¢ho polymeru dochdzi k nartistu C ¢lenu v Knoxové
rovnici, coz odrazi relativné vétsi odpor k pfenosu hmoty. Retence benzenu rostla
linearné s rostoucim mnozstvim PBD cca do 4%. Pokud bylo na ZrO, imobilizovéno
vice PBD, retence vyrazné vzrostla, coz se vysvétluje formovanim polymernich
klastrii uvnitt ¢astic a omezenim jejich pruchodnosti polymerem [103].
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Obr. 20 Zavislost In k" pro toluen a benzen na % organické slozky v mobilni fazi,
stacionarni faze PBD-ZrO,. Ctverce odpovidaji benzenu, krouzky toluenu;
prazdné symboly odpovidaji mobilni fazi MeOH-voda, plné symboly
odpovidaji mobilni fazi ACN-voda, pievzato z ref. 103.
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Srovnani retencnich mechanismit na PBD-ZrO; a stacionarnich fazi s navazanym
alkylem pro organické baze

Jak uz bylo uvedeno drfive, tak se ZrO;, chova jako silnd Lewisova kyselina
a muze adsorbovat velmi pevné silné Lewisovy baze (analyt nebo slozka mobilni
faze). Cast povrchu ZrO, ziistava i po potazeni polymerni vrstvou piistupna témto
interakcim. Adsorp¢ni izoterma anorganického fosfatu, bézného pufru v RPLC, je
saturovéana pii koncentraci 1,5 — 1,7 pmol-m™ [63]. Z toho plyne, Ze povrch ma silny
negativni naboj v Siroké Skale pH. Negativni naboj se zachovava ivpH 2 a pfi
retenci analytu se uplatiiuje jak reverzni faze, tak kation-vyménny efekt - ,,mixed*
moéd. Situace je podobna jako u kolon na bazi SiO,, kde diky ionizaci silanolovych
skupin dostava povrch také negativni naboj — ovSem az pii vyssim pH. Avsak mezi
obéma fazemi existuje mnoho kvalitativnich i kvantitativnich rozdili v retencnim
procesu [76,77,78,85,104]:

e organické baze maji obvykle vys$i hodnotu k° na ZrO, kolonach
modifikovanych polymerem nez na SiO, fazich s vazanym alkylem, pfestoze
u Si0; kolon je daleko vétsi povrch sorbentu;

e podstatné rozdily v selektivité jsou bézné patrné pii srovnani zirkoniovych
a silikagelovych kolon;

e pouzity pufr md u PBD-ZrO; obvykle vyznamny vliv na retenci organickych
bazi; také vliv koncentrace pouzitého pufru je mnohem vyraznéj$i nez
u silikagelovych stacionarnich fazi, viz obr. 21;

e retence organickych bazi na PBD-ZrO, daleko citlivéj$i na stupeni substituce
nabitého dusikového atomu.
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Obr. 21 Porovnani zavislost retence p-butylbenzenaminu na koncentraci NH,; na
dvou silikagelovych reverznich fazich a PBD-ZrO,; podminky MeOH-
fosfore¢nan amonny (pH 7), (55:45, v/v); teplota 35°C, ptevzato z ref. 77.
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Vsechna vysSe uvedena fakta nasvédcuji, Ze kation-vyménny mechanismus ma
vyrazny vliv na retenci organickych bazi na ZrO, reverznich fazich ve srovnani
silikagelovymi materidly s navazanym alkylem. Tato hypotéza byla potvrzena ve
studii, kde byla zkouména zavislost retence u p-alkybenzylaminii na koncentraci
amoniovych iontl v eluentu [104]. Bylo prokazano, ze mnohdy méné jak z 20-ti % je
organickd baze zadrZzovdna na PBD-ZrO, isté¢ reverznimi interakcemi, zatimco na
silikagelovych stacionarnich fazi se reverzni mechanismus podilel na retenci vice jak
z 90-ti %.

Vysledky studii zabyvajici se studiem retenéniho mechanismu na PBD-ZrO, je
mozno shrnout do nasledujicich boda:

e PBD-ZrO; je chemicky a tepeln¢ stabilni;

e PBD-ZrO; se chova jako reverzni faze s podobnou selektivitou jako u ODS
fazi pro neionizovatelné latky;

e vyména ligandi zplsobuje nizkou efektivitu separacniho procesu pro
kyseliny, pokud neni v mobilni f4zi pfitomna silnd Lewisova baze;

e vzijemna kombinace hydrofobnich interakci a iontové vyménnych interaket,
které byly pozorovany pro bazické latky, maji zasadni vliv na retenci

a selektivitu ve srovnani s reverznimi fazemi na bazi Si0O,.

3.3.2.3.2 ZrO, modifikovany polystyrenem - PS-ZrO,

Tento typ staciondrni faze byl prvné popsan Sharyginem jiz v roce 1991. Novy
typ modifikovaného ZrO, polystyrenem byl vyvinut skupinou P. W. Carra
[63],105,106,107] jako alternativni stacionarni faze pro analyty, které se
nedostateCné separuji na PBD-ZrO,. Diky pfitomnosti styrenovych jednotek je
dosazeno unikéatni selektivity pro latky aromatického charakteru.
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Zhao a Carr studovali vlastnosti PS-ZrO, a porovnavali dosazené¢ vysledky
s PBD-ZrO, [106]. U obou fézi je vrstva polymeru vdzana k povrchu prostfednictvim
fyzikalnich sil. AvSak vzhledem k odliSnosti v procesu potazeni ZrO,, byly u obou
fazi pozorovany rozdily ve struktufe port. Vyrobni proces PS-ZrO, vychazel
z jednotlivych monomerti, zatimco k modifikaci povrchu ZrO, polybutadienem byl
pouzil jiz hotovy polymer. Hlavnim rozdilem mezi obéma fazemi je v oblasti malych
pori (<100 A). U PS-ZrO, byl pozorovan vznik mikropérii (<20 A), které vznikaji
pravdépodobné diky vys§imu stupni zesiténi polymeru nez u PBD-ZrO,. Mikropory
jsou ve vétSin€ pripadi nezddouci, protoze molekularni diftize a pfenos hmoty v nich
je pomaly. AvSak studium zéavislosti HETP (vyskovy ekvivalent teoretického patra)
na pritokové rychlosti u PS-ZrO, prokézala minimalni odpor k pfenosu hmoty [106].
C clen v Knoxové rovnici byl pouze 0,003. Navic rozsifeni piku vlivem pomalého
transferu hmoty mezi stacionarni a mobilni fazi byl vyraznéjsi u PBD-ZrO, (C ¢len
Knoxovy rovnice 0,07). To naznacuje, Ze pii potazeni PS dochazi ke vzniku tenci
a vice uniformni vrstvy polymeru nez u PBD nebo dochédzi k mensi obstrukci port
vlastnim polymerem.

Stabilitu 1 vyborné separacni vlastnosti PS-ZrO, pfinizkém 1 vysokém pH
dokumentoval Kurganov et al. [100]. Zhao a Carr [106] testovali stabilitu PS-ZrO,
v oblasti pH 1-13 a za vysoké teploty. Degradace polymerni vrstvy vSak nebyla
pozorovana ani po promyti tisici objemy kolony agresivni mobilni fazi (0,1M HNOs,
0,1M NaOH).

Na zaklad¢ tzv. LSER (linear solvation energy relationship) studii i na zakladé
separaci ruznych skupin latek byla prokazana odliSnost PS-ZrO, od PBD-ZrO,
a dalSich RPLC fazi v¢etn¢ fenylovych fazi na bazi silikagelu [105,107]. PS-ZrO,
a PBD-ZrO; jsou si podobné téméf ve vSech LSER parametrech mimo poméru ,,r/v*,
ktery je podstatné vétsi pro PS-ZrO,. Tento pomér je méfitkem prispévku
polarizovatelnosti molekuly k retenci. Daleko vét§i hodnota poméru r/v u PS-ZrO,
ukazuje zapojeni m-elektronii do separa¢niho procesu. Rozdily ve vlastnostech obou
stacionarnich fazi se vyrazné¢ projevily v separacni schopnosti alkylbenzent
a polyaromatickych uhlovodikli. Retence alkylbenzenii je na PS-ZrO, slabsi nez
retence polyaromatickych uhlovodiki, zatimco na PBD-ZrO; je tomu naopak [107].
Dale napt. PS-ZrO, ma daleko vétsi selektivitu pro polohové izomery, které se lisi
v pozici fenylové skupiny. PS-ZrO, byla srovnéana i s fenylovou stacionarni fazi na
bazi silikagelu a déale pak s polymerni stacionarni fazi na béazi polystyren-
divinylbenzenové pryskyfice [105,107]. Byla nalezena podobnost ukolony se
stacionarni fazi na bazi polystyren-divinylbenzenové pryskytice ve smyslu vlivu
polarizovatelnosti na retenci. Vyhodou PS-ZrO; je vSak odlisna selektivita a vyrazné
redukovany Cas analyzy. Zajimavé bylo zjisténi, Ze na studované skupiné izomert se

neprojevily vyhody fenylové faze nad C18 fazi. Zavérem lze fici, Ze PS-ZrO; je

56



Disertacni prace ZrO, — perspektivni alternativa k silikagelu

vhodnym kandidatem pro obtizné separace, kdyZ neni dosazeno potiebné separace na

PBD-ZrO, nebo konvenéni silikagelové stacionarni fazi [107].

3.3.2.3.3 ZrO, modifikovany polyethyleniminen

Iontové vyménna LC je technika vhodnd pro separaci malych anorganickych
1 organickych nabitych molekul. Stejné tak se hodi pro separace biomolekul jako jsou
peptidy, proteiny, nukleové kyseliny atd. [2,63]. Polyethylenimin je polymer hojné
pouzivany pro modifikaci riznych materiali vcetné silikagelu, Al,O3, ZrO,, TiO,
[63]. Cilem modifikace je ziskat chromatograficky material s iontové-vyménnymi
vlastnostmi. Hlavnim problémem silikagelovych materidlt je jejich mald chemicka
stabilita pfevazné v bazickém prostedi [2,22,24]. U polymernich materialii je tento
nedostatek odstranén, ale jsou méné mechanicky odolné kvili objemovym zménam
v organické fazi, v extrémech pH nebo pii zméné iontové sily mobilni faze [2]. Diky
chemické atepelné odolnosti ZrO, je moZno jeho modifikaci ziskat stabilné;si

iontoménic [63].
WAX - slaby anex (weak anion exchanger)

Hydrofobicita stacionarni faze, jeji chemickd a termalni stabilita je ovlivnéna
druhem tzv. cross-linkeru. Pfi pouziti 1,4 butandioldiglycidyletheru vznikl slaby
anex, stabilni jen v rozmezi pH 3-9. Elu¢ni poradi n€kterych anorganickych aniontl
bylo na tomto iontoméni¢i shodné jako u materidlu na bézi silikagelu [108]. Tuto
stacionarni fazi lze pouzit pro separaci biomolekul (proteiny, nukeleotidy), ale je
nestabilni ve vyssim pH [109].

SAX silny anex (strong anion exchanger)

Pomoci dvou cross-linkert 1,10-dijoddekanu a 1,2-bis-(2-jodethoxy)ethanu se
podafilo piipravit chemicky a tepelné¢ odolné SAX. Obé faze se liSi ve své
hydrofobicité¢ (prvné¢ jmenovand je vice hydrofobni). Na SAX (cross-linker
1,10-dijoddekan) se podaftilo separovat oligonukleotidy, které se lisily v délce jen
o jeden nukleotid [109]. Tato faze je také tepelné (do 100°C) a chemicky stabilni (pH
1-13). Hydrofobicita je obdobna jako u bézné¢ ODS faze [110]. Na retenci se podileji
pfevazné interakce elektrostatické, hydrofobni a interakce mezi Lewisovou kyselinou
a bazi. Druhy typ SAX se diky své niZsi hydrofobicité uplatituje pti separaci velkych
biomolekul, jako jsou napi. proteiny. Tento materidl byl s uspéchem pouzit pii
purifikaci inzulinu od lipopolysacharidi E.coli [111]. Kontaminace byla snizena
z pavodni hodnoty 5-10° endotoxinovych jednotek na mililitr na mén& nez
5 endotoxinovych jednotek na mililitr.

3.3.2.3.4 ZrO, modifikovany uhlikem - C-ZrO,

Porézni grafitizovany uhlik je pro uc¢ely HPLC pfipravovan synteticky ve tvaru

poréznich kulovitych ¢astic o rtizné velikosti. Separace na tomto typu sorbentu se
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ponékud 1isi od separaci na silikagelovych kolondch s vazanymi C8, C18 fazemi.
Obecné lze fici, Ze retence neni zavisla jen na hydrofobicité latek. Bylo prokéazano,
ze u aromatickych latek je retence ovlivnéna i elektrostatickymi interakcemi mezi
aromatickym kruhem a hexagonalni miizkou grafitizované¢ho uhliku. Tyto interakce
mohou vyrazné ovlivnit selektivitu [2,62]. Idea spojeni obou materiall vychazi
z nasledujicich vlastnosti:

e chemicka rezistence vici bazim, kyselindm 1 organickym rozpoustédlim
e mechanicka stabilita

e odlisna chromatograficka selektivita

7Zr0; je idealnim materidlem pro tento typ modifikace, protoze mize byt zahtivan az
do teploty 700°C, aniz by se zménila struktura jeho pordi a navic atomy Zr''
katalyzuji pfeménu organickych latek na uhlik [24,63]. Modifikace povrchu je
pomérné jednoduchy a vysoce reprodukovatelny proces. Je mozno dosahnout pokryti
az z 97% povrchu ZrO, uhlikem.

Adsorpce analytu na povrch staciondrni faze je zavisla také na tvaru molekuly,
a proto maji tyto stacionarni fdze vybornou selektivitu vii¢i geometrickym izomeriim
narozdil od stacionarnich fazi svazanymi fetézci nebo fazi modifikovanych
polymerem [112]. Weber a Carr dokladaji odlisSnou selektivitu na C-ZrO, pro
geometrické izomery nez jakéa byla pozorovana u bézné C18 faze [113]. Schopnost
C-ZrO, separovat izomery byla dale dolozena na analyze diastercoizomerti napf.
warfarinu, nékterych aminokyselin a alkoholi s oa-methoxy-a-(trifluormethyl)-
fenylacetylchloridem (MTPA-CI) [114].
7Zr0; modifikovany uhlikem se liSi od faze snavazanym alkylem nasledujicimi
vlastnostmi:

e je vice selektivni pro separaci polarnich i nepolarnich geometrickych
1izomeru;

e je vice hydrofobni;

e narozdil od fazi s navazanym alkylem jsou polarni analyty také zadrzovany

n—7 nterakcemi [115].

Nedavno se podafilo modifikovat uhlikovy povrch prostiednictvim reakcei
s diazoniovou soli a navazat tak na tento povrch C18 fetézec, viz obr. 22. Tato faze je
stabilni v celém rozsahu pH pii 40°C a je také termaln€ stabilni do 200°C
v neutralnim pH [63,95].

3.3.3 Separace za zvySené teploty

Tepelna a chemicka stabilita ZrO, umoznila vyvoj ultrarychlé HPLC, kterd je
zalozena na pouziti daleko vySsi teploty, nez kterd je tolerovana béznou
silikagelovou kolonou.
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Obr. 22 Povrch C-ZrO, modifikovany oktadecylovymi fetézci, pfevzato z ref. 64,95.
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Vysoka teplota vyrazné urychluje analyzu diky poklesu viskozity mobilni faze
azvySeni poctu ustanovujicich se rovnovdznych stavli mezi fazemi. Déle bylo
prokézano, ze rychly prichod analytu kolonou kompenzuje v mnoha piipadech jeho
degradaci na koloné. Teplota vyrazné ovliviluje retenci, efektivitu separace a
selektivitu u vétsich molekul a v mensim rozsahu malych molekul. V soucasné dob¢
stale pfibyva separaci, které vyuzivaji zvySené teploty pro separaci nejriznéjSich
analytti [72,97,98,99,116,117,118,119]. Vysoka teplota redukuje obsah organickych
rozpoustédel v mobilni fazi. Voda ma pfi teploté 200-250°C podobnou polaritu jako
MeOH, proto miiZze byt pouZita jako mobilni faze pro RPLC [72,117,118,119]. Fields
studoval retenci derivata testosteronu na PBD-ZrO, za pouziti vody pfi teploté
kolonového prostoru 160°C [72]. Bylo dosazeno obdobné selektivity jako
u konvenéni HPLC. Protoze bylo opakované prokazéano, ze PBD-ZrO, je dlouhodobé¢
stabilni pfi vysokych teplotach [72,96,97,98], byla tato stacionarni faze pouzita ke
studiu vlivu teploty na selektivitu. Vliv teploty na selektivitu je zavisly na druhu
analytu. Pro latky podobné struktury nebo s podobnymi funkénimi skupinami nema
zmeéna teploty zadny efekt. AvSak pro latky s odliSnymi funkénimi skupinami se
muze selektivita ménit s teplotou. Dale bylo prokdzano, ze vysoka teplota miize
vylepsit efektivitu separace az o 30 % hlavné diky zvySeni difuzniho poméru ve
stacionarni fazi [98,99].

Selektivita mezi jednotlivymi ZrO, fazemi se vyrazné lisi, napt. C-ZrO, a PBD-
ZrO; jsou obé¢ reverzni faze, ale jejich selektivita je znacné€ rozdilna [120]. Korelace
mezi retenci na C-ZrO, a PBD-ZrO; je minimdlni. Z obr. 23 je patrné, Ze analyty ,,a“
a ,,b* jsou té¢zko separovatelné na PBD-ZrO,, ale lze je velmi snadno rozdélit na
kolon¢ C-ZrO,. Pro analyty ,,c* a ,d*“ to plati opa¢né. Ov§em kombinace obou
stacionarnich fazi miize mit zasadni efekt na separacni schopnost celého systému.

Na zaklad¢ téchto vysledki je mozny vyvoj dalSich aplikaci na zirkoniovych
stacionarnich fazich a to vtzv. T°C konceptu (termaly tuned tandem column
concept). Tento systém je zalozen na vyuziti dvou tandemovych kolon, které se 1isi
selektivitou. Kazda kolona je individualné teplotné kontrolovana. Selektivita systému
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je pak ladéna pomoci teploty. T°C koncept byl vyuzit pro separace riiznych latek
napf. barbituratd, fenylthiohydantoin-aminokyselin na ODS a C-ZrO;; triazind,
karbamatt a nékterych bazickych 1é€iv v systému ODS a PBD-ZrO, [120,121,122].

Obr. 23 Porovnani retence a selektivity na C-ZrO, a PBD-ZrO, stacionarnich fazich,
pievzato z ref. 120.

F *=0.401 5
[ 5d=0.39 o *

100

logk'(Carbon-£r0.)

0.00

S o

-1.00 0.00
logk' (PBD-ZrQ.,)

3.3.4 Chiralni stacionarni faze na bazi ZrQO,

HPLC je vsoucasné dobé dominantni technikou i pro separace optickych
antipodl. Dnes existuje cela fada chiralnich stacionarnich fazi (CSP), které jsou
schopny separovat rizné chirdlni latky. Nekteré z nich jsou univerzalnéjsi, jiné jsou
vhodné pro uzsi skupinu latek nebo jsou vyvinuté tzv. ,,na miru®.

ZrO,, diky chemické i termalni stabilité, je také zkouman jako vhodny nosi¢ pro

chiralni stacionarni faze.

3.3.4.1 Zirkoniova CSP na bazi tris(3,5-dimethylfenyl)karbamatu
celulosy

Castells a Carr nejprve publikovali pfipravu chiralni zirkoniové stacionarni faze
potazenim tris(3,5-dimethylfenyl)karbamatem celulosy na 2,5 pum castice ZrO,.
Optimalni mnozstvi chirdlniho polymeru ukotvené na ZrO, bylo 3%. Na zaklad¢
dynamickych studii bylo prokazano, ze kolony s vys$$im obsahem polymeru jsou
méng efektivni [123]. V nasledujici studii zkoumali moznosti jejiho vyuziti v NPLC
na skupiné bazickych latek vcetné nékolika [-blokatort. Byl sledovan vliv
experimentalnich podminek na separaci jednotlivych enantiomert (slozeni mobilni
faze, vliv aditiv, teploty a rychlosti pratoku) [124]. Vysledky Ize shrnout nasledovné:

e optimalizaci sloZzeni mobilni fdze hexan:alkohol (ethanol, propan-1-ol,

propan-2-ol, butan-1-ol a terc.-butanol) a piidavku bazického aditiva
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k mobilni f4zi (diethylamin, ethanolamin a 2-(ethyl)aminoethanol) bylo
dosazeno enantioseparace pro vétSinu latek zahrnutych do studie. Ve vSech
ptipadech bylo rozliSeni nejlepsi za laboratorni teploty;

e [B-blokatory, které nemaji ve struktuife etherovy mustek, se nepodaftilo
chirdlné rozdé¢lit, tzn. Ze kyslikovy atom se aktivné podili na interakci s CSP.
Zaménou ethanolu za butan-1-ol resp. za terc.-butanol se podaftilo separovat 4
enantiomery nadololu;

e kombinaci malého priméru castic (2,5 um), kratké kolony (7,5 cm)
a vysokého pritoku (3-4 ml-min™") se podatilo vétsinu latek separovat v Gase
cca 1 minuta s vybornym rozliSenim (Rs>2).

Vliv teploty na chirdlni separaci za pouziti vySe zminéné CSP byl zkouman
vdalsi studii [125]. U vétSiny studovanych sloucenin bylo pozorovano
predpokladané chovani. Selektivita CSP pro danou skupinu latek klesala s rostouci
teplotou. AvSak u dvou latek (zrans-stylbenoxid; 1-(9-antryl)-2,2,2-trifluorethanol)
byla nalezena opacna zavislost selektivity na teploté separace. S rostouci teplotou se
pro tyto dva analyty zlepsila selektivita CSP.

3.3.4.2 Zirkoniova CSP na bazi BSA a karboxymethyl-f-cyklodextrinu
J. H. Park et al. [126] a S. Y. Park et al. [127] publikovali vyuziti

modifikovaného ZrO, pomoci BSA (bovinni sérovy albumin) [126] a karboxy-
methyl-B-cyklodextrinu [127] v reverznim modu.

Kviili nestabilit¢ kovalentni vazby Zr-C a Zr-O-C byl BSA ukotven na ZrO,
pomoci glutaraldehydu. Chiralni bazické latky byly separovany s velkou selektivitou,
diky malé retenci prvniho enantiomeru. Tato skute¢nost naznacuje maly piispévek
neselektivnich interakei k enatioseparaci a moznou denaturaci takto imobilizované¢ho
BSA. Vysledkem jsou neobvyklé enantiodiskriminacni vlastnosti této staciondrni
faze [126]. Na tuto praci navazuje studie, ve které¢ se autofi pokouseli imobilizovat na
povrch ZrO, karboxymethyl-f-cyklodextrin. Pomoci této zirkoniové CSP byly
separovany dinitrofenylderivaty aminokyselin. Byl studovan vliv sloZeni mobilni
faze a jejiho pH na retenci a enantioselektivitu. I pfesto, Ze se autorim nepodafilo
imobilizovat dostatecné mnozstvi chirdlniho selektoru na castice oxidu zirkonicitého
jsou tyto pilotni vysledky ptislibem do budoucna [127].

3.3.4.3 Komercné dostupné CSP na bazi ZrO,

Prvni komercné dostupné chiralni stacionarni faze byly uvedeny na trh az béhem
roku 2005 firmou Zirchrom Separations, Inc. Diky tomu, Ze atomy zirkonia ptsobi
jako Lewisovy baze, je mozno navazat chiralni stacionarni fazi prostfednictvim
spojujiciho ftetézce, ktery ma silné elektron-donorové vlastnosti. Chirdlni faze
vznikaji jednoduchou dvoustupniovou syntézou, kdy v prvnim stupni je na povrch
ZrO; navazan spojujici fetézec a v druhém stupni je navazana CSP, viz obr. 24. Tyto
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stacionarni faze maji vybornou stabilitu za podminek NPLC, ale mohou byt
kompletné vymyty ve vodném alkalickém prostiedi. V soucasné dobé je zatim
k dispozici pét typt chiralnich kolon s Pirklovymi fazemi [64]:

e (S)-3,5-dinitrobenzoylleucin

e (5)-3,5-dinitrobenzoylfenylglycin

e (R)-3,5-dinitrobenzoylfenylglycin

e (S)-N-[1-(1-naftyl)ethyl]jantarova kyselina
e (R)-N-[1-(1-naftyl)ethyl]jantarova kyselina

Obr. 24 Ptiklad navazani chirdlniho selektoru pomoci spojovaciho fetézce na ZrO,,
prevzato z ref. 64.
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3.4 Chiralni stacionarni faze v HPLC

Optickd izomerie je spojena s pritomnosti asymetrického centra (nejcastéji
uhlikového atomu). Na tomto atomu jsou vazany Ctyfi riizné substituenty, které 1ze
usporadat dvojim zplisobem, aniz by bylo mozné je jakymkoliv posunem ¢i rotaci
vzajemné ztotoznit. Izomery lisici se timto uspofadanim se nazyvaji enantiomery.
Enantiomery maji identické fyzikalni a chemické vlastnosti, pokud na né neplisobi
opticky aktivni latky nebo prostedi. Lisi se chovanim vici polarizovanému svétlu,
jehoz rovinu sta¢i v opacném smyslu avsak o stejnou hodnotu. Podle smyslu otaceni
rozliSujeme enantiomery (+) a (-). Obecné pouzivana nomenklatura oznacuje optické
izomery pifedponami R (rectus) a S (sinister). V tomto piipadé mluvime o tzv.
absolutni konfiguraci a k urCeni priority substituentli je pouzito atomového cisla
prvnich, poptipadé dalSich atomti vazanych na chirdlni centrum. R a S konfigurace se
ur¢i podle sméru poklesu priorit jednotlivych substituenti. Smér tohoto otaceni se
muze, ale nemusi shodovat s otd¢enim roviny polarizovaného svétla [11].

Chiralita nas provazi na kazdém kroku nasi existence, napt. sledovani racemizace
aminokyselin se vyuziva k ur€ovani veéku jedincii a 1 k datovani archeologickych
nalezt [10]. Mezi oblasti, kde se chiralité¢ vénuje zvySena pozornost, patii predevsim
sledovani enantioselektivniho Uc¢inku 1éCiv, zkouma se vSak i odlisSné piisobeni
enantiomert pesticidd a slozek potravin [11,128]. Téméf polovina pouzivanych 1é¢iv
ma chiralni charakter. Je znamo, ze farmakologicky efekt je ve vétSiné ptipadi
omezen na jeden enantiomer — eutomer. Druhy enantiomer je oznacovéan jako
distomer a mize byt pouze méné aktivni az neaktivni nebo mtze byt zodpovédny za
vedlejsi G¢inky racematu (antagonisticky, toxicky nebo jiny farmakologicky efekt).
Déle se enantiomery mohou lisit v absorbci, distribuci, vazbé na proteiny, afinité
k receptoru popi. metabolismem [11,10,128,129]. Pomér ucCinnosti eutomeru
a distomeru se nazyva eudismicky a jeho logaritmus je oznaCovan jako eudismicky
index. Minimaln¢ v sériich strukturné¢ podobnych latek byla prokazana linedrni
zévislost mezi eudismickym indexem a afinitou eutomeru (v logaritmické form¢) —
smérnice této zavislosti je mirou stereoselektivity systému. Pokud tedy mame latku
s chirdlnim centrem, jejiz enantiomery maji podobou ucinnost, je velmi
pravdépodobné, Ze v dané skupiné latek nebylo dosazeno optimalni G¢innosti [11].
Pro vyvoj vétSiny léCiv plati, Ze latky obsahujici chirdlni centrum maji veEtsi
predpoklady pro interakci sreceptory. Proto neni piekvapivé, ze v poslednim
desetileti vyrazné stoupa pocet i produkce chirdlnich 1é¢iv. V obdobi let 1997 - 2001
stoupla jejich produkce témétr o 69 %. K smysluplnému prechodu od racemického
k opticky Cistému léCivu tzv. ,,chiral switch® se pfistupuje zejména v ptipadech, kdy
se pouziti Cistych izomert vyznacuje lepSim terapeutickym indexem, piindsi
prodlouZeni G¢inku nebo se vyznacuje niz§im sklonem k interakcim s jinymi latkami

[11].
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VSechny uznavané lékopisné monografie jiz reflektuji tyto soucasné trendy
ve vyvoji 1é¢iv. Soucasna politika FDA (Food and Drug Administration) poZaduje u
nove¢ zavadénych 1€kl popis vSech izomert daného 1é¢iva, véetné stanoveni Gcinki a
farmakokinetiky. Tato politika se vyrazné odrazi i v doporuceni ICH (International
Conference on Harmonisation) pro hodnoceni novych chirdlnich 1é¢iv
[10,129,130,131]. Idealni zplsob pro ziskani c¢istého enantiomeru by byla
asymetricka syntéza, ale tento postup neni vzdy proveditelny a je narocny na financni
prostfedky. Navic je Casto vyzadovéna kontrola intermediati reakci a finalnich
produktt [129].

Optické izomery lze oddélit libovolnou technikou pokud se vytvoii
stereoselektivni prostfedi. Hlavni techniky pouZzivané k dé€leni enantiomerti jsou
shrnuty na obr. 25. Do popiedi zajmu se dostaly separacni metody, predevsim HPLC
a kapilarni elektroforéza (CE). V¢Etsi robustnost chromatografickych metod je
predpokladem pro jejich SirSi uplatnéni v provoznich laboratotich [128,129]. Prehled
chromatografickych metod je na obr. 26.

Obr. 25 Piehled metod umoziiujici separaci optickych izomerd, pfevzato z ref. 10.
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Obr. 26 Piehled chromatografickych technik pouzivanych k separaci optickych

izomert, ptevzato z ref. 10.
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V HPLC se pro separaci enantiomert vyuzivaji:

a) nepiimé metody — jsou zaloZzeny na reakci racematu s opticky cistym

derivatizacnim cCinidlem. Vysledkem reakce jsou tzv. diastereoizomery, které se
1181 jak ve svych fyzikdlnich, tak chemickych vlastnostech. Diastereoizomery je
mozno separovat v bézném achiralnim HPLC systému. VétSinou se provadi
v reverznim usporadani kvali vétsi selektivité pro izomery. Tento pfistup byl
roz§ifen béhem sedmdesatych a osmdesatych let dvacatého stoleti. V soucasné
dobé¢ jsou preferovany pro déleni jednotlivych enantiomerii pfimé metody (méné
Casové narocné, odpada riziko racemizace vzorku pii derivatizani reakce)
[2,129].

b) pfimé metody — jsou zaloZeny na piimé interakci enantiomerti s chirdlnimi

selektory. Experimentalni provedeni je dvoji - vyuziti chirdlni stacionarni faze
nebo piidavek chirdlniho aditiva do mobilni faze. Enantiomery tvoii s aditivem
docasné diastereoizomerni komplexy, které je mozno oddélit pomoci bézné
HPLC. Tento pfistup k chirdlnim separacim se uplatiiuje predevSim
v elektromigracnich technikach [2]. V HPLC se pfidavani chiralniho selektoru do

mobilni fdze nerozsifilo vzhledem k n¢kolika nevyhodam:

e velka spotfeba drahych chiralnich selektori;

e problémy s detekei;

e nizka efektivita separace (nesymetrické piky, nizky pocet teoretickych pater).

V soucasné dob¢ je na trhu vice jak 100 typti CSP. Nékteré kolony jsou
univerzalngjsi a n¢které jsou vhodnéjsi jen pro separaci uzsi skupiny latek [2]. Zatim
neexistuje zadny sofistikovany model, dle kterého by bylo mozno na zakladé
struktury analytu vytipovat vhodnou chirdlni kolonu. Separace strukturné blizkych
latek miize slouzit jako orientacni voditko, ale vzdy je nutno vyzkouset konkrétni
CSP pro konkrétni analyt [132].

CSP jsou kovalentné nebo iontové véazany popi. fyzikdlné ukotveny na
achirdlnim nosi¢i (silikagel, aminopropylsilikagel). Pfi interakcich enantiomeru
s CSP vznikaji na velmi kratkou dobu diastereoizomerni komplexy. V piipad¢, ze
jsou vazebné interakce jednoho enantiomeru s CSP siln€jSi, dochazi k chirdlni
separaci. Mechanismus chirdlnich separaci neni zatim zcela objasnén a je stéle
studovan. Obecné se predpokladd, Ze pro rozdéleni dvou enantiomerl je tieba
nejmén¢ tiibodova interakce enantiomeru s CSP, pfiCemz alespont jedna musi byt
stereospecificka [2,129]. VétSinou se nejedna o jeden typ interakce ale o kombinaci
vice rozdilnych sil. Na vytvotfeni docasného diastereoizomerniho komplexu se podili
vodikové miustky, n—n interakce, dip6l-dipdl interakce, inkluzni komplexy a sterické
vlivy. V tab. 1 jsou shrnuty zakladni typy interakci pro nejuzivanéjsi CSP, které se
podili na chiralni separaci. Pii volbé systému pro chiralni separace je dulezité
zohlednit strukturu analytu (rozpustnost v riznych rozpoustédlech, schopnost tvorby
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H-mustkl, n—mr interakei, pKa, funkéni skupiny, UV spektrum, pfitomnost ¢i absence
objemnych substituentii, schopnost vytvaiet inkluzni komplexy). Dulezitym faktorem
je zhodnoceni pfitomnosti funk¢nich skupin a jejich schopnost podilet se na
interakcich s CSP nebo jim stericky branit. Prostorové uspofadani téchto skupin
vzhledem k chirdlnimu centru hraje velmi dtlezitou roli. Ve vétSiné€ ptipadi plati, ze
¢im blize je skupina chirdlnimu centru, tim vétsi vliv ma na separaci optickych
antipodii. Pokud studovand molekula nemd funk¢ni skupiny, které by mohly

interagovat s CSP, je nutno provést derivatizaci [2].

Chirdlni separace v preparativnim méfitku — vétSina komeréné dostupnych kolon

je vanalytickém provedeni a nékteré CSP se dodavaji 1 pro preparativni
chromatografii (cyklodextrinové, polymerni polysacharidové, Pirklovy). Proteinové
faze maji obecné mensi kapacitu, a proto jsou méné¢ vhodné k preparativnim tceliim
[2,133].

3.4.1 Proteinové CSP

Proteiny jsou tvofeny aminokyselinami a glykoproteiny obsahuji navic cukernou
slozku. Diky své chiralni podstat¢ vazi proteiny malé molekuly napt. 1éciva
stereospecificky a reverzibilng. Imobilizované proteiny patii k nejuniverzalngjsim
CSP [129,133].

Vyznamnou vyhodou imobilizovanych proteinii je jejich enantioselektivita
k Sirokému spektru latek a kompatibilita s vodnymi pufrovanymi mobilnimi fazemi,
které jsou Casto vyuzivany v biologickych aplikacich. Na druhé strané nejsou vhodné
pro preparativni ucely vzhledem k mensi kapacité a vyssi cené. Byva uvadéna i jejich
nizsi robustnost [133].

Stereoselektivni interakce analytu s CSP maji komplexni povahu a nejsou zcela
objasnény. Proteiny tvofi trojdimenziondlni strukturu a za hlavni jsou povazovany
hydrofobni a elektrostatické interakce, pficemz se na vysledném efektu mohou
podilet i H-mistky a pfenos nadboje [129]. Pravdépodobné jsou do interakci
s raznymi latkami zapojeny odlisné Casti proteinii a na enantioselektivité se muze
podilet také tvorba inkluznich komplexd [134,135]. Hydrofobni interakce jsou
ovlivnény zastoupenim organické slozky v mobilni fazi. S rostouci koncentraci
organického modifikatoru jsou vzdjemné interakce oslabovany a naopak. Vyména
iontl mezi analytem a CSP predstavuje hlavni sloZku elektrostatickych interakeci,
protoze imobilizovany protein nese na svém povrchu naboj nad i pod hodnotou pl.
Zménou pH mobilni faze Ize tedy kontrolovat retenci i enantioselektivitu.

V soucasné dobé¢ byla pouzita celd fada rGznych proteind pro separace opticky
aktivnich latek (sérové albuminy - HSA, BSA; glykoproteiny - AGP, ovomukoid,
ovoglykoprotein, avidin, flavoprotein; enzymy — pepsin, celobiohydrolasa, lysozym,
tripsin atd. [133,136].
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Tabulka 1 Zékladni typy interakci anlytu s nejpouzivanéjSimi CSP.

Typ CSP

Interakce mezi analytem
a CSP

Typ analytu

LC uspoiadani

Proteiny

interakce

hydrofobni a elektrostatické

ionizovatelna skupina (amin nebo
kyselina); zadouci pfitomnost
aromatického kruhu

jen reverzni mod

Cyklodextriny

inkluzni komplexy,
H-mustky

planarni a aromatické skupiny

reverzni, normalni

a polarn¢ organicky mod

Polysacharidy

inkluzni komplexy, dipol-
dipdl, m—r interakce,
hydrofobni interakce,
sterické efekty,

schopnost interakce prostfednictvim
H-mustkd, zadouct stericky objemna
skupina v blizkosti chiralniho centra

reverzni 1 normalni mod

Pirklovy faze

vodikové miustky,
n—n interakce, interakce
dipol-dipol

schopnost interakci prostfednictvim
H-mustkt a « elektront, Zadouci

aromaticka skupina

vétSinou normalni mod;
na n¢kterych typech

1 reverzni mod

Makrocyklicka
antibiotika

vodikové mistky, n—n
interakce, interakce dip6l-
dipdl, sterické efekty,

hydrofobni

schopnost interakce prostfednictvim
H-mdstki a © elektronti, dip6l - dipol
interakce, Zadouci stericky objemna

skupina v blizkosti chiralniho centra

reverzni, normalni

a polarné organicky mod
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Komer¢né jsou dostupné kolony s bovinnim (BSA), lidskym (HSA) sérovym
albuminem, kyselym o;-glykoproteinem (AGP), celobiohydrolasou (CBH),
pepsinem a avidinem (AVI) [2,133,136]. Proteinové stacionarni faze jsou relativné
stabilni. Obecné jsou pouzitelné v rozmezi pH 3-8. Tento interval je na jedné strané
dan stabilitou silikagelu, ktery se pouziva nejcastéji jako nosic¢ proteinu [133,137],
ana druhé stran¢ faktem, ze v extrémnich pH miize dojit k denaturaci proteinu
[2,133,136]. Pro kazdy typ stacionarni vyrobce piesné specifikuje, za jakych
podminek Ize pracovat, aby byla zaru¢ena maximalni efektivita a stabilita dané
kolony [2,137]. Pfehled a charakteristika pouzivanych selektort je uveden v tab. 2.

a;-kysely glykoprotein (AGP) a ovomukoid (OVM) obsahuji vysokou
koncentraci uhlovodikovych skupin. Tyto skupiny jsou pravdépodobné zodpoveédné
za vysokou enantioselektivitu téchto materiald. Disulfidické mistky pfispivaji ke
stabilit¢ imobilizovaného proteinu. VSechny selektory jsou imobilizovany na
materidlu s velkymi péry (125-500 A), aby relativné velké molekuly proteinu
pronikly 1 do jeho vnitinich struktur.

e Hovézi sérovy albumin (BSA) je globuldrni protein, tvoii jej 581
aminokyselin, jeho struktura je stabilizovana 17-ti disulfidickymi mistky.
BSA ma relativné kysely charakter a vice hydrofobnich vazebnych skupin.

e Lidsky sérovy albumin (HSA) mé pfiblizné stejnou molekulovou hmotnost
jako BSA, ale pro mnoho analytt ma ponckud odliSnou selektivitu.
Ve srovnani s BSA mutze dojit i ke zméné eluéniho potadi, napt. (S)-warfarin
je na HSA eluovan jako prvni, ale na BSA je mén¢ zadrZzovan (R)-warfarin
[138].

o o -kysely glykoprotein (AGP, orosomukoid) je tvoien polypeptidem (181
zbytkdl aminokyselin) a dale 14-ti zbytky sialové kyseliny inkorporovanych
do uhlovodikové struktury molekuly. Pfedpoklada se, ze sialova kyselina se
podili na vazbé bazickych latek v neutralnim pH. Na zdkladé MALDI-TOF
experimentu by mohla byt jeho molekulovd hmotnost ponékud nizsi (cca
33 000), stejné jako obsah cukerné slozky (cca 34%) neZ je uvedeno v tab. 2
[133].

e Ovomukoid (OVM) je trypsinovy inhibitor ziskany ze slepi¢iho vajecného
bilku. Aktivni slozkou OVM je ovoglykoprotein a kolony s timto
glykoproteinem maji lepsi dlouhodobou stabilitu a lepsi separacni vlastnosti
[2,133].

e Celobiohydrolasa (CBH) je produktem houby Trichoderma reesei.
Celobiohydrolasa patii mezi tzv. celulasy, enzymy schopné hydrolyzovat
B—1,4 glykosidické vazby. RozliSujeme dva typy CBH I a CBH II. CBH II
ma ale vporovnani s CBH 1 daleko mensi enantioseparacni efektivitu
[133,137].
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e Pepsin, tento enzym je charakteristicky velmi nizkym isoelektrickym bodem
<1. Nad pH 7 dochazi k jeho ireversibilni denaturaci a ztraci
enantioseparacéni vlastnosti.

e Avidin (AVI) je bazicky glykoprotein ziskany z vajecného bilku. AVI silné
vaze biotin a tato vazba negativné ovliviiuje jeho enatioseparacni vlastnosti.
Vazbou biotinu na AVI jsou bud’ zablokovana vazebna mista na proteinu pro
nékteré typy latek nebo dochazi ke zménam v jeho prostorovém uspotadani
[133].

Kompatibilita proteinovych CSP s pfevazné vodnymi pufrovanymi mobilnimi
fazemi dovoluje dosdhnout vhodnych interakci s imobilizovanym proteinem. Pfimym
disledkem téchto mnohocetnych interakci je vysoka selektivita pro rizné skupiny
latek. Nejcastéji se pouzivaji pufry fosfatové, citratové a octanové v koncentracich
10 - 50 mM [2,137].

RozliSeni mezi enantiomery je mozno ovlivnit zménou riiznych experimentalnich
podminek (pH, iontova sila pufru, ptidavek ion-parovych ¢inidel, zména organické
slozky mobilni faze a zména teploty). Vhodné postupy, jak snadno a rychle
optimalizovat podminky pro separaci cilové struktury, byvaji doporucovany vyrobci
[2,137].

OVM, AGP i AVI kolony jsou nejuniverzalngj$si ve smyslu pouzitého
organického modifikatoru. Propan-1-ol a propan-2-ol jsou nejcastéji pouzivané
organické slozky mobilni faze. Pfi praci s HSA a BSA kolonami se doporucuje
pouzivat nejvyse 10 % organického modifikatoru, aby byla zaruc¢ena dlouhodoba
stability kolony. Obecné¢ plati Zze rostouci koncentrace organického modifikatoru
zeslabuje interakce mezi analytem a proteinovou staciondrni fazi [134]. Kromé
propan-1-olu a propan-2-olu lze pouzit jako alternativu i dal§i organicka
rozpoustédla misitelna s vodou, viz tab. 2.

Vliv pH — obecné roste retence, pokud maji protein a analyt opacny naboj (naboj
proteinu zavisi na jeho pl). ZvysSeni pH znamena zvysSeni negativniho naboje a tudiz
klesa retence kyselin a retence bazickych latek stoupd. Vzhledem ke komplexni
struktuie proteinti je vliv pH na retenci tézko ptedvidatelny a i malé zmény v pH
mohou mit velky vliv na dosazenou separaci. lontova sila mobilni faize méa obvykle
maly vliv na enantioselektivitu i retenci, ale ovliviiuje tvar pikd. Pokud je naboj
analytu a stacionarni faze opacny, je retence zpusobena pievazné diky iontové
vymeéng a rostouci koncentrace soli bude snizovat retenci.

K ovlivnéni retence a rozliSeni obzvlast¢ u AGP, BSA a HSA muZe byt pouzit
pridavek ion-parového Cinidla. Tento postup se pouziva zejména u siln¢ hydrofilnich
latek, které maji malou retenci. lon-parova cinidla lze také pouzit na zvySeni
rozliSeni mezi enantiomery, které jsou za pouziti béznych mobilnich fazi tézko
separovatelné (napf. dimethyloktylamin, tetrabutylamonium-bromid, oktanova
kyselina, hexansulfonova kyselina).
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Tabulka 2 Pfehled komeréné dostupnych CSP s proteinovymi selektory.

Protein Molekulova | Isoelektricky | Molekularni| Procento pH Separace ?(l)te;::flltiz{u
hmotnost bod S-S vazby | uhlovodikii | stabilita | ~°P prop
a propan-2-olu
BSA 66000 4,7 17 | - 45-8 kyselin | -
MeOH, EtOH
4,7 L2 — 4-7 kyseli ’ ’
HSA 66000 , yselin ACN
kyselin MeOH, EtOH,
AGP 41000 2,7 2 45 3-7 bazi ACN
kyselin MeOH, EtOH,
OVM 28800 3,7-45 8 30 2-75 bazi ACN
, ACN, THF,
CBH 64000 3,9 12 6 4-7 bazi MeOH
AVI 68000 10,0-10,5 | - * 7 2-75 kyselin MeOH, ACN
. , EtOH, MeOH,
<1 | 3 | - -
Pepsin 34600 1 3 3-6 bazi ACN

* nepublikovéano
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Ion-parova cinidla silné ovliviuji itvar piku a jiz v koncentraci <1 % mohou
vyrazn¢ zménit enantioselektivitu. Jejich nevyhodou je, Ze se velmi obtizné
odstranuji z kolony, a proto je vhodné mit pro kazdé ion-parové cinidlo zvlastni
kolonu [2,137].

Jak uz bylo feCeno vyse, proteinové CSP maji mensi vazebnou kapacitu nez
ostatni CSP a diky tomu je omezené jejich uplatnéni v preparativni chromatografii.
Pocet teoretickych pater a rozliSeni jsou vétSinou negativné ovlivnény pokud je
mnozstvi vzorku vétsi nez 0,5-1pg u kolon o vnitinim priméru 0,4-0,5 cm [139].

Vliv teploty — startovacim bodem pii vyvoji nové metody byva laboratorni
teplota. ZvySeni teploty vede ke snizeni hodnoty k” enantiomerii na vSech
proteinovych kolonéach. Pti teplot¢ nad 40°C mize dojit k denaturaci proteini nebo
k racemizaci analytu. Pii nizsich teplotach nez je laboratorni, mize (ale nemusi) dojit
ke zlepSeni separace [140].

3.4.2 Polysacharidové CSP

Velmi dilezitou skupinu CSP tvoii polysacharidové faze. Poskytuji
reprodukovatelné vysledky a maji enantioselektivitu vic¢i Sirokému spektru latek
[2,128,141,142]. Z celé tfady polysacharidi jako chitosan, chitin, xylan, curdlan,
dextran, inulin, amylopektin, byly pro vyrobu komeré¢né dostupnych stacionarnich
fazi vybrany celulosa a amylosa.

Ani nemodifikovand celulosa ani amylosa neméa velkou schopnost separovat
optické antipody. Z tohoto diivodu byly tyto polysacharidy derivatizovany za vzniku
jejich trikarbamatli nebo triesterii [128]. Mikrokrystalicky triacetat celulosy (MCT)
byl jednim z prvnich pouzitelnych material pro chirdlni separace, ale vzhledem
k nizké efektivité separace se jeho pouZiti nerozsitilo. Efektivnéjsi jsou CSP, kdy je
chiralni selektor nanesen v podobé polymerniho filmu na silikagel [2,128,129].
Enantiomerni selektivita je Casto diisledkem rozdilného usporadani polysacharidi,
viz obr. 27. Diky odlisnému spojeni glukosovych jednotek B-1,4 (celulosa) a a-1,4
(amylosa) ma celulosa linearni a amylosa helikalni strukturu [2,128,141]. Selektivita
stacionarni faze se také vyrazn€¢ méni se zménou skupiny navazané na

polysacharidovém fetézci.

Obr. 27 Struktura chirdlnich derivatt (a) celulosy (b) amylosy

) OR °) OR
o] o)
OR ~ OR ~
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V soucasné dob¢ jsou k dispozici stacionarni faze jak pro normalni, tak pro
reverzni mod [143].
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Jistou nevyhodou komer¢né dostupnych CSP, které jsou pfipraveny potaZenim
aminopropylsilikagelu polymerni vrstvou, je jejich kompatibilita s omezenym
poctem rozpoustédel. V klasickém uspofddani se jednd o smési uhlovodiki
a alkoholll popt. etherti. V reverznim uspofadani je vodna slozka tvofena roztokem
chloristanu sodného nebo kyseliny chloristé a jako organické modifikatory 1ze vyuzit
ACN, EtOH, MeOH nebo IPA. Rozpoustédla jako chloroform, THF se nedoporucuji,
protoze dochézi k rozpousténi polymerni vrstvy chiralniho selektoru. Jest¢ vyraznéjsi
je tato nevyhoda v preparativnim meéfitku, kdy je omezend rozpustnost racematu
limitujicim prvkem pro moznost vétsiho nastiiku na kolonu. Sirsi volba rozpoustédla
s sebou pfina$i i moznost dosahnout lepsi selektivity. ReSeni tohoto problému
spoCiva v pfimém navazanim chirdlniho selektoru na silikagel. Mozné zplsoby
pripravy ptimo vazaného chirdlniho selektoru na silikagel jsou publikovany v praci
P. Franco et al. [144].

Nedavno byly zavedeny na trh nové typy polysacharidovych stacionarnich fazi.
Jedna se o tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) amylosy [145] a tris(3,5-dimethyl-
fenylkarbamat) celulosy [143]. Odlisny zplsob imobilizace chirdlniho selektoru
umoziiuje pouzit Sirokou Skalu rozpoustédel, véetné méné obvyklych dichlormethan,
(methyl)(z-butyl)ether, THF, ethyl-acetat.

Komeréné dostupné polysacharidové CSP vyrabi firma Daicel Chemical
Industries (Tokyo, Japonsko) a jsou vhodné pro analytické i preparativni vyuziti.
Vybér stacionarni faze pro cilovy analyt nelze vSak s urcitosti predpovédét.
Voditkem miize byt separace strukturné podobnych latek [143,146]. Stru¢ny piehled
a pouziti téchto stacionarnich fazi je uvedeno v tab. 3.

Mechanismy uplatiiujici se v chirdlni separaci — pfi retenci na polysacharidovych

stacionarnich fazich se uplatituje celd fada jevli a mechanismus separace neni dodnes
zcela vysvétlen. VEtsina stacionarnich fazi je uréena pro NPLC. Schopnost separovat
enantiomery je ovlivnéna nasledujicimi faktory: typ cukru, typ funkéni skupiny na
polysacharidu, primérnd molekulovd hmotnost polysacharidu a distribuce
molekulovych hmotnosti polysacharidu, zplsob zakotveni polysacharidu na nosic,
charakter samotného nosice [2,144,145]. Stejné jako u jinych stacionarnich fazi se na
separacnim procesu podili celd fada interakci mezi analytem a CSP (hydrofobni,
dipol-dip6l, n—n interakce, H-mustky). Nedavno bylo zjisténo, ze pro molekuly,
které maji ve své struktufe atom siry, prispivaji k separaci i koordina¢ni interakce.
Dale se na separaci podileji sterické efekty [128]. Selektory zalozené na esterech
benzoové kyseliny se do procesu separace zapojuji patrné dipo6l-dipol interakcemi
karbonylové skupiny a vodikovymi vazbami s latkami, které maji hydroxy- nebo
aminoskupiny. Enantioselektivita u fenylkarbamatli je ovlivnéna také substituci na
fenylovém kruhu [2,129]. Napt. substituce skupinami piitahujici elektrony
(m-methoxy nebo m-nitro) se projevi mensi schopnosti separovat enantiomery,
zatimco skupiny poskytujici elektrony (methylové v poloze 3 nebo 4) jsou v tomto
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ohledu vyhodnéjsi. Analyty s polarnimi skupinami interaguji pravdépodobné
s karbamatem prostfednictvim vodikovych vazeb. [147]. Polysacharidové faze
vétSinou nepotiebuji kombinaci funkénich skupin, aby doSlo k separaci racematu,
jako tomu je unékterych jinych CSP. Ve vétSin€ piipadd neni tieba vzorek
derivatizovat. Pfitomnost aromatické skupiny také neni podminkou separovatelnosti
enantiomert na polysacharidovych CSP.

Experimentalni podminky pro polysacharidové CSP

Pro dosazeni zadouci separace v  NPLC se optimalizuje vzijemny pomér
nepolarni (hexan, cyklohexan, pentan, heptan) a polarni slozky (propan-2-ol nebo
ethanol) mobilni faze. RozliSeni mezi enantiomery muze byt dale optimalizovano
pomoci ptidavku kyseliny nebo aminu (0,1-1,0 %). Néhrada propan-2-olu za vyssi
alkoholy muze vést k nartstu selektivity. Tento efekt byl pozorovan pii separaci
chirdlnich esteri na kolon€¢ Chiralcel OD [148]. Propan-2-ol byl postupné
nahrazovan butanolem, isobutanolem a terc-butanolem a byl pozorovan narust
v selektivité. Alkoholy s vyssi molekulovou hmotnosti maji pravdépodobné nizsi
tendenci interagovat s CSP prostiednictvim vodikovych vazeb. Diky tomu je
pozorovana vyssi enantioselektivita pro analyty, u nichz se vodikové vazby vyrazné
podileji na interakcich s CSP. U nékterych typ celulosovych stacionarnich fazi
mohou byt pro zlepSeni enantioselektivity pouzita iaproticka rozpoustédla —
(methyl)(ferc-butyl)ether, ethyl-acetat, dichlormethan. Pouziti vySe zminénych
rozpoustédel jesteé vice redukuje kompetice mezi analytem a organickou slozkou
mobilni faze o vazebnd mista na staciondrni fazi, na kterych dochazi k interakci
prostiednictvim vodikovych vazeb. Z hlediska stability polysacharidovych CSP
doporucuji vyrobci pouzivat jako mobilni fazi hexan s pfidavkem alkoholu. Nicméné
na zékladé¢ experimentd mohou byt pouzita nékterd aprotickd rozpousdédla
(methyl(terc-butyl)ether do 50 %; THF do 30 %; ethyl-acetat do 10 %, dichlor-
methan do 10 %) aniz by byly pozorovany problémy pramenici z nestability
kolony [148].

V RPLC tvofti hlavni slozku mobilni faze vodny roztok pufru a jako organické
modifikatory se pouzivaji ACN, MeOH a EtOH. Separace dvou enantiomerti miize
byt také optimalizovana pridavkem kyseliny nebo aminu (0,1-1,0%) podobné jako
v NPLC.

Vliv pratoku mobilni faze na déleni enantiomeri bylo sledovano na skupiné
antifungélnich latek na rGznych typech CSP. Byly studovany pritoky v rozmezi
0,5-2,0 ml-min" a pro v&tsinu latek bylo dosaZeno maximalniho rozliSeni mezi
enantiomery pii pritoku 0,5 ml-min™'. Dalsi snizovani pritoku jiz nevedlo k vyssimu
rozliSeni [128]. Vyrobce doporucuje pro dosazeni maximalni zivotnosti kolony

neptesahovat tlak vyssi nez 50 bart.
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odolnost
B C D E
Chiralpak AD 0-40°C X X
Chiralpak AD-H 0-40°C
i Chiralpak AD-RH | 0-40°C
Karbamaty amylosy -

Chiralpak AS 0-40°C
Chiralpak AS-H 0-40°C
Chiralpak AS-RH | 0-40°C
Chiralcel OC 0-40°C

Chiralcel OD 0-40°C X X
Chiralcel OD-H 0-40°C
Karbamaty celulosy Chiralcel OD-R 5-40°C
Chiralcel OD-RH 5-40°C
Chiralcel OG 0-40°C
Chiralcel OF 0-40°C
Chiralcel CA-1 0-40°C
Chiralcel OA 0-40°C
Chiralcel OB 0-40°C
Chiralcel OB-H 0-40°C

Estery celulosy -
Chiralcel OJ 0-40°C X

Chiralcel OJ-H 0-40°C
Chiralcel OJ-RH 0-40°C

Chiralcel OK 0-40°C X
Nové typy Chiralpak TA 0-40°C

imobilizovanych

Chiralcel IB 0-40°C

stacionarnich fazi
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Vliv teploty — vétsina kolon je stabilnich v teplotnim intervalu 0-40°C viz tab. 3.
Vyssi teplota vede ke zkraceni doby analyzy a dosazeni lepsi efektivity separacniho
procesu, ale obvykle klesa rozliSeni [149]. Z hlediska stability CSP je lepsi separovat
latky za laboratorni nebo nizsi teploty. Pro reprodukovatelnost vysledkii je vhodné
kolonu termostatovat zvlasté pak u RPLC [2].

3.4.3 Donor-akceptorové (Pirklovy) CSP

Donor-akceptorové CSP jsou oznacovany na pocest jejich vynalezce jako
Pirklovy faze nebo jsou znamy jako tzv. kartacové CSP. Komeréné dostupnych je
v soucasné dobé vice jak 30 typu [2].

Pii vyvoji téchto CSP vySel W. H. Pirkle z ptfedpokladu, Ze neni univerzalni CSP
pro separaci vSech enantiomerli, nicméné je moZno s racionalné navrzenou CSP
separovat relativné Sirokou skupinu latek [150]. Cileny design Pirklovych fazi
vychéazi zteorie reciprocity tzn. pokud je latka X jako CSP schopna separovat
racemat latky Y, tak je také schopna latka Y jako CSP separovat racemat latky X
ajeji strukturné ptibuzné latky [2,130]. Pro chiralni separaci je tieba soucasné
tiibodové interakce mezi CSP a analytem, pficemz alesponi jedna z nich musi byt
podminéna stereochemicky. Tyto interakce mohou byt jak pfitazlivé, tak odpudivé.
Separace je zalozena na preferenénim vzniku diastereoizomeru s jednim
enantiomerem. V tomto procesu se uplatiiuje kombinace vzajemnych interakci jako
H-mistky, m—n interakce, dip6l-dipdl interakce i sterické efekty. Dvé z téchto sil
musi byt pritazlivé, zatimco treti sila je bud’ pfitazliva nebo odpudiva [2]. Velkou
vyhodou Pirklovych staciondrnich fazi je jejich dostupnost v obou enantiomernich
formach = pouhd vyména kolony s opacnym uspoiadanim stacionarni faze vede ke
zmén¢ elucniho potfadi enantiomert. Tento princip je s vyhodou vyuzivan
v analytickém i preparativnim méfitku.

Po zavedeni Pirklovych fazi na trh byla nejvice vyuzivana kolona se stacionarni
fazi 3,5-dinitrobenzoylfenylglycinem (DNBPG) [2,129], viz obr. 28. Tato stacionarni
faze, ktera je zakoncena akceptorem m-elektronl, je vhodnd pro separaci
aromatickych latek, které jsou donory m-elektroni. Ma dva kyselé vodiky a dva
bazické karboxyly = mozné interakce s amidy, aminy nebo alkoholy.

Dalsi typ Pirklovy stacionarni faze obsahuje ve své struktuie m-elektron
donorovou jednotku - naftalenovy kruh, viz obr. 28, je ur€en pro separaci amint,
aminoalkoholll, aminokyselin, alkoholtl, karboxylovych kyselin a thiola.

Tretim typem je hybridni staciondrni faze s akceptorovou i donorovou skupinou
n-elektrontt (Whelk-O1), viz obr. 28. Whelk-O1 lze pouzit pro separaci Siroké
skupiny latek a je porovnatelna s polysacharidovymi stacionarnimi fazemi, co se tyka
Site pouziti [151]. Vyvoj CSP v Pirklovych laboratotich byl shrnut Welshem [152].
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Pirklovy faze jsou z hlediska Zivotnosti pravdépodobné nejstabilnéjsi CSP. Lze je
pouzit pro NPLC 1 pro RPLC, i kdyZ obecné je lepsi déleni enantiomert v klasickém
usporadani chromatografie. Nejcastéji pouzivanou mobilni fazi je hexan v kombinaci
sIPA nebo EtOH (v nékterych piipadech lze dosdhnout lepSiho vysledku
s dichlormethanem nebo ethyl-acetatem). RozliSeni pro dany enantiomerni par je
dano spise typem CSP nez slozenim mobilni faze. Pokud je separace v NPLC na
hranici akceptovatelnosti, pak je obvykle separace v reverznim modu horsi. Jako
mobilni faze lze v RPLC pouzit smés alkoholu nebo acetonitrilu v kombinaci
s vodou nebo pufrem (pH stabilita v rozmezi 3-8) [2].

Vliv teploty - hodnotu a Ize obecné u CSP zvysit snizenim teploty. Pokud ale neni
dosazeno alesponl naznaku separace za laboratorni teploty, tak sniZzenim teploty
k separaci nedojde.

Vliv pritoku - priutok mé daleko mensi vliv na rozliSeni nez u proteinovych nebo
polysacharidovych CSP. Pokud neni dosazeno alesponl ¢aste¢né separace na urcité
Pirklové CSP, tak zmény pritoku jsou pro zlepSeni separace neefektivni.

Obr. 28 Zéakladni typy Pirklovych fazi. a) staciondrni faze s elektron-akceptorovou
skupinou (DNBPGQG); b) staciondrni faze s elektron-donorovou skupinou;
¢) stacionarni faze s elektron-donorovou i akceptorovou skupinou (Whelk-O1)
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3.4.4 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CyD) jsou cyklické oligosacharidy, které vznikaji ¢astecnou
hydrolyzou Skrobu za enzymatického plisobeni cyklodextrinové glykosyltransferasy
[153]. V chirdlnich separacich se vyuzivaji a, B a y—cyklodextriny, tvoiené 6, 7 a 8
glukopyranosovymi jednotkami spojenych o-1,4 vazbou [2,129]. Kavita
cyklodextrinti ma chirdlni charakter. Vnitini ¢ast je hydrofobni, ale okraj je lemovan
hydrofilnimi sekundarnimi hydroxyly.

Velikost analytu ptedurcuje, ktery CyD je vhodny pro jeho analyzu, viz tab. 4.

Tabulka 4. Charakteristiky a, B a y-cyklodextrini [155,154].

Typ
. o p Y
cyklodextrinu
Pocet 6 7 3
glukopyranos
Molekulovd 973 1135 1297
hmotnost
Vnitini prumér 0,57 0,78 0,95

kavity [nm]

Hloubka kavity 0,79-0,80 | 0.79-0,80 | 0,79-0,80
[nm]

Objem kavity 1,74 2,62 427
[nm] b 9 9
Specificka 150.5 162.5 177 4

otacivost
Bod tani [K] 551 572 540

Struktura a-CyD CSP je méné rigidni a kavita se mize CasteCné roztdhnout.
Bay-CyD CSP maji struktury vice rigidni. Obecné plati, ze latky s maximalné
jednim kruhem Ize separovat pomoci a-CyD; latky se dvéma kruhy lze separovat
pomoci B-CyD a latky se tfemi kruhy lze separovat pomoci y-CyD [155].

CyD byly vyuzivany i jako chiralni aditiva mobilni faze, ale v soucasné dob¢ se
pouzivaji v HPLC témét vyhradné jako CSP. Pro vyrobu chirdlnich stacionarnich
fazi je nejvice vyuzivan B-CyD a jeho derivaty. a-CyD ay-CyD jsou vyuzivany
k separacim polohovych izomert. Derivatizované CyD CSP byly pfipraveny
navazanim skupin jako methyl, acetyl, karboxymethyl, 2-hydroxypropyl
a naftalenkarbamat na hydroxyly v poloze 2,3,6. Derivatizaci mize dojit ke zlepSeni
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separacnich vlastnosti a zméné enantioselektivity viz obr. 29 [129,155,156]. Jejich
pouziti je pfedev§im v RPLC, né&které typy lze pouzit i v NPLC.

Obr. 29 Struktura CyD a piiklady moZzné chemické modifikace struktury, pfevzato
z ref. 156.

— OCHjy DM
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— COCH3 AC*
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—CHZCHGH; (hydroxypropyl ether)
Il RM or SN
N OF O
— CONHCH ) (naphthylethyl
— carbamate)
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__/Chs DMP
- _CONH4<\ /> (3.5-dimethylpheny!
Silica Gel 4 carbamate)

CHy

Mechanismy uplatiiujici se v chirdlni separaci - do chiralni kavity CyD vstupuje

jeden nebo oba enantiomery a tim dochazi k jejich vzdjemné separaci. Na separaci
enantiomert se podili, podobné jako u ostatnich typt chirdlnich selektort, vice typt
interakci mezi analytem a stacionarni fazi. Mezi hlavni interakce patii vodikové
vazby, dipdl-dip6l interakce a tvorba inkluznich komplexti [2,129,155].
Pravdépodobnost separace latky na CyD CSP se zvySuje pokud:

e molekula analytu je schopna vstoupit do kavity CyD;
e aromaticky nebo cykloalkylovy kruh je v blizkosti chiralniho centra;
e latka ma substituenty na nebo v blizkosti chirdlniho centra molekuly, které¢

jsou schopny interagovat s OH skupinami na vstupu do hydrofobni kavity.

Jestlize je hydrofobni cast molekuly vétsi nez je velikost vstupu do kavity, tak
jsou vazebné interakce mezi analytem a CyD velmi slabé nebo nevzniknou viibec
a k chiralni separaci tedy nedojde. Pokud vSak je hydrofobni ¢ast molekuly vyrazné
mensi nez je velikost CyD kavity, tak bude inkluzni komplex také velmi slaby,
protoze interakce mezi analytem a sténou kavity CyD jsou méné pravdépodobné.
V ptipadé, Ze molekula ma jest¢ hydrofilni skupiny schopné vytvaiet H-mustky
s hydroxyly na okraji CyD je mozné enantioselektivitu zvysit.

Separaci enantiomerii pomoci CyD CSP lze realizovat ve tfech modech
normalnim, reverznim a polarné organickém. Dulezitym aspektem pro volbu modu je
rozpustnost vzorku [2].

1) Vzorek je rozpustny pouze v organickych rozpoustédlech
a) normalni méd — vychozim bodem je mobilni faze hexan:IPA (9:1, v/v)
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b) polarné organicky mod — jako mobilni faze se pouzije 100% ACN
s ptidavkem MeOH, kyseliny octové nebo triethylaminu (0,1 %)
2) Vzorek je rozpustny pouze ve vodé — reverzni mod - vychozim bodem je
mobilni faze ACN-pufr (pH 3,5-7,0) (80:20, v/v)
3) Vzorek je rozpustny ve vod¢ 1 organickych rozpoustédlech — mozna volba ze
vsech tfi experimentalnich uspotadani.

Obecné Ize fici, ze pravdépodobnost uUspéchu chirdlni separace racematu klesa

v poradi reverzni moéd>polarné organicky mod>normalni mod.

Reverzni méd — pouzivaji se derivatizované i nederivatizované CyD-CSP. Hlavnim
mechanismem zodpovédnym za separaci enantiomerd je tvorba inkluznich komplexii
[155,156]. Zménou % organické slozky mobilni faze (nejcastéji MeOH, ACN) je
mozno modifikovat retenci i rozliSeni enantiomera. PrileZitostné Ize pouzit také IPA,
EtOH, dimethylformamid, dioxan. Do ur¢ité¢ miry miize byt selektivita modifikovana
zménou organické slozky mobilni faze, pH a iontovou silou. Pouzivani pufrti zvysuje
efektivitu a reprodukovatelnost separatniho procesu. Vhodné pufry jsou
s triethanolaminem, trifluoroctovou kyselinou, octanem amonnym, dusi¢nanem
amonnym.

Vliv pH - stabilita inkluzniho komplexu je zavisld na ndboji analytu. Pokud
obsahuje molekula ionizovatelné skupiny, tak lze pomoci pH ovlivnit retenci
i selektivitu. Obecné plati, Ze inkluzni komplex je pevnéjsi, jestlize je analyt
v neionizované formé. Volba pufru mize také ovlivnit dosazenou separaci, protoze
molekuly pufru mohou také vstupovat do kavity CyD. S rostouci koncentraci pufru
klesa retence a piky jsou ostiejsi.

Vliv priutoku - pritok mobilni faize mize mit velky vliv na efektivitu pouzité
kolony. P¥i vyssich pritocich (1,0-2,0 ml-min™) je v nékterych piipadech nedostatek
Casu pro vytvofeni inkluzniho komplexu, coz se projevi nizkou efektivitou
separacniho procesu. V tomto pifipad€é se doporucuje snizit priitokovou rychlost na
0,4-1,0 ml-min”".

Vliv teploty - i zména teploty muze vést k zlepSeni enantioselektivity. Vazebna
konstanta vazby CyD-analyt je teplotné zavisla a s klesajici teplotou roste [2]. Na
druhé strané je nutno pocitat s faktem, ze s rostouci teplotou roste efektivita separace
na kolon¢ [155].

Polarné organicky méd — jako mobilni faze se pouziva ACN. Pfidavek methanolu,
kyseliny octové nebo triethylaminu muaze ovlivnit selektivitu. Pfedpoklada se, ze pro
enantioselektivitu je dtlezitd vazba vodiku analytu s hydroxylovymi skupinami
cyklodextrinu. Svou roli hraji i interakce dip6l-dipdl a prostorové efekty [157].

Normalni méd — separace se provadi prevazné na nederivatizovaném CyD.

Nepolarni ¢ast mobilni faze obsadi kavitu CyD a analyt interaguje se sekundarnimi

79



Disertacni prace Chiralni stacionarni faze v HPLC

hydroxyly na jejim okraji. V tomto experimentalnim uspofadani se CyD CSP podoba
diolové stacionarni fazi a retence je vice zdvisla prav€ na interakcich s OH
skupinami. Ptedpoklddd se, ze nedochazi ke vzniku inkluznich komplext.
Nejpouzivanéjsi mobilni fazi je smés hexanu s [PA. Nahradou IPA za EtOH nebo
butanol miize dojit v n¢kterych ptipadech k lepsi separaci. CyD CSP jsou stabilni ve
vSech bézné uzivanych rozpoustédlech uzivanych v chromatografii. Halogenovana
rozpoustédla vSak tvofi pevné komplexy s CyD a tudiz snizuji interakce CyD
s analytem [155,156].

3.4.5 Makrocyklicka antibiotika jako CSP

Makrocyklické antibiotika patii k velmi vyznamnym chirdlnim selektortim jak pro
HPLC, tak i pro CE. Diky mnoha stereogennim centrim a funkénim skupinam maji
makrocyklickd ATB schopnost interagovat s opticky aktivnimi latkami. Mohou mit
kysely, bazicky nebo neutralni charakter. Jejich molekulova hmotnost se pohybuje
v rozmezi 600-2000. Kromé& hydrofobnich c¢asti obsahuji jejich molekuly také
hydrofilni ¢asti a mnozstvi ionizovatelnych skupin. Pfi chirdlnich separacich se
uplatiiuje tedy celd fada interakci a v mnoha piipadech se interakce navzajem
kombinuji - interakce hydrofobni, dip6l-dip6l, m—m, H-mistky, sterické efekty,
interakce mezi anionty a kationty [128,158,159,160]. Sila téchto interakci je zavisla
na volbé mobilni faze. Za podminek RPLC jsou preferovany H-mistky, sterické
interakce, inkluzni komplexy iiontové interakce. V NPLC jsou preferovany
H-mbustky, sterické efekty, n—m a dipdl-dipdl interakce. V polarné organickém modu
pfevladaji H-miustky, sterick¢ vlivy aiontové interakce [128,130]. Vankomycin,
rifamycin B a thiostrepton byla prvni makrocyklickd ATB pouzita jako vazané CSP
[159].

Makrocyklické antibiotika 1ze rozdélit na:

e Ansamyciny — nejcastéji uZivané selektory jsou rifamycin B a rifamycin SV,
viz obr. 30. Pted pouzitim v HPLC byla tato ATB vyuzita v CE. Rifamycin B
je vhodny pro separace kationickych analyti a rifamycin SV je vhodny spise
pro separace aniontd [159].

e Glykopeptidy — vSechny glykopeptidy jsou tvoteny aglykonem, ktery vytvari
charakteristicky ,,ko$ik* a na néj je vazana cukerna slozka viz obr. 31. Do
této skupiny patti vankomycin (vyuziti v HPLC, CE, TLC), teikoplanin
(vyuziti v HPLC, CE), ristocetin A (vyuziti v HPLC, CE) a avoparcin (vyuziti
v CE). Avoparacin, ristocetin A a teikoplanin nejsou ¢isté latky ale smési
podobnych latek o znamém slozeni [159]. V soucasné dobé patfi tato skupina

k nejvyznamnéj$im chirdlnim selektortim.
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Obr. 30 Struktura ansamycint a) rifamycin B; b) rifamycin SV

Od svého zavedeni se stala makrocyklickd ATB velmi popularni diky schopnosti
separovat enantiomery raznych typt latek. Tyto CSP jsou podobné proteinovym
CSP, ale maji vétsi kapacitu a jsou stabilnéj$i. Komeréné jsou dostupné
Chirobiotic V. (vankomycin), Chirobiotic T (teikoplanin), Chirobiotic R
(ristocetin A), Chirobiotic Tag (teikoplanin aglykon) od firmy Astec (Whippey, NJ,
USA) [129].

Vankomycin [161] byl ztéto skupiny zaveden do praxe jako prvni, v kratkém
sledu po vankomycinu nasledoval teikoplanin [162] a jako posledni byl zaveden
ristocetin A [163]. Avoparcin je strukturné¢ podobny vSem vySe zminénym
makrocyklim a ma také podobné vlastnosti. V soucasné dobé neni tato faze
komeréné dostupna pro HPLC, ale méla by se objevit v blizké dob¢ [159]. Avoparcin
byl Gspésné pouzit jako aditivum do elektrolytu v CE [164].

V soucasné dobé probihaji také studie methylovaného aglykonu teikoplaninu.
Ptedpoklada se, ze zablokovanim hydroxylovych skupiny dojde ke zlepSeni pienosu
hmoty mezi analytem a CSP a efektivita separace by se mohla zvysit v porovnani se
samotnym aglykonem teikoplaninu [160].

Jednou z charakteristik glykopeptidovych CSP je moznost pfedpoveédét separaci
racematu se stejnym stereogennim usporadanim. Jestlize je latka separovana na
glykopeptidové kolon¢ za urcitych podminek, je velmi pravdépodobné, ze molekuly
s podobnym usporadanim na asymetrickém centru je mozno separovat za stejnych
podminek [130,159].

Glykopeptidové CSP jsou také unikatni tzv. principem komplementarity fazi. Pokud
se nepodafi separovat latku na jednom typu glykoproteinové CSP je mozné
dosahnout lepsiho vysledku za stejnych nebo podobnych podminek na nékteré dalsi
glykoproteinové koloné [130,159]. To nasvédcuje tomu, Ze mechanismus separace je
na téchto kolonach podobny ale ne identicky. Prvni vyhodou principu
komplementarity je, ze vyménou kolony Ize dosahnout lepsi selektivity bez zmény
mobilni faze. Druhd vyhoda spocivd v moZnosti zapojeni dvou nebo tii
glykopeptidovych fazi do série a ziskat separacni systém s Sirokou selektivitou. Toho

se vyuZziva napt. pii screeningu vhodné CSP pro velké série vzorkda.
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Obr. 31 Struktura glykopeptidovych ATB a) vankomycin; b) teikoplanin;

¢) avoparcin; d) ristocetin A.
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K modifikaci enantioselektivity glykopeptidovych stacionarnich fazi lze pouzit
reverzni, normalni i polarné¢ organicky modd [130,128,159,161,162]. Ve vsech
experimentalnich uspotadanich Ize pozorovat odlisSnou selektivitu pro rizné skupiny
latek.

NPLC - nejcastéji se jako sloZzky mobilni faze uzivaji hexan, acetonitril, methanol,
ethanol. Rozliseni je mozno optimalizovat pfidavkem THF nebo octové kyseliny.

RPLC - hlavni slozkou mobilni faze jsou pufry (dusi¢nan amonny, octan
triethylamonia, citronan sodny) s 10-20% ptidavkem organického rozpoustédla
(ACN, MeOH, THF, EtOH, IPA) [128].

V ptipadé, Ze latka ma vice jak jednu funkéni skupinu schopnou interakce se
stacionarni fazi a alespon jedna z téchto skupin je na chirdlnim centru nebo v jeho
blizkosti, je vhodné vyuzit pro chirdlni separaci polarn¢ organickou mobilni fazi.

V tomto provedeni se pouziva 100% MeOH nebo ACN s malym ptidavkem kyseliny
(octova, trifluoroctova) a baze (triethylamin, hydroxid amonny). Klicovym prvkem
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pro dosazeni potiebné selektivity separace je pomér kyseliny a baze (jejich
koncentrace ovliviiuje pouze retenci). Jejich pomér ovliviiuje naboj na stacionarni
fazi i na analytu. Pomér kyselina-baze se méni v zavislosti na naboji vzorku od 4:1
do 1:4. VétSinou se zacina s pomérem 1:1 a pak jeho zménou na 1:2, resp. 2:1 se
sleduje vliv na rozliSeni. Pokud je analyt eluovan pfili§ brzy z kolony, snizi se
aktualni koncentrace paru kyselina-baze a naopak. Aktualni koncentrace paru
kyselina-baze se pohybuje v rozmezi 0,001-1,0 %. Nad 1 % je analyt piili§ polarni
a chova se jako v RPLC a pod 0,001 % se naopak chové jako v NPLC [128,130,157].
Pokud ma analyt pouze jednu funkéni skupinu, voli se na zdkladé rozpustnosti mezi
NPLC (hexan/EtOH) a RPLC (THF/pufr).

Vliv pH v RPLC — latky interaguji se stacionarni fazi, pokud nejsou ionizovany,
proto miize byt dosazend separace ovlivnéna pomoci zmény pH. V RPLC se obvykle
testuje rozmezi 4,0-7,0 [161].

Vliv prutoku - Armstrong sledoval vliv pritoku na dosazenou separaci
u vybranych analyti na teikoplaninové CSP [162]. Nebyl pozorovan vliv na
enantioselektivitu, ale efektivitu separace. SniZenim pritoku ze 2 ml-min” na
1 ml-min™' se zlepsilo rozliseni o 20-30%.

Vliv teploty - u vybranych analytti byl vysledovan i vliv teploty na separaci [161].
S rostouci teplotou doSlo k poklesu retence, rozliSeni i selektivity. Dale bylo
pozorovano, Ze vliv teploty je podstatnéjs$i v NPLC neZ v RPLC. Tento jev je mozno
vysvétlit existenci vzajemnych interakci mezi analytem a CSP, jejichZ intenzita je
ovlivnéna teplotou. Napft. pii1 nizsich teplotach dochézi k zesileni slabsich vazebnych
sil [128,165].

3.4.6 Ostatni typy CSP

a) CSP zalozené na mnohondasobnych vodikovych interakcich - aplikace téchto
CSP jsou omezené, protoze vodikové vazby, jako vyhradni interakce pro
chirdlni separaci, nejsou pfili§ silné. Tento typ CSP byl prvné publikovan
Dobashim a Haraou. Jako stacionarni faze byly pouzity amidy aminokyselin
navazané na silikagel popf. amid (R, R)-tartarové kyseliny [129].

b) Crown ethery - jsou makrocyklické polyethery, které jsou znamy svou
schopnosti vytvéaret komplexy s ionty alkalickych kovi, alkalickych zemin
a primarnimi amoniovymi kationty. Pokud je pouzit chiradlni crown ether, je
interakce s primarnimi aminy stereoselektivni. Vzajemné interakce mezi tiemi
vodikovymi atomy primarni aminoskupiny a kysliky na makrocyklu jsou
separaci uplatiiuje 1 bariéra, kterou tvofi substituenty crown etheru. Tyto
substituenty jsou vazany kolmo na rovinu makrocyklu a pii tvorbé komplexu
mezi analytem a crown etherem se uplatiuji sterické efekty [129]. CSP vhodnou

83



Disertacni prace Chiralni stacionarni faze v HPLC

pro HPLC vyvinul Shinbo a kolektiv a byla aplikovana na chiralni separace
aminokyselin [166]. Tyto staciondrni faze jsou komercné dostupné od firmy

Daicel Chemical Industries (Tokyo, Japonsko).

c) Chiralni syntetické polymery — jedna se o polymerni latky, které lze rozdélit

z chemického hlediska na adi¢ni, kondenzacéni a zesitované gely [167]. Kazda
syntetickd polymerni CSP ma své charakteristické vlastnosti, co se tyké chiralni
separace. Nékteré typy téchto fazi jsou jiz komeréné dostupné napt. helikalni
isotaktické polymetakrylaty, Daicel Chemical Industries (Tokyo, Japonsko).
Novy trend v této oblasti tvori piiprava chirdlnich polymernich monolitickych
stacionarnich fazi [129].

d) Chiralné imprintované polymery (molecular imprinted polymers MIPs) — vzni-

kaji polymera¢ni reakci monomeru a sit'ujici latky v pfitomnosti chiralniho
templatu. Po jeho odstranéni zlistane v polymeru kavita, ktera je stereoselektivni
k templatové molekule a strukturné podobnym latkam. Vyhodou MIPs je
vysoké enantioselektivita, podobna selektivité antigen-protilatka. Nevyhodou je
relativné mala efektivita separacniho procesu a omezeny okruh aplikaci na
strukturné podobné latky [129].

e) Ligand-exchange chromatografie - k chiradlni separaci dochdzi na zéklade

vzniku smiSeného terciarniho kovového komplexu mezi selektorem a analytem.
Stacionarni faze uréené pro tento typ chromatografie jsou také komercné
dostupné ChiralPak WH, Daicel Chemical Industries (Tokyo, Japonsko) [129].

3.4.7 Techniky pro preparativni ucely

Tato kapitola obsahuje kratky popis pouzivanych technik (mimo krystalizaci

a HPLC) pro preparativni separaci enantiomerti v priimyslovém méfitku.
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a) Counter-current chromatografie (CCC) - metoda je zaloZena na
mnohonasobném déleni latky mezi dvé nemisitelnd rozpoustédla. Prvni
rozpoustédlo s chirdlnim selektorem tvoii v kolon¢ stacionarni fazi a druhé je
pumpovano pres kolonu. Nejefektivngjsi chiralni selektory v této oblasti jsou
N-dodekanoyl-L-prolin-3,5-dimethylanilin, sulfatovany p-CyD, albumin
a vankomycin [129,130,168]. Instrumentdlni modifikaci této metody je

centrifugal partition chromatography (CPC) [168].

b) Simulated Moving Bed (SMB) - je vykonna technika pro preparativni
chromatografii, kterd byla patentovdna na pocatku Sedesatych let 20. stoleti.
Je zaloZena na propojeni mnoha kolon do série tak, Ze vytvaii kruh. Tento
systém je opatfen nckolika ventily, kterymi se pfivadi mobilni faze,
racemicka smés a odvadi se rozdélené¢ enantiomery. Pfivod mobilni faze,
racematu a sbér vzorku neni staticky, ale jejich pozice se méni tak, aby byl
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simulovan opac¢ny pohyb mobilni a stacionarni faze. Principidlné¢ dochazi
k separaci sméesi mezi dvé faze (pevnou a kapalnou) pohybujici se v opacném
sméru. SMB technika dovoluje kontinudlni davkovani a separaci binarni
smesi. Tato technika nasla uplatnéni v biotechnologii, farmacii a chemickém
prumyslu. Dostupna zatizeni lze ziskat pro déleni racematu od 10-1000 g/den
az po 5-50 t/rok [130].

c) Stereoselektivni membrdny - rostouci potfeba ziskdvat Cisté enantiomery
v chemickém 1 farmaceutickém pramyslu je soustfedéna pozornost i na
vyuziti stereoselektivnich membran k preparativnim ucelim. Jejich vyhodou
je flexibilita, moznost kontinudlniho davkovani vzorku a ve vétSing€ ptipadi

prace za laboratorni teploty. Membrana se zapojuje do separacniho procesu:

pifimo - separace pomoci enantioselektivni membrany (enantioselektivni
polymer nebo kapalina);

nepiimo - neselektivni membrana asistuje v enantioselektivnim procesu
a tvoti vyztuz pro chiralni nosi¢ [10,130].

3.4.8 Soucasné trendy v oblasti chiralnich separaci

V souvislosti s rozmachem kombinatorni chemie, ktera umoznuje navrhnout velké
mnozstvi molekul béhem kratkého Casu, je souCasny vyvoj v oblasti chirdlnich
separaci zaméfen na techniky, které jsou flexibilni, rychlé a také ekonomicky
vyhodné [10].

a) Enantioselektivni senzory - vyvoj obecné pouzitelnych enantiomernich
senzorl, které kombinuji vysokou substratovou specificitu a enantioselektivitu se
snadnou detekei (zména v absorpénim spektru, ve fluorescenci) ptedstavuje
slibnou alternativu k tradi¢nim a €asto instrumentalné¢ naro¢nym technikam.
Enantioselektivni senzory dovoluji rychlou kvalitativni i kvantitativni analyzu
enantiomerni Cistoty. Levna zafizeni ur€end na jedno pouziti mohou v budoucnu
nahradit ,,off-line” metody v procesu kontroly jakosti, klinické diagnostiky,
screeningu chirdlnich latek atd.

b) Miniaturizace - kapacita souCasné¢ uzivanych analytickych technik pro
hodnoceni enantiomernich latek je limitovana relativné dlouhou dobou analyzy,
provoznimi ndklady a také lidskymi zdroji. Vzhledem k rostouci potiebé velkého
poctu analyz je snaha tento proces urychlit. Miniaturizace je jednim z moznych
sméri. Zavedeni tzv. micro total analysis systems (u-TAS) umoziuje zvladnout
daleko vice analyz, automatizaci procesu, sniZuje spotiebu organickych
rozpoustédel, reagencii, vzorki a také provozni nédklady. Miniaturizace vSak sebou
nese 1 technické problémy spojené s detekci, mrtvymi objemy a propojenim
kapilar s injektory a detektory.
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c) Opticke metody - pozornost je rovnéZ vénovana optickym metodikam, kdy je
mozno posoudit enantiomerni €istotu latky bez predchozi separace. Své uplatnéni
nachazi CD detektory, kdy tzv. anizotropni faktor (g=Ag/¢) je nezéavisly pii urcité
vlnové délce na koncentraci latky, ale je pfimo imérny enantiomernimu pomeéru.
Me¢éteni CD u pfechodnych vibracnich stavli molekuly tzv. VCD by mohlo byt
vhodnou technikou pro urc¢eni nejen enantiomerni Cistoty latky, ale také pro urc¢eni

absolutni konfigurace.

d) Chemical force microscopy - tato technika miiZze byt vhodnym kandidatem pro
piimé sledovani interakci mezi analytem a CSP. Muze se uplatnit v objasnéni
mechanismu chiralnich separaci a pii vybéru vhodnych chirdlnich stacionarnich

fazi.
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Abstract

A new reversed-phase liquid chromatographic method using zirconia-based stationary phase was developed for determination of ibuprofen,
its related compounds and its main degradation products. The chromatographic separation was successfully achieved on the Discovery®Zr-PS
column (150 mm x 4.6 mm i.d., 5 wm), using a mobile phase methanol-phosphate buffer (pH 4.5; 0.05 M)—tetrahydrofurane (21:74:5, v/v/v)
and the flow rate 0.5 mlmin~'. The UV detection was performed in dual wavelength mode (219 and 258 nm) to detect all compounds of
interest. The column temperature was set on 60 °C to shorten the analysis time and improve the peak symmetry. The method is simple, rapid
and cuts down the amount of hazardous waste produced in the analysis. The assay is completed within 22 minutes.

© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Zirconia-based stationary phase; Ibuprofen; Impurities

1. Introduction
1.1. Zirconia-based analytical columns

Nowadays most analytes are processed on alkyl silane
bonded silica-based stationary phases. Solutes are bonded
predominately by hydrophobic (reversed-phase) interactions
with the bonded site. However, the presence of residual
silanol groups on silica’s surface greatly complicates the re-
tention process especially for basic drugs [1].

Zirconia is a material with many unique properties which
make it attractive as a chromatographic support, notably its
excellent chemical stability and unique surface chemistry [2].
Zirconia due to its superb chemical and thermal stability is
one of the major alternatives to a silica [2-5]. It is an ampho-
teric material with anion-exchange properties in neutral and
acidic solutions and cation-exchange properties in alkaline
solutions [2]. Numerous studies have shown that zirconia-

* Corresponding author. Tel.: +420 495 067 446; fax: +420 495 512 423.
E-mail address: kucerar@faf.cuni.cz (R. Kudera).

0731-7085/$ — see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.jpba.2005.02.002

based materials can be used for separation of nonpolar and
polar solutes over the pH range 0-14 and temperatures up
to 200°C [1,6-10]. In contradistinction to the behaviour of
the silanol groups, Zr(IV) sites (hard Lewis acids) on zirconia
cause hard Lewis base analytes (R-SO3 7, R-PO3 7,R-COO ™,
etc.) to absorb quite tenaciously [1]. Such Lewis acid-base
interactions are characterised by especially slow desorption
kinetics, which can broaden and tail peaks. However when a
strongly competing Lewis base (PO43~, F~, carboxylates) is
deliberately added to the eluent in sufficiently high concen-
tration, the accessible Zr(IV) sites are dynamically blocked
by absorption of the eluent. Addition of the hard Lewis base to
the eluent thereby greatly improves the peak shape of the an-
alytes. Polybutadiene-coated zirconia (PBD-ZrO;) has been
the most studied zirconia bonded reversed-phase material to-
day [1,9-13].

According to the paper reported by Zhao and Carr [ 14] an-
other type of zirconia coated stationary phase seems to have
more favourable properties than PBD-ZrO;. Polystyrene
coated-zirconia (PS-ZrO3) does exhibit different selectivity
than PBD-ZrO; or octadecyl-bonded silica (C18-SiO3) to-
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wards a variety of analytes and it is a unique, selective station-
ary phase, which can provide effective separations for many
compounds. In addition, PS-ZrO, exhibits much greater se-
lectivity than does PBD-ZrO, for the separation of structural
isomers which differ in the position of phenyl group. In gen-
eral, even though the carbon content of PS-ZrO; is much
lower than that of conventional reversed-phase material, such
as C18-Si0y, polar analytes display sufficient retention. In
several examples comparable or better resolution were found
in much shorter analysis time. PS-ZrO; exhibits good mass
transfer characteristics, furthermore the material is stable at
extreme pH (1-13) and at temperatures as high as 160°C
[14].

1.2. Ibuprofen

Ibuprofen — (R,S)-2-(4-isobutylphenyl)propionic acid —
was introduced in the late sixties as a safe non-steroidal
anti-inflammatory drug. Ibuprofen (Ibu) is for its analgesic,
antipyretic and platelet antiaggregatory properties used in a
treatment of rheumatoic arthritis, osteoarthritis, fever, pain,
migraine and dysmenorrhoea. Ibu is better tolerated than as-
pirin, indomethacin and pyrazolonic derivatives. In addition,
it is well absorbed from gastrointestinal tract following oral
or rectal administration. There is also some absorption fol-
lowing topical application to the skin [15-17].

Ibu is widely used as a therapeutic drug and several HPLC
[18-22], ITP [23], MEKC [24-26] or SPE-UV [27] methods
for its determination in pharmaceutical preparations, as well
in the biological material [28] have been described in the
literature.

The approach to quality control of Ibu differs in the
United States and in the European countries. The US Phar-
macopoeia describes a RP-HPLC method for impurities us-
ing a 150 mm x 4.0 mm i.d., column, mixture of water (pH
2.5)-acetonitrile (1340:680, v/v) as an eluent, UV detec-
tion at 214 nm and the temperature 30 °C. The area of an

individual secondary peak, which appears in the test sam-
ple, should not exceed 0.3% and the sum of secondary
peaks must not be higher than 1%. The compounds are
not specified. A special attention is paid to a content of
4-isobutylacetophenone (Ibap) [29]. It is well known that
Ibap causes adverse effect in the central nervous system and
presents high dermal adsorption [19]. The assay is carried
out under different conditions than the first chromatography
250 mm x 4.6 mm i.d. column, a mixture of 1% chloroacetic
acid solution (pH 3.0)—acetonitrile (40:60, v/v) as an eluent,
UV detection at 254 nm, ambient temperature. The amount
of 4-isobutylacetophenone is not higher than 0.1% [29].

The British Pharmacopoeia (BP) describes a similar
HPLC method for related substances of Ibu in raw material
and in pharmaceuticals like the USP. The BP specifies five
substances as possible impurities and indicates the impor-
tance of control of 2-(4-n-butylphenyl)propionic acid (Bppa)
in raw material and pharmaceuticals (except oral suspension),
which content must notexceed 0.3% and the area correspond-
ing to the sum of secondary peaks must be lower than 0.7%
of the Ibu peak. The amount of 4-isobutylacetophenone in
oral suspension is controlled (0.25%) [30].

The European Pharmacopoeia has brought into practice a
gradient method for quality control of Ibu and has described
potential impurities A—R. The substances A-E correspond
with impurities mentioned in the BP. The main attention is
paid to the Bppa and the limit is the same as in the BP [31].

The critical point of Ibu assays, mentioned in the European
Pharmacopoeia and in the BP, is the separation of the main
peak and Bppa, because both individuals are chain isomers
and their characteristics are very kindred [32], see Table 1.
The chromatographic system can be used for Ibu evaluation
only in the case that the ratio of peak height due to Bppa and
the height above base-line of the lowest point of the curve sep-
arating this peak from the peak due to Ibu is greater than 1.5.
If necessary the amount of acetonitrile in the mobile phase
has to be adjusted in order to obtain the required resolution

Table 1

Comparison of physical—chemical characteristic of ibuprofen and 2-(4-n-butylphenyl)propionic acid (Bppa)

Tbu Bppa

Property Value Condition Property Value Condition
H donors 1 H donors 1

H acceptors 2 H acceptors 2

Molecular weight 206.28 Molecular weight 206.28

log P 3.722+£0.227 log P 3.906 £0.222

log D 372 pH I log D 3.91 pH 1
logD 3.58 pH 4 log D 3.77 pH4
logD 115 pH7 log D 1.35 pH7

log D 0.25 pH8 logD 0.45 pH 8

log D —0.036 pH 10 log D -0.18 pH 10
pKa 4.41+£0.20 Most acidic pKa 4.43+£0.20 Most acidic
Molar solubility Sparingly soluble pH1 Molar solubility Sparingly soluble pH1
Molar solubility Sparingly soluble pH4 Molar solubility Sparingly soluble pH4
Molar solubility Slightly soluble pH7 Molar solubility Slightly soluble pH7
Molar solubility Soluble pH8 Molar solubility Soluble pH8
Molar solubility Very soluble pH 10 Molar solubility Very soluble pH 10
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[30,31]. Several authors have already dealt with the problems
of separation of Ibu and its impurities [19-21,25,26]. Neither
HPLC methods using silica based C18 columns as stationary
phase [19,21], nor MEKC method [25,26] gave the sufficient
resolution between Ibu and Bppa. Recently, has been reported
a CEC method for quality control of Ibu by Quagliaetal. The
peaks of Ibu and Bppa are separated quite well but the anal-
ysis time is about 100 minutes [33].

The goal of our study was to find better chromato-
graphic conditions for the separation of Ibu and its related
compounds, especially for the separation of Ibu and its
chain isomer Bppa. The resolution is controlled by the
selectivity factor (), plate number (V) and retention factor
(K), and among these parameters, the selectivity factor
has the most significant effect on resolution [34]. As a
result, tuning the selectivity by changing the eluent type, the
stationary-phase type, the eluent composition and sometimes
the temperature can optimise the resolution. In fact, eluent
type and the stationary-phase type are two of the most
effective variables for modulating the selectivity [3]. That
is why the polystyrene-coated zirconia stationary phase was
chosen as a potential key to solving the above-mentioned
separation problem.

2. Experimental
2.1. Instruments

All chromatographic work was performed on a Shimadzu
chromatography system equipped with system controller
SCL-10Avp, detector SPD-10Ayp, pump LC-10ADvp, au-
toinjector SIL-10ADvyp, column oven CTO-10ASvp, de-
gasser DGU-14A, low pressure module FCV-10ALyp and
a computer-based chromatographic software Class-VP, ver.
6.12 Shimadzu (Tokyo, Japan). The UV-vis spectrometer
UV2401PC Shimadzu (Tokyo, Japan) was used for measure-
ment of the UV-spectra.

2.2. Chromatographic columns

In experimental work, following analytical HPLC
columns were used: Discovery®Zr-PS, 150 mm x 4.6 mm
i.d., particle size 5 pm, Sigma—Aldrich Chemie (Schnelldorf,
Germany) and Sepharon SGX RPS, 150 mm x 4.0 mm id.,
particle size 5 pm, Tessek (Prague, Czech Republic).

2.3. Chemicals

Ibuprofen Sigma (St. Louis, MO, USA); 4-isobutylaceto-
phenone 98% (Lancaster, UK); 2-(4-n-butylphenyl)pro-
pionic acid was purchased from Council of Europe, European
Directorate for the Quality Control of Medicines (Strasbourg,
France);

2-Hydroxy-2-(4-isobutylphenyl)propionic acid (20H), 2-
(4-isobutyrylphenyl)propionic acid (Bopa) and 2-(4-isobu-

tylphenyl)propionamide (Amide), Zentiva, a.s. (Czech Re-
public). Methanol (MeOH), acetonitrile (ACN), tetrahydro-
furane (THF), propane-2-ol (IPA), sodium dihydrophosphate
p-a., phosphoric acid 85% p.a., sodium chloride p.a., sodium
phosphate p.a. were obtained from Lach-Ner (Czech Re-
public); tetramethylammonium chloride was purchased from
Fluka AG (Bushs SG, Switzerland).

2.4. Sample preparation

A mixture of methanol-water (50:50, v/v) was used as
a solvent for preparation of all solutions. Stock solutions of
Ibu impurities were prepared at concentration I mg ml~". The
standard solutions were obtained by diluting the stock solu-
tions to the concentration 0.006 mgml~' what corresponds
to 0.3% of Ibu content (2 mg ml~"). The test solution of Ibu
was prepared by accurately weighing 20.0 mg of Ibu into
10 ml volumetric flask, dissolved and diluted to the mark.
The solution with admissible amount of Ibu impurities (Limit
solution) was prepared by accurately weighing 20.0 mg of
Ibu into 10ml volumetric flask and 60 pl from each stock
solution of Ibu impurities was added and diluted to the
mark.

2.5. Buffer preparation

Phosphate buffer pH 6.4 was prepared by dissolving 2.5 g
sodium phosphate, 2.5 g sodium dihydrophosphate and
8.2 g sodium chloride in 1000 ml flask [35].

Phosphate buffer pH 2.33 — 50 mM phosphoric acid solu-
tion was adjusted with 1 M NaOH to pH 2.33.

Phosphate buffer pH 4.5 — 50 mM sodium dihydrogen-
phosphate solution was adjusted with 5% phosphoric acid
to pH 4.5.

3. Results and discussion
3.1. Alteration of eluent type

The problematic point of the pharmacopoeial assay
[30,31] is to manage the sufficient resolution between peaks
due to Ibu and Bppa. We focused on this problem firstly. As
mentioned earlier the resolution can be optimised by tun-
ing the selectivity by changing the eluent type, the eluent
composition, temperature or the stationary phase. In the pre-
liminary study MeOH instead of ACN in the mobile phase
was tested to overcome the separation problem. Standard
C18 column, as described in the Pharmacopoeias [30,31] was
used. The best results were obtained with MeOH-phosphate
buffer (pH 6.4) (45:55, v/v) containing 5mM tetramethy-
lammonium chloride as ion-pair additive, see Fig. 1. The
results have shown, that there was a potential to achieve
satisfactory separation with MeOH, but it was not possible
to get better selectivity solely by altering the mobile phase
composition.
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Fig. 1. Separation of Ibu and Bppa on silica based C 18 column. Mobile phase MeOH-phosphate buffer (pH 6.4) (45:55, v/v) with 5 mM tetramethylammonium

chloride; flow rate 0.5 ml min~', UV detection at 219 nm.

3.2. Alteration of stationary phase type

The stationary phase is another most effective variable for
modulating the selectivity [3,34]. The retention mechanism
on the zirconia-based stationary phases is a result of classical
reversed-phase interactions and ion exchange properties. Ac-
cording to previously reported papers the PS-ZrO; column
seemed to be good for our purpose — it shows good mass

1150,00

950,00

750,00 4

550,00 -

absorbance [mAU]

350,00

150,00 (b)

-50,00

transfer characteristics, stability at extreme pH and temper-
ature, substantial difference in selectivity compared to other
phases, especially with respect to polybutadiene-coated zir-
conia [14,36].

We first tried to use the reverse phase mechanism that man-
ifests especially at low pH area, for separation Ibu and Bppa.
Lewis acid-base interactions on zirconia are characterised
by especially slow desorption kinetics, which can broaden

0,00 5,00 10,00

15,00 20,00 25,00

time [min.]

Fig. 2. Effect of different organic solvent on peak shape and symmetry on PS-ZrO; column. Mobile phase methanol-phosphate buffer (pH 2.33)-organic
modifier (31:64:5, v/v/v). First peak Ibu, second peak Bppa; (a) tetrahydrofurane; (b) acetonitrile; (c) propane-2-ol.
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Fig. 3. (a) Separation of Ibu and Bppa on PS-ZrO; column. Mobile phase MeOH-phosphate buffer (pH 2.33)-tetrahydrofurane (30:65:5, v/v/v), flow rate
0.5mlmin~', column temperature 60 °C, UV detection at 219 nm. (b) Analysis of Ibap under the same conditions, detection at 258 nm.

peaks. However, addition of the hard Lewis base to the elu-
ent (PO4>~, in our case) greatly improves the peak shape
of the analytes. In order to improve more the peak profile a
small amount of organic modifier was added and temperature
was adjusted. IPA, ACN and THF were tested as possible or-
ganic modifiers. THF had the best effect on peak tailing, see
Fig. 2. The temperature 60 °C proved to be sufficient for peak
shape and resolution between the peaks. The best conditions

780
680 4
580
480
380

280 4

absorbance [mAU]

180 1
(@

were obtained with MeOH-phosphate buffer (pH 2.33)-THF
(30:65:5, v/v/v), see Fig. 3a.

3.2.1. Zirconia-based stationary phase at optimal pH

The PS-ZrO» exhibits different selectivity toward silica-
based stationary phases, and this fact manifested negatively
on separation of degradation product Ibap from Ibu and Bppa.
Ibap was co-eluted with the peak due to Ibu under pH 2.33,

Bppa
Ibu

80 4 (b)

-20

Ibap

0,00 2,00 4,00 8,00 8,00

10,00 12,00 14,00 16,00 18,00

time [min.]

Fig. 4. (a) Separation of Ibu and Bppa on PS-ZrO; column. Mobile phase MeOH-phosphate buffer (pH 4.5)-tetrahydrofurane (25:70:5, v/v/v), flow rate
0.5 ml min~', column temperature 60 °C, UV detection at 219 nm. (b) Analysis of Ibap under the same conditions, detection at 258 nm.
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Fig. 5. Demonstration of the selectivity of the method. (a) Methanol-water (50:50, v/v), detection at 219 nm; (b) methanol-water (50:50, v/v), detection at
258 nm; (c) Ibu detection at 219 nm; (d) Bopa, detection at 258 nm; (¢) 20H, detection at 219 nm; (f) Amide, detection at 219 nm; (g) Bppa, detection at 219 nm;
(h) Ibap, detection at 258 nm; All chromatograms were obtained under optimal conditions.

see Fig. 3. To overcome this problem the ion-exchange capa-
bility of the PS-ZrO; column was used. The mobile phases
with different pH values were tested. The co-elution was
still observed in the area of pH 2.33-4.0. The retention of
Ibap was stronger in the range of pH values above 5.0 than
that of Ibu and Bppa, but the separation of these two com-
pounds got worse. The pH 4.5 was proved to be optimal for
separation of all three compounds, see Fig. 4. If phosphate
buffer was replaced with the acetate buffer at the same pH
the analysis was impracticable. Acetate is a weaker Lewis
base than phosphate is and the interactions between the an-
alyte and stationary phase were so strong that unaccept-
able retention time (above 40 min) and peak tailing were
occurred.

3.3. Separation of other related compounds

The pharmacopoeias [29-31] pay special attention to
Bppa — impurity from the manufacture process [37],
and Ibap - the main degradation product of Ibu [17].
The analytical profiles of drug substances describe 2-(4-
isobutyrylphenyl)propionic acid (Bopa) as another possible
impurity of Ibu, which was observed together with Ibap after
exposition to harsh conditions such as 1 M NaOH, 1 M HCl
or 50% H,0O». Ibap arises via radical induced decarboxyla-
tion followed by benzylic oxidation [17]. In the recently pub-
lished paper Bopa is presented as a product of oxidation pro-
cess [38]. Hence presence of Ibap and/or Bopa is indicating
a decomposition of Ibu. 2-(4-Isobutylphenyl)propionamide
(Amide) and 2-hydroxy-2-(4-isobutylphenyl)propionic acid
(20H) described as impurities C and M, respectively [31]

were separated successfully under these conditions too, see
Fig. 5.

3.4. Choice of an optimal wavelength

The related compounds of Ibu (Bppa, Amide, 20H) have
the local absorption maxima around 220 nm. The degrada-
tion products (Ibap, Bopa) exhibit bathochromic shift and
the maxima of absorption are shifted to 258 nm, see Fig. 6.
Unfortunately in the area around 220 nm these compounds
have local minima, so the sensitivity of detection is very
low. In order to gain maximal sensitivity of the assay the
dual-wavelength modus at 219nm and 258 nm was per-
formed.

3.5. Optimal chromatographic condition for analysis of
Ibu impurities

Mobile phase MeOH-phosphate buffer (pH 4.5,
50mM)-THF (21:74:5, v/v/v), detector in the dual-
wavelength modus set at 219nm and 258 nm, flow rate
0.5mlmin~! and the column temperature 60°C are the
optimal chromatographic conditions for the analysis of all
above-mentioned compounds. The analysis under these
conditions is completed within 22 minutes. The applicability
of the method was also tested.

3.5.1. Linearity

The linearity test was performed using five concentrations
levels for each impurity i.e. Bopa, 20H, Amide, Bppa and
Ibap in the range 0.03-0.36% of Ibu content. The linearity of
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Table 2
Limits of detection (LOD) and limits of quantification (LOQ) of each analyte

Table 3
Response factors of each analyte

Analyte LOD (mgml~") LOQ (mgml™") Analyte Response factor
Bppa 4.56 x 1077 1.52 x 1074 20H 0.14
Bopa 473 x 1072 1.57 x 1074 Amide 0.14
Ibap 522 x 10732 1.74 % 10™% Bppa 2.78
Amide 347 x 1074 1.15 x 1073 Bopa 16.67
20H 822 x 1074 274 x 1073 Ibap 33.33

Ibu was tested in the range 80-120%. The correlation coeffi-
cients, r, found were higher than 0.999.

3.5.2. Limit of detection (LOD) and limit of
quantification (LOQ)

A signal-to-noise (S/N) ratio of 3 is generally considered
to be acceptable for estimating the detection limit. A typical
S/N ratio for calculating the quantitative limit is 10:1. Both
limits were calculated, see Table 2.

3.5.3. Response factor

The responses of the detector to 0.3% solutions of 20H,
Amide and Bppa at 219 nm were divided by response of the
detector to a 0.3% solution of Ibu at 219 nm. The response
factors for Bopa and Ibap were calculated for wavelength
258 nm in the same way, see Table 3. The response factors
differ considerably from each other; and thus it is better to
prepare the solution with limit concentration of Ibu impurities
for verification of Ibu quality, see Fig. 7.

3.5.4. Selectivity

The chromatograms obtained under optimal conditions,
Fig. 5, exemplify the selectivity for Ibu, Amide, 20H, Bppa,
Bopaand Ibap. All the compounds were well separated within
22 minutes.

3.5.5. Robustness

The problematic point of the assay was to manage the suf-
ficient resolution between peaks due to Ibu and Bppa and
this criterion was the parameter for robustness test. The pa-
rameters, which might influence the resolution, (composi-
tion of mobile phase 2% of MeOH, pH +0.2, temperature
+5°C, flow rate 0.1 mlmin~') were implied in the test.
These small changes do not affect substantially the resolu-
tion between Ibu and Bppa.

Interesting results were obtained with the sample that was
dissolved not in methanol but in acetonitrile. The peaks of
Ibu and Bppa were not sufficiently resolved. The solvent has
importance for achieving the expected selectivity of the as-
say. The conclusion is that the method is robust enough for
evaluation of tested Ibu related compound and degradation
products.
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Fig. 7. (a) Separation of Ibu decomposition products (Bopa, Ibap) and Bppa under optimal conditions; detection performed at 219 nm. (b) Separation of Ibu
decomposition products (Bopa, Ibap) and Bppa under optimal conditions; detection performed at 258 nm.
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4. Conclusions

Zirconia-based stationary phase coated with polystyrene
is substantially different from the conventional CI18-SiO».
We used this column with advantage for a HPLC separation
of ibuprofen from some related compounds and its two de-
composition products. This type of column offers both wide
range of pH and also wide range of temperature to achieve
optimal separation. It has been shown one practical example
of employing zirconia-based stationary phase. Even though
the carbon content of PS-ZrQ; is much lower than that of
conventional reversed-phase material, analytes exhibit suf-
ficient retention and resolution, but with substantially im-
proved analysis time. In conclusion, the method is applicable
for evaluation of Bopa, 20H, Amide, Bppa and Ibap in the
raw material and for the monitoring of the degradation pro-
cesses. It can be also used for the assay of ibuprofen. The
method is simple, rapid and sensitive enough. The mobile
phase contains less organic solvent than it is generally com-
mon. The flow rate is 0.5 mlmin~", so the total amount of
organic solvent consumption during analysis has been re-
duced to 18% of original value, which is not negligible from
an environment viewpoint.
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Utilization of zirconia stationary phase as atool in
drug control

Zirconia-based stationary phases represent an interesting alternative to silica-based
materials. Two zirconia-based stationary phases were studied as an option for use in
drug analysis. The different properties of zirconia material, distinct from RP silica-
columns, were employed for the development of a novel and rapid stability monitoring
HPLC method. This method enables simultaneous control of possible degradation
processes of active substance (ibuprofen) as well as antimicrobial excipients (methyl-
and propylparaben). The separation of ibuprofen, its two main degradation products
2-(4-isobutyrylphenyl)propionic acid and 4-isobutylacetophenone, parabens, and 4-
hydroxybenzoic acid as their degradation product was successfully accomplished on
a Zr-CarbonC18 column using a mobile phase consisting of acetonitrile-phosphate
buffer (pH 4.8)-propan-2-ol (27:56:17, v/v/v). Detection was performed at 258 nm
and the analysis was completed within 17 minutes.
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1 Introduction

High performance liquid chromatography is a widespread
separation technique that occupies the leading position in
routine pharmaceutical analysis. A chromatographic col-
umn is without doubt the heart of a chromatographic sys-
tem. At present, most analytes are processed on various
RP silica-based stationary phases. Solutes are retained
predominantly by hydrophobic (reversed-phase) interac-
tions with the bonded phase[1, 2]. Silica possesses
known limitations despite its numerous positive proper-
ties [3, 4].

Zirconia-based stationary phases were relatively recently
introduced into HPLC and they offer some advantages
over silica-based phases. Zirconia is a material with many
unique properties that make it attractive as a chromato-
graphic support. These columns represent very useful
alternatives to silica-based materials and they have been
studied extensively (2, 3, 5~14]. Zirconia is an amphoteric
material with anion-exchange properties in neutral and
acid solutions and with cation-exchange properties in
alkaline solutions. The most useful features are its high
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thermal and chemical stability over a wide range of tem-
perature (up to 200°C) and pH (1 to 14) [1-3, 8, 10, 11,
15). In contradistinction to the behaviour of the silanol
groups, Zr(lV) sites (hard Lewis acids) on zirconia cause
hard Lewis base analytes (R-SO;~, R-PO;~, R-COO-,
etc.) to adsorb quite tenaciously. Such Lewis acid-base
interactions are characterised by especially slow desorp-
tion kinetics, which cause broad and tailed peaks. How-
ever, when a strongly competing Lewis base (POg2-, F-,
carboxylates) is deliberately added to the eluent in suffi-
cient high concentration, the accessible Zr(IV) sites are
dynamically blocked by adsorption of the eluent. Thus
addition of the hard Lewis base to the eluent greatly
improves the peak shape of the analytes (1, 3, 9, 12].
Polybutadiene-coated zirconia (PBD-ZrO,) has been the
most studied zirconia-based reversed-phase material up
totoday[2, 3, 6,9, 11].

Zirconia-based stationary phases have been used for
separation of many chemical substances with different
structures and physico-chemical characteristics, for
example variety of nonpolar aromatic positional isomers,
triazines, steroids [13], alkaloids, and antidepressants
[16], beta-blockers, local anesthetics, p-alkylbenzyl-
amines [3, 9], testosterone, and a series of related com-
pounds [8]. From the chemical point of view all these com-
pounds have basic or neutral character. The separation of
samples containing hard Lewis base moieties such as
anions of acidic compounds, nucleotides, peptides or pro-
teins is rather problematic due to the presence of hard
Lewis acid sites on the zirconia surface. Polymers coated
on zirconia’s surface do not completely block these Lewis
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acid sites. The salt content is needed to suppress the
strong coulombic interactions and to block unwanted
Lewis acid-base interactions [17 —22].

Quality control of raw materials and consecutive monitor-
ing of potency and safety of pharmaceutical products con-
stitutes an important current subject of investigation in the
pharmaceutical sector. The decomposition process can
result in a loss of potency and quality or in a loss of safety
of drugs and drug formulations due to creation of minor
ineffective or toxic degradation products. In contrast to
model samples used in studies describing features of col-
umns, real samples are usually more complicated
because they contain different moieties with variable phy-
sical-chemical properties. It is also necessary to optimize
resolution. In fact, eluent type and stationary phase type
present effective variables for modulating the selectivity
and thus also for achieving successful separation on an
HPLC column [5, 13].

Ibuprofen — (R, S)-2-(4-isobutylphenyl)propionic acid — is
a non-steroidal anti-inflammatory drug with analgesic,
antipyretic, and platelet antiaggregant properties. From
the chemical point of view ibuprofen (Ibu) is relatively
stable, but its sensitivity to oxidation and photolytic degra-
dation has been reported [23]. Especially in solution, 4-
isobutylacetophenone (lbap) and 2-(4-isobutyrylphenyl)-
propionic acid (Bopa) are present. Ibap arises via radical-
induced decarboxylation followed by benzylic oxidation.
Bopa is a product of oxidative processes acting on the
basic structure [24]. 4-Isobutylacetophenone has shown

OOH COOCH,
OH OH
4-hydroxybenzoic acid methylparaben
PhBa MeP
pKa 4.58 pKa 8.30
log P 1.419 log P 1.865
COOH
COOH
(o]
ibuprofen 2-(4-isobutyrylphenyl)propionic acid
tbu Bopa
pKa 4.41 pKa 4.08
log P 3.372 logP 2.178
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adverse effects on the central nervous system and pre-
sented high dermal absorption [23, 25].

Alky! (methyl, ethyl, propyl or butyl) esters of 4-hydroxy-
benzoic acid (parabens) are widely used as antimicrobial
preservatives in the pharmaceutical, cosmetic, and food
industry. They are generally used as a combination of two
or more alkyl esters, because such combinations show
enhanced antimicrobial activity. Parabens degrade by
hydrolysis under alkaline or acidic conditions to form 4-
hydroxybenzoic acid (PhBa), whose antimicrobial activity
is not high enough [6] to prevent microbial attack [26—28].

The analysis of lbu, methyl-, propylparaben and their
degradation products on silica reversed C18 stationary
phases failed. The aim of our study was to exploit the ben-
efits of zirconia-based stationary phases, especially the
combination of reversed phase mechanism and ion-
exchange interaction in the separation process. These
features have been employed in development of the ana-
lytical procedure for monitoring the stability of the active
agent as well as the antimicrobial excipients (Fig. 1) in
topical creams. Two types of zirconia-based stationary
phases were tested to achieve satisfactory results.

2 Experimental

2.1 Instruments and chromatographic columns

All chromatographic work was performed on a Shimadzu
chromatography system equipped with SCL-10Ayp sys-
tem controller, SPD-10Ayr detector, LC-10ADye pump,

COO(CH,),CH,

OH
propylparaben
PrP

pKa 8.23
log P 2.927

4-isobutylacetophenone

Ibap
Figure 1. Structures, pK,, and
pKa - log P values of all analytes
log P 3.530 involved in the study
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SIL-10ADyve autoinjector, CTO-10ASye column oven,
DGU-14A degasser, FCV-10ALyr low pressure module,
and computer-based chromatographic software Class-VP
(Shimadzu, Tokyo, Japan). A Shimadzu UV2401PC UV-
VIS spectrometer (Tokyo, Japan) was used for measure-
ment of UV spectra. A K10 Ultrasonic bath (Krainek, Slo-
vakia) and MLW T51 centrifuge (Engelsdorf, Germany)
were used during the extraction process.

The following analytical columns were used in the experi-
mental work: Discovery®Zr-CarbonC18, 150 x 4.6 mm ID,
particle size 3 um, Discovery®Zr-PS, 150 x 4.6 mm ID,
particle size 5 um, Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Germany);
and Sepharon SGX RPS, 150 x 4.0 mm ID, particle size
5 um, Tessek (Prague, Czech Republic).

2.2 Chemicals

Ibuprofen Sigma (St.Louis, MO, USA), 4-isobutylaceto-
phenone 98% (Lancaster, UK), 2-(4-isobutyrylphenyl)pro-
pionic acid, Zentiva, a.s. (Czech Republic). Methylpara-
ben (MeP), propylparaben (PrP), acetonitrile, propan-2-
ol, ammonium dihydrogenphosphate p.a., phosphoric
acid 85% p.a., and sodium hydroxide p.a. were obtained
from Lach-Ner (Czech Republic). 4-Hydroxybenzoic acid
and butylparaben were purchased from Sigma-Aldrich
(Schnelldorf, Germany).

2.3 Sample preparation

2.3.1 Standard solutions

A mixture of acetonitrile-water (90:10, v/&) was used as
solvent for the preparation of all solutions. All stock solu-
tions were prepared at concentration 1 mg mL~", except
for Ibu (2.5 mg mL~"). The standard solution was pre-
pared by adding appropriate amounts of stock solutions to
the 10 mL volumetric flask. The final concentrations in the
standard solution were |bu 1.25 mg mL -, methylparaben
0.05 mg mL"", propylparaben 0.0125 mg mL~", Bopa and
Ibap 3.75x 10-*mgmL-', PhBa1.25 x 10-3mg mL"".

2.3.2 Extraction

An accurately weighed portion of pharmaceutical cream
corresponding to 2.5 mg of ibuprofen (about 0.5 g) was
transferred into 25 mL extraction flask and 20.0 mL of
extraction solution was added (mixture of acetonitrile-
water (90:10, v/A)). The mixture was placed in the ultraso-
nic bath for 10 min and then centrifuged for 5 min (60 Hz).
A volume of 20 pL of supernatant was analysed.

2.4 Buffer preparation

Phosphate buffers (50 mM) were prepared by dissolving
ammonium dihydrogenphosphate in water and pH value
was adjusted by adding 0.1 M NaOH or 5% phosphoric
acid.

J. Sep. Sci. 2005, 28, 1307-1314 www jss-journal.de
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3 Results and discussion

Our attempt to accomplish the separation of all com-
pounds with a conventional silica C18 stationary phase
failed, even when the column with higher carbon content
was tested. The co-elution of peaks due to PrP and Bopa
constituted the problematic point of the analysis using
acetonitrile-water (pH 2.6) (60:40, v/V) as the eluent. It
was necessary to decrease the percentage of acetonitrile
in the mobile phase to 40% or below in order to achieve
better separation of PrP and Bopa. Unfortunately, this
change in composition of the mobile phase dramatically
increases the retention times of other analytes, especially
of Ibap. For this reason, alternative stationary phases
were tested as a potential key to solve the above-men-
tioned separation problem, including acceptable analysis
time. Zirconia-based stationary phases exhibit unique
properties and selectivity for different type of solutes. One
of the most chemically interesting aspects of using zirco-
nia supports is that of their surface chemistry, which is
radically different from that of silica supports. In particular,
there are many hard Lewis acid sites on the zirconia sur-
face [29, 30]. In aqueous media the surface is populated
with hydroxylated and aquated Zr(IV) sites which can
undergo ligand exchange with hard Lewis bases. This
type of coordination chemistry does not take place on
silica as it is not a metal [4]. Thus ionised carboxylic acid
analytes show strong ligand exchange interactions with
the accessible hard Lewis acid sites. To avoid long reten-
tion times and very poor peak shapes, phosphate was
added to the eluent in all experiments. If phosphate buffer
was replaced with acetate buffer the analysis was no
longer feasible. Since acetate is a weaker Lewis base
than phosphate, interactions between the analyte and sta-
tionary phase became stronger which resulted in unac-
ceptable peak tailing and long analysis times.

3.1 Polystyrene coated zirconia stationary phase

According to our recent study [31] dealing with quality
control of raw material of Ibu using zirconia stationary
phase, the polystyrene-zirconia stationary phase (PS-
ZrO,) was chosen first. PS-ZrO, exhibits different selectiv-
ity from octadecyl-bonded silica (C18-SiO,) towards a
variety of analytes and it is a unique, selective stationary
phase, which can provide effective separations for many
compounds [15]. In order to achieve separation of all ana-
lyzed compounds, several experiments were performed.
The percentage and type of organic solvent (MeOH, ACN)
in a mobile phase and pH value were tested as the most
important variables to influence the performance of the
column. Retention of PhBa was weak under all tested con-
ditions, even though other compounds were base-line
separated. PhBa was mostly eluted with the system peak.
Its retention was not greatly improved by the changes of
organic solvent or the changes of pH. Its highest retention
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Figure 2. Effect of phosphate
buffer pH on retention factors of
all solutes on PS-ZrO, stationary
phase. Mobile phase acetoni-
trile-phosphate buffer-tetrahy-
drofuran 25:70:5 (vAv/v), flow
rate 0.6 mL min~", temperature
60°C. Phosphate buffer pH 3.67;
3.97; 4.5; 4.83; and 5.48. The
system dead time (%) was esti-
mated from the first significant
baseline disturbance.
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55 6
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Figure 3. The best separation
achieved on PS-ZrO, stationary

absorbance [mAU]
3

phase. Mobile phase MeOH-
phosphate buffer (50 mM,

pH 5.48)-tetrahydrofuran

25

25:70:5 (v/v/v), flow rate
0.6 mL min~', temperature

60°C, and detection at 258 nm.

-25

a) Bopa; b) MeP; ¢) Ibu; d) PrP;
e) Ibap.

o
@

10
time [min.]

was observed at pH 4.0, Fig. 2, but peaks due to MeP,
Bopa and Ibu, Ibap were co-eluted. The best condition for
separation of all compounds (except PhBa) are as follows:
mobile phase MeOH-phosphate buffer (50 mM, pH 5.48)-
tetrahydrofuran 25:70:5 (viwv), flow rate 0.6 mL min~",
and temperature 60°C, see Fig. 3. The experiments show
that the retention of PhBa on the PS-ZrO, column is insuf-
ficient and thus it is impossible to obtain reasonable sep-
aration of this diverse group of solutes.

3.2 Zr-CarbonC18 stationary phase

To increase the retention especially of PhBa another type
of zirconia-based stationary phase was chosen. Zr-Car-
bonC18 is more hydrophobic than the PS-ZrO, stationary

J. Sep. Sci. 2005, 28, 1307-1314 www.jss-journal.de

phase and also offers ion-exchange interactions to influ-
ence the separation process as opposed to conventional
silica C18 phase. The simultaneous action of reversed
phase mechanism and ion-exchange interactions
between stationary phase and solute led to the expected
effect. All compounds including PhBa were retained and
satisfactorily resolved within an acceptable analysis time.
As in the case of PS-ZrO,, the pH optimization of the elu-
ent was the most important variable to influence separa-
tion. Decreasing the pH value increased the retention
times of all analytes because of the enforcement of hydro-
phobic interactions with the stationary phase. Increasing
pH negatively influenced the retention of PhBa due to the
impairment of hydrophobic interactions and due to possi-
ble electrostatic repulsion of analyte from the negatively

© 2005 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 4. Effect of phosphate
buffer pH on retention factors of
all solutes on ZrCarbonC18 sta-
tionary phase. Mobile phase

~4—PhBa acetonitrile-phosphate buffer-tet-
~#®~Bopa rahydrofuran 45:55:5 (viv/v), flow
02 —iMeP rate 0.6 mL min-", temperature
DEPP 60°C. Phosphate buffer pH 3.45;
o 3.81; 4.18; 4.58; 4.83; and 5.0.
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Figure 5. The best separation
achieved on ZrCarbonC18 sta-
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tionary phase. Mobile phase

acetonitrile-phosphate buffer
(50 mM, pH 4.8)-propan-2-ol

27:56:17 (v/v/v), flow rate
0.6 mL min-', temperature 70°C
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-~

and detection 258 nm. a) aceto-

nitrile-water (90:10, v/);
b) PhBa; c) Bopa; d) MeP; )

lbu; f) PrP; g) Ibap.

- S——
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charged zirconia surface. Decreasing retention of PhBa
with increasing pH is more marked on PS-ZrO, stationary
phase. Hence, a pH range from 3.45 to 5.0 was tested to
reach a compromise between sufficient retention and
acceptable analysis time, see Fig. 4. The experiments
established an optimal pH 4.8 for separation of all six
compounds. The final mobile phase composition was
acetonitrile-phosphate  buffer (50 mM, pH 4.8)-IPA
27:56:17, v/v/v), see Fig. 5. The retention time of Ibap
under these conditions was approximately 17.5 min and
the total analysis time was 19 min. Ibap exhibits stronger
interactions with stationary phase on account of its physi-
cal-chemical properties (Fig. 1). In order to shorten the
analysis time some gradients of acetonitrile in the mobile

J. Sep. Sci. 2005, 28, 1307-1314 www.jss-journal.de

phase were tested. Higher content of organic solvent did
not shorten the retention time as expected. In addition, the
time needed for equilibration of the column even pro-
longed the analysis. Increasing the flow rate proved to be
more useful than the use of the acetonitrile gradients
given in Table 1. This approach cut the total analysis time
by six minutes (including re-equilibration), Fig. 6.

3.3 Detection and temperature

Compared to Ibu, Ibap and Bopa exhibit a bathochromic
shift, and their absorption maxima are shifted to 258 nm.
Therefore, UV detection was performed at 258 nm to
attain maximal sensitivity for detection of Ibu degradation

© 2005 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 6. Chromatogram of all
analytes including internal stan-
dard for quantitative assay of Ibu

Tbap . and both parabens. Chromato-
| graphic conditions: mobile phase
/ acetonitrile-phosphate buffer

(50 mM, pH 4.8)-propan-2-ol
(27:56:17, v/v/\V), detection at
258 nm, flow rate step gradient,
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and the column temperature
70°C. IS content 0.033 mg mL~*.

0 2 4 L3 8 10 12
time [min]

Table 1. Step gradient of flow rate.

Time [min] Flow rate [mL min~']
0-5 0.6
5-15 0.8
15-16 0.8 0.6
16-17 0.6

products. The detection of parabens and 4-hydroxyben-
zoic acid is also sensitive at this wavelength. If it is needed
to make the method more sensitive to PhBa as a stability
marker of parabens, it is possible to use the dual wave-
length mode for its detection (absorption maximum at
274 nm).

High temperature provides an opportunity to increase
analyte mass transfer rates (and thereby decrease peak
width). Within the mobile phase, increased temperatures
serve to increase diffusion and decrease viscosity, where
the ratio of the diffusion coefficient to the viscosity-tem-
perature product is appropriately constant over a wide
range of pressure and temperature conditions. An addi-
tional benefit of lower viscosity is the potential to operate
at higher flow rates and thereby reduce total analysis
time [8]. The temperature 70°C has been found to be suffi-
cient for shortening the analysis time and for improvement
of peak shape.

3.4 Optimal chromatographic condition for
analysis of all decomposition products

The choice of optimal chromatographic conditions was
based on the experiments described above. Only the
ZrCarbonC18 stationary phase, due to its higher hydro-
phobicity, could be used in separation of all studied com-
pounds. The pH of phosphate buffer in the mobile phase,

J. Sep. Sci. 2005, 28, 1307-1314 www.jss-journal.de

as an important retention-affecting factor, was adjusted to
avalue of 4.8. The retention of PhBa as well as the resolu-
tion of MeP and Bopa were sufficient. Acetonitrile pos-
sessed higher elution power and that is why it was pre-
ferred to MeOH as an organic component of the mobile
phase. To improve peak shape, propan-2-ol was added to
the mobile phase. Optimal mobile phase contained aceto-
nitrile-phosphate buffer (50 mM, pH 4.8)-propan-2-ol
(27:56:17, v/v/v). Detection was performed at 258 nm; the
flow gradient was as specified in Table 1; a column tem-
perature of 70°C was found to be satisfactory with regard
to analysis time and peak shape. These chromatographic
conditions were optimal for the analysis of all the above-
mentioned compounds. Analysis under these conditions
was complete within 17 min.

The developed method is applicable for determination of
both the active agent and preservatives. The response of
Ibu, MeP, and PrP is linear in the range of 10%—120% of
the defined amount (seven concentrations). Butylparaben
has been chosen as suitable internal standard for the
assay, see Fig. 6. The linear response of decomposition
products was tested in the range of 10%-120% of the
admissible amount (seven concentrations). The correla-
tion coefficients, r, found were higher than 0.999 for all
compounds. A signal-to-noise (S/N) ratio of 3 is generally
considered to be acceptable for estimating the detection
limit. A typical S/N ratio for calculating the quantitative fimit
is 10:1. Both limits were calculated, see Table 2.

Accuracy was determined using spiked placebo (six pre-
parations). Relative standard deviation values (RSD)
were calculated for repeated standard injections (system
precision) as well as injections of multiple sample prepara-
tions (method precision), Table 2. The responses of the
detector to 0.3% solutions of PhBa, Bopa, and Ibap at
258 nm were divided by response of the detector to a
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Table 2. Validation results. (repeatability six injection of standard; method precision, accuracy six preparation of spiked placebo;
linearity — 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100%, 120% for Ibu, MeP, and PrP; 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100%, 120% of admis-

sible amount for PhBa, Bopa, and Ibap).

PhBa Bopa MeP PrP Ibu Ibap
Repeatability RSD [%] 1.30 1.36 0.62 0.85 0.56 0.63
Method precision RSD [%] 1.53 1.57 0.98 1.01 1.28 1.52
Accuracy recovery [%] 97.04 97.50 101.00 99.23 97.09 100.28
Linearity correlation 0.9992 0.9993 0.9993 0.9995 0.9995 0.9991
coefficient
slope 2.14 4.18 92.7 15.68 19.57 5.41
intercept 20.8 -13.8 8 82 72 4.3
LOD [mg-mL-" | 1.88x10°* 45%x107* - - . 4.3x10°®
LOQ [mg-mL-"] | 6.25%10°* 1.5x10°3 - - - 1.43x10*

0.3% solution of lbu at 258 nm, see Table3. The
response factors differ considerably from one another;
and thus it is necessary to prepare the solution with limited
concentrations of all impurities for monitoring of Ibu, MeP,
and PrP stability.

The influence of small changes of composition of mobile
phase, flow rate, and temperature on separation was also
tested. The most important factor for sufficient separation
of all compounds from one another, especially Bopa-MeP
and PrP-lbu, is the pH value of the phosphate buffer. it
has been verified that the separation is not influenced in
range of pH 4.8 = 0.1. The temperature does not affect the
separation very much but it is worth keeping the column
above 60°C with regard to peak shape. The flow rate at
the beginning of analysis should not be higher than
0.6 mL min~" with respect to resolution between PrP and
Ibu. The experiments have shown that small changes of
optimal parameters do not dramatically affect the perform-
ance and the developed method could be used for evalua-

Table 3. Responses of the detector to 0.3% solutions of
PhBa, Bopa, and |bap were divided by the response of the
detector to a 0.3% solution of Ibu at 258 nm.

Analyte Response factor
PhBa 0.05
Bopa 16.67
Ibap 33.33

tion of Ibu, parabens, and their degradation products. The
chromatogram of real pharmaceutical cream sample
(after expiration) is also shown, Fig. 7. The degradation
products of Ibu and parabens were detected.

4 Conclusion

Two types of zirconia-based stationary phases were
tested as a possible alternative to commonly used silica
reversed phases. Considerable differences were

' MeP
15 ~a PrP

. \ Tbu

absorbance [mAU]

Figure 7. Chromatogram of real
sample, pharmaceutical cream
after its expiration. Chromato-
/ graphic conditions mobile phase
acetonitrile-phosphate buffer

Ibap

=25

(50 mM, pH 4.8)-propan-2-ol
(27:56:17, v/v/v), detection
258 nm, step gradient of flow

0 2 4 6 8 10 12
time [min.]
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rate, column temperature 70°C.

© 2005 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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observed in retention on zirconia stationary phases and
on C18silica stationary phase.

Zirconia as an amphoteric material possesses anion-
exchange properties in acidic or neutral pH. The presence
of hard Lewis acids — Zr(IV) sites — causes hard absorp-
tion of analytes — especially Lewis bases — on the zirco-
nia surface which results in broad peaks. To avoid these
unwanted interactions a competing Lewis base which
blocks dynamically accessible zirconia sites was added.
According to our previous study (31], acetate is not strong
enough to suppress such interaction — tailed peaks and
increased retention time were observed. When phosphate
was used in the eluent the peak shape was acceptable, as
was the analysis time. The tested zirconia columns differ
from each other in selectivity and retention, see Fig. 2 and
Fig. 4. The carbon content in PS-ZrO; is much lower than
that of conventional reversed-phase material and ZrCar-
bonC18, but most of the studied compounds were well
separated from one another. The lower hydrophobicity
was insufficient only for PhBa. The most important factor
affecting separation was the pH of phosphate buffer on
both types of zirconia columns. The effect on retention is
more significant on the PS-ZrO, column. Retention of car-
boxylic acids (lbu, Bopa, and PhBa) decreased remark-
ably with increasing pH compared to parabens and lbap.
From a practical point of view higher hydrophobicity is
needed especially for sufficient retention of 4-hydroxyben-
zoic acid and thus the ZrCarbonC18 column was chosen
for simultaneous analysis of ibuprofen, its degradants,
parabens and their decomposition product. Detection of
Bopa and Ibap as first products of degradation of ibupro-
fen enables evaluation of degradation progression in topi-
cal pharmaceuticals. In addition, monitoring of 4-isobutyl-
acetophenone is important because of its toxic effect on
the nervous system. Simultaneous monitoring of 4-hy-
droxybenzoic acid enables identification of possible
decomposition of antimicrobial excipients. The method
can serve also for quantification of the active substance
ibuprofen and parabens, using butylparaben as an inter-
nal standard. The possible applicability of zirconia-based
stationary phase in pharmaceutical analysis was docu-
mented for a practical example. Simultaneous activity of
jon-exchange and hydrophobic (reversed) interactions on
zirconia-based stationary phase provides a wide range for
modulating column selectivity and thus attaining appropri-
ate resolution between analytes in the mixture.
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Abstract

Benfluron (B) [5-(2-dimethylaminoethoxy)-7H-benzo[c}fluorene-7-one hydrochloride] is a potential antineoplastic agent. In the organism,
B undergoes a rapid phase I biotransformation through oxidative and reductive metabolic pathways. The carbonyl reduction of B leads to
reduced benfluron, red-B, this is one of the principal pathways for the deactivation of this compound.

The structure of B was modified to suppress its rapid deactivation via the carbonyl reduction on C,. Dimefluron, D (3,9-dimethoxy-benfluron)
is one of the derivatives of B, in which an alternative metabolic pathway (O-desmethylation) prevails over the carbonyl reduction.

The goal of this study was to develop HPLC methods enabling chiral separations of the red-B and -D enantiomers. The separation of
red-B enantiomers was successful done on a Chiralcel OD-R column (250 mm x 4.6 mm ID, 5 um) using a mobile phase acetonitrile—1 M
NaClO, (40:60, v/v). Another mobile phase, methanol—1 M NaClO, (75:25, v/v), had to be employed for the sufficient resolution of red-D

enantiomers. Flow rate was 0.5 ml min

!in both cases. Red-B was detected at 340 nm, red-D at 370 nm.

The above chiral HPLC methods were used for the study of the biotransformation of B and D in the microsomal fractions of liverhomogenates
prepared from various species (rat, rabbit, pig, guinea pig, goat and human). The enantiospecificity of the respective carbonyl reductases was

evaluated and discussed for both prochiral compounds, B and D.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Chiral HPLC; Potential antineoplastics; Benfluron and dimefluron; Carbony! reduction metabolites

1. Introduction

Drug metabolism studies belong to the fundamental items
to be resolved in the research and development of new drugs.
The metabolism of drugs is usually extensively studied with

* Corresponding author. Tel.: +420 495 067 446; fax: +420 495 512 423.
E-mail address: kucerar@faf.cuni.cz (R. Kugera).

0731-7085/$ - see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jpba.2004.10.005

regards to their oxidation. Less attention has been paid to
their reductive metabolism, although it is well known that a
variety of pharmacologically important substances undergo
reductive reactions in their biotransformation [1]. Carbonyl
reaction is a significant step in the phase I biotransformation
of a great variety of aromatics, alicyclic and aliphatic car-
bonyl compounds, including pharmacologically active sub-
stances [2,3]. Carbonyl reduction has always been shown to
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be of significance in various inactivation processes of drug
containing a carbonyl group, such as warfarin, haloperidol,
daunorubicin and doxorubicin [4,5].

Benfluron (B) [5-(2-dimethylaminoethoxy)-7H-benzo
[c]fluorene-7-one hydrochloride], first prepared in the Re-
search Institute for Pharmacy and Biochemistry in Prague,
is a typical representant of the first generation of potential
antineoplastic agents exhibiting the activity against a broad
spectrum of experimental tumors in vitro and in vivo [6]. The
metabolism of B has been studied extensively in vivo as well
as in vitro [7-21]. B undergoes a rapid phase I biotransfor-
mation through oxidative and reductive metabolic pathways
[8,12,16]. The carbonyl reduction of B leads to C7-reduced
benfluron, 5-(2-dimethylaminoethoxy)-7H-benzo[c]fluoren-
7-ol (red-B), this is one of the principal pathways for the
deactivation of this compound [8,12,16,20,21].

In recent years, the chemical structure of B has been mod-
ified with the aim to suppress its disadvantageous pharma-
cokinetic properties (low accessibility from the gastrointesti-
nal tract and strong binding to tissue proteins) and to prevent
from deactivating through carbonyl reduction.

Dimefluron (D) [3,9-dimethoxy-5-(2-dimethylaminoe-
thoxy)-7H-benzo[c]fluorene-7-one hydrochloride], is one
of the developed derivates of B, in which an al-
ternative metabolic pathway (O-desmethylation) prevails
over the carbonyl reduction, although the C;-reduced
metabolite, 3,9-dimethoxy-5-(2-dimethylaminoethoxy)-7H-
benzo[c¢|fluoren-7-ol (red-D), was also detected [20-24].
Higher antincoplastic efficiency of D (in comparison with B)
could be expected in vivo [25-27] and the respective studies
have been done or are currently in progress.

As mentioned above, both B as well as D undergoes in or-
ganism the metabolic changes leading to reduced derivatives.
The substituents on the carbon atom bearing the carbonyl
group are different, thus this carbon is a prochiral centre.
The reduction of such a carbonyl group produces then two
enantiomers of red-B (red-D, respectively). The carbonyl re-
ductases tend to be stereospecific [4].

The goal of this study was to develop an HPLC method
enabling chiral separations of the red-B and -D enantiomers.
The enantiospecificity of the respective carbony! reductases
was evaluated and discussed for both prochiral compounds,
B and D in various species.

2. Experimental
2.1. Chemicals, solutions and material

Benfluron [5-(2-dimethylaminoethoxy)-7H-benzojc)flu-
oren-7-one hydrochloride}, C2)Hag CINO,, MW =353.84 ¢
mol™!, racemic 5-(2-dimethylaminoethoxy)-7H-benzo-
[c]fluoren-7-ol  hydrochloride Cp;H2CINO;, MW=
355.86 g mol ™", dimefluron [3,9-dimethoxy-5-(2-dimethyl-
aminoethoxy)-7H-benzo[c]fluoren-7-one  hydrochloride];
C3Hp4CINOg, MW =413.89 g mol !, racemic 3,9-dimeth-

108

oxy-5-(2-dimethylaminoethoxy)-7H-benzo|c]fluoren-7-ol
hydrochloride, C23H26CINOy, MW =415.91 gmol~' (see
Fig. 1) were synthesized in the laboratories of Institute of Ex-
perimental Biopharmaceutics and characterized using NMR
experiments. Acetonitrile (ACN), chloroform, methanol
(MeOH), ethanol (EtOH), hexane (Hex), 2-propanol, triethy-
lamine (HPLC grade, Merck, Darmstadt, Germany), diethyl
ether (analytical grade, Merck, Germany), hydrochloric
acid 35%, sodium perchlorate (analytical grade, Lachema,
Czech Republic), sodium borohydride (powder, 98+%,
Janssen-Chimica, Belgium), ultra-high-quality (UHQ) water
(prepared using Elgastat UHQ PS apparatus, Elga Ltd.,
Bucks, England) were used for the liquid-liquid extraction
of biomatrices and chiral chromatography. Kieselgel 60H
(Merck, Darmstadt, Germany) was used for preparative
TLC.

2.2. Preparation of synthetic rac. 5-(2-dimethylaminoet-
hoxy)-7H-benzo[c [fluoren-7-ol and rac 3,9-dimethoxy-5-
(2-dimethylaminoethoxy)-7H-benzof ¢ [fluoren-7-ol

Base of benfluron (0.84 g, 2.65 mmol) or dimefluron (1 g,
2.65mmol) was dissolved in methanol (40 ml). Sodium
borohydride (0.3g, 7.94 mmol) was added and the reac-
tion mixture was stirred under ambient temperature for | h
and then refluxed for half of an hour. Methanol was re-
moved under reduced pressure, the residue was diluted by
5% aqueous NaOH (20ml), and C;-reduced dimefluron
was extracted into ethyl acetate. The organic layer contain-
ing the product was dried over anhydrous Na;SO4. After
ethyl acetate removal, the crude base of rac. 3,9-dimethoxy-
5-(2-dimethylaminoethoxy)-7H-benzo|c]fluoren-7-0l (base
of rac. 5-(2-dimethylaminoethoxy)-7H-benzo[c]fluoren-7-
ol, respectively) was obtained.

Preparative thin-layer chromatography was used for iso-
lation of red-B and -D from reaction mixtures. Chro-
matographic layers of Kieselgel 60H (0.3 mm thick on
20 x 20 glass plates) were prepared from a suspension in
tricthylamine-methanol 1:1 (v/v) using a Camag Automatic
TLC Plate Coater (Muttenz, Switzerland) and left to dry
for about 20 min. The reaction mixture was dissolved in a
minimum volume of the mobile phase and the solution was
transferred onto the start of a chromatographic plate and
developed in a chloroform—methanol-triethylamine mixture
(80:10:3, v/v). After chromatography, the individual fluores-
cence bands appertaining to red-B or -D were scraped off
from the silica gel. Each individual purified product was elu-
ated from silica gel with methanol using a sintered-glass filter
(No. 4, porosity 40 wm) and filtrate was evaporated to dry-
ness. The identity of the compounds was confirmed by NMR
analysis.

A Varian Mercury-Vx BB 300 NMR spectrometer was
used for the NMR analyses of the synthetic standards of red-
B and -D metabolites. The NMR spectra were recorded at
300 MHz for 'H, and 75 MHz for *C. Chemical shifts are
given as § values in ppm, the coupling constants are given in
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dimefluron

Fig. 1. Structures of the compounds under study.

Hz. Analytical sample (15-20 mg) was dissolved in deuter-
ated dimethylsulfoxide (0.7 ml) and the solution was trans-
ferred via pipette into an NMR tube (203 mm length, 5 mm
diameter).

2.2.1. NMR analysis of red-B

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 8.65 (1H, d, J=8.51 Hz,
HI), 8.28 (1H, dd, J=8.51 Hz, J=1.10Hz, H4), 8.20 (1H,
d, /=7.69Hz, HII), 7.73-7.65 (IH, m, H2), 7.62 (lH,
d, J=7.69Hz, H8), 7.60-7.53 (IH, m, H3), 7.46-7.38
(1H, m, H10), 7.31-7.22 (2H, m, H6, H9), 5.90 (1H, d,
J=17.42Hz, OH), 5.47 (lH, d, /=7.41 Hz, H7), 4.39-4.25
(2H, m, OCH,), 2.83 (2H, t,J=5.49 Hz, NCH»), 2.30 (3H, s,
CH3).

I3C NMR (75 MHz, DMSO) § 154.6, 147.6, 147.3, 140.6,
129.5, 128.7, 127.8, 126.1, 125.6, 125.6, 125.2, 124.7,
124.0123.1, 121.7, 102.8, 74.3, 66.9, 57.9, 45.9.

2.2.2. NMR analysis of red-D

'H NMR (300 MHz, DMSO) 8 8.51 (d, 1H, /=9.34 Hz,
H1),8.04 (d, IH, /=851 Hz, H11),7.59 (d, |H, J=2.75 Hz,
H4),7.30 (dd, 1H, J=9.34Hz, J=2.75 Hz, H2), 7.22 (s, 3H,
H6),7.20 (d, 1H, J=2.61 Hz, H8), 6.94 (dd, 1H, J=8.51 Hz,
J=2.61Hz, H10), 5.87 (bs, IH, OH), 5.39 (s, 1H, CH),
4.34-4.23 (m, 1H, OCHy), 3.88 (s, 3H, OCH3), 3.81 (s, 3H,
OCH3),2.82(t,2H, J=5.27 Hz, NCH3), 2.30 (s, 6H, NCH3).

3C NMR (75 MHz, DMS0) 8 158.1, 156.7, 152.8, 149.9,
143.6,133.3, 126.9, 126.6, 125.7, 124.2,122.1,119.1, 113.5,
111.2,103.6, 102.0, 74.1, 67.1, 57.9, 55.5, 55.2, 45.9.

2.3. Biological material

Young adult intact males, sexually matured, 3-5 ani-
mals from each species, were used for experiments. All an-
imals used were healthy and have not been subjected to any
pharmacological treatments. Wistar rats (Rartus novergicus

var. alba, 1014 weeks old) and guinea pigs (Cavia aperea
var. porcellus, weight 450-500 g) were fed a standard diet
and sacrificed by decapitation under ether anaesthesia. Rab-
bits (Oryctolagus cuniculus f. domesticus, Chinchilla race)
were fed a standard diet and sacrificed by cervical spine dislo-
cation at the age of 4 month. Farm animals, boars (Sus scrofa
f. domestica, Landrace breed) and bucks (Capra aegagrus f.
hircus, Czech white goat breed), were bred under the usual
farm conditions in Czech Republic. They were slaughtered
at the age of 7-9 months. All species were subjected to an
overnight starvation with free access to tap water. The liver
(without any macroscopic alterations) was removed immedi-
ately after death of animal. The whole liver or lobus sinister or
dexter lateralis were cut into small pieces, and stored frozen
in liquid nitrogen. The human liver samples from three male
donors (49, 56 and 64 years old) were obtained from the Ca-
daver Donor Programme of Transplant Centre of Faculty of
Medicine, Charles University, Hradec Kralové. Cut part of
liver (lobus hepatis sinister) in ice-cooled Eurocollins solu-
tion was transported from the hospital to the laboratory and
after that it was stored in the freezer (—80 °C) till preparation
of subcellular fractions.

2.4. Preparation of subcellular fractions

Frozen liver samples were thawed at room temperature (up
to 15 min) and homogenised at the w/v ratio of 1:6 in 0.1 M
sodium phosphate buffer, pH 7.4, using a Potter-Elvehjem
homogeniser and sonication with Sonopuls (Bandeline, Ger-
many). The microsomal fractions were isolated by fractional
ultracentrifugation of the liver homogenate with the same
buffer. A re-washing step (followed by a second ultracen-
trifugation) was included at the end of the microsome prepa-
ration procedure. Microsomes were finally resuspended in the
same buffer containing 20% glycerol (v/v) and were stored
at —80°C. Protein concentrations were assayed using the
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bicinchoninic acid method [28]. Concentrations of protein
ranged between 6 and 8 mgml~".

2.5. Incubation of hepatic microsomal fraction with
benfluron and dimefluron

Suitable conditions for biotransformation assays (sub-
strate and coenzyme concentrations, time of incubation) were
chosen according to previous experiments [23]. The microso-
mal or cytosolic suspensions (0.1 ml in 0.1 M Na-phosphate
buffer, pH 7.4) were incubated with 0.6 pmol of coenzymes
(mixture NADPH and NADH) and with 0.5 wmol of sub-
strates (benfluron or dimefluron, respectively). The total vol-
ume of reaction mixtures was 0.3 ml. First type of blank
samples did not contain substrates, while in second types of
blanks the buffer was added instead of microsomes. The in-
cubations were carried out at 37 °C for 30 min under aeration
and were terminated by addition of 0.1 ml of 26% aqueous
ammonia solution.

2.6. Sample preparation of the incubates

When the in vitro enzymatic reaction (see Section 2.5)
was accomplished by addition of aqueous ammonia solution,
ethy! acetate (0.7 ml) was added into the incubation mixture
and the content of the tube was vortexed-mixed for | min.
After centrifugation (2000 x g, 12 min), the tubes were stored
in a deep freezer (—75 °C for 30 min) until the lower aqueous
layer froze to ice. The upper ethyl acetate layer containing
the analytes was decanted into another clean 3-ml tube. The
extraction of aqueous layer was repeated once more with the
same volume of ethyl acetate as described above. Both ethyl
acetate extracts were poured together and the solvent was
evaporated (water bath 45 °C, stream of nitrogen). The dry
extract in the glass tube was reconstituted in 600 wl of the
mobile phase and transferred into the vial of autosampler.
An amount of 100 wl of the sample was injected into the
chromatographic column.

2.7. Chiral chromatography of benzo[c [fluorene
derivatives in the incubation mixtures

Routine chromatographic analyses were performed using
a Thermo Electron (formerly Thermo Finnigan) chromato-
graph (San Jose, CA, USA). The chromatographic system
was composed of an SCM 1000 solvent degasser, P4000 qua-
ternary gradient pump, AS3000 autosampler with a 100 !
sample loop, UV6000 LP photodiode array detector with
Light Pipe Technology, SN4000 system controller and a data
station with the ChromQuest 4 analytical software (Thermo
Electron, Inc., San Jose, CA, USA) working under the Win-
dows 2000 operating system (Microsoft Corporation). Dur-
ing the development of an HPLC method, a polarimetric
detector Chiralyser (IBZ Meftechnik, Hannover, Germany)
was used for identification of (+)- and (—)-enantiomer of re-
duced metabolites of benfluron and dimefluron.
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A polysaccharide, cellulose-based reversed phase chiral
column 250 mm x 4.6 mm packed with Chiralcel® OD-R,
10 wm (Daicel Chemical Industries, Ltd., Tokyo, Japan), pre-
column LiChroCART® 4-4 (Merck, Darmstadt, Germany)
with a C-18 achiral reversed phase.

A mixture of 1 M aqueous NaClOy4 and acetonitrile (60:40,
v/v) was applied to the separation and determination of ben-
fluron and its phase I metabolites, including C7-reduced ben-
fluron (red-B) enantiomers. Benfluron and its metabolites
were separated over SO min.

Likewise, a mixture of 1 M aqueous NaClO4 and methanol
(25:75, v/v) was applied to the separation and determination
of dimefluron and its phase [ metabolites, inclusive of C7-
reduced dimefluron (red-D) enantiomers. Dimefluron and its
metabolites were separated over 90 min.

Flow rate was 0.5 ml min~' in both cases. Red-B was de-
tected at 340 nm, red-D at 370 nm.

2.8. Calibration

Standard 1073 M stock solutions [31.9 mg of red-B (base)
and 37.9 mg of red-D (base)] and each in 100 mi of the re-
spective UHQ-water solution containing equimolar amount
of hydrochloric acid were prepared. Lower concentrations
of each compound were obtained by dilution with UHQ wa-
ter. A calibration series of C7-reduced benfiuron (Cy-reduced
dimefluron, respectively) with the concentrations 2.5, 10.0,
17.5, 25.0, and 35.0nmol ml~! of each analyte was made.
All points of calibration curve were made in six replicates.
This calibration series was measured using the UV detector
under the condition mentioned in Section 2.7 and evaluated
using an external standard method.

2.9. Testing and statistical evaluation of the analytical
procedure

On-line statistical processing of the calibration analyses
by the least-squares method was performed automatically us-
ing the ChromQuest 4, software. The linearity of the calibra-
tion curve from the aqueous solutions of rac. C7-reduced ben-
fluron (rac. C7-reduced dimefluron, respectively) was tested
and evaluated for each of the enantiomers [y=kx + g, where
x is the half concentration of rac. C7-reduced benfluron (rac.
C7-reduced dimefluron) and y the corresponding peak-area of
each enantiomer of C7-reduced benfluron (C7-reduced dime-
fluron). The correlation coefficient (r) was also expressed.
The accuracy was determined as a relative error (%) found on
the standard curve. The precision of the method, expressed as
the relative standard deviation (percentage of coefficients of
variation; R.S.D. =100 S.D./mean), was also assessed. Both
statistical parameters were calculated for each concentration
level. The range of the applicability of the HPLC method was
enclosed within the lower limit of quantification (LLOQ) and
the upper limit of quantification (ULOQ). The lower limit of
quantification (LLOQ) was determined as the lowest concen-
tration on the standard calibration curve, which was measured
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with a precision of 20% and accuracy of 80 or 120%. Up-
per limit of quantification (ULOQ) was equal to the highest
concentration in the 5-level calibration. The recoveries of in-
dividual enantiomers of red-B and -D were also calculated
{29,30].

3. Results and discussion

3.1. Chiral chromatography of benzofc [fluorene
derivatives

The carbonyl reduction of a prochiral 7H-benzo
[¢]fluorene-7-one derivative (B or D) leads to the formation
of two enantiomers. Their enantiomeric ratio is dependent on
the conditions of the respective reaction. Reduction of B or D
using sodium borohydride in methanol (see Section 2.2) gave
a racemic mixture of both enantiomers (enantiomeric ratio

carbon of carbonyl group is possible from both sides of 7H-
benzo|c|fluorene-7-one molecule with the same probability.

On the other hand, in an enzymatically catalyzed reduc-
tion, when a planar 7H-benzo|c]fluorene-7-one molecule is
fixed on the surface (or in some cavity) of apoenzyme and
the prochiral carbonyl is accessible preferentially from one
side of the planar molecule, the enantiomeric ratio could be
shifted in favour of one of the enantiomers. These differences
could be observed using chiral separation methods.

For these purposes, suitable chiral chromatographic
columns (chiral selectors) had to be searched for and new bio-
analytical chiral HPLC methods were developed, validated
and used for the evaluation of interspecies differences in the
stereospecificity of reductive metabolism of B and D.

Eleven various chiral columas were tested in the develop-
ment of the optimal conditions for enantiomeric separations
of red-B and -D. Solutions of racemic red-B (c=0.2mg ml~")
and racemic red-D (¢ =0.4 mgmi~!) in 2-propanol were in-

1:1), because the access of hydride anion to the electrophilic jected into the chiral column and the resolution factor was

Table 1

Results of the enantioselective separation of red-B

Column Parameters Particle Mobile phase (v/v) Flow rate (ml min—'), Commentary
size (pm) temperature (°C)

Chiralcel OD-R 250 mm x 4.6 mm 10 ACN-1 M NaClO4 (60:40) 0.5, 40

ACN-1 M NaClQg4 (40:60) 0.5, 40

Partly separated

Baseline separated, analysis
time about 20 min

Baseline separated; optimal
condition

Decrease of resolution
Decrease of resolution

ACN-1 M NaClO; (40:60) 0.5,25

ACN-0.5M NaClOy (40:60) 0.5, 40
ACN-0.25 M NaClO4 05,40
(40:60)

ACN-0.5M NaClO4 (39:61) 0.5, 40 Baseline separated, analysis
time about 20 min

Baseline separated, analysis
time about 30 min

ACN-0.5 M NaClO;4 (30:70) 0.5, 40

Chiralcel OD-H 250 mm x 4.6 mm 10 Hex-2-propanol (90:10) 1.0, 40 No separation, analysis time
about 23 min
Hex—2-propanol (75:25) 1.0, 40 No separation, analysis time
about 8.5min
Hex—EtOH (80:20) 1.0, 30 No separation, analysis time
about 13 min
Chiralcel OB-H 250 mm x 4.6 mm 10 Hex-2-propanol (65:35) 0.7, 40 No separation, analysis time
about 22 min
Caltrex Chiral R IV 250 mm x 4.0 mm 5 Hex~EtOH (40:60) 0.9, 40 No separation
Caltrex Chiral R VIIT 250 mm x 4.0 mm 5 Hex-EtOH (30:70) 0.7, 40 No separation
Caltrex Chiral R X 250 mm x 4.0 mm 5 Hex-2-propanol (75:25) 1.0, 30 No separation
Chiral AGP 100 mm x 4.0 mm 5 12mM 0.8,25 No separation
Na; HPO4-2-propanol (95:5)
pH=7.03
12mM Na,HPO4-MeOH 0.6, 25 Partly separated
(88:12) pH=7.03
Chiral HSA 150 mm x 4.0 mm 5 12mM Na; HPO4—MeOH 0.6, 25 No separation
(88:12) pH=7.03
(R.R) Whelk-0-1 250 mm x 4.0 mm 5 Hex-2-propanol (60:40) 1.0, 40 No separation
Kromasil KR 100-5CHI 250 mm x 4.6 mm 5 Hex—2-propanol (60:40) 1.0, 40 No separation, analysis time
- DMB about 3.8 min
250 mm x 4.6 mm 5 Hex—-EtOH (95:5) 1.0, 40 No separation, analysis time
about 3.8 min
Chiraspher 250 mm x 4.0 mm 5 Hex-EtOH (50:50) 0.6, 30 No separation
Hex-EtOH (75:25) 0.6, 30 No separation
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Table 2
Results of the enantioselective separation of red-D
Column Parameters Particle Mobile phase (v/v) Flow rate (ml min™"), Commentary
size (pm) temperature ("C)
Chiralcel OD-R 250 mm x 4.6 mm 10 ACN-1M NaClOy (40:60) 0.5,40 No separation
Gradient elution” 0.5, 40 Without effect
EtOH-1 M NaClOy4 (29:71) 0.5,25 Partly separation, low
resolution
(MeOH-EtOH (7:3)-1M 0.5, 40 Partly separation, low
NaClOy4 (75:25) resolution
(MeOH-EtOH (8.5:1.5)-1 M 0.5, 40 Partly separation, low
NaClO4 (75:25) resolution
(MeOH-EtOH  (9:1))-IM 0.5,40 Partly separation, low
NaClOy (75:25) resolution
MeOH-1 M NaClOy4 (75:25) 0.5,40 Sufficient separation
MeOH-1 M NaClO, (75:25) 05,25 Sufficient separation,
optimal condition
Chiralcel OD-H 250 mm x 4.6 mm 10 Hex—2-propanol (70:30) 1.0, 40 No separation
Hex—2-propanol (75:25) 1.0, 40 No separation
Hex—~EtOH (80:20) 0.8, 30 No separation
Chiralcel OB-H 250 mm x 4.6 mm 10 Hex-2-propanol (60:40) 0.5, 40 No separation
Hex-2-propanol (75:25) 0.5, 40 No separation
Caltrex Chiral R [V 250 mm x 4.0 mm 5 Hex-EtOH (40:60) 0.9, 40 No separation
Caltrex Chiral R VIII 250 mm x 4.0 mn 5 Hex~EtOH (30:70) 0.7, 40 No separation
Caltrex Chiral R X 250 mm x 4.0 mm 5 Hex-2-propanol (75:25) 1.0, 30 No separation
Hex—2-propanol (10:90) 1.0, 30 No separation
Chiral AGP 100 mm x 4.0 mm 5 10 mM CH3COOH, pH=4.51 0.8, 25 No separation
10mM CH3COOH-2- 0.8,25 No separation
propanol (95:5) pH=4.51
12mM Nay HPO4--2-propanol 0.8,25 No separation
(95:5) pH=6.58
12mM NayHPO4—ACN 0.6,25 No separation
(82:18) pH=7.03
12mM NayHPO4-ACN 0.6, 25 No separation
(95:6) pH=6.58
12mM Na>HPO4-MeOH 0.6, 25 No separation
(82:18) pH=6.58
Chiral HAS 150 mm x 4.0 mm 5 12mM Na;HPO4-MeOH 0.6, 25 No separation
(82:18) pH=7.03
{R.R) Whelk-0-1 250 mm x 4.0 mm 5 Hex-2-propanol (95:5) 1.0, 40 No separation
Hex-2-propanol (60:40) 1.0, 40 No separation
Gradient elution™ 1.0, 40 Without effect
Kromasil KR 100-5CHI 250 mm x 4.6 mm 5 Hex-2-propanol (40:60) 1.0, 40 No separation
-DMB
Hex-2-propanol (60:40) 1.0, 40 No separation
Hex—2-propanol (90:10) 1.0, 40 No separation
Hex~EtOH (95:5) 0.7, 40 No separation
Chiraspher 250 mm x 4.0 mm 5 Hex—EtOH (50:50) 0.6, 30 No separation
Hex-EtOH (75:25) 0.6, 30 No separation

* 0-20min ACN-1M NaClO4 (30:70, v/v); 2040 min ACN~1M NaClO4 (10:90, v/v); 40-50 min ACN-1M NaClOy4 (10:90, v/v); 50-70 ACN:1 M
NaClO4 =30:70; 70-90 min ACN-1 M NaClOy (50:50, v/v); 90—120 min ACN-1M NaClOy (50:50, v/v).
** 0 min Hex—2-propanol (100:0, v/v); 30 min Hex—2-propanol (0:100, v/v).

evaluated as a principal criterion for the selection of suitable
conditions of enantioselective separation of red-B and -D.

ature led to the acceleration of analysis but the resolution of
enantiomers was worse. An analogous effect was observed

The results are shown in Table | for red-B and in Table 2 for
red-D, respectively.

The best separation of enantiomers in racemic red-B were
achieved on a Chiralcel OD-R column, with cellulose tris
(3,5-dimethylphenylcarbamate) as chiral selector using a mo-
bile phase acetonitrile—1 M aqueous NaClO4 (40:60, v/v).
Flow rate was 0.5 ml ml~! and the separation was performed
at ambient temperature (see Fig. 2). Increase of the temper-
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after the decrease of natrium perchlorate concentration in the
mobile phase. From the whole spectrum of chiral selectors
(see Tables | and 2), also the AGP-column seemed to give
promising results, but the peak symmetry and resolution was
not sufficient on this column. The separation properties of the
other columns tested were not appropriate for our purpose.
Reduced dimefluron differs from the structure of reduced
benfluron by the presence of two methoxy groups on C3 and
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Fig. 2. Chiral separation of red-B under optimal conditions (see Table 1).

Cy carbons. These methoxy groups seems to be promising for
the pharmacokinetic and xenobiochemical properties [22,23]
but the chiral separation of red-D is negatively influenced by
this substitution. When the same conditions as for red-B had
been applied on chiral separation of red-D, the separation of
red-D enantiomers failed. The organic component of mobile
phase was by sequel replaced with ethanol and then with
methanol. In first case, the enantiomers were only in part
resolved. Better results were achieved with methanol as an
organic modifier. The mobile phase was then optimised to
the final composition methanol-1 M aqueous NaClOy4 (75:25,
v/v); flow rate was 0.5 mImin~! at ambient temperature (see
Fig. 3).

The peak identity and purity was tested using UV6000
diode-array detector, the same very characteristic UV spec-
tra were obtained for both enantiomers of each com-

pound (red-B or -D). Optical rotation was characterized us-
ing a Chiralyser polarimetric detector. (—)-Enantiomer of
both compounds left the column as first (g =18.685 min
for red-B, 1R =20.405min for red-D) followed by (+)-
enantiomer (fg =22.820 min for red-B, rg =22.702 min for
red-D).

Although only the percentual enantiomeric ratio of red-
B (red-D, respectively) after the incubation of the microso-
mal fractions of various species was evaluated, the valida-
tion of an external standard method for both enantiomers
of red-B (red-D, respectively) was performed. The calibra-
tion curve was found to be linear [y=1.43 x 10°x-8.4 x
10 for (—)-enantiomer of red-B; y=1.43 x 105x-8.9 x 104
for (+)-enantiomer of red-B; y=9.89 x 105x-7.2 x 10* for
(—)-enantiomer of red-D; y = 1.09 x 1056-5.7 x 10* for (+)-
enantiomer of red-D] in the range of 5.0—17.5 nmol ml~! with

UV6000-370nm
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Name
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Fig. 3. Chiral separation of red-D under optimal conditions (see Table 2).
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r=0.999 for both red-B and -D. The accuracy and preci-
sion for red-B and -D ranged in the intervals 81.9-103.7%
and 0.04-4.0%. LLOQ for red-B (red-D) was 2.5 nmol ml ™~ L
ULOQ was in both cases 17.5 nmolml~!. Recovery ranged
in the interval (72.9-74.5%).

3.2. Enantiomeric ratios of red-B and -D in the
incubation mixtures of various species

The extracts from the incubation mixtures were analysed
under the optimal conditions for each enantiomer. Differ-
ences among species in the metabolism of both compounds
(B and D) were observed. The carbonyl reduction of B led
predominantly to (+)-red-B in all species except rat. The
amount of (—)-red-B was inconsiderable in comparison with
(+)-enantiomer, whereas in the metabolisms of rats prevailed
(—)-red-B. In some cases, the enantiomeric excess was not

R. Kucera et al. / Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 37 (2005) 1049-1057

Table 3
Comparison of the enantiomeric excess of red-B
Species (—)-Red-B (+)-Red-B e.e. (—)-red-B vs.
(+)-red-B
Red-B
Rat Prevalent Minor 90.2% vs. 9.8%
Guinea pig Minor Prevalent -
Rabbit Not detected Prevalent 0% vs. 100%
Goat Minor Prevalent -
Pig Minor Prevalent -
Human Not detected Prevalent 0% vs. 100%

specified exactly, because some small amounts of interfering
peaks were co-eluted with red-B (see Table 3).

Different results have been found out for red-D. Rat me-
tabolized B mainly to (—)-red-B as D was metabolized to
(+)-red-D. More interesting was the comparison of metabo-
lites by rabbits, B was converted completely to the (+)-red-B
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Fig. 4. Chromatogram of benfluron after incubation in rabbit’s microsomes.
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Fig. 5. Chromatogram of dimefluron after incubation in rabbit’s microsomes.
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Tablc 4 References
Comparison of the enantiomeric excess of red-D
Species (=)-Red-D (+)-Red-D .. (—)-red-D vs. [1] B. Testa, J. Caldwell, Biochemistry of Redox Reactions, Academic
(+)-red-D Press, London, 1995,
[2] R. Felsted, N.R. Bachur, Drug Metab. Rev. 11 (1980) 1-60.

Red-D ) I3] B. Wermuth, Prog. Clin. Biol. Res. 174 (1985) 209-230.

Rat Minor Prevalent 19.3% vs. 80.7% [4] JIR. Hermans, H.H.W. Thijssen, Adv. Exp. Med. Biol. 328 (1993)

Guinea pig Minor Prevalent 23.6% vs. 76.4% 351-360.

Rabbit Prevalent Not detected 100% vs. 0% I5] E. Masser, Biochem. Pharmacol. 49 (1995) 421-440.

Goat Minor Prevalent 28.2% vs.71.8% [6] M. Miko, J. Kiepelka, M. M&lka, Biochem. Pharmacol. 42 (1991)

Pig Comparable Comparable 47.0% vs. 53% 214-216.
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(see Fig. 4), but D was converted completely to the (—)-red-
D (see Fig. 5). Pig’s reductase seems to be not stereospecific
in conversion of D to the red-D metabolite, the enantiomeric
excess was nearly 1:1, but B undergoes the conversion largely
to the (+)-red-B. Results summary is shown in Tables 3 and 4.

4. Conclusions

Optimalized chromatographic conditions for chiral sepa-
ration of red-B and -D were searched out. The best separation
was achieved on column Chiralcel OD-R, with cellulose tris
(3,5-dimethylphenylcarbamate as chiral selector). The red-
B enantiomers were separated successfully using a mobile
phase acetonitrile—1 M aqueous NaClO4 (40:60, v/v). An-
other mobile phase, methanol-1 M aqueous NaClOy4 (75:25,
v/v), had to be employed for the sufficient resolution of red-D
enantiomers. Flow rate was 0.5 ml min~' at ambient temper-
ature in both cases. Red-B was detected at 340 nm, red-D at
370 nm.

The developed analytical procedures were successfully
applied to in vitro study of the biotransformation of B and
D in the microsomal fractions of liver homogenates prepared
from six species (rat, rabbit, pig, guinea pig, goat and human).

Variances in the reductive metabolism were found out in
the biotransformation of both parent compounds, i.e. B and
D. Interesting results gave the comparison of all species un-
der study. The carbonyl reduction was stereospecific in all
cases and led predominately to one enantiomeric form. Only
carbonyl-reductase of pig seems not to be stereospecific, if D
was used as substrate. The amounts of both enantiomers are
comparable in this case.
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e R. Kucera, J. Sochor, J. Klimes, J. Dohnal, Use of the zirconia-based
stationary phase for separation of ibuprofen and its impurities, J. Pharm.
Biomed. Anal. 38 (2005) 609-618.

e R. Kucera, V. Ziikovsky, J. Sochor, J. Klimes, J. Dohnal, Utilization of
zirconia stationary phase as a tool in drug control, J. Sep. Sci. 28 (2005)
1307-1314.

Kontrola 1¢éCiv patfi mezi vyznamna odvétvi farmaceutického pramyslu.
Sledovani jakosti ucinnych latek a z nich vyrobenych 1é¢ivych pripravki je
zakladnim predpokladem kvalitni terapie pacientl. Pfitomnost necistot (pfibuznych
latek nebo pfipadnych degradacnich produktid) znamena vzdy snizeni kvality
a ucinnosti 1éc¢ivé latky nebo lé€ivého pripravku. V piipadé€, Ze necistota ma toxicky
efekt na organismus, ptedstavuje jeji pfitomnost i zdravotni riziko pro pacienta.

V téchto dvou publikovanych pracich byla pozornost soustiedéna na moznosti
vyuziti novych perspektivnich stacionarnich fazi na béazi oxidu zirkonicitého
ve farmaceutické analyze. Jako modelova struktura bylo pouzito nesteroidni
antiflogistikum ibuprofen, jeho piibuzné latky a degrada¢ni produkty.

ZrO, ma na rozdil od silikagelu zna¢nou chemickou a tepelnou stabilitu.
Chemicka stabilita zirkoniovych staciondrnich fazi vychazi ze struktury ZrO,. Sila
vazby mezi atomem zirkonia a kyslikem je srovnatelna jako vazba mezi atomy
kfemiku a kysliku. Rozdil mezi obéma oxidy je ale v krystalové mtizce, kdy kazdy
atom zirkonia je vazan soucasné se sedmi atomy kysliku. Oproti tomu je v krystalové
miizce SiO; je kazdy atom kiemiku vazan jen na Ctyfi kyslikové atomy [24].

Termadlni stabilita je vyhodné vzhledem k moznosti prace za vysokych teplot, coz
umoznuje dosdhnout vyssich prutokd za nizSiho pracovniho tlaku a tim zkratit dobu
analyzy. Déle je mozno dosédhnout potfebné selektivity kolony vzajemnou kombinaci
zmeény teploty a slozeni mobilni faze [69,70,71,72,73].

V RPLC se pouziva vyhradné¢ modifikovany ZrO,. Pfitom je nutno brat v uvahu,
ze zadnou modifikaci neni mozné zablokovat Upln¢ vsSechny skupiny typu
Lewisovych kyselin. Retence latek je tedy ovlivnéna vice efekty, které lze vyuzit pro
ovlivnéni selektivity stacionarni faze, hovotfime o tzv. ,,smiSeném® retencnim modu.
Jaky efekt se pfi chromatografii bude dominantné uplatiiovat zavisi na typu analytu,
pH mobilni faze, typu pouzitého pufru, jeho iontové sile 1 na typu pouzité organické
slozky mobilni faze. PBD-ZrO, je vsoucasné dobé nejvice prostudovanym
reverznim materidlem, protoze na této stacionarni fazi byly studovany jevy, které
ovlivuji jak kinetiku tak dynamiku separa¢niho procesu, viz kapitola 3.3.2.3.1

v teoretické Casti.
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Ibuprofen, (R,S)-2-(4-isobutylfenyl)propionova kyselina, patii do skupiny
nesteroidnich antiflogistik a byl zaveden do terapie jiz koncem Sedesatych let. Na
zéklad¢ tndaji spotteby zlet 2003 a 2004 je ibuprofen nejfrekventovanéjSim
nesteroidnim antiflogistikem v Ceské republice [169].

Ibuprofen (Ibu) je indikovan pii 1écbé zanétlivych a degenerativnich kloubnich
chorob, mimokloubniho revmatizmu a chorob patete. Pouziva se pifi revmatoidni
artritidé, vcetné juvenilni revmatoidni artritidy, osteoartritis, ankylozujici
spondylitid¢€, psoriatické artritid€, dnavé artritid€, chondrokalcinéze (pseudodna), pfi
distorzi kloubii a zhmozdéni pohybového aparatu; Jako analgetikum-antipyretikum
pii horecnatych stavech anemocech z nachlazeni, dale pfi migréné vaskularni
ucinek je dan inhibici enzymu cyklooxygenasy a naslednou inhibici syntézy
prostaglandini. Zanét je zmirfiovdn sniZzenim uvolfovadni mediatord zanétu
z granulocytd, bazofili a zirnych bunék. Ibuprofen snizuje citlivost cév vici
bradykininu a histaminu, ovliviiuje produkci lymfokinii v T lymfocytech a potlacuje
vazodilataci. Tlumi téZ agregaci krevnich destic¢ek.

Po peroralnim podani je ibuprofen rychle a prakticky uplné vstieban ze zazivaciho
traktu. Maximalni plazmatické koncentrace je dosazeno piiblizn¢ za 1 hodinu po
peroralnim podani, polocas eliminace je cca 2 hodiny. Po rektalni aplikaci se
ibuprofen vstiebava pomaleji, maximalni koncentrace v séru je dosazeno za 2 hodiny
po aplikaci. Po aplikaci na klizi se ibuprofen dobie vstiebava do podkoznich tkani.
Maximalni hladiny ibuprofenu po topické davce 250 mg v 5 g krému se pohybovaly
kolem primémé hodnoty 100 ng'ml'. To piedstavuje okolo 0,5 % vrcholové
koncentrace po srovnatelné peroralni davce ibuprofenu, mald c¢ast 1é¢iva pronika do
systémové cirkulace. Asi 99 % ibuprofenu se vdze na plazmatické bilkoviny, hlavné
albumin. Metabolismus probiha v jatrech na net¢inné metabolity. Exkrece ledvinami
je rychla a kompletni [169,170].

Cilem prvni prace, J.Pharm.Biomed.Anal. 38 (2005) 609—-618, bylo nalezeni
lepsiho separacniho systému pro hodnoceni Ibu, jeho ptibuznych latek a rozkladnych
produkti. Hlavni pozornost byla vénovana vylepSeni separace mezi Ibu a jeho
polohovym izomerem 2-(4-n-butylfenyl)propionové kyseliné (Bppa).

Ptistup k analytickému hodnoceni necistot Ibu se mezi Ph.Eur. a USP lisi jak ve
sledovanych latkach, tak v ptfedepsanych limitech, viz tab. I.

USP vénuje zvlastni pozornost 4-isobutylacetofenonu (Ibap), ktery piisobi toxicky na
nervovou soustavu [171,172] a je jednim ze dvou hlavnich degradacnich produktt
ibuprofenu [173]. Evropsky lékopis uvadi celou fadu ptibuznych latek ibuprofenu
oznacenych A az R, ale pfi hodnoceni ¢istoty Ibu pomoci HPLC se zamétuje na
pfitomnost polohového izomeru ibuprofenu Bppa, v I€kopise oznafovany jako

necistota B, viz Fig. 6 v textu publikace.
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Tabulka I Srovnédni pozadavki USP a Ph.Eur. na ¢istotu ibuprofenu pomoci HPLC

metody.
. . . . , limit
limit pro jednotlivou | limit pro sumu sledovana .
o y L. .. sledované
necistotu vsech necistot necistota ..

necistoty

USP <0,3% <1,0% Ibap <0,1 %

Ph.Eur. <0,3% <0,7% Bppa <0,3%

Tato necistota pochéazi z vyrobniho procesu [174]. Diky velmi podobnym
vlastnostem obou latek, viz Table 1 v textu publikace, je jejich separace kritickym
parametrem analyzy a jejich dostate¢né rozliSeni je zahrnuto do testu zpisobilosti
1¢kopisné metody (pomér vysky piku necistoty B k sedlu oddélujici tento pik od piku
ibuprofenu musi byt nejméné 1,5. Pokud neni tato podminka splnéna, je nutno
upravit mnozstvi ACN v mobilni fazi). NaSi pozornost jsme zaméfili pravé na
zlepseni separace Ibu a Bppa.

RozlisSeni mezi dvéma piky je ovlivnéno poctem teoretickych pater (N),

selektivitou stacionarni faze (o) a jeji retencni schopnosti (k”), viz rovnice (I).

M RS:%.W.(“__I)( K j

a k' +1

Z vySe uvedenych parametrii ma nejvetsi vliv na rozliSeni selektivita [2]. Zménu
selektivity Ize docilit zménou slozeni mobilni fdze, zménou slozek mobilni faze,
zménou stacionarni faze, popi. zménou teploty. Prakticky mé& na optimalizaci
rozliSeni dvou latek nejvyrazngjsi vliv zména typu eluentu a stacionarni faze.

V prvni fazi bylo snahou zvysit rozliSeni mezi Ibu a Bppa ndhradou ACN za
MeOH pfi zachovani stacionarni fdze pfedepsané Iékopisem. NejlepSiho vysledku
bylo dosazeno za pouziti mobilni faze MeOH—fostatovy pufr (pH 6,4) (45:55, v/v)
s pfidavkem tetramethylamonium-chloridu (5mM) jako ion-parového Cinidla,
viz Fig. 1 vtextu publikace. Nicmén¢ dalsi zmény ve slozeni mobilni faze jiz
nevedly k zlepSeni separace obou latek, proto jsme pfistoupili k testovani jiné
stacionarni faze. Ob¢ latky se mirn€ lisi v lipofilité a pravé tento rozdil jsme chtéli
jesté vice zvyraznit volbou experimentdlnich podminek, za kterych by se pfi retenci
latky na kolon& uplatiiovaly pfedev§im hydrofobni interakce, tzn. pouzit kyselou
mobilni fazi. Bézné silikagelové stacionarni faze nejsou v nizkych oblastech pH
prilis stabilni, protoZze dochazi k hydrolyze vdzané faze a tedy ke ztraté¢ uc¢innosti
kolony. Stacionarni faze na bazi oxidu zirkoni¢itého jsou v zavislosti na typu
sorbentu odolné témet v celém rozsahu pH. Vysoka chemicka stabilita byla prvnim
ditvodem, pro¢ jsme zvolili tento novy perspektivni typ chromatografickych kolon.
Druhym divodem byl odlis$ny mechanismus uplatiiujici se pfi retenci latek, coz by se
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mélo promitnout také do selektivity vacéi jednotlivym analytim. Na zakladé
publikovanych praci byla zvolena staciondrni tfaze PS-ZrO,, protoze diky ptitomnosti
styrenovych jednotek bylo dosazeno unikatni selektivity pro latky aromatického
charakteru [63,107].

Separace mezi Ibu a Bppa se v nizkém pH (2,33) oproti lékopisnym podminkam
zlepsila, ale diky odlisné selektivité¢ PS-ZrO, doslo ke koeluci Ibu s jeho rozkladnym
produktem Ibap, viz Fig. 3 a, b v textu publikace. Proto bylo pfistoupeno k testovany
mobilnich fazi svys$§im pH, kde se na retenénim mechanismu podili kromé
hydrofobnich interakci i interakce typu Lewisova kyselina-Lewisova baze. Kinetika
téchto interakci je z pohledu chromatografie pomald, coZ se projevi silnou retenci
a chvostujicimi piky. Pfidavek silné Lewisovy baze do mobilni faze (v naSem
ptipad¢ fosfore¢nan) tyto interakce vyrazné snizuje. Pfimym dusledkem je snizeni
retencniho Casu a vyrazné zlepSenim tvaru piku. Tvar pikd byl dale optimalizovan
pridavkem malého mnozstvi organického modifikatoru (IPA, ACN, THF).
Nejvyraznéjsi efekt na symetrii piku mél maly ptidavek THF, viz Fig. 2 v textu
publikace. Kinetika separacniho procesu byla dale zlepSena zvySenim teploty na
kolon¢, optimalni teplota pro separaci byla 60°C.

Zména pH mobilni faze v rozmezi 2,33—4,0 neméla vliv na koeluci Ibap a Ibu.
Vyrazny rozdil v retenci Ibu a Ibap se projevil pti pouziti mobilni faze s hodnotou
pH nad 5,0. Nicméné v této oblasti doSlo k markantnimu zhorSeni separace Ibu
a Bppa. Z tohoto diivodu bylo na zaklad¢ experimentu zvoleno pH mobilni faze 4,5,
kdy je stale dostate¢né rozliSeni mezi Ibu a jeho necistotou Bppa, ale nedochazi jiz
ke koeluci Ibu s jeho rozkladnym produktem Ibap, viz Fig. 4 v textu publikace. Vliv
charakteru Lewisovy baze na separaci byl potvrzen zdménou fosforecnanu za acetat.
Acetat je slabsi Lewisovou bazi nez fosfore¢nan a z toho ditvodu jsou interakce mezi
analytem a stacionarni fazi daleko silnéjsi. Diisledkem bylo prodlouzeni reten¢niho
¢asu ibuprofenu na vice jak 40 minut.

Optimalizované chromatografické podminky pro separaci vSech tii vySe
zminénych latek (Ibu, Bppa a Ibap) jsou mobilni faze MeOH—fosfore¢nanovy pufr
(pH 4,5, 50 mM)-THF (21:74:5, v/v/v), pratok mobilni faze 0,5 ml-min” a teplota
60°C. Za téchto podminek bylo moZzno separovat i dalsi pfibuzné latky Ibu (amid
kyseliny 2-(4-isobutylfenyl)propionové a 2-hydroxy-2-(4-isobutylfenyl)propionova
kyselina) oznafené v Ph. Eur. jako necistoty C a M vcetné dal§iho rozkladného
produktu Ibu 2-(4-isobutyrylfenyl)propionové kyseliny (Bopa), viz Fig. 5 v textu
publikace.

Necistoty Ibu byly detekovany pii dvou vlnovych délkach 219 nm pro ptibuzné
latky a 258 nm pro degradac¢ni produkty, u kterych je patrny batochromni posun
maxima absorbance, viz Fig. 6 v textu publikace. Za zvolenych podminek byl ¢as

analyzy 22 minut.
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U vyvinuté metody byla testovana linearita odezvy detektoru pro vSechny latky,
LOD a LOQ na zéklad¢ poméru signalu k Sumu zakladni linie (viz Table 2 v textu
publikace), selektivita (Fig. 5 v textu publikace), vliv malych zmén experimentalnich
podminek na separaci a odezva jednotlivych necistot vii¢i ibuprofenu (viz Table 3
v textu publikace). Odezvy jednotlivych latek se od sebe znaéné lisi, proto je pro
hodnoceni kvality Ibu vhodné pfipravit standard s limitnim obsahem jednotlivych

nedistot.

Zavér - odlisné vlastnosti PS-ZrO, (chemicka, tepelna stabilita; odliSny
mechanismus retence) byly sUspéchem vyuzity pro separaci ibuprofenu, jeho
doprovodnych necistot a dvou rozkladnych produktd. I pfes niz§i obsah uhliku
PS-ZrO, se podafilo dosdhnout dostatecného rozliSeni mezi separovanymi latkami,
obzvlasté pak mezi Ibu a Bppa. Diky niZ§i retencni schopnosti PS-ZrO, se podafilo
také zkratit celkovy cCas analyzy a vyrazné zredukovat mnoZzstvi potiebnych
organickych rozpoustédel, coz ma vyznam jak zekonomického hlediska, tak
z hlediska Zivotniho prostiedi.

Druha prace, J. Sep. Sci. 28 (2005) 1307—1314, byla zaméfena na vyvoj HPLC
metody pro monitorovani mozného rozkladného procesu ibuprofenu v topické lékové
formé, véetné sledovani degradace konzervacnich latek (parabeny).

Z chemického hlediska je ibuprofen relativné stabilni, ale byla pozorovana jeho
nachylnost k oxidaci a fotolytické degradaci [172]. Dva hlavni degrada¢ni produkty
jsou 4-isobutylacetofenon (Ibap) a 2-(4-isobutyrylfenyl)propionova kyselina (Bopa).
Ibap vznika radikdlové indukovanou dekarboxylaci a naslednou oxidaci. Bopa je
produktem oxidace isobutylového fetézce ibuprofenu. Jak jiz bylo fe¢eno vyse, Ibap
ma nezadouci efekt na nervovy systém, a protoze se dobie absorbuje pokozkou, je
nutno monitorovat jeho pfitomnost obzvlast¢ utopickych Iékovych forem
[171,172,173].

Alkylestery (methyl-, ethyl-, propyl- nebo butyl-) 4-hydroxybenzoové kyseliny
jsou pouzivany jako antimikrobidlni ptfisady ve farmaceutickém a kosmetickém
prumyslu. Byly zavedeny do praxe v 30. letech dvacatého stoleti na zakladé
Sabalitschkovych praci. Svou ucinnosti jsou srovnatelné s kyselinou benzoovou,
pusobi vsak nejen v kyselém, ale i v neutralnim a alkalickém prostiedi, jsou i méné
toxické. Jejich inhibi¢ni G¢inek vi¢i mikroorganismim stoupa s velikosti alkylu.
Stejnym smérem klesd 1 jejich rozpustnost ve vodé¢ a zvySuje se rozpustnost
v lipofilnich rozpoustédlech. Pro zvySeni efektu se vétSinou kombinuji (napt. methyl-
a propylparaben v poméru 2:1) [175]. Degradacni produktem parabent je kyselina
4-hydroxybenzoova (PhBa), jejiz mikrobialni aktivita je ve srovnani s parentni latkou
nizka.

Analyzu ibuprofenu, jeho degradacnich produkti (Bopa, Ibap), methylparabenu
(MeP), propylparabenu (PrP) a jejich degrada¢niho produktu (PhBa) nebylo mozno
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provést jiz diive vyvinutou metodou pro hodnoceni Ibu, MeP, PrP a Ibap v topickych
pripravcich na silikagelové C18 koloné (mobilni faze: acetonitril-voda (pH 2,6,
upraveno H3;PO,) (60:40, v/v), pratok 0,6 ml-min™") [176], protoze doglo ke koeluci
PrP a Bopa. Jejich separace byla moznd, az kdyz byl sniZzen obsah acetonitrilu
v mobilni f4zi o tfetinu, popf. niZe. SniZenim obsahu organické sloZzky mobilni faze
se vyrazné prodlouZzila retence ostatnich analytil, zejména pak Ibap.

Na zaklad¢ predchozich zkuSenosti s PS-ZrO, kolonou, byla zkouSena k feSeni
dané problematiky opét tato staciondrni fdze na bazi oxidu zirkonicitého. Vliv pH
mobilni faze na retenci jednotlivych analytli je zndzornén na Fig. 2 v textu publikace.
Je patrné, ze nejméné zadrzovanou latkou byl degradacni produkt parabent
a vétsinou byl eluovan spolecné s pikem rozpoustédla. Modifikaci experimentalnich
podminek (druh organické slozky mobilni faze, sloZzeni mobilni faze, pH) se
nepodafilo na PS-ZrO, dosdhnout pro PhBa dostatecné retence. Zaroven je i Bopa
eluovana v blizkosti systémového piku, viz Fig. 3 vtextu publikace. Zménou
stacionarni faze s vyS§im obsahem uhliku tzn. vyS$si reten¢ni schopnosti se podafilo
tento separani problém vyieSit. Pouzili jsme opét kolonu na bazi oxidu
zirkoni¢itého, ale s navazanymi oktaldecylovymi fetézci - ZrCarbonCl18. Tato
stacionarni faze je urCena piedevSim pro separaci kyselych a neutrdlnich latek
a nachdzi uplatnéni tam, kde neni principalné mozno pouzit béznou silikagelovou
C18 kolonu nebo se na této fazi nedari dosdhnout potiebné selektivity.

Retence vSech studovanych latek véetné PhBa byla na ZrCarbonC18 dostatecna.
Stejné¢ jako na PS-ZrO, byla hodnota pH mobilni faze dilezitym néastrojem
k ovlivnéni selektivity této staciondrni faze. Byly testovany mobilni faze s pH
v rozmezi 3,45-5,0, s cilem dosdhnout dostatecné separace vSech sledovanych latek
a akceptovatelny ¢as analyzy. Jak je patrné ze zavislosti reten¢niho faktoru na pH
mobilni faze, viz Fig. 4 v textu publikace, problematickou dvojici tvotil MeP
a degradacni produkt ibuprofenu Bopa. Rozdily v retenci MeP a Bopa byly nepatrné,
pokud bylo pH mobilni faze <4,5. Na zdklad¢ experimentu bylo zvoleno jako
nejvhodnéjsi pH mobilni faze 4,8. RozliSeni bylo dostatecné mezi vSemi piky véetné
MeP a Bopa. S ohledem na klesajici retenci PhBa jsme mobilni faze s vyssi hodnotou
pH jiz dale netestovali.

Porovnanim zavislosti retenéniho faktoru na pH mobilni faze na obou
zirkoniovych stacionarnich fazich je ziejmé, ze retence PhBa je vyraznéji ovlivnéna
zménou pH mobilni faze na PS-ZrO,, viz Fig. 2 a Fig. 4 v textu publikace.

Finalni chromatografické podminky pro analyzu vSech sledovanych latek byly:
mobilni faze acetonitril-fosfore¢nanovy pufr (50 mM, pH 4.8)-IPA (27:56:17, v/v/v).
Pritok mobilni fize byl na po&atku 0,6 ml-min”' a bshem analyzy byl zvysen na
0,8 ml-min™', viz Table 1 v textu publikace. Pro zkraceni analyzy bylo efektivn&jsi
vyuzit zvyseni prutoku mobilni fdze nez aplikace gradientu, po jehoz skonceni, bylo

nutno jesté ustalovat kolonu. ZvySeni pracovni teploty se pfiznivé odrazi na kinetice
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separa¢niho procesu (sniZzeni chvostovani pikll) a zdrovenn umoziluje separace za
nizsich pracovnich tlakli. S ohledem na tyto skutec¢nosti byla kolona termostatovana
na 70°C. Detekce pti 258 nm byla zvolena tak, aby citlivost metody pro rozkladné
produkty Ibu byla co nejvyssi. Pti této vinové délce bylo mozno sledovat i rozklad
parabentl, ikdyz maximum UV absorpce 4-hydroxybenzoové je pii 274 nm
(v ptipad€¢ potteby citlivéjsi detekce degradacniho produktu parabenti je mozno
piepnout detektor do dudlniho modu). VysSe popsana metoda byla také validovana,

viz Table 2 v textu publikace.

Zavér — ke sledovani stability ibuprofenu a konzervacnich ptisad methylparabenu
a propylparabenu v topické 1ékové form¢e byly testovany dvé stacionarni faze na bazi
oxidu zirkoni¢itého PS-ZrO, a ZrCarbonC18. Ob¢ testované kolony se vzdjemné
lisily v selektivité i retenci, viz Fig. 2 a Fig. 4 v textu publikace. Diky vyssi retenci se
ukazala byt vhodnéjsi pro zvoleny ucel kolona ZrCarbonC18, protoze bylo mozno
analyzovat 1 degradacni produkt parabenli, coz se nepodafilo na PS-ZrO,.
Nejvyznamnéj$im faktorem, ovliviigjicim selektivitu na obou zirkoniovych
stacionarnich fazich, bylo pH mobilni faze. Srostoucim pH klesa retence
karboxylovych kyselin, protoZe se postupné zacinaji uplatiiovat odpudivé sily mezi
aniontem karboxylové kyseliny a negativnim nabojem na povrchu ZrO,. Tento efekt
je patrngj$i na PS-ZrO,.

Popsand metoda je vhodna pro monitorovani ptipadného rozkladného procesu Ibu
1 parabent a také pro jejich stanoveni v Iékové formé. Jako vhodny vnitini standard
pro stanoveni byl zvolen butylparaben, viz Fig. 6 vtextu publikace. Na
chromatogramu - Fig. 7 v textu publikace - je zdznam vzorku krému po expiraci.
V malém mnozstvi byly detekovany degradacni produkty ibuprofenu i parabenti.

Na tomto dalSim praktickém pftikladu byly demonstrovany moznosti vyuziti

zirkoniovych stacionarnich fazi pro kontrolné-analytické ucely.
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e R. Kucera, M. Nobilis, L. Skalova, B. Szotakova, P. Cisaf, Th. Jira,
J. Klimes, V. Ws6l, Use of chiral liquid chromatography for the evaluation of
stereospecificity in the carbonyl reduction of potential benzo[c]fluorene
antineoplastics benfluron and dimefluron in various species, J.Pharm.Biomed.
Anal. 37 (2005) 1049-1057.

Studium metabolismu potencialnich 1é¢iv nalezi k zakladnim tkolim vyzkumu
a vyvoje novych aktivnich latek. Mimo oxidativnich procesti se u mnoha latek
vjejich prvni fazi biotransformace uplatiiuji také redukéni reakce. Redukce
karbonylové skupiny je vyznamnym krokem v metabolismu tfady aromatickych,
alicyklickych 1 alifatickych latek véetné¢ farmak. V mnoha ptipadech je tato redukce
spojena s deaktivaci 1éCiva jako napft. u warfarinu, haloperidolu, daunorubicinu aj.

Benfluron (B) [5-(2-dimethylaminoethoxy)-7H-benzo[c]fluoren-7-on hydro-
chlorid], byl pfipraven ve Vyzkumném ustavu pro farmacii a biochemii v Praze jako
potencialni interkalacni antineoplastikum, které vykazuje aktivitu proti Sirokému
spektru experimentalnich tumort in vitro 1 in vivo. Benfluron vSak podléha
béhem prvni faze biotransformace pfeméné na neaktivni metabolity. Redukce
karbonylu v poloze C; je jednou z jeho zékladnich inaktiva¢nich metabolickych cest
z n&kolika divodii. Jednak proto, Ze redukci Cs,-uhliku se méni sp’~hydridizace
(v >C=0) na sp’-hydridizaci (v>CH-OH), a tim dochazi k naruseni planarity
benzo[c]fluorenového seskupeni a tedy i snizeni interkala¢niho efektu. DalSim
divodem je vyssi hydrofilita redukovanych metabolitii v porovnani s parentni latkou
a tim 1 rychlejsi eliminace z organismu (ve form¢ redukovaného metabolitu nebo
jeho konjugatu napf. s glukuronovou kyselinou).

Potlaceni redukce karbonylu se zdd byt nezbytné pro zachovani interkala¢niho
efektu benzo[c]fluorenovych cytostatik. Jednou z moznych cest k feSeni tohoto
problému je zavedeni jinych biotransformovatelnych funkénich skupin, které by
umoziiovaly alternativni cesty metabolickych pfemén a naésledné eliminace
benzo[c]fluorenovych metabolitli z organismu. Dal§im cilem modifikace bylo
vylepSeni nékterych negativnich farmakokinetickych vlastnosti - nizkého vsttebavani
z GIT a silné vazby na tkanové proteiny.

Dimefluron (D) [3,9-dimethoxy-5-(2-dimethylaminoethoxy)-7H-benzo| c]fluoren-
7-on hydrochlorid], je derivat benfluronu, ktery se od puvodni struktury lisi
pritomnosti dvou methoxyskupin v poloze 3 a 9. U této latky prevlada alternativni
metabolicka cesta (O-demethylace) nad redukei karbonylu v poloze C;, kterd je u
této latky pouze minoritni metabolickou cestou. Diky odliSnému metabolismu se zda
byt dimefluron perspektivnéjsi latkou nez jeho predchidce. Studie zaméfené na
moznosti vyuziti dimefluronu v terapii v soucasné¢ dobé& probihaji. Zaroven jsou
studovany enzymové systémy podilejici se na redukci karbonylu (karbonylreduktasy)
[177,178,179] a moznosti piipadné inhibice téchto reduktas.
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Redukei prochiralni karbonylové skupiny u parentnich latek dochdzi ke vzniku
redukovaného benfluronu (red-B), resp. redukovaného dimefluronu (red-D). Oba
metabolity jsou diky asymetrickému centru v poloze C; opticky aktivni, viz obr. 1.

Obr. I Redukce benfluronu a dimefluronu na opticky aktivni metabolity

\
QUL
o) \

benfluron

dimefluron

Cilem nasi prace bylo vyvinout HPLC metodu umoziujici separaci obou
chiralnich latek a vyuzit tuto metodu pro studium enantiospecificity ptislusné
karbonylreduktasy rtznych zivocisnych druhi (potkan, kralik, prase, morce, koza
a ¢lovek) a doplnit jiz diive ziskané poznatky o metabolismu téchto latek.

Vychézelo se z ptedpokladu, Ze pokud dochdzi k redukci benfluronu nebo
dimefluronu synteticky (viz pfiprava redukovanych derivati B a D, kapitola 2.2
v textu publikace), pak vznikd racemicka smés, protoze karbonyl je ptistupny se
stejnou pravdépodobnosti z obou stran planarni molekuly. Pokud vSak dochézi
k redukci enzymaticky, je molekula B nebo D vazana na apoenzym a prochiralni
karbonyl je pristupny preferencné zjedné strany molekuly, a proto muize byt
enantiomerni pomér redukovanych derivatii posunut ve prospéch jednoho izomeru.

Separace red-B a red-D byla testovana na rGznych typech chirdlnich
stacionarnich fazi (polysacharidové, proteinové, Pirklovy a kalixarenové CSP)
v reverznim i normalnim modu, podrobné vysledky jsou uvedeny v textu publikace,
viz Table 1 (red-B) a Table 2 (red-D).

Separace enantiomeri red-B

Z jedenacti testovanych CSP se podafilo separovat oba enantiomery pouze na
dvou chirélnich selektorech:

a) tris(3,5-dimethylfenylkarbamatu) celulosy (kolona - Chiralcel-OD-R)
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b) kyselém a,;-glykoproteinu (kolona Chiral AGP).

Avsak separace na Chiral AGP byla pouze ¢aste¢na a pik druhého enantiomeru byl
znacné asymetricky. Z hlediska dal§iho zamysleného pouziti byla tato CSP nevhodna
(nedostate¢na separace a mald kapacita) a bylo od ni upusténo.

Separace byla optimalizovana na kolon& Chiralcel-OD-R (sloZeni mobilni faze,
teplota). Jako vhodné podminky pro studium biotransformace byly zvoleny
nasledujici parametry: mobilni faze ACN—1M NaClO4 (40:60, v/v), pratok mobilni
faze 0,5 ml-min” ateplota na kolond 25°C. Chromatogram standardu viz Fig. 2
v textu publikace. Stejna staciondrni faze byla zkouSena i v normélnim modu. Hlavni
slozkou mobilni faze byl hexan a ménil se druh a pomér polarniho modifikatoru (IPA
a EtOH). Chiradlni separace vSak nebyla pozorovana. Tento jev lze vysvétlit na
zéklad¢ odlisSnych interakci mezi analytem a stacionarni fazi v reverznim
a normalnim moédu. Pro chirdlni separaci red-B jsou urcujici interakce uplatiujici se
v reverznim moédu.

Separace enantiomert red-D

Modifikace struktury benfluronu dvéma methoxyskupinami v poloze 3 a 9 se
z hlediska  chirdlni separace projevila jako nezadouci. Za stejnych
chromatografickych podminek, které byly pouzity pro separaci enantiomert red-B,
se nepodafilo separovat enantiomery red-D. I na ostatnich testovanych CSP byl
vysledek negativni.

Oba enantiomery se podafilo casteCné¢ separovat na kolon¢ Chiralcel-OD-R
teprve v pripad¢, kdy byl ACN v mobilni fazi nahrazen alkoholem (MeOH, EtOH).
Pii pouziti MeOH, jako organické slozky mobilni faze, bylo dosazeno nejlepSiho
rozliSeni. Na zéklad¢ experimentu je mozno konstatovat, Ze substituce zakladniho
struktury (benfluron) methoxyskupinami ovliviiuje negativné interakce mezi
analytem a CSP v syt¢tmu ACN-IM NaClO4. Nicméné zménou organické slozky
dochazi k zapojeni dalsi interakce do mechanismu chirdlni separace. Tato interakce
byla v pfedchozi mobilni f4zi minoritni nebo zcela chybéla. Vhodné podminky pro
studium biotransformace dimefluronu byly mobilni faize MeOH-1M NaClO4
(75:25, v/v), pritok mobilni faze 0,5 ml-min" a teplota kolonového prostoru 25°C.
Chromatogram standardu viz Fig. 3 v textu publikace.

Optimalizované podminky pro chirdlni separaci enantiomert red-B a red-D byly
pouzity pro studium biotransformace benfluronu a dimefluronu. Pii analyze
biologickych vzorkli byla chirdlni kolona chranéna piedkolonou s C18 fazi. Smér
staCeni roviny polarizovaného svétla byl uréen pomoci polarimetrického detektoru
Chiralyser.

Biotransformace B a D byly studovany v jaternich mikrosomalnich frakcich
(ptiprava viz kapitola 2.3-2.6 v textu publikace). Experimentalni vysledky ukazuji,
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ze existuji jak mezidruhové rozdily v biotransformaci benfluronu i dimefluronu, tak
jsou patrné 1 rozdily v metabolismu obou latek u stejného zivocisného druhu.

Redukci B wvznikl u vétSiny zivociSnych druht (+)-red-B. Pouze redukci
v mikrosomech potkana vznikl pievazné (-)-red-B. Variabilita v biotransformaci
dimefluronu byla o poznéni vyssi. Redukei D u tii Zivo¢iSnych druhti (potkan, morce
a koza) vznikl ptevazné (+)-red-D. Naopak vznik (-)-red-D je preferovan v kralic¢ich
a lidskych mikrosomech. Redukce D v praseCich mikrosomech se nezdd byt
enantiospecifickd, protoze enantiomerni pomér obou isomerit odpovidal témet
ekvimoldrni smési. Tento fenomén vSak nebyl pozorovan v piipad€¢, pokud byl
substratem benfluron.

Vyrazné rozdily mezi metabolismem B a D byly pozorovany v mikrosomech
nasledujicich zivoc¢ichl — krysa, prase, clovek a kralik. V krali¢ich mikrosomech je
rozdil nejmarkantngjsi. Zatimco pii redukci B vzniké pouze (+)-red-B, tak redukci D
vznikd vyhradn€ enantiomer, ktery staci rovinu polarizované¢ho svétla v opacném
sméru, tedy (-)-red-D, viz Tables 3, 4 a Figs. 4, 5 v textu publikace.

Zavér — na zéklad¢ testovani mnoha druhii chirdlnich staciondrnich fazi byly
nalezeny vhodné separa¢ni podminky pro hodnoceni a porovnani biotransformace
obou studovanych latek v mikrosomalnich frakcich riznych zivocisnych druht.
Redukované metabolity B i D, viz obr. I, se podafilo separovat na jednom typu CSP-
tris(3,5-dimethylfenylkarbamatu) celulosy, ale za pouziti rozdilnych organickych
slozek mobilni faze pro red-B — acetonitril a pro red-D — methanol.

Byly pozorovany mezidruhové rozdily i rozdily vrédmci jednoho druhu
v biotransformaci obou latek. Tyto diference je mozno vysvétlit na zdkladé vlivu
(a) sterickych efektli, které se uplatiiuji pfi vazbé substratu na apoenzym, nebo
(b) ptichazi v tvahu moznost, ze je karbonylova skupina obou latek redukovana
urtiznych species ruznymi redukujicimi enzymy (karbonylreduktasy, aldoketo-

reduktasy, 11-B-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 1 apod.).
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Vysokoucinna kapalinova chromatografie doznala za dobu své existence velkého
rozmachu. Moderni, pocitaCem fizend a uzivatelsky ptivétivda chromatograficka
instrumentace umoziuje provadét denné az nékolik desitek chromatografickych
analyz na jednom pfistroji. Pomoci HPLC Ize analyzovat velmi Siroké spektrum latek
od silné nepolarnich po polarni a od nizkomolekularnich az po latky s vysokou
molekulovou hmotnosti. Vhodnou volbou chromatografické kolony, mobilni faze
a detek¢ni techniky 1ze analyzovat i znacné komplikované smési a ziskat informace
jak kvalitativni, tak ikvantitativni. Pro tyto vlastnosti je HPLC Siroce vyuZzivana
nejen ve farmaceutické analyze, ale stala se nepostradatelnou metodou napf.
v biologii, Iékaiskych védach, kontrole zivotniho prostiedi, primyslovych procesech
a hodnocenti jakosti riznych vyrobkii.

Separacni kolona je nejdilezitéj$i soucast chromatografického systému.
Dostupnost stabilnich, vysokoucinnych chromatografickych kolon je nezbytnym
predpokladem pro vyvoj robustni a reprodukovatelné HPLC metody. VétSina
separaci je dnes realizovana na reverznich silikagelovych stacionarnich fazich. Tento
fenomén je dan mnoha pozitivnimi vlastnostmi silikagelu (mechanickd odolnost,
dobie zvladnuta technologie vyroby silikagelovych castic, snadnd modifikace
povrchu, kompatibilita s vodnymi mobilnimi fazemi, atd.). Za hlavni nevyhodou
vazanych silikagelovych stacionarnich fazi je mozno povazovat jejich nedostate¢nou
chemickou a tepelnou stabilitu. Ackoliv zavedenim novych vyrobnich postupt je
dnes mozné ziskat chemicky i tepelné odolné&;jsi silikagelové sorbenty nez diive, je
stale potieba vyvijet nové odolné HPLC stacionarni faze.

Vyzkum mapujici moznosti uplatnéni jinych nez silikagelovych staciondrnich
fazi probiha jiz fadu let. Pozornost je vénovdna mimo jiné i kolondm na bazi oxidu
zirkonicit¢ho, ktery se zda byt vhodnou alternativou silikagelu. Sorbenty na bazi
Zr0, se lisi od silikagelovych vretenci i selektivité. Tyto rozdily, vyplyvajici
z odlisnych chemickych vlastnosti obou materiali, se mohou vyrazné uplatnit pfi
separa¢nim procesu. K retenci analytu na zirkoniovych stacionarnich fazi ptispiva
soucasné vice druhl interakci (hydrofobni interakce, iontovd vymeéna, vymeéna
ligand). Jak se na retenci projevi jejich pfitomnost, zavisi na typu analytu, pH
mobilni faze, typu pouzitého pufru, jeho iontové sile i organické slozce mobilni faze.
Efektivita zirkoniovych kolon je vyrazné vyssi, nez dosahuji polymerni stacionarni
faze a v soucasnosti srovnatelna s SiO, kolonami. Navic faze na bazi ZrO; maji na
rozdil od silikagelovych kolon zna¢nou chemickou a tepelnou stabilitu.

Na zéklad¢ velkého mnozstvi publikovanych praci a rychle pokracujiciho
vyzkumu a vyvoje téchto sorbentl je ziejmé, Ze zirkoniové staciondrni faze najdou
SirSi uplatnéni v analytické praxi. V budoucnu lze ocekavat vyvoj monolitickych
stacionarnich fazi, ¢astic s mensi velikosti pord a vétSim povrchem, vhodnych
stacionarnich fazi pro spojeni LC-MS a bezpochyby rozsiteni palety chiralnich
stacionarnich fazi. Hlavni pozornost je dnes vénovana vyvoji stacionarnich fazi
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s inaktivovanymi skupinami typu Lewisovych kyselin, které budou vice podobné
silikagelovym fazim, ale zachovaji si svou stabilitu. Vyuziti téchto kolon je pak
mozné napf. v separaci proteint a velkych peptidii, pro které zatim neni k dispozici
vhodna reverzni faze. Déle je pozornost vénovana vyvoji amino-, kyano- a diolovych
fazi, které maji byt analogické k dostupnym silikagelovym fazim.

Chiralita zivych organisml se zdsadné¢ podepisuje na interakcich s biologicky
aktivnimi latkami. V disledku toho mohou byt pro jednotlivé enantiomery rozdily
v biologické dostupnosti, distribuci, ptisobeni na receptory, metabolismu a eliminaci.
Tyto rozdily se mohou projevit jako nezadouci toxicita, zesilena nebo rozdilna
aktivita nebo nejsou pro ucinek podstatné. Z tohoto divodu musi byt pfi studiu
xenobiotik jako 1éCiv, agrochemikalii nebo potravinarskych aditiv bran zfetel na
prostorové usporadani molekuly. Béhem poslednich deseti let se zvysila dulezitost
chirality z divodti védeckych i ekonomickych, pfi¢emz hlavnim hybnou silou je
farmaceuticky primysl. Separace enantiomerti na chirdlnich stacionarnich fazich
pomoci kapalinové chromatografie se staly nezbytnym néstrojem v mnoha oblastech

moderniho vyzkumu.

Tato disertacni prace se ve svém teoretickém uvodu kratce dotyka soucasného
stavu HPLC instrumentace a hlavni Cast je vénovana problematice staciondrnich fazi
vyuzivanych v soucasné analytické praxi. Prvni ¢ast je zaméfena na vlastnosti Siroce
uzivanych silikagelovych staciondrnich fazi a na jejich mozné alternativy. Hlavni
pozornost je pak vénovana stacionarnim fazim na bazi oxidu zirkonicitého - jako
perspektivni alternativé pro HPLC. Druha c¢ast disertacni prace je zaméfena na
problematiku chiralnich staciondrnich fazi v HPLC. Disertacni prace méla dva dil¢i
cile 1) vyzkouSet moznosti vyuziti zirkoniovych stacionarnich fazi v kontrole 1é¢iv
a2) vypracovat vhodnou chirdlni HPLC metodu pro hodnoceni redukéniho
metabolismu potencialniho antineoplatika. Vysledky expetimentdlni prace jsou
shrnuty ve tfech pracich publikovanych v zahrani¢nich impaktovanych ¢asopisech.

Prvni dvé prace spolu tématicky souvisi a na dvou ptikladech byly uspésné
demonstrovany moznosti vyuziti zirkoniovych staciondrnich fazi pro kontrolné-

analytické ucely.

e Separace ibuprofenu, jeho tii ptibuznych latek a dvou rozkladnych produktt
byla tGspésné provedena na stacionarni fazi modifikované polystyrenem -
PS-ZrO,. Ackoliv ma PS-ZrO, daleko mens$i obsah uhliku nez bézna C18
faze, bylo dosazeno dostate¢né retence a selektivity pro vSechny analyty
v podstatné krat§Sim case. Metoda je vhodnd pro hodnoceni piitomnosti
studovanych necistot v substanci ibuprofenu, pro sledovani rozkladného
procesu ibuprofenu a také pro jeho stanoveni. Mnozstvi potiebnych
organickych rozpoustédel béhem analyze se podaftilo vyrazné zredukovat, coz
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ma vyznam zekonomického hlediska 1 zhlediska ochrany Zivotniho
prostiedi.

V nédvazujici préci byly studovany dvé stacionarni faze na bazi ZrO,
(PS-ZrOy; ZrCarbonC18) jako moZné alternativy k bézné uZivané
silikagelové C18 fazi ve farmaceutické analyze. Byly pozorovany rozdily
v retenci mezi silikagelovou C18 kolonou a zirkoniovymi kolonami. Obé¢
zirkoniové faze se vzajemné liSily v retenci i selektivité. Pro hodnoceni
rozkladného procesu ibuprofenu a parabent v topickém piipravku byla diky
veétsi hydrofobicité vhodnéjsi ZrCarbonC18. Popsanou metodu lze také vyuzit
pro stanoveni obsahu ibuprofenu a parabenti v topické lékové formé za

pouziti butylparabenu jako vnitiniho standardu.

V soucasné dobé je pripravovana do tisku dal$i publikace zabyvajici se
vyuzitim zirkoniovych stacionarnich fazi ve farmaceutické analyze.

Tteti publikace je zamétfena na vyvoj chiralni separace pro srovnani redukéniho

metabolismu karbonylové skupiny u potencidlniho antineoplastika dimefluronu

a jeho strukturniho pfedchtidce benfluronu.

Na zaklad¢ testovani mnoha druhl chirdlnich stacionarnich fazi byly
nalezeny vhodné separacni podminky pro hodnoceni a porovnani
biotransformace obou studovanych latek v mikrosomalnich frakcich riznych
zivociSnych druhti. Redukované metabolity benfluronu i dimefluronu se
podatilo separovat na jednom typu CSP — tris(3,5-dimethylfenylkarbamatu)
celulosy, ale za pouziti rozdilnych organickych slozek mobilni faze -
acetonitril pro redukovany benfluron a methanol pro redukovany dimefluron.
V biotransformaci obou parentnich latek byly pozorovany rozdily
mezidruhové  irozdily = vrdmci  jednoho  zivocisného  druhu.
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High performance liquid chromatography achieved during its existence enormous
boom. Modern, PC controlled and user-friendly chromatographic devices allow
performing a number of tens analyses on one apparatus daily. There is possible to
analyse wide spectrum of compounds from non-polar to polar and from low
molecular to high molecular analytes. Appropriate choice of chromatographic
column, mobile phase and detection technique makes the analysis of complicated
mixtures possible and allow obtaining both qualitative and quantitative information.
HPLC is due to these characteristics utilized not only in the field of pharmacy but
also in other areas e.g. biology, medicine, industry, environment monitoring and
quality control of various products.

Separation column is the most important part of the chromatographic system. The
availability of stable, high performance chromatographic phases is the essential
requirement for the development of a rugged and reproducible method. Nowadays,
most HPLC separations have been done in the reversed-phase mode on the silica-
based columns. This phenomenon is due to many positive properties of silica -
mechanical strength, well mastered manufacture of silica particles, easy modification
of silica surface, compatibility with water rich mobile phases etc. The insufficient
chemical and thermal stability is considered to be the Achilles heel of silica-based
stationary phases. Although new technologies have enhanced their stability there is
still need for more durable columns. Improvements in stationary phase stability have
been and remain a significant driving force for the development of new stationary

phases.

The research, that explores non-silica-based supports, has been proceeding for
some years. It is focused on, among other things, zirconia-based supports that appear
to be suitable alternative to silica supports. Zirconia-based phases differ from
silicaneous materials in retention and also selectivity. These differences, based on
distinction in chemical properties of both materials, can substantialy influence the
separation process. The retention of analytes on zirconia-based stationary phases is
influenced by various interactions (reversed-phase, ion-exchange, ligand exchange).
Their contribution to the retention depends on the nature of analyte, the mobile phase
pH, the type of buffer, its ionic strength and also on the organic component of the
mobile phase. The zirconia-based columns offer very high efficiency, which in
contrast to polymeric materials is similar to the efficiency of silica. However,
zirconia-based phases share the advantage of polymer based supports in that they are
vastly superior to silica in terms of their chemical and thermal stability. The rising
number of publications and quickly evolving research in this area reflect that the
future of zirconia as stationary phases should be rich. The development of monolithic
stationary phases, particles which have smaller pores and higher surface areas, the
exploration of stationary phases in LC-MS and without doubts extended offer of
chiral stationary phases can be expected. The development of coatings that cover
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metal oxide surfaces and fully sequester the Lewis acids is the main stream in current
research. Such modified zirconia would resemble silica phases more closely without
compromising the stability. These phases could be employed in reversed-phase
separations of proteins and large peptides for example, because there is not available
a zirconia phase useful for these analytes to the date. Additional attention includes
development of amino phases, cyano phases and diol phases to emulate the related
materials on silica-based bonded phases.

The chiral nature of living systems has implications in biologically active
compounds interacting with them. As a consequence, different responses can be
often observed for a pair of enantiomers when comparing the chiral drug
bioavailability, distribution, and interaction with receptor sites, metabolism and
elimination. The differences can manifest themselves as undesirable toxicity,
enhanced or different effects or are not significant for activity. Therefore,
stereochemistry has to be considered when studying xenobiotics, such as drugs,
agrochemicals or food additives. During the last decade chirality has attached
increased attention due to scientific and economic reasons, especially in
pharmaceutical industry. The liquid chromatographic separation of enantiomers
using chiral stationary phases (CSP) has become an indispensable tool in many areas
of modern research.

This dissertation touches briefly the current state of HPLC equipment in the
beginning of the theoretical introduction and the main part is devoted to the
stationary phases that have been used recently. The first chapters are focused on
properties of widely used silica-based stationary phases and feasible alternatives. The
essential attention is devoted to zirconia-based stationary phases for HPLC.
The second part of theoretical introduction deals with HPLC chiral stationary phases.
The dissertation had two partial aims 1) to test utilization of zirconia-based stationary
phases in drug control and 2) to elaborate a chiral HPLC method enabling analysis of
reduced metabolite of the potential antineoplastic agent. The experimental results are

summarised in three papers published in the international impacted journals.

The first two papers interrelate and demonstrate the feasibility of using zirconia-

based stationary phase on two examples in drug control.

e The zirconia-based stationary phase coated with polystyrene was successfully
used for a HPLC separation of ibuprofen from three related compounds and
its two decomposition products. Even though the carbon content of PS-ZrO,
is much lower than that of conventional C18 phase, analytes exhibit sufficient
retention and selectivity, but with substantially improved analysis time. The
method is applicable for evaluation of studied impurities of ibuprofen in the
raw material, for the monitoring of the degradation processes and for the
assay of ibuprofen as well. The organic solvent consumption during analysis

138



Disertacni prace Summary

has been reduced remarkably, which is not negligible from an economic as

well as an environmental viewpoint.

Two types of zirconia-based stationary phases (PS-ZrO,; ZrCarbonC18) were
tested as a possible alternative to commonly used silica C18 reversed phase in
the pharmaceutical analysis. Considerable differences were observed in
retention on zirconia stationary phases and on C18 silica stationary phase.
The tested zirconia columns differ from each other in selectivity and retention
as well. The ZrCarbonC18 column was more appropriate for simultaneous
analysis of ibuprofen, parabens and their decomposition product in topical
pharmaceuticals due to its higher hydrophobicity. The method can serve also
for quantification of the active substance ibuprofen and parabens, using

butylparaben as an internal standard.

Currently, the next paper dealing with the applicability of zirconia-based
stationary phases in the pharmaceutical analysis is being prepared.

The goal of the third paper was to develop a chiral HPLC method enabling

comparison of carbonyl reduction metabolism of the potential antineoplastic agent

dimefluron and its forerunner benfluron.

Many types of chiral stationary phases were tested for evaluation of
biotransformation of both substances in the microsomal fractions of liver
homogenates prepared from various species. The best separation of both
reduced metabolites were achieved finally on one type of chiral selector -
cellulose tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) but the mobile phases differ
from each other in the organic modifier. Acetonitrile was used for enantio-
separation ofreduced benfluron and methanol was used for enantio-
separation of reduced dimefluron. The intra- and interspecies differences
in the biotransformation of both compounds were observed.
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