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Uvod

Vysokouc¢inna kvapalinovd chromatografia (HPLC) je vdneSnej dobe vedtcou
in$trumentélnou technikou chemickej analyzy a pribuznych aplikécii so schopnostou separovat,
analyzovat' alebo preparativne pripravovat’ v podstate akukol'vek zmes latok. V porovnani
S ostatnymi separa¢nymi metédami ako napr. plynovou chromatografiou, chromatografiou na

tenkej vrstve, kapilarnou elektroforézou atd’., je HPLC vynimo¢na hned’ v niekol’kych ohl'adoch:

e Univerzalna aplika¢na $irka (iba malokedy je vzorka nevhodna pre HPLC separaciu)
e Vynikajuca presnost’ a robustnost’ analyzy

o Sirka dostupného portfolia chromatografov, vybavenia, kolon

Tieto vybrané charakteristiky predstavuju vel'mi padne argumenty, preco je prave HPLC
technika vsuCasnosti povazovand za najpouzivanejS§iu a najspolahlivej$iu inStrumentalnu
analyticktl metodu s taziskom pouzitia v separacii a kvantifikacii chemickych zmesi latok. Vo
vsetkych kontrolno-analytickych liekopisnych monografiach sa HPLC uz relativne davno
etablovala za metodu prvej volby pri hodnoteni kvality lieCivych latok a lieCivych pripravkov.
HPLC je vsirSom pohlade nastrojom zaist'ujucim pozadovanu akost’, bezpe¢nost’ a u¢innost’
farmakoterapie ateda ma nepriamy vplyv na skvalithovanie zdravotného stavu I'udskej
populécie.

Mnozstvo potrebnych analyz rok od roka pribuda a na tieto aktudlne trendy je nutné
pruzne reagovat’ s cielom hl'adat’ a nachadzat’ nové rieSenia zabezpecujliice neustile presnejsie,
rychlejSie a efektivnejSie spracovavanie a hodnotenie analytickych vzoriek. HPLC v tomto smere
aj vdaka zavadzaniu inovativnych technologii sebaisto kraca sdobou. Sme ucastnikmi
neustaleho zdokonalovania analytickych postupov a inStrumenticie samotnej. Zasadnou témou
je kvalita modernych stacionarnych faz pre analytické pouzitie. Jednou z diskutovanych oblasti
je vyvoj stabilnejSich a Uc¢innejSich stacionarnych fiz odvodenych od silikagélu, ktoré maju
v sucasnej rutinnej HPLC analyze stale nenahraditelné miesto. Na pozadi dynamického diania
v silikagélovej mikrocasticovej chémii prebicha udomacnovanie a podobne aktivny vyvoj vel'mi
atraktivnych konkurenénych staciondrnych fiz na baze oxidu zirkoniCit¢ho. Zirkdniové
staciondrne fizy predstavuyji zaujimavh alternativhu volbu pre pokrocilé separacie a pre

erudovanych uzivatel'ov ponukaju Siroky priestor realizacie pocas vyvoja analytickych metdd.
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Ciel’ prace

Vseobecnym cielom tejto dizertaénej prace bude Stidium chromatografickych vlastnosti
vybranych staciondrnych faz odvodenych od oxidu zirkoni¢it¢ho a moZznost’ ich uplatnenia vo
farmaceutickej analyze.

Zirkéniové stacionarne fazy st vV mnohych ohladoch velmi zaujimavou alternativou
vSeobecne rozsirenych silikagélovych kolon, ked’ze oproti konkurencii disponuju pozoruhodnou
chemickou rezistenciou vo¢i zlozeniu mobilnych faz a dlhodobou Zivotnostou aj za vysokych
teplot. V snahe vytazit' zich nesporného potencialu ¢o najviac, bude splnenie jednotlivych
cielov postavené na systematickom experimentalnom sledovani vplyvu chromatografickych
faktorov, akymi st zlozenic mobilnej fazy (obsah organickej zloZky, druh, pH a koncentracia
pufru) a vol'ba separacnej teploty, na dosiahnutt retenciu, selektivitu a separa¢nt G¢innost. Na
zéklade dosiahnutych vysledkov bude posudeny vyznam a aplikovatelnost pouzitych
zirkoniovych kolon v rutinnej analyticko-farmaceutickej praxi.

Vzhl'adom K rozdeleniu experimentalnej Casti dizertaCnej prace na tri samostatné na seba

nenadvazujuce oddiely, boli diel¢ie ciele dizertaénej prace definované nasledovne:

1. Cielom prace ¢. 1 bol vyvoj a validacia dostato¢ne citlivej HPLC metody pre stanovenie
kyseliny 3-[4-(2-metylpropyl)fenyl]propanovej ako liekopisnej neistoty F substancie
ibuprofénu podl'a platného Ph. Eur.

2. Cielom prace ¢. 2 bol popis chromatografickych vlastnosti hydrofobnej Zr-CARB kolony
a stadium interakénych mechanizmov pritomnych pri pouziti v HILIC podmienkach.
Dosiahnuté vysledky boli za identickych podmienok porovnavané s chovanim Zr-PBD

kolony a kolony obsahujtcej nemodifikovany ZrO».

3. Cielom prace ¢. 3 bolo stidium chromatografickych vlastnosti Zr-MS kolony.
Dosiahnuté vysledky boli porovnavané s referenénou Zr-PBD kolonou, ktora na rozdiel
od Zr-MS stacionarnej fazy nema Lewisove kyseliny zirkoniovych atomov deaktivované
molekulami EDTPA.
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Teoreticka Cast’

3.1 VYSOKOUCINNA KVAPALINOVA CHROMATOGRAFIA

Objav fenoménu chromatografie sa pripisuje ruskému botanikovi Michailu
Semjonovicovi Cvetovi a datuje sa do roku 1903. M. S. Cvet vo svojej prickopnickej praci ako
prvy podrobne popisal a vysvetlil separaciu zmesi latok karotenoidov a chlorofylu zaloZena na
odlisnej schopnosti adsorpcie latok na sorbent (vjeho pripade na sklenenu kolénu naplnenu
praskovanou kriedou s oxidom hlinitym). Neskor tento jav pomenoval chromatografia [1,2].

Tento vobec prvy koncept chromatografie ako separac¢nej metddy na dve desat'roCia
upadol do zabudnutia. Az v30. rokoch dochadza k znovuobjaveniu pévodnych pozorovani
a myslienok nasledne spojenych s prudkym rozvojom chromatografickych technik od papierovej
chromatografie cez chromatografiu na tenkej vrstve az k pociatkom vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografie v druhej polovici 20. storo¢ia [2,3]. Za novodobého zakladatela a protagonistu
zavedenia HPLC techniky do komer¢nej sféry na prelome 60. a 70. rokov minulého storo¢ia sa
povazuje mad’arsky chemik Csaba Horvath, ktory skonstruoval vobec prvy HPLC chromatograf
[4]. Odvtedy si HPLC chromatografia ako vysokou¢inna separacna technika rychlo vybudovala
a upevnila postavenie v oblasti kvalitativnej a kvantitativnej analyzy latok. HPLC obzvlast
vynika pri analyzach zmesi chemicky podobnych latok, kde sa iné analytické metddy (napr.
spektrofotometrické) nedajt principialne pouzit'.

Zékladnym principom kvapalinovej chromatografie je distribucia ldtok medzi dvomi

vzajomne nemiesateI'nymi fazami:

e Stacionarnou fizou, ktora predstavuje napln chromatografickej kolony

e Mobilnou fazou, ktora pradi urCitou rychlost'ou cez stacionarnu fazu

V pripade konstantného zlozenia mobilnej fazy pocas analyzy hovorime o izokratickej
elicii. Separacia heterogénnych zmesi latok je za izokratickych podmienok Casto problematicka,
ba aj nemozna. Vtedy je nevyhnutné vyuzit' gradientovi eliiciu vyznacujucu sa zmenou V zlozeni
mobilnej fazy. Typickd gradientova HPLC na reverznych fizach vyuziva kontinualny narast

organickej zloZky mobilnej fazy v priebehu analyzy [1,3].

15



Teoreticka Cast’

Vyuzitie HPLC vo farmaceutickej analyze je Sirokospektralne a vsucasnosti tazko
nahraditelné inou technikou. HPLC sa vyuZziva ako kontrolny mechanizmus vo faize vyskumu
a chemického vyvoja potencidlnych lieiv, pocas priemyselnej pripravy substancii lieCivych
latok prirodného i syntetického povodu, ako aj v naslednom kontrolno-analytickom hodnoteni
lieCiv a lie¢ivych pripravkov pred podanim do I'udského organizmu. Nezastupite'nt ulohu ma aj
pocas terapeutického monitorovania lieckovych hladin v organizme a pri sledovani osudu lie¢iva
¢innost'ou 'udského metabolizmu. Vo farmaceutickom priemysle sa $iroko uplatniuje pri kontrole
kvality substancii lie¢iv i hotovych lie¢ivych pripravkov [1,3,5].

HPLC je vo vsetkych reSpektovanych liekopisnych monografiach (Ph. Eur.,, USP)
vyuzivana pri hodnoteni Cistoty, obsahu aspolu s dalsimi identifikacnymi metédami aj pri

potvrdeni totoZnosti najsirSicho spektra lickopisnych latok [6,7].

3.1.1 Separacny proces

Podmienkou uspechu prakticky kazdej HPLC separacie je optimalizacia
chromatografickych podmienok, ktora spociva v hladani vhodného typu stacionarnej
fazy, zlozenia mobilnej fazy, prietoku mobilnej fazy ateploty. Ciclom optimalizacie
separa¢nych podmienok je, aby vSetky separované zlozky poskytovali ostré a symetrické
chromatografické piky rozdelené az na zakladnu liniu [3,5].

Separacia v typickom HPLC systéme na reverznych fazach je prejavom odlisnych hodnot
distribu¢nych konStant (hmotnostného distribu¢ného pomeru) separovanych latok (Kp).
Distribu¢na konstanta stanovuje pomer koncentracie latky v stacionarnej fize (As) ku
koncentracii latky v mobilnej fize (Awg) za rovnovazneho stavu (1). Cim je hodnota distribu¢nej
konStanty danej latky vysSia, tym silnejSia sorpcia latky na stacionarnej fize nastdva a tym vyssi

je reten¢ny cas [6,8].

Kp = )
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Teoreticka Cast’

Retencny cas latky (Tr) udava dobu, ktora uplynie od nastreku latky do mobilnej fazy po
maximum piku latky na chromatograme. Retentny Cas predstavuje za presne stanovenych
podmienok identifikaénti charakteristiku latok [3,5,8].

VystiznejSim parametrom popisuyjicim mieru zachytu latky na stacionarnej fize je
retenény faktor (K) (2). Retencny faktor berie do uvahy mitvy retenény ¢as systému (Tw), ktory
zodpoveda retencnému casu latky pohybujuicej sa cez kolonu zaroven s mobilnou fazou. Mitvy
retenény Cas zavisi na parametroch metody (prietok mobilnej fazy) acelkovom vnutornom

objeme HPLC sucasti, t.j. zavisi na mitvom objeme HPLC systému [3,5,8].

@)

Po nadavkovani zmesi latok dochadza v priebehu separa¢ného procesu k urcitému
rozmyvaniu a roz§irovaniu chromatografickych zon. Uginnost kolony udava mieru rozsirovania
zOn a vyjadruje sa poc¢tom teoretickych priehradiek (N). Vypocet podl'a Ph. Eur. vychadza zo
Sirky piku v polovici jeho vysky (w12) (3). USP vychadza zo Sirky piku na zakladnej linii (w)
vymedzene] tangencidlne v polovici jeho vysky (4). Pocet teoretickych priehradiek je linedrne
tmerny di’ke kolony. Praktickym parametrom, na ziklade ktorého je moZné porovnavat
G&innost’ stacionarnych faz o rozli¢nej dizke (L), je vyskovy ekvivalent teoretickej prichradky
(H) (5) [1,3,6,7].

N :5,54.( T J 3)
Wl/2
oo %) "
w

L
1~(x) ©

Separacnu t¢innost’ kolony je mozné zvysit volbou optiméalneho prietoku mobilnej fazy.

Vplyv linearnej rychlosti (t.j. prietoku) mobilnej fazy (u) na U¢innost’ kolony popisuje van
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Deemterova rovnica (6). Grafickym vyjadrenim zavislosti vyskového ekvivalentu teoreticke;
prichradky na rychlosti toku mobilnej fazy je van Deemterova krivka. Optimalnu rychlost’
mobilnej fazy je mozné odvodit’ z minima van Deemterovej krivky [3].

H:A+[Ej+c-u (6)

u

A = viriva difuzia
B = pozdizna molekularna difuzia

C = stcet odporov proti prenosu hmoty v staciondrnej a mobilnej faze

Kvalita separacie latok (x) a (y) na zaklade Sirky pikov sa vyjadruje rozliSenim (Rs) (7).
Hodnota rozliSenia vy$Sia nez cca 1,5 znamena dokonalu separaciu latok az na zakladnu liniu.
Mieru separacie dvoch latok popisuje taktiez selektivita (o) (8), avSak jej hodnota nezohladiuje
u¢innost’ Separaéného procesu a preto tento parameter Uplne presne nevypoveda o kvalite
separacie [1,3,6].

Tvar chromatografického piku je véc¢Sinou od idedlneho tzv. Gaussovského piku viac
alebo menej odchyleny. Vo vicSine liekopisov sa popisuje na ziklade Sirky piku Vv jednej
dvadsatine jeho vysky tzv. tailing faktorom (Ty) (9), [3,6,7].

T, -T
R, =118- {&] (7)
Wl/2x+Wl/2y

k

y
= 8
a= ®)

a+b

T, =| — 9
: 2-aj ©)

a = vzdialenost’ medzi kolmicou spustenou z hrotu piku a vzostupnou ¢astou piku

b = vzdialenost’ medzi kolmicou spustenou z hrotu piku a zostupnou ¢astou piku
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3.1.2 Kvapalinovy chromatograf
Zostava moderné¢ho kvapalinového chromatografu byva vic¢sinou tvorena z jednotlivych
modulov, 0 nieCo menej beznym zjavom je kvapalinovy chromatograf kompaktného typu.

Zéakladné sucasti kazdého moderného HPLC chromatografického systému su:

e Zasobniky mobilnej fazy
e Degasér (odplynova¢ mobilnej fazy)

e Pumpy

e Davkovac (autosampler)
e Kolona

e Detektor

e Komunika¢na jednotka

Zasobniky mobilnej fazy umoziujt pojat’ dostatocny objem kvapalnych zloziek mobilnej
fazy a tieto zloZky chranit’ pred moznym znehodnotenim, napriklad zdovodu odparovania do
prostredia. Mobilna fiza sice moze byt v pripade izokratickej eliicie namie$sana vopred rucne,
avSak vicSina uzivatelov zpraktickych dovodov voli variantu automatick¢ho zmieSania
mobilnej fAzy vo vnutri HPLC systému. ZloZky mobilnej fazy, pripadne uz hotova mobilnd fiza,
st do chromatografického systému kontinualne nasavané ¢innostou pump. Podla konStrukcie
HPLC chromatografu su jednotlivé zloZky mobilnej fazy nasdvané bud’ jedinou pumpou,
pricom zmieSanie zloziek v mixéri prebieha pred pumpou za nizkeho tlaku, alebo sa potrebna
mobilnd fiza namieSa Voblasti vysokého tlaku. V tomto tzv. vysokotlakom gradiente Cerpa
kazda zlozku dedikovana pumpa. Predtym neZ st zlozky mobilnej fazy privedené do priestoru
ohrani¢eného piestami pump, je pomocou degaséru zabezpeCené uCinné odstranenie
rozpustenych molekal plynov z mobilnej fazy. Typickym nasledkom pritomnosti plynov
veluente je hrozba vyznamného kolisania pracovného tlaku, ¢o potom zapri¢ifiuje naruSanie
procesu separacie a horsiu reprodukovatel'nost’ analyz (kolisanie retenénych ¢asov, disturbancie
a rusivé piky na zazname detektoru).

Moderné HPLC pumpy zaist'uju vysoko konStantny a bezpulzny tok mobilnej fdzy na

kolonu za tlakov dosahujicich radovo stovky barov. Analyzované roztoky st do toku mobilnej
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fazy nanesené Cinnostou Sest'cestného davkovacieho ventilu s vymenite'nou sluckou ur¢itého
objemu. V plniacej pozicii ventilu sa pozadovany objem vzorky injikuje do slu¢ky pomocou
strickacky s davkovacou ihlou. Samotny prenos nadavkovaného objemu do mobilnej fazy
prebehne po prepnuti ventilu do déavkovacej pozicie. V sucasnej inStrumenticii dominuje
pouzivanic autosamplerov schopnych uplne samostatne prevadzat’ cely proces prenosu
kvapalnych vzoriek do HPLC systému. Analyzovany roztok je spolu s mobilnou fazou unasany
do kolony, kde st jednotlivé latky na zaklade mnohonasobného ustal'ovania sorpénych rovnovah
od seba separované. Kolonu je vhodné umiestni’ do termostatovaného priestoru, pretoze
kolisanie teploty moze vplyvat’ na retenciu ako aj tvar pikov.

Separované zony S izolovanymi analytmi putyju z kolony do detektoru. Detektor na
zaklade snimania odozvy niektorej fyzikalno-chemickej vilastnosti eluentu je schopny eluované
latky zaznamenat. Vystupom detektoru je signal, ktorého intenzita je umernd koncentracii
(mnozstvu) latky v analyzovanom roztoku.

Jednotlivé moduly st medzi sebou prepojené kapilarnymi spojkami. Dizka kapilarnych
segmentov by mala byt ¢o najkratSia, aby sa minimalizoval mftvy objem HPLC systému, a tym
zbyto¢né rozmyvanie separovanych zon. V oblastiach, kde na steny kapilary posobi nizsi tlak, sa
prednostne pouzivaju kapilary z polymérov (teflon, PEEK). Vysoky tlak medzi pumpou
a kolonou kladie na kapilary vacsie naroky, preto je nevyhnutné v tychto spojovacich usekoch
pouzivat’ odolné nerezové alebo PEEK kapilary.

Komunikacna jednotka zabezpeCuje synchronizdciu a on-line prepojenie aktivnych
modulov HPLC chromatografu s poc¢itacom. Chod HPLC pristroja podla potrieb analytika je
ovlddany dedikovanym chromatografickym softvérom, ktory je spolu s hardvérom dodavany od

vyrobcu chromatografickej techniky [3].

3.1.3 Chromatografické kolony

V kolone dochadza na zaklade interakcii molekul analytu s povrchom stacionarnej fazy

k najddlezitejSiemu chromatografickému principu = K separacii analyzovanej zmesi. Kolony pre

HPLC st tvorené nerezovou alebo plastovou trubicou s hladkym vnatornym povrchom. Dizka

analytickych kolon sa pohybuje obvykle v rozmedzi 5 - 30 cm pri vnttornom priemere 2 - 5 mm.

Naplnou komerénych HPLC kolon je vhodny homogénny sorbent najcastejSie mikrocasticového
typu, pripadne monolitickej Struktary [1,3].
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Separacna uCinnost’ analytickych kolon zavisi na kvalite materidlu pouzit¢ho pri plneni
kolony, na dizke kolony, na velkosti aktivneho povrchu, na chromatografickych podmienkach
analyzy (mobilna faza, teplota, prietok) atd. MenSie Castice maji vacsi Specificky povrch, ¢o
nasledne indikuje G¢innej$iu separacni schopnost, iked na ukor vysSicho tlakového odporu

kolony [1,3].

Casticovy sorbent

Sorbent vacsiny HPLC kolon je tvoreny pérovitymi priblizne sférickymi Casticami
S priemerom najcastejSie 2 - 5 pm. Pravidelny gulovity tvar zin stacionarnej fazy optimalizuje
separacny vykon a zivotnost’ kolony. Skuto¢na plocha povrchu castice je vd’aka jej mimoriadnej
porovitosti dramaticky zvysend az na hodnoty okolo 400 m?/g u silikagélu [3].

Vramci problematiky poréznych sorbentov sme svedkami vrcholiaceho trendu
naStartovaného koncom 90. rokov spocivajuceho Vv zmenSovani velkosti cCastic astym
stvisiacim skracovanim a zmenSovanim priemeru HPLC kolon. Okrem tradi¢nych poréznych
sorbentov boli vyvinuté vysoko u¢inné neporézne sorbenty (tzv. pelikularne), perfizne sorbenty
anajmi povrchovo porézne sorbenty, uktorych su Castice tvorené z tuhého jadra obaleného
vrstvou porézneho sorbentu [3,9]. Povrchovo porézny sorbent sa vyznacuje uzkou distribuciou
priemeru castic, ¢im dochddza k lepSej separacnej UCinnosti a niZSiemu spdtnému tlaku
V porovnani s beznymi poréznymi sorbentami. Na uvedenom principe zalozené napliiové kolony

sa teSia v poslednej dobe zvySujucej sa obl'ube [10].

Monoliticky sorbent

Popri klasickych napliovych kolonach je komeréne dostupnych niekol’ko monolitickych
kolon [1]. Monolitické kolony nemaju Casticovy charakter, avSak su vysoko porézne (az 80 %
celkového objemu fazy) [3,11]. Vyhodou st hydrodynamické vlastnosti takto poréznych
materialov, ktoré aj pri vyssich prictokoch zachovavaji pomerne nizky tlakovy odpor bez straty
uc¢innosti [12,13]. Na trhu st dostupné monolitické kolony pripravené z polyméru i silikagélu.
V rutinnej laboratornej praxi zatial' monolity nenaplnili také ocakavania, ktoré sa do nich pri

zavadzani vkladali a ich vyznam v budticnosti zatial’ nemozno jednozna¢ne predvidat’ [3].

Zakladné typy stacionarnych faz

Na trhu je k dispozicii viac nez tisic Casticovych chromatografickych kolon rdoznych

znaciek a typov. Spektrum stacionarnych faz je pomerne Siroké a zahriuje tieto typy:
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Nemodifikovany silikagél - vyuzitie v chromatografii na normalnych fazach.

Chemicky viazané silikagélové sorbenty - Vvsucasnej analytickej praxi si vydobyli
dominantné postavenie. Technologia pripravy castic modifikovanych silikagélovych
sorbentov o presnych parametroch (napr. rozmeroch castic apdrov) je excelentne
zvladnutd. Na povrch silikagélu su kovalentnou vidzbou naviazané stacionarne fazy
hydrofébneho charakteru: alifatické retazce (napr. oktyl a oktadecyl), aromatické jadra
(napr. fenyl, pentafluorofenyl), pripadne polarne funkéné skupiny (aminopropyl,
kyanopropyl apod.). Kyslé hydroxylové skupiny na povrchu silikagélu st lahkym ter€om
pre kovalentni modifik4ciu, avSak ani pri najlepSej snahe nie je moZné stacionirnou
fazou modifikovat’ vSetky dostupné silanoly. Rezidudlne silanoly sposobujt problémy pri
analyze zasaditych latok. DalSou nevyhodou chemicky modifikovanych faz na silikagéle
je obmedzena stabilita prejavujuca sa hydrolyzou pripH > 8,5 ako aj menSou Zivotnostou
priteplotach nad 40 °C [1,3].

Hybridné sorbenty - zaujimavy a komerc¢ne vcelku GspeSny pristup k syntéze odolnejSich
silikagélovych faz vyuziva reakcie anorganickych a organickych alkoxysildnov za vzniku
hybridnej stacionarnej fazy. Matrica hybridov obsahuje hydrolyticky stabilné Si-C vézby.
Z hladiska separa¢ného vykonu kombinuju vyhodné vlastnosti silikagélu s najlepS§imi
vlastnostami polymérnych sorbentov a disponuju vysokou Uc¢innostou a odolnost'ou aj
vo vel'mi zasaditom pH [3,14,15].

Polymérne zosietované sorbenty napr. polystyrén-divinylbenzén kopolyméry - vyznacujt
sa stabilitou v mobilnej faze s pH 1 - 13 a vybornou odolnostou voci teplotam.
Nevyhodou je nizSia UCinnost separdcie a Ciastocné bobtnanie polymérnej fazy
Vv pritomnosti organického rozpustadla, ¢i nasledkom zmeny zlozenia mobilnej fazy [3].
Sorbenty na baze oxidov kovov (hlavne ALOs3, TiO2, ZrO,) - predstavuju alternativu voc¢i
silikagélovym a polymérnym nosiCom. V praxi je najrozSirenejSim kovovym nosi¢om
oxid zirkoni¢ity. Detailny popis zirkdniovych sorbentov je uvedeny v kapitole 3.2.
Porovity grafiticky uhlik - extrémne hydrofobna staciondrna fiza vhodna pri separéaciach
vel'mi polarnych latok, ktoré sa nedostato¢ne zadrziavaju na beznych ODS fazach.
Stabilita uhlikovej fazy voci teplote ipH je extrémne vysoka. Selektivita je diametralne
odli$na od ostatnych beznych sorbentov [3,16].
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e [onomeniCe - na nosii stacionarnej fazy (silikagél, polymér, ZrO;) maji chemicky
ukotvenu kysli alebo zisaditti funkénu skupinu. Funkénéd skupina je bud’ permanentne
nabita alebo je naboj idbnomenica pritomny v zavislosti na pH mobilnej fazy [1,3].

e Chiralne sorbenty - na povrch nosiCa stacionarnej fazy (silikagél, polyméry, ZrO,) je
chemicky naviazana alebo fyzikdlne ukotvena vhodna chirdlna molekula. Medzi
najbeznejSie vyuzivané chirdlne molekuly, ktoré st schopné s inymi chirdlnymi latkami
Specificky interagovat, zarad’'ujeme aminokyseliny, polysacharidy, cyklodextriny,

proteiny, makrocyklické antibiotika atd’ [3,17].

3.1.4 HPLC detektory
Ulohou detektoru je podanie vhodnych informécii (dat) o fyzikdlnych &i chemickych

vlastnostiach eluentu vytekajiceho zkolony. Zaznam vlastnosti eluentu sa odohrava v detekénej
cele (neplati pre hmotnostny detektor) s objemom radovo desiatok mikrolitrov. Separované zony
latok vyvolavaju prechodom detekénej cely odozvu, ktord je po zosileni zobrazena
v grafickom zazname chromatogramu. Intenzita signalu je imerna koncentracii latky v eluente.
Z hladiska kvalitativnych poziadaviek na detektory sa doraz kladie na vysoku citlivost’, linearitu
a reprodukovatel'nost’ odozvy, pricom V idealnej situacii by odozva nemala byt ovplyviiovana
zmenami Vv zlozeni mobilnej fazy [3].

Detektory pouzivané v HPLC sa klasifikuji na univerzilne a selektivne, pripadne
destruktivne a nedeStruktivne. Volba vhodného detektoru sa odvija od charakteru latok a tcelu,
pre ktory bude analytickd metoda prednostne urCena. V analytickej praxi dominuje pouZivanie
spektrofotometrickych UV-VIS detektorov. Zna¢nt expanziu v poslednom obdobi zaziva vysoko

citliva univerzalna MS detekcia [3,5].

Spektrofotometrick v detektor

Spektrofotometrcké detektory st vo farmaceutickej analyze najroz$irenejSim sposobom
sledovania zlozenia eluentu. Detektory registruji absorbanciu eluentu pretekajuceho cez
detek¢nti celu. Podla Lambert-Beerovho zikona (10) je absorbancia (A) priamo uUmerna

molarnej koncentracii latky (c) [3].

A=¢-c-I (10)
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€ = molarny absorp¢ny koeficient (I/mol.cm)

= aktivna §irka mernej cely (cm)

Spektrofotometricky detektor je selektivny voc¢i latkam obsahuyjucim vo svojej Struktire
chromofor. Chromofor umoziuje molekulaim absorbovat’ svetlo o vinovych dizkach v intervale
200 - 800 nm. V praxi sa primarne stretavame s UV absorpciou ltok v rozmedzi vinovych dizok
190 - 400 nm (zluceniny S nasobnymi viazbami, aromatické latky atd’.), pripadne VIS absorpciou
nad 400 nm (zluCeniny s vyrazne konjugovanym systémom nasobnych vizieb, heterocyklické
komplexy atd.). Zlic¢eniny bez nasobnych vdzieb Vvoblasti nad 200 nm takmer vobec
neabsorbujt. Pri pouZiti vinovej dizky absorpéného maxima danej latky moZe citlivost’ detekcie
dosahovat’ trovei asi 107° g/ml.

Vyhodou spektrofotometrickych detektorov je vynikajiuca kompatibilita s gradientovou
eluciou a §iroké linearita odozvy v rozsahu 10° [3,5]. Zdrojom svetla v modernych zariadeniach
je deutériova (UV oblast’) a volframova lampa (VIS oblast’). Spektrofotometrické detektory sa
vyrabaju v roznych prevedeniach, ktoré sa liSia hlavne v univerzalnosti pouZitia, citlivosti a cene
[3].

o Detektor s moznost'ou nastavenia l'ubovol'nej vinovej dizky - detektor moze byt schopny
snimat’ aj nickol’ko vinovych dizok su¢asne. Svetlo dopada na monochromator (mrieZka,
pripadne hranol) arozkladd sa na svetlo o jednotlivych vinovych dizkach. Vhodnym
polohovanim Strbiny je monochromatické svetlo nasmerované na detekénu celu a po
prechode celou dopada na fotonasobic [5].

e Detektor sdiddovym polom - detektor umoziuje snimat’ zvolené UV-VIS spektrum
eluentu v priebehu celej HPLC analyzy. Svetlo zo zdroja po prechode Strbinou prechadza
najprv detekénou celou, az potom dopada na monochromator a nasledne na fotodiddové

pole [3].

Fluorescenény detektor

Vysoko selektivny fluorescencény (fluorometricky) detektor pracujici na fyzikalnom
principe fluorescencie sa vyznacuje V zavislosti na Strukture latky vysokou citlivostou v rozsahu

10° - 10™ g/ml. Dynamicky rozsah fluorescencnej detekcie je latka od latky premenlivy (10* aZ
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10%). Prirodzenej fluorescencie su schopné iba latky obsahujuce urdity Strukturny motiv, tzv.
fluorofor (napr. kondenzované benzénové jadra). Absorpciou primarneho Ziarenia o urditej
vinovej dike dochadza k excitacii m-elektronov molekul analytu a naslednému prechodu do
stabilnejSicho stavu za emitovania sekundarneho Ziarenia (fluorescencie) o vyssej vinovej dizke.
Intenzita emitované¢ho Ziarenia je zosilena fotondsobi¢om umiestnenym najcastejSie ortogonalne

Kk smeru primarneho ziarenia [3].

Elektrochemické detektory

Prvoradym benefitom elektrochemickej detekcie je vysoka citlivost radovo v rozsahoch
10 az 102 g/ml [5]. Tato detekcia je selektivna pre latky schopné oxidacie alebo redukcie, nie
je vSak kompatibilna s chromatografiou na normalnych fazach. Elektrochemicky senzor je
zloZeny zjednej pomocnej elektrody a d’alej z mernej areferencnej elektrody, medzi ktoré je
vloZzené konStantné elektrické napdtie a zaznamenava sa generovany elektricky prid. Podla

usporiadania elektrod sa rozlisuju dve zakladné konstrukéné varianty detektoru [3,18]:

e Coulometricky detektor - mobilna faza prenikd cez priestor referencnej aj pracovnej
elektrody celym objemom. Efektivita elektrochemickej reakcie je 100 %, apreto je
coulometricky detektor v ramci skupiny najcitlivej$i a najpopularnejsi [18].

e Ampérometricky detektor - mobilnd faza teCie popri stene (varianta 1) alebo kolmo na
povrch (varianta 2) pracovnej elektrody. Detektor je schopny zachytit’ iba 5 - 10 %
elektrochemicky aktivnych molekul latky. V porovnani s coulometrickym detektorom su

citlivost’ a pouzitie ampérometrického detektoru druhoradé [18].

Konduktometricky detektor

Konduktometricky detektor je vhodny napriklad k detekcii anorganickych i6nov
a jednoduchych organickych kyselin v ramci i6novej chromatografie. Vyhodnocuje vodivost
eluentu medzi elektrodami, na ktoré je vloZzené elektrické napitie. Detekéna cela musi byt
precizne termostatovana, pretoze zmena teploty 01 °C vedie kcca 2 % vzostupu vodivosti
eluentu [19]. Prili§ vodiva mobilna faza moze stanovenie podstatne narusat’, preto v podobnych
situaciach je doporucené pouzit vhodnu ionexovu kolonu (tzv. supresor) potlaicajicu nadmernu
elektricktt vodivost’ eluentu [3]. Na druhu stranu st moderné vodivostné detektory schopné
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potlacat’ vodivost’ pozadia elektronicky a vzhl'adom k nulovej zakladnej linii hodnotit’ stic¢asne

kladné aj zaporné iony [19].

Refraktometricky detektor

Univerzalna refraktometricka detekcia zaznamenava zmeny indexu lomu eluentu. Kvoli
nizkej citlivosti okolo 10 g/ml, nutnosti starostlivého termostatovania a nemoznosti aplikovat
gradientovu eluciu nie je v sucasnosti vyuzitie refraktometrického detektoru v HPLC praxi prilis
vyznamné. Pokial’ je potrebny jednoduchy univerzalny detektor, tak je vhodnejSie zaobstarat si

napr. detektor rozptylu svetla [3,5].

Detektor rozptylu svetla

Tento univerzalny detektor je vhodny k detekcii latok bez chromoforu alebo fluoroforu.
Vyzaduje sa prchavy eluent, pricom signal sa da ziskat iba od menej prchavych latok nez
vykazuje vlastny eluent. Mobilna faza je posobenim inertného plynu prevedena na aerosol
a d’alej v evapora¢nej komorke odparena. V optickej komdrke sa zaznamenava rozptyl svetla na
pevnych ¢iastockach latok unasanych v pride nosného plynu. Citlivost ELSD detekcie je asi
10°® g/ml. Charakteristicka je vsak nizkou linearitou odozvy v rozsahu jedného a2 dvoch radov.

V postacujucej miere je ELSD detekcia kompatibilna aj s gradientovou eluciou [1,3,20].

Detektor korénového vvboija

Pouzitie univerzalneho detektoru korénového vyboja je obdobné ELSD detektoru s tym
rozdielom, e disponuje asi 0 jeden rad vys3ou citlivostou a §ir§im linearnym rozsahom 10%. Po
splyneni eluentu analogickom ELSD dochadza kukorénovému nabijaniu ¢iastoCiek latky

a hodnoti sa tok naboja Vv prude nosného plynu [3,21].

Hmotnostny spektrometer (detektor)

Hmotnostnd spektrometria patri v stcasnosti k najdynamickejSie sa rozvijajucim
analytickym technikam. Spojenie HPLC-MS sa vdaka vynikajucej citlivosti a aplika¢nej
univerzalnosti pouziva k identifikacii, Struktirnej ikvantitativnej analyze latok. Hmotnostny

detektor snima hmotnostné spektrum latok. Zariadenie ma tri ¢asti:

e Prepojenie LC-MS /I6novy zdroj

e Hmotnostny analyzator
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e Detektor

V ibnovom zdroji dochadza k splyneniu mobilnej fazy a prevedeniu molekul analytu do
ionizovanej formy. NajcCastejSic sa v HPLC-MS analyze pouzivaji mikké atmosférické
ioniza¢né techniky - ESI, APCI, APPI. Ionizované latky st v dalSej faize fokusované do
analyzatoru pomocou idnovej optiky. 16ny vplynnej fize su vo vikuu (10° az 10° Torr)
separované V analyzatore na zaklade pomeru hmotnosti a niboja m/z bud’ na zaklade doby letu
trubicou (TOF analyzator) alebo posobenim elektromagnetického pola (ostatné analyzatory).
Iony podrobené hmotnostnej detekcii su detegované na povrchu elektronového nasobica,
pripadne fotonasobica alebo Faradayovej klietky. Vysledkom hmotnostnej detekcie je relativna
pocetnost’ jednotlivych i6nov na pomere m/z - hmotnostné spektrum.

Existuje niekol’ko r6znych hmotnostnych analyzatorov, z ktorych su v spojeni HPLC-MS
(podla ucelu analyzy) pouzivané hlavne kvadrupdlové analyzatory (jednoduchy kvadrupol,
trojity kvadrupol), ibnova pasca a analyzator doby letu, pripadne cenovo naro¢nejsi Orbitrap.
Bezkonkurencne najvykonnej$im, ale inajdrah$im hmotnostnym analyzatorom, je ibnova
cyklotronova rezonancia.

Trendom v sucasnej komplexnej kvantitativnej analyze je vzostup vyznamu hybridnych
hmotnostnych dizajnov, napr. uz zmiefiované¢ho trojit¢ho kvadrupdlu (QqQ). Prvy kvadrupol
izolyje prekurzorovy i6n, druhy kvadrupol slizi ako kolizna cela a treti kvadrupol pre izolaciu
fragmentovych i6nov. Dal§imi spojeniami st TOF-TOF, pripadne kombinacie Q-TOF, IT-TOF
apod [3,22].

3.15 HPLC médy

Chromatografia na normalnych fazach

Termin ,,normdlne fazy*“ odkazuje na vyvojovo prekonané obdobie, ked’ to bol Cisty
silikagél ako jedna z prvych stacionarnych fiz, ktorého pouzitie v HPLC bolo Standardom.
V stcasnosti sa vtomto mode pouzivaju predovSetkym silikagélové sorbenty modifikované
polarnymi funkénymi skupinami (-NHz, -CN, diol). Polarny povrch stacionarnej fazy je
v kontraste k mobilnej fize opacnej polarity, ktorou byva nepolarne organické rozpustadlo

(hexan, heptan apod.) s primesou polarnejSicho rozpustadla (izopropanol, terc-butanol, etanol
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apod.). Retencia je vysledkom adsorpcie analytu k povrchu stacionarnej fazy, napr.
prostrednictvom vodikovych mostikov. Chromatografia na normalnych fizach sa pouziva pri
separacii polarnych latok, no byva casto spojend s problémami rozpustnosti polarnych latok

Vv organickej mobilnej faze [3].

Chromatografia na reverznych fizach

KedZe chromatografia na revernych fazach vyuZiva kombiniciu malo polarnej
staciondrnej fazy a mobilnej fazy, ktora je omnoho polarnejSia nez na normalnych fazach, posobi
RPLC oproti jej predchodkyni akoby vymenena, t.j. reverzna. Strmy narast popularity RPLC
separacii od polovice 70. rokov suvisel so zavedenim chemicky modifikovanych silikagélovych
sorbentov. Dnes je RPLC jednozna¢ne uznavana za dominantny chromatograficky mod a za prva
vol'bu v separaciach neutralnych i ionizovateI'nych latok. Vo farmaceutickej analyze sa takmer
vyluc¢ne jednd o latky viac alebo menej kyslé ¢i zasadité, preto sa vyzaduje pouzitie pufrovanej
mobilnej fizy o vhodnom pH vodnej zloZky. Organicku Cast’ tvori relativne polarne rozpustadlo
mieSateI'né s vodou (acetonitril, metanol, menej izopropanol, ¢i tetrahydrofuran). Retencia je
dosledkom rozdelovania separovanych molektl z mobilnej fizy na hydrofobny povrch
stacionarnej fazy. Zakladnym typom reverznej stacionarnej fazy je oktadecylsilikagélova kolona,
ktord poskytuje efektivne a reprodukovatelné vysledky a je ponukana vdcSinou vyrobcov

v hojnom zastupeni rozmerov a vlastnosti [3].

I6n-parova chromato grafia

Separacné podmienky i6n-parove] chromatografie byvajii zhodné s podmienkami
typickymi pre chromatografiu na reverznych fizach sjedinym rozdielom, ze mobilnd faza
obsahuje malé mnozstvo tzv. idn-parového aditiva (napr. kvartérne amoniové soli, alkylsulfonaty
apod.). Aditivum interaguje s opacne nabitymi i6nmi zo vzoriek za vzniku idnového paru
0 vyssej hydrofobicite. [6novy par je nasledne na sorbente zadrZiavany reverznymi interakciami.
Ion-parova chromatografia je vhodna v analyze organickych kyselin a zasad, ak tieto analyty

vykazuj nedostato¢nu retenciu v RPLC [1,3].

I6nova chromato grafia

Mechanizmus retencie spociva v interakcii elektricky nabitych molekul analytu s opa¢ne
nabitymi funkénymi skupinami naviazanymi na staciondrnej faze. Podl'a typu funk¢nej skupiny

sa stacionarne fazy rozdel'yju na kationové ionexy (-SOzH je silny katex, -COOH slaby katex)
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a aniénové ionexy (-NR;" je silny anex, -NH, slaby anex). Separaéné chovanie je ovplyvnené
takmer vyhradne ndbojom povrchu sorbentu. Do vysledkov separécie sa premieta aj konkurencné
chovanie aditiv pridanych do mobilnej fazy. Hlavné uplatnenie i6novej chromatografie je mozné
najst Vanalyze i6nov anorganickych kovov, niektorych organickych latok nesucich

ionizovatel'nu funkénu skupinu (napr. karboxylové kyseliny) a Vv separaciach rozmanitych typov
biomolekul [3,23].

HILIC chromatografia

Chromatografia zaloZzend na hydrofilnych interakciach (Casto spojovana s vodnou
chromatografiou na normalnych fazach [24]), je dynamicky sa rozvijajacim HPLC separa¢nym
médom posledného obdobia. Stacionarne fazy v HILIC sa polarne, avSak mobilna faza na
rozdiel od NPLC obsahuje vysoké percento relativne polarneho organického rozpustadla
(najCastejSie acetonitrilu) S pridavkom vodnej zlozky (3 - 40 %). ZvySenie retencie latok byva
dosledkom znizenia obsahu vodnej zloZky v eluente. Reten¢né poradie byva opa¢né nez v RPLC
usporiadani. Zakladnymi retencnymi mechanizmami st rozdelovanie a adsorpcia, avSak
zastipenie mozu mat taktiez ionové interakcie aaj dalie interak¢né deje. Interakéné
mechanizmy zucastiiyjuce sa diskriminacie pikov v HILIC neboli doteraz definitivne objasnené.
HILIC je urCena pre Separacie vel'mi polarnych latok. Praktické upotrebenie nachadza napr.
v analyze hydrofilnych lieciv, oligosacharidov, aminokyselin, peptidov atd’. [25-27].

Chiralna chromato erafia

Tento Specificky typ HPLC chromatografie nasiel vyznamné uplatnenie pri hodnoteni
enantiomérnej Cistoty latok. AKo sorbent sa najcastejSie pouzivaju chiralne stacionarne fazy,
avSak chiralne separovat’ latky je mozné aj pridavkom malého mnozstva chiralneho selektoru do
mobilnej fizy S naslednym pouZzitim niektorej achirdlnej kolony, pripadne derivatizaciou
chirdlnej latky s naslednym rozdelenim diastereoizomérov. V zavislosti na druhu chirdlneho
sorbentu prebicha separacia bud’ na normalnych fazach alebo v obratenom usporiadani, ojedinele
je tuUspech mozné dosiahnut’ aj vpolarno-organickom mode. V ramci chromatografickych
procesov sa uplatiuji rdéznorod¢ interakéné mechanizmy objavujice sa pocas HPLC na
normalnych fizach, na reverznych fazach i v idnovej chromatografii, vzdy vSak Specifické voci

optickym antipédom [3,17].
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Gélova chromatografia

Gélova chromatografia rozdeluje analyzované latky v roztokoch podla molekulovej
hmotnosti na zdklade rychlejSiecho vyluCovania vi¢Sich molekul z pérov sorbentu (gélu).
Nedochadza k ziadnym Specifickej$im interakcidm medzi analytom a stacionidrnou fizou.
Rozdel'uje sa na gélovua filtracnt chromatografiu (hydrofilné gély - vodné roztoky) a gélova
permeacnu chromatografiu (polymérne gély - organické rozpustadld). Pouziva sa K separacii
a charakterizacii analytov podl'a molekulovej hmotnosti a ako preparativny nastroj pri ziskavani

purifikovanych biomaterialov [3].

3.1.6 Interpretacia vysledkov

HPLC analyza umoznuje hodnotit nezname vzorky z kvalitativneho aj kvantitativneho
hladiska.

Kvalitativna analyza sluzi k identifikacii Struktiry analytu. HPLC technika nie je
idealnym nastrojom pre kvalitativnu analyzu, avSsak napriek tomu je vhodny HPLC systém
schopny za definovanych podmienok poskytovat cenné informacie na zaklade zhody retencnych
Casov piku v analyzovanej vzorke s retenénym c¢asom v roztoku Standardu. Tento postup je
Siroko vyuzivany v liekopisnych skuskach identity latok [6,7]. K definitivnemu owvereniu
totoznosti latky slizi kombinacia HPLC s vhodnou MS detekciou, pripadne infracervena
spektrometria alebo nuklearna magneticka rezonancia.

Ozajstné vyhody HPLC vystupia do popredia v pripade kvantitativnej analyzy. HPLC je
suverénne najbeznejSou laboratornou metodikou schopnou kvantifikovat’ obsah latok vo
vzorkach. Mierou koncentracie (mnozstva) latky vo vzorke je plocha piku (event. vyska
u stopovej analyzy), ktoré sa ¢iselne vyjadruje vhodnou integraciou.

Spolahlivé pouzitic HPLC konceptu v kvantitativnej analyze podmietiuje zopar aspektov:

e Reprodukovatelnost HPLC systému i prevodu signalu detektoru na odozvu v Case

e Experimentalne HPLC podmienky schopné rozlisenia pikov na zakladnt liniu

e Vykon HPLC syst¢mu vyhovujuci nastavenym poziadavkdm definovanym napr. v teste
sposobilosti

e Primerana kalibracia HPLC systému podmienujaca stanovenie obsahu vzhladom

k znamemu mnozstvu referenéného Standardu [3]
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Kvantifikdcia obsahu je moZna niekol’kymi pristupmi [3,5,6]:

e Metoda vonkajSieho Standardu - plocha piku vroztoku Standardu latky o presne zname;j
koncentracii je imerna ploche piku v roztoku vzorky o neznamej koncentracii. Takyto
postup je v kontrolno-analytickej praxi najtypickejsi. Vyzaduje sa mat’ Kk dispozicii
Standard hodnotenej latky o presne znamej Cistote.

e Metdoda vnutorného Standardu - skor nez sa roztoky Standardu a hodnotenej vzorky
analyzujt, je K nim pridané presne zname mnozstvo vnitorného Standardu. Vnutorny
Standard je latka spravidla s podobnym chromatografickym chovanim. V MS analyze sa
Casto voli izotopicky znaCeny analyt, ktory ma totozné chromatografické chovanie.
Pomer ploch oboch pikov v roztoku §tandardu o presne znamej koncentracii je umerny
pomeru ploch vroztoku vzorky o neznamej koncentracii. Tento postup ma Svoje
nezastupiteI'né miesto v bioanalytickej praxi.

e Normalizaéna metoda - vyjadruje percentudlny obsah danej latky z celkovej plochy pikov
vietkych latok vroztoku vzorky. Zanedbavaju sa piky pochadzajuce zroztoku blanku
a piky pod limitom zanedbatel'nosti, ktory obvykle zodpoveda citlivosti metody. Pouzitie
je orientované na aplikdcie, vktorych je =znalost relativnej koncentracie viac
vypovedajica nez absolutny obsah. Typickym prikladom je priebezna vyrobna kontrola
kvality liecivych substancii. Na zretel’ je niekedy potrebné vziat' rozdiely odozvovych
faktorov (RF) pritomnych latok. RF vyjadruje vztah velkosti odozvy signalu (plocha
piku A) na koncentracii latky (c) (11).

RF =2
C

(11)

e Kalibra¢ny postup - odozva signalu sa urci na niekolkych koncentracnych hladinach

latky a vypocita sa kalibra¢na funkcia, ktora poslazi pri vypocte obsahu.

3.1.7 UHPLC

Neprehliadnutelnym trendom poslednych rokov je rapidny narast oblibenosti
analytickych kolon kratSich nez je bezné v HPLC s priemerom c¢astic okolo 2 um. Efektivita
separatného procesu na podobnych mikrocasticovych kolonach je vdosledku vicsieho
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Specifického povrchu vyssia nez uanalogickych HPLC kolon. U pokro¢ilych sorbentov nie je
efektivita separacie natol’ko vyrazne ovplyvnena prietokom mobilnej fazy. Potrebnu dobu
analyzy je tak mozné skracovat’ vys$im prietokom pri zachovani separa¢nej u¢innosti.

Vyhodnému pouzitiu dostupnych Casticovych sorbentov o priemere zrn okolo 2 um vsak
stoja v ceste tlakové limity beznych HPLC systémov schopnych dlhodobo pracovat’ maximalne
do cca 400 barov. Tato skutoCnost viedla k prudkému rozvoju ultravysokot¢innej UHPLC
techniky konstruovanej na pracovné tlaky 600 - 1200 barov (chromatograf Shimadzu Nexera®
zvlada tlak az 1300 barov [28]). V suCasnosti su na trhu dostupné robustné UHPLC kolony
naplnené monodisperznymi poréznymi Casticami s priemerom 1,5 - 2,1 um. UHPLC kolony
nachiddzaju stale viac aplikdcii vo farmaceutickej, biomedicinskej a enviromentdlnej analyze
[29].

UHPLC chromatografsa vyznacuje konstruk¢nymi opatreniami minimalizujicimi objem
extrakolonového priestoru ako napr. uzsie kapilary a mensi vnatorny objem HPLC kompenentov
(pumpy, davkovacie sluc¢ky, kolony, detekéné cely). VSetky upravy vedu k dosiahnutiu vyrazne
uzsich zon separovanych latok. Spolahlivé zaznamenanie takto uzkych pikov v eluente kladie
kvalitativne naroky aj na schopnosti detektoru (frekvencia zberu dat). Obsluha UHPLC
chromatografu je prakticky zhodna s beznym kvapalinovym chromatografom s obmedzeniami
v maximalnej pouzitelnej hodnote prietoku a objeme nastreku [3]. NajddlezitejSou vyhodou
UHPLC je niekolkonasobne vysSia rychlost analyz vzhladom k mimoriadnej separacnej
kapacite UHPLC sorbentu a niekedy aj vyssia citlivost’ detekcie [29-31]. Hlavnym problémom
byva pokles separa¢nej u€innosti nasledkom tepla vznikajuceho trenim za vysokych tlakov, ktoré
sa prejavuje radialnymi teplotnymi gradientami Vo vnutri chromato grafickej kolony [32].

Vzhladom k exponencidlnemu narastu spédtného tlaku ako funkcii rozmeru Castice je
kazda d’alSia miniaturizacia zfn stacionarnej faze (napr. pod 1 um) vel'mi obtiazna, avSak
V literatre uz je mozné najst zmienky o separacnych aplikaciach kolon s priemerom castic pod
1 um [33].

3.2 POPIS ZIRKONIOVYCH HPLC STACIONARNYCH FAZ

Celosvetovo zauzivanou praxou z hl'adiska pouzitia je jasna prevaha klasickych HPLC

stacionarnych faz odvodenych od amorfného SiO; - silikagélu. Vzhl'adom k dlhodobému $tudiu
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jeho vlastnosti, trvajicemu od pociatkov HPLC, je mozno medzi hlavné dovody dominancie
silikagélovych nosi¢ov stacionarnych faz zaradit’ takmer dokonalt znalost’ chemickych vlastnosti
silikagélu a excelentne zvladnuta technologiu reprodukovatelnej chemickej modifikacie jeho
povrchu.

Idealna HPLC stacionarna faza méze byt definovana tymito charakteristikami:

e Variabilny fAzovy pomer a nasledne retentivita a kapacita stacionarnej fazy

e Dlhodoba stabilita vo¢iagresivnym mobilnym fazam (nizke a vysoké pH)

e Mechanicka pevnost’ pri vysokotlakovych aplikaciach a pocas plnenia sorbentu
e Castice sférické s vysokym $pecifickym povrchom a uzkou distribticiou

e Poéry otvorené, poprepdjané, umoziujuce rychly prenos hmoty

e Nosi¢ stacionarnej fazy rezistentny teplotnej a chemickej degradacii

e Povrch nosica energeticky homogénny, avSak chemicky modifikovatel'ny

e Minimalne bobtnanie polymérnych faz a polymérnych vrstiev [34,35]

Z uvedenych bodov vyplyva, Ze silikagél nie je zd’aleka idedlnym materidlom pre HPLC
pouzitie vzhladom k tomu, Ze mé hned’ niekolko zjavnych slabin. Bezné RPLC silikagélové fazy
si dlhodobo stabilné iba vrozsahu pH 3 - 7 [36]. VKyslom pH dochadza k hydrolyze
siloxanovej vizby a naslednej strate viazanej stacionarnej fazy, zatial ¢o alkalické pH vedie
Kk rozptstaniu samotnej silikagélovej kostry stacionarnej fazy. Rozklad potencuju aj niektoré
bezné pufry (fosfore¢nan, uhli¢itan). Teplota nad cca 40 °C ma d’alsi silny destabilizujuci efekt
na silikagélovu matricu, ale aj na viazanua stacionarnu fizu. Problematickym aspektom RPLC
analyzy zasaditych latok byva pritomnost’ vol'nych silanolovych skupin prejavujuca sa horSou
separacnou efektivitou. Aj ked vyvoj reverznych silikagélovych faz neustile napredyje, coho
dokazom je zlepSenie chemickej stability v kyslom (pH 1) ako aj zasaditom prostredi (pH 12)
[3,9,34], popri tomto diani sa do popredia zaujmu Sirokej odbornej verejnosti dostavaju
alternativne materialy pre HPLC. NajnadejnejSimi kandidatmi prekonavajucimi silikagél hlavne
v stabilitnych aspektoch st oxidy prechodnych kovov.

Chromatografické schopnosti boli experimentdlne overené u niekol’kych oxidov kovov

(ZrOz, TiO2, ALO3, CeO,, HIO; atd’.) [37-40]. V sucasnosti sa v§ak hlavna pozornost’ venuje
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predovsetkym oxidu zirkoni¢itému, pripadne oxidu titani¢itému. HPLC sorbenty na baze ZrO;
a TiO; st si pomerne blizke po fyzikalno-chemickej stranke ako aj z perspektivy HPLC. Vdaka
zlozitejSim interakénym dejom na povrchu oxidu kovov st ich chromatografické vlastnosti iba
malo podobné so silikagélom [41,42]. Porovnanie vybranych vlastnosti zirkoniovych sorbentov

so silikagélom a syntetickymi polymérmi je vidiet' v Tab. 1.

Tab. 1 - Porovnanie chromatografickych vlastnosti ZrO», SiO2 a polymérnych nosicov (++ =
vynikajuci, + = dobry, - = slaby) [43,44].

Vlastnost ZrO; (TiOy) SiO; Polymér
Mechanicka stabilita ++ ++ +
Plocha $pecifického povrchu ++ ++ ++
Kontrola porovitosti ¢astic ++ ++ +
Kontrola rozmerov Castic ++ ++ ++
Chemicka flexibilita ++ (+)* ++ +
Energetickd homogenita - - +
Bobtnanie + + .
Chemicka stabilita (extrémy pH) ++ - ++
Teplotna stabilita ++ - +

* ++ vzhladomk vyvoju stabilnej DB-C18 zirkoniovej fazy, + pre TiO»

Délezitym faktorom rozSirujicim stale vidcSie povedomie o zirkoniovych stacionarnych
fazach je komeréna dostupnost niekolkych typov ndpliovych kolon pre zakladné
chromatografické moédy od vyrobcu ZirChrom Separations (Anoka, USA) [45]. Pod ozna¢enim
Discovery® existujti na trhu zirkéniové RPLC kolony firmy Supelco (Bellefonte, USA) [46].
Zirkoniovy sorbent od oboch zdrojov sa vyznaCuje 3, 5, 10 a25 pum priemerom
monodisperznych &astic, unifikovanym $pecifickym povrchom 30 m?/g a velkostou pérov
30 nm. Pre t¢ely UHPLC boli nedavno pripravené Zr-PBD a b-ZrO, sorbenty o priemere Castic
1,9 um [45]. VSetky dostupné zirkoniové HPLC stacionarne fazy su prehladne uvedené
v Tab. 2. Okrem zirkoniovych kolon ponuka firma ZirChrom Separations aj dve titanové
stacionarne fazy Sachtopore® (Sachtleben, Nemecko) bud pre NPLC (&isty TiO) alebo pre

RPLC (polyetylénom modifikovany TiO3) [42,47].
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Vzhladom k primarnemu zameraniu na alternativne RPLC zirkoniové fazy sa bude

daliia cast’ dizertatnej prace orientovat’ takmer vyhradne iba na popis stacionarnych faz

odvodenych od ZrO,.

Tab. 2 - Komer¢ne dostupné zirkoniové kolony firmy ZirChrom Separations [45].

Produkt PouZzitie Typ modifikacie ZrO, | pH rozsah | Max. teplota
Zr-PBD RPLC fyzikalny (PBD) 1-14 150 °C
Zr-PS RPLC fyzikalny (PS) 1-13 150 °C
Zr-CARB RPLC fyzikalny (uhlik) 1-14 150 °C
DiamondBond C18 RPLC vizba Cig na Zr-CARB 1-14 200 °C
Zr-EZ RPLC koordinacia na Zr-PBD 1-10 50 °C
Zr-MS RPLC koordinacia na Zr-PBD 1-10 50 °C
Zr-SAX Silny anex fyzikalny (PEI) 1-12 80 °C
Zr-SHAX Silny anex fyzikalny (PEI) 1-12 80 °C
Zr-WAX Slaby anex fyzikalny (PEI) 3-9 50 °C
Zr-WCX Slaby katex koordinacia (fosfat) 1-10 50 °C
Zr-PEZ Katex koordinacia (EDTPA) 1-10 50 °C
Zr-PHASE NPLC ¢isty ZrO; 1-14 150 °C
Zr-Chiral S(LEV) Chiralna LC koordinacia N/A” N/A
Zr-Chiral R(NESA) | Chiralna LC koordinacia N/A N/A
Zr-Chiral S(NESA) | Chiralna LC koordinacia N/A N/A™
Zr-Chiral S(PG) Chiralna LC koordinacia N/A N/A
Zr-Chiral R(PG) Chiralna LC koordincia N/A” N/A
Zr-Celluloze Chiralna LC fyzikalny (celuldza) N/A™ N/A™

* Nie je aplikovateI'né.

3.2.1 Selektivita na ZrO,

Chemické procesy odohrdvajice sa na povrchu ZrO; st dost' odliSné od procesov

participyjucich na retencii latok na silikagéle. Vzhl'adom k nizkej hodnote pH, pri ktorom je

zdanlivy naboj povrchu nulovy, je silikagél schopny iba vymeny kationov, zatial ¢o oxidy

zirkOnia, titdnu alebo hliniku sa spravaji ako amfotérne ionexy. Vel'mi vyznamny dopad na
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pracu s kovovymi oxidmi v HPLC mé pritomnost’ Lewisovych kyselin Zr'Y na ich povrchu, ktora
vyvolava ligandovu vymenu s Lewisovymi zdsadami. V tomto momente je nutné si uvedomit’, Ze
napriek akejkol'vek snahe o Gplna eradikaciu vplyvu Lewisovych kyselin nie je znaAmy postup,
ktory zablokuje vSetky aktivne miesta. RPLC zirkéniové sorbenty preto takmer vzdy pontkaju
ojedinely tzv. zmieSany retenény mechanizmus. Celkova retencia byva vysledkom pestrych
interakcii molekul analytu s hydrofébnou vrstvou (polymér, uhlik), d’alej id6novych interakcii
a interakcii Lewisova kyselina - Lewisova zisada. Ktory zprispevkov je dominantny zavisi
hlavne na type analytu, type pufru (pripadne aditiva charakteru Lewisovej zasady), pH a i6novej
sile a obsahu organickej zlozky v eluente [44,48].

Selektivita RPLC fazy je v pripade analyzy latok bez ionizovateI'nych funkénych skupin
ovlddana vyhradne reverzno-fazovymi interakciami. Napr. u Zr-PBD fazy prevlada rozdel'ovaci
mechanizmus sprostredkovany Van der Waalsovymi silami, kym na Zr-CARB dominuje
adsorpcia na planarny povrch vdaka m-m interakciam [48,49]. Organické zisady mozu
v zavislosti na pH vykazovat zmieSany retencny modd so zastipenim reverzno-fazovych
interakcii  a katibnovej vymeny [50], kym v retencii silnych Lewisovych zasad
(organofosforeCnany, karboxylaty atd.) typicky panuje ligandovo-vymenno/reverzno-fazovy

reten¢ny mechanizmus [34].

I6nova vymena

Podl'a Bronstedovej tedrie mozu mat hydroxyly na povrchu ZrO; bud kyslé alebo

zasadité vlastnosti [34,44].

Zr-OH+H" Zr-OHy* [Ki] (12)
Zr-OH + OH « Zr-O" + H,O [K2]  (13)

V zavislosti na pH mobilnej fazy je ZrO; schopny vymeny aniénov alebo kationov, ako
dosledku disociacie resp. protonizacie hydroxylovych skupin na povrchu ZrO,. Naboj Cistého
ZrO; v kyslom prostredi je kladny kvoli ochote povrchu prijimat’ protony. V zisaditom prostredi
je naboj opaény, ked’Ze hydroxylové skupiny disociuju na zirkonolové aniony. Ekvivalentné

mnozstvo pozitivne nabitych Zr-OH," anegativne nabitych skupin Zr-O” udéva povrchu fizy
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celkovy nulovy naboj. Patricné pH zodpovedajuce izoelektrickému bodu sorbentu sa oznacuje

ako pHpzc @ zavisi na ioniza¢nych konstantach (14) [34,44].
pH pc — 05- (pKl + pKz) (14)

Oproti silikagélu (pHpzc = 3) sa pH izoelektrického bodu oxidu zirkoni¢it¢ho udava
vrozmedzi pH 6 - 8 [41,44]. Cisty ZrO; teda funguje ako meni¢ aniénov v kyslom pH a naopak
funguje ako meni¢ kationov v alkalickom pH. Iénovo-vymenné vlastnosti ZrO; sa javia byt
podobné chovaniu na TiO, (pPHpzc medzi pH 5 az 6), avSak pomerne rozdielné oproti oxidu
hlinit¢mu [34,51]. Do vysledkov sa vyrazne premietaju zlozky eluentu s vlastnostami
Lewisovych zasad, pretoze dynamickou modifikaciou udel'yju stacionarnej faze zaporny naboj
a vlastnosti katexu. Pre zirkoniové RPLC stacionarne fazy zostavaji v platnosti vsetky uvedené

tvrdenia, ked’Zze modifikovany povrch ZrO; stale uchovava schopnost’ ibnovej vymeny [50,52].

Ligandovi vymena

Atomy prechodnych kovov maju prazdne d-orbitaly, a teda vyborné elektron-akceptorové
vlastnosti, takze funguju ako silné Lewisove kyseliny. Schopnost’ ligandovej vymeny prameni
zpritomnosti volnych Lewisovych kyselin na atémoch Zr'Y. Odhadovand koncentricia
Lewisovych kyselin na povrchu &istého ZrO, je 4 - 5 mM/mm? [53]. Klugova Glohu pocas
ligandovej vymeny maja koordina¢ne viazané molekuly vody, ktoré¢ moézu byt nahradené inou
Lewisovou zisadou. Cim je konkurenéni Lewisova zisada silnejdia, tym je vymena ligandov
lahSia a rychlejSia. Znova plati, Ze zavedenie polymérov alebo uhlikovej vrstvy na polarny
povrch ZrO, nezablokuje zirkoniovy powvrch stopercentne a vyznam interakcii Lewisova
kyselina-Lewisova zasada ostava nad’alej aktualny [34,44].

Chemické rovnovahy ustalené na povrchu ZrO, moézu byt popisané rovnicami ligandovej
vymeny medzi Lewisovou zasadou rozpustenou Vveluente L; a konkurenénym analytom typu

Lewisovej zasady L, [44,54]:

ZI(OH)(H,0) + Ly <  Zr(H,0) Ly +OH  (15)
ZI(OH)(H,0) +Li7 <  Zr(OH) Ly +H,0  (16)
ZI(OH)(H,0) + Ly <  Zr(H,0) L, +OH  (17)
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ZrOH)(H,0) + Ly <« Zr(OH) L,” +H,O  (18)
Zr(OH)L;" +L o Zr(OH) Ly + Ly (19

Rovnice (15) a (16) charakterizujii ustalenie rovnovahy pocas ekvilibracie stacionarnej
fazy mobilnou fazou s obsahom zasady L;. Ostatné rovnovazne rovnice zobrazuju ligandovu
vymenu pocas separacie analytu L, s vlastnostami Lewisovej zasady.

Ochota konkrétnej Lewisovej zasady interagovat’ so silnymi Lewisovymi kyselinami Zr'"
je funkciou jej elektronovej hustoty a schopnosti polarizicie. Cim je elektronova hustota vyssia
a polarizovateI'nost’ nizSia, tym silnejSiu ligandovl interakciu mozeme ocakavat. NajsilnejSou
monovalentnou Lewisovou zasadou je hydroxylovy anion [44,54,55]. Na podklade velkého
poctu derivatov kyseliny benzoovej bola vypracovana cluotropicka Skala Lewisovych zasad
[44,55], v ktorej sila interakcie klesa v poradi:

Fosfore¢nan > Fluorid > Citrat > Siran > Octan > Mravenéan > Dusi¢nan > Chlorid.

Na rozdiel od vysledkov dosiahnutych na silnom silikagélovom anexe bola na ZrO;
pozorovana linearna korelacia medzi log k a pKa kyselin. To znamena, ze retencia kyselin na
ZrO; bola vyvolana ligandovou vymenou a nie vymenou anionov [54].

Vzhladom k silnym ligandovym interakcidm ZrO; a nasledne pomalej disociacnej
kinetike dochadza pri analyze Lewisovych zasad Kk vyraznému poklesu separacnej efektivity
chromatografie ¢asto spojenej s reverzibilnym zachytom analytu na kolone. RieSenim podobného
stavu je pouzitie silnejSej Lewisovej zasady ako zloZky eluentu, ktora koordinacné miesta obsadi
a docasne zablokuje. Napriklad silné Lewisove zasady fluorid, fosfat, polyvalentné organické
ligandy ¢i organofosfonaty ako zloZky mobilnej fazy, umoznili separaciu celého spektra kyslych,
bazickych a neutrdlnych proteinov na ¢istom ZrO;. Retencia proteinov bola vysledkom
kombinacie i6novych a ligandovych vymien s povrchom stacionarnej fazy [34,56].

Pri praci so zirkoniovymi faizami s s vyhodou uprednostiiované fosfatové soli, ktoré
nesu funkciu pufru a stcasne aj funkciu silnej Lewisovej zdsady. Zr-PBD faza dynamicky
modifikovanad fosfatom vykazuje silny povrchovy negativny ndboj, a teda zmieSany retenény
mod aj v kyslom eluente [57], ¢im je umoznena efektivna separacia slabych Lewisovych zasad
(napr. karboxylovych kyselin).

Fluoridové soli (napr. NH4F) poskytujii oproti inym Lewisovym zdsadam zaujimava

selektivitu. Pouzitie fluoridu do mobilnej fazy je vSak limitované na pH > 4, pretoze inak vznika
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kyselina fluorovodikova, ktora rozpusta nosi¢ a ma korozivny vplyv na HPLC chromatograf.
Uprava zloZenia eluentu fluoridovymi aniénmi sa ¢asto prevadza formou primesi do pufrovanej
mobilnej fazy [58,59].

Vseobecne je mozné konStatovat, Ze vyber a koncentracia pufru, volba jeho kationu
ii6nova sila a pH eluentu su premenné, ktorymi je mozné efektivne ovplynovat' selektivitu
kazdej separacie zmesi kyslych alebo zasaditych latok [52]. Napriklad zvySenim koncentracie
pufru z20 mM na 100 mM je mozné retenciu kationickych analytov znizit’ aj o viac nez 50 %
[52]. Nezvycajny vplyv typu pufru na selektivitu bol preukdzany na retencnom chovani N-
metylovanych piperidinov oproti N-desmetylderivitom. Preferenény narast retencie N-
desmetylpiperidinov v kyslom pH pri pouziti pufiov s minimalne dvoma negativnymi nabojmi
bol pripisany i0n-parovym mostikom medzi kladne nabitym zirkoniovym povrchom

a molekulami protonizovanej zasady [60].

3.2.2 Stabilita ZrO,

Mimoriadna stabilita ZrO, méze byt objasnend na ziklade chemickej Struktury. Oxid
zitkoni€ity pouzivany pre HPLC ftcely je stimerny podla monoklinickej kryStalograficke)
ststavy. Energia Zr-O vizby je porovnateI'na s Si-O vdzbou (okolo 185 kcal/mol), avSak zatial
¢o kazdy atdm kremika sa viaZze so Styrmi kyslikmi, koordina¢né Cislo zirkonia je az sedem [44].

Praktické vyhody vyplyvajuce z vynikajicej stability akéhokol'vek sorbentu su [34,61]:

e Lepsia zivotnost kolony = niz$ie ndklady na analyzu
e Vicsi vyuzitelny rozsah pH a teploty = flexibilita pocas vyvoja robustnych metod
e Nizie ,krvacanie* kolony = efektivnejSie pouzitie MS alebo ELSD detekcie

e  Moznost’ preplachu kolony v drsnych podmienkach bez poskodenia sorbentu

Na zidklade mnohych stabilitnych testov v kyslom, no predovsetkym alkalickom pH, je
mozné aj u najpokrocilejsich silikagélovych RPLC sorbentov hovorit’ o kratkodobej stabilite,
avSak stabilita retencie a u¢innosti na ZrO; v extrémnych hodnotach pH sa nemeni dlhodobo
[34,44]. Oxid zirkoniCity je absolutne stabilny v celom rozsahu pH 1-14. Stabilita ¢ist¢ho ZrO»
ako aj Zr-PBD fazy bola demonstrovana nickol’kohodinovou eluciou extrémne kyslou mobilnou

fazou (1 M HCI) a tiezdlhodobym vystavenim alkalickému prostrediu (1 M NaOH) pri teplote
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100 °C. Koncentracia zirkonia v eluente bola pod limitom detekcie atdmovej spektralnej analyzy

[34,44]. ZrO, sa vSak rozptsta Vv niektorych silnych mineralnych kyselinach (HF, koncentrovana
H,SO4 a HNO3) [44].

3.2.3 Priprava sorbentu ZrO, pre HPLC

Aby boli vytvorené predpoklady pre praktické vyuzitie sorbentov v modernej HPLC, je
nutné vyvinut reprodukovateI'né postupy vyroby monodisperznych idedlne gulovitych Castic
spriemerom 2 - 5 um (max. 10 pum), aby bolo zabezpecené ich efektivne plnenie do kolon.
Rozhodujucim hladiskom nebyva ani tak celkova plocha povrchu stacionarnej fazy alebo jej
poréznost’, ale skor majoritné zastupenie mezoporov (priemer jednotky az desiatky nanometrov)
veduce k dostato¢ne rychlej difiznej kinetike. Odpor prenosu hmoty vo vnutri kolony musi byt

¢o najniz8i, aby sa minimalizovalo roz§irovanie separovanych zon [9,34].

Casticovy sorbent

Priprava mikrocastic ZrO; je zalozena na agregacii stabilného koloidného roztoku oxidu
zirkoni¢it¢ho. Koloidny roztok ZrO; je pripraveny rozpustenim zirkoniCitej soli (napr. ZrCls) vo
vode pri pH, vktorom je rozpustnost vysoka. Precipitacia koloidného roztoku moéze byt
nasledne indukovand nahlou zmenou pH alebo prostou hydrolyzou za vzniku pomerne
monodisperzného mikrokrystalického koloidu ZrO,, ktory sa tymto postupom Tahko pripravuje
aj pre d’alsie priemyselné spracovanie.

Priprava mezoporéznych mikrocastic agregaciou roztoku koloidu ZrO, sa da docielit

niekol’k ymi postupmi:

e VysuSenie precipitovaného krystalického koloidu ZrO; (napr. sprejovym suSenim),
nasledné sintrovanie pri vysokej teplote a triedenie ¢astic podla velkosti.

e EfektivnejSou metddou pripravy sférickych castic ZrO; s vysokym podielom mezopdrov
je dispergacia roztoku koloidu do olejovej fazy za vzniku emulzie. Ked'Zze je voda
Z kvapociek koloidu extrahovand, dochadza ku gelacii a tvorbe mezoporéznej Struktury
[62], ktora je nasledne suSena a sintrovana. Postup je mozné pridavkom vhodnych
¢inidiel modifikovat’ za vzniku monodisperznych gulovitych cCastic s velkostou pérov

a poréznostou Sitou dokonca na mieru [34].
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e Pokro¢ilym postupom syntézy mikrocastic ZrO; je agregacia roztoku zirkdniového
koloidu indukovand polymeriziciou. Pre vyvolanie agregicie sa s obl'ubou pouZiva
mocovino- formaldehydova Zivica syntetizovana in situ, ktora je po terminacii syntézy
Vramci sintrovacieho procesu spalend. Vysledkom su mechanicky odolné vysoko

porézne Castice sférického tvarus vynikajicou monodisperzitou [34,63].

Priprava mikroporézneho zirkoniového sorbentu S priemerom monodisperznych cCastic
rovnym 1 um bola dosiahnutd metdédou zaloZzenou na hydrolyze zirkdniového alkoxidu
v butanole. Miera hydrolyzy alkoxidu bola zmiernena pridavkom mastnej kyseliny do primarne;j
zmesi. Neporézny ZrO, sorbent obaleny polybutadiénom bol ziskany kontrolovanym
sintrovanim. Sorbent bol naplneny do kremicitej kapilarnej kolony a jeho UHPLC schopnosti

boli porovnatel'né so silikagélovym ODS materidlom rovnakej velkosti [64].

Monoliticky sorbent

Intenzivny rozvoj technologie pripravy monolitickych kolon je zatial’ badatel'ny hlavne
v kapilarnej elektrochromatografii a nano-LC. Impulzom rozvoja boli elektroforetické separacie
roznych skupin latok v sklenenych kapilarach s vnutornou stenou tvorenou filmom ZrO; [65,66].

Vyvojovo prvym monolitickym materidlom vyznaCujlicim sa selektivitou zirkdniovych
stacionarnych faz bol hybridny silikagélovy monolit potiahnuty wrstvou ZrO; vo vnutri
kapilarnej kremicitej kolony, na ktorom boli testované bazické latky, aromatické aminy
aalkaloidy [67]. Vyhodou monolitickych kapilarnych kolon oproti napliovym kapilaram je
redukcia tvorby bubliniek a taktiez odpada nutnost’ fixovat’ Casticovli napln v kapilare fritou
[67]. Zo zirkdéniového alkoxidu bol neskor syntetizovany rydzo zirkéniovy kapilarny monolit
[40], okrem toho vsak aj monolit v podobe 2 cm tyce o priemere 2,3 mm [68]. Kapilarny
zitkobniovy monolit bol testovany v nanokvapalinovej chromatografii na normalnych aj
reverznych fazach [68]. Vyznam zirkéniovych monolitickych kolén je vSak nateraz iba

experimentalny.

3.2.4 Modifikacie povrchu ZrO,

D6vodom dodato¢nej modifikacie zirkéniového povrchu je potreba ziskania staciondrnej

fazy vykazujucej vlastnosti vyuziteIné pre zamyslany ucel. V pripade RPLC na ZrO; sa jedna
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0 zavedenie hydrofobicity a selektivity viac alebo menej podobnej konvenénym silikagélovym

fazam (O DS, fenylapod.). U zirtkoniovych faz existujt tri zdkladné modifika¢né principy:
e Permanentnd kovalentnd modifikacia

e Dynamickd chemickd modifikacia

e Fyzikalne pokrytie

Kovalentnd modifikacia

Kovalentne viazané stacionidrne fazy su stabilnejSie neZ stacionirne fazy pripravené
interakciou Lewisovych kyselin a z4sad alebo deponovanim polymérnej vrstvy na aktivny
povrch. ZrO;, na rozdiel od silikagélu, vSak nie je vhodny pre silanizané reakcie vzhladom
Kk podstatne niz$ej hydrolytickej stabilite vizby Zr-O-Si-R nez je priznaéné pre vizby Si-O-Si-R.
Priprave stabilnej chemicky viazanej stacionarnej fazy brani taktiez pritomnost’ premostenych
foriem zirkoniovych hydroxyskupin, ktoré vzhl'adom k Strukture a zasaditosti nie st vhodné pre
silanizaéné reakcie [44,48]. Kovalentné modifikacie zirkoniovej stacionarnej fazy boli zatial
prevedené iba na adsorbovanych organickych vrstvach.

Komeréna kolona DB-C18 bola pripravena kovalentnym ukotvenim oktadecylovych
retazcov na povrch Zr-CARB castic prostrednictvom kopulacie diazdniovej soli
oktadecylbenzénu s uhlikovym filmom deponovanym na povrchu stacionarnej fazy. Podla
vyrobcu je kovalentnd vidzba zodpovednd za vystupfiovanie stability oproti ostatnym
zirkdoniovym kolonam [45,48].

Rychly pokrok kovalentnej chémie na hydrofobizovanom zirkéniovom povrchu ani po
zavedeni DB-C18 kolony neprestava. Analogickym postupom spomocou vhodného
diazotacného reaktantu bol priamo na uhlikovom filme Zr-CARB stacionarnej fazy pripraveny
slaby anionovy meni¢ S tercidrnou aminoskupinou. Ztejto fizy bol odvodeny silny anex po
metylacii aminoskupiny metyljodidom [69]. Silny anex zalozeny na Kvartérnej aminoskupine bol
d’alej pripraveny postupom vychddzajicim zkovalentnej modifikacie uhliku sulfonovou
zlG¢eninou. Na sulfonylova funkénua skupinu boli elektrostaticky priputané latexové nanocastice

nestuce Kladne nabit¢ kvartérne aminoskupiny [70]. Reakciou kyseliny vinylfosfonovej

42



Teoreticka Cast’

a polybutadiénu na povrchu Zr-PBD fazy bola laboratérne pripravena kovalentne modifikovana

Zr-PBD stacionarna faza s vystupfiovanymi vlastnostami kationoveho menica [71].

Dynamickd modifikacia

Dynamickou modifikaciou povrchu ZrO; je dosiahnutd U¢innd deaktivacia silnych
Lewisovych kyselin. Bezne sa prevadza pridanim silnej Lewisove] zasady, typicky fosfatu,
fluoridu alebo chelatacného c¢inidla (EDTPA a pod.), do eluentu. Lewisove zisady priamo
interaguju s aktivnym povrchom ZrO» za vzniku reverzibilne modifikovaného sorbentu, ktory je
stabilny aZ kym nie je v mobilnej fize pritomna silnejSia Lewisova zdsada (OH V pripade
fosfatu). Dynamicka forma upravy aktivneho povrchu byva s obl'ubou vyuzivana pri analyzach
chemickych zlicenin charakteru slabej Lewisovej zasady (napr. karboxylové kyseliny).

Tento vratny pristup je zakladom aj pre pripravu koordina¢ne viazanych zirkéniovych
stacionarnych fdz, ktorych pH stabilita nedosahuje parametrov typickych pre ostatné typy
zirkoniovych kolon. Z komeréného pohladu sa jednd hlavne o niektoré zirkoniové ionexy
a chirdlne kolony typu Pirklovych faz. Powrch ZrO; je uniektorych ionexov dynamicky
upraveny pomocou fosfatu (ZirChrom-WCX®) alebo EDTPA (ZirChrom-PEZ®, -EZ®, -MS®).
V pripade zmienenych chirdlnych koléon je povrch castic chelatovany vhodnou Lewisovou
zasadou, na ktora sa chemicky viazu chiralne selektory (opticky ¢isté aminokyseliny) [48,72].

Laboratorne boli pripravené zirkoniové staciondrne fazy koordina¢ne modifikované
kyselinou dodecylamin-N,N-dimetylénfosfonovou [73] adalsimi molekulami pre pouzitie

V reverznom aj normalnom separa¢nom moéde [74].

Fyzikalne pokrytie

Vzhladom k polarnemu charakteru ¢ist¢ho ZrO; je mozné za reverznych podmienok
efektivne pracovat az po zavedeni tenkej vrstvy hydrofobneho plasta na povrch nosi¢a. Velky
potencial preukazala najma kombinacia oxidov kovov so vSestrannymi organickymi polymérmi,
zktorych sa pre RPLC ucely osvedcili polybutadién a polystyrén. Vyhodou tychto polymérnych
zluCenin je, Ze po adsorpcii na povrch Castice ZrO, napodobniuji Vv urcitej miere vlastnosti
a chovanie dlhodobo zavedenych silikagélovych RPLC kolon. Polybutadién predstavuje analdogiu
beznej ODS fazy, zatial' ¢o polystyrén je urCitou analdégiou silikagélovych faz s naviazanou

fenylovou skupinou [48].
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Proces depozicie a adsorpcie polyméru je regulovany krehkou rovnovahou medzi
energetickymi a entropickymi faktormi. Adsorpény proces sa vzdy snaZzi sledovat’ idedlny stav,
v ktorom tenkd homogénna vrstva deponovaného polyméru nijak neblokuje rychlemu prenosu
hmoty v poroch a Gplne pokryva vsetky neziaduce interakéné miesta (t.j. atdmy zirkdnia). Pocas
pripravy fyzikdlne modifikovanych faz je vhodné vytitrovat’ optimalne mnozstvo polymérnej
naplne. Nadbytok polyméru vo faze sice retenénu schopnost’ zvySuje, avsak vedie k upchavaniu
porov, ¢im klesa plocha aktivneho povrchu a tak aj separa¢na efektivita. Distribucia polyméru po
povrchu poréznej ZrO; Castice nie je suvisla, ale jednd sa skor 0 polymérne zhluky sustred’ujtice
sa hlavne vporoch &astice [48]. U¢innost permanentného pokrytia ZrO, polybutadiénom
dosahuje okolo 30 - 50 % podl'a mnozstva pouzitého objemu polyméru [48,49].

Popri zirkéniovych RPLC kolonach zaloZzenych na vrstve polyméru naSiel svoje
uplatnenie aj hydrofébny material Zr-CARB pripraveny nanesenim tenkého uhlikového filmu na
povrch ZrO,. Material sa priemyselne vyraba za nizkeho tlaku chemickou depoziciou par uhliku
na povrch ZrO; priteplote cca 700 °C. Efektivita pokrytia sorbentu uhlikomje az 97 % [75].

Daliim deponovanym polymérom na ZrO; je polyetylénimin, ktory nasiel komeréné
vyuzitie V idbnovej chromatografii [76]. PEI je dobrym teréom pre dodato¢nu funkcionalizaciu
ibnomenica. Stabilita polyméru je zvySena zosietovanim pomocou BUDGE a takéto kolony
funguju ako slabé anexy (ZirChrom-WAX®). Zosietovanim polyetyléniminu bud’ pomocou
hydrofobneho 1,10-dijododekanu alebo hydrofilného 1,2-bis(2-jodoetoxy)etanu a naslednou
reakciou s metyljodidom je dosiahnutd permanentna kvarternizicia idnomenica, ¢im sa z neho
stava silny anex [77]. Dva komeréné zirkoniové ionomenite (ZirChrom-SAX®, ZirChrom-
SHAX®) zaloZené na tomto chovani su stabilné pri pH 1-12 [48]. Zosietovana wrstva PEI na
zirkdniovej matrici bola experimentdlne upravend ukotvenim ziporne nabitych karboxylovych
funkénych skupin za vzniku stabilnych katexov pouzitelnych v analyze makromolekularnych
latok [78].

Poslednym komer¢ne vyznamnym materialom pripravenym fyzikdlnou adsorpciou
polyméru na povrch ZrO; je tris(3,5-dimetylfenylkarbamoyl)celuléza [79]. Je to zatial’ jedina

chiralna polysacharidova zirkoniova faiza na trhu [72].
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3.2.5 Charakteristika vybranych ZrO, kolén pre RPLC

Zr-PBD

Potiahnutie ZrO; polymérom polybutadiénu dalo zaklad prvej uspesnej zirkoniovej
reverznej stacionarnej faze [53]. RPLC vlastnosti Zr-PBD fazy boli systematicky Studované
a porovnavané s chovanim konvenc¢nych RPLC silikagélovych faz [49,50,61,80,81]. Zr-PBD
disponuje vysokou chemickou (pH 1-14) ateplotnou stabilitou (minimalne do 150 °C) aj pri
dlhodobej zitazi Zr-PBD sa vanalyze hydrofobnych nepolarnych latok typu alifatickych
a aromatickych uhlovodikov chova ako ozajstny reverzno-fazovy sorbent, tak ako je zname na
ODS. V zostavajucich situaciach, ked’ je analytik konfrontovany so separaciou ionizovatel'nych
latok Kyslej alebo zasaditej povahy, je selektivita vyrazne odlisna. Retencia tu byva vysledkom
zmieSaného retenéného mechanizmu s variabilnym zastipenim jednotlivych interakénych
zloziek v zavislosti na HPLC podmienkach (typ pufru, koncentracia, pH atd’.) a type analytu.
Napriklad pri pH > pKa dominuju ukyselin odpudivé Coulombické (elektrostatické) sily
a ligandové interakcie, zatial o vyznamnou reten¢nou silou pri analyze zasaditych latok byva
vymena kationov. Bolo potvrdené, Ze na retencii organickych zasad maju samotné reverzno-
fazové interakcie podiel mensi nez 20 %, avSak ich podiel v pripade silikagélovej ODS fazy je
viac nez 90 %. Toto diametralne odliSné separacné chovanie ZrO; pre organické zasady
vporovnani s ODS vypoveda o Uplne odlisnej selektivite a retentivite organickych zasad.

Chromatografia bazickych latok sa poklada za vel'mi cenna devizu zirkoniovych kolon [81].

Zr-PS

Oxid zirkoni¢ity modifikovany polystyrénom je chemicky a teplotne vysoko stabilny
material vyznacujuci sa na rozdiel od Zr-PBD zmenenou selektivitou vo¢i aromatickym latkam
[48,82]. Pripravuje sa kopolymerizaciou a zosietovanim vhodnych aromatickych monomérov
s naslednou fyzikalnou adsorpciou na povrch ZrO;. Selektivita Zr-PS je vyrazne odli$na oproti
inym reverznym stacionirnym fazam (Zr-PBD, ODS, fenylsilikagél). Zr-PS fiza je sice menej
hydrofébna nez Zr-PBD, avSak retencia polyaromatickych uhl'ovodikov ako aj polarnych latok je
na Zr-PS obvykle vyssia. Podobne aj pri chromatografii nepolarnych izomérov liSiacich sa
polohou fenylovej skupiny ukazuje Zr-PS vysSiu rozliSovaciu schopnost’, ktord je podobna

sorbentu na baze polystyrén-divinylbenzénovej zivice [48].
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ZmieSany reten¢ny mechanizmus na Zr-PS je oproti Zr-PBD faze bohatsi o priamu
interakciu m-elektronov fenylového kruhu s polarnymi alebo polarizovateI'nymi funkénymi
skupinami na planarnych analytoch [48,83,84]. Pozitivom Zr-PS je separacna efektivita v Case.
Na niekolkych prikladoch bolo dosiahnuté porovnatel'né ba aj lepSie rozliSenie v kratSom case

nez na ODS. Tieto vlastnosti robia zo Zr-PS vel'mi zayjimavy materidl pre narocné separacie,

ktoré neboli uspesné na Zr-PBD alebo ODS [83].

Zr-CARB

Chemicky a teplotne extrémne stabilné uhlikové stacionarne fazy ukazujui v porovnani
s beznymi ODS niekol’ko vyznamnych odliSnosti: vysSiu hydro fobicitu, vyssiu selektivitu voci
polarnym a nepolarnym geometrickym izomérom a uast’ elektronovych n-m interakcii na
celkovej retencii [61,83]. ZrO, je idedlnym nosiCom pre efektivne pokrytie pyrogénnym
uhlikom, ked’ze vysoka teplota nevyvolava ziadne vyznamné zmeny v Struktare porov. Zr-CARB
sa pripravuje procesom chemickej depozicie uhliku z organickych par pri teplote okolo 700 °C
a tlaku okolo 1 kPa za Zr'Y autokatalyzy. Zdrojom elementarneho uhliku byvaja alkany, pricom
efektivita takéhoto reprodukovateI'ného pokrytia ZrO, dosahuje az 97 % [48,75].

Jedine¢na selektivita Zr-CARB stacionarnej fazy je zapriCinena vlastnostami planarnej
vrstvy grafitického uhliku v kombinacii s nosiCom ZrO; vykazujlicim interakcie Lewisova
kyselina-Lewisova zisada. Retencia latok je v hlavnej miere vysledkom adsorpcie na uhlikovy
povrch vdosledku m-elektronovych interakcii. Adsorpény proces je teda velmi citlivy na
priestorovy tvar analytu. Zr-CARB kolony sa vynikajico hodia pocas separacii geometrickych
izomérov a diastereoizomérov, uktorych bezné stacionarne fazy poskytuji nizku selektivitu
[83,85]. Utinnost kolony byva zvytajne nizsia nez u Zr-PBD, ¢i ODS, aviak vysiia
oproti polymérnym nosicom [61,75,86].

Vlastnosti Zr-CARB fazy sa s vyhodou daju zuro¢it’” vtandemovom usporiadani alebo
multidimenziondlnych separaciach s inou kolonou, ktorej selektivita je odliSnd a viac
predvidatel'na (napr. ODS). RozliSovacia schopnost hlavne multidimenzionalnych separacii

zvycajne l'ahko prekonava moznosti jednoduchych separacii [87,88].

DB-C18
Tento momentalne na trhu najodolnejsi typ zirkoniovej RPLC fazy je prvym ziastupcom

novej skupiny kovalentne modifikovanych zirkoniovych kolon. Porovité ¢astice ZrO, su pokryté
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tenkou vrstvou grafitického uhliku (vid® Zr-CARB), na ktory st vizbou uhlik-uhlik pripojené
hydrofobne oktadecylové retazce. Dizajn stacionarnej fazy je teda analogicky silikagélovym
ODS kolonam. Faza je vSak dlhodobo stabilnd v celom rozsahu pH, je mozné pouzit' vsetky
bezné organické modifikatory a pufry. V neutralnom pH vykazuje teplotnu stabilitu minimalne
do 200 °C. Vyrobca dorazne doporucuje volit' o najvys$Siu akceptovatelnu teplotu a vyssi
prietok. V porovnani s ostatnymi zirkéniovymi RPLC kolénami ma vysoky relativny obsah

uhliku, aj ked’ hydrofobicita je tidajne stile niz$ia nez u podobnych silikagélovych faz [48,89].

Zr-Ms

Posledny prirastok do skupiny zirkéniovych RPLC kolon sa od predchodcov odlisuje
v permanentnej deaktivacii Lewisovych kyselin zirkonia vdaka chemisorpcii chelataéného
¢inidla EDTPA. Tento chemizmus kolony je vsulade so zameranim jej vyuzitia na oblast
HPLC-MS, avSak na ukor obmedzenej stability sorbentu (pH 1-10, teplotny limit 50 °C).
Podobne ako na Zr-PBD su reverzné vlastnosti fazy ziskané pokrytim EDTPA upraveného
nosica zosietovanym polybutadiénom. Oproti Zr-PBD je obsah polyméru aj vd’aka ¢ innejSiemu
zosietovaniu kompaktnej$i. Vy3$8i obsah celkového uhliku fizy mé za nasledok vysSiu
hydrofobicitu porovnatel'nti s beznymi ODS kolonami. Retencia danej latky na Zr-MS je teda
vysSia vporovnani so Zr-PBD kolonou a tak pre zachovanie rovnakej miery retencie je nutné
pouzit eluent s vySSou koncentraciou organického modifikdtoru. Vyssi obsah polyméru
pozitivne ovplyviiyje citlivost HPLC-MS analyzy.

Zr-MS faza nadalej poskytuye zmieSany retencny mechanizmus (kationova vymena
a hydrofobne interakcie) vynikajuco vyuZiteI'ny prianalyze zasaditych aminozlucenin. Navyse sa
predpoklada moznost’ efektivnej analyzy Lewisovych zasad (napr. karboxylatov) v LC-MS
kompatibilnych pufroch bez potreby siahat’ po bazickej fosfatovej soli [90,91].

3.2.6 Vysokoteplotna HPLC

HPLC byva zvyCajne realizovana za beznej teploty prostredia zhruba v teplotnom
intervale 20 - 50 °C. Vzostup teploty na kolone sa primarne prejavi na dvoch rovinach: zvysenim
difazivity analytu medzi mobilnou a stacionarnou fazou a poklesom viskozity mobilnej faze
[92]. Znizena viskozita eluentu dovol'uje zvysit' prietok cez kolonu pri zachovani rovnakého
pracovného tlaku. Zaroven vystupniovana difuzivita analytu zachovava uc¢innost separacie aj

v priecbehu zvySovania prietoku, ¢o sa v stcte odzrkadli na poklese potrebného Casu analyzy.
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Skratenie dizky analyzy znamena vys$si pocet analyz za dany ¢asovy usek a dalsie pridruzené
ekonomické vyhody [3,93].

Teplota predstavuje vel'mi jednoduchy nastroj k manipulacii so selektivitou separacie.
Vplyv teploty na retencny faktor k v RPLC popisuje van’t Hoffova rovnica (20), v ktorej AH
a AS su entalpia a entropia prechodu analytu z mobilnej do stacionarnej fazy, R je plynova

konstanta, T je termodynamicka teplota a B je fazovy pomer [94].

~AH _AS
Ink=""—+="~1In 20
RT R " 20)

Obvykla zavislost’ In k dane;j latky na reciprokej hodnote termodynamickej teploty 1/T je
lincarna. Kladnd hodnota smernice regresnej priamky zodpoveda zapornej hodnote zmeny
entalpie AH a naopak. Zmena entalpie AH udava mieru vplyvu teploty na retentny proces
konkrétnej latky. Zmena selektivity v dosledku teploty je mozna u latok s odliSnou hodnotou AH
[95].

Rozvoj vysokoteplotnej chromatografic donedavna stagnoval kvoli nedostatoénej
stabilite stacionarnych faz na baze silikagélu za vysokych teplot. Do zavedenia zirkdniovych
sorbentov prichadzalo do uvahy nasadenie polymérnych alebo uhlikovych stacionarnych faz
Vysoka teplotnd a chemickd odolnost’ zirkoniovych materidlov vSak v dneSnej dobe vedie
k pomerne burlivému rozmachu konceptu HTLC. Popri teplotnej nestabilite analytov je hlavnou
potencidlnou nevyhodou pritomnost’ radidlnych teplotnych gradientov, ktoré sa vsSak daju
minimalizovat’ utilizaciou uz$ich kolon a predhriatim eluentu pred pasazou cez kolonu [94,95].

Vplyv vysokej teploty na selektivitu RPLC zirkéniovych sorbentov bol podrobne
Studovany na stacionarnej faze Zr-PBD a Zr-CARB. Bolo potvrdené, ze teplota ma vcelku maly
wplyv na zmenu v selektivite, ked’ su separované analyty podobnej Struktry a S rovnakymi
funk¢nymi skupinami. Selektivita sa vSak dramatickejSie menila pri analyze heterogénnych
zmesi latok s roznymi funkénymi skupinami. Vysoka teplota poskytla rychlejSie analyzy, vyssi
pocet teoretickych prichradiek a lep$itvar pikov [83,93,96,97].

Nedavno sa objavila Studia vySetruyjica vplyv vysokej teploty na retencné chovanie
¢isttho ZrO; na normalnych fazach. Testovacimi analytmi bola velka skupina aromatickych

uhl'ovodikov pri teplotich do 200 °C. Retencné procesy na normalnych fazach koreSpondovali
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s teplotnym chovanim znamym na reverznych fazach. Dosiahnuté hodnoty AH sa pohybovali

v rovnakych intervaloch ako bolo pozorované pre podobné latky v RPLC [98].

Subkritickd vodna chromatografia

Poznanie vlastnosti subkritickej vody bolo vychodiskom pre rozvoj subkritickej vodnej
chromatografie [99]. Zasadnou skuto¢nostou je pokles polarity vody pri vel'mi vysokych
teplotach. Hodnota relativnej permitivity vody je pri 20 °C rovna 80,5, ale pri 200 °C uz len 34,5
[100]. Z chromatografického hl'adiska je zaujimavé, ze pri 200 - 250 °C ma subkriticka voda
podobnt polaritu ako metanol (relativna permitivita metanolu pri 25 °C je 32,5 [100]). Cista
deionizovana voda moze byt za subkritickych podmienok pouzita v reverznom usporiadani ako
pomerne silné eluéné cinidlo [101]. Konsekventne sa rozvija moznost detekcie latok
rozpustnych v subkritickej vode v UV oblasti < 210 nm [99]. V kapilarnom meritku bola SWLC
experimentalne aplikovana az pri teplote 370 °C tesne pod kritickym bodom varu vody [102].

Netrvalo dlha dobu a kolektiv okolo P.W. Carra zhmotnil vyhody aplikacie vysokej
teploty v predstaveni vlastnoru¢ne skonstruovaného HPLC systému umoziujiceho sa pohotovo
adaptovat’ na tzv. vysokoteplotnu ultrarychlu kvapalinovi chromatografiu. V praci bola pouzita
Zr-PS kolona, ktord pri 150 °C a prietoku az 15 ml/min urychlila analyzu piatich alkylofenonov

z dvadsiatich mintt na dvadsat’styri sektind [103].

Tandemova teplotou ladena HPLC

Dostupnost’ zirkoniovych kolon o odlisnej selektivite (napr. Zr-PBD a Zr-CARB) bola
impulzom pre rozvoj tandemového teplotou ladeného konceptu kvapalinovej chromatografie na
reverznych fazach [104]. Principom a hlavnou podmienkou tohto separa¢ného typu je pouzitie
dvoch sériovo usporiadanych kolon sodlisnou selektivitou v nezavisle termostatovanych
kolonovych priestoroch. Selektivita separacie je plynulo ladena nastavenim vhodnej teploty
na oboch kolonach zaroven. S vyhodou je mozné kombinovat’ akukol'vek reverznu zirkdniova
fazu (aj za vysokych teplot) so silikagélovou (napr. ODS), ked’Ze ich retenény mechanizmus je
vyrazne odliny predovietkym pre ionizovateI'né latky. Uspesné pouZitie tandemovej separacie
ladenej teplotou sa ocakava v pripadoch, ked nie st kritické pary pikov na oboch kolonach
rovnaké [104].
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3.3 APLIKACIE ZIRKONIOVYCH STACIONARNYCH FAZ

V odbornych databazach najdeme desiatky vedeckych prac (Obr. 1) vyuzivajucich
vyhodné vlastnosti pdvodného alebo modifikovaného zirkoniového sorbentu. Na ziklade nich je
mozné hlavné oblasti vyuzitia hl'adat’ vo farmaceutickej a biomedicinskej analyze, najcastejSic
v RPLC mode, avSak vpripade vel'mi polarnych latok sa ukazuje byt aplikovatelny aj HILIC
separa¢ny mod. Dosledkom teplotnej stability zirkoniovych materidlov je znacny pocet HTLC
aplikacii, ktory predstavuje prisl'ub rozvoja rutinnych HTLC separacii v praxi. Silnou strankou
¢istych zirkoniovych sorbentov je vyuzitie pri SPE extrakcii latok typu Lewisovych zasad (napr.
V ramci Upravy vzoriek pred LC-MS analyzou). Je predpoklad rozvoja enantioseparacii aj vd’aka
postupnému komer¢nému zavadzaniu novych zirkdniovych kolon pre oblast’ chirdlnej analyzy.

V tejto kapitole je uvedeny prehlad aplikacii stacionarnych faz odvodenych od ZrO; od
roku 2000 aZ po sucasnost’ (Obr. 2). V ideélnej situdcii je pouzite'nost’ zirkoniovych faz priamo
konfrontovana s konkurenénymi materialmi, hlavne silikagélom. AvSak bez ohl'adu na skuto¢ny
ucel konkrétnej experimentilnej prace je akakol'vek aplikacnd zmienka dokazom toho, Ze tieto
alternativne materidly nachadzaju svoje uplatnenie nielen pre vedecké ucely, ale hlavne

Vre4lnom analytickom prostredi.

Obr. 1 - Zameranie aplikacii zirkoniovych stacionarnych faz. Cisla u vyseéi zodpovedaji poétu
dostupnych publikacii.

@ RPLC

B HTLC

SPE

O Chiral

B HILIC a ostatné
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Obr. 2 - Pouzitie jednotlivych druhov zirkdniovych sorbentov. Cisla u vyseéi zodpovedaja poétu
aplikacnych zmienok v publikaciach.

& Zr-PBD
@ b-ZrO2
Chiral

8 Zr-CARB
@ DB-C18
Zr-PS

O Ostatné

3.3.1 RPLC

e Prvd analytickd metdda schopnd detegovat’ a kvantifikovat najucinnejSie opioidné
analgetikum karfentanyl spolu s antagonistom naltrexonom v klinicky vyznamnych
plazmatickych koncentracidch bola zalozenda na HPLC separacii na Zr-PBD kolone.
Optimalne rozdelenie oboch litok a vnutorného Standardu butorfanolu bolo najdené
v mobilnej fize ACN - 10 mM octan aménny (30:70, v/v) s pridavkom 0,1 mM citratu
(vysledné pH 4.,4), ktory znizil neziaduci tailing pikov. Spojenie HPLC-ESI-MS viedlo
k extrémnej citlivosti stanovenia s limitom kvantifikacie 8,5 pg/ml karfentanylu [105].
Autorska skupina pouzila podobny chromatograficky systém v d’alSej praci zaoberajtce;j
sa HPLC-MS stanovenim opioidného analgetika fentanylu v plazme niekolkych druhov
vysSich primatov. Metdda bola sucasne validovana aj pre hodnotenie obsahu
norfentanylu, ktory je hlavnym metabolitom fentanylu v I'udskej plazme. Senzitivita

metody opat’ dosiahla hodnot, ktoré dovtedy neboli nikdy dosiahnuté [106].

e Dwve Zr-PBD kolénky tvorili separacné jadro validovanej bioanalytickej HPLC-UV
metddy pre stanovenie obsahu cytostatika imatinibu mesylatu a jeho hlavného desmetyl-

metabolitu v réznych biologickych tekutinich. Cely automatizovany systém pozostaval
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Z nezavislej extrak¢nej a analytickej Casti. Hodnotené latky boli najprv zakoncentrované
na povrchu prvej Zr-PBD fazy sluziacej ako predkolona. Prepnutim ventilu boli
zachytené latky eluované do identickej analytickej kolony. Dizka jednej analyzy trvala
40 minut vratane prekoncentraéného stupfia a postanalytickej ekvilibracie systému.
Metoda sa osvedcila k rutinnému hodnoteniu plazmatickych hladin imatinibu mesylatu
pocas klinickej Stidie. Ako lacnd, ale dostatocne citliva alternativa finanne néarocnej Sej
tandemovej MS detekcie, bola tito metoda aplikovana navySe aj pri Stidiu transportnych
mechanizmov v bunkovych membranach [107].

Uvedeny dizajn inStrumentalnej separacnej techniky prevzala rovnaka autorska skupina
aj k vyvoju HPLC-UV metody pre hodnotenie obsahu nilotinibu v biologickom materiali.
Po Uprave biologickej vzorky bolo lieCivo zakoncentrované na Zr-PBD kolone, avSak
naslednd HPLC analyza prebehla na silikagélovej reverznej faze. Aj tato metdda bola

uspesne zvalidovana a pouzita in vitro a in vivo [108].

Hlavnym prinosom série aplika¢nych c¢lankov publikovanych Kucerom et al. je
demonstracia sl'ubného potencialu zirkoniovych kolon vo farmaceutickej analyze.
V prvej praci zaoberajucej sa analyzou substancie ibuprofénu a piatich pribuznych latok
bola vyvijana nova separatnd metdda na Zr-PS kolone. Podmienky analyzy boli
optimalizované s imyslom dostato¢ne oddelit’ pik ibuprofénu a ne€istoty B. Findlna
mobilnd faza MeOH - fosfat (50 mM, pH 4,5) - THF (21:74:5, v/v/v) bola schopna
ucinne analyzovat VSetky hodnotené latky. Nova metdoda produkuje iba pétinové
mnozstvo organického odpadu v porovnani so separaciou na ODS kolone [109].

V d’alSej praci autori nadviazali na tieto vysledky a pokusili sa separovat’ heterogénnu
zmes ibuprofénu, parabénov a jednotlivych rozkladnych produktov. Casovo prijatelna
separacia latok na ODS kolone nebola mozna i kvoli koelucii dvojice latok. Separacia na
Zr-PS bola lepsia, avSak kyselina benzoova ako hlavny degradant parabénov eluovala
spolu so syst¢tmovym pikom bez ohladu na zlozenie eluentu. Dostato¢na retencia
problematického analytu bola zaznamenand az na hydrofobnejsej kolone DB-C18.
Kompromis dostato¢nej retencie kyseliny benzoovej a pripustného ¢asu analyzy bol
pozorovany V mobilnej faize MeOH - fosfat (50 mM, pH 4,8) - izopropanol (27:56:17,

VIVIV), v ktorej boli vietky latky rozdelené na zikladnu liniu. Vyvinutd DB-C18 metoda
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bola aplikovana ku HPLC kontrole kvality farmaceutického pripravku s obsahom tcinnej
latky a konzervantov [110].

Daliia praca sa venovala vyvoju rychlej HPLC analyzy peroralnecho antiemetika
ondansetronu ajeho piatich liekopisnych necistot. Kritickym bodom separacie bola
nedostato¢na selektivita a retencia pre necistoty E (imidazol) a F (2-metylimidazol). Ani
dve silikagélové kolony, Zr-PS a ani DB-C18 faza neposkytli pozadovanu selektivitu.
Titanova koléna Sachtopore®RP viedla k nadejnému vysledku, pricom na rozdiel od
ostatnych kolon doslo k prehodeniu elucného poradia oboch problematickych analytov.
Najidedlnejsi zaznam z hl'adiska selektivity a Casu analyzy bol v§ak dosiahnuty na kolone
Zr-PBD. Po optimalizacii chromatografickych podmienok bol najlepsi vysledok najdeny
v mobilnej faze ACN - fosfatovy pufor (25 mM, pH 7) (18:82, v/v) pri teplote 50 °C
a prietoku 2,7 ml/min. Celkova doba analyzy bola 7,5 min [111].

Detailné porovnanie termodynamiky retenénych dejov na Zr-PBD a Sachtopore®-RP
kolonach bolo publikované vsamostatnom c¢lanku. Retencia neCistot E aF bola
kontrolovana entropicky, zatial' ¢o u ostatnych analytov bol retenény proces regulovany
entalpiou [112].

Poslednou liecivou latkou sluziacou ako priklad vyhodného pouZitia zirkdéniovych
stacionarnych faz bol doxazosin mesylat. Zr-PS kolona sa ukazala byt vhodnejSou
staciondirnou fazou vdaka priblizne polovi¢nej retencii hlavného piku a piatich
liekopisnych necistot oproti Zr-PBD. Optimalna separacia (Rs > 2) na Zr-PS vychadzala
z mobilnej fazy ACN - fosfat (20 mM, pH 9) (20:80, v/v) s gradientovym elu¢nym
profilom. Metoéda bola dostato¢ne robustnou pre pouzitie v kontrolno-analytickej praxi
[113].

Hlavnou naplhou komparativnej Stidie pod vedenim prof. Jandery bolo porovnanie
vykonu troch zirkéniovych kolén (Zr-PS, Zr-CARB a DB-C18) na modelovej analyze
jedenastich prirodnych fenolickych antioxidantov. Z porovnania retencie vyplynulo, ze
antioxidanty su zadrziavané na oboch uhlikom potiahnutych koloénach pomerne silno aj
v okyslenom metanole. Dobra separacia na DB-C18 kolone bola pripisana rozdel'ovaniu
na Cig retazcoch. Najlepsie vysledky z hladiska rozliSovacej schopnosti i trvania analyzy

poskytla Zr-PS kolona. Iénové interakcie stacionarnych faz boli dalej otestované
53



Teoreticka Cast’

inovativnym postupom zaloZzenom na elicii polohovych izomérov naftaléndisulfonovych
kyselin v ¢istej vode. Vsetky sulfonové kyseliny eluovali iba na Zr-PS. Sila retencie sa
zvySovala so silou dip6lového momentu, ¢im bol preukazany vyznam iénovych interakcii
typu i6n-dipdl pocas retenéného procesu [114].

Analogicky pristup porovnavajuci retenéné deje na rovnakych typoch zirkoniovych kolon
tvoril zaklad S$tudie, v ktorej bol separovany synteticky blokovy kopolymér oxyetylénu

a oxypropylénu za teploty az 90 °C [115].

V praci zaoberajlcej sa analyzou enkefalinov Soukupova et al. porovnavala separa¢nu
schopnost’ Zr-PBD, Zr-PS a ODS stacionarnej fazy. Separacia enkefalinov na vsetkych
kolénach bola vyvijand individudlne s najdenim najvhodnejSich podmienok zlozenia
mobilnej fazy a teploty. Rozdielny dopad na dva odlisné druhy pouzitych nosi¢ov mala
Vprvom rade Uprava koncentracie pufru. Vysledky potvrdili odliSnt selektivitu oboch
zirkdniovych fadz oproti ODS. Separaciu s najlepSim rozliSenim latok dosiahla ODS
kolona, pravdepodobne vd’aka U¢innejSiemu prenosu hmoty pocas separacného procesu.
Z oboch zirkoniovych faz, ktoré boli jednotne menej hydrofébne nez ODS, sa lepSiu

separaciu podarilo najst’ na Zr-PBD kolone [116].

Zr-CARB stacionarna faza bola uspeSne pouzitd pri HPLC-MS analyze niekolkych
izomérov ekvinnych konjugatov estrogénu pouzivanych v hormonalnej substitucnej
terapii. Problematickym bodom analyzy na beznych reverznych fazach bola koelucia
ekvilin-3-sulfatu a A%°-dehydroestron-3-sulfatu ako $truktirnych izomérov ligiacich sa
vV polohe dvojitej vizby na B-kruhu estranu. Pouzitie silikagélu v normalnom separacnom
mode nebolo mozné vzhladom k nerozpustnosti tychto latok v hydrofobnych
rozpuStadlach. Vhodnd RPLC separacia bola ndjdena na stacionarnych fazach
zaloZzenych na grafitickom uhliku. VysSia retencia ekvilin-3-sulfitu bola dand do
savislosti s planaritou molekuly a vdcsej adsorpcnej afinite Kk povrchu uhliku

prostrednictvom 7 - 7 interakcii [117].
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332

Neuspesné pouzitie

Kolény Zr-PBD, Zr-CARB a DB-C18 holi testované pri hl'adani vhodnej stacionarnej

fazy pre separaciu argininu, buprofénu a niektorych jeho liekopisnych necistdt. Ukazalo
sa, ze za vychodzich podmienok nebola ziadna ztychto kolon schopna akejkol'vek
retencie vel'mi polarneho argininu. Dobra retencia argininu bola ziskanid iba na
aminosilikagélovej faze, ktora vSak postradala retenciu ostatnych analytov. Findlna
separacia bola najdena az pri tandemovom zapojeni aminosilikagélovej a najvhodnejsej
ODS kolony [118].

Kolona Zr-CARB bola testovand pri vyvoji stabilitu indikujiicej] metédy pre hodnotenie
estradiolu a skupiny jeho degradantov. Na chromatograme vSak nebola detegovana

dvojica analytov, preto autori siahli po vhodnejsej silikagélovej kolone [119].

Vysokoteplotna HPLC

Na Zr-CARB kolone bola demonstrovana separdcia skupiny vol'nych sterolov podobnej
chemickej Struktary pri beznej teplote apri 110 °C. Vysledky boli porovnané
S polymérnou a uhlikovou staciondrnou fizou. Silni retenciu steroidnych latok na
rigidnom povrchu uhliku vyrieSil chloroform ako extrémne silny eluent. Zmes
chloroformu s metanolom 1:1 (v/v) pri teplote 110 °C a prietoku 3 ml/min eluovala latky
v kratkom cCase, iked’ separacia bola zatazena koeliciou cholesterolu a beta-sitosterolu.
Autori sa domnievaji, Zze tento nedostatok by bolo mozné zlep$it vysSim obsahom
metanolu na tkor di’ky celej analyzy. Rychla HPLC metéda na Zr-CARB faze bola

pouzita pri analyze obsahu sterolov v ovocnych dzisoch [120].

Dalej bola publikovana HPLC metoda pre sucasné hodnotenie 12 potencidlnych lie¢iv
vplazme potkana vyuzivajuca reverznu Zr-PBD fazu vspojeni s APPI ionizaciou
atandemovou MS detekciou. Spravnost dosiahnutych vysledkov bola zrovnatel'na
s vysledkami pozorovanymi po nahradeni zirkdniovej kolony klasickou ODS kolonou.
Experimentalne bola demonstrovand chromatograficka zona, v ktorej kvoli matricovym
efektom bola potlacena ionizacia analytov s naslednym poklesom intenzity signalu.
Odrazom teplotnej stability zirkoniovej kolony bola reprodukovatel'na HPLC analyza pri

teplote 110 °C [121].
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Kolona DB-C18 bola predmetom S$tidie zaoberajlicej sa aplikaciou vysokoteplotnej
chromatografie vo farmaceutickej analyze. Vyhody pouzitia vysokej separacnej teploty
boli demonstrované na priklade separacie peroralneho kontraceptiva levonorgestrelu
ajeho pribuznych latok. Z hl'adiska separacnej ucinnosti boli optimalizované niektoré
parametre ako teplota, prietok a obsah metanolu v eluente. Optimalna metdéda bola
najdena v 50 % vodnom metanole pri 150 °C a prietoku 1,5 ml/min. Izokraticka separacia
vSetkych latok bola mozna za Sest’ minut, ¢im sa viac nez 20-krat skratil Cas celej analyzy
[122].

Dvojica experimentdlnych prac sa zaoberala separdciou oligomérov polystyrénu na
zirkoniovej a silikagélovej kolone. V prvej praci boli objasnené rozdiely v selektivite
kolon v eluente obsahujucom metanol alebo acetonitril. ODS kolona v metanolickom
eluente delila oligoméry podla molekulovej hmotnosti. Pri separacii na Zr-CARB
Vv acetonitrile doSlo k elucii velkého poctu diastereoizomérov, ktoré boli nastriecknuté uz
ako jednotlivé polystyrénové frakcie ziskané v systéme ODS-metanol. RozliSenie
izomérov dosiahnuté na Zr-CARB bolo omnoho lepSie nez na ODS, pricom uhlikova
faza dokazala odlisit’ oligoméry na zaklade koncového retazca. VysSiu retenciu ukazala
skupina n-butyl oligomérov. Sec-butyl oligoméry v§ak oproti nim tvorili az dvojnasobny
pocet separovanych izomérov, ¢o bolo pripisané priestorovému usporiadaniu sec-butyl
skupiny. Koncova sec-butyl skupina obsahovala chirdlny uhlik, ktory mal vyznamny

vplyv na retenény proces na uhlikovom povrchu [123,124].

V ramci aplikacie, pri ktorej boli testované tri zirkoniové kolony (Zr-PBD, Zr-PS, DB-
C18) bolo poukazané na moznost’ straty stacionarnej fazy za vysokych teplot. Pri pouziti
teplotného gradientu bol pozorovany vyrazny vzostup zikladnej linie, najvyraznejSie
uDB-C18 kolony. Samotnd praca sa venovala separdcii ftalaitovych zmékcovadiel
a antioxidantov. Vysledky izotermickych separacii ftalatov vo vodnom acetonitrile
potvrdili reverzno-fazovy povod retencie a pozitivny vplyv teploty na separaénu u¢innost’

a potrebny cCas analyzy. Teplotny gradient umoznil na Zr-PS a DB-C18 faze eliciu
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vsetkych ftalatov. Gradient acetonitrilu pri pouziti vysokej teploty analyzu d’alej skratil.
Podobné zavery vyplynuli aj zanalyzy antioxidantov. Autori uviedli, Ze 1 % prirastok

ACN v eluente zodpoveda zvySeniu teploty o 7 °C [125].

Kolona DB-C18 posluzila ako nastroj Studia kinetiky teplotnej degradacie potencialneho
lieciva pri teplotach 40 - 200 °C ako aj pre objasnenie retenéného mechanizmu s vyuzitim
van’t Hoffovej analyzy. Zna¢ny rozklad analytu bol preukdzany v SirSom okoli 140 °C za
vzniku degradacnych produktov, ktoré bolo snahou pomocou hmotnostnej spektrometrie
identifikovat’. Z termodynamického hladiska bola pri teplote 20 °C aproximovana zmena

entalpicky kontrolovaného reten¢ného chovania na retenciu riadenti entropicky [126].

Neuspesné pouZitie

UkaZkou neocakdvanej degradacie testovaného analytu vplyvom vysokej teploty priamo
Vkolone je praca zaoberajuca sa hodnotenim obsahu talidomidu v tabletich. Kym na
polymérnej kolone bola pozorovana efektivna analyza lieciva pri 180 °C, na Zr-CARB
koléne dochadzalo vplyvom zvySujtcej sa teploty k zhorSovaniu tvaru piku a tbytku
odozvy. Pri 180 °C bol talidomid pravdepodobne kvdli katalytickému pdsobeniu zirkonia

kompletne rozlozeny [127].

Subkritickd vodna HPLC

Jednou z prvych prac ukazujucich vyhody subkritickej vodnej chromatografie je Stadia

popisujiica modelova SWLC separaciu lie¢ivych latok (paracetamol, fenacetin, antipyrin,
kofein). Sucastou experimentu boli kolony Zr-PBD a Zr-CARB. Zr-PBD sa ukazala byt
pre paracetamol malo retentivna za vysokej aj nizkej teploty a nebolo ju mozné pouzit
v ukazkovej analyze vzorky mocu. Chovanie kolony Zr-CARB bolo diametralne odliSné.
Nadmerna retencia latok nutila mobilnti fazu zahriat’ az na teploty okolo 200 °C. Ani na

Zr-CARB vsak nebola pozorovana elucia vSetkych lie¢iv [128].

Vzapiti bolo bliz§ie popisané chromatografické chovanie Zr-PBD kolony na separacii

testosteronu a pribuznych steroidnych latok vo vodnej mobilnej faze pri 160 °C. Autori
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nazorne ilustrovali potrebu efektivneho ohrevu mobilnej fazy pred kolonou, lebo inak
v zavislosti na prietoku dochddzalo k rapidnemu poklesu u€innosti Vzhladom
k rozpustnosti analytov iba v diluente obsahujicom 25 % acetonitrilu, bolo nutné najst’
taky injikovany objem vzorky, pri ktorom nehrozi dalSie zhorSenie efektivity ba az
Stiepenie piku. Experimentalne bol nijdeny optimdlny prietok s najvySSou separacnou
ucinnostou a primarny vyznam reverzno-fizového retenéného mechanizmu. Retenéné
chovanie Zr-PBD pri 160 °C bolo ¢iasto¢ne rozdielné nez v pripade ODS kolony, ale
aj Zr-PBD fazy pouzitej pri40 °C [129].

Jedinou SWLC aplikaciou kolony DB-C18 bola separacia parabénov subkritickou vodou
ako elutnym médiom pri teplotich nad 100 °C. Bol $tudovany vplyv teploty na
retenciu, selektivitu achvostovanie pikov. Autori ukazali, Ze k efektivnemu ohrevu
mobilnej fazy pred koléonou je nutné pouzit dostatoéne dlhu kovovh kapilaru. Typ
pouziteho restriktora bol tiez dolezitym faktorom, ked’Ze voda musi po€as analyzy zostat’
pod ur¢itym tlakom. Separacny vykon bol optimalny v eluente s pridavkom 5 % THF
(v/v) pri teplote 170 °C a prietoku 1 mi/min. Tlak 85 bar, z¢oho 40 bar tvoril odpor
restriktora, bol polovi€ny oproti separdcii na ODS pri beZnej teplote. Metdda bola na

zaver pouzita pri hodnoteni obsahu parabénov v kozmetickom kréme [130].

Vysledkom prvej prace od Marsin Sanagiho et al. venovanej SWLC na zirkoniovych
chromatografickych nosi¢och bola vysoko citlivd metéda stanovenia piatich Struktirne
podobnych triazolovych antimykotik na Zr-PBD kolone. RozliSovacia schopnost’ Cistej
vodnej fizy za vysokej teploty bola vySSia oproti eluentu s nizkym obsahom ACN.
Z van’t Hoffovej termodynamickej analyzy vyplynulo, Ze retenény mechanizmus je
exotermicky proces (Standardnd entalpia prechodu z mobilnej do staciondrnej fazy AH°
<0), atak je pre latky energeticky vyhodnejSie zostavat' v hydrofobnej stacionarnej faze
nez v eluente. Vyber UV detekcie pri 195 nm viedol k citlivosti na irovni ppb vyzna¢ne
prekonavajucej bezné HPLC postupy [131].

Nasledna SWLC aplikacia rovnakého autora je vyuzitelnd pri analyze izomérov

vitaminu E (o-,y-,0-tokoferol a o-,y-,0-tokotrienol) a o-tokoferol acetatu. Optimalna
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separacia na Zr-PBD bola najdena pri teplotach 80 - 140 °C a koncentraciach acetonitrilu
40 - 50 %. Na hornom okraji teplotného rozsahu bola konStatovand zmena reten¢ného

mechanizmu [132].

Neuspesné pouZitie

Zr-PBD kolona bola aj kandidatom na subkritickti vysokoteplotnu Separaciu zazvorového
extraktu v mobilnej faze tvorenej deuterovanou vodou, avSak v jej podani bola ihned
zretelnd nizka separacnd UCinnost. Analyza sa uskutoCnila na odolnej silikagélovej
kolone XTerra C1g [133].

Teplotou ladené tandemova HPLC

Podl'a konceptu teplotou ladenej tandemovej HPLC boli analyzované zmesi r6znych
skupin latok, najc¢astejSie S pouzitim nezavisle termostatovanej ODS a Zr-CARB kolony.
V prvej praci boli predmetom zaujmu karbamatové pesticidy a triazinové herbicidy. Aj
ked’ ani jedna z kolon neposkytla samostatne ziadana separaciu, uz po Styroch pokusoch
o optimalizaciu teplot na oboch kolonach bola separacia uspesna. V pripade triazinovych
herbicidov bol vysledok lepsi nez po optimalizacii separacie na ODS [134].

Na rovnakom principe spojenia selektivity ODS a Zr-CARB kolony boli separované
barbituraty a fenylthiohydantoinové aminokyseliny s rovnakymi pozorovanymi uzavermi.
Na vysSiu efektivitu teplotou ladeného tandemového HPLC konceptu oproti optimalne;

metode na ODS bolo poukdzané na separacii barbituratov [135].

Zamenou osvedCenej Zr-CARB fazy za Zr-PBD bola docielend separacia deviatich
variabilne zisaditych antihistaminik, ktoré predtym na jednotlivych fiazach neboli
kompletne rozdelené. Autori vyzdvihli vyhradne reverzno-fazovy separa¢ny mod
pritomny na retencii protonizovanych antihistaminik v ODS, zatial ¢o na Zr-PBD

potvrdili zmieSany typ retencie s hlavnym prispevkom katidonovej vymeny [136].
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3.3.3 SPE

Subramanian et al. vo svojej praci zaoberajucej sa selektivnou izolaciou monoklonalnych
protilatok zbunkovych kultir poukdzal na moznost’ vyuzitia katidnového zirkéniového
meni¢a (EDTP A-modifikovany ZrO», tj. analogia ZirChrom-PEZ®) v semi-preparativnej
bioanalytickej chromatografii. Krokovym gradientom chloridu sodného boli
monoklonalne protilatky eluované v druhej frakcii s dostatoénym odstupom od
balastnych sérovych proteinov. Vytaznost’ jednokrokovej purifikacie bola viac nez 95 %.
Cistota frakcie monoklonalnych protilatok rovnako prevysovala 95 % [137].

V nasledujucej praci bol EDTPA modifikovany sorbent vyuzity k selektivhemu
zachyteniu a obohateniu l'udskych protilatok triedy IgG, IgA a IgM zbiologickych
tekutin. Vdzobna kapacita nezavisela na teplote, ale vyznamne na pH a idnovej sile
eluentu. Optimalne pH 5,5 viedlo k selektivnemu vychytdvaniu imunoglobulinov, kym
negativne nabity albumin putoval kolonou bez zadrze [138].

Separacia T'udskych imunoglobulinov od balastnych proteinov bola opétovne
uskutoénend krokovym gradientom chloridu sodného. Cistota imunoglobulinovej frakcie
dosiahla okolo 89 % [139].

V nadvézyjucich pracach bolo modelované vychytdvanie imunoglobulinov za statickych
idynamickych podmienok a boli podrobne Studované a diskutované mechanizmy

prenosu hmoty priprechode imunoglobulinov cez zirkoniovy sorbent [140-142].

Mikroextra¢ny ZrO; sorbent vo forme dutého vlakna bol pouzity vo validovanej GC-MS
metdde pre stanovenie melaminu. Melamin je hydrofilnd dusikata latka nesldvne zndma
vdaka afére kontaminovaného mlieka vyrobeného v Cine. Extrakéna i desorpéna Cast
upravy vzorky bola optimalizovana vo viacerych parametroch. Extrakéna schopnost
ZrO; bola vysvetlend vodikovymi mostikmi medzi sorbentom aaminoskupinami
melaminu. Metéda bola pouzZitd pri kvantifikdcii melaminu v niekolkych suSenych

mliekach [143].

Praktickou aplikaciou polyetyléniminom potiahnutého silného zirkéniového anexu

(analogia ZirChrom-SHAX®) bol vyvoj purifikaéného protokolu pre selektivne
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vychytdvanic bakteridlnych endotoxinov zo vzoriek hovéddzieho inzulinu. Protokol
spocival v izolacii endotoxinov na zirkdéniovom sorbente po selektivnej elucii inzulinu
pufrom o odlisnom pH. Kolonky s prichytenym endotoxinom bolo mozné v jedinom
operacnom kroku (preplach roztokom NaOH) regenerovat a depyrogenovat. Hodnota
clearance inzulinovych frakcii dosiahla az 1,3 X 108, ¢o daleko predcilo efektivitu

zauzivanych postupov [144].

SPE organofosforylovanych zluéenin

Selektivnou SPE extrakciou réznych organofosforovych latok na ZrO; sa zaoberd
pomerne velké mnoZstvo odbornych &lankov. Uvodny vedecky &lnok informuje
0 imobilizacii ZrO; na silikagélovy SPE material a o naslednom pouziti ku selektivhemu

zakoncentrovavaniu fosforylovanych peptidov [145].

Vhodnost’ ¢istého ZrO; pre selektivne zakoncentrovanie fosforylovanych zlucenin bola
demonstrovand  zichytom alkylfosfonovych kyselin (enviromentdlne markery
organofosforovych bojovych latok). Zirkoniova predkolona bola instalovand namiesto
davkovacej slucky. Ukdzalo sa, ze kovovy sorbent zadrziaval taktiez sfranové anidony. Po
vychytani fosfonatov a siranov na sorbent boli ticto Lewisove zisady nasledne eluované
mobilnou fazou s uhlicitanom sodnym do dvoch sériovo zapojenych kolon. Tandemova
separacia bola nutnd k rozdeleniu sfranu od jednotlivych derivatov alkylfosfonovych

kyselin [146].

Pri zakoncentrovani réznych alkylfosfonatov bol pouzity aj komerc¢ne zavedeny hybridny
SPE material HybridSPE-PPT®, kde je silikagélovy SPE sorbent povrchovo
modifikovany vdaka ZrO,. Selektivita tohto zirkoéniového sorbentu voci fosfonovym
kyselinam je hlavnou vyhodou oproti SPE na silikagélovom anidnovom menici
Extrakény postup bol vo viacerych krokoch optimalizovany, priCom pocas premyvania
sorbentu bola selektivita extrakcie zvySena pouzitim 2% roztoku kyseliny mravcej, ktora
uinne odstranila vo vzorkdch prevazujice karboxylové kyseliny. Vytaznost

optimalizovanej extrakénej procedury bola 80 - 115 %. Vyvinuty extrakény postup
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anaslednd GC-MS analyza bola aplikovana na redlnych vzorkiach povrchovej vody

podozrivych z obsahu alkylfosfonatov [147].

Rovnaky SPE material bol vyuzity pri selektivnej extrakcii glycerolfosfolipidov s ich
naslednou HPLC-MS/MS analyzou v zlozitych biologickych vzorkach. Hydrodynamicka
procedura vyuZzivajuca prave technologiu HybridSPE-PPT® bola optimalizovana
v extrakénom, premyvacom i elu¢nom kroku. Vytaznost’ samotnych oxidov kovov bola
porovnand za statickych podmienok. Oproti dynamickym podmienkam bola vytaznost’
niz$ia a klesala v poradi ZrO, > SnO, > TiO, [148].

Rovnaky komer¢ny produkt posluzil aj v d’alsej Studii ako efektivny nastroj potlacenia

matricovych efektov v HPLC-MS vyvolanych pritomnost'ou fosfolipidov [149].

Prospesné pouzitie hybridného zirkoniového SPE produktu v bioanalytickej praxi je
mozné objavit’ aj v dvoch publikaciach informujucich o validaciach HPLC-MS/MS
metdd pre kvantifikaciu clopidogrelu a sitagliptinu v rdmci farmakokinetickych studii. Po
deproteinacii biologickych vzoriek bol zaradeny filtradny krok cez HybridSPE-PPT®
extrak¢né disky, vdaka ¢omu bolo vo vel'mi efektivnej miere potlacené pozadie
biologickej matrice pocas MS detekcie. Do zna¢nej miery prave aplikacia zirkoniovych
SPE extrakénych diskov v Uprave biologického materidlu pred stanovenim sitagliptinu

vyrazne ulah¢ila jeho presnu kvantifikaciu [150,151].

Ucelend sprava bola podand o mozZnosti selektivnej izolacie fosforylovanych peptidov
v mikro$pickach s oxidom zirkoni¢itym pred MS detekciou. V porovnani s TiO, boli
vychytavané vysoko selektivne najmid monofosforylované peptidy. TiO, sa javila
omnoho vhodnejSia pre zachyt viacnasobne fosforylovanych peptidov, ¢o zoboch

materialov ¢ini komplementarny par [152].

Poslednou pracou uvedenou v tejto kapitole je ojedinelé vyuzitie silikagélového sorbentu
pokrytého ZrO;. Za vhodnych podmienok (H,O:TFA, 95:5, v/v) bol SPE material
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schopny selektivne eluovat glykopeptidy aj po naneseni zlozitych traviacich zmesi

s vysokym zastipenim fosforylovanych makromolekul [153].

HILIC

Prva zmienka o pouziti ZrO, v HILIC chromatografii sa zaoberala separaciou
hydrofilnych latok odvodenych od xantinu v kapilarnom chromatografickom meritku.
Randon et al. testoval silikagélovy monolit, silikagélovy monolit pokryty vrstvou ZrO;
ako aj Cisty zirkoniovy monolit pri $tudiu vplyvu koncentracie ACN (resp. vodnej
zloZky) a pH vodnej zloZky na retenciu latok v HILIC oblasti. Vysledky potvrdili
Specificki retenciu xantinov na zirkoniovych fizach v mobilnych fazach HILIC
charakteru, pricom na silikagéle boli latky =zadrziavané vel'mi slabo. Retencia

dimetylxantinov bola vystupfiovana omnoho viac nezretencia kofeinu [154].

Nasledne bola kolona b-ZrO; sucastou experimentov porovnavajucich vykon ¢istej TiO2,
ZrO; a SiO, analytickej kolony v HILIC chromatografii. Vysledky ukazali podstatne
vys$iu retentivitu oboch kovovych kolon pre metylované a dimetylované derivaty xantinu
vporovnani so silikagélovou HILIC kolénou. Vyznamnu rolu pocas diskriminacie
jednotlivych pikov pravdepodobne zohraval dusik heterocyklu v polohe 3. Zvysenie
koncentracie pufru d’alej viedlo k zniZeniu retenénych &asov vietkych xantinov. Uginnost’
oboch kovovych kolon vSak bola kvoli nizkoefektivnej ligandovej vymene vyrazne nizSia
nez na Cistom silikagéle. Najlepsie vysledky z hladiska selektivity poskytla titanova
kolona [155].

Jedinou pracou popisujucou spravanie a separaciu modelovych analytov na
modifikovanej zirkoniovej kolone v HILIC modde je nedavno publikovana praca nasho
kolektivu [156]. Impulzom prevedenia tejto $tudie bolo niekolko prac dokumentujucich
HILIC vlastnosti ¢istej titanovej stacionarnej fazy [155,157-160]. V tejto praci boli na
vybranych polarnych analytoch kyslého charakteru testované retencné schopnosti
silikagélovej kolony uréenej pre HILIC chromatografické separacie, dalej
nemodifikovana zirkoniova kolona b-ZrO; a kolona Zr-PBD. Najprv bol skumany vplyv

koncentracie ACN, pH octanového pufru a teploty na dosiahnuté retencné faktory.
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Vysledky ukazali, Ze retencia na zirkoniovych kolonach bola désledkom adsorpénych
procesov, kym na silikagélovej faze prevladal rozdelovaci mechanizmus. V pripade
karboxylovych kyselin bol pozorovany retencny profil tvaru pismena U, ked’ze na ich
retencii pozdiz celého testovaného rozsahu koncentricie ACN sa podielala ligandova
vymena. Retencia sulfonovych kyselin mimo HILIC oblast’ bola nulova. Nevyrazny
narast retencie bol pozorovany aZ vo vysoko organickom eluente. Na zaver bola
separovana modelova zmes troch karboxylovych ajednej sulfonovej Kkyseliny
s rovnakymi vysledkami na oboch zirkoniovych fadzach. Polybutadiénova bariéra na Zr-
PBD mala dopad iba na znizenie retencie latok oproti b-ZrO,. Selektivita kolon zostala

podobna. Tvar pikov kyselin na zirkdniovych kolonach bol hors$i nez na silikagéle pre
HILIC [156].

3.3.5 Chiralna HPLC

Rozvoj HPLC nosi¢ov na baze oxidov kovov v chiralnej analyze prekonava v poslednej
dobe zna¢ny progres. Pocet publikacii popisujucich pripravu chiralnych stacionarnych faz na
baze ZrO; i TiO2 prudko narastol a ich vlastnosti boli demonstrované na mnohych modelovych
enantioseparaciach. Vzhladom k mnozstvu individualnych studii a viac experimentdlnemu nez
aplikacnému charakteru publikacii vSak obsah tejto kapitoly nepodava detailnej$i popis
vysledkov a zaverov.

V uplne prvom c¢lanku popisuyjuicom pripravu zirkoniovej HPLC kolony pokrytej
karbamatom celulézy boli separované niektoré bazické racematy [161]. Porovnanie
enantioseparacnych kvalit chirdlnych zirkoniovych HPLC kolon na baze amyldzy a celulozy
bolo zaimerom niekol’kych prac [162,163]. Chiralne zirkéniové HPLC kolony boli pripravené
modifikaciou ¢istého ZrO; povrchu karbamatom amylozy [164], B-cyklodextrinom [165,166],
hovddzim albuminom [167] a boli pouzité v chirdlnej analyze Sirokého spektra racemickych
zmesi latok. Kovalentnym naviazanim chirdlneho selektoru na uhlikovy obal deponovany na
ZrO; boli pripravené d’alsie chiralne sorbenty obsahujtice napriklad chininovy motiv [168,169]
alebo derivat karbamoylceluldzy [170]. ZrO; pokryty karbamatom celul6zy bol imobilizovany do
kremiitej kapilary vo forme zirkoniovych mikrocastic [171] a monolitu [172-174] a nasledne

aplikovany v kapilarnej elektrochromatografii.
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O vyvoji apilotnych aplikaciach chirdlnych zirkéniovych stacionarnych faz obSirne

pojednava Kumar a Park v samostatnom stihrnnom ¢lanku [175].

3.3.6 Ostatné aplikacie

Superkriticka fluidna chromatografia lezi na pomedzi HPLC a GC a ako mobilnu fazu
vyuziva superkritick kvapalinu, najc¢astejSic CO» [1,3]. Jedinou aplikaciou zirkoniovych kolon
v superkritickej fluidnej chromatografii je separacia skupin uhlovodikov v dieselovych
pohonnych hmotach. Reverzné fazy Zr-PBD a Zr-CARB sa v ulohe separacie skupin nasytenych,
mono-, di-, tri- apolyaromatickych uhlovodikov prili§ neosved¢ili. Prva znich neposkytla
spolahlivi mieru separacie medzi nasytenymi a aromatickymi uhlovodikmi, zatial' ¢o druha
kolona zadrziavala uhl'ovodiky prili§ silno. Cisty ZrO, mal nielen oproti silikagélovym kolonam,
ale 1 vo¢i TiOz iba priemerné vysledky. Problémom bola separicia medzi nasytenymi
a monoaromatickymi uhlovodikmi a celkovo niZSia separa¢na efektivita. Svetlym bodom ZrO;
bolo dosiahnutie najlepSieho rozliSenia medzi di- a triaromatickymi uhlovodikmi. Vo findle sa
najlepsie osvedcila kombinacia TiO; a silikagélovej kolony, ktoré boli pri 35 °C a tlaku 150 bar
pouzité k analyze niekolkych redlnych vzoriek nafty [176].

34 VALIDACIA

Validaciou analytickej metddy sa rozumie séria experimentov, ktorej ciel'om je potvrdit,
7ze vyvinuta metéda poskytuje spolahlivé a reprodukovatel'né vysledky a je teda vhodna pre
rutinné Gcely, napr. stanovenie totoznosti, neCistotného profilu alebo obsahu hlavnej latky.
Zékladné valida¢né terminy a definicie sa medzi lieckopisnymi autoritami (Ph. Eur., USP apod.)
moéZu odliSovat’, a preto boli harmonizované v smernici ICH Validacia analytickych procedtr
[177]. Na uvedent smernicu sa autor v tejto podkapitole odkazuje.

Smernica ICH rozdel'uje analytické metody uréené ku kontrole kvality liecivych latok
a lieCivych pripravkov do Styroch kategérii. V zavislosti na urceni analytickej metody sa
pozaduje doloZenie urCitej sady validacnych parametrov ako je mozné prehladne vidiet
v Tab. 3. Pre zjednodusenie st v tabulke spomenuté iba metody kategorie I, [T a IV [177]. Popis

valida¢nych charakteristik je bliz§ie uvedeny v kapitole 3.4.2.
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Tab. 3 - Prehl'ad valida¢nych parametrov podla typu metédy (+ = pozaduje sa; - = nepozaduje
sa; * = zavisi na type testu)

Parameter I - Obsah _“ ~ Ne€istoty IV - TotoZnost’
Kvantita Limitny obsah
Selektivita + + + +
Presnost’ + + - -
Spravnost’ + + * -
Linearita + + - -
Rozsah + + - -
LOD - - + -
LLOQ - + - -
Robustnost’ + + - -

3.4.1 Testsposobilosti systému

S validaciou kazdej HPLC metody je uzko spity test sposobilosti chromatografického

systému, ktory tvori integralnu stcast’ validacie analytickych procedur. Cielom overenia

sposobilosti systému je numericky preukazat’, ze dany analyticky koncept je korektny, spolahlivy

a dostato¢ne U¢inny. Vol'ba konkrétneho kritéria testu sposobilosti zavisi na charaktere validovane;j

metddy. VSeobecne sa vybranymi kritériami testuje dostato¢na spolahlivost’, selektivita, retencia

I chromatograficka u¢innost’ separacie. Bezné kritéria testu sposobilosti HPLC systému su:

e Rozmedzie retencnych ¢asov pre hlavny pik

e Maximalna hodnota RSD prianalyze rovnakého roztoku vzorky

e Minimalny pocet teoretickych prichradiek hlavného piku

e Rozmedzie faktoru symetrie hlavného piku

e Minimalne rozliSenie kritického paru pikov

e Minimalny pomer signalu k Sumu prianalyze latky na trovni LLOQ
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3.4.2 Valida¢né parametre

Selektivita

Selektivita vyjadruje schopnost’ jednozna¢né¢ho stanovenia dan¢ho analytu v pritomnosti
inych zloziek, napr. neistdt, rozkladnych produktov, zbytkovych rozpustadiel, zloziek
matrice atd’.

Obvykle sa prezentuje rozdielom medzi vysledkom HPLC analyzy slepej vzorky (napr.
diluentu substancie) a vzorky latky alebo zmesi latok vhodnej k danému testu (napr.
identifikana zmes pri stanoveni necistotného profilu). Pozaduje sa priloZzenie chromatogramov
identifikacnych roztokov vratane identifikacie jednotlivych latok. Selektivitu metdédy je mozno

demonstrovat’ minimalnou hodnotou rozliSenia kritického paru pikov.

Presnost’

Pod presnostou analytickej procediry sa rozumie miera zhody (event. stupen rozptylu)
jednotlivych merani opakovanych na homogénnej vzorke za predpisanych podmienok.

Presnost’ metody sa vyjadruje koeficientom variability série merani (typicky ako RSD).

Presnost” m6Zzeme vyjadrit’ na troch trovniach:

e Opakovatel'nost’
e Intermediarna presnost’

e Reprodukovatel'nost’

Opakovatel'nost’ vyjadruje presnost metddy za rovnakych operaénych podmienok
vkratkom ¢asovom intervale. Obyc¢ajne sa stanovuje na uvazovanej koncentra¢nej hladine na
zaklade Siestich nezavislych analyz vzoriek, ktoré boli spracované kompletnym postupom.

Intermediarna presnost’ kalkuluje s variabilitou v dosledku prevedenia metédy réznymi
analytikmi na vybaveni odli§nych vyrobcov v iny den, pricom rozsah jej prevedenia zavisi na
okolnostiach budticeho pouzitia metddy.

Reprodukovatel'nost’ vyjadruje presnost’ medzi laboratériami, pozaduje sa napriklad pred

zaradenim analytického postupu do liekopisnej monografie.
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Spravnost’

Spravnost’ popisuje tesnost zhody medzi vysledkami analyzy a skutoénym obsahom
latky, ktory je vopred zndmy alebo zisteny inou nezavislou metdédou so zaruc¢enou spravnostou.

Doporucuje sa posudenie spravnosti z minimalne deviatich stanoveni rozdelenych do
troch koncentratnych hladin (tri replikaty) pokryvajicich Specifikovany rozsah metody.
Spravnost’ stanovenia necistot sa prevadza znamym pridavkom necistot do testovanych vzoriek
obvykle formou percentudlnej vytaznosti (recovery). Sposob vyjadrenia obsahu jednotlivych
neCistot (plosné %, normalizované %, hmotnostné %) vzhladom k hlavnej latke musi byt

racionalne odovodneny.

Linearita

Linearita je schopnost analytickej metédy poskytovat vysledky priamo wtmerné
koncentracii (mnozstvu) stanovovanej latky vo vzorke v danom koncentra¢nom rozsahu.

V pripade linearnej zavislosti sa vysledky dokladaju spocitanim rovnice regresnej
priamky metédou najmensich Stvorcov, niekedy aZz po vhodnej matematickej transformacii, alebo
inymi vhodnymi Statistickymi postupmi. Korelacny faktor ziskany regresnou analyzou vyjadruje
matematick mieru linearity. Vystupnym ukazovatelom miery citlivosti je smernica priamky,
zatial ¢o hodnota y-useku zodpovedd miere vedlajSich vplyvov. Linearita sa hodnoti na

minimalne piatich koncentraénych hladinach.

Rozsah

Rozsah metddy tvori interval medzi hornou a dolnou koncentraciou (mnozstvom) latky
vo vzorke, pre ktory bola preukdzana dostato¢na miera presnosti, spravnosti a linearity. Rozsah
sa obvykle Specifikuje z vysledkov linearity.

Minimalny rozsah analytickej obsahovej metody by mal ¢init 80 - 120 % testovanej
koncentracie, zatial’ co V metode na necistoty sa rozsah definuje od LLOQ po 120 % hodnoty

uvedenej v Specifikacii.

Limit detekcie

Detekénym limitom analytickej metody je najnizSia koncentracia (mnozstvo) analytu vo
vzorke, ktora je mozné s dostato¢nou spolahlivost'ou detegovat’.

Existuje niekolko pristupov ako sa hodnota LOD moze vyjadrit' (vizudlne, pomerom

signal - Sum, extrapolaciou z kalibra¢nej krivky). NajbeZnej$i postup U inStrumentalnych technik
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(HPLC) je zalozeny na vyjadreni pomeru vySky signalu vzorky obsahujicej zname stopové
mnozstvo latky k vyske Sumu blanku v okoli predpokladaného vyskytu piku latky. Minimalny
pomer LOD je 3:1. Ziskanu hodnotu LOD je vhodné podlozit ukazkou prislusného
chromatogramu. V pripade hodnoty LOD ziskanej extrapolaciou by mala byt vypocitana

koncentracia overena analyzou prislu§ne nariedenej koncentracie latky.

Dolny limit kvantifikacie

Kvantifikaénym limitom analytickej metddy sa rozumie najnizSia koncentracia
(mnozstvo) analytu vo vzorke, ktori je mozné S dostato¢nou presnostOU a spravnostou
kvantifikovat’.

Vyjadruje sa podobne ako LOD srozdielom, ze beznd hodnota pomeru vysky piku
a sumu pre LLOQ je 10:1. LLOQ vyjadruje citlivost’ danej metddy a je typickym parametrom

kvantitativnej analyzy necistot a rozkladnych produktov.

Robustnost’

Robustnost’ analytickej procedury predstavuje akusi kapacitu metdody zpohladu jej
schopnosti poskytovat’ validné vysledky i pri menSich zmenach pracovnych podmienok (rézne
laboratoria, analytici, pristroje, chemikalie atd.). Vyjadruje mieru vplyvu meniacich sa
podmienok na dosiahnuté vysledky, ¢ize indikuje jej spolahlivost’ v rutinnej praxi.

Vicsinou sa nepozaduje Ciselné dolozenie robustnosti pomocou reprodukovatel'nosti.
V popise metody sa doporucuje uvadzat' poznatky nadobudnuté pocas vyvoja metody. Tieto
poznatky sa tykaju napr. vplyvu pH, teploty alebo prietoku na pozadovanu kritickl separaciu,
informacii ohl'adom stability latok v roztokoch apod. Vysledkom testovania robustnosti by malo

byt’ tolerované rozmedzie hodndt predpisanych pre kazdy parameter metody.
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INOVATIVNY PRISTUP K ANALYZE KYSELINY 3-[4-(2-METYLPROPYL)-
FENYL]JPROPANOVEJ AKO LIEKOPISNEJ NECISTOTY IBUPROFENU NA
UHLIKOM POTIAHNUTEJ ZIRKONIOVEJ STACIONARNEJ FAZE

Praca bola publikovana s originalnym nazvom: An innovative approach to the analysis of
3-[4-(2-methylpropyl)phenyl]propanoic acid as an impurity of ibuprofen on a carbon-coated
zirconia stationary phase.

P. Kalafut, R. Kucera, J. Klimes, J. Sochor, J. Pharm. Biomed. Anal. 49 (2009) 1150-
1156 [178]

41 PREDMET STUDIA

Ibuprofén, chemicky kyselina (R,S)-2-[4-(2-metylpropyl)fenyl]propanova (Obr. 3), patri
do Sirokej a Struktirne heterogénnej skupiny nesteroidnych antiflogistik. Pristupy k hodnoteniu
kvality ibuprofénu sa medzi svetovo uznavanymi lieckopismi odlisuyji. USP vyuziva v skiske na
chromatograficku cCistotu izokraticki RPLC metddu na ODS fize sjedinou Specifikovanou
pribuznou latkou 4-izobutylacetofendénom [7]. Sktiska na pribuzné latky ibuprofénu v Ph. Eur. je
zaloZena na gradientovej reverznej ODS metode s vynimkou Specifikovanej necistoty F (Obr. 3).
Hodnotenie kyseliny 3-[4-(2-metylpropyl) fenyl]propanovej oznacovanej ako necistota F bolo do
Ph. Eur. zavedené vroku 2002 [179]. Liekopisna metdoda stanovenia obsahu tejto latky je
zaloZena na principe GC, pricom pdvodna karboxylova kyselina sa musi najprv derivatizovat’ na
zodpovedajuci metylester (Obr. 4). Spodsobilost HPLC systému je overenid dostato¢nou
separaciou hlavného piku ibuprofénu a necistoty B (Obr. 3). Pomer vysky piku necistoty B
k sedlu musi byt’ minimalne 1,5 [6].

V odbornej literature je HPLC analyza ibuprofénu a jeho niektorych pribuznych latok
naplnou Vacsieho poctu vedeckych ¢lankov popisujucich separaciu na silikagélovych [118,180-
183] ako aj zirkoéniovych stacionarnych fazach [109,110]. Zmienka o akejkol'vek separacii
ibuprofénu a necistoty F vSak chyba. Ked'Ze su obe latky polohovymi izomérmi, rozdiely v ich
fyzikalno-chemickych vlastnostiach su vel'mi malé. Na dovazok disponuje vel'mi podobnymi

vlastnosti aj neCistota B, ¢o je mozné posudit’ v Tab. 4.
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Obr. 3 - Chemicka struktira buprofénu, neCistoty B a necistoty F.

COOH
Ibuprofen
COOH
COOH )v©/\/
Impurity B Impurity F
Obr. 4 - Reak¢na schéma derivatizacie necistoty F.
/
MeO N\
)\Q/\/COOH OMe )\/(j/\/COOCHs
N
| N
=

Pokus analyzovat' neistotu F pomerne zlozitou liekopisnou metédou zaloZzenou na
plynovej chromatografii nebol v naSom laboratoriu prili§ uspesny. Zavedena GC metdda sa javila
byt malo citlivd a selektivna. Preto sme sa rozhodli vySetritt moZnost' separdcie ibuprofénu
a jeho necistoty F metddou HPLC. Ciel'om prace bolo vyvintt’ a zvalidovat’ jednoducha HPLC
metodu pre stanovenie neCistoty F vo vzorkach ibuprofénu sohladom na platny Ph. Eur.
Vyznamnymi faktormi vyvoja metédy bolo zvySenie citlivosti detekcie a napInenie poziadavku

na test sposobilosti aktualnej liekopisnej HPLC metody [6].
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Tab. 4 - Porovnanie vybranych fyzikalno-chemickych vlastnosti ibuprofénu, necistoty F a B

[184].

Vlastnost’ Ibuprofén Necdistota F Necdistota B
Molova hmotnost’ 206,28 206,28 206,28
LogP 3,72+ 0,23 3,71 £ 0,21 3,91+0,22
LogD pH 4 3,58 3,63 3,77
LogD pH 10 -0,02 -0,03 0,16
pKa 4,41 +0,10 4,68 + 0,10 4,43 +£0,10
Rozpustnost’ pH 4 mierna mierna mierna
Rozpustnost’ pH 10 vel'mi 'ahka vel'mi 'ahké vel'mi l'ahké

42 VYBAVENIE A PRIPRAVA

4.2.1 InStrumentacia

Chromatografické merania boli uskuto¢nené na kvapalinovom chromatografe Shimadzu
(Tokio, Japonsko) vybavenom cerpadlom LC-10ADvp, degasérom DGU-14A, autoinjektorom
SIL-10ADvp, nizkotlakovym modulom FCV-10ALyp, kolonovym termostatom CTO-10ASye,
fluorometrickym detektorom RF-10Ax;, kontrolnou jednotkou SCL-10Awp a pocitaCovym
softvérom Class-VP, ver. 6.12. Fluorescenéné spektra ibuprofénu a jeho necistét boli
experimentalne ziskané na fluorometri Aminco-Bowman Series 2 Luminiscence Spectrometer
(Madison, USA). UV-VIS spektrofotometer UV2401PC Shimadzu (Tokio, Japonsko) bol

vyuzity pri merani UV spektier.

4.2.2 Chromatografické kolony

V priebehu experimentalnej ¢asti boli testované tri typy zirkoniovych stacionarnych faz:
ZirChrom-CARB®, 150 x 4,6 mm (velkost &astic 5 pm), DiamondBond-C18%, 150 x 4,6 mm
(velkost’ &astic 5 um), obe ZirChrom Separations (Anoka, USA) a Discovery® Zr-PS, 150 x
4,6 mm (velkost’ ¢astic 5 um), Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Nemecko).
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4.2.3 Chemikalie

Ibuprofén Sigma (St. Louis, USA); kyselina 3-[4-(2-metylpropyl)fenyl]propanova
(nec¢istota F) a roztok kyseliny (2RS)-2-(4-butylfenyl)propanovej (necistota B) o koncentracii
0,06 mgml boli zaktpené od Eurdopskeho riaditel'stva pre kvalitu lickov a zdravotna
starostlivost Rady Eurépy (EDQM, Strasburg, Franctizsko). Bol pouzity acetonitril, metanol
i tetrahydrofuran kvality HPLC (Merck, Darmstadt). Deionizovana voda bola pripravena
purifikaénym systémom Millipore (Schwalbach, Nemecko). Vsetky ostatné chemikalie,

prinajmensom analytickej kvality, boli ziskané¢ z beznych komerénych zdrojov.

4.2.4 Priprava vzoriek

Rozpustadlom analytov bola zmes ACN - voda (5050, v/v).

Standardny roztok ibuprofénu bol pripraveny o koncentracii 2 mg/ml. Zasobny roztok
necistoty F bol pripraveny 0 koncentracii 1 mg/ml. Pracovny roztok necistoty F bol nariedeny zo
zasobného roztoku na koncentraciu 2 pg/ml.

Modelovy roztok ibuprofénu, ktory bol pouzity pri hodnoteni testu sposobilosti HPLC
systétmu, bol pripraveny pridanim 20 pl zisobného roztoku necistoty F a 100 ul roztoku
necistoty B do 10-ml odmernej banky a doplnenim po rysku pomocou $tandardného roztoku
ibuprofénu. Obsah necistdt vtomto roztoku na trovni 0,1 % (necistota F) a 0,03 % (neCistota B)
zodpoveda ich lieckopisnému limitu voc¢i ibuprofénu.

Nastrekovany objem vzoriek ¢inil 10 pl.

4.2.5 Priprava zloZiek mobilnych faz

Vodné zlozZky mobilnej fazy boli pripravené rozpustenim patricného mnozstva soli
(dihydrogénfosfore¢nanu amoénneho, pripadne octanu amoénneho) vo vode s vyslednou
koncentraciou 25 mM. Kysly fosfore¢nanovy pufor pouzity v ramci separacie na DB-C18 kolone
bol na koncentraciu 25 MM nariedeny priamo z koncentrovanej kyseliny fosfore¢nej. Aktualne
potrebna hodnota pH bola nastavena pridanim nariedenej kyseliny fosfore¢nej alebo roztoku
hydroxidu aménneho. Pred zmieSanim s danym organickym modifikatorom boli vodné roztoky

filtrované cez 0,45 um filter.
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43 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.3.1 Detekcia

| ked’ je UV spektrum necistoty F vel'mi podobné UV spektru ibuprofénu (Obr. 5),
odozva UV-VIS detektoru na limitny 0,1 % roztok (t.j. 2 pg/ml) neCistoty F uz nie je natol’ko
intenzivna, aby umoznila potrebnu citlivost HPLC analyzy. Bolo vSak zistené, ze nizku citlivost’

HPLC-UV analyzy je mozné obist’ zapojenim fluorometrickej detekcie.

Obr. 5 - UV spektrum ibuprofénu (vlavo) a neéistoty F (vpravo).

[mAU]

r
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Vinova dizka [nm] Vinova diika [nm]

Obr. 6 - Emisné fluorescen¢né spektrum ibuprofénu (vI'avo) a necistoty F (vpravo).
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Po excitacii hodnotenych latok Ziarenim o vlnovej dizke 220 nm bolo pozorované
emitované Ziarenie s pomerne vyznamnou intenzitou v okoli vinovej dizky 285 nm, pozri
Obr. 6. Citlivost HPLC analyzy neCistoty F bola teda vystupfiovana fluorescenénymi

Vlastnost'ami analytov za experimentaInych podmienok: excitidcia 220 nm, emisia 285 nm.

4.3.2 Selektivita

Pouzitie Klasickej silikagélovej ODS fazy, ktoré predchadzalo vzniku tejto prace,
neviedlo k Ziadnemu naznaku uspokojivého rozdelenia pikov ibuprofénu, necistoty B a necistoty
F. Necistota F eluovala tesne pred pikom neCistoty B prave v oblasti vyskytu hlavného piku
ibuprofénu, ¢o znemoznilo hodnotenie minoritnych pikov oboch necistot v modelovej vzorke.

PocCas screeningu stacionarnych faz so selektivitou vystupfiovanou k polohovym
izomérom boli na zaklade predchadzajucich skusenosti [109,110] vytypované tri reverzné
stacionarne fizy odvodené od ZrOy: Zr-PS, Zr-CARB a DB-C18. Vzhladom k stabilite latok
mohli byt vietky kolény na baze ZrO, pouzivané za vyssich teplot (min. 60 °C). Uprava
samotne]j teploty nemala na selektivitu metody prili§ vyznamny vplyv.

Testovaniu bola ako prva podrobena zirkoniova koléna DB-C18, ktoru je mozné
¢iasto¢ne pripodobnit’ ku ODS kolénam. Separacné chovanie tejto zirkoniovej stacionarnej fazy
bolo vel'mi podobné predchadzajucej ODS faze a teda nebol badateI'ny ziaden separacny pokrok.
Retencia necistoty F bola sice oproti neCistote B relativne zvySend, avSak nie natol’ko vyrazne,
aby boli obe latky dostato¢ne oddelené (Obr. 7). Pritomnost’ C1g retazcov na povrchu DB-C18
kolony mala na priebeh medzifazovych separa¢nych interakcii vel'mi podstatny vplyv. Fazové
interakcie sa prednostne odvijali od hydrofobicity analytov. Zirkoniovy povrch ako ani vrstva
tenkého uhlikoveho filmu neboli dostato¢ne dostupné k G¢innejSiemu rozdeleniu izomérov. Obe
Cis kolony preto poskytli takmer identické separaéné vlastnosti.

Kolona Zr-PS bola do prace zahrnutd kvoli Specialnej selektivite voci Struktirnym
izomérom s rozdielnou polohou fenylovej skupiny [80]. Tato skuto¢nost sa potvrdila aj
v predchadzajicich vysledkoch vyskumnej skupiny, ked bola na Zr-PS dosiahnuta lepsia
separacia ibuprofénu a necistoty B nez na ODS kolone [109]. Preto sme sa rovnakym pristupom
pokusili oddelit’ nec¢istotu F. Napriek nizkemu celkovému obsahu uhliku Zr-PS stacionarnej fazy
oproti ODS boli ziskané pomerne sl'ubné vysledky. Obe necistoty boli od ibuprofénu dobre
oddelené (Obr. 8).
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Obr. 7 - Separacia buprofénu a necistoty B (horny zaznam) a chromatogram necistoty F (dolny
zaznam) na kolone DB-C18. Podmienky: mobilna faiza ACN - fosfatovy pufor (pH 2,1; 25 mM)
(40:60, v/v); excitdcia 220 nm, emisia 283 nm ; prietok 1 ml/min; teplota 80 °C.
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Obr. 8 - Separacia buprofénu a necistoty B (horny ziznam) a chromatogram necistoty F (dolny
zaznam) na koloéne Zr-PS. Podmienky: mobilnd fiza MeOH - dihydrogénfosfore¢nan amonny
(pH 4,5; 50 mM) - THF (21:745, v/viv); UV 219 nm; prietok 0,5 ml/min; teplota 60 °C [109].
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NajkvalitnejSia separacia necistoty F od ibuprofénu vSak bola za vysokej teploty 80 °C
dosiahnutd na kolone Zr-CARB. Vzhladom k prakticky identickym fyzikalno-chemickym
vlastnostiam hodnotenych latok boli primarnym doévodom tuspeSnej separacie predovsetkym
chromatografické vlastnosti uhlikového povrchu (napr. ufast n-n elektronovych interakcii
v retenénom procese) [83,86,185]. Kvoli jedine¢nej selektivite Zr-CARB stacionarnej fazy doslo
oproti Zr-PS kolone k markantnému zlepSeniu separacie buprofénu a neCistoty F. Separacia na

Zr-CARB kolone za optimalnych podmienok je zobrazena na Obr. 9.

4.3.3 Optimalizacia metody

Po najdeni citlivej detek¢nej techniky a najvhodnejsej stacionarnej fazy bola perspektivna
HPLC metdda optimalizovana s ciclom ¢o najlep$ic oddelit’ necistotu B od hlavného piku (test
sposobilosti systému), zaroven vSak dosiahnut’ ¢o najkratsi ¢as celej HPLC analyzy. V dalSich
experimentoch bolo optimalizované zloZenie mobilnej fazy. Zaujimal nas predovsetkym vplyv
organického modifikatoru, pH vodnej zlozZky mobilnej fazy a vplyv koncentracie pufru na
vyslednu separaciu.

Ukazalo sa, ze vhodnejSou organickou zloZkou mobilnej fazy bol acetonitril. Vymena
ACN za MeOH viedla k zhorSeniu separacnej efektivity spojenej s rozSirovanim jednotlivych
pikov.

Vzhl'adom K pritomnosti neionizovanych karboxylovych funkénych skupinanalytov
(pKa cca 4,5) bol pozorovany minimalny dopad na retenciu latok v rozmedzi pH 2 - 4. Retencia
analytov bola kontrolovana reverzno-fizovym mechanizmom (hydrofobne van der Waalsove
interakcie). Pri posune pH mobilnej fazy ponad pKa hodnoty latok doSlo k dramatickému
poklesu retencie. Naboj vytvoreny na molekulach karboxylovych kyselin vyustil do zmeny
retenéného mechanizmu. Do popredia vystupili odpudivé elektrostatické sily medzi anidénmi
kyselin a zirkoniovym povrchom dynamicky modifikovanym fosfore¢nanovymi Lewisovymi
zasadami [34,44,52,186]. Bohuzial’ poklesla aj selektivita kolony. Pri pH 6 boli vsetky piky
prekryté a latky eluovali v mitvom objeme kolony.

Retencia latok na zirkoniovych fadzach byva vyrazne ovplyvnena nielen pH hodnotou, ale
tiez samotnym typom pouzitej pufrovacej sustavy (roztoku soli). Koordina¢né interakcie silnych
Zr'V kyselin sposobuju malo efektivnu chromatografiu slabych Lewisovych zasad (ibuprofén
I dalsie karboxylové kyseliny) prejavujiicu sa Sirokymi a chvostujucimi pikmi. Kvalitnej$ia
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analyza takychto latok sa da docielif dynamickou modifikaciou Zr'V atomov vhodnymi
Lewisovymi zasadami [52,186]. Octan amdénny ako slaba Lewisova zasada nepriniesol do
separacie ziaden prinos V zmysle vystupfiovania rozlisenia medzi ibuprofénom a necistotou B.
Skuto¢nost’ bola skor opacna. Octan viedol k nizSiemu poctu teoretickych priehradiek a horsiemu
tvaru pikov. Testovanie fluoridu aménneho, ¢i uz samotného alebo v zmesi s fosfore¢nanom,
nebolo vhodné kvoli kyslému pH eluentu. Pri pH < 4 vznika kyselina fluorovodikova, ktora
koroduje HPLC inStrumentaciu [59]. Pocas vyvoja metddy sa najvhodnej$im eluentom ukazala

mobilnd faza obsahujuca silnt Lewisovu zasadu, t.j. fosfore¢nan.

Optimalne chromato grafické podmienky:

e Stacionarna faza Zr-CARB 150 x 4,6 mm (velkost’ ¢astic 5 um)

e Mobilna faza ACN - dihydrogénfosfore¢nan aménny (pH 3,5; 25 mM) (38:62, v/v)
e Fluorometricka detekcia 220 nm (excitacia), 285 nm (emisia)

e Prietok 1,2 ml/min

e Teplota 80 °C

e Nastrek 10 pl

Za optimalnych HPLC podmienok bola dosiahnuta najlepSia separacia analytov
modelového roztoku ibuprofenu (Obr. 9). Retencné Casy latok boli: ibuprofén = 12 min.,
necistota B = 14 min., nec¢istota F = 21 min.

V priebehu vyvoja a optimalizacie metdody nebolo zistené, ze by malé zmeny
experimentalnych podmienok mali neziaduci vplyv na separaciu. Obsah ACN v mobilnej faze je
mozné podla potreby upravit, aby bol dosiahnuty pozadovany pomer vysky piku necistoty B
k sedlu. Hodnotené vzorky ibuprofénu boli vautosampleri pri teplote 15 °C stabilné po dobu
najmenej 48 hodin.

Zistenie aplikovateInosti inovativnej HPLC metody pre stanovenie necistoty F

vrutinnom kontrolno-analytickom hodnoteni ibuprofénu bolo predmetom validacie metody

podl'a doporuceni ICH [177].
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Obr. 9 - Separacia modelového roztoku ibuprofénu na Zr-CARB kolone za optimalnych
podmienok: mobilna faiza ACN - dihydrogénfosfore¢nan aménny (pH 3,5; 25 mM) (38:62, v/v);
excitacia 220 nm, emisia 285 nm; prietok 1,2 ml/min; teplota 80 °C.
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4.3.4 Validacia

Selektivita

Chromatogramy dokladajuce selektivitu vyvinutej HPLC metody stanovenia neistoty F
st zobrazené na Obr. 10. Namerany pomer vysky piku necistoty B k sedlu bol 1,6, ¢im metdda
splnila poziadavku na rozlidenie ibuprofénu od neistoty B podla Ph. Eur. Cas celej analyzy
potrebny k dosiahnutiu pozadovaného rozliSenia medzi separovanymi latkami sa rovnal priblizne

25 minatam.

Presnost’

Opakovatel'nost’ nastreku bola vypocitand z piatich analyz identickej vialkky pracovného
roztoku necistoty F. Dosiahnuta hodnota RSD = 0,58 % poukazuje na spolahlivi ¢innost
davkovacej jednotky chromatografického systému.

Presnost’ metody bola vyjadrena opakovateI'nostou ploch Siestich nezavisle nariedenych

pracovnych roztokov necistoty F, kazdy roztok bol analyzovany Styrikrat. Priemerna plocha piku
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necistoty F jednotlivych roztokov bola pouzita do vypoctu RSD. Vysledna hodnota RSD 1,30 %

stanovena na necistotnej koncentracnej Grovni potvrdzuje dostato¢nu presnost’ metody.

Obr. 10 - Selektivita metody: (A) buprofén 2 ug/ml, (B) neéistota B 2 pg/ml, (C) necistota F
2 ug/ml, (D) ACN - voda (50:50, v/v). Vsetky chromatogramy ziskané za optimalnych
podmienok.

Intenzita fluorescencie
1 '

Cas [min.]

Spravnost’

Spravnost metddy bola overena stanovenim priemernych vytaznosti zo vzoriek
ibuprofénu S presne znAmym pridanym mnozstvom necistoty F. Kvantifikacia ne€istoty F bola
prevedend metédou vonkajSieho Standardu.

Okrem vytaznosti na hladine 100 % boli experimentalne validované aj koncentraéné
hladiny 10 %, 50 % a 120 %, aby boli vysledky spravnosti metody potvrdené Vv $irSom rozsahu
aaj vkoncentraciach blizko kvantifikacného limitu. Nakazdej koncentracnej hladine boli
pripravené dve navazky akazda navazka bola davkovana S$tyrikrat. Priemerné hodnoty
vytaznosti (recovery) su zobrazené v Tab.5 asvedCia o dostatoénej spravnosti metoddy

V testovanom rozmedzi.
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Tab. 5 - Spravnost’ metody.

Recovery necistoty F [%0]
Vzorka 100 % troven | 120 % aroven | 50 % Groven 10 % uroven
1 102,08 122,33 50,23 9,98
2 101,84 120,19 49,77 9,91
Priemer 101,96 121,26 50,00 9,94
Linearita

Linedrna zivislost plochy piku necistoty F na koncentrdcii bola hodnotena
v jednoduchych roztokoch bez obsahu ibuprofénu. Celkovo bolo testovanych 11 koncentracnych
hladin v rozsahu 2 - 2400 ng/ml (0,1 - 120 % povoleného obsahu). Kazda valida¢na koncentracia
bola nastreknuta Styrikrat a odozva bola priemerovand. Linedrna zavislost bola najdena
vrozsahu 100 - 2400 ng/ml. Rovnica regresnej priamky bola: y = 1,97 x 10°x - 1,13 (r =
0,9986). Dosiahnuté¢ vysledky demonstruji dostatocne Siroku linearnu oblast’ s vysokou

hodnotou korela¢ného koeficientu.

Limit detekcie a kvantifikicie

Citlivost’ metody bola deklarovana na zaklade vypoctu pomeru vysky signalu ku hodnote
Sumu zakladnej linie. Intenzita Sumu bola ziskand zchromatogramu Standardného roztoku
ibuprofénu (2 mg/ml) voblasti retencie neCistoty F. VySka piku neistoty F bola od¢itana
Zchromatogramov vzoriek ibuprofénu (2 mg/ml) obsahujicich necistotu F v koncentracii 200,
100 a 50 ng/ml. Spracovanim tychto dat bola citlivost metddy stanovena nasledovne: LOD
46 ng/ml (2,3 % povoleného obsahu) a LLOQ 153 ng/ml (7,7 % povoleného obsahu).
Z porovnania tejto koncentracie s dolnou hranicou linearneho rozsahu 100 ng/ml plynie zaver, ze
skutoény LLOQ limit ne€istoty F v pritomnosti majoritného piku ibuprofénu je 0 nieco vyssi nez

V roztoku samotnej necistoty F.

Odozvovy faktor

Priemerné odozvy fluorometrického detektoru na roztoky necistot F a B 0 koncentracii
2 ug/ml boli vztiahnuté na rovnako koncentrovany roztok ibuprofénu (Obr. 10). Spocitané
hodnoty pre neCistotu F a B boli 4,79 a 8,37. Obe necistoty maju teda za optimalnych podmienok
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HPLC analyzy niekolkokrat vysSiu fluorescenénu odozvu nez ibuprofén, ¢oho nasledkom je
jednak priaznivy vplyv na rozliSenie neCistoty B od majoritného piku ibuprofénu ako aj
selektivne vyssSia citlivost metdody pre neCistotu F. Tieto skuto€nosti vyzdvihuji vhodnost

metddy pre praktické ucely.

4.4 ZAVER

Uhlikové stacionarne fazy poskytujti analytikovi pocas vyvoja metody vel'mi Siroky
manipulaény priestor vdaka tomu, ze su vporovnani so sillikagélovymi sorbentami
charakteristické vynikajucou chemickou a teplotnou stabilitou. Kolony byvaju stabilné v celom
moznom rozsahu pH a umoznuju zapajat' vysoké separaéné teploty ako nastroj veduci ku
skrateniu ¢asov analyz a pripadnej uprave selektivity. Stacionarna fiza Zr-CARB, ktord je
odvodena od oxidu zirkoni¢itého, je pokryta uhlikovou vrstvou a Vporovnani s typickymi
grafitickymi kolonami vykazuje vyhodu vysokej mechanickej odolnosti V uvedenej
experimentdlnej praci bolo ukdzané, ze Zr-CARB kolona je obzvlast’ uzito€nd pri separaciach
analytov, ktoré sa navzdjom odliSuju iba v nepatrnom usporiadani atdmov.

Platny Ph. Eur. [6] nariad'uje stanovovat obsah Kkyseliny 3-[4-(2-metylpropyl)-
fenyl]propanovej ako necistoty F ibuprofénu pomerne naro€nou GC metddou spojenou
s derivatizdciou vzorky. V tejto praci bola vyvinutd a validovand jednoducha principidlne nova
izokraticka HPLC metdda k hodnoteniu tejto Specifickej neCistoty v substancii ibuprofénu
metodou externého Standardu. Detekény limit necistoty F rovnajuci sa 46 ng/ml (tj. 2,3 %
povolen¢ho obsahu) je podstatne nizSi nez zodpoveda limitnej koncentracii neistoty vo vyske
2 pg/ml. Dalsia pribuznad latka, nelistota B, bola do separicie zatleneni ako siiCast’ testu
sposobilosti. Dosiahnuty pomer vysky piku neistoty B k sedlu bol vy$§i nez minimalne
pozadovana hodnota 1,5. Hoci st chemické Struktury ako aj fyzikalno-chemické vlastnosti
ibuprofénu, necistoty B a necistoty F takmer totozné, touto metodou bola dosiahnuta pozadovana
separacia vSetkych troch izomérnych analytov v ¢ase 25 minut. Na zdklade prevedenej validacie

sa tato metoda javibyt’ vhodnou k rutinnej kontrole kvality substancie ibuprofénu. F.
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VPLYV UHLIKOVEJ VRSTVY DEPONOVANEJ NA ZIRKONIOVY POVRCH
NA RETENCIU POLARNYCH ANALYTOV VO VYSOKO ORGANICKEJ
MOBILNEJ FAZE

Praca bola publikovana s originalnym nazvom: The influence ofa carbon layer deposited
ona zirconia surface on the retention of polar analytes in an organic rich mobile phase.
P. Kalafut, R. Kucera, J. Klimes, J. Chromatogr. A 1232 (2012) 242-247 [187]

51 PREDMET STUDIA

Tato praca nadvdzuje na publikaciu zaoberajucu sa vplyvom polybutadiénovej vrstvy
deponovanej na povrchu ZrO; na retenciu polarnych analytov kyslého charakteru za HILIC
podmienok [156]. Vysledky v uvedenej praci dokazuju, ze nemodifikovany povrch Cistého ZrO»
bol zodpovedny za retenciu HILIC charakteru. Retenéné faktory ziskané na Zr-PBD faze boli
vporovnani s ¢istym ZrO; nizSie. Polymérna bariéra tvorila Ciastoénu prekazku k vol'nému
pristupu analytov na aktivny zirkoniovy povrch. Selektivita vybranych latok vSak nebola
vyraznejSie ovplyvnena.

V tejto praci sme sa zamerali predovSetkym na hydrofébnu uhlikovou vrstvou potiahnutt
zirkéniovu stacionarnu faizu Zr-CARB. Do studie bol vSak zaradeny vac¢si pocet testovanych
analytov rozliénych S$truktirnych motivov. Okrem trojice latok zpredchadzajucej Studie
(kyselina 4-hydroxybenzoova, kyselina 4-aminobenzoova, kyselina 4-aminobenzénsulfénova)
boli do zoznamu analytov zaradené kyselina 4-toluénsulfénova, rezorcinol, guaifenezin a tri
derivaty xantinu (teofylin, teobromin, kofein). Nova skupina latok si vyziadala rozSirené
testovanie aj na d’alsich dvoch kolénach (Zr-PBD, b-ZrO;) pouzitych v minulej praci.

Na vSetkych latkach bol Studovany wplyv koncentracie ACN, wplyv koncentracie
octanového pufru a pH vodnej zloZky mobilnej fazy, vplyv typu Lewisovej zasady ako aj
separacnej teploty na retenciu. Latky, ktoré neboli zmenami danej premennej ovplyvnené, boli

z podrobnejsej diskusie v texte vynechané.
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52 VYBAVENIE A PRIPRAVA

5.2.1 InStrumentacia

HPLC-DAD merania boli vykonané na chromatografickom syst¢mu Shimadzu LC 20A
Prominence (Duisburg, Nemecko) pozostavajucom z degaséru DGU-20A3, dvoch cerpadiel LC-
20AD, autosampleru SIL-20AC, kolonového termostatu CTO-20AC, detektoru diodového pola
SPD-M20A a komunikacnym modulom CBM-20AC. Chromatografické data boli spracované
v softvéri LC Solution, verzia 1.21 SP1 firmy Shimadzu (Duisburg, Nemecko).

5.2.2 Chromatografické kolony

V tejto praci boli celkovo testované tri zirkoniové stacionarne fazy: faza modifikovana
vrstvou uhliku ZirChrom-CARB®, wrstvou polybutadiénu ZirChrom-PBD® a nemodifikovana
faza ZirChrom-PHASE® tvorena &istym ZrO,. Vietky kolony mali identické rozmery 150 x
4,6 mm (priemer Castic 5 um) a boli zakupené od vyrobcu ZirChrom Separations (Anoka, USA).

5.2.3 Chemikalie
Acetonitril HPLC gradientovej kvality bol kupeny od firmy Merck (Darmstadt,

Nemecko). Kyselina octova, kyselina mravcia, hydroxid aménny, acetén a vSetky skumané latky
(tj. kyselina 4-aminobenzoova, kyselina 4-hydroxybenzoova, kyselina 4-aminobenzénsulfonova,
kyselina 4-toluénsulfonova, teofylin, teobromin, kofein, guaifenezin a rezorcinol) boli ziskané od
vyrobcu Sigma Aldrich (Schnelldorf, Nemecko). Deionizovana voda bola pripravena

purifikacnym syst¢mom Millipore (Schwalbach, Nemecko).

5.2.4 Priprava vzoriek

Zasobné roztoky analytov o koncentracii 0,5 mg/ml boli pripravené rozpustenim
patriéného mnozstva kazdej substancie v ACN. Vynimku tvoril teobromin, ktory bol do roztoku
prevedeny prostrednictvom 1 % (v/v) roztoku kyseliny octovej v ACN.

Pracovné roztoky analytov o koncentracii 50 pug/ml boli zo zasobnych roztokov nariedené
dvojakym sposobom. Vzorky eluované mobilnou fazou sobsahom ACN pod 80 % boli
nariedené v zmesi ACN - voda (50:50, v/v), zatial ¢o vzorky chromatografované vo viac

koncentrovanej mobilnej faze bolo potrebné riedit’ zmesou ACN - voda (90:10, v/v).
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5.2.5 Chromatografické podmienky

Vplyv obsahu ACN bol skumany vrozmedzi 18 - 90 % (v/v). Mobilné fazy boli
pripravené zmieSanim dvoch Casti. Prva ¢ast’ pozostavala z 50 mM roztoku kyseliny octovej s pH
upravenym na 4,5 hydroxidom amoénnym. Druha ¢ast' bola namieSana zdevitdesiatich
objemovych percent ACN s desiatimi objemovymi percentami 0,5 M roztoku kyseliny octovej
S pH upravenym na 4,5 hydroxidom aménnym.

Vplyv koncentracie octanového pufru bol skimany na koncentracnych hladinach 5, 10,
20, 35 a 50 mM. Mobilna faza pozostavala zroztoku kyseliny octovej o adekvatnej koncentracii
(pH upravené hydroxidom amoénnym na 4,5) a ACN v pomere 14,5:85,5 % (v/v).

Vplyv pH bol skiimany pri tychto hodnotach pH octanového pufru: 3,8; 4,5; 5,6; 6,7; 8,5
a9,5. Bola pouzitd mobilnd fiza obsahyjuca 35 mM kyselinu octovi (hydroxidom aménnym
upravena na pozadované pH) a ACN v pomere 14,5:85,5 % (Vv/v).

Vplyv typu Lewisovej zasady bol vySetrovany za pouzitia octanového a mraven¢anového
pufru. Obe mobilné fazy boli zlozené z prislusnej kyseliny (50 mM, pH 4,5 upravené obvyklym
sposobom) a ACN v pomere 14,5:85,5 % (v/v).

Vplyv teploty kolony bol Studovany pri teplotach 20, 25, 30, 35, 40, 45, 55, 65, 75
a 83 °C. Mobilna faza bola zlozena zkyseliny octovej (50 mM, pH upravené na 4,5) a ACN
v obvyklom pomere.

Konstantnymi parametrami pocas celej Studie bola detekcia UV 254 nm, prietok
1 ml/min a nastrekovany objem roztokov vzoriek ¢inil 20 pl. Mitvy objem koloén bol urceny
pomocou acetonu rozpusteného v zmesi ACN - voda (50:50, v/v). Vypocet poctu teoretickych
prichradiek, vySkového ekvivalentu teoretickej priehradky a tailing faktorov sa pridrziaval
postupov USP [7].

Nastavena hodnota pH uvadzana v popise pripravy mobilnych faz zodpovedala vzdy
samotne] vodnej zlozke mobilnej fazy. VSetky vodné roztoky boli pred zmieSanim s ACN

filtrované cez 0,45 um filter.
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53 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.3.1 Vplyv koncentracie ACN

Retenéné chovanie modelovych latok na Zr-CARB (Obr. 11) bolo hodnotené za
rovnakych HPLC podmienok ako predtym na b-ZrO, a Zr-PBD. | ked efektivita ukotvenia
elementarneho uhliku na povrch ZrO, by mala byt vysSia nez vpripade modifikacie
polybutadiénom (na Zr-CARB je az 97 % zirkdniového povrchu pokrytych uhlikom [75]),
populacia dostupnych Zr'V Lewisovych kyselin je dostatodnd, aby vyvolala interakcie
S vhodnymi analytmi v HILIC.

Graficka zavislost reten¢nych faktorov na obsahu ACN bola pre obe karboxylové
kyseliny typického vzhl'adu podobného pismenu U, ¢o zodpovedalo pozorovaniam na oboch
predchadzajucich zirkoniovych fazach [156]. Na vybranom priklade PHB (Obr. 12) je o¢ividné,
ze retencia Zr-CARB kolony veluente obsahujucom 18 % ACN bola zrovnateI'na s b-ZrO,
a zhruba dvakrat vyssia nez v pripade Zr-PBD. Retencia v prostredi 90 % ACN bola vdaka
odlisnej modifikacii povrchu vyznamne silnej$ia nez na Zr-PBD (0 20 %, resp. 30 % pre PHB
a PAB), avsak nizSia nez na Cistom ZrO;. Ak si uvedomime, Ze retencia karboxylovych kyselin
bola na b-ZrO; ovladana ligandovou vymenou [55,156] asuCasne, Zze ich retencia bola
V pritomnosti polybutadiénovej vrstvy zniZzend, vyzerd byt Ucast uhlikovej vrstvy v reten¢nom
procese vel'mi pravdepodobna aj Vv mobilnej faze s vysokym podielom organického
modifikatoru.

Retenény profil xantinov mal taktiez podobu pismena U, avsak tvar krivky bol sposobeny
odlisnymi retenénymi principmi nez v skupine karboxylovych kyselin. Extrémne vysoka retencia
voblasti nizSieho obsahu ACN je vyvoland silnymi interakciami heterocyklického skeletu
a hydrofébnej vrstvy grafitického uhliku (eluéné poradie teobromin, teofylin, kofein). Zasadny
vyznam UCasti uhlikovej vrstvy na vystuptiovanej retencii latok na Zr-CARB je vstlade so
zanedbatel'ne nizkou retenciou xantinov na b-ZrO», a Zr-PBD. Retencia xantinov v HILIC oblasti
dosiahnut¢ RPLC trendy kopirovala. Na Zr-PBD aani nab-ZrO, nebol pozorovany ziaden
vyraznej$i narast dovtedy nulovej retencie. Retencia xantinov na Zr-CARB faze vsak bola oproti
cca 60 % ACN znacne zosilend. Sled eluovanych xantinov sa upravil podl'a vzrastajicej polarity
latok vsulade s HILIC principmi. Takéto chovanie sved¢i o zapojeni uhlikovej vrstvy do

reten¢ného procesu xantinov aj v mobilnych fazach s vysokym obsahom ACN.
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Obr. 11 - Vplyv koncentracie ACN na retenciu vybranych latok na Zr-CARB faze. Latky:
kyselina 4-aminobenzoova (0), kyselina 4-hydroxybenzoova (0), guaifenezin (A), teofylin (m),
kofein (#), teobromin (e).
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Obr. 12 - Typické retencné chovanie karboxylovej kyseliny ako funkcia koncentracie ACN na
testovanych zirkoéniovych fazach: Zr-CARB (o), Zr-PBD (o), b-ZrO, (A). Ako priklad bola
pouzitd kyselina 4- hydroxybenzoova.
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Dve testované benzénsulfonové kyseliny nepreukdzali odliSné chovanie v porovnani
s predchadzajicimi vysledkami. Retencia sulfonovych kyselin veluentoch s ACN < 72 % bola
nulova, pricom d’alsie zvySovanie obsahu ACN viedlo k pozvol'nému narastu retencie (V pripade
SUL aznak = 1,6).

Aby bolo mozné posudit’ prevladajuci retenény mechanizmus v HILIC oblasti (v nasom
pripade 72 % - 90 % ACN) bolo potrebné zostrojit' log-log resp. lin-log grafy zivislosti
retenénych faktorov na obsahu vodnej zlozky mobilnej fazy. O prevladajicej adsorpcii vypoveda
vyssia hodnota korelacie v log-log grafe, zatial’ o primarna tloha rozdel'ovacieho mechanizmu
je doloZena vySSou korelaciou v lin-log zavislosti [26]. Dosiahnutd miera linearity voboch
grafoch bola porovnana v Tab. 6. Okrem benzénsulfénovych kyselin, u ktorych sa prevladajicou
retenénou hybnou silou javi byt rozdelovanie, boli u vSetkych ostatnych latok najdené vysSie
korela¢né koeficienty v log-log grafe, co podporuje primarny vyznam adsorpcie ako hlavného
retenéného mechanizmu na Zr-CARB. Testovana latka rezorcinol nepreukdzala narast retencie

vo zvolenej HILIC oblasti, preto nebola hodnota korelaéného koeficientu stanovena.

Tab. 6 - Regresna analyza log-log a lin-log grafov modelovych latok na Zr-CARB faze v HILIC
oblasti.

RZ
log-log lin-log
Kyselina 4-aminobenzoova 0,912 0,813
Kyselina 4-hydroxybenzoova 0,922 0,828
Kyselina 4-aminobenzénsulfonova 0,993 0,996
Kyselina 4-toluénsulfonova 0,950 0,982
Teofylin 0,988 0,940
Teobromin 0,996 0,960
Kofein 0,994 0,960
Guaifenezin 0,937 0,852
Rezorcinol N/A™ N/A™

* Nie je aplikovatel'né.
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5.3.2 Vplyv koncentracie octanu

Celkové vysledky popisujice vplyv koncentracie zvoleného pufru na retenciu latok
vV HILIC oblasti su prezentované v Tab.7. Vplyvom zvySujucej sa koncentracie octanu
amonneho dochadzalo k &iastoénému poklesu retencie karboxylovych kyselin. Ubytok retencie
sa da interpretovat vzajomnou kompeticiou Lewisovych zasad o kyslé miesta na povrchu
sorbentu podlichajuce ligandovej vymene. Cim je v eluente pritomné vacsie mnozstvo Lewisovej
zasady (octanu), tym sa to prejavi vy§Sou saturdciou Zr'Y Lewisovych kyselin, €0 ma za nasledok
pokles retencie karboxylovych kyselin, vys$si pocet teoretickych priehradiek a lepSiu symetriu
pikov. Radikalny vyznam ligandovej vymeny bol naviac potvrdeny odstranenim a nahradou
octanu z vodnej zloZky mobilnej fazy za ¢ista vodu. Za tychto podmienok (t.j. 85,5 % ACN vo
vode) nedoslo na b-ZrO; k eltcii kyselin, zatial' ¢o na Zr-CARB faze oba karboxylaty zretel'ne
eluovali vdaka tieneniu aktivneho zirkoniového povrchu uhlikom. Pokial’ porovnavame retencné
faktory v organicko-vodnom eluente s hodnotami pozorovanymi v mobilnej faze ACN - octan
(5 mM, pH 4,5), tak retencia v eluente bez pufru vzrastla viac nez dvakrat pre PHB, resp. viac
nez trikrat pre PAB.

Tab. 7 - Vplyv koncentracie octanu aménneho na retenciu, pocet teoretickych prichradiek [1/m]
a tailing faktory modelovych latok za HILIC podmienok (85,5 % ACN).

k N Ts
5mM 50 mM 5SmM 50 mM 5mM 50 mM
PAB 51 2,9 1000 2300 2,9 2,5
PHB 5,0 3,1 900 2600 3,0 2,5
SUL 0,0 0,5 13300 28200 1,3 1,7
TSA -0,2 0,2 15100 26100 1,2 1,3
Teofylin 16,6 15,8 17800 19100 4,5 4,3
Teobromin 13,6 12,4 33400 43700 3,5 29
Kofein 16,0 14,8 37300 36700 3,0 3,0
Guaifenezin 1,8 1,7 9400 26900 3,2 2,2
Rezorcinol 0,3 0,3 24800 24900 1,4 1,4
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Pomerne nevyrazny pokles retencie s rastiicou koncentraciou pufru bol charakteristicky
taktiez pre xantiny. Trend bol najdeny pre slabo kysly teofylin a teobromin, ale aj pre neutralny
kofein. Preto nie je pravdepodobné, aby za pozorovany ubytok retencie bola zodpovedna idnova
vymena. Vysvetlenie mdze spocivat v okrajovom zapojeni mechanizmu ligandovej vymeny,
ked'ze tieto heterocyklické Struktury maju k dispozicii elektronové pary na atdomoch dusiku.
Podobné¢ chovanie xantinov vV HILIC chromatografii bolo diskutované na nemodifikovanej
titanovej stacionarnej faze [155].

Vzhl'adom k tomu, Ze za narast retencie benzénsulfonovych kyselin v HILIC oblasti bol
primarne zodpovedny rozdelovaci retenény mechanizmus, tak je isty narast retencie v 50 mM
octane zna¢ne pravdepodobny. VysSia koncentracia Soli octanu aménneho rozpusteného
v eluente totiz sprostredkuje migraciu hydratovanych octanovych anionov do mikrovrstvy vody
asociovanej na povrchu stacionarnej fazy. Pravdepodobne tu dochadza k uritému zvicSeniu
objemu vodnej vrstvy [159] s tym, ze benzénsulfonaty majt nasledne tendenciu do vodnej vrstvy
ucinnejSie prenikat’ a pocas elicie vo vodnej mikrovrstve zotrvavat’ po dlhsiu dobu.

Zayjimavé chovanie guaifenezinu vplyvom koncentracie pufru je mozné vysvetlit’ jeho
sposobilostou koordina¢ne interagovat so zirtkoniovym povrchom vdaka vicindlnym
hydroxylovym skupinim [188]. Hypotézu na Zr-CARB podporuje lepsia separac¢na u¢innost’
a tvar piku v 50 mM octane oproti5 mM octanu. Podpornym argumentom vyznamu ligandovej
vymeny bola tiez chybajica elicia guaifenezinu na kolone b-ZrO, v mobilnej fize bez pridavku

pufru (85,5 % ACN).

5.3.3 Vplyv pH octanu
Navzdory podstatne nizej retencii PAB a PHB v porovnani s Zr-PBD a b-ZrO;, [156]
vysledky na Zr-CARB kolone potvrdili primarnu ulohu ligandovej vymeny. Uz Blackwell
popisal, Ze najsilnej$i prispevok k celkovej retencii karboxylovych kyselin vyvolany ligandovou
vymenou je okolo pH 6 s tym, ze nasledne sa prejavuje strmy pokles retencie az k nulovej
hodnote kvoli prevladajucej idonovej repulzii [54]. Porovnatel'na retencia u PHB (pKa 4,57)
a PAB (pKa 4,86) (hodnoty pKa prevzaté zref. 184) pri pH 3,8 a pH 9,5 (Obr. 13) signalizuje
oslabenie odpudivych sil medzi analytom a stacionarnou fazou v alkalickej mobilnej faze. Podl'a
Alpertovej ERLIC teorie by mohla byt elektrostaticka repulzia stlmend v pritomnosti vysokej
koncentracie organického rozpustadla [189]. Pozoruhodna retencia kyselin v alkalickom pH sa
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pravdepodobne zachovala v dosledku ERLIC. Trojnasobne vyssi pocet teoretickych priehradiek
v zasaditom pH potom musi byt odrazom menSieho podielu dynamicky pomalsej ligandovej
vymeny na celkovej retencii karboxylovych kyselin.

Zavislost' retencie derivatov xantinu na pH eluentu je mozné vysvetlit podobnym
sposobom za predpokladu ich schopnosti podlichat’ ligandovej vymene. Retencia kofeinu vSak
na rozdiel od dimetylxantinov nebola zmenou pH prakticky vobec zasiahnuta. Napoveda to
zapojeniu sa aj inych blizSie neSpecifikovanych idnovych interakcii (napr. moznou ionizaciou
kyslej enolickej skupiny valkalickom pH) do celkovej retencie dimetylxantinov v HILIC
eluente.

Pozorované retenéné chovanie guaifenezinu oproti vysledkom xantinov poukazuje na
mozny meniaci sa podiel ligandovej vymeny zavisly na pH. Zatial’ ¢o sa samotna retencia nezda
byt prostrednictvom pH nijak dotknutd, je pik guaifenezinu valkalickom pH vyraznejSie
chvostujici a pocet teoretickych priehradiek padol z 23500/m v kyslej mobilnej faze na 12900/m

Vv zasaditom prostredi.

Obr. 13 - Vplyv pH na retenciu vybranych latok za HILIC podmienok (85,5 % ACN). Latky:
kyselina 4-aminobenzoova (o), kyselina 4-hydroxybenzoova (¢), guaifenezin (A), teofylin (m),
kofein (#), teobromin (e).
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5.34 Vplyv typu Lewisovej zasady

Substitiicia octanového anidbnu za mraventan viedla k retenénym casom kyselin
a xantinov vys$im zhruba o 15 — 25 %, pozri Tab. 8. Pocas eliicie analytov v mravencane bola
celkovo detegovana horSia uc¢innost’ separacného procesu spojena s niz§im po¢tom teoretickych
priehradok a nepriaznivym dopadom na symetriu pikov. Objasnenie vysledkov moze tkviet
vslabSom zasaditom charaktere mravenéanu podla Lewisovej tedrie. Analyty podstupujice
konkuren¢nti ligandovll vymenu S Lewisovou zasadou slabSou nez je octan amoénny maju
nasledne prilezitost’ tGspes$nejSie interagovat’ so zirkoniovym povrchom, ¢o sa prejavuje vyssou

retenciou a nizSou chromato grafickou u¢innost'ou.

Tab. 8 - Vplyv typu Lewisovej zasady na retenciu, pocet teoretickych priehradiek [1/m] a tailing
faktory modelovych latok za HILIC podmienok (85,5 % ACN).

Octan Mravenéan

k N Ts k N Tt
PAB 2,6 2600 2,5 33 2100 2,5
PHB 2,7 2800 2,7 3,5 2100 2,9
SUL 0,5 27400 1,7 0,8 29200 1,7
TSA 0,2 27100 1,3 0,3 25300 1,2
Teofylin 15,5 23100 3,3 18,1 18600 3,6
Teobromin 12,2 42800 2,6 15,8 32900 2,8
Kofein 14,8 41900 2,5 16,9 31900 2,7
Guaifenezin 1,6 28700 2,0 1,8 15800 2,7
Rezorcinol 0,3 26400 1,4 0,3 21600 1,2

5.3.5 Vplyv teploty

Retencné vysledky dosiahnut¢é vtomto experimente vratane poctu teoretickych
priehradiek, tailing faktorov ako aj hodndét zmien entalpie retenéného procesu spocitanych
z van’t Hoffovych grafov st zhrnuté v Tab. 9. Manipulacia s teplotnym aspektom na Zr-CARB
faze nemala na retenciu kyselin tak silny vplyv ako bolo pozorované na ¢istom ZrO, a Zr-PBD

[156]. NajpravdepodobnejSou pricinou je suvislejSie zakrytie povrchu sorbentu uhlikovou
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bariérou. Narast retencie karboxylovych kyselin (PAB, PHB) so stupajucou teplotou na kolone
Zr-CARB koresponduje s vysledkami na ostatnych dvoch kolonach [156]. Aj na Zr-CARB faze
boli potvrdené dva linedrne segmenty (v oboch r? > 0,998) ohranidené zretelnym zakrivenim
okolo teploty 45 °C. Tento jav by mohol byt spdty so zmenou interakéného mechanizmu ¢i
zmenou hrubky vodnej mikrovrstvy v blizkosti aktivneho povrchu [190,191]. Smernice van’t
Hoffovych grafov u benzénsulfonovych kyselin boli sice kladné, avsak nelinearita okolo teploty
60 °C bola taktieZ zretel'na.

Na opacnej strane bola pre vsetky xantiny ako aj guaifenezin konstatovana vynikajuca
linearita (r> > 0.9999) v celom teplotnom rozsahu van’t Hoffovych grafov. Ako je v Tab. 9
vidiet’, u¢innost’ chromatografie xantinov bola za stpajucej teploty nepochybne zvysena, ked’ze
bol dosiahnuty vys$i pocet teoretickych prichradiek a sufasne nizSie chvostovanie pikov.
Prekvapujuco vSak uplne opacné chovanie bolo pozorované v pripade guaifenezinu. Na
objasnenie tohto neocCakavaného teplotného efektu ako aj stvisu s vplyvom pH na G¢innost

retenéného procesu guaifenezinu by nepochybne bolo nevyhnutné d’alsie detailné vysetrovanie.

Tab. 9 - Vplyv teploty na retenciu, pocet teoretickych priechradiek [1/m], tailing faktory a AH®
hodnoty [kJ/mol] modelovych latok za HILIC podmienok (85,5 % ACN).

k N Tt 2
AH° R
20 °C 83 °C 20 °C 83 °C 20 °C 83 °C
PAB 2,8 3,4 2000 7600 2,8 2,4 2,6 0,973
PHB 3,0 4,0 2000 7800 3,0 2,4 3,7 0,976
SUL 0,5 0,4 28000 | 28100 1,6 15 -2,5 0,927
TSA 0,2 0,1 21700 | 22900 1,2 1,2 -9,3 0,842
Teofylin 17,9 44 16100 | 44000 4,5 2,5 -19,3 1,000
Teobromin 14,4 3,6 35800 | 60400 3,1 1,7 -18,9 1,000
Kofein 17,1 4,3 31700 | 59400 2,9 18 -19,0 1,000
Guaifenezin 1,8 0,7 26300 8200 2,1 3,4 -13,1 1,000
Rezorcinol 0,3 0,2 24200 | 21200 1,3 14 -7,3 0,978
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5.3.6 Separacia modelovych vzoriek

Na ziklade ziskanych vysledkov je jasné, ze Zr-CARB faza disponuje niekolkymi
moznostami, pomocou ktorych sa da ovplyviovat’ retencia roznych typov latok atym aj
vysledna separacia. Popri Specifickom zmieSanom type retencie V nizSom a strednom ACN
pasme sa otvara nova aplikacna oblast’ aj vo vysokom ACN regione. Separacna aplikovatel'nost
stacionarnej fazy Zr-CARB v mobilnej fize HILIC charakteru je ilustrovand na dvoch

modelovych zmesiach:

e Kyseliny - SUL, PAB, PHB

e Xantiny - teofylin, teobromin, kofein

Kyseliny

Zmes troch organickych kyselin bola analyzovand za presného dodrzania HPLC
podmienok pouzitych v predoslej praci [156], t.j. ACN - octan amonny (50 mM, pH 4,5) (90:10,
v/v), teplota 60 °C aprietok 1 ml/min. Ulah¢ilo ndm to porovnat’ dosiahnuté vysledky na
testovanej stacionarnej faze s chovanim zmesi kyselin na fazach Zr-PBD a b-ZrO,. Kyselina 3,4-
diaminobenzoova nebola v tejto novej zmesi pritomna kvoli prili§ silnej retencii na Zr-CARB.
Vysledna separicia na Zr-CARB bola uspokojiva, ale bola dosiahnutd podobna selektivita
a u¢innost’ ako v pripade Zr-PBD a b-ZrO,. Tailing faktory pre SUL, PAB a PHB boli 1,95; 2,01
a 2,01 a prislusné vyskové ekvivalenty teoretickej prichradky sa rovnali 32, 211 a 175 um. Tieto
hodnoty svedcia o prevazne nizSej separacnej u¢innosti Zr-CARB stacionarnej fizy vV porovnani

s hodnotami dosiahnutymi na obidvoch referenénych kolénach [156].

Xantiny

Za HPLC podmienok vyuzitych pri separacii kyselin bola pozorovana koelicia
teobrominu a kofeinu. Do tvahy prichadzalo niekolko opatreni, ktorymi by sa problém
nedostatku selektivity mohol vyriesit' (napr. redukcia obsahu ACN na cca 75 %). Zistili sme
vsak, ze dobré rozlisenie medzi kofeinom a obidvomi dimetylxantinmi bolo dosiahnuté aj
Vjednoduchej mobilnej faize ACN - voda (955, v/v). S ohladom na extrémne vysoku retenciu
xantinov za tychto podmienok (kK >> 25) a nizky pracovny tlak bola v metéde s vyhodou

aplikovana vysSia teplota a rychlejsi prietok. Teplota nad 60 °C v8ak mala za nasledok upIné
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prekrytie pikov teobrominu a teofylinu. Vsetky tri latky boli nakoniec od seba rozdelené pri
55 °C a 3 ml/min v ¢ase cca 15 mintt (Obr. 14 A).

Schopnost Zr-CARB sorbentu silno zadrziavat xantiny bola vostrom kontraste
s vykonom Zr-PBD a b-ZrO; stacionarnych faz. Na oboch kolonach bola dosiahnuta v podstate
nulova retencia kofeinu a iba vel'mi slaba retencia dimetylxantinov (k < 1,3) dokonca aj v 95 %
ACN. Tieto merania znova podc¢iarkovali dolezitii funkciu uhlikovej vrstvy pocas separacie
xantinov.

V priebehu separa¢nych merani bol najdeny zaujimavy teplotny efekt na faze b-ZrO,.
Maximalna retencia kofeinu v95 % ACN bola dosiahnuta pri znizenej teplote 15 °C (k = 0,3;
Obr. 14 B), priom stupajuca teplota viedla k elticii kofeinu spolu s mitvym objemom systému.
Opacény trend bol pozorovany uoboch dimetylxantinov, ked zvySujuca sa teplota viedla
k pomerne prudkému narastu retencie predovsetkym v pripade teobrominu (Obr. 14 C).
V porovnani so Zr-CARB kolénou stoji za zmienku prehodenie poradia dimetylxantinov
a suCasne aj signifikantné rozsirenie tychto dvoch pikov na b-ZrO,, ¢o je zhodné s pozorovanim

Randona et al. [154].

Obr. 14 - Separacia xantinov na zirkoniovych stacionarnych fazach v mobilnej faize ACN - voda
(955, viv), UV 254 nm. (A) Zr-CARB, prietok 3 ml/min, teplota 55 °C; (B) b-ZrO3, prietok
1 ml/min, teplota 15 °C; (C) b-ZrO,, prietok 1 ml/min, teplota 80 °C; 1 = kofein; 2 = teobromin;
3 =teofylin.
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54 ZAVER

Néplhou tejto prace bolo posudenie vyznamu uhlikom potiahnutej zirkoniovej
stacionarnej fizy pri analyze vybranych polarnych latok za HILIC podmienok. Vysledky
jednozna¢ne poukazali na schopnost’ tohto sorbentu zadrziavat’ polarne latky v HILIC mobilnej
faze napriek pritomnosti silno hydrofébnej bariéry. Na celkovej retencii latok sa podielali rozne
retenéné mechanizmy najma vSak ligandova vymena, hydrofilné a ¢o je zayjimavé aj hydrofobne
interakcie. Relativna dolezitost’ jednotlivych interakénych mechanizmov bola silno zavisla na
chemickej Struktire a vlastnostiach jednotlivych analytov a na experimentalnych podmienkach.

Na zaklade porovnania vysledkov s referencnymi zirkoniovymi stacionarnymi fazami je
zrejmé, ze uhlikova vrstva mala oproti polybutadiénu vyrazne odliSny vplyv na celkovl retenciu
karboxylovych kyselin a xantinov. Hlavnym rozdielom bola véc¢Sia angazovanost’ grafitického

uhliku na retenénom procese v mobilnych fazach bohatych na vodu a aj na ACN. Vel'mi
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intenzivne interakcie s uhlikovoubariérou v HILIC typickych mobilnych fazach boli preukdzané
hlavne u xantinov, zatial' ¢o na faze obsahujucej ¢isty ZrO, mala preferencné miesto ligandova
vymena.

Tieto vysledky naznacuju, ze aj modifikované reverzné stacionarne fazy odvodené od
ZrO, mdzu byt uspesne aplikované pri HILIC separaciach. Spdsobilost’ k ligandovej vymene je
zda sa vel'mi dolezitym faktorom umoziujicim latkam interagovat’ s aktivnymi miestami na
zirkoniovom povrchu. V niektorych pripadoch mdze byt do retencie zapojena aj hydrofobna
vrstva, hoci je pouzitd HILIC mobilnd fiza s vysokym percentom organického modifikétoru.
KedZe sa jedna o multimodalny reten¢ny proces, bolo by Ziaduce previest dal§ie experimenty
s inymi typmi latok v snahe o hlbsie pochopenie vsetkych aspektov ovplyviujicich separaciu

v oblasti HILIC chromatografie na oxide zirkoni¢itom.
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RETENCNE CHOVANIE KYSLYCH, ZASADITYCH A NEUTRALNYCH
FARMACEUTICKY VYZNAMNYCH LATOK NA DEAKTIVOVANEJ
POLYBUTADIENOVEJ ZIRKONIOVEJ FAZE

Praca bola publikovana s origindlnym ndzvom: The retention behavior of acidic, basic
and neutral pharmaceuticals on the deactivated polybutadiene zirconia phase.
P. Kalafut, R. Ku€era, J. Klimes, Curr. Anal. Chem. 8 (2012) 574-582 [192]

6.1 PREDMET STUDIA

Objektom primarneho zdujmu v tejto praci bola pomerne nova zirkdniova stacionarna
faza uréena pre HPLC-MS, ktord bola na trh uvedend pod komerénym ndzvom ZirChrom-MS®.
Cisty zirkoniovy povrch je v nej chelatovany molekulami EDTPA zabezpedujicimi permanentnt
deaktivaciu Zr'Y Lewisovych kyselin. Reverznd faza je ziskand pokrytim povrchu $pecidlne
zosietovanym polybutadiénom.

Prekvapujucim zistenim vSak bolo, ze podl'a ref [193] Zr-MS patri do zoznamu desiatich
najmenej podobnych kolon k Zr-PBD, aj ked’ je tiplne evidentne zalozena na rovnakom zéklade.
Tento nalez ako aj vedomie absencie akejkol'vek adekvatnej $tidie zaoberajtcej sa komplexnym
zhodnotenim chromatografickych vlastnosti Zr-MS kolony nas primél k zhodnoteniu rozdielov
vretencnom chovani a selektivite medzi modifikovanou a nemodifikovanou polybutadiénovou
zitkoniovou staciondrnou fazou. Pozornost' sa primdrne zameriavala na vplyv pH vodnej
komponenty mobilnej fizy, vplyv koncentracie atypu Lewisovej zisady ako aj teploty na
selektivitu.

Farmaceuticky zvédcsa vyznamné analyty boli vyberané s imyslom zahrnut’ latky kysle;,
zasaditej a aj neutralnej povahy. Zoznam latok je uvedeny v Tab. 10. Analyty, ktoré neboli
zmenami danej premennej signifikantne ovplyvnené boli z podrobnejsej diskusie v danom texte

vynechané.
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Tab. 10 - pKa a log P hodnoty testovanych latok [184].

pKa Log P
Guaifenezin 13,5 0,57
Benzil N/A” 3,38
Metylparabén 8,3 1,87
Etylparabén 8,3 2,40
Propylparabén 8,2 2,93
Butylparabén 8,2 3,46
Ibuprofén 4.4 3,74
Diklofenak 4,2 4,06
Kyselina flufenamova 3,7 5,62
Kyselina meklofenamova 3,6 6,67
Prokain 9,2 2,36
Lidokain 8,5 2,36
Prilokain 8,0 1,74
Trimekain 8,5 2,82

* Nie je aplikovateI'né.

6.2 VYBAVENIE A PRIPRAVA

6.2.1 InStrumentacia

Vaésina chromatografickej Casti experimentalnej prace bola prevedena na HPLC systéme
Shimadzu LC 20A (Tokio, Japonsko) vybavenom degasérom DGU-20A3, dvomi ¢erpadlami
LC-20AD, autosamplerom SIL-20AC, kolonovym termostatom CTO-20AC, detektorom
diédového pola SPD-M20A, komunikacnym modulom CBM-20A a pocitacovym programom
LC Solution, verzia 1.21 firmy Shimadzu (Tokio, Japonsko). S wvyuzitim hmotnostného
spektrometra s idbnovou pascou LCQ Advantage Max, Thermo Finnigan (San Jose, USA), ktory
umoziuje atmosférické ionizacné techniky ESI a APCI, bol realizovany prenos metédy na
HPLC-MS detekény systém. Data hmotnostného spektrometru boli spracované programom

Xcalibur firmy Thermo Finnigan.
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6.2.2 Chromatografické kolony
ZirChrom-MS® a ZirChrom-PBD® s rozmermi 150 x 4,6 mm a priemerom &astic 5 pm

boli zaktpené od firmy ZirChrom Separations (Anoka, USA).

6.2.3 Chemikalie

Testované substancie boli ziskané od dodavatelov: ibuprofén a Kyselina flufenamova,
Sigma (St. Louis, USA); kyselina meklofenamova Sigma-Aldrich (St. Louis, USA); sodna sol’
diklofenaku Merck (Darmstadt, Nemecko); metylparabén a etylparabén, Merck (Darmstadt,
Nemecko); propylparabén a butylparabén, Lachema (Brno, CR); benzil Merck (Darmstadt,
Nemecko); guaifenezin Sigma-Aldrich (Praha, CR); hydrochlorid prokainu, prilokain, lidokain,
trimekain, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

Acetonitril a metanol gradientovej kvality boli od firmy Merck (Darmstadt, Nemecko).
Lewisove zasady (dihydrogénfosfore¢nan amonny, octan amonny, fluorid aménny) pochadzali
od firmy Lach-Ner (Neratovice, CR) aaceton vyrobila Penta (Chrudim, CR). Hydrochlorid
ondansetronu ako aj jeho pit’ liekopisnych nec€istot C - G boli ziskané darom od firmy Zentiva
(Praha, CR). Deionizovani voda bola pripravend purifikainym systémom Millipore

(Schwalbach, Nemecko).

6.2.4 Priprava vzoriek

Zasobné roztoky vSetkych testovanych substancii sluziacich k popisu vlastnosti
deaktivovanej stacionarnej fazy, vratane acetonu ako indikdtoru mftveho casu
chromatografického syst¢ému, boli pripravené rozpustenim patricného mnozstva danej substancie
vV ACN na koncentraciu 1 mg/ml. Vynimku tvoril diklofenak, ktory musel byt rozpusteny v 1 %
(v/v) roztoku Kkyseliny octovej v ACN. Pracovné roztoky testovanych latok 0 koncentracii
20 pg/ml boli nasledne pripravené nariedenim v zmesi ACN - voda (50:50, v/v).

Zasobné a pracovné roztoky ondansetronu a jeho necistot boli rozpustané v metanole na

findlnu koncentraciu 20 pg/ml.

6.2.5 Priprava roztokov Lewisovych zasad

Roztoky Lewisovych zisad boli pripravené rozpustenim ich amoénnej soli

(dihydrogénfosfore¢nan, octan, fluorid) vo vode. Konkrétna hodnota pH bola nastavena bud’
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hydroxidom aménnym alebo prislusnou zriedenou kyselinou (5 % kyselina fosforecna, 1 M
kyselina octova, 1 M kyselina chlorovodikova). Vodna Cast’ mobilnej fazy bola filtrovana cez
0,45 um filter.

Fosfatovy pufor pH 5,5 bol pripraveny postupom uvedenym v Ph. Eur. [6] a nasledne

zriedeny vodou na koncentraciu 20 mM.

6.2.6 Chromatografické podmienky

Aby analyzované latky vykazovali na oboch stacionarnych fazach primeranu retenciu,
bolo nutné najst’ vhodné chromatografické podmienky. Na ziklade pilotnych experimentov bola
zvolend mobilnd fiza obsahujica 25 % ACN a75 % vodného roztoku soli. Podmienky

jednotlivych experimentov boli nasledovné:

e pH zvislost’ bola testovana v rozsahu 2,5 - 9,5 s gradaciou jednej jednotky pH; mobilna
faza: ACN - dihydrogénfosfore¢cnan amonny (20 mM; pH variabilné) (25:75, v/v);
UV detekcia v dualnom mode pri 230 a 265 nm,; teplota 35 °C; prietok 1 ml/min.

e Vplyv koncentracie Lewisovej zasady bol testovany na hladinach 5, 10, 20 a 40 mM;
mobilna faza: ACN - fosfatovy pufor (koncentracia variabilnd; pH 5,5) (25:75, v/v);
UV detekcia v dualnom mode pri 230 a 265 nm; teplota 35 °C; prietok 1 ml/min.

e Zavislost’ retencie na separacnej teplote bola testovana pri 20, 25, 30, 35, 40 a 45 °C;
mobilnd faza: ACN - fosfatovy pufor (20 mM; pH 5,5) (25:75, viv); UV detekcia
V dudlnom mode pri230 a 265 nm; teplota variabilna; prietok 1 ml/min.

e Vplyv fosfatu, octanu a fluoridu na separaciu Studovanych latok bol testovany za tychto
HPLC podmienok: mobilnd fiza tvorend zmesou ACN - Lewisova zasada (20 mM,;
pH 6,5) (25:75, v/v); UV detekcia v dualnom modde pri 230 a 265 nm; teplota 35 °C;

prietok 1 mi/min.

Kolony boli ekvilibrované mobilnou fazou po dobu 90 minit a potom nasledovali HPLC
analyzy jednotlivych latok vporadi: acetdén, parabény, neutrdlne latky, kyseliny a zisady.
Nastrekovany objem bol vzdy 10 pl. V rovnakom poradi sa cela analyza zopakovala este raz.
Z priemerného retencného Casu jednotlivych latok bol vypocitany ich retenény faktor k podla

definicie Ph. Eur. [6].
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6.3 VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zéklade nadobudnutych skusenosti s chromatografiou na tomto type stacionadrnych faz
[111-113,178] bolo zrejmé, Zze Vvtejto porovnavacej Studii bude vel'mi ziaducim opatrenim
vyhnutie sa slabej Lewisovej zasade octanu amoénnemu V eluente. V opac¢nom pripade by to
viedlo k problematickej analyze organickych kyselin na referencnej Zr-PBD kolone. Z tohto
doévodu bola vicsina Studie postavena na pouziti silnej fosfore¢nanovej Lewisovej zasady, aj ked’
fosforeCnanové soli nie st vhodnou primesou v eluentoch podliehajiucich hmotnostnej detekcii.

Rozdiely v selektivite medzi dvomi stacionarnymi fizami moézu byt podla Horvatha
vyjadrené graficky vtzv. k-k zizname [194]. CiselnA miera linearnej zavislosti (koreladny
koeficient) najdena vtakomto zazname zodpoveda priamo Umerne podobnosti faz. V tejto
experimentalnej praci boli graficky vynesené logaritmické hodnoty retenénych faktorov (log k)
pre vSetky analyty na Zr-MS kolone voci logk dosiahnutym na Zr-PBD. Regresné data
(smernica, tsek, korelaény koeficient) boli najprv spocitané pre kazdé HPLC podmienky zvlIast,
napr. pre jednotlivé pH hodnoty pocas pH experimentu. Ked’Ze bola dosiahnutd zna¢na vzajomna
zhoda v tychto parcialnych vysledkov, nasledne bol vytvoreny sumarny k-k graf, ktory obsahoval
vSetky retenéné data (napr. retentné faktory celého pH experimentu) a dal sa jednoduchsie
interpretovat’. Rovnice vyslednych regresnych priamok st prezentované V jednotlivych
odstavcoch.

Zmenami HPLC podmienok nebola vyznamne ovplyvnena chromatograficka retencia
a ani chromatograficka u¢innost’ pikov oboch zastupcov neutralnych latok (guaifenezin, benzil),
¢o bolo vsulade s nasimi predpokladmi. Uvedené dva analyty boli preto z d’alSicho rozboru

v diskusii vynechané.

6.3.1 Vplyv pH

Retencia kyslych ako aj zisaditych latok na Zr-PBD byva zapri¢inend zmieSanym
retenénym mechanizmom [52]. Podl'a informacii od vyrobcu si podobnt schopnost’ uchovava aj
inovativna Zr-MS kolona [195]. Nastavenie vhodnej hodnoty pH by teda malo zostat’ kI"iCovym

faktorom tspesnej separacie ionizovatel'nych latok aj na Zr-MS.
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Obr. 15 - Graf log k na Zr-MS verzus log k na Zr-PBD. Podmienky: ACN - fosfat (25:75, v/v)
(pH 2,5 - 9,5; 20 mM); UV 230 a 265 nm; 35 °C; 1 ml/min. Latky: prokain (0), lidokain (0),
prilokain (A), trimekain (o), ibuprofen (¢), diklofenak (m), kyselina flufendAmova (A), kyselina
meklofenamova (e), guaifenezin (x), benzil (+), metylparabén (sivy 0), etylparabén (sivy D),
propylparabén (sivy A), butylparabén (sivy o).
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Zostrojeny k-k graf na Obr. 15 zobrazuje sumar retenénych dat celého pH experimentu.
Linearna regresia je vyjadrena priamkou s rovnicou: y = 0,908x + 0,38 (r = 0,9158). Hlavne
kvoli Specifickému retencnému profilu bazickych lokalnych anestetk je korelaény koeficient
priamky od idedlnej hodnoty Cistocne odchyleny, ale inapriek tomu je hodnota dosiahnutej
korelacie vysoka. Vysoka hodnota korelaéného koeficientu sved¢i o vel'mi podobnej selektivite
testovanej skupiny latok na obidvoch stacionarnych fazach. Z hodnoty tseku bola na Zr-MS
kolone vycislena vpriemere 2,4-krat silnejSia retencia oproti klasickej Zr-PBD faze, ¢o
koresponduje s vyssim plniacim objemom polybutadiénu na Zr-MS stacionarnej faze.

Rozdiel oboch stacionarnych faiz vyhradne z pohl'adu hydrofobicity bol kvantifikovany

na zéklade analyzy homologickej série parabénov (metylparabén az butylparabén) v pH intervale
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2,5 - 6,5. Priamky ziskané regresiou zavislosti In kK - ncyz (poéet metylénovych skupin) oboch
kolon boli navzijom takmer rovnobezné, ¢o dokladaji priemerné smernice priamok 0,765
a 0,752 pre Zr-MS a Zr-PBD ako aj prislusné tseky -0,77 a -1,72. Korelatné koeficienty
prevySovali 0,999. Z tychto vysledkov je mozné vyvodit’ zaver, ze hydrofobicita Zr-MS fazy je
2,6-krat vyssia nezbolo pozorované na Zr-PBD.

Podobné chromatografické vlastnosti kolon sa odzrkadlili na vzhlade pH zavislosti
roznych typov latok. Profil zavislosti k na pH na Zr-MS kolone si zachoval podobné rysy ako na
Zr-PBD pre kyslé aj zasadité lie¢iva. Prudky Ubytok retencie karboxylovych kyselin okolo pH
hodnét ekvivalentnych ich pKa (Obr. 16) sa pripisuje prevladajiucim odpudivym silam medzi
zapornym nabojom karboxylovej skupiny a povrchom fazy. Identickd situidcia bola pozorovana
u vSetkych parabénov okolo pH 8,5.

Akokol'vek bolo retenéné chovanie latok na oboch kolonach analogické, je mozné si
povsimnut’ niekol’ko mensich odlisnosti. Napriklad je to prehodenie elu¢ného poradia ibuprofénu
a diklofenaku okolo pH 4,5 na Zr-PBD, resp. vokoli pH 5 na Zr-MS. Alebo uspokojiva
separacia anestetik na Zr-PBD bola dosiahnuta v pH ,0kne*“ 4,5 - 6,5, kym na Zr-MS bola GpIna
separacia mozna iba pri pH 7 (priCinou bola koelicia trimekainu a prilokainu, vid® Obr. 17).
Zaujimavym rozdielom bol aj retenény profil prokainu na oboch faizach vKkyslej oblasti pH.
Objasnenie zvysujlcej sa retencie prokainu na Zr-PBD vo vel'mi kyslej oblasti by asi bolo
mozné pripisat’ na vrub Specifickej interakcie prokainu s ZrO; (asi cez primarnu aminoskupinu),
ked’Ze obdobny vzhlad retentného profilu nebol pritomny na ZrO, zablokovanom molekulami
EDTPA.

6.3.2 Vplyv koncentracie Lewisovej zasady

Dalou alternativou pri cielavedomom hl'adani optimélnej retencie ionizovatelnych latok
(hlavne bazickych farmaceutik) je volba vhodnej koncentracie Lewisovej zasady. Rovnica
regresnej priamky suhrnného k-k grafu y = 1,042x + 0,45 (r = 0,9900) opét’ naznaCuje vel'mi
podobné retencné chovanie a selektivitu oboch faz. Priemerna retencia na Zr-MS bola vtomto
pripade asi 2,8-krat vysSia oproti Zr-PBD, ¢im tento vysledok celkom dobre koreluje s ostatnymi

hodnotami v tejto studii.
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Obr. 16 - Vplyv pH na retenciu kyselin na Zr-PBD (vlavo) a Zr-MS (vpravo) kolone.
Podmienky rovnaké ako na Obr. 15, UV detekcia 230 nm. Latky: ibuprofén (¢), diklofenak (m),

kyselina flufendmova (A ), kyselina meklofendmova (e).

30
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Obr. 17 - Vplyv pH na retenciu zasad na Zr-PBD (vllavo) a Zr-MS (vpravo) koloéne. Podmienky
rovnaké ako na Obr. 15, UV detekcia 265 nm. Latky: prokain (0), lidokain (o), prilokain (A),
trimekain (o).
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V skupine zasaditych latok bola na oboch kolénach matematickym vyjadrenim grafickej
zavislosti retenéného faktoru a molarnej koncentracie fosfatu Klesajica exponencialna funkcia
(tj. linearny zaznam log k - log[fosfat]). Korelaény koeficient na Zr-MS bol pre vsetky
anestetikd v intervale 0,9984 - 0,9987 (Obr. 18). Poznatok je zhodny s vysledkami dosiahnutymi
na Zr-PBD stacionarnej faze v praci Hua et al. [52].

V pripade kyslych lieciv bola sice retencia ovplyvnena menej (Obr. 19), avsak vo
vySSich koncentraciach fosforeCnanu bolo preukazané vyrazné zlepSenie tvaru pikov.
Vysvetlenie spociva v tom, ze prili§ nizke mnozstvo fosfore¢nanu nie je schopné natol’ko G¢inne
zablokovat’ Zr'Y kyseliny povrchu. Neobsadené atomy zirkonia st potom atakované relativne
slabsimi Lewisovymi zasadami (napr. karboxylatmi), ¢o zhorSuje ich chromatograficky proces
a znizuje separa¢nu uc¢innost’. Na Zr-MS bolo takéto chovanie potlacené, iked’ nic v plnej miere.
V situaciach, ked’ je separacia karboxylovych kyselin vyhodnejSia v mobilnej fize s nizkym
obsahom Lewisovej zasady (fosfore¢nan, octan a d’alsie), moze byt’ vyber Zr-MS kolony lep$im

rieSenim nez automatické pouzitie zakladnej reverznej stacionarnej fazy Zr-PBD.

Obr. 18 - Vplyv koncentracie fosfatu na retenciu zasad na Zr-PBD (vlavo) a Zr-MS (vpravo)
koléne. Podmienky: ACN - fosfat (25:75, v/v) (pH 5,5; 5 - 40 mM); UV 265 nm; 35 °C;
1 ml/min. Latky: prokain (0), lidokain (0), prilokain (A), trimekain (o).

10 20 30 10 0 10 20 30 10
Koncentracia fosfatu [mM] Koncentricia fosfatu [mM]
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Obr. 19 - Vplyv koncentracie fosfatu na retenciu kyselin na Zr-PBD (vlavo) a Zr-MS (vpravo)
kolone. Podmienky rovnaké ako na Obr. 18, UV detekcia 230 nm. Latky: ibuprofén (+),
diklofenak (m), kyselina flufenamova (A ), kyselina meklofenamova (e).

Koncentricia fosfatu [mM] Koncentricia fosfatu [mM]

6.3.3 Vplyv teploty

Pouzivanie separacnych teplot nad obvyklé laboratorne Standardy je vyznamnou pridanou
hodnotou kolon odvodenych od oxidov kovov. Zvysené teploty zvycajne vedt ku skrateniu doby
analyzy, zlepSeniu separacnej ucinnosti a casto moézu mat priaznivy efekt aj z hladiska
selektivity. Bohuzial' najvysSia teplota na kolone Zr-MS je limitovand na 50 °C z ddvodu
chemickej upravy zirkoniového povrchu molekulami ,blokatoru“ EDTPA. Kvoli tomuto
cite'nému obmedzeniu boli retencné vlastnosti testovanych kolén skiimané v relativne tzkom
intervale 20 - 45 °C. Rovnako ako upredoslych experimentov bola zvyraznena podobnost
chovania oboch stacionarnych faz (rovnica priamky bola y = 1,050x + 0,44; r = 0,9883).

Vysledky regresnej analyzy ziskané z van’t Hoffovej termodynamickej rovnice st
predmetom Tab. 11. Reten¢ny proces V pripade karboxylovych kyselin bol na oboch kolénach
termodynamicky vel'mi podobny, ale bazické latky vykazovali pod vplyvom teploty o nieco
vyraznejSie rozdiely najmarkantnejSie sa prejavujuce U prokainu. Medzi kolonami boli preto
pozorované mierne odchylky v selektivite. Napriklad piky lidokainu a flufenamovej kyseliny
koeluovali na Zr-MS pri 20 °C, zatial’ ¢o na Zr-PBD boli dobre separované. Dalsim prikladom

bolo prehodenie eluéného poradia lidokainu a meklofenamovej kyseliny, ktoré na Zr-PBD
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nastalo asi pri 35 °C, kym na Zr-MS obe latky nezmenili poradie az do teploty 45 °C.
Zohladnujuc namerané vysledky mdzeme skonStatovat, ze na selektivitu oboch stacionarnych
faz nema korekcia teploty identicky efekt, a ze teda teplota mdze byt uzito¢nym nastrojom pri

vyvoji HPLC metdd, predovsetkym V pripade analyzy vzoriek heterogénneho charakteru.

Tab. 11 - Analyza smernic [K] a tisekov vo van’t Hoffovych Ink - 1000/T grafoch.

PBD MS
Smernica | Usek R Smernica | Usek R
Guaifenezin 1281,3 -5,96 0,9997 1292,6 -5,23 0,9996
Benzil 1963,5 -4,34 0,9998 2149,5 -3,99 0,9997
Metylparabén 1525,0 -6,01 0,9994 1680,4 -5,44 0,9998
Etylparabén 1528,7 -5,31 0,9996 17249 -4,88 0,9997
Propylparabén 1664,3 -4,98 0,9998 1894,8 -4,66 0,9997
Butylparabén 1869,3 -4,86 0,9998 21247 -4,62 0,9997
Ibuprofén 1980,4 -6,23 0,9992 2109,7 -5,59 0,9994
Diklofenak 2698,2 -8,78 0,9995 2741,1 -7,81 0,9980
Kyselina flufendmova 3189,7 -9,81 0,9997 3334,9 -9,16 0,9984
Kyselina meklofendmova 3157,1 -9,18 0,9998 3346,6 -8,60 0,9998
Prokain 596,5 -1,43 0,9990 12249 -2,85 0,9992
Lidokain 534,8 -0,63 0,9968 9974 -1,19 0,9956
Prilokain 871,8 -1,33 0,9975 1365,9 -1,63 0,9967
Trimekain 739,4 -0,71 0,9987 1166,2 -1,08 0,9944

6.3.4 Vplyv typu Lewisovej zasady

Ked’ze primarnu ulohu v kontrole retencie karboxylovych kyselin na ZrO; hra ligandova
vymena, mdze lahko dochadzat k problémom spojenym s ich horSou separacnou efektivitou
[54]. Vyber spravnej soli s vlastnostami Lewisovej zasady byva dostato¢ne G¢innou cestou ako
sa daju oslabi nevitané interakcie zirkoniovych atomov S karboxylovymi skupinami

analyzovanych molekul
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Tieto soli sa medzi sebou odlisuju vo velkosti molekuly ako aj intenzite naboja, ktorym
je nabity ich povrch. Odrazom ich rozlicnej koordina¢nej schopnosti spovrchom ZrO, je
nasledne aj rozlicnd miera dynamickej modifikacie aktivneho powvrchu nedeaktivovanej
stacionarnej fazy [34,44,59]. Rozhodli sme sa preto porovnat separaény vykon niekolkych
odlisnych mobilnych faz obsahujucich rozne Lewisove zasady. Dosiahnuté chromatogramy su
prezentované na Obr. 20 (kyseliny) a Obr. 21 (zasady). Vyplyvajica diskusia je rozdelena do

dvoch sekcii podla typu testovanych analytov.

Kyseliny

Octan amonny rozpusteny v mobilnej faze nebol schopny dostato¢ne uc¢inne zablokovat
Lewisove kyseliny na Zr-PBD. Vysledkom bola nevydarena eliicia ¢o len jedného nesteroidného
antiflogistika pocas celej 40 minatovej analyzy. Pouzitim fluoridovej soli nebol na Zr-PBD
dosiahnuty Ziaden naznak rozdelenia ibuprofénu adiklofenaku, resp. kyseliny flufenamovej
a meklofenamovej. Najlepsi vykon preukazal fosfatovy pufor, aj ked’ diklofenak a ibuprofén boli
sCasti prekryté.

Vyssia hydrofobicita Zr-MS viedla na druhej strane krozdeleniu diklofenaku
a ibuprofénu az na zakladnt liniu. Napadné zlepSenie separacie nastalo aj v eluente s fluoridom
amonnym. Oba problematické pary pikov boli na Zr-MS natol’ko oddelené, ze dosiahnutd
kolone bol vysledok analyzy pouzitim octanového eluentu, kedy bola dosiahnuta celkom
prijatelna separacia kyselin. Porovnanim separacnej efektivity chromatografie na octane
s fosforecnanom bol zisteny vytazok zhruba 50 % teoretickych priehradiek U ibuprofénu
adiklofenaku aia 25 % pre obe kyseliny fenamové. Vysledok vyrazne niz§i nez vo
fosfore¢nane sa da pripisat’ rezidualnej aktivite Lewisovych kyselin pretrvavajicej aj navzdory

chemickej tprave povrchu.

Zéasady

Vo vSetkych troch mobilnych fizach bola na Zr-PBD koléone pozorovanid vyborna
separacia bazickych latok. NajrychlejSia analyza bola dosiahnutd v mobilnej faze obsahujucej
octan amonny. Takyto vysledok je prejavom relativne slabsieho zaporného naboja na povrchu

Zr-PBD dynamicky modifikované¢ho octanovymi anionmi.
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Obr. 20 - Chromatogramy kyselin na Zr-PBD (Ciarkovana linka) a Zr-MS kolone za pouzitia
fosfatu (A), fluoridu (B) a octanu (C). Podmienky: ACN - Lewisova zasada (20 mM; pH 6,5)
(25:75, viv); UV 230 nm; 35 °C, 1 ml/min. Latky: ibuprofén (1), diklofenak (2), kyselina
flufendmova (3), kyselina meklofendmova (4).
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Obr. 21 - Chromatogramy zasad na Zr-PBD (Ciarkovana linka) a Zr-MS kolone za pouzitia
fosfatu (A), fluoridu (B) a octanu (C). Podmienky rovnaké ako na Obr. 20. Latky: prokain (5),
lidokain (6), prilokain (7), trimekain (8).
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Celkové trvanie analyz zasaditych latok vo fosfore¢nane aj octane na Zr-MS bolo viac-
menej podobné, ¢o by mohlo dokazovat’ zablokovanie va¢Siny Lewisovych kyselin pomocou
EDTPA. | naprick tomu st v chromatogramoch viditeI'né Ciastoéné rozdiely signalizujuce nie
tplne efektivnu eliminaciu populicie kyslych atomov Zr'Y, Go prispieva k uréitému vplyvu typu
Lewisovej zasady na separaciu na Zr-MS. Priblizne 0 25 % vysSia retencia vo fluoride by mohla
byt adresovana malym rozmerom fluoridového anionu. Vd’aka lepsej priestupnostik povrchu by
fluorid mohol dodatone zosilovat negativny ndboj staciondrnej fazy a vystupfiovanymi

ibnovymi interakciami prispievat’ k vysSej retencii protonizovanych molekul [59].

6.3.5 Separacia ondansetronu

Na ziklade predchadzajicej skusenosti so separaciou ondansetronu [111] a jeho piatich
pribuznych latok (lickopisné necistoty C, D, E, F a G [6]) bol demonStrovany modelovy transfer
metody z kolony Zr-PBD na kolonu Zr-MS (Obr. 22), ktory bol zacieleny na zvysenie citlivosti
detekcie hodnotenych necistot zapojenim hmotnostného detektoru.

Optimalna separacia na Zr-PBD kolone na Obr. 22 A bola najdend v mobilnej faze
ACN - fosfore¢nan amonny (25 mM; pH 7) (18:82, v/v) [111]. Prejavom prevedenia metody na
deaktivovani Zr-MS kolonu bolo pozorovanie dlhsich retencnych ¢asov, avsak za zachovania
zhodnej selektivity (Obr. 22 B). Nahrada fosfatového anionu octanom vyustila do eSte vyssej
retencie (Tr ondansetronu 50 minat, Obr. 22 C). ST'ubna izokratickd separacia bola najdena
v mobilnej faize ACN - octan amonny (5 mM; pH 7) (40:60, v/v) ako je vidiet na Obr. 22 D.
Pokles idnovej sily a sucasne vysSie percento organickej zlozky v eluente prospievaju G¢innejsej
ionizacii molekul v ibnovom zdroji hmotnostného spektrometru. Je mozné si dalej vSimnut
okrem iného aj zmenu poradia eluovanych necistot.

V dalsej faze prevodu metddy bolo nutné prietok mobilnej fizy zredukovat’ (v nasom
pripade na 0,5 ml/min), aby sa na rozhrani LC-MS zabezpecilo kompletné splynenie kvapalného
eluentu. Na zaver bola analyza urychlena vyuzitim nasledujuceho ACN gradientu: 0 - 4 min,
40 % ACN; 4 - 5 min; 40 — 50 % ACN; 5 - 21 min, 50 % ACN; 21 - 25 min, 50 — 40 % ACN;
25 - 27 min, 40 % ACN.
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Obr. 22 - Separacia ondansetronu a piatich lickopisnych neCistot za chromatografickych
podmienok: UV 216 nm, 40 °C, 1,5 ml/min. Stacionarne a mobilné fazy st uvedené v texte.
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V ramci HPLC-MS analyzy boli preverené obe dostupné ioniza¢né techniky (ESI, APCI)

a mobilné fazy obsahujuce ACN i MeOH, tak aby bola vybrana ta najcitlivej$ia LC-MS metdda.

Boli optimalizované vsetky bezné MS nastavenia. Metanolova mobilnd fiza poskytla oproti

ACN nepatrne niZSiu citlivost detekcie pre vSetky hodnotené latky. Ionizdcia ESI viedla

Kk narastu citlivosti detekcie oproti APCI, hlavne pre neCistotu D. NajlepSie sa teda javila

kombinacia HPLC-ESI-MS, ktorou bola vykonana analyza modelového roztoku ondansetronu

(Obr. 23). Detekéna citlivost’ narastla minimalne 12-krat (necistota D) a pre necistotu G dokonca
az 100-krat. Detekéné limity vSetkych necistot Klesli pod 10 ng/ml (Tab. 12).

Obr. 23 - Gradientova HPLC-ESI-MS analyza ondansetronu a piatich lickopisnych ne¢istot na
Zr-MS kolone za optimalnych HPLC podmienok. Inicialne podmienky: ACN - octan (5 mM,;
pH 7) (40:60, v/v); 40 °C; 0,5 ml/min. Gradient ACN: 0 - 4 min, 40 %; 4 - 5 min; 40 — 50 %;
5- 21 min, 50 %; 21 - 25 min, 50 — 40 %; 25 - 27 min, 40 %. Parametre ESI: napitie +2 kV;

teplota kapilary 300 °C.
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Tab. 12 - Porovnanie detekénych limitov [ng/ml] liekopisnych ne¢istot ondansetronu.

Zr-PBD Zr-MS Zr-MS
Necistota UV 216 nm UV 216 nm MS detekcia
Fosfat 25 mM Octan 5 mM Octan 5 mM
C 70 50 2
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D 85 60 5
E 105 190 9
F 105 150 5
G 115 110 1
64 ZAVER

V tejto praci bolo porovnané retencné chovanie roznych typov farmaceuticky
vyznamnych latok na deaktivovanej polybutadiénovej zirkdniovej faze s obvyklou stacionarnou
fazou Zr-PBD. Toto porovnanie zirkoniovych kolon by mohlo byt napomocné pocas vyvoja
metod na Zr-MS alebo pri transfere metdd zo Zr-PBD na Zr-MS. Vykonané experimenty
poukazali len na menSic rozdiely vselektivite oboch Studovanych faz dosledkom zmien
chromatografickych podmienok.

Hlavnym rozdielom bola v priemere 2,5-krat vy$sia hydrofobicita Zr-MS koloény nez bolo
pozorované na Zr-PBD. VysSia reten¢na schopnost Zr-MS fazy by mohla byt’ s vyhodou vyuzita
Vv praxi napr. v pripade analyzy polarnych latok, ktorym menej hydrofobny povrch Zr-PBD fazy
nedokaze poskytnit’ dostatocnl retenciu. Tato vlastnost' taktieZ dovoluje do mobilne; fazy
pouzit’ vyssiobsah organického rozpustadla, ¢im sa zlepsuje citlivost’ pripadnej MS detekcie.

Ulohou EDTPA je blokovat’ neziaduce silné interakcie Lewisova kyselina - Lewisova
zasada atak umoznit' analyzu Lewisovych zisad, hoci je veluente pouzit¢ aditivum
s vlastnostami slabej Lewisovej zasady. Pri pouziti rdznych typov Lewisovych zisad boli pre
kyslé aj zasadité latky pozorované ur¢ité variacie v retencii a selektivite (Obr. 20, Obr. 21).
Reten¢na pribuznost’ oboch stacionarnych faz bola v celej studii veI'mi blizka iba s niekol’kymi
rozdielmi - ¢ast’ z nich bola reprezentovana prokainom. Za rovnakych podmienok s vlastnosti
Zr-MS a Zr-PBD podobné, nie vSak identické, a to robi novu staciondrnu fizu zaujimavou aj
v klasickej HPLC-UV chromatografii. Tienistou strankou poklesu aktivity Zr'Y kyselin na Zr-MS
oproti parentnej Zr-PBD faze je negativny vplyv na pH stabilitu (1 - 10) a teplotni odolnost’

(max. 50 °C) materidlu.
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Hlavnou naplnou tejto dizertanej prace s ndzvom ,,V yuzitie alternativnych stacionarnych
faz vo farmaceutickej analyze* bolo Stidium retenénych a separacnych vlastnosti vybranych
stacionarnych fdz odvodenych od oxidu zirkoni¢it¢ho. Chromatografické chovanie zirkéniovych
faz bolo sktimané systematicky z hl'adiska charakteru stacionarnej fizy a vplyvu zmien zloZenia
mobilnej fizy (typ a obsah organickej zlozky, typ, pH a koncentracia pufru) ako aj teploty na
vyslednu separaciu. Na zaklade jednotlivych vysledkov bol posudeny vyznam a aplikovatel'nost’
v rutinnej analyticko- farmaceutickej praxi.

Vysledky dosiahnut¢ v dizertatnej praci je mozné zhrnit' podla jednotlivych

experimentadlnych oddielov do nasledyjucich zaverov:

1. Vpraci ¢.1 bola vyvinuta principidlne nova izokraticka HPLC metoda k hodnoteniu
lickopisnej necistoty F Vv substancii ibuprofénu s limitom detekcie na urovni 2,3 %
pripustného obsahu. Nova metdda splnila test spdsobilosti (podla Ph. Eur.)
spocivajuci v dostato¢nej separacii hlavného piku a necistoty B. Bolo demonstrované,
7e Zr-CARB kolona je obzvlast’ uZitona pri separaciach analytov, ktoré sa navzajom
odliSuju iba v nepatrnom usporiadani atdmov. Metdoda sa na zidklade validacie javi
byt vhodnou k rutinnému hodnoteniu obsahu lickopisnej necistoty F v substancii

ibuprofénu.

2. V praci ¢.2 bola demonstrovana schopnost’ hydrofobnej Zr-CARB kolony zadrziavat
polarne latky v HILIC podmienkach. Vysledna retencia mala multimodalny charakter
sroznym zastipenim jednotlivych interak¢nych mechanizmov (ligandova vymena,
hydrofilné¢ a hydrofobne interakcie) v zavislosti na type analytu. Zr-CARB kolona
preukazala oproti obom porovnavacim fizam Zr-PBD a ¢isttmu ZrO, odlisné
retenéné chovanie pre karboxylové kyseliny a xantiny. Za HILIC podmienok boli
U xantinov pozorované dominantné interakcie s uhlikovou vrstvou Zr-CARB fazy,
zatial’ ¢o na faze obsahujucej Cisty ZrO, mala preferencné miesto ligandova vymena.
Spdsobilost’ k ligandove] vymene je pravdepodobne velmi dolezitym faktorom
umoznujucim latkam interagovat’ v zmysle HILIC principov. Vysledky naznacuju, ze
aj modifikované reverzné stacionarne fazy na baze ZrO; mézu byt vyhodne pouzité

v HILIC chromatografii farmaceuticky vyznamnych latok.
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3. Vpraci ¢. 3 bolo porovnané retencné chovanie chemicky heterogénneho spektra latok
na Zr-MS faze vyznacujucej sa deaktivaciou zirkoniovych Lewisovych kyselin na
povrchu s nedeaktivovanou stacionarnou fazou Zr-PBD. Hydrofobicita Zr-MS kolony
bola 2,5-krat vyssia nez v pripade Zr-PBD, ¢o umoziuje pouzit' eluent s vysSim
obsahom organickej zlozky, a tym dosiahnut’ lepsiu citlivost MS detekcie. Retencna
pribuznost’ a selektivita oboch stacionarnych faz bola v celej $tidii vel'mi blizka, ale
itak boli pozorované drobné odchylky. Uvedené detailné porovnanie dvoch
zirkoniovych kolon by mohlo byt ndpomocné pocas vyvoja metdd na Zr-MS kolone
alebo pri transfere metdd zo Zr-PBD na Zr-MS za ucelom MS detekcie. Do uvahy je
vSak potrebné vziat’ horSiu teplotni (max. 50 °C) a chemickt odolnost’ (pH 1 - 10)
Zr-MS stacionarnej fazy.
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Nazov dizertatnej prace Moznosti  vyuzitia  alternativnych staciondrnych faz vo

farmaceutickej analyze

Vyznamne postavenie voblasti HPLC si popri silikagélovych stacionarnych fazach
vydobyli chromatografické nosice na baze oxidu zirkoni¢it¢ho. Do povedomia odbornej
verejnosti sa dostali hlavne vd’aka vyhodnym vlastnostiam (vSestranna odolnost’ vo¢i pdsobeniu
mobilnych faz a vysokej teploty) a odlisnej selektivity oproti konkurené¢nym materialom.

Teoreticka Cast’ dizertatnej prace podava struény prehlad zikladov kvapalinovej
chromatografie a popisuje modernti inStrumentaciu. Dolezitou Castou je literarna reSers
zaoberajtca sa detailne vlastnostami zirkoniovych stacionarnych faz a naslednymi aplikaciami
v analytickej praxi.

Jadrom prace je experimentdlna Cast, ktord sa zaoberd Studiom chromatografického
chovania vybranych typov zirkdniovych stacionarnych faz a potencidlnym vyuzitim v HPLC
analyze s dorazom na farmaceuticko-analyticku prax. Chromatografické chovanie je popisané
z hl'adiska vplyvu zmien zlozenia mobilnej fazy (typ a obsah organickej zlozky, typ, pH
a koncentracia pufru) a teploty na vyslednu separaciu.

Experimentalna Cast’ dizertatnej prace je rozdelena do troch samostatnych oddielov.
Napliou  prvej prace je  inovativny  pristup  k analyze  kyseliny  3-[4-(2-
metylpropyl) fenyl]propanovej ako lieckopisnej neéistoty F ibuprofénu na uhlikom potiahnutej
zirkdbniove] stacionarnej faze. V tejto casti bola vyvinutd a zvalidovanda HPLC metoda
k hodnoteniu liekopisnej necistoty F v substancii buprofénu s limitom detekcie na urovni 2,3 %

pripustného obsahu. Druhda praca skuma vplyv uhlikovej vrstvy deponovanej na zirkdniovy
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povrch na retenciu polarnych analytov vo vysoko organickej mobilnej fize. V tejto Casti bola
demonStrovand schopnost’” hydrofobnej Zr-CARB kolony prostrednictvom multimodélneho
retenéného mechanizmu zadrziavat' polarne latky v HILIC podmienkach. V poslednej praci je
predmetom Studia retencné chovanie kyslych, zasaditych a neutralnych farmaceuticky
vyznamnych latok na deaktivovanej polybutadiénovej zirkoniovej faze. Na zdklade porovnania
s obdobnou polybutadiénovou kolénou, ktorej povrch nebol nijak chemicky upraveny, bola
zistena asi 2,5-krat vysSia hydrofobicita deaktivovanej stacionarnej fazy a mierny vplyv na

selektivitu separacie.
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The significance of metal-based HPLC stationary phases, mainly the zirconia, has arisen,
recently. Zirconia-based phases came in the awareness of professional community mainly thanks
to the versatile stability in different mobile phases and high temperatures as well as to the ability
to provide very different selectivity as compared to common silica concurents.

The theoretical part of this doctoral thesis provides general overview of liquid
chromatography and also describes the recent instrumentation. The main part is devoted to
a bibliographic search dealing in detail with the properties of zirconia-based stationary phases
and consequent applications in the analytical practice.

The fundamental of this thesis is represented by the experimental part, which studies the
chromatographic behaviour of some chosen types of zirconia-based stationary phases and their
potential use in HPLC analysis emphasizing especially on the pharmaceutical-analytical practice.
The chromatographic behaviour is described from the viewpoint of the influence of changes in
the mobile phase composition (the type and amount of organic solvent, the type, pH and
concentration of a buffer) as well as the temperature on the resulting separation.

The experimental part of this doctoral thesis is divided into three individual sections. The
title of the first experimental work is ,,An innovative approach to the analysis of 3-[4-(2-
methylpropyl)phenyl]propanoic acid as an impurity of ibuprofen on a carbon-coated zirconia
stationary phase®. Herein, a new HPLC method for the determination of the pharmacopoeial

impurity F of ibuprofen was developed and validated showing the limit of detection at 2.3 % of
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the admissible amount. The second paper is entitled ,,The influence of a carbon layer deposited
on a zirconia surface on the retention of polar analytes in an organic rich mobile phase®. In this
work the ability of hydrophobic Zr-CARB column to retain through multimodal retention
mechanism some polar compounds under HILIC conditions was demonstrated. The title of the
last experimental chapter is ,,The retention behavior of acidic, basic and neutral pharmaceuticals
on the deactivated polybutadiene zirconia phase*. Based on the comparison with undeactivated
polybutadiene zirconia phase, approx. 2.5-fold higher hydrophobicity of deactivated stationary

phase was established and also small impact on the selectivity of a separation was observed.
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