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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva charakterizaci aniontové vyménné kolony pomoci
modelu linearnich vztahii solvatacni energie (LSER). Cilem bakalaiské prace bylo nalézt
experimentalni podminky vhodné pro separaci thiazidovych diuretik (trichlormethiazid,
bendroflumethiazid, butizid, chlorthalidon, mefrusid) na koloné PhenoSphere™ 5um SAX
80 A. Tyto experimentalni podminky byly nasledné¢ pouzity pro zméfeni retencnich faktort
LSER analytii, ze kterych byly vicendsobnou linearni regresi vypocitany LSER koeficienty

popisujici vzajemné interakce mezi stacionarni fazi, mobilni fazi a analyty diuretik.

Kli¢ova slova: HPLC, iontové vyménna chromatografie, separace, diuretika, trichlormethiazid,

bendroflumethiazid, butizid, chlorthalidon, mefrusid, charakterizace, LSER, Abrahamtiv model



Abstract

This bachelor thesis deals with the characterization of the anion exchange column
by the linear solvation energy relationship (LSER) model. The aim of this bachelor thesis
was to find optimal conditions suitable for separation of thiazide diuretics (trichlormethiazide,
bendroflumethiazide, buthizide, chlorthalidone, mefrusid) on PhenoSphereTM S5um SAX 80 A
column. These experimental conditions were used for measuring the retention factors of LSER
analytes. The multiple linear regression was consequently applied to the retention factors
to calculate the LSER regression coefficients, describing the interactions between the stationary

phase, the mobile phase and the analytes.

Key words: HPLC, ion exchange chromatography, separation, diuretics, trichlormethiazide,
bendroflumethiazide, buthizide, chlorthalidone, mefrusid, characterization, LSER, Abraham’s

model
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1 Uvod

Chromatografie je analytickd metoda vyuzivajici mnohondsobné opakované ustanoveni
rovnovahy mezi dvéma navzijem nemisitelnymi fazemi — mobilni (pohyblivou)
a stacionarni (nepohyblivou). Poprvé byla pouzita vroce 1903 ruskym biochemikem
a botanikem M. S. Cvétem pro rozdéleni rostlinnych barviv (chlorofyl a karotenoidy) pouzitim
sklenéné kolony naplnéné praskovym uhli¢itanem vapenatym. Odtud vychdzi 1 jeji
pojmenovani: chromos — barva a graphein — psani. Z diivodu neznalosti vhodné aparatury byl
rozvoj kapalinové chromatografie pomaly. Az po objeveni rozdélovaci chromatografie
na pocatku 40. let 20. stoleti se kolonova kapalinova chromatografie zacala rozvijet do podoby,
v jaké je znama dnes. Chromatografie je tfeti nejpouzivangjsi technickou a nalezla vyuziti
v mnoha chemickych, farmaceutickych a biologickych laboratotich, kde se vyuziva napiiklad

pro separaci latek ze smési, jejich identifikaci a také ke kvantitativni analyze.!*?

Iontoveé vyménna chromatografie je typem kapalinové chromatografie uréené pro separaci
latek nesoucich naboj. Stacionarni fazi je méni€ iontl, na kterém je navdzany anion nebo kation,
mobilni faze je tvofena vodnym roztokem soli nebo jejich smési a analytem je slozka majici
opacny naboj oproti stacionarni fazi. lonexova chromatografie je velmi pouzivana napiiklad

v biochemii k analyze aminokyselin nebo k ¢isténi peptidii a proteinti.!-

V této bakalarské préci je iontové vymeénna chromatografie pouzita k nalezeni vhodnych
podminek pro separaci diuretik ze smési. Tyto chromatografické podminky jsou nasledné
vyuzity pro ziskani retenc¢nich parametri testovacich analytl pro model linearnich vztaht
solvatacni energie. S vyuzitim této metody lze charakterizovat interakce probihajici

na testované aniontové vymeénné stacionarni fazi pti separaci vybranych diuretik.



2 Cile prace

Cilem prace byla chromatografické charakterizace iontové vyménné kolony PhenoSphere
SAX pomoci vybranych thiazidovych diuretik a modelu linearnich vztahii solvatacni energie

(LSER).

Nejdiive budou nalezeny vhodné separacni podminky pro vybrana thiazidova diuretika,
konkrétné trichlormethiazid, bendroflumethiazid, butizid, chlorthalidon a mefrusid.
Optimalizace separac¢nich podminek pro tato 1é¢iva bude sledovat vliv koncentrace a pH
vodného pufru, vliv pfidavku organického modifikatoru do mobilni faze, ptipadné jeho typ

(methanol, acetonitril) na chromatografické chovani vybranych diuretik.

Separac¢ni podminky, vhodné pro analyzu thaizidovych diuretik, budou nasledné vyuzity
pro metodu LSER. Za téchto podminek bude proméiena retence sady testovacich analyti
pro metodu LSER. Poté bude provedena vicenasobnd linearni regrese mezi retencnimi
parametry testovacich analyti a jejich molekularnimi deskriptory. Vysledny vztah mezi retenci
a jednotlivymi deskriptory nam poskytne informace o typu a intenzité interakci, které hraji
dilezitou roli pfi separaci vybranych thiazidovych diuretik na zvolené aniontové vyménné

stacionarni fazi.



3 Prehled problematiky

3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografie je analytickd metoda pouzivana nejen k separaci latek ze smési, ale také
k jejich kvantifikaci a identifikaci. Latky se separuji na zékladé jejich rozdilu v sile interakci
mezi analytem a mobilni fazi a analytem a stacionarni fazi, pfiCemz mobilni faze (MF)
a stacionarni faze (SF) spolu navzajem tak¢ interaguji. SF a MF jsou faze navzéajem nemisitelné
a existuje mezi nimi fazové rozhrani, ve kterém pii separaci dochazi k opakovanému ustavovani

rovnovahy délenych latek ',

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography)
je typem kapalinové chromatografie, kdy mobilni fazi je kapalina a stacionérni faze je bud’to
tuha latka nebo film kapaliny ukotveny nebo chemicky navézany na tuhou matrici — nosic.
Pomoci HPLC lze separované latky identifikovat a zaroveinl stanovovat jejich mnozstvi.
Kvalitativni charakteristikou je reten¢ni Cas, #z, coZ je doba, kterou analyt stravi v separacni
koloné€. Kvantitativni charakteristikou je plocha pod pikem, A, nebo vyska piku, 4. Pokud
se latka v koloné€ nezadrzuje, jeji retencni Cas udava tzv. mrtvy ¢as kolony, tm. Pro miru retence

je zaveden retenéni faktor, k, ktery lze vyjadiit pomoci vyse uvedenych veli¢in takto!”:

tp — ¢
k:u (1)
tm

Roz¢lenéni stacionarnich fazi v HPLC neni v sou€asné dob¢ snadné¢ a Ize je rozd€lit podle

rliznych parametri:
Podle skupenstvi stacionarni faze:

e Tuha stacionarni faze — kapalinova adsorp¢ni chromatografie (LSC)

e Kapalnd stacionarni faze — kapalinova rozdélovaci chromatografie (LLC)

Podle uspoiadani stacionarni faze:

e Kolonové chromatografie
e Plosné techniky:
* Papirova chromatografie (PC)

» Tenkovrstva chromatografie (TLC)



Podle povahy déje, ktery prevlada pri separaci:
e Rozd¢lovaci chromatografie
e Adsorp¢ni chromatografie
e lontové-vyménnd chromatografie
e Gelova chromatografie

e Afinitni chromatografie

3.2 Iontové vyménna chromatografie

Na zacatku roku 1940 byla iontové vyménna chromatografie navrzena pro separaci
diferencialné nabitych nebo ionizovatelnych molekul. Kvili velké mitfe pouzitelnosti, nizkym
nakladim a snadné automatizaci se tato metoda stala jednou z nejpouzivanéjSich LC metod.
Princip je zaloZen na interakci iontll pfitomnych v eluentu s iontovymi funk¢énimi skupinami
fixovanymi na chromatografickém nosici. Interakce spoc¢iva ve vytvoreni iontové vazby mezi
nabitou skupinou analytu a iontovou skupinou nosi¢e majici opa¢ny naboj. Silu interakce urcuje
pocet a velikost ndboje analytu a funkéni skupiny SF. lonty analytu a stejné nabité ionty eluentu
si navzdjem konkuruji v navazani na opacné nabitou iontovou skupinu na povrchu SF.

Pro anionty v analyzované smési lze tuto situaci vyjadfit podle rovnice (2).!7

S—Xt—A"+B S—X"—B +A" (2)
Na Obr. 1 je schematicky znédzornén princip separace. Aniont A” analytu nahradi aniont
eluentu B navazany na kladné nabity iont X" na povrchu SF. Adsorpce analytu na SF

a desorpce iontli eluentu ze SF se béhem jejich cesty kolonou opakuje, coz zplisobuje

/

separaci.’®

— X'B
— X
— X
— X
— XA
— X'B
— X
— X'B

i

Obr. 1 Vyména iontd na povrchu iontomeénice



3.2.1 Stacionarni faze

SF je sestavena ze dvou konstrukénich prvkd, a to z nabitych skupin, které se podileji
na vyménném procesu, a z matrice, na které jsou tyto nabité skupiny fixovany. Tyto skupiny

mohou obsahovat’:

e protony (H),

¢ hydroxidové skupiny (OH"),

e monoatomické ionty s nabojovym ¢&islem jedna (K, Na"),

e monoatomické ionty s ndbojovym &islem dva (Ca**, Mg?"),

e polyatomické anorganické ionty (—SO3, —POs-H™)

e organické baze (NR2H") a kyseliny (RCOO").

Tyto nabité skupiny lze rozdélit na kationtové iontoménice (katexy) a aniontové
iontoménice (anexy). Anexy jsou nerozpustné polymerni polyvalentni baze, které uvoliuji
a vymeénuji anionty. Lze je rozdélit na slabé (WAX) a silné (SAX) iontoménice. Ptiklady

funkénich skupin, které tvoii WAX a SAX jsou uvedeny v Tab. 1.!

Tab. 1 Priklady funk¢nich skupin pouzivané v iontové-vyménné chromatografii

Funkéni skupina Vzorec .Ty P
ionexu

Tetramethylamoniovy kation —(CH3)4N* SAX
Kvartérni amin —N(CH3),(C,HsOH)™* SAX
Diethylamin —N*H(CH,CH3), WAX
Diethylaminoethyl —(CH,),-NTH(CH,CH3), WAX
Dimethylaminoethanol —0—-(CH,),-N*H(CH3), WAX
Polyethylenimin —(NH-CH,—-CH,-),-NH% WAX

Jako matrice se nejcastéji vyuziva polarni anorganicky sorbent silikagel. Z diivodu vysoké
mechanické odolnosti vii¢i vysokym tlaktim (dilezité pro HPLC) a nesrazlivosti v piitomnosti
organickych rozpoustédel je ideadlnim nosi¢em. Jako aktivni centra jsou vyuzity hydroxylové
(silanolové) skupiny umisténé na povrchu silikagelu (viz Obr. 2). Diky témto skupinam
je povrch silikagelu slabé kysely a pti pouziti pufrované mobilni faze dochazi k vyméné protonii
silanolovych skupin za kationty pufru. Silikagel se pouzivd jako nosi¢ staciondrni faze,
ale 1ze ho v nemodifikovaném stavu pouzit jako kationtové vyménny materidl. Limitujicim
parametrem pro pouziti silikagelu jako matrice je jeho rozpustnost pfi pH vys$§im nez hodnota

osm a pii pH 2 a niz§im mize dojit k odtrhavani chemicky vézané SF. I3



OH OH
Si O Si—O0—

Obr. 2 Silanolové skupiny silikagelu

3.2.2 Mobilni faze

Obecné se pouzivaji eluenty slozené z vodného roztoku vhodné soli nebo smési soli,
popiipadé¢ s malym procentem organického rozpoustédla. Koncentrace a druh iontd,
Délené ionty analytl jsou z kolony eluovany zvySujici se koncentraci iontd v mobilni fazi
v poradi, v jakém stoupd afinita iontl ke staciondrni fazi. Tuto afinitu vyjadiuje koeficient
selektivity K{;, coZ je v podstaté rovnovazna konstanta iontové vymény dana rovnici (4),

ktera popisuje iontovou vymeénu probihajici podle rovnice (3):

M3 + Ay © My + A5, (3)
e M IlA ]
M IMIs[A M &)

kde indexy S a M znaci stacionarni a mobilni fazi a [M'] a [47] zna¢i koncentrace aniontd
mobilni faze a aniontl analytu. Vyjadfenim reten¢niho faktoru dostaneme vztah dany

rovnici (5)

s _ Vs [A7]s
ny  Vm[A7Iv’ (5)

kde ng a ny jsou pocty moll analytu ve SF a MF a V5 a Vy jsou objemy SF a MF.

Pro pouzitelnost rovnice v praxi se pouziva vztah (6), ktery je kombinaci vztaht (4) a (5)

Vs
k=—K4a
vy M

[K*]s
[M~]m’ (6)

kde [K'] je koncentrace iontové vyménnych funkénich skupin — kationtd ve SF. Tato
koncentrace je nazyvand iontové vymeénnad kapacita ménice. Z tohoto vztahu vyplyva,

7e s rostouci koncentraci aniontt v mobilni fazi retenéni faktor klesa.!®



Iontové-vymeénna chromatografie je ucinna pouze v urcitém rozsahu hodnot pH. Velmi
zéasadité nebo kyselé roztoky regeneruji kationtovy nebo aniontovy méni¢ na jejich H'
nebo OH™ formu a jakdkoliv sorpce jinych iontil je za téchto podminek omezena nebo zcela
nemozna. lontova sila mobilni faze siln¢ ovlivituje dostupnou kapacitu menice. Vysoka iontova
sila snizuje sorpci sorbovanych ionti, a to i pfi extrémnich hodnotach pH, proto musi mit

na zaGatku méfeni dostate¢né nizkou hodnotu.’

Pro udrzeni urcitého rozsahu pH se jako mobilni faze pouzivaji pufry a pti jeho volbé
hraji roli diilezité faktory, kterymi jsou stupen disociace/protonizace iontoménic¢ové funkcéni

skupiny a analytu a iontova sila.?

3.3 Metoda LSER

Model linearnich vztahti solvata¢ni energie LSER (Linear solvation energy relationships)
vychazi z predpokladu, ze retenci analytu lze vyjadrit jako soucet pfispévka pochézejicich
z nékolika nezavislych typl interakci. Nejcastéji se LSER model vyjadfuje rovnici (7)

(n€kdy téz oznacovanou jako Abrahamova rovnice)

logk=c+eE+sS+aA+bB+vV, )
kde k je retencni faktor analytu, c¢ je systémova konstanta; E, S, 4, B a V jsou molekulové
deskriptory analytu a e, s, a, b a v jsou regresni koeficienty souvisejici s vlastnostmi stacionarni
faze a mobilni faze, popisuji konkrétni chromatograficky systém za danych pouzitych
podminek. Tato metoda byla piivodné navrzena pro popis retence pouze neutralnich molekul.
Pozdéji byla rovnice rozSifena o dalS$i dva deskriptory popisujici interakce spojené
s retenci ionizovatelnych molekul. Takto upravend rovnice nabyvé tvaru, ktery vyjadiuje
rovnice (8).!%!!
logk=c+eE+sS+aA+bB+vV+d D +d*D*. ®
Model LSER je uzite¢ny pii testovani novych SF a lze také ho vyuzit k vyzkumu

retenéniho chovéni 1é¢iv a jinych biologicky vyznamnych latek.'?



3.3.1 Deskriptory v LSER rovnici

Vyznam jednotlivych molekularnich deskriptort, které jsou vyuzivany k popisu retence

analytu je nasledujici'!%:

e Deskriptor E — prebyte€na molarni refrakce — popisuje schopnost polarizace
molekuly v porovnani se stejné velkym nepolarnim alkanem a je odvozen z indexu lomu
dané slouceniny.

e Deskriptor S — dipolarita / polarizovatelnost —popisuje polarni vlastnosti analytu,
ochotu tvofit permanentni dip6l a vyznamné se uplatiiuje v GC pfii pouziti polarni SF.

e Deskriptor 4 — celkova acidita vodikové vazby — popisuje schopnost rozpusténé latky
poskytnout atom vodiku k vytvofeni vodikové vazby s molekulami mobilni
a staciondrni faze.

e Deskriptor B — celkova bazicita vodikové vazby — popisuje schopnost rozpusténé
latky piijmout atom vodiku k vytvofeni vodikové vazby s molekulami mobilni
a stacionarni faze.

e Deskriptor V- McGowantiv objem rozpusténé latky — souvisi s vytvofenim dutiny
pro rozpusténou latku ve SF, prechodem latky z MF do SF a uzavieni dutiny.
Tento deskriptor se vypocita na zakladé struktury daného analytu za pouziti tabulkovych
hodnot molarnich objemt jednotlivych ¢asti a délky vazeb mezi nimi.

e Deskriptor D" — zaporny naboj — popisuje stupeni disociace analytu v pouZité mobilni
fazi, tedy vyjadiuje velikost zdporného naboje, ktery nesou anionty nebo zwitterionty.

e Deskriptor D" — kladny naboj — popisuje stupen protonace analytu v pouzité mobilni

fazi, tedy vyjadiuje velikost kladného naboje, ktery nesou kationty nebo zwitterionty.

Podle rovnic(9) a (10) Ize vypocitat stupent disociace a protonace rozpusSténé latky

10PH"—pK™)

- 9
D = T oer ey ©)

K*—pH*
. 10PK"~pH")

~ 1+ 10@K -pHY’ (10)

kde pK* je disociatni konstanta kyseliny nebo baze v hydroorganické mobilni fazi
(pouziva se ¢asto hodnota ve vodném prostredi) a pH* popisuje u¢inné ;pH, které se ziska

po smichani vodného pufru s organickym rozpoustédlem a 1isi se od hodnoty vodného \vpH



pufru pred smichanim s organickym rozpoustédlem. pH* hydroorganické mobilni faze

je méfeno elektrodou kalibrovanou pomoci vodnych pufri. 11!

3.3.2 Regresni koeficienty v LSER rovnici

Tyto koeficienty lze ziskat linearni regresi experimentalné naméfenych retencnich
faktorti pro danou sadu testovacich analytti na konkrétni stacionarni fazi. Pozitivni hodnota
koeficientu znamend, ze specifickd interakce mezi rozpusténou latkou a SF je silnéjsi nez
interakce mezi rozpousténou latkou a MF. Pokud je hodnota koeficientu zaporna, silnéjsi
interakce je mezi rozpusténou latkou a MF. Pokud je regresni koeficient nulovy,
znamena to, ze velikost interakce analytu mezi SF a MF je totozna, nebo Ze dana interakce
k retenci analytu nepfispiva. Systémova konstanta, ¢, je za danych podminek pro dany systém

charakteristicka a konstantni.'%!112

¢ Regresni koeficient e — popisuje mozné interakce rozpusténé latky pomoci
n- a w-elektronového systému.

e Regresni koeficient s — popisuje interakce typu dipol-dipol a dipol-indukovany dipol.

o Regresni koeficient ¢ — popisuje schopnost tvorby vodikové vazby mezi SF,
MF a analytem, analyt je donor vodiku.

e Regresni koeficient » — popisuje schopnost tvorby vodikové vazby mezi SF,
MF a analytem, MF a SF jsou donory vodiku, analyt je jeho akceptorem.

e Regresni koeficient d* a d" — popisuje piispévek SF a MF k iontovym interakcim.

e Regresni koeficient v — charakterizuje disperzni interakce analytu

v chromatografickém systému.



3.4 Funkce nefronu

Ledviny jsou parovy organ. Jejich ukolem je vylucovani nezadoucich, odpadnich
a toxickych latek, udrzovani stability vnitiniho prostfedi organizmu a regulace slozeni
a objemu krve. Zakladni anatomickou jednotkou je nefron. Nefron je sloZzen z glomerulu,

proximalniho tubulu, Henleovy kli¢ky, distalniho kanalku a sbérného kanalku.!'>!4

Glomerulus je umistén v Bowmanové vacku a dochazi v ném k filtraci krevni plazmy
pies glomeruldrni bazalni membranu za vniku primarni moc¢i. Priméarni mo¢ ma stejné slozeni
jako krevni plazma s vyjimkou bilkovin, které pies pory neprojdou kvili negativnim nabojim

glykoprotein{i v membrang, takze onkoticky tlak v Bowmanové vacku je téméf nulovy.!>!#

V proximalnim tubulu dochazi k resorpci vétSiny nizkomolekularnich latek napi. HoO,
Na“, K" CI', aminokyselin a glukosy. Reabsorpce Na* probiha z v&tsi ¢asti pies luminalni
membranu pomoci kotransportérti s organickymi latkami. Mensi ¢ast sodnych kationtd
je do buiiky reabsorbovana vyménou za vodikovy iont. Diky pfitomnosti sodno-draselné pumpy
v bazolaterdlni membrané vznik4d v buinice koncentraéni gradient, ktery vyuzivaji

jak kotransportéry, tak Na*-H* vyménik.!3!%

Henleova Kklicka vytvaii protiproudy koncentra¢ni mechanismus. Sklada
se ze sestupného (descendentni) raménka, ve kterém se resorbuje H2O z moci do intersticia,
¢imz dojde k zakoncentrovani moci, a vzestupného (ascendentni) raménka, jehoz membrana
neni propustna pro vodu. Velka ¢ast Na" zde vstupuje do bunék na luminalni strané pomoci
Na'/K"/2CI" kotransportéru, pro jehoZ spravnou funkci je nutné, aby v lumenu bylo p¥itomno

vzdy dostate¢né mnozstvi K*, coz zajistuje draselny kanél v luminalni membrang. !314

Do distalniho kanalku pfitékd hypotonicka tekutina z Henleovy klicky. Je to misto,
ve kterém dochazi k regulaci resorpce Na™ z mo¢i do krve a absorpce K do moci. Tento dé&j
je podporovan hormonem aldosteronem (viz Obr. 3). Tento hormon v distdlnim tubulu
a epitelu sbérnych kanalkl zvySuje syntézu diilezitych proteinil pro tvorbu sodno-draselného
kanalu na luminalni strané a Na'/K*"-ATP4zy na bazolateralni strané buiiky. Jeho u¢inkem dojde
k zabranéni ztrat€ Na', ¢imZ se zaroven zabrani vylouéeni vody. V distalnim kanalku dochazi

také k sekreci H, 1314

Ve sbérném kanalku vznika definitni moc€. Vstiebani dalsi vody a zakoncentrovani moci

je fizeno pomoci vazopresinu (ADH).!>14
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Hlavnim iontem extraceluldrni tekutiny (ECT) je sodny kationt, ktery na sebe vaze ze vSech
iontli nejvice vody. Jeho koncentrace v ECT je mnohem vys$si nez v intracelularni tekutiné
a v ptipadé jeho retence dochazi i k retenci vody. Uginek vétsiny diuretik spo¢iva v ovliviiovani

této funkce sodnych kationti. !>

o

Obr. 3 Strukturni vzorec aldosteronu

3.5 Diuretika

Diuretika jsou latky vyvoldvajici vyluCovani moce ovlivilovanim a regulaci transportnich
mechanismi a iontovych kanald v riznych usecich nefronu. Pouzivaji se v piipadech,
kdy je zapottebi vyloucit z organismu vétsi mnozstvi extraceluldrnich tekutin napft. 1é¢ba otok.
Také se pouzivaji jako antihypertenziva, jelikoz pti vylouceni vétsiho mnozstvi vody dochazi
k poklesu objemu cirkulujici krve, coz zptisobi pokles krevniho tlaku. Pti chronickém srde¢nim
selhani dochazi k retenci sodiku a vody, které se projevi hromadénim na plicich nebo vznikem
otok, proto se u tohoto onemocnéni vyuzivaji diuretika. Pro 1é¢bu mirného stupné srde¢niho
selhani lze pacientovi podat diuretika thiazidova. V piipad¢ progrese selhavani se pouziji
klickova diuretika a pro pokrocilejsi faze onemocnéni se kombinuji thiazidova a klickova
diuretika plsobici na riiznych mistech nefronu. Podobny Gc¢inek maji diuretika i pfi cirhoze
jater. V zilach pred jatry se hromadi krev, kterd se filtruje do dutiny bfiSni, coz zplsobi

nahromadéni vody v biige.'®!7-18
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3.5.1 Rozdéleni diuretik

Diuretika se rozdéluji do skupin podle mista u¢inku, chemické struktury a dalSich

specifickych vlastnosti.
3.5.1.1 Diuretika Henleovy kli¢ky

Tato diuretika blokuji transport Na® v ascendentnim raménku Henleovy Kklicky,
coz zvysi diurézu. V distalnim tubulu a sbérném kanalku vSak dochazi ke zvySené sekreci
K" a H', coz miZe zpisobit zdvaznou hypokalémii. Do této skupiny patii furosemid
(viz Obr. 4), ktery je nejcastéjSim pouzivanym zéastupcem této skupiny. Mezi dalsi zastupce

patii kyselina etakrynova, muzolimin a etozilin."

NH»
0=S=0
Cl

OH NH

07 ™

Obr. 4 Strukturni vzorec furodemidu

3.5.1.2 Kalium Setrici diuretika

Diuretika, patfici do této skupiny, piisobi zluminalni strany distdlniho kanalku
a v kortikdlnich usecich sbérnych kanalku, kde brani reabsorpci sodiku vyménou
za draselné a vodikové ionty. Jejich diureticky ucinek je vSak slaby, jelikoz se zde sodik
vstiebava pouze ze 2 %. Mezi diuretika, vyuZzivajici tento mechanismus, patii amilorid
nebo triamteren (viz Obr. 5). Jejich Gcinek je vSak nezavisly na aldosteronu. Dal$imi zastupci
této skupiny jsou spironolakton (viz Obr. 6) nebo eplerenon. Tyto latky jsou oproti pfedchozim
antagonisté aldosteronu. Vazi se na receptor pro aldosteron a rusi stimulaci syntézy proteint,
které vytvari sodny kanélek a iontovou pumpu, coz zplsobi zvySené vylucovani Na™ a snizené

vyluéovani K" a H'.19-20:21
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H,N N N NH,

=~ | ~

NS N
N =
NH»

Obr. 5 Strukturni vzorec triamterenu

H,C s

CHj

Obr. 6 Strukturni vzorec spironolaktonu

3.5.1.3 Osmoticka diuretika

Funkeci téchto diuretik je zvySovani exkrece vody. Sestupnym raménkem Henleovy klicky
a proximalnim tubulem mulZe prostupovat voda. Pfitomnost osmoticky aktivni latky,
ktera nepodléha reabsorpci, zpisobuje v téchto Castech zadrZzovani vody a tim pfispiva
k jejimu vylu¢ovani. Jako prvni osmotické diuretikum byla pouzivand mocovina. Pokud
ale byla poskozena funkce ledvin, doslo k vyraznému zvySeni dusiku v téle. V souc¢asné dobé
se mocovina jako diuretikum nevyuzivd. Nyni je takto vyuZivanym lécivem mannitol
(viz Obr. 7) v10-20% vodném roztoku, ktery je vyluCovadn glomerularni filtraci

a nepodléha tubularni sekreci nebo reabsorpci.?®*

OH OH

OH

HO™ Y
OH OH

Obr. 7 Strukturni vzorec mannitolu

13



3.5.1.4 Antagonisté antidiuretického hormonu (aquaretika)

Tato diuretika zpusobuji blokaci receptoru ADH arginin-vazopresinu. Tolvaptan
je selektivni inhibitor receptorti V2 pro vazopresin lokalizovanych ve sbérnych kandlcich ledvin.
Tato latka zvySuje diurézu, snizuje osmolalitu moce a neovlivituje vylucovani sodiku do moce.

Mezi dalsi zastupce patii naptiklad conivaptan.'®?

3.5.1.5 Inhibitory karboanhydrazy

Sekrece H" iontu do tubularni tekutiny (primarni mog¢i) probihd pomoci Na'/H" antiportu,
ktery se nachédzi v lumindlni membrané bunék proximalniho tubulu. V tubularni tekutiné
dochéazi ptsobenim karbonatdehydrogenasa lokalizované na lumindlni strané membrany
k pfeméné H* a HCO3 na CO, a H,0 podle rovnice (11). Tyto molekuly snadno prostoupi
membranou do epitelovych bunék tubulu, kde vytvofi H* a HCO3 za opétovné katalyzy

karboanhydrazy.

H* + HCO3 < H,C0;3 « CO, + H,0. (11)
HCO3 prechazi pomoci Na'/3HCO3 kotransportéru nebo pfenosem pomoci aniontové
vymény C17/HCO3 do intersticialni tekutiny. H* ionty se pomoci Na* /H™ antiportu vraci zpét
do tubulérni tekutiny. Pokud by byl enzym karboanhydréza inhibovén, probihaly by tyto reakce
pomalu a z rychle proudici primarni moci by se zpatky resorbovalo méné Na’,

HCO3 a vody.!>*

Tento mechanismus vyuZzivaji diuretika acetazolamid nebo dorzolamid, av§ak nadmérna
ztrata HCO3 zplsobuje metabolickou acidézu, proto bylo od té€chto 1é¢iv upusSténo a byly
nahrazeny latkami s o-chlorbenzensulfonamidovym seskupenim. Struktura téchto diuretik
ma v poloze meta vici sulfoamidové skupiné skupinu sulfonylovou nebo karbonylovou
a v poloze para aminoskupinu, kterd miize byt substituovana. Schématické struktury tohoto

typu diuretik jsou zobrazeny na Obr. 8 a Obr. 9.'6

|
O
H”N\S// ~_
] j@: )
@]
H
Cl N

Obr. 8 Sulfonylovy typ sulfonamidovych diuretik
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Obr. 9 Karbonylovy typ sulfonamidovych diuretik

3.5.1.6 Thiazidova diuretika

Predchiidcem thiazidovych diuretik je skupina inhibiotor karboanhydrazy. Oproti
pfedchozi skupiné maji tyto slouceniny v sousedstvi sulfonamidové skupiny atom chloru
nebo skupinu —CF;. Tyto latky inhibuji transportni iontové mechanismy na luminalni
membrané distalniho tubulu. Zabranuji reabsorpci chloridu tim, ze inhibuji kotransportér
Na'/Cl', coz zplsobuje zvySeni diurézy. Mezi tato diuretika patii trichlormethiazid,

bendroflumethiazid a butizid. Analogem t&chto diuretik je chlorthalidon.?!**

Chlorthalidon

Chlorthalidon je benzensulfonamid-ftalimidin, tautomerizujici se na formu benzofenu.
Tato latka oproti ostatnim nemé strukturu benzothiadiazinu. Pouzivd se k 1écbé edému,
hypertenze a méstanavého srdecniho selhani. Ve srovnéni s ostatnimi thiazidy mé neobvykle
dlouhé trvani Uc¢inku. Odstranénim aminosulfonylové skupiny z molekuly chlorthalidonu
dochazi ke snizeni diuretického uc¢inku a zvySovani jeho antihypertenzni aktivity. Analoga
chlorthalidonu s otevienym fetézcem (derivaty sulfamoyl-benzoyl-benzoové kyseliny) maji
slabsi diuretickou aktivitu a krat$i dobu uginku.” Zakladni fyzikdlng chemické vlastnosti

chlorthalidonu, relevantni pro tuto praci, jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2 Zikladni fyzikalné-chemické vlastnosti chlorthalidonu?®

Strukturni
vzorec:
Systematicky . . .
nazev: 2-chlor-5-(2,3-dihydro- I-hydroxy-3-oxo- 1 H-isoindol-1-yl)benzensulfonamid
. . Rozpustnost ve vodé
M; pKa (nejkyselejsi) Vzhled pFi 20 °C /mg-I"
338.8 8,76 Bily prasek 120
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Butizid, trichlormethiazid a bendroflumethiazid

Butizid (viz Tab. 3), trichlormethiazid (viz Tab. 4) a bendroflumethiazid (viz Tab. 5)
jsou derivaty benziothiadiazinu. Jsou povazovany za zvlastni typy diuretik
1 pres existenci o-chlorbenzensulfonamidové strukturni jednotky ve své molekule. Byvaji
soucasti 1éciv, které se vyuzivaji k 1é¢eni kardidlnich, rendlnich a téhotenskych edému a

hypertenzi.'®

Bendroflumethiazid podporuje vylucovani sodiku, chloridu a vody z krve do distalniho
tubulu. Zprvu mulze zpusobit snizeni objemu extraceluldrni tekutiny a plazmy a sniZeni

srde¢niho vykonu. Po n&kolika tydnech se oba objemy a srdeéni vykon vrati k normalu.?’

Trichlormethiazid se pouzivd také pro lécbu hyperkalciurie diky jeho schopnosti

odstratiovat vapnik z mo¢i a vracet jej zpét do krevniho ob&hu.?®

Tab. 3 Zikladni fyzikalné-chemické vlastnosti butizidu?

|
Cl N CHs
Strukturni o \m/
vZorec: N /N ~ CH3
H H
|TJ A\ O/ N 0
H
Sys:le;zl:‘gcky 6-Chloro-3,4-dihydro-3-isobutyl-2H- 1,2,4-benzothiadiazin-7-sulfonamid 1, 1-dioxid
M; pKa (nejkyselejsi) Vzhled R(;)Ziguzsstl;(ésjlrleg.\;gde

353,8 9,07 Bily prasek 49,7
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Tab. 4 Zakladni fyzikaln&-chemické vlastnosti trichlormethiazidu

||'| Cl
Cl N
Cl
Strukturni 9]
vzorec: A\ _N H
AR
| O
H
Systematicky | 6-chloro-3-(dichloromethyl)-1, 1-dioxo-3,4-dihydro-2H-11% 2,4-benzothiadiazin-7-
nazev: sulfonamid
. oy Rozpustnost ve vodé
M; pKa (nejkyselejsi) Vzhled pFi 25 °C /mg-1"

380,6 8,32 Bily krystalkovy prasek 800

Tab. 5 Zakladni fyzikalng-chemické vlastnosti bendroflumethiazidu®!

F H
F I
Strukturni N
vzorec: E
N
Ox - < ™
;X0 0~ ™SO
N
H \
H
Sys;e;::‘ECky 3-benzyl-1,1 -dioxo-6- (trifluormethyl) -3,4-dihydro-2H-I, 6,6,7,8-benzothiadiazin
. oy Rozpustnost ve vodé
M; pKa (nejkyselejsi) Vzhled pFi 25 °C /mg I
4244 9,04 Bilo-krémovy prasek 108
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Mefrusid

Mefrusid (Tab. 6) je benzensulfonamid-furan. Patii mezi thiazidova diuretika a prodava
se pod nazvem Baycaron. Uziva se k 1€c¢b¢ hypertenze bud’'to samostatné nebo v kombinaci

s jinym pfipravkem snizujicim krevni tlak.*?

Tab. 6 Zékladni fyzikalng-chemické vlastnosti mefrusidu™

H\T/H
O=:-=0
Cl
Strukturni
vzorec: H.C N
3 \N/ W
0 CHa,
Systematicky . .
nAzev: 4-chlor-I-N-methyl-I-N-[ (2-methyloxolan-2yl)methyl] benzen e-1,3-disulfonamide
. oy Rozpustnost ve vodé
M; pKa (nejkyselejsi) Vzhled pFi 25 °C /mg-I"
3829 8,68 Bily prasek 16,8

3.6 Separacni metody vyuZivané pro separaci vybranych diuretik

Nejcastéjsi metodou pro separaci nami vybranych diuretik je reverzni HPLC,
kterd vyuzivé jako stacionarni faze C8 nebo C18 kolony. Mobilni faze je ve vétSin¢ analyz
tvofena organickym rozpouStédlem (methanol nebo acetonitril) v kombinaci s vodou

nebo fosforeCnanovym pufrem. Pro detekci se vyuzivaji spektrometrické metody v UV oblasti.

Diuretika jsou analyzovand ze smési latek a matrici mize byt napt. moc¢ pfi podezieni
z dopingu (sportovci si snizuji svou télesnou hmotnost vylou¢enim vody), vyzivové dopliky

pro hubnuti, 1ékové tablety nebo hovézi mléko.>*’

Analyza butizidu, bendroflumethiazidu, chlorthalidonu a mefrusidu byla provedena
s vyuZzitim chirdlnich separacnich kolon Chiralpak, Chiralcel a Chirobiotic. Tyto chiralni latky
byly s dal§imi farmaceutickymi slouceninami pouzity pro zkoumani eantioselektivniho
potencialu dvou imobilizovanych chirdlnich fazi pro normalni a reverzni separaci. Vysledky

literarni reSerSe jsou shrnuty v Tab. 7, Tab. 8 a Tab. 9.
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Tab. 7 Souhrn metod pouZitych pro separaci butizidu®®, chlorthalidonu®°, bendroflumethiazidu®® a

trichlormethiazidu®?

Analyt Butizid Chlorthalidon B?ndroﬂ ume't hzqzzd, chlorthalidon,
trichlormethiazid

Metoda | HPLC HPLC HPLC

Detekce | UV pfi 271 nm UV pii 275 nm UV pii 274 nm

Pouzita . ,

Kkolona LiChrosorb RP-8 Kyanopropylova  ODS2

Mobilni | ACN:0,05 mol-:dm™® 10 mmol-dm .

faze fosforeCnanovy pufr KH>PO4:MeOH 0,055 M SDS:1-propanol

Pomér ) ] )

MF 45:55 75:25 92:8

Tab. 8 Souhrn metod pouZitych pro separaci chlorhalidonu a mefrusidu ve smési*’, mefrusidu®® a

trichlormethiazidu®-3

Analyt  Chlorthalidon, mefrusid Trichlormethiazid Mefrusid
Metoda | HPLC HPLC HPLC HPLC
UV pii 204, 223 UV pii 235 o UV pii 260

Detekce a4 245 nm 4260 nm UV pii 225 nm am

Pouzita . Wakosil ODS , .

Kkolona Lichrospher C-18 ® 5C18 Polymerni Reverzni
ACN nebo ACN-

Mobilni | voda:TEA: ) THF (obj. 2:1): )

faze H3PO4:ACN voda:ACN fosfore¢nanovy pufr MeOH:voda
(pH 3.0)

;&I‘n | Razne pomeéry Gradient 30:70 55:45

Tab. 9 Souhrn metod pouzitych pro separaci butizidu, bendroflumethiazidu, chlorhtalidonu a mefrusidu ve

41,42

smési
Analyt Butizid, Bendroflumethiazid, Chlorthalidon, Mefrusid
Metoda RP-HPLC NP-HPLC HPLC
Detekce UV pfi 220 a 245 nm UV pfi 254 nm UV pfi 230 m
Pouzita CHIRALPAK TA CHIRALPAK IB Chiralcel Chiralcel | Chirobiotic T
kolona OD-RH OJ-RR
Mobilni HEX:IPA:TEA MeOH(ACN):100 Voda nebo vodny Voda nebo
faze (TFA) mM KPF¢ (10 roztok 1,0 mol-dm™ 1,0% nebo
mmol-dm™ octan NaClO4 nebo 0,2 0,1% TEAA
amonny) mol-dm™ NaH,PO4/ | (pH 4,1)
H3PO4 nebo 0,5 M s MeOH nebo
HCl104-NaClO4 v ACN
kombinaci s ACN
Pomér Rizné poméry Rizné poméry Rizné mnozstvi ACN | Riizné poméry
MF
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie

V této bakalarské praci byly pouzity chemikalie, které jsou shrnuty v Tab. 10.

Tab. 10 Pouzité chemikalie

Chemikalie Cistota Vyrobce Stat

Acetonitril >99.,8 % Avantor USA
Bendroflumethiazid  analytical standard Supelco USA

Butizid analytical standard Supelco USA
Chlorthalidon >98 % (HPLC) Sigma Aldrich USA

Mefrusid >95 % Boc Sciences USA

?I/[}fglg;l()l (pro >99.9 % Sigma Aldrich Némecko
NaH;PO4 (bezvody) p.a. Lachema Ceska republika
NaOH p.a. Lach:ner Ceska republika
Trichlormethiazid >98 % Sigma Aldrich USA

4.2 Pouzité pristroje a pomicky

K méfeni byl pouzivan kapalinovy chromatograf Waters Alliance 2690 s detektorem
Waters 996 PDA (Waters, USA). Deionizovana voda byla pfipravena pomoci systému Mili
Pore (Francie). K rozpousténi latek byla pouZivana ultrazvukova lazen Ultrasonic compact
cleaner 1,25 L (Danae vision, Ceska republika). Pro navazeni chemikaélii slouzila analyticka
vaha NIMBUS 1641 od vyrobce Adam Equipment (USA). K méfeni pH pufru pouzitého
jako mobilni faze byl pouzivan pH metr AD1020 od vyrobce Adwa (Mad’arsko). K separaci
byla pouzita kolona PhenoSphere™ 5um SAX 80 A s rozméry 150 x 4,6 mm (Phenomenex,
USA). Nosi¢em ionexové kvartérni aminové skupiny byl silikagel. Pro tvorbu separacnich
metod, sbér dat a nasledné vyhodnocovani chromatogrami byl pouzit software Empower 3
Chromatography Data Software od firmy Waters (USA). Grafy byly zpracovany v programu
Excel Microsoft. Pro vyhodnoceni namétfenych dat metodou LSER byl pouZit statisticky
software NCSS (USA).
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4.3 Postup pripravy

Priprava mobilni faze

Jako mobilni faze byl pouzit fosfore¢nanovy pufr. Pro pfipravu fosfore¢nanového pufru

o koncentraci 0,1 mol-dm>

bylo odvazeno asi pfesné 6,9 g NaH,POs. Navazka
byla kvantitativné prevedena do 500 ml odmérné banky, ktera byla deionizovanou vodou
doplnéna po rysku. Pro podpoteni rozpusténi byl pufr umistén do ultrazvukové lazné po dobu
10 minut. Po rozpusténi vSech Castic byl roztok prefiltrovan pomoci vakuové filtracni aparatury
pres membranovy filtr o velkosti porti 0,45 um. Podle potiebné koncentrace v testované metodé
byl tento pufr dale fedén. Nakonec bylo pomoci 0,2 mol-dm™ NaOH upraveno pH z ptivodni

hodnoty 4,5 na pozadovanou hodnotou opét podle testované metody.
Piiprava vzorki diuretik

Do vialek bylo odvéazeno asi pfesné 0,1 mg vzorku, ktery byl nasledné rozpustén
v 1,5 ml rozpoustédla. RozpousStédlem byla mobilni faze, ve které probihala separace.
Pokud MF neobsahovala organickou slozku, bylo do rozpoustédla pro diuretika ptidano 5 obj.%
methanolu ke zlepSeni rozpustnosti vzorkd. Pro dokonalé rozpusténi latky bylo zapotiebi
vzorky umistit do ultrazvukové 1azné€ po dobu alespoii 20 min. Posledni krokem pfed métenim

byla filtrace pomoci filtraénich ndstavci na injekéni stiikacky o velikosti port 0,45 mikrometrti.
Piiprava latek pro LSER

LSER analyty ze zadané¢ho souboru byly piipraveny odvdzenim do vialek v rozsahu
hmotnosti 0,5 - 1,5 mg a byly rozpustény v 1,5 ml mobilni fazi tvofené methanolem, poptipadé
acetonitrilem, a fosfore¢nanovym pufrem (0,025 mol-dm>, pH 6,0) v objemovém poméru

10:90.

4.4 Podminky méreni diuretik

Pti hledani vhodnych podminek pro separaci thiazidovych diuretik na testované koloné
byl jako mobilni fize pouzit 0,05 mol-dm™ fosfore¢nanovy pufr s hodnotou pH 7,0 nejdfive
samotny, potom v riznych objemovych pomérech s organickou fazi, kterou byl bud’ methanol

nebo acetonitril.

Vliv koncentrace fosfore¢nanového pufru na separaci studovanych diuretik byl sledovan

320,025 mol-dm™, vliv pH pufru na retenéni chovani

pro hodnoty 0,1 mol-dm™, 0,05 mol-dm"
byl sledovan v rozsahu hodnot 6,0, 7,0 a 8,0. Parametry shodné pii vSech testovanych

podminkach byl pratok mobilni faze 0,8 ml/min a teplota kolony 30 °C. Vlnova délka
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spektrofotometrické detekce byla odeCtena v maximu absorp¢nich spekter prislusnych latek,

pro butizid a trichlormethiazid 225 nm a pro ostatni analyty 210 nm.

4.5 Podminky méfeni LSER analyti

Retenéni chovani testovacich LSER analyti bylo méfeno v mobilni fazi,
kterd poskytovala nejlepsi vysledky pro analyzu vSech studovanych diuretik, tedy v mobilni
fazi slozené z 0,025 mol-dm™ fosfore¢nanového pufru, pH 6,0 a methanolu, v objemovém
poméru  90:10. Pro vyhodnoceni vlivu pouzittho organického modifikatoru
na chromatograficky systém z pohledu LSER modelu, bylo méfeni LSER analytii provedeno

1 v mobilni fazi obsahujici 10 objemovych % acetonitrilu
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5 Vysledky a diskuze

V ramci této bakalafské prace byly nejdiive optimalizovany separa¢ni podminky
pro analyzu vybranych diuretik. Cilem bylo najit takovou mobilni fazi, ve které¢ by bylo
dosazeno co nejlepsi separace diuretik na zvolené aniontové vyménné kolon¢ PhenoSphere
SAX. Byl studovan vliv pH a koncentrace pouzitého fosfore¢nanového pufru na retenci

diuretik, dale vliv druhu a mnozstvi organického modifikatoru v mobilni fazi.

V mobilni fazi, kterd poskytovala v ramci naseho experimentalniho uspotadani nejlepsi

separaci, byla provedena charakterizace stacionarni faze metodou LSER.

Jako startovni podminky byly zvoleny tyto: pH mobilni faze 7,0, koncentrace pufru
0,05 mol-dm™ bez pfitomnosti organického modifikatoru. Piky analytl naméfené za téchto
experimentalnich podminek byly deformované, rozstépené, divodem byla nizka rozpustnost
analytl v pouzité vodné MF. Z diivodu $patné rozpustnosti diuretik v ¢istém pufru bylo nutné
pfidat organicky modifikator. Jeho mnoZstvi potfebné pro kvalitni analyzu bylo jednim

z testovanych parametrti v rdmci hledani vhodné mobilni faze pro separaci.

5.1 Vliv pH mobilni faze na retenci diuretik

Podminky analyzy byly ponechany stejné, jako pro prvni meteni (pH MF 7,0, koncentrace
pufru 0,05 mol-dm3). Pro lep$i rozpustnost analytdl byla mobilni faze slozena
z fosfore€nanového pufru s pfitomnosti organického modifikdtoru methanolu v objemovém
poméru 90:10. Pti pouziti t€chto podminek eluoval butizid, chlorthalidon 1 mefrusid v témét
totoznych reten¢nich casech, bendroflumethiazid a trichlormethiazid se zadrzovaly déle a bylo

mozn¢ jejich oddéleni. Reten¢ni Casy separovanych diuretik jsou shrnuty v Tab. 11.

Zménou pH mobilni fdze na hodnotu 6,0 doSlo u trichlormethiazidu k jeho mensi
zadrznosti v kolong, tedy retencni €as se snizil. U ostatnich diuretik byly zmény retencnich

¢ast velmi malé, mohlo dojit k adsorpci analytl na silikagelovy nosic.

Vysledky namétené pro mobilni fazi s hodnotou pH 8,0 nebyly pfinosné a také hrozilo
poskozeni sorbentu vlivem rozpousténi silikagelového nosice, proto nebylo toto pH mobilni

faze dale testovano.

Pro dal$i optimaliza¢ni kroky byla pouzita mobilni faze o pH 6,0, a to s ohledem

na krat$i reten¢ni Casy analytii a také s ohledem na lepsi tvar piku analyzovanych latek.
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Tab. 11 Retencni parametry (retencni ¢as fr a vyska piku /) analytt pii zméné pH pufru

SloZeni mobilni faze

0,05 M 90:10 (v/v)

NaH,PO4:MeOH

pH pufru 6,0 7,0

Latka tr/min h/V tr/min h/'V
Butizid 2,719 0,09 2,713 0,11
Chlorthalidon 2,741 0,28 2,762 0,44
Mefrusid 2,779 0,04 2,731 0,10
Trichlormethiazid 3,020 0,23 3,533 0,21
Bendroflumethiazid | 3,190 0,05 3,251 0,14

5.2 Vliv mnoZstvi methanolu v mobilni fazi na retenci diuretik

Druhym ménénym parametrem pii optimalizaci sloZzeni mobilni fidze pro analyzu
studovanych diuretik bylo mnozstvi organického modifikatoru v mobilni fazi. Koncentrace
pouzitého pufru byla shodna jako pfi predchozim méfeni, tedy 0,05 mol-dm™ a pro pH mobilni

faze byla na zékladé ptedchozich méteni zvolena hodnota 6,0.

V Tab. 12 jsou shrnuty retencni parametry analyt pro mobilni faze s objemovym
pomérem methanolu a pufru 5:95; 8:92 a 10:90. S narustem obsahu methanolu v mobilni fazi
lze pozorovat mensi zadrZzovani latek v koloné. Ptfi 5% obsahu methanolu v pufru byl pik
bendroflumethiazidu velmi rozmyty a nebylo mozné urcit jeho vySku ani retencni ¢as. Tak maly
obsah organické faze v MF ziejm& znesnadnil rozpustnost daného analytu, proto nebyly tyto
podminky vyuzity pti dalSich optimaliza¢nich krocich. Jako nejvhodnéjs$i mobilni faze pro dalsi
méfteni byla zvolena ta s 10 objemovymi % organického modifikatoru methanolu. Pii pouZiti

této MF mély piky analyzovanych diuretik nejlepsi tvar a také nejvétsi vysku.

Tab. 12 Retenéni parametry (retenéni Cas fr a vySka piku ) analytd pfi zméné obsahu metanolu v MF

SloZeni mobilni faze 0,05 M NaH,PO

(bH 6.0) :McOH (v/v) A 95:5 92:8 90:10
Latka tr/min h/V tr/min h/V tr/min h/V
Butizid 2,978 0,16 2,838 0,16 2,769 0,17
Chlorthalidon 2,977 0,65 2,843 0,70 2,773 0,75
Mefrusid 3,332 0,09 3,066 0,05 2,953 0,11
Trichlormethiazid 3,093 0,32 3,001 0,38 2,951 0,38
Bendroflumethiazid X X 3,306 0,05 3,187 0,04
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5.3 Vliv koncentrace fosfore¢nanového pufru v mobilni fizi na retenci diuretik
Tretim parametrem, ktery byl testovan, byla koncentrace fosforecnanového pufru
v mobilni fazi. Z pfedchozich méfeni byly jako nejvhodnéjsi podminky zvoleny: pH
fosfore€nanového pufru 6,0 a mnozstvi organického modifikatoru 10 obj. %. Koncentrace pufru
v MF byla v prvnim piipadé zvolena 0,1 mol-dm™, v druhém piipadé 0,05 mol-dm™ a tfeti
proméiend koncentrace byla 0,025 mol-dm™. Retenéni parametry pro tyto podminky jsou
shrnuty v Tab. 13. S vyjimkou trichlormethiazidu se reten¢ni ¢asy analytti zménily jen malo.
Retenéni ¢as trichlormethiazidu se pfi koncentraci MF 0,025 mol-dm™ zvétsil, tedy doslo
k delsimu zadrZeni této latky v koloné. Jelikoz cilem optimalizace sloZzeni mobilni faze bylo
dosdahnout podminek, pii kterych bude mozné oddélit analyty ze smési, bylo toto zdrzeni
piinosné, a proto byla koncentrace pufru 0,025 mol-dm™ zvolena jako nejvhodné&jsi. Pro butizid
a bendroflumethiazid byly v chromatogramech detegovany dva piky, coz s nejveétsi
pravdépodobnosti zapficinilo rozklad zasobnich roztoki vzorki, které byly pouzivany po delsi

casovy usek.

Tab. 13 Retenéni parametry (retenéni Cas fr a vySka piku /) analytti pii zméné koncentrace pufru

Slozeni mobilni faze

NaH,PO4 (pH 90:10 (v/v)

6,0):MeOH

Koncentrace NaH,PO,

v MF/mol-dm- 0,1 0,05 0,025

Latka fr/min h/V fr/min  h/V fr/min h/V
Butizid 2,824 0,06 2,769 0,17 | 2,645;2,814 0,03;0,06
Chlorthalidon 2,791 0,38 2,773 0,75 2,772 0,38
Mefrusid 3,043 0,23 2,953 0,11 2,996 0,25
Trichlormethiazid 2,868 0,25 2,951 0,38 3,297 0,25
Bendroflumethiazid 2,589;3,177 0,02;0,04 | 3,187 0,04 | 2,597;3,165 0,04;0,06

5.4 Vliv druhu organického modifikatoru v mobilni fazi na retenci diuretik

Pfi hledani nejvhodnéjSich podminek pro separaci analytii byl sledovan i vliv druhu
organického modifikatoru, namisto methanolu byl pouzit acetonitril jako organicka slozka
mobilni faze. Zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi (0,025 mol-dm= NaH,POu4, pH 6,0) bylo
zvoleno ve stejnych objemovych pomérech jako v pfipadé methanolu, tedy 5, 8 a 10 obj. %
acetonitrilu. Reten¢ni Casy diuretik namétfené v tomto optimalizaénim kroku, jsou shrnuty
v Tab. 14. Stejné jako v piipadé methanolu Ize pozorovat pokles retence analytl s rostoucim

mnoZzstvim ACN v mobilni fazi. Lep$i rozliSeni mezi piky analyt bylo dosazeno pfi pouziti
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methanolu jako organického modifikatoru v MF, také byly ziskany lepsi tvary pikt a vyssi piky

diuretik v porovnani s MF obsahujici acetonitril.

Tab. 14 Retenc¢ni parametry (retencni Cas fr a vyska piku /) analytt pfi zmén¢€ obsahu acetonitrilu v MF

SloZeni mobilni faze 0,025 M

NaH:PO, (pH 6,0):ACN (v/v) 95:5 92:8 90:10

Latka fr/min h/V fr/min h/V tr/min  h/V
Butizid 2,746 0,15 2,627 0,17 2,559 0,18
Chlorthalidon 2,734 0,56 2,621 0,64 2,583 0,25
Mefrusid 2,939 0,11 2,772 0,13 2,617 0,12
Trichlormethiazid 3,072 0,40 2,926 0,48 2,901 0,38
Bendroflumethiazid 3,043 0,15 2,838 0,11 2,772 0,18

Jako nejvhodnéjsi podminky pro separaci diuretik byly zvoleny tyto:

Fosfore¢nanovy pufr (NaH,POs) o pH 6,0, koncentraci pufru 0,025 mol-dm
v objemovém poméru organicka faze methanol:fosfore¢nanovy pufr 10:90. Takto vytvoiena
metoda byla pouzita pro separaci analytl diuretik ze smési, a také k proméfeni reten¢nich
parametrl analytli pro charakterizaci stacionarni faze pomoci metody LSER. Po vyhodnoceni
vlivu organického modifikatoru na chovani analyt a SF, byla LSER méfeni provedena,

za identickych podminek jako v ptipadé methanolu, i s acetonitrilem.
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5.5 Separace analytii ze smési

Pro separaci smésnych vzorkl analyti byly pfipraveny dvé smési. Prvni smés obsahovala
butizid a bendroflumethiazid. V druhé smési byl chlorthalidon, a trichlormethiazid. Mefrusid
byl nakonec méfen samostatné. Tato sloZeni byla zvolena na zaklad¢ odlisné zadrznosti analytl
v kolon¢ a také vzhledem k podobné odezvé pouzitého detektoru. Vysledné chromatogramy
separace smési diuretik pro mobilni fazi s obsahem methanolu jsou zobrazeny
na Obr. 10, Obr. 11 a Obr. 12. Chromatogramy separace smési diuretik pro mobilni fazi
s obsahem acetonitrilu jsou zobrazeny na Obr. 13, Obr. 14 a Obr. 15. Z uvedenych
chromatogrami je ziejmé, ze lepsi vysledky byly naméieny v mobilni fazi obsahujici methanol
jako organicky modifikdtor. B&éhem 4 minut bylo mozné rozd¢lit chlorthalidon
a trichlormezhiazid az na zékladni linii, také rozdéleni butizidu abendroflumethiazidu bylo

uspokojivé.

Chromatogram butizidu a bendroflumethiazidu
0,37

Butizid

0,32

odezva detektoru/V
<o

Bendroflumethiazid

0,12

0,07

0,02 /J

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
-0,03 .
fp/min

Obr. 10 Separace butizidu a bendroflumethiazidu na koloné PhenoSphere SAX; mobilni faze slozena z methanolu
a fosfore¢nanového pufru o koncentraci 0,025 mol-dm= a pH 6,0 v objemovém poméru 10:90; objem néstiiku
vzorku 5,00 pl; pratok mobilni faze 0,8 ml/min; detekéni vinova délka 275 nm; teplota kolony 30 °C
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Chromatogram chlorthalidonu a trichlormethiazidu

Trichlormethiazid

odezva detektoru/V
Chlorthalidon

0,15

0,1

0,05

: B

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 . 7,00 8,00
fr/min

Obr. 11 Separace chlorthalidonu a trichlormethiazidu na koloné PhenoSphere SAX; mobilni faze slozena
z methanolu a fosfore¢nanového pufru o koncentraci 0,025 mol-dm™ a pH 6,0 v objemovém poméru 10:90; objem
nastiiku vzorku 5,00 ul; pritok mobilni faze 0,8 ml/min; detekéni vinova délka 225 nm; teplota kolony 30 °C

Chromatogram mefrusidu

0,09

Mefrusid

0,08

0,07

0,06

0,05

odezva detektoru/V

0,04

0,03
0,02

0,01

0,00 A—/\J

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
-0,01 fr/min

Obr. 12 Separace mefrusidu koloné PhenoSphere SAX; mobilni faze slozena z methanolu a fosfore¢nanového
pufiu o koncentraci 0,025 mol-dm™ a pH 6,0 v objemovém poméru 10:90; objem nastiiku vzorku 5,00 pl; prittok
mobilni faze 0,8 ml/min; detekéni vinova délka 210 nm; teplota kolony 30 °C
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Chromatogram smesi butizidu a bendroflumethiazidu
0,12

Butizid

0,1

0,08

odezva detektoru/V

0,06

Bendroflumethiazid

0,04

0,02

: J

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 . 7,00 8,00
fp/min

Obr. 13 Separace butizidu a bendroflumethiazidu na kolon¢ PhenoSphere SAX; mobilni faze slozena z acetonitrilu
a fosfore¢nanového pufiu o koncentraci 0,025 mol-dm™ a pH 6,0 v objemovém poméru 10:90; objem nasttiku
vzorku 5,00 pl; pratok mobilni fize 0,8 ml/min; detekéni vlnovad délka 275 nm; teplota kolony
30°C

Chromatogram chlorthalidonu a trichlormethiazidu

0,6

0,5

Chlorthalidon

0,4

Trichlormethiazid

0,3

odezva detektoru/V

0,1

0 J

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 . 7,00 8.00
fr/min

Obr. 14 Separace chlorthalidonu a trichlormethiazidu na koloné PhenoSphere SAX; mobilni faze sloZena
z acetonitrilu a fosfore¢nanového pufiru o koncentraci 0,025 mol-dm™ a pH 6,0 v objemovém poméru 10:90; objem
nastiiku vzorku 5,00 pl; pritok mobilni faze 0,8 ml/min; detekéni vinova délka 225 nm; teplota kolony
30 °C.
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Chromatogram mefrusidu

0,14

0,12

— Mefrusid

0,10

0,08

odezva detektoru/V

0,06
0,04

0,02

0,00 J

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00
fr/min

-0,02

Obr. 15 Separace mefrusidu koloné¢ PhenoSphere SAX; mobilni faze slozend z acetonitrilu
a fosfore¢nanového pufru o koncentraci 0,025 mol-dm™ a pH 6,0 v objemovém poméru 10:90; objem nastiiku
vzorku 5,00 pl; pratok mobilni faze 0,8 ml/min; detekéni vinova délka 210 nm; teplota kolony 30 °C

5.6 Analyza LSER modelovych analyti

Analyza modelovych analytl probéhla v mobilni fazi, kterou tvoftil fosforecnanovy pufr
a organicky modifikatoru v objemovém poméru 90:10. Pro analyzu byly pouzity dvé mobilni
faze, které se liSily typem organické sloZky — methanol, acetonitril. Vzorky byly navazeny
do vialek a rozpustény v rozpoustédle se sloZzenim odpovidajicim pouzité mobilni fazi.
V Tab. 15 jsou shrnuty namétené reten¢ni faktory a LSER deskriptory pro modelové analyty
v mobilni fazi tvofené fosforeCnanovym pufrem a acetonitrilem. V Tab. 16 jsou shrnuty
nameétené retencni faktory a LSER deskriptory pro modelové analyty v mobilni fazi tvofené

fosfore¢nanovym pufrem a methanolem jako organickym modifikatorem.

Hodnoty deskriptortt D' a D™ byly vypog¢itany na zakladg rovnic (9) a (10) na strang 8.
Ostatni molekulové deskriptory byly dohledany v literatute. Mrtvy €as kolony, ktery byl pouzit
k vypoctu retenéniho faktoru, byl uren z retencniho €asu systémového piku jako primeér z 10
hodnot. Méfeni reten¢niho chovani LSER analytli bylo opakovano 2x pro kontrolu moznych

chyb.
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Tab. 15 Souhrn LSER deskriptort, retenc¢nich ¢asti #r a retencniho faktoru £ pro modelové analyty zméfené
pro mobilni fazi s acetonitrilem

Latka te/min k logk E S A B | 4 Do D6
Adenin 2,835 023 -064 1,68 1,80 0,70 1,13 0,923 0,00 0,00
Cytosin 2,619 0,13 -087 1,43 1,90 060 1,02 0,793 0,00 0,00
Uracil 2474 007 -1,14 0,81 1,00 044 1,00 0,752 0,00 0,00
Uridin 2,382 0,03 -149 1588 2,35 090 229 1,582 0,00 0,00
Fenylalanin 2,585 0,12 -092 095 1,39 0,78 1,02 1,313 1,00 1,00
Tyrosin 2,545 0,10 -099 1,18 1,60 128 1,29 1,372 1,00 1,00
Tyramin 2213 -0,04 1,01 1,17 0,71 0094 1,157 0,00 1,00
Tryptofan 2,782 021 -0,69 1,62 1,80 1,09 123 1,543 1,00 1,00
Xantin 2,574 0,12 -094 150 1,60 0097 1,07 0941 0,01 0,00
Theofylin 2,51 0,09 -1,06 1,50 1,60 054 134 1222 0,01 0,00
Kofein 2,51 0,09 -1,06 1,50 1,60 0,00 1,33 1,364 0,00 0,00
Benzen 2,635 0,14 -085 0,61 0,52 000 0,14 0,716 0,00 0,00
Butylbenzen 3,139 0,36 -0,44 0,60 051 0,00 0,15 1,280 0,00 0,00
Bifenyl 3,286 042 -0,37 136 099 0,00 0,26 15324 000 0,00
Antracen 4949 1,14 0,06 2,29 134 000 026 1,454 0,00 0,00
Pyren 747 224 035 281 1,71 0,00 0,29 1,585 0,00 0,00
Fenol 2,623 0,14 -086 0,81 0,89 060 030 0,775 0,00 0,00
Resorcinol 2,63 0,14 -08 098 1,11 1,09 0,552 0,834 0,00 0,00
Floroglucinol 2,614 0,13 -088 1,36 1,12 140 0,82 0,893 0,00 0,00
p-kresol 2,644 0,15 -084 0,82 0,87 057 031 0,916 0,00 0,00
p-nitrofenol 3,06 033 -049 1,07 1,72 0,82 0,26 0,949 0,08 0,00
Kyselina benzoovi 5029 1,18 0,07 0,73 090 0,59 040 00932 0,99 0,00
ff_y’f;g;;’);;benzoom, 4915 1,13 005 093 090 081 056 00990 0098 0,00
Kyselina

2,6- 4794 1,08 003 0,73 0,86 0,72 0,64 1214 1,00 0,00
dihydroxybenzoova

f:f;’lf”l’jbenzoovd 5177 124 0,09 1,08 1,65 0,94 060 1,032 0,94 0,00
3‘:3’1’;?)“ 5002 1,17 0,07 089 084 0,71 038 00990 1,00 0,00
gjt‘;’l"s"a‘;icylovd 466 1,02 001 0,78 0,80 049 1,00 1,288 1,00 0,00
Kyselina skoficovda | 5363 132 0,12 1,14 1,00 058 0,57 1,171 0,98 0,00
Kyselina mandlova | 449 095 -0,02 0,90 1,05 074 089 1,131 0,99 0,00
Kyselina o-kumarovd | 5,704 147 0,17 1,13 139 1,07 0,79 1,229 0,99 0,00
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Litka wmin k logk E S A B V. Deo Do
Kyselina p-kumarova | 5,167 124 0,09 1,13 1,39 1,07 0,79 1,229 0,99 0,00
ff_yhs;g:;‘;yfenylocwvd 4841 1,10 0,04 0,94 132 097 0,78 1,131 0,99 0,00
Anilin 2,679 0,16 -0,79 0,96 0,96 026 041 0816 0,00 0,04
o-Toluidin 2,723 0,18 -0,74 0,97 0,92 023 045 0957 0,00 0,03
p-toluidin 2,706 0,17 -0,76 0,92 0,95 023 045 0957 0,00 0,09
Chlorobenzen 2,716 0,18 -0,75 0,72 0,65 0,00 0,07 0,839 0,00 0,00
1,2,3-Trichlorobenzen | 3,004 030 -0,52 1,03 0,86 0,00 0,00 1,084 0,00 0,00
4-Chlorofenol 2,656 0,15 -0.82 092 1,08 067 021 0898 0,00 0,00
i}y droxybenzaldehya | 2583 012 092 099 138 074 040 0932 0,00 0,00
Benzamid 2,616 0,13 -0.87 0,99 0,50 049 0,67 0973 0,00 0,00
2-Naftol 3,101 034 046 1,52 1,08 061 040 1,144 0,00 0,00
Hydrochinon 2,555 0,11 -097 1,00 1,00 1,16 0,60 0,834 0,00 0,00
Dibenzothiofen 4321 087 -006 196 1,31 000 0,18 1,379 0,00 0,00
Pyridin 2,964 028 -055 0,63 0,84 000 0,52 0,675 0,00 0,12
2-Aminopyridin 2,805 022 -0,67 0,98 1,10 032 0,63 0,775 0,00 0,87
4-Aminopyridin 2461 0,07 -1,18 0,90 121 023 0,71 0,775 0,00 1,00
Kyselina §tavelova | 342 048 -032 048 0,64 137 0,67 0539 1,9 0,00
Kyselina citronovd | 3,84 0,67 -0,18 0,61 1,50 1,63 1,33 1240 2,76 0,00
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Tab. 16 Souhrn LSER deskriptord, retencnich casii #r a retenc¢niho faktoru & pro modelové analyty zméfené pro

mobilni fizi s methanolem

Latka tr/min  k logk E S A B V Do D60
Adenin 2,925 055 -026 1,68 1,80 0,70 1,13 00923 0,00 0,00
Cytosin 2,702 043 -037 143 190 0,60 1,02 0,793 0,00 0,00
Uracil 2,505 033 -049 081 1,00 044 1,00 0,752 0,00 0,00
Uridin 2,424 028 -0,55 1,88 235 0,90 2,29 1,582 0,00 0,00
Fenylalanin 2,676 042 -038 0095 1,39 0,78 1,02 1,313 1,00 1,00
Tyrosin 2,574 036 -044 1,18 1,60 128 129 1372 1,00 1,00
Tyramin 2,383 026 -0,58 101 1,17 0,71 094 1,157 0,00 1,00
Tryptofan 2,887 053 -028 1,62 1,80 1,09 123 1,543 1,00 1,00
Xantin 2,594 037 -043 150 1,60 0,97 1,07 00941 001 0,00
Theofylin 2,577 036 -044 150 1,60 0,54 134 1222 001 0,00
Kofein 2,710 043 -036 1,50 1,60 0,00 1,33 1,364 0,00 0,00
Benzen 2,000 006 -124 061 0,52 0,00 014 0716 0,00 0,00
Butylbenzen 3,601 091 -004 060 051 0,00 0,15 1,280 0,00 0,00
Bifenyl 4017 1,13 0,05 136 0,99 0,00 026 1,324 000 0,00
Antracen 9,082 381 058 229 134 0,00 026 1,454 000 0,00
Fenol 2,68 042 -038 081 0,89 0,60 030 0775 0,00 0,00
Resorcinol 2,672 041 -038 098 1,11 1,09 052 0834 000 0,00
Floroglucinol 2,671 041 -038 136 1,12 1,40 082 0893 0,00 0,00
p-kresol 2,759 046 -034 082 0,87 0,57 031 0916 0,00 0,00
p-nitrofenol 2,759 046 -034 082 0,87 0,57 031 0916 008 0,00
Kyselina benzoova 4827 1,55 0,19 0,73 0,90 0,59 040 0932 0099 0,00
ﬂ;e;ionxaybenzoové 4487 137 0,14 093 0,90 081 056 0990 098 0,00
;fzfs::‘yadroxybenzoové 4767 1,52 018 073 086 072 064 1214 1,00 0,00
f_ﬁf"iil:‘:benzoové 4915 1,60 020 1,08 1,65 094 060 1,032 0094 0,00
Kyselina salicylova 4,946 1,62 021 089 0,84 071 0,38 00990 1,00 0,00
Kyselina skoFicov 5742 2,04 031 1,14 1,00 058 0,57 1,171 098 0,00
Kyselina mandlova 4241 124 009 090 1,05 074 089 1,131 0,99 0,00
Kyselina o-kumarova |6,118 224 035 1,13 1,39 1,07 0,79 1229 0,99 0,00
Kyselina p-kumarova |5,076 1,69 023 1,03 1,39 1,07 0,79 1229 0,99 0,00
fl(-illsye(;irl:)iyfenyloctové 4433 135 0,13 094 1,32 097 078 1,131 0099 0,00
Anilin 2,771 047 -033 096 0,96 026 041 0816 000 0,04
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Latka tr/min  k logk E S A B V Do D60
o-Toluidin 2,846 0,51 -0,30 0,97 092 023 045 0957 0,00 0,03
1,4-toluidine 2,886 0,53 -0,28 0,92 095 0,223 045 0,957 0,00 0,09
Chlorobenzen 2,864 0,52 -0,29 0,72 0,65 0,00 0,07 0,839 0,00 0,00
1,2,3-Trichlorobenzen |3,425 0,81 -0,09 1,03 0,86 0,00 0,00 1,084 0,00 0,00
4-Chlorofenol 2,727 044 -035 0,92 1,08 0,67 0,21 0,898 0,00 0,00
3-Hydroxybenzaldehyd | 2,659 0,41 -0,39 0,99 138 0,74 0,40 0,932 0,00 0,00
Benzamid 2,774 047 -0,33 0,99 0,50 049 0,67 0973 0,00 0,00
2-Naftol 3477 0,84 -0,08 1,52 1,08 0,61 040 1,144 0,00 0,00
Hydrochinon 2,578 036 -044 1,00 1,00 1,16 0,60 0,834 0,00 0,00
Dibenzothiofen 6,453 241 038 196 1,31 0,00 0,18 1,379 0,00 0,00
Pyridin 3415 081 -0,09 0,63 0,84 0,00 052 0,675 0,00 0,12
2-Aminopyridin 3,843 1,03 0,01 098 1,10 032 0,63 0,775 0,00 0,87
4-Aminopyridin 3,099 0,64 -0,19 090 1,21 023 0,71 0,775 0,00 1,00
Kyselina $t’avelova 14,281 6,56 0,82 048 0,064 137 0,67 0,539 1,99 0,00
Kyselina citronova 061 1,50 1,63 1,33 1,240 2,76 0,00
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5.7 Vicenasobna linearni regrese

Pro 42 modelovych LSER analytli byla s vyuzitim softwaru NCSS provedena linearni
regrese pro logaritmus reten¢nich faktorti latek a jejich molekulové deskriptory.
Pro konkrétni chromatografické podminky, tedy mobilni fizi tvofenou 0,025 mol-dm™
NaH,POu, pH 6,0 a acetonitrilem v poméru 10:90 (v/v) a stacionarni fazi Phenosphere™ SAX
byly vypocitany regresni koeficienty Abrahamovy solvatac¢ni rovnice, které jsou shrnuty

v Tab. 17.

Tab. 17 Regresni koeficienty Abrahamovy solvatacni rovnice pro dané chromatografické podminky
(MF slozena z NaH,PO4 a ACN)

e s a b v d d" c
Regresni koeficient 052 -0,01 -0,26 -0,52 -0,30 1,02 -0,46 -0,59
Standardni chyba 0,12 0,12 0,09 009 018 0,02 009 0,14
koeficientu
Interval spolehlivosti +0,25 +0,24 =+0,18 +0,18 =+0,36 +0,17 +0,18 +0,29
Hodnota p 0,00 0,95 0,00 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00

Regresni koeficienty, které jsou tuéné vyznaceny, jsou statisticky vyznamné, a tedy
vyznamné ovliviiuji retenci analytl na pouzité aniontové vymeénné stacionarni fazi.
Na prodlouzeni retence analytli za téchto konkrétnich experimentalnich podminek ma nejvétsi
vliv molekulovy deskriptor D™ a E. Regresni koeficienty téchto deskriptori maji kladnou
hodnotu, jedna se tedy o uplatnéni iontovych (elektrostatickych) interakci (deskriptor D")
a interakci pomoci vazeb dipdl-indukovany dip6l s vyuZzitim z- a n-elektronti (deskriptor E)
mezi zdporné nabitym analytem a kladné nabitou staciondrni fazi. Regresni koeficienty pro
deskriptory 4, B a D" maji zapornou hodnotu, nemaji vliv na zachyt analyti na pouzité SF,
ptevazuji vodikové vazby a elektrostatické interakce mezi analytem a mobilni fazi. Vv
deskriptorti S a V' na retencni chovani analyt v konkrétnim separa¢nim systému je nepriikazny,
statisticky nevyznamny. Hodnoty pravdépodobnosti p pro deskriptory S a V' na zvolené hladiné
vyznamnosti (o= 0,05) jsou vétsi nez 0,05. Koeficient determinace vicendsobné linearni regrese

R? ma hodnotu 0,8945 a regresni koeficient R ma hodnotu 0,9458.

Abrahamova solvata¢ni rovnice pro konkrétni experimentalni podminky ma tedy tvar:

logk =—0,59+0,52-E—0,01-5—0,26- A—0,52-B—0,30-V+1,02-D~ —0,46-D* (12)
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Stejnym zplisobem jako v pfipadé mobilni faze obsahujici acetonitril jako organicky

modifikator, bylo postupovano i pfi pouziti mobilni faze s obsahem methanolu.

Pro 42 modelovych LSER analyti byla opét s vyuzitim softwaru NCSS provedena
vicenasobna linearni regrese pro logaritmus reten¢nich faktort latek a jejich molekulovych
deskriptori. Regresni koeficienty Abrahamovy solvatacni rovnice byly vypocitany
pro konkrétni chromatografické podminky, kterymi byla mobilni fize tvotena 0,025 mol-dm™
NaH>POs, pH 6,0 a methanolem v poméru 10:90 (v/v) a stacionarni faze PhenosphereTM SAX.

Ziskané regresni koeficienty jsou shrnuty v Tab. 18.

Tab. 18 Regresni koeficienty Abrahamovy solvataéni rovnice pro konkrétni chromatografické podminky (MF
slozena z NaH,PO4 a methanolu)

e s a b v d d" c
Regresni koeficient 048 -0,07 -0,29 -0,29 -0,20 0,61 -0,15 -0,19
Standardni chyba 0,1 0,11 008 008 0,16 0,07 008 0,3
koeficientu
Interval spolehlivosti +0,23 +0,22 0,26 0,16 0,32 0,15 0,16 +0,26
Hodnota p 0,00 053 000 0,00 021 000 0,05 0,14

Opét jsou tucné vyznaceny regresni koeficienty, jejichz hodnoty jsou statisticky
vyznamné. Na prodlouzeni retence analyti na pouzité aniontové vymeénné stacionarni fazi ma
nejvetsi vliv deskriptor D™ a E, jejichz regresni koeficienty d” a e maji stejné jako v ptfedchozim
pfipadé kladnou hodnotu. Opét se tedy uplatiuji iontové (elektrostatické) interakce
(deskriptor D) a interakce pomoci vazeb dipoél-indukovany dipdl s vyuZzitim 7 a n-elektront
(deskriptor E). Regresni koeficienty pro deskriptory 4 a B maji zdpornou hodnotu, maji vliv
na sniZeni retence analyti vlivem vodikové vazby, kterd pfevazuje mezi analytem a mobilni
fazi. Vliv deskriptorti S, ¥ a D" na reten¢ni chovani analyti v konkrétnim separaénim systému
je neprukazny, statisticky nevyznamny. Hodnoty pravdépodobnosti p pro deskriptory S, V'
a D" na zvolené hladiné vyznamnosti (o = 0,05) jsou 0,05 nebo vétsi. Koeficient determinace

vicenasobné linearni regrese R* ma hodnotu 0,7884 a regresni koeficient R ma hodnotu 0,8879.

Abrahamova solvata¢ni rovnice pro konkrétni experimentalni podminky ma tedy tvar:

logk=-0,19+0,48-E—-0,07-5—-0,29-A—-0,29-B—0,20-V+0,61-D~ —0,15-D* (13)
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6 Zavér
Cilem bakalaiské prace bylo nalézt vhodné experimentalni podminky pro separaci sady

diuretik na aniontové vymeénné stacionarni fazi Phenosphere™ SAX a pomoci metody LSER

urcit interakce, uplatilujici se pii retenci diuretik pro konkrétni experimentalni podminky.

Na zakladé provedené optimalizace sloZzeni mobilni faze byla pro analyzu diuretik
ve smési pouZita mobilni faze slozena z 0,025 mol-dm™> NaH2PO4 o pH 6,0 a organického
modifikatoru methanolu v objemovém poméru 90:10 (v/v). V této mobilni fazi bylo mozné
rozdélit chlorthalidon a trichlormethiazid az na zékladni linii béhem 4 minut. Pro posouzeni
vlivu organického modifikatoru na chovani studovanych diuretik byla méfeni provedena
i v druhé mobilni fazi, kterd byla také slozena z 0,025 mol-dm= NaH,POs4 o pH 6,0,
ale organickym modifikatorem byl acetonitril. Jako stacionarni faze byla pouzita aniontové
vyménna kolona Phenosphere™ SAX. Tyto podminky byly pouzity jak pro separaci diuretik

ve smési, tak 1 pro zméfeni retence 42 modelovych LSER analyti.

Reten¢ni ¢asy LSER analyti byly pouzity pro vypocet retencnich faktord. Jejich
zlogaritmované hodnoty spolu s molekulovymi deskriptory tvofily vstupni data
pro vicenasobnou linearni regresi, ktera byla provedena pomoci softwaru NCSS. Vicendsobnou
linearni regresi byly ziskany regresni koeficienty pro jednotlivé molekulové deskriptory
a bylo mozné pro obé mobilni faze zapsat rozsitenou Abrahamovu rovnici. Pro ob¢é mobilni
faze maji na retenci analytd nejvetsi vliv deskriptory D™ a E, jejichz regresni koeficienty
d a e maji kladnou hodnotu, tedy elektrostatické interakce a interakce pomoci vazeb
dipdl-indukovany dipdl se silnéji uplatiiuji mezi zdporné nabitym analytem a kladné nabitou
stacionarni f4zi nez mezi analytem a pouzitou mobilni fazi. Velikost regresniho koeficientu
e je prakticky totozna pro MF obsahujici methanol 1 acetonitril (0,48, respektive 0,52).
V piipadé regresniho koeficientu d” byla ziskana vyssi hodnota pro MF obsahujici acetonitril

(1,02) v porovnani s MF obsahujici methanol (0,61), 1ze tedy v prostfedi acetonitrilu usuzovat

S 4

Regresni koeficienty a a b pro deskriptory 4 a B maji pro obé mobilni faze zadpornou
hodnotu. Tyto deskriptory maji vliv na sniZeni retence, silnéji se uplatiuji vodikové vazby mezi
analytem a pouZitou mobilni fazi. Regresni koeficient » méa pro MF obsahujici fosfore€nanovy
pufr acetonitril hodnotu -0,52, pro MF obsahujici methanol -0,29. V prostiedi acetonitrilu
se vyraznéji uplatiiuje vodikova vazba, kde mobilni faze je donorem vodiku a analyt jeho

akceptorem. Regresni koeficient pro deskriptor D+ ma pro mobilni fazi tvofenou
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fosforeCnanovym pufrem a acetonitrilem zapornou hodnotu, ma vliv na snizeni retence
uplatnénim elektrostatické interakce mezi kladné¢ nabitym analytem a mobilni fazi. Vliv
deskriptoru D+ na retencni chovani analyti je pro mobilni fazi tvofenou fosfore¢nanovym

pufrem a methanolem statisticky nevyznamny.
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