Disertacni prace Souhrn Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie doznala za dobu své existence
velkého rozmachu. Moderni, pocitacem fizena a uzivatelsky piivétiva chromatograficka
instrumentace umoznuje provadét denné az nekolik desitek chromatografickych analyz na jednom
ptistroji. Pomoci HPLC lze analyzovat velmi Siroké spektrum latek od siln€ nepolarnich po polarni a
od nizkomolekularnich az po latky s vysokou molekulovou hmotnosti. Vhodnou volbou
chromatografické kolony, mobilni fdze a detek¢ni techniky lze analyzovat i znacné komplikované
smesi a ziskat informace jak kvalitativni, tak i kvantitativni. Pro tyto vlastnosti je HPLC Siroce
vyuzivana nejen ve farmaceutické analyze, ale stala se nepostradatelnou metodou napt. v biologii,
Iékatskych veédach, kontrole zivotniho prostiedi, primyslovych procesech a hodnoceni jakosti
riznych vyrobki.
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vysokouc¢innych chromatografickych kolon je nezbytnym piedpokladem pro vyvoj robustni a
reprodukovatelné HPLC metody. VétSina separaci je dnes realizovana na reverznich silikagelovych
stacionarnich fazich. Tento fenomén je ddan mnoha pozitivnimi vlastnostmi silikagelu (mechanicka
odolnost, dobie zvladnuta technologie vyroby silikagelovych ¢&astic, snadna modifikace povrchu,
kompatibilita s vodnymi mobilnimi fdzemi, atd.). Za hlavni nevyhodou vazanych silikagelovych
stacionarnich fazi je mozno povazovat jejich nedostatecnou chemickou a tepelnou stabilitu. Ackoliv
zavedenim novych vyrobnich postupii je dnes mozné ziskat chemicky i tepelné odolngjsi silikagelové
sorbenty nez diive, je stale potieba vyvijet nové odolné HPLC stacionarni faze.

Vyzkum mapujici moznosti uplatnéni jinych nez silikagelovych stacionarnich fazi probiha jiz
fadu let. Pozornost je vénovana mimo jiné i kolonam na bazi oxidu zirkonicitého, ktery se zda byt
vhodnou alternativou silikagelu. Sorbenty na bazi ZrO, se lisi od silikagelovych v retenci i

selektivité. Tyto rozdily, vyplyvajici z odlisnych chemickych vlastnosti obou materiala, se mohou
vyrazn¢ uplatnit pti separacnim procesu. K retenci analytu na zirkoniovych stacionarnich fazi
prispiva soucasné vice druhti interakci (hydrofobni interakce, iontova vyména, vyména 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 srovnatelnd s SiO, kolonami. Navic faze na bazi
ZrO, maji na rozdil od silikagelovych kolon zna¢nou chemickou a tepelnou stabilitu.

Na zédkladé velkého mnozstvi publikovanych praci a rychle pokracujiciho vyzkumu a vyvoje
téchto sorbenta je ziejmé, Ze zirkoniové stacionarni faze najdou §irsi uplatnéni v analytické praxi. V
budoucnu Ize o¢ekavat vyvoj monolitickych stacionarnich fazi, ¢astic s mensi velikosti port a vétsim
povrchem, vhodnych staciondrnich fazi pro spojeni LC-MS a bezpochyby rozsifeni palety chiralnich
staciondrnich fazi. Hlavni pozornost je dnes v€novana 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 napt. v separaci proteint a
velkych peptidi, pro které zatim neni k dispozici vhodna reverzni faze. Dale je pozornost vénovana
vyvoji amino-, kyano- a diolovych fazi, které maji byt analogické k dostupnym silikagelovym fazim.

Chiralita zivych organismil 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. Tyto rozdily se mohou projevit jako nezadouci
toxicita, zesilena nebo rozdilna aktivita nebo nejsou pro ucinek podstatné. Z tohoto diivodu musi byt
pii studiu xenobiotik jako 1é¢iv, agrochemikalii nebo potravinaiskych aditiv bran zfetel na prostorové
usporadani molekuly. Béhem poslednich deseti let se zvysila dulezitost chirality z divoda védeckych
i ekonomickych, pti¢emz hlavnim hybnou silou je farmaceuticky pramysl. Separace enantiomerd na
chiralnich stacionarnich fazich pomoci kapalinové chromatografie se staly nezbytnym nastrojem v
mnoha oblastech moderniho vyzkumu.

Tato disertacni prace se ve svém teoretickém tvodu kratce dotyka soucasného stavu HPLC
instrumentace a hlavni ¢ast je vénovana problematice stacionarnich fazi vyuzivanych v soucasné
analytické praxi. Prvni ¢ast je zaméfena na vlastnosti Siroce uzivanych silikagelovych stacionarnich
fazi a na jejich mozné alternativy. Hlavni pozornost je pak vénovéana stacionarnim fazim na bazi
oxidu zirkonicitého - jako perspektivni alternativé pro HPLC. Druha ¢ast disertani prace je
zamétena na problematiku chiralnich stacionarnich fazi v HPLC. Diserta¢ni prace méla dva dil¢i cile
1) vyzkouSet moznosti vyuziti zirkoniovych stacionarnich fazi v kontrole 1éCiv a 2) vypracovat
vhodnou chirdlni HPLC metodu pro hodnoceni redukéniho metabolismu potencialniho
antineoplatika. Vysledky expetimentalni prace jsou shrnuty ve tfech pracich publikovanych v
zahrani¢nich impaktovanych ¢asopisech.

Prvni dvé prace spolu tématicky souvisi a na dvou piikladech byly uspésné¢ demonstrovany
moznosti vyuziti zirkoniovych stacionarnich fazi pro kontrolné-analytické ucely.

 Separace ibuprofenu, jeho tfi piibuznych latek a dvou rozkladnych produkti byla tGspésné
provedena na stacionarni fazi modifikované polystyrenem - PS-ZrO,. Ackoliv méa PS-ZrO,

daleko mensi obsah uhliku nez béznd CI18 faze, bylo dosazeno dostatecné retence a
selektivity pro vSechny analyty v podstatné kratSim ¢ase. Metoda je vhodna pro hodnoceni
pfitomnosti studovanych necistot v substanci ibuprofenu, pro sledovani rozkladného procesu
ibuprofenu a také pro jeho stanoveni. Mnozstvi potiebnych organickych rozpoustédel béhem
analyze se podafilo vyrazné zredukovat, coz
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ma vyznam z ekonomického hlediska i z hlediska ochrany Zivotniho prosttedi.

* V navazujici praci byly studovany dve€ stacionarni faze na bazi ZrO, (PS-ZrO,; ZrCarbonC18)

jako mozné alternativy k bézn¢ 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 parabentt v topickém piipravku byla diky vétsi hydrofobicité vhodngjsi
ZrCarbonC18. Popsanou metodu lze také vyuzit pro stanoveni obsahu ibuprofenu a parabent
v topické 1€kové forme za pouziti butylparabenu jako vnitiniho standardu.

* V soucasné dob¢ je piipravovana do tisku dalsi publikace zabyvajici se vyuzitim zirkoniovych

stacionarnich fazi ve farmaceutické analyze.

Tteti publikace je zaméfena na vyvoj chiralni separace pro srovnani redukéniho metabolismu
karbonylové skupiny u potencialniho antineoplastika dimefluronu a jeho strukturniho piedchidce
benfluronu.
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* Na zaklad¢ testovani mnoha druhii chirdlnich stacionarnich fazi byly nalezeny vhodné separa¢ni

podminky pro hodnoceni a porovnani biotransformace obou studovanych latek v
mikrosomalnich frakcich rtiznych Zzivocisnych druhii. 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 i rozdily v ramci jednoho Zivoc¢isného
druhu.



