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Pocatky kapalinové chromatografie byly objeveny roku 1903 ruskym botanikem,
fyziologem a biochemikem M. S. Cvétem, ktery jako prvy rozd¢lil na sloupci sorbentu listova
barviva'. Jeho prace polozily principialni zaklad viem chromatografickym technikam, které
se pozd¢ji zacaly vytvaret. Tato ptivodni sloupcova chromatografie sice umoziiovala rozdélit
1 slozité ptirodni smési, méla vSak fadu nedostatk, pro které byla v zapéti témef zapomenuta.

Teprve pocatkem ctyficatych let minulého stoleti, po objeveni rozdélovaci
chromatografie, se kolonova kapalinovd chromatografie zafala vyvijet ve své klasické
podobé. Diky objeveni novych stacionarnich fazi a konstrukci novych aparatur, zejména
vysokotlakych Cerpadel a detektorti, se od roku 1965 stava jednou z nejrozSirené€jSich
separacnich a analytickych metod.

Mezi souCasnymi chromatografickymi zplisoby zaujimaji metody kolonové
chromatografie stale prvni misto. Jejich vyznam neustdle roste, a to zejména proto, ze
umoznuji analyzovat prakticky veskeré latky obsaZzené v mnozstvich od desitek procent
do stotisicin procenta a to v rozpéti molekulovych hmotnosti od stovky do n€kolika desitek ¢i
stovek tisic®. Jedna se piedeviim o chromatografii plynovou (v mezifizi plyn — kapalina)
a kapalinovou (v mezifazi kapalina — tuha latka), u nichZ jsou dostate¢n¢ vyvinuty adsorbenty
s vysoce homogennim povrchem, dale ptistrojové techniky, zejména vysoce citlivé detektory
a kapalinové chromatografy s vysokym tlakem na vstupu do kolony pro metodu HPLC>*.

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie je rozSifend separacni technika, kterd
zaujima vedouci postaveni v b&nych farmaceutickych analyzach’. Jde o metodu plné
automatizovanou a dobie reprodukovatelnou, kterou lze vyuzit jak pro kvalitativni, tak
kvantitativni analyzu. Ve srovnani s metodami bioanalytickymi, které jsou také rozsahle
automatizované, rychlé a citlivé, ma HPLC separace vyss$i specifi¢nost a umoznuje soucasné
stanovit jak analyzovanou latku, tak i jeji metabolity, poptipad€ necistoty. Velmi Casto
se HPLC vyuzivd nejen pro analyzu systetickych 1é¢iv, ale téz pro slouCeniny izolované
z ptirodnich materiala®.

Srdcem chromatografického systému je bezesporu chromatograficka kolona.
Nejcastéji pouzivanym nosi¢em pro piipravu HPLC kolon je stale silikagel, ktery se vSak
v alkalickych roztocich pozvolna rozpousti, coz limituje volbu pH mobilnich fazi. Snaha
o rozsifeni pracovniho rozmezi pH vedla k vyvoji novych materiali pro HPLC se zlepSenymi
vlastnostmi. Relativné neddvno byly pfipraveny alternativni HPLC kolony na bazi oxida
kovii: oxidu hlinitého, titani¢ité¢ho a pfedevsim zirkonicitého. Materidly na bazi ZrO, vykazuji
mnoho unikatnich vlastnosti. Maji vynikajici stabilitu pfi pH aZ do 14 a vysokou tlakovou

a tepelnou odolnost, takze je lze vyuZit 1 pro rychlé separace pii vysokych teplotich



(do 200°C)”*. Nevyhodou ZrO, oproti silanolovym skupinam je fakt, Ze se chova jako silna
Lewisova kyselina, coz zplisobuje Uplnou a pevnou adsorbci silnych Lewisovych bazi
(napt. R-SOs’, R-PO3’, R-COQ"). Vzniklé donor-akceptorové interakce jsou pticinou zvlaste
pomalé kinetiky desorbce, cozZ se projevi Sirokymi a chvostujicimi piky. Proto se do mobilni
faze zamérné pridava dostatedné mnozstvi Lewisovy baze (PO, F, karboxylaty), ktera
dynamicky brani adsorpci eluentu a zlep3uje tvar piku analytu >**'°.

Zirkoniové stacionarni faze byly pouzity pro separaci mnoha chemickych sloucenin
riznych struktur, s riznymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi. Ptikladem mohou byt
nepolarni aromatické polohové isomery, triaziny, steroidy'', antidepresiva'’, beta-blokatory,
lokalni anestetika, p-alkylbenzylaminy’*, testosteron a podobné slouceniny'. Z chemického
hlediska se jedna o slouceniny bazického nebo neutrdlniho charakteru. Separace vzorku
obsahujicich tfeba 1 v malém mnozZstvi silné Lewisovy baze, napt. anionty kyselych sloucenin,
nukleotidl,, peptidii nebo proteinti je znacné problematické vzhledem k ptitomnosti jiz
zminovan¢ho ZrO, povrchu, ktery se chova jako silna Lewisova kyselina. Pfestoze jsou
vyuzivany rizné polymery k pokryti téchto kyselych mist na povrchu ZrO,, nejsou vzdy
blokovana zcela dostatecné. Z toho divodu je pottebnd pifitomnost soli k potlaceni silnych
coulombickych interakci a k blokaci vzniku nechténych Lewisovych donor-akceptorovych
Vazebl4,15 ,16,17,18,19.

Doxazosin mesilat — chemickym nadzvem 1-(4-amino-6,7-dimethoxychinazolin-2-yl)-
4-[(2RS)-2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-2-ylkarbonyl]piperazin methansulfonat je derivat
prazosinu ze skupiny 1é€iv a;-blokatorid. Ovliviiuje dynamickou slozku benigni hyperplazie
prostaty tim, Ze snizuje tonus svalstva kapsuly a tonus svalové tkané celé prostaty.
Nepiijemnym nezaddoucim U¢inkem je né€kdy 1 velmi vyraznd hypotenze, kterd je dana jejich
vazodilataénim u&inkem®™. Lze ho tedy indikovat i pro 16¢bu hypertenze, a to v monoterapii
nebo v kombinaci s jinymi antihypertenzivy.

Pocatecni davka doxazosinu je 1 mg denné. Podle klinické odpovédi by méla byt
davka postupné zvySovana v 1 - az 2 — tydennich intervalech na 2 mg, 4 mg az 8 mg jedenkrat

denné. Obvykla denni davka je 2 — 8 mg doxazosinu. Maximalni denni davka u benigni

hyperplazie prostaty je 8 mg, u hypertenze pak 16 mg.
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Cilem rigor6zni prace je navrhnuti vhodnych chromatografickych podminek
pro kvalitativni a kvantitativni analyzu doxazosinu a jeho péti necistot s vyuzitim HPLC
se spektrofotometrickym detektorem. Pozornost bude sousttedéna piedevsim na:

» typ stacionarni faze - vyzkouSeny budou zirkoniové kolony s povrchovou
vrstvou uhlikovou, polybutadienovou a polystyrenovou

» optimalni slozeni mobilni faze — typ a koncentrace organické a anorganické
sloZky, vliv zmény hodnoty pH

» vliv teploty kolony na separaci

» validaci vyslednych chromatografickych podminek.
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3.1 Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografické metody jsou vysokouc¢inné separacni metody slouzici k oddéleni
analyzovanych slozek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni a kvantitativni analyze.
metody, hlavné spektrofotometrické, nedaji principidlné pouzit. Vhledem k tomu, Ze vétSina
ptirodnich 1 jinych latek (napf. lékové formy — 1é€iva, rozkladné produkty, pomocné latky,
zbytky rozpoustédel) ma charakter smési, maji chromatografické metody v analyze 1éCiv
prvotady vyznam.

Mezi metodami kapalinové chromatografie zaujima vyznamné misto technika HPLC.
Zkratka je odvozena od dvou piipustnych ndzva této techniky a to ,,high performance liquid
chromatography* (vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie) nebo ,high pressure liquid
chromatography* (vysokotlaka kapalinova chromatografie). Mobilni fazi je v tomto ptipadé
kapalina. Stacionarni fazi je film ptislu§né latky zakotveny na povrchu nosi¢e nebo pevny
adsorbent. P¥istroj, na kterém se provadi HPLC analyzy se nazyva kapalinovy chromatograf'.

V moderni kolonové chromatografii prochazi mobilni fdze kolonou pfedem volitelnou
rychlosti a pod ptislusnych tlakem, ktery odpovida jak zvolené rychlosti, tak vlastnostem
sorbentu. Soucasny vyvoj sméfuje k ziskani vysoké Gc€innosti a potiebného rozliSeni pii co
nejkrat§im Case analyzy. Pracuje se stdle s vy$§imi tlaky, vySS$i rychlosti a snizujicimi se
elu¢nimi ¢asy chromatografovanych latek. Aby bylo dosazeno zvolené rychlosti pritoku, jsou
viak pottebné vysii tlaky na vstupu do kolony*.

Dals$i moznosti smétujici ke zrychleni analyzy a dosazeni lepSi separace je vyuziti
gradientové eluce, ktera spocivd v kontinudlni nebo diskontinualni zméné sloZeni mobilni
faze scasem. Jednd se o velmi vyuZivanou techniku analyzy, zejména v oblasti
komplikovanéjSich smési latek s Sirokym rozsahem retencnich konstant. Pfi tvorbé gradientu
se méni s casem elu¢ni sila mobilni fdze, zména polarity, zména pH, ¢i zména v koncentraci
napi. komplexotvornych ¢inidel, konecné 1 zména iontové sily eluéniho €inidla apod. To vse
klade znacné naroky na aparaturni zafizeni tvorby gradientu a mnohdy se podiizuje
i koncepéni feseni celého pristroje’.

[zokratické eluce, tedy déleni smési latek jedinou mobilni fazi, jejiZ sloZzeni se béhem
chromatografie neméni, se vyuziva tehdy, pokud se pKa a lipofilita separovanych latek piilis
neli$i.

Pti néstiiku dvojice latek do chromatografické kolony se nejprve vytvoii elucni pas

obsahujici smés obou latek. Chromatografované latky jsou tokem mobilni faze unéSeny
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kolonou, pfi¢emz interaguji se stacionarni fazi a opét piechazi do mobilni faze, s niz mohou
také interagovat. LiSi-li se dostatecné separac¢ni funkce téchto délenych latek (distribuéni
konstanty, adsorpcni isothermy apod.), dojde po urcité dob¢ k jejich rozdéleni. Po vystupu
prvni latky zkolony indikuje detektor jeji piitomnost v eludtu a zaznamena eluéni pik’.
Po vyjiti obou rozdélenych latek jsou na chromatogramu patrné dva elu¢ni piky.

Chromatogram je tedy tvofen soustavou piku, které maji riznou plochu a vysku, maji
od sebe riiznou vzdalenost a v idedlnim ptipadé jsou symetrické a maji tvar Gaussovy kiivky.
Identifika¢ni charakteristikou latky je za pfesné stanovenych chromatografickych podminek
jeji retenéni Cas. Pro kvantitativni stanoveni latky potom slouzi vyska piku nebo Castéji plocha
pod pikem”'. Kvantitativni analyzu lze provést nékolika zptisoby. Mezi nejpouzivangjsi patii
metoda vnitiniho standardu, kdy se ke zkouSenému a porovnavacimu roztoku pfidaji stejna
mnozstvi latky, kterou Ize odlisit od zkouSené latky a ktera s ni nereaguje (vnitini standard).
Koncentrace zkouSené latky se stanovi porovnanim poméru ploch pikli nebo vySek pika
stanovované latky a vnitfniho standardu pro zkouSeny roztok a odpovidajiciho poméru
pro porovnavaci roztok™. Dal§im moznym zptisobem kvantifikace je vyuziti metody vn&jsiho
standardu. Koncentrace stanovované slozky se ur¢i porovnanim odezvy piku sloZky naméfené
pro zkouseny roztok a odpovidajici odezvy pro porovnavaci roztok™. Obecné piesngjii je
pouziti standardu wvnitfniho, protoze tak probiha analyza sledované latky 1 standardu
za stejnych podminek.

Kvantifikace mize byt provadéna i1 pomoci dvou dalSich Iékopisnych metod, a to
metodou normalizace nebo kalibrace. Pfi normalizaci se obsah jedné ¢i vice sloZzek zkouSené
latky v procentech vypocita z plochy nebo ploch jako procento celkové plochy vSech pikd,
s vyjimkou pikii rozpoustédel nebo piidanych reakénich €inidel a pikd, které jsou v limitu
zanedbatelnosti pikl. Pti kalibraci se stanovi vztah mezi méfenym nebo vyhodnocovanym
signalem a mnoZstvim stanovované latky a vypocita se kalibracni funkce. Vysledky analyzy
se vypocitaji ze zméteného nebo vyhodnoceného signdlu stanovované latky pomoci inverzni

funkce®’.

3.1.1 Soucasti kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf se sklada z ¢asti, které zabezpecu;ji transport mobilni faze,
separaci latek a jejich detekci. Blokové schéma kapalinového chromatografu, které miize mit
fadu obmén je na obr. €. 1, v zdsad¢ vSak musi byt zachovano zafazeni jednotlivych elementl

za sebou, 1 kdyZ je mozno mnohé pii specialnich procesech bud’ vynechat nebo doplnit.
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Obr. ¢. 1. Blokové schéma kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf tvofi tyto hlavni ¢asti:
1,2 — zasobniky mobilni faze

3 — sméSovac

4 — odplynovac

5 — vysokotlaké ¢erpadlo

6 — davkovaci ventil

7— ptedkolona

8 —kolona

9 — detektor

10 — fidici jednotka — pocitac s chromatografickym softwarem

3.1.1.1 ZASOBNIKY MOBILNi FAZE

Jako zasobniky mobilni faze se obvykle pouzivaji sklenéné uzaviratelné nadoby. M¢li
by byt umisténé tak, aby byly dobfe chranény pied svétlem, otevienym ohném a prachem
ve vzduchu.

Mobilni fdze musi byt velmi Cisté a zbavené rozpusSténych plynt probublavanim
heliem nebo pusobenim ultrazvuku. U novéjSich zafizeni probihd odplynovani piimo

“r ..04
v piistroji~.
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3.1.1.2 CERPADLA

Cerpadla vedou mobilni fazi ze zasobniki na kolonu. DilleZita je jejich velka piesnost
a dobré reprodukovatelnost pritoku v celém rozsahu parcialnich tlaki. MiZeme je rozdélit
na pulzni a bezpulzni, dale na pistové a membranové™. Principialné se vysokotlaka Gerpadla
déli do dvou hlavnich skupin, v nichZ hlavni rozliSovaci prvky jsou konstantni tlak nebo
konstantni objemovy pritok’.

Vysokotlaké bezpulzni pumpa je velmi dilezitou soucasti HPLC aparatury. Kolony
pro HPLC jsou plnény mikroc¢asticemi, které pii prichodu mobilni faze kladou zna¢ny odpor.
Z toho divodu musi byt mobilni fdze pod vysokym tlakem, aZz 60 Mpa, aby mohla projit
pies kolonu. Dostate¢ny tlak a konstantni pratok mobilni faze, v rozmezi 0,1 — 10 ml/min,
zajistuje praveé vysokotlaka pumpa.

v v W

X . v s s v Lo 24
Cerpadla jsou obecné nejnarocnéjsi soucasti chromatografu™.

3.1.1.3 DAVKOVAC

Pouzivaji se pro davkovani vzorku do proudu mobilni fize. Vzorek se nejprve
dokonale rozpusti ve vhodném rozpoustédle, nejlépe v mobilni fazi. U starSich ptistroji jsme
se mohli setkat stzv. ,,stop flow* ddvkovaci. Z modernich aparatur ale uz Gplné vymizely.
V dnes$ni dobé€ se uplatiiuji davkovace s Sesticestnymi ventily, které l1ze rozdélit na manudlni,

a plné automatizované, tzv. autosamplery.

3.1.1.4 KOLONY

Ve vysokoucinné kapalinové chromatografii ma vybér kolony rozhodujici vyznam.
O ucinnosti kolon rozhoduje nejen kvalita pouzitého sorbentu, ale 1 jejich délka, tvar, material
zn¢hoz jsou zhotoveny, spojovaci soucasti, jejich vnitini povrch a dalsi faktory, jako je
zpusob plnéni kolon, velikost mrtvych objemt v systému a podobné¢.

Analytické kolony pro HPLC jsou rovné ocelové, titanové nebo PEEKové trubice 5-
30 cm dlouhé o vnitfnim priméru 2-8 mm, které jsou chemicky odolné proti plisobeni
mobilni faze a vysokym tlakiim. Napln kolony musi byt naprosto homogenni a rovnomeérna,
proto se uz dnes pouzivaji kolony plnéné a testované primo vyrobcem. Velikost zrn sorbentu

se nejcastéji pohybuje v rozmezi 1,8-5 pm. S rozmérem kolon souvisi 1 jeji celkova kapacita.

16



Se Ctvercem priméru kolony roste 1 mnoZzstvi vzorku, jimz mizeme kolonu zatizit. Délka
kolony se odviji od velikosti zrn sorbentu. Cim mensi je velikost zrn, tim krat3i je kolona™.

V chromatografické koloné je zdkladnim fyzikalné chemickym procesem, ktery
zabezpeCuje vysokou selektivitu déleni, interakce molekul délenych slozek s povrchem
staciondrni faze. Tato interakce nema byt pfili§ silnd, ale spiSe relativné slaba, aby d&; byl
reverzibilni a zarovenl aby molekuly davkované do kolony nepodléhaly katalytickym
a chemickym pfeménam a vychéazely z ni za dostateénd kratky as”.

V HPLC se nejCastéji pouZivaji tzv. chemicky vazané stacionarni faze zakotvené
na silikagelovém nosi¢i. Piipravuji se reakci silikagelu s chlorsilany nebo alkoxysilany.
Navazané mohou byt dlouhé alkylové tfetézce hydrofobniho charakteru (C8 -oktyl, CI18 -
oktadecyl), které vytvari na povrchu nosi¢e nepolarni f4zi. Mobilni faze je pak charakteru
polarniho, napt. voda, methanol, acetonitril a jejich smési v riznych vzajemnych pomérech,
pufry a dal$i. Takovéto provedeni byva oznacovano jako chromatografie na reverznich fazich
(reverse phase HPLC - RP HPLC).

Pokud neni vyrobcem uvedeno jinak, pfedpoklada se, ze kolony na chromatografii
s obracenymi fazemi s ndplni na bazi silikagelu jsou stabilni v mobilnich fazich o zdanlivém
pH 2,0 az 8,0%. Jiné zdroje uvadi, Ze pro zachovani dlouhodobé chemické stability stacionarni
faze je pH mobilni fize limitovano rozsahem 3 - 7°°. Pokud klesne pH pod hodnotu 4, dochézi
ke kyselé hydrolyze vazanych funkénich skupin na povrchu silikagelu a tim nasledné ztraté
chromatografické retence’” **. Naopak, pokud je hodnota pH v&tsi nez 9, dochédzi k rozpusténi
silikagelu, coZ vede k rapidni ztraté vykonnosti kolony?”*°.

Navazané mohou byt 1 krat§i C2, C3 fetézce obsahujici polarni funk¢ni skupinu (-CN,-OH, -
NH2 ), kde se pak jedna o fazi stfedné polarni.

Existuji také polymerni stacionarni faze, které vykazuji stabilitu ve velkém rozsahu
pH (1 - 14). Jsou vSak omezeny maximalnim pracovnim tlakem na koloné a to 20 Mpa.
Nezadouci jev, ktery mize nastat, jsou zmény ve velikosti porit béhem separace, které jsou
zpusobeny nabyvanim a smr$tovanim sorbentu. K tomu dochazi pii gradientové separaci,
kdyZ se zaCind s mobilni fazi s velkym obsahem vodné faze a konci s velkym obsahem
organické slozky. Tento efekt vede ke slabé separaéni uéinnosti’*”".

Byla snaha vyvinout kolony, které by dosahovaly vyS$si odolnosti vii¢i rozpoustédlim
a pufrim v S$ir§Sim rozsahu pH, jako organické staciondrni fize a zarovenn mély velikou
odolnost vuaci tlaktim, jako kolony silikagelové. 1 kdyZz jsou takové kolony dostupné,

napt. kolony obsahujici silikagel s vazanymi alkyly a pokryt¢é polymerni vrstvou
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nebo silikagel s kovalentné vazanym polymerem, jejich pouZivani je omezeno na specialni
aplikace®®".

OdliSnym pfistupem je pouziti Castic z oxidu titaniCitého, oxidu zirkonicitého
nebo oxidu hlinitého, které vykazuji vyS$i stabilitu vici hydrolyze nez silikagel.
V chromatografii jsou pouzivany jiz fadu let. Oxid zirkoni¢ity se jevi teplotné 1 chemicky
nejstabilngjsi. Je absolutng staly v rozsahu pH od 1 do 14°% a termalné staly do 200°C. Jeho
povrch Ize mnoha zptisoby modifikovat.

Veskeré pokusy o modifikaci povrchu oxidd kovii mizeme rozdélit do tii skupin:

e DYNAMICKA, CHEMICKA MODIFIKACE - je uskutetfiovana piidavanim silnych
interagujicich sloucenin (napi. fosfaty, fluoridy, EDTA) do mobilni faze napt. k potlaceni
aktivnich mist na povrchu kovii majicich charakter silnych Lewisovych kyselin®®,* *.

e PERMANENTNI, KOVALENTNI MODIFIKACE - pokusy o vytvofeni permanentni
kovalentni modifikace povrchu oxidii kovli byly zahdjeny navazanim alkyli a to metodou
silanizace. Provazela je vSak fada problémi, jako je nestabilita vazby Si-O-Zr nebo struktura
hydroxyli na zirkoniovém povrchu a jejich bazicita®®?’. Byly vyzkouSeny i jiné metody,
napt. pokryti oxidu hlinit¢ho (Al,Os) polystyren - divinylbenzenem, polybutadienem,
polyoktadecylsilanem™ Vznikly material mél vynikajici pH stabilitu, ale pomérné slabou
chromatografickou vykonnost. Bylo vyuzito 1 silnych interakci mezi ALO; a kyselinou
fosfore€nou. Vznikld vazba =Al-O-P-C18 na povrchu byla vyuZita pro separaci proteinli

3839 Stejny postup byl pouzit pro modifikaci povrchu ZrO,*’. Takto vzniklé

a peptida
stacionarni faze jsou vhodné pro separaci silnych bazi. Nevyhodou je jejich nizké stabilita®'.
Také reakci kyseliny maleinové byl syntetizovan polymer, ktery byl ukotven na povrchu
AL O3 a nasledné modifikovan kopolymeraci s oktadecylem. Pro zesitovani a tim vytvofenim
vys$$i stability byl do polymeriza¢niho procesu pfidan divinylbenzen. Vysledna reverzni faze
byla stabilni ve vysokém i nizkém pH***.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, oxid zirkoni¢ity mad na svém povrchu aktivni mista
chovajici se jako silné Lewisovy kyseliny. V reakci se silnymi Lewisovymi bazemi vznikaji
jedinecné a uziteCné stacionarni faze. Jako prvni byly pouzity fosfat a fluorid, néasledné
i fosfonatovy analog ethylendiamin-N,N -tetraoctové kyseliny (EDTA)*. Silné interakce
mezi fosfitem a zirkoniCitym povrchem byly vyuzity ke zlepSeni chromatografické
vykonnosti*’. Prob&hne-li reakce s fosfitem dostatend, neutralizuji se kyseld mista
na povrchu oxidu zirkoni¢itého a vznikne faze vhodna pro chromatografickou separaci

silnych Lewisovych bazi. Tato faze je stabilni do pH 10*°.
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Fluoridem modifikovany oxid zirkonicity je velmi vhodny pro separaci proteini. Ma
velkou kapacitu a byl zkouman pfedevsim pro Cisténi bilkovin. Tato faze ale neni pouzitelna
vnizkém pH vdbsledku vytvateni fluorovodikové kyseliny, ktera neni vhodna
pro kapalinovou chromatografii a navic mize poskodit detektor®’.

Uspésnost fosfatovych a fluoridovych fazi vedla k hledani jinych silnych Lewisovych

bazi, kter¢é by mohli poskytovat odliSnou selektivitu. Tim se ukazal analog EDTA
ethylendiamin-N,N -tetramethylfosfore¢na kyselina (EDTPA)*™*. Reakci sZrO, vznikl
jontovyménny material schopny separovat silné bazické bilkoviny. Usp&né byl téz pouzit
k dosazeni vysoce Cistych monoklondlnich protilatek ze supernatantu bunéénych kultur.
e MODIFIKACE ZAVEDENIM POLYMERU — prvni polymerem modifikovana stacionarni
faze vznikla vroce 1960. Vrstva polystyrenu byla zavedena na neporézni sklo a naslednd
zesitovana divinylbenzenem. Z divodu chemické nestability siliky byly polymery téz pouzity
k jeji ochrané pfed interakcemi s agresivnimi eluenty a nevhodnymi silanofilnimi interakcemi,
dale ke snizeni piistupu k aktivnim mistéim na povrchu oxidi kovi®'2.

Zpusob piipravy takto modifikovanych staciondrnich fazi je dvojiho typu. Na povrchu
oxidu mize byt bud’ iniciovana polymerizace pfitomnych monomert nebo je pfimo ukotven
jiz predsyntetizovany polymer™. Nasledné zesitovani pomoci chemicky aktivnich skupin je
74douci pro snizenou rozpustnost polymeru v mobilni fazi a zvySeni jeho stability™*. Jako
polymery k modifikaci povrchu oxid kovll se vyuZziva polybutadien (PBD), polystyren (PS)
nebo vrstvicka grafitizovaného uhliku (C).

Polybutadien byl pouzit jiz k modifikaci silikagelu ke zlepSeni jeho stability ve vySSim
pH k deaktivaci silanofilnich interakci®®. Vlastnosti takto modifikované stacionarni faze
vyuzivané v RPLC byly podmétem k pokusu zavedeni PBD na povrch oxidu zirkonicitého.
Modifikace pomoci PBD nabizi vys§i pH a termalni stabilitu. PBD-ZrO; je stabilni v rozsahu
pH od 1 do 14°*. Vykazuje vysokou stabilitu i v zasaditych podminkach. Nebyla
zaznamenana 74dna degradace povrchu dokonce ani po vystaveni 1M NaOH>® nebo 200 °C™.
PBD modifikovany oxid zirkoni€ity je vyuzivan pfedevSim jako reverzni staciondrni faze
pro chromatografii jednoduchych neelektrolytti.

Polystyren se pouziva jako alternativa polybutadienu na zirkoniovych stacionarnich
fazich zejména pro analyty, které se neseparuji na PBD-ZrO,”. Dale vykazuje vyssi
selektivitu pro separaci strukturdlnich isomerd, které se lidi polohou fenylovych skupin®.
Co se tyCe chromatografické stability, PS-ZrO, poskytuje vybornou separa¢ni schopnost
a symetrické piky vobou extrémnich podminkéach, vkyselém prosttedi 0,1 M HNO;
a zdsaditém 0,13 M NaOH’'. Studovana byla i stabilita PS-ZrO, v pH 1 az 13 pii vysoké
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teploté¢ (80, 120, 160 °C). Nebyla sledovana zadna degradace povrchu kolony ani
pti dlouhodobém uzivani®'.
Uhlikové adsorbenty pro chromatografii byly velmi Siroce studovany. Je popsdna

aplikace uhliku v kapalinové i plynové chromatografii®*****

. VétSina metod pro ukotveni
uhliku na povrchu je zalozena na pyrolyze uhlikatého prekurzoru pfi teploté 700 - 1000 K.
Z oxidi kovii mize byt pro ucely HPLC uhlikem modifikovan pouze oxid zirkonicity.
Je idealnim materidlem pro ukotveni pyrogenniho uhliku. MaZe byt zahtaty az na teplotu
700 °C, aniz by se zménila jeho struktura pora®. Proces modifikace totiz probiha pii vysoké
teploté, kdy organicka para prochazi skrze péry cCastic oxidu zirkoniCitého za snizené¢ho
tlaku®®. Tak dojde k pokryti az 97% zirkoniového povrchu uhlikem®. Jako zdroj uhliku
mohou byt pouzity rtizné organické sloucCeniny, nejlepsi vysledky, jako je tvar piku

nebo vykonnost kolony, byly doséhnuty pii pouziti alkant®’.

3.1.1.5 DETEKTORY

V metodé HPLC je dostupna tada rtiznych detektorti, které se 1iSi principem funkce,
konstrukci, selektivitou, citlivosti a linearnim dynamickym rozsahem. Jsou na né kladeny
mimofadné pozadavky, jako je vysoka citlivost, reprodukovatelnost a linearita odezvy,
nezavislost odezvy na zméné slozeni mobilni faze pfi gradientové eluci a univerzalnost®.
Metoda HPLC vyuzivd tyto typy detektort: spektrofotometricky detektor (UV-VIS),
fluorescencni detektor, hmotnostni spektrometr, refraktometricky detektor, elektrochemicky
a daldi. Volba detektoru opét zavisi na konkrétni aplikaci®. V rigorézni praci byl pouzit
detektor spektrofotometricky.

Spektrofotometricky detektor je nejCastéji pouzivany pii HPLC analyze 1€Civ.
Proménuje absorbanci elektromagnetického zateni urcité vinové délky slozkami eluatu
protékajiciho celou detektoru®. Jako zdroj elektromagnetického zafeni se v oblasti
UV spektra (190 — 400 nm) pouziva deuteriova lampa, v oblasti viditeln¢ (400 — 800 nm)
lampa wolfram-halogen®’. Z uvedeného vyplyva selektivita detektoru. Zaznamenava pouze
latky schopné absorbce v uvedenych oblastech spektra. V praxi se uplatiiuji predevSim
UV detektory, eventuelng UV-VIS detektory™.

Minimalni detekovatelné mnozstvi UV detektoru je 10™° g/ml. V dnesni dob& jsou
vyuzivany detektory s proménnou vinovou délkou, u nichZ mame moznost libovolného
nastaveni vinové délky, dale scanning UV detektory, které snimaji béhem nékolika sekund

v 7 . ’ r s 2
absorpéni spektrum v maximu piku hodnoceného 1é&iva™.
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Nejvice informaci lze ziskat spektrofotometrem s diodovym polem (diode array)
fizenym pocitatem a snimajicim celé absorpéni spektrum eluatu®®. Dovoluje soudasny sbér
chromatogramil pfi roznych vlnovych délkach b&hem jednoho nastiku®’. Vysledkem je
trojrozmérny chromatogram jako zavislost absorbance na vlnové délce a na case, ze kterého

Ize rychle identifikovat eluované latky a posoudit jejich Gistotu®.

3.2 Validace

Validace analytické metody je soubor validacnich parametri, kterymi se zjiStuji
hlavni charakteristiky dané¢ metody. Cilem je ovéfit u€innost metody a experimentalné dolozit

spolehlivost a reprodukovatelnost analytickych vysledk.

3.2.1 Test zpuisobilosti systému

Test zpusobilosti systému piedstavuje nedilnou soucast metody a slouzi k zajisténi
pfiméfené ucinnosti chromatografického systému. Pro hodnoceni u¢innosti kolony
se pouzivaji nasledujici parametry: zdanliva ucinnost, kapacitni faktor, rozliSeni, relativni
retence a faktor symetrie. Faktory, které mohou ovlivnit chromatografické chovani, zahrnuji
slozeni mobilni faze, jeji iontovou silu, teplotu a zdanlivé pH, pratokovou rychlost, délku
kolony, teplotu a tlak, charakteristiku stacionarni faze, v€etné porozity, velikosti a typu ¢astic,
specifického povrchu a u nosicli pouzivanych v chromatografii s obrdcenymi fazemi rozsah
chemické modifikace (odstranéni povrchovych silanolovych skupin, obsah vazaného uhliku

atd.)®.

3.2.2 Validac¢ni parametry

3.2.2.1 LINEARITA

Linearita vyjadifuje rozmezi koncentraci, v némz je koncentrace analytu linearni
k odezvé detektoru. Vyjadiuje se graficky nebo matematicky, kdy se vyuzivaji vysledky
linearni regresni analyzy. Mirou linearity je korelacni faktor kalibracni kiivky, ktery by mél
byt blizky jedné. Analyzuje se minimalné pét koncentraci standartni latky a to v rozsahu 80 —
120% deklarovaného obsahu. Pfi stanovovani necistot se linearita nejCastéji vyjadiuje

od limitu kvantifikace po 120% maximaln¢ povoleného mnozstvi.
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3.2.2.2 PRESNOST

Stanoveni vyjadiuje shodu vysledki zjisténych pii sérii Sesti analyz téhoz vzorku.
Vyjadfuje se relativni smérodatnou odchylkou. Podle podminek opakovani rozliSujeme
opakovatelnost a reprodukovatelnost. Opakovatelnost ovefuje spolehlivost méteni nizkych
1 vysokych koncentraci latky z kalibracni kiivky v téze laboratofi, na témze piistroji jednim
analytikem. Naopak v druhém ptipadé se metoda provadi v laboratofi jiné a za stejnych
podminek. VétSinou se tak dé&je i1 v delsim ¢asovém obdobi. Tzv. mezidenni piesnost je

ovéfeni spolehlivosti méfeni v téZe laboratofi ve dvou riiznych dnech.

3.2.2.3 LIMIT DETEKCE A KVANTIFIKACE

Detekéni limit vyjadiuje nejmensi mnozstvi latky, které je jeSté za danych podminek
koncentrace latky, ktera mize byt jeSt¢ kvantifikovana za danych podminek
s akceptovatelnou spravnosti a presnosti. Oba limity se urcuji vypoctem z velikosti Sumu
zékladni linie na blankovém chromatogramu v mistech, kde by byl ofekavan pik analytu.
Dle CL 2009 je limit detekce trojnidsobkem maximalni odchylky odezvy $umu, limit
kvantifikace pak desetinasobkem. Vypoctena hodnota obou parametri se ovéiuje analyzou

vzorku v pfislusné koncentraci.

3.2.2.4 ROBUSTNOST

Robustnost je mira vlivu kolisani jednotlivych parametrii analyzy na vysledek
analytického hodnoceni. ZjiStuje se schopnost poskytovat spravné a ptesné vysledky
1 pfi nechténych zménach pracovnich podminek jako je vliv pracovniho postupu (mozna
proménlivost hodnoty pH, zména slozeni mobilni faze, vliv pritoku mobilni faze, atd.)
nebo mira vlivu odlisného chromatografického systému, tzn. i€innost dané metody pii uziti
jinym pracovnikem na jiném pfistroji, za pouziti kolony jiného vyrobce atd. Vysledkem
testovani robustnosti by mélo byt tolerované rozmezi hodnot ptredepsany pro kazdy parametr

metody.
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3.2.2.5 SELEKTIVITA

Selektivita je schopnost spravného a piesného urceni hodnocené latky v pfitomnosti
jinych slozek. MuZe se jednat o rezidua endogennich latek biologické matrice, necistoty
nebo rozkladné produkty, zbytky rozpoustédel atd. Dokazuje se experimentalné a to
porovnanim chromatografického zdznamu c¢istého vzorku a vzorku s pfipadnymi necistotami

nebo jinymi slozkami.

3.3 Doxazosin a jeho necistoty

O
Iw
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and enantiomer

Doxazosin mesilate

Obr. ¢. 2: Strukturni vzorec doxazosinu mesilatu

Doxazosin, lékopisnym nazvem doxazosin mesylat, je bily nebo témét bily krystalicky
prasek, ktery je nerozpustny ve vodé, ale snadno rozpustny v dimethylsulfoxidu, mirn¢ pak
v methanolu. Vykazuje polymorfismus a taje pti 276 °C>.

Evropsky 1 Americky lékopis uvaddi osm piibuznych sloucenin, které se mohou
vyskytovat ve vzorku doxazosinu jako necistoty. Dle Evropského I€kopisu jsou oznaCovany
pismeny A, B, C, D, E, F, G az H68, dle Amerického pismeny A, B, C, D, E, F a terazosinu
pribuzné slou¢eniny A a C*. Oba Iékopisy se lii v limitech povoleného mnozstvi. Evropsky
I¢kopis dovoluje 0,1% nespecifickych necistot, pfi¢emz celkové mnoZstvi vSech necistot
nesmi pievySovat 0,3%. Americky Iékopis uvadi, ze pritomnost terazosinu piibuzné
slouceniny A nesmi byt vyssi nez 0,3%, ostatni identifikované necistoty nesmi piekrocit
0,25%, nespecifikované necistoty pak 0,1%. Celkové mnoZstvi vSech necistot nesmi byt vyssi
nez 1%. V préci je pouzito oznaceni nami analyzovanych necistot dle l€kopisu evropského

(Obr. & 3 - 7).
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and enantiomear

(2R5)-2, 3-dihydro-1 ,4-benzodioxine-2-
carboxylic acid

Obr. €. 3: Strukturni vzorec necistoty A

Qb_\_w-\___.-'"
and enantiomer

1-[(2R5)-2 3-dihydro-1 4-benzodioxin-2-
yicarbonyl]piperazine

Obr. €. 4: Strukturni vzorec necistoty B
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CHO. M- fﬁ
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CHO R
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o

6, 7-dimethoxyquinazoline-2,4{1H 3H)-dione

Obr. €. 5: Strukturni vzorec necistoty D
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2-chloro-6, 7T-dimethoxyquinazolin-4-amineg

Obr. €. 6: Strukturni vzorec necistoty F

8, 7T-dimethoxy-2-{piperazin-1 -yljquinazolin-4-amine

Obr. ¢. 7: Strukturni vzorec necistoty G

V literatufe mizeme nalézt rtizné chromatografické metody pouZivané pro analyzu
doxazosinu. Jiz na konci minulého stoleti byla popsana analyza doxazosinu extrahovaného
z lidského séra. Analyza probihala pomoci kapalinové chromatografie za vyuziti stacionarni
faze C18 a fluorescenéni detekce’®’""*7. V jiné studii byl doxazosin analyzovan taktéz
za pomoci fluorescenéni detekce, jako sorbent v kolong byl ale pouZit polarni oxid hlinity’*.

Vletech 1997-98 byl doxazosin stanoven ztablet pomoci diferenéni pulzni

75,76 k77,78,79

polarografie’”™”, také pomoci voltametrickych techni O ctyi1 roky pozdéji byl
doxazosin analyzovan s vyuzitim moderni vysokou¢inné tenkovrstvé chromatografie
po extrakci  ztablet™. Vtémze roce byl stanoven i pratokovou analyzou
se spetrofotometrickou detekei®'. V roce 2006 byl doxazosin analyzovan na monolitické
iontovyménné kolong s vyuzitim UV detekce®. Hmotnostni spektrometr byl pouzit
pii analyze doxazosinu p¥imo ze surové plasmy bez piedchozi extrakce™ ™.

V Evropském Iékopise je monografie tykajici se doxazosin mesilatu zavedena od roku
2006. Stacionarni faze je tvofena silikagelem, ktery je hydrofobizovan navazanymi
oktylovymi fetézci. Kolona je temperovana na 30°C a rychlost pratoku kolonou je 0,8 ml/min.
Celkova doba analyzy trva asi 50 minut a je vyhodnocovana, stejné jako zkouska na ptibuzné

latky, UV detekcei®. Obdobné chromatografické parametry obsahuje monografie doxazosin
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mesilatu uvedena v lékopise americkém®. Hlavni rozdil nalezneme ve slozeni mobilni faze

a celkové dob¢ analyzy, kterd dosahuje 40-ti minut.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 CHEMIKALIE A PRISTROJE

4.1.1 CHEMIKALIE

Acetonitril — Merck, KgaA, Némecko

Amoniak — Fluka Chemie GmbH, Némecko

Deionisovand voda — €iSténa pomoci Milli-Q systému, Millipore (Bedford, MA, USA)
Dihydrogenfosfore¢nan amonny — Lach-Ner a.s., CR

Doxazosin mesilat — Zentiva, CR

Fluorid amonny — Lachema a.s., CR

Hydrogenfosfore¢nan amonny — Lachema a.s., CR

Kyselina fosfore¢na — Lachema a.s., CR
(2RS)-2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-2-karboxylova kyselina (nedistota A) — Zentiva, CR
1-[(2RS)-2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-2-ylkarbonyl]piperazin (neéistota B) — Zentiva, CR
6,7-dimethoxychinazolin-2,4(1H,3H)-dion (neéistota D) — Zentiva, CR
2-chloro-6,7-dimethoxychinazolin-4-amin (neéistota F) — Zentiva, CR
6,7-dimethoxy-2-(piperazin- 1-yl)chinazolin-4-amin (ne¢istota G) — Zentiva, CR

Octan amonny — Lachema a.s., CR

Tetrahydrofuran - Merck, KgaA, Némecko

4.1.2 PRISTROJE

Pouzité pfistroje byly soucasti sestavy HPLC firmy Schimadzu: System kontroler
CMB 20A, DAD detektor SPD-M20A, pumpa LC-20AD, autoinjektor SIL-20AC, kolonovy
prostor CTO-20AC, on-line degasser DGU-20A3, PC s chromatografickym softwarem LC
solution, ver. 1.21 SPI1. K proméfeni UV spekter byl pouzit UV-spektometr Schimadzu
UV2401PC. V experimentalni praci byly pouzity nasleduji analytické kolony: Discovery®Zr-
CarbonC18, 150 x 4.6 mm I.D., velikost ¢astic 3 um, Discovery®Zr-PS, 150 x 4.6 mm L.D.,
velikost ¢astic 5 um, Sigma — Aldrich (Schnelldorf, Germany). Zirchrom-PBD, 150 x 4.6 mm
I.D., velikost ¢astic 5 pm, ZirChrom Separation (Anoka, USA).
Déle byly pouzivany digitalni vahy A&D HR — 120, Helago s.r.o. (CR), laboratorni
magnetickd michatka MM2A, Laboratorni pfistroje Praha (CR), pH metr Acidimetr 333,
Duopta Praha (CR).
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4.1.3 Dalsi pomiicky

kadinky, odmérné baiiky, odmérné valce, Erlenmayerovy baiiky, odsavaci banky, délené
pipety, nedélené pipety, balonek k pipeté, automatické pipety, zkumavky, frita, stticka,

laboratorni 1Zi¢ky, nalevky

4.2 PRIPRAVA ROZTOKU A MOBILNICH FAZI

4.2.1 Priprava zasobnich roztokii

Zasobni roztoky doxazosinu a jeho necistot byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml.
1,078 mg doxazosinu bylo rozpuSténo v 1 ml 30% tetrahydrofuranu. 1,133 mg necistoty A
bylo rozpusténo v 1 ml vody, 1,049 mg necistoty B taktéz v 1 ml vody. 0,938 mg necistoty D
bylo rozpusténo v 1 ml acetonitrilu. 1,083 mg necistoty F také v 1 ml acetonitrilu a 1,166 mg

necistoty G v 1 ml vody.

4.2.2 Priprava roztoki pro optimalizaci

Ze zasobnich roztokl doxazosinu a jeho necistot o koncentraci 1 mg/ml bylo vzdy
z kazdého pipetovano 20 pl a doplnéno vodou na objem 1 ml. Vysledna koncentrace kazdého
analytu byla 0,02 mg/ml.

Pro zjednodusSeni a urychleni prace byl pfipraven smésny roztok doxazosinu a jeho
necistot. Ze zasobnich roztokl necistot o koncentraci 1 mg/ml bylo vzdy pipetovano 50 pl
a nasledné doplnéno vodou na 1 ml. Z tohoto roztoku bylo odpipetovano 10 pl, k nimz bylo
pfiddno 500 pl zésobniho roztoku doxazosinu a doplnéno vodou nal ml. Vysledna
koncentrace doxazosinu byla 500 pg/ml, necistot pak 0,5 pg/ml, coz je hodnota odpovidajici

limitnim koncentracim neéistot dle platného Evropského 1ékopisu®®.

4.2.3 Priprava roztoku doxazosinu pro linearitu

0,0504 g doxazosinu bylo rozpusténo v 10 ml 30% tetrahydrofuranu. Nasledn¢ byl
pipetovan 1 ml tohoto roztoku a opét ziedén tetrahydrofuranem na 10 ml. Vysledny roztok
o koncentraci doxazosinu 500 pg/ml byl posléze nafedén v koncentraCnim rozmezi 10 —
120% pomoci vysledné mobilni faze, kterd obsahovala 10% acetonitrilu (MF ¢. 14, viz Tab.

& 1).
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4.2.4 Priprava roztoku necistot pro linearitu

Z kazdého zasobniho roztoku necistoty bylo pipetovano 50 pl a doplnéno vodou
na 1 ml. Byla ziskana koncentrace 50 pg/ml. Odtud bylo pak pipetovano 100 pl a doplnéno
vodou na 10 ml. Tim byl ziskdn roztok s limitni koncentraci necistot 0,5 pg/ml, ktery byl déle
nafedén v koncentraénim rozmezi 10 — 120% pomoci vysledné mobilni faze, ktera obsahovala

10% acetonitrilu (MF €. 14, viz Tab. €. 1).

4.2.5 Priprava roztoki pro opakovatelnost a presnost

Ze zasobnich roztoka necistot o koncentraci 1 mg/ml bylo vzdy pipetovano 50 pl
a doplnéno vodou na 1 ml. Nésledné bylo pipetovano 10 pl a pfidano 500 pl zdsobniho
roztoku doxazosinu o koncetraci 1 pg/ml. Pomoci vysledné mobilni faze (viz niZe) byl objem

doplnén na 1 ml. Vysledna koncentrace doxazosinu byla 500 pg/ml, necistot 0,5 pg/ml.

4.2.6 Priprava pufri

20 mM pufr €. 1:

Do 500,0 ml odmérné baikky bylo navazeno 1,3206 g hydrogenfosfore¢nanu
amonn¢ho (Mr = 132,06) a piidano 450 ml vody. Po rozpusténi pevné latky bylo naméteno
pH 8, dle potfeby pak bylo upraveno pomoci 10% amoniaku na 9 nebo pomoci 85% kyseliny
fosforecné na 7 nebo 6. Nasledné byl objem doplnén vodou na 500,0 ml a ptefiltrovan

za vyuziti podtlaku.

20 mM pufr €. 2:

Do 500,0 ml odmérné baiiky bylo navdzeno 1,1503 g dihydrogenfosfore¢nanu
amonn¢ho (Mr = 115,03) a ptidano 450 ml vody. pH nebylo upraveno a jeho hodnota ziistala
3,85. Nasledné byl objem doplnén vodou na 500,0 ml a piefiltrovan za vyuziti podtlaku.

20 mM pufr €. 3:
Do 500,0 ml odmérné banky bylo navazeno 0,3704 g fluoridu amonného (Mr = 37,04)
a ptidano 450 ml vody. pH bylo upraveno pomoci 10% amoniaku na 7. Nasledn¢ byl objem

doplnén vodou na 500,0 ml a ptefiltrovan za vyuziti podtlaku.
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20 mM pufr €. 4:
Do 500,0 ml odmérné banky bylo navdzeno 0,7702 g octanu amonného (Mr = 77,02)
a ptidano 450 ml vody. pH bylo upraveno pomoci 85% kyseliny fosfore¢né na 7. Nasledné

byl objem doplnén vodou na 500,0 ml a ptefiltrovan za vyuziti podtlaku.

4.2.7 Priprava mobilnich fazi

Do 1000,0 ml odmérné baiiky bylo vzdy odmétfeno pozadované mnozstvi organické
sloZky (acetonitrilu) a pomoci pufru doplnéno na objem 1000,0 ml. V nésledujici tabulce

(Tab. €. 1) je uvedeno 13 pouzitych mobilnich fazi, typ pufru, koncentrace acetonitrilu

a hodnota pH.

Mobilni faze €. pufr (20 mM) Acetonitril (v/V) pH
1 (NH4)2HPOA4 30% 9
2 (NH4)2HPOA4 20% 9
3 (NH4)2HPOA4 20% 8
4 (NH4)2HPOA4 20% 7
5 NH4H2PO4 20% 3,85
6 (NH4)2HPOA4 15% 9
7 (NH4)2HPOA4 20% 6
8 NH4F 20% 7
9 CH3COONH4 20% 7
10 (NH4)2HPOA4 10% 7
11 (NH4)2HPOA4 10% 9
12 (NH4)2HPOA4 10%-20% (gradient) 7
13 (NH4)2HPOA4 10%-20% (gradient) 8
14 (NH4)2HPOA4 10%-20% (gradient) 9

Tab. €. 1.: Pouzité mobilni faze a jejich charakteristiky
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1 HLEDANI VHODNE STACIONARNI A MOBILNI FAZE

Jak uz bylo uvedeno vyse, rigordzni prace se zabyva navrhnutim vhodnych podminek
pro chromatografii doxazosinu pomoci HPLC se spektrofotometrickym detektorem.
Pro zvoleni vhodnych vinovych délek na detektoru bylo potieba nejdiive proméfit absorpéni
spektra doxazosinu a vSech jeho nelistot (viz Tab. €. 2). Na zéklad¢ téchto spekter jsme

pracovali pi1 vinovych délkach 274 nm a 330 nm.

Maxima absorpce (nm)
Doxazosin 330,4 245,6
Necistota A 274,0 199,4
Necistota B 274,2 199,4
NecistotaD 318,6 257,0 234,4
NecistotaG  339,6 246,4 216,2

Necistota F 333,2 325,2 246,2
Tab. ¢. 2.: Absorp¢ni maxima doxazosinu a jeho necistot

Byly vyzkouseny tfi typy kolon na bazi oxidu zirkoni€itého. Jeho povrch byl v prvnim
piipad€ modifikovan polybutadienem, dale polystyrenem a uhlikem. U mobilni faze se ménil
typ pufru, koncentrace acetonitrilu a pH. ZkouSeli jsme téZ ménit rychlost pritoku mobilni

faze kolonou a ménila se 1 teplota kolony.

5.1.1 Zirkoniova kolona modifikovana polybutadienem (Zr-PBD)

Mobilni faze ¢. 1

Mobilni faze obsahovala 30% acetonitrilu, anorganickd faze byla tvofena
hydrogenfosforeCcnanovym pufrem, jehoz pH bylo upraveno na hodnotu 9 pomoci 10%
amoniaku. Pritokova rychlost byla 1 ml/min, teplota byla nastavena na 40 °C, velikost
nasttiku 25 pl.

V tabulce €. 3 jsou souhrn€ zapsany retencni ¢asy doxazosinu a jeho necistot A, B, D, G
a F ve vzestupném potadi jejich eluce. Necistoty D a F se eluuji ptili§ blizko sebe, navic
v blizkosti startu, coZ znemoZnuje jejich kvalitativni 1 kvantitativni analyzu. Z tohoto diivodu

byla v dal$i mobilni f4zi snizena koncentrace acetonitrilu na 20%.
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Rt (min)
D 1,73
F 1,83
A 2,22
Doxazosin 3,37
B 3,61
G 7,56

Tab. ¢. 3: Retenéni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Mobilni faze ¢. 2

Mobilni faze €. 2 obsahovala 20% acetonitrilu, ostatni chromatografické podminky
zustaly stejné. V tabulce €. 4 jsou opét zaznamendny vSechny retencni Casy vzestupné.
Snizenim organické slozky doSlo k vyraznému prodlouzeni celkové doby analyzy a ke zméné
v poradi eluce necistoty B a doxazosinu, jednotlivé analyty se vzajemné rozestoupily,

nicméné necistota D s retenénim Casem 1,86 min se eluuje stale piilis blizko startu.

Rt (min)
D 1,86
F 2,17
A 3,02
B 6,03
Doxazosin 10,86
G 13,08

Tab. ¢. 4: Retenéni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Mobilni faze €. 3

V mobilni fazi ¢. 3 jsme ponechali 20% acetonitrilu a pH jsme sniZili na 8. Celkova
doba analyzy se prodlouzila na 21 minut, kdy se eluuje necistota G. Stejné tak se prodlouzil
retencni ¢as doxazosinu a necistoty B, reten¢ni ¢asy necistot D a F ziistaly témét nezménény.
Z chromatogramu necistoty A bylo patrné rozlozeni vzorku, vycteny reten¢ni ¢as 3,06 min

nebyl znovu analyticky podlozen. VSechny reten¢ni ¢asy vidime v tabulce €. 5.
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Rt (min)
D 1,88
F 2,20
A 3,06
B 11,28
Doxazosin 13,57
G 21,21

Tab. ¢. 5: Retenéni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Mobilni faze ¢. 4

V dal8i mobilni fazi bylo pH snizeno na hodnotu 7 pomoci 85% kyseliny fosfore¢né.
Ostatni chromatografické podminky zlstaly nezménény. Snahou bylo pfedevsim prodlouzit
reten¢ni Cas necistoty D, coz se nepovedlo. Navic se prodlouzil reten¢ni €as necistoty G, ktera
se eluuje az v 39 minuté. Retencni Casy ostatnich analytl jsou opét shrnuty v tabulce €. 6.

Necistota A se eluovala opét jako dvojpik, 1 presto, ze vzorek byl ptipraven novy.

Rt (min)
D 1,89
F 2,23
A 3,11
B 19,09
Doxazosin 20,59
G 38,31

Tab. ¢. 6: Retenéni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Mobilni faze €. 5

V mobilni fazi €. 5 bylo ponechano 20% acetonitrilu, anorganicka faze byla zaménéna
za dihydrogenfosforeCnan amonny namisto hydrogenfosfore¢nanu diamonného. pH nebylo
upravovano a jeho hodnota ziistala 3,85.

Diisledkem nizkého pH wvzrostl retencni ¢as doxazosinu na 41,8 min, necistota G
se nestacila eluovat ani do 90 minuty (Tab. ¢. 7). Na necistoty D a F neméla zména pufru ani

pH zadny vliv. Nésledné jsme se proto vratili k ptivodnimu hydrogenfosfore¢nanu.
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D
F
A
B

Doxazosin
G

Rt (min)
1,94
2,68
2,04

31,18
41,8
>90

Tab. ¢. 7: Retenéni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Zavér: Nepodafilo se nam optimalné separovat doxazosin a jeho necistoty na zirkoniové

kolon& modifikované polybutadienem. Resenim by mohlo byt pouZiti gradientové eluce.

5.1.2 Zirkoniova kolona modifikovana polystyrenem (Zr-PS)

Mobilni faze ¢. 2

Po vyméné kolony jsme se vratili ke sloZeni jiz pouzité mobilni faze €. 2, ktera

obsahovala 20% acetonitrilu, anorganickou slozkou byl 20 mM hydrogenfosforecnan

diamonny, pH bylo upraveno na 9. Ve srovnani s kolonou s povrchem polybutadienovym

se vSechny necistoty eluuji do 8 minuty (Tab. €. 8), doxazosin ma pak reten¢ni Cas 12,41 min

(Tab. &. 8).

™ > m O

G
Doxazosin

Rt (min)
1,87
2,31
3,15
3,93
7,30
12,41

Tab. ¢. 8: Retenéni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Mobilni faze €. 6

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze se necCistota D stale eluuje blizko startu, snizili jsme

mnozstvi acetonitrilu na 15%. Zbylé chromatografické podminky ziistaly stejné. Posloupnost

eluce jednotlivych analytii byla zachovana, znatelné se ovSem prodlouzila celkova doba
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analyzy. Reten¢ni ¢as doxazosinu dosahl 32,84 min. Piehled retencnich ¢asti vSech analytti

nalezneme opét v tabulce (Tab. €. 9).

Rt (min)
D 2,01
F 2,87
A 4,06
B 4,96
G 10,48
Doxazosin 32,84

Tab. ¢. 9: Retenéni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Mobilni faze €. 3

U dalsi analyzy jsme se vratili k mobilni fazi ¢. 3, ktera byla jiz také pouzita
u predchozi kolony. Organickd faze obsahovala 20% acetonitrilu a pH zistalo bez upravy.
Jeho hodnota byla 8. Opétovnym zvySenim elu¢ni sily jsme doséhli celkové doby analyzy
13 min, kdy se jako posledni eluoval doxazosin. Pfi srovnani s mobilni fazi €. 2, ktera méla
stejné slozeni, vyyjma hodnoty pH, zjistime, Ze nejvice snizené pH ovlivnilo retencni Casy

necistot B a G (Obr. €. 45, 46), které se témét zdvojnasobily (srovnani viz Tab.8 a Tab. 10).

Rt (min)
D 1,88
F 2,31
A 3,15
B 6,97
G 11,66
Doxazosin 12,57

Tab. ¢. 10: Reten¢ni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Mobilni faze ¢. 4

Mobilni faze €. 4 zlstala stejnd jako ptedchozi, pouze doslo k upravé pH na 7 pomoci
85% kyseliny fosfore¢né. Opét jsme se presvédcili, Zze nejeitlivéjsi je na zmeénu pH necistota
B a G, jejichZ reten¢ni Casy byly 11,36 min a 20,12 min. Negativné se tak prodlouZila celkova

doba separace (Tab. €. 11).
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Rt (min)
D 1,87
F 2,30
A 3,14
B 11,36
Doxazosin 13,51
G 20,12

Tab. ¢. 11: Reten¢ni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Mobilni faze €. 7

V dalsi mobilni fizi bylo pH sniZeno pomoci 85% kyseliny fosforecné na 6, pufr
1 koncentrace acetonitrilu zlstala stejna jako u mobilni faze ¢. 4. Doslo k ofekavanému
prodlouZzeni reten¢niho ¢asu doxazosinu a necistot B a G, na ostatni analyty neméla zména pH

opét zadny vliv (Tab. ¢. 12).

Rt (min)
D 1,88
F 2,33
A 3,18
B 16,64
Doxazosin 17,21
G 83,72

Tab. ¢. 12: Reten¢ni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Mobilni faze €. 8

V mobilni fazi ¢. 8 byl vyzkouSen jako anorganickd faze 20 mM fluorid amonny,
koncentrace acetonitrilu zistala 20%, pH bylo upraveno na 7. Pfi srovnani s vysledky, kdy
byly nastavené stejné podminky za pouziti fosfore¢nanu diamonného jako pufru (Tab. €. 11),
vidime, Ze necistoty D, F, A maji téméf totozné retencni Casy, vyrazné se prodlouzil retencni
Cas necistoty G, kterd se eluuje v 61. minuté namisto 20., k posunu doSlo 1 u samotného

doxazosinu a necistoty B (Tab. ¢. 13).
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Rt (min)
D 1,89
F 2,33
A 3,17
Doxazosin 15,53
B 20,45
G 60,41

Tab. ¢. 13: Reten¢ni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Mobilni faze €. 9
Dalsi mobilni faze se od pfedchozi liSila pouze typem pufru, kdy byl pouzit octan
amonny namisto fluoridu, pH bylo opét rovno 7. Nejvétsi retencni ¢as méla opét necistota G,

ktera se eluovala v 27. minuté. Vysledky jsou opét prehledné setazeny v tabulce €. 14.

Rt (min)
D 1,93
F 2,37
A 3,26
B 13,69
Doxazosin 16,60
G 26,39

Tab. ¢. 14: Reten¢ni Casy doxazosinu a jeho necistot

Mobilni faze ¢. 10

V dalsim kroku jsme se vratili k fosfore¢nanu diamonnému jako anorganické fazi, pH
bylo upraveno na 7, obsah acetonitrilu jsme snizili na 10%. Pritok mobilni faze kolonou byl
ponecham 1 ml/min, teplota kolony temperovana na 40° C.

Retencni Casy se vyrazné prodlouZzily. Dokonce i neCistota D se eluovala v 2,38 min,
necistota F v 4,4 min a necistota A dokonce az s retenénim ¢asem 6,18 min. Necistoty B, G
a doxazosin se vzhledem k nizké elucni sile neeluovaly ani do 80 minuty.

Pro urychleni analyzy jsme ponechali vSechny chromatografické podminky, pouze
jsme zvysili pritok mobilni faze na 1,5 ml/min. Reten¢ni ¢asy jsou uvedeny v tabulce €. 15,

doxazosin se neeluoval ani do 80. minuty.
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Rt (min)
D 1,61
F 3,02
A 4,14
B 17,15
G 46,36
Doxazosin -

Tab. ¢. 15: Reten¢ni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Mobilni faze ¢. 11

V mobilni fazi ¢ 11 zistaly podminky opét stejné jako predchozi,
tzn. 10% acetonitrilu, 20 mM pufr fosfore¢nanu diamonného, pritok mobilni faze 1,5 ml/min,
teplota 40 °C, jen pH bylo zvySeno na 9. Doxazosin se opét neeluoval ani do 80. minuty. Opét

uvadim ptehled reten¢nich Casu v tabulce €. 16.

Rt (min)
D 1,58
F 2,98
A 4,07
B 5,22
G 13,65
Doxazosin -

Tab. ¢. 16: Retenéni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Zavér: | pres fakt, Ze pfi pouziti zirkoniové kolony s povrchem modifikovanym polystyrenem
budeme nuceni ptistoupit ke gradientové eluci, ve srovnani s predchozi kolonou jsme docilili

niz$i retence a také zmény potadi eluovanych analytl, kdy se jako posledni eluuje doxazosin.

5.1.3 Zirkoniova kolona modifikovana uhlikem C18 (Zr-C)

VyzkousSena byla i kolona modifikovana uhlikem. Plivodni mobilni faze obsahovala
20% acetonitrilu, anorganickd faze byla tvofena 20 mM pufrem fosforecnanu diamonného,
pH bylo upraveno na 7, pritok mobilni faze byl 1,5 ml/min a teplota kolony 40 °C.
Pii néstfiku analytl nebyly znatelné zadné piky, vysledky nebyly lepSi ani po zvySeni

koncentrace acetonitrilu na 50% nebo 80% a upraveni pH na hodnotu 9.

40



5.1.4 Gradientova eluce s vyuZitim zirkoniové kolony modifikované

polystyrenem

Nasledné jsme se vratili k zirkoniové kolon€ modifikované polystyrenem a vyzkouseli
gradientovou eluci, kdy se od 3. do 5. minuty plynule zvySovala koncentrace acetonitrilu
z 10% na 20%. Anorganicka faze byla tvofena opét 20 mM fosfore¢nanem diamonnym, pH
bylo 7, pritok mobilni fdze 1,5 ml/min (MF €. 12). Jako posledni se v 17. minuté eluovala

necistota G (viz Tab. €. 17).

Rt (min)
D 1,61
F 3,03
A 4,26
B 10,63
Doxazosin 14,07
G 16,91

Tab. ¢. 17: Retenéni Casy doxazosinu a jeho necistot

Vzhledem k tomu, ze piedchozi vysledky ukazaly, Ze necistota G je velmi citliva
na hodnotu pH mobilni faze a se zvySujicim se pH se zkracuje jeji retencni Cas, zkusili jsme
ponechat predchozi podminky a zvySit pH na 8 (Tab. €. 18) a nasledn¢ jesté na 9 (Tab. ¢. 19).
Nas predpoklad se potvrdil a dosahli jsme nejen kratSiho reten¢niho Casu necistoty G, ale
1 kratsi celkové doby analyzy. Pfi pH 8 se necistota G eluuje ve 12. minuté, pii pH 9 dokonce

v minuté 9. V obou ptipadech se jako posledni eluuje doxazosin v minuté 14.

Mobilni faze ¢. 13
pH = 8 (grad. 10-20% ACN, 20 mM (NH,),HPOy, 40 °C, pritok 1,5 ml/min)

Rt (min)
D 1,61
F 3,05
A 4,32
B 8,07
G 11,99
Doxazosin 13,18

Tab. ¢. 18: Reten¢ni ¢asy doxazosinu a jeho necistot
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Mobilni faze ¢. 14
pH =9 (grad. 10-20% ACN, 20 mM (NH,),HPO,, 40 °C, pritok 1,5 ml/min)

Rt (min)
D 1,59
F 3,10
A 4,59
B 5,17
G 8,78
Doxazosin 13,17

Tab. ¢. 19: Reten¢ni ¢asy doxazosinu a jeho necistot

Z dosavadnich vysledkii se posledni chromatografické podminky s vyuzitim
gradientové eluce zdaji nejvhodné€j$i. Na obrazku ¢. 8 mizeme vidét analyzu smésného
vzorku doxazosinu a jeho neCistot. VSechny neclistoty se eluuji do 9. minuty, doxazosin
se nasledn¢ eluuje s dostateCnym odstupem az v minuté 14. Retencni Casy jsou jesté jednou

ptehledné shrnuty v tabulce €. 20.

Rt (min)
D 1,65
F 3,25
A 4,62
B 5,50
G 8,71
Doxazosin 13,60

Tab. ¢. 20: Reten¢ni ¢asy doxazosinu a jeho necistot
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Obr. ¢. 8: Chromatograficky zaznam smésného vzorku doxazosinu a jeho necistot
Kolona: Discovery®Zr-PS, RP (150x4.6 mm ID, 5 pm), Sigma-Aldrich, Némecko
Rychlost pratoku mobilni faze 1,5 ml/min, teplota 40 °C, tlak 128 bar, nasttik 25 pl, spektrofotometricka detekce

5.1.4.1 Optimalizace vysledné separace zménou teploty

Nasledné jsme zkouSeli, do jaké miry ma zména teploty kolony vliv na vyslednou
separaci, kterd dosud probihala pfi 40 °C. Analyzu jsme provedli pti 30 °C, 50 °C, 60 °C
(Obr. €. 9)a 70 °C. Ostatni chromatografické podminky ztstaly piivodni. Bylo zftejmé, ze ¢im
vetsi byla teplota kolony, tim krat$i byla celkova doba analyzy. Pi1 70 °C se uz vyrazné
zmenSovala vzdalenost mezi necistotou G a doxazosinem. Pti vétSi koncentraci doxazosinu by

pak mohla byt jeho analyza nepiesna.
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Obr. ¢. 9: Chromatograficky zaznam smésného vzorku doxazosinu a jeho necistot
Kolona: Discovery®Zr-PS, RP (150x4.6 mm ID, 5 um), Sigma-Aldrich, Némecko
Rychlost pratoku mobilni faze 1,5 ml/min, teplota 60 °C, tlak 128 bar, nasttik 25 pl, spektrofotometricka detekce

5.1.4.2 Optimalizace vysledné separace zménou prltoku mobilni faze

kolonou

V dalsi fazi byl vyzkousen vliv rychlosti pratoku mobilni fdze na celkovou separaci.
Snizili jsme pritok na 1,3 ml/min, nasledné zvysili na 1,7 ml/min (Obr. €. 10), 1,9 ml/min
(Obr. ¢. 11), 2,1 ml/min, 2,3 ml/min a 2,5 ml/min. Opét platilo, ze ¢im véEtsi pratok, tim
rychlejsi byla celd analyza. Pfi pritoku 2,1 ml/min se eluovala necistota G pravé v kiivce
narustajiciho gradientu, coz jsme nepokladali za vhodné. Navic se se vzriistajicim pritokem
zvySoval tlak v koloné. Proto jsme dale volili mezi priatokem 1,7 ml/min a 1,9 ml/min.

V obou piipadech jsme zkusili jesté zvysit teplotu na 60 °C (Obr. €. 12, 13).
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Obr. ¢. 10: Chromatograficky zaznam smésného vzorku doxazosinu a jeho necistot
Kolona: Discovery®Zr-PS, RP (150x4.6 mm ID, 5 pm), Sigma-Aldrich, Némecko
Rychlost pratoku mobilni faze 1,7 ml/min, teplota 50 °C, tlak 129 bar, nasttik 25 pl, spektrofotometricka detekce
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Obr. ¢. 11: Chromatograficky zaznam smésného vzorku doxazosinu a jeho necistot
Kolona: Discovery®Zr-PS, RP (150x4.6 mm ID, 5 pm), Sigma-Aldrich, Némecko
Rychlost pratoku mobilni faze 1,9 ml/min, teplota 50 °C, tlak 144 bar, nastiik 25 pl, spektrofotometricka detekce
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Obr. ¢. 12: Chromatograficky zdznam smésného vzorku doxazosinu a jeho neéistot
Kolona: Discovery®Zr-PS, RP (150x4.6 mm ID, 5 um), Sigma-Aldrich, Némecko

Rychlost pratoku mobilni faze 1,7 ml/min, teplota 60 °C, tlak 128 bar, nasttik 25 pl, spektrofotometricka detekce

T T ‘
min

46



mAU
1274nm4nm (1.00)

154

8.589

N N
- N w B [&)] [e] ~ [e<] © (? N
e b b e b e e e b Do T i

o

\ \ T T
5.0 7.5 10.0 12.5 min

o
S
N
)

Obr. ¢. 13: Chromatograficky zdznam smésného vzorku doxazosinu a jeho neéistot
Kolona: Discovery®Zr-PS, RP (150x4.6 mm ID, 5 pm), Sigma-Aldrich, Némecko
Rychlost pratoku mobilni faze 1,9 ml/min, teplota 60 °C, tlak 140 bar, nastiik 25 pl, spektrofotometricka detekce

Jako finalni byla nakonec zvolena rychlost pritoku mobilni faze 1,7 ml/min s ohledem
piredevSim na niz8i tlak, ktery je Setrnéjsi ke koloné, déle teplota 60 °C, jenz oproti 50 °C

zkracuje dobu analyzy o minutu, aniz by byla n¢jak negativné ovlivnéna celkova analyza.

5.2 VALIDACE

5.2.1 Linearita

Linearita (Tab. ¢. 21) vyjadfuje rozmezi koncentraci, v némz je odezva detektoru
linearni. Pouzit byl roztok doxazosinu o koncentraci 500 ug/ml a nafedén v koncentratnim
rozmezi 10 — 120%, stejné tak byly pfipraveny roztoky vSech jeho necistot o ptivodni
koncentraci 0,5 pg/ml. Linearni regrese ukézala, ze vramci vSech latek hodnota druhé

mocniny korelacniho koeficientu je vySsi nebo rovna 0,990 (Graf €. 1 - 6).
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AUC
Koncentrace D F A B G DOX

10 4436 3146,5 1414,5 1965,5 - 4577670

20 6606 6978,5 2410 4496,5 | 11452,5 | 8944734

30 11223,5 9754 2753 7011 18997,5 | 13351238
40 13636,5 | 13686,5 | 3641,5 | 8746,5 22885 18277729
50 15777 | 17484,5 | 4346,5 | 13033,5 | 33026 |22799551
60 19745 21239 4670,5 15148 38858 |27810082
70 20506 25275 5657 18617 46057 |31844837
80 23621 26994 6555,5 | 19989,5 | 52021 |36695204
90 26477 31915 6585,5 24074 | 58267,5 | 39709708
100 27439 | 32608,5 7169 24079,5 | 63073,5 | 46008454
110 31644 | 40393,5 7673 28085 71919 | 50050147
120 36246 44692 8701 32207,5 | 76378,5 | 54890027

Tab. ¢. 21: Vliv koncentrace doxazosinu a jeho necistot na velikosti ploch pod piky (AUC)

AUC
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Graf. ¢. 1: Linearni regrese necistoty D
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Graf. €. 2: Linearni regrese neCistoty F
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Graf. ¢. 3: Linearni regrese necistoty A
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Graf. ¢. 4: Linearni regrese neCistoty B

AUC

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Nedistota G

0 20 40 60 80 100 120

Koncentrace (%)

140

Graf. ¢. 5: Linearni regrese necistoty G
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Graf. ¢. 6: Linearni regrese doxazosinu

5.2.2 Opakovatelnost nastriknuti a presnost metody

OPAKOVATELNOST (Tab. ¢. 22)

Stanoveni vyjadiuje shodu vysledka zjisténych pii sérii Sesti analyz téhoz vzorku.
Vyjadiuje se relativni smérodatnou odchylkou a ovétuje spolehlivost méfeni v téze laboratofi,
na témze piistroji jednim analytikem. Pfipraven byl vzorek, kde koncentrace doxazosinu byla

0,5 mg/ml a koncentrace vSech necistot 0,5 pg/ml.

AUC AUC AUC AUC AUC AUC
Nastrik D F A B G DOX
1 1873201 43260 19954 23009 45162 43780697
2 1876933 44478 20069 22133 44989 43867841
3 1863337 43563 18811 22882 45206 43702436
4 1877388 45292 19401 22890 44339 43870591
5 1878086 44725 19679 22953 45160 43784523
6 1876539 44685 19049 23500 45092 43781100
pramér 1874247 44333,83 19493,83 22894,5 44991,33 43797865
smérodatna
odchylka % 0,299162 1,736236 2,564516 1,917109 0,729988 0,14457

Tab. ¢. 22: Opakovatelnost nastiiknuti
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PRESNOST

Bylo pfipraveno 6 smésnych vzorki doxazosinu a jeho necistot, kde koncentrace
doxazosinu byla 0,5 mg/ml, koncentrace vSech necistot 0,5 pg/ml. Kazdy z téchto vzorka byl
nasledné 6x zanalyzovan (Tab. ¢. 23). Vysledné pruméry ploch pod pikem jednotlivych latek
byly dale zprimérovany a byla vypoctena smérodatna odchylka (Tab. ¢. 24).

AUC AUC AUC AUC AUC AUC
Nastrik D F A B G DOX

VZ1 1 1910472 41339 14720 22534 48053 |43693926

2 1926670 39895 14567 21140 43730 |43434288

3 1939170 40194 14675 20308 44566 | 43570231

4 1947989 38568 14624 21396 44573 | 43378121

5 1925438 39715 14659 21922 43545 | 43367037

6 1932178 39852 14308 21581 43146 | 43370664

pramér 1930320 | 39927,17 | 14592,17 | 21480,17 | 44602,17 | 43469045
smérodatna

odchylka % | 0,665473 | 2,229905 | 1,016772 | 3,49173 | 3,999281 | 0,309276

VZ2 1 1849413 43062 14770 22370 44515 | 44032357

2 1865571 43504 14582 24778 45660 |44079298

3 1852067 41887 14190 24004 44868 | 43947111

4 1863052 42587 14247 23588 44857 | 44119500

5 1858146 43469 14912 22634 45059 |43891298

6 1861124 42818 13407 22398 45325 |44062673

pramér 1858228,8 | 42887,833 | 14351,333 | 23295,333 | 45047,333 | 44022040
smérodatna

odchylka % |0,3414128 | 1,4162989 | 3,7801161 | 4,2430404 | 0,890372 | 0,196048

VZ3 1 1873201 42120 15070 23009 45162 | 43709570

2 1876933 42154 14456 21515 44989 |43867841

3 1863337 40662 15070 22070 45206 |43702436

4 1877388 41683 14775 22226 44339 | 43798740

5 1878086 41466 14504 22953 45160 |43784523

6 1876539 42590 14587 23500 45092 | 43704631

pramér 1874247,3 | 41779,167 | 14743,667 | 22545,5 |44991,333 | 43761290
smérodatna

odchylka % |0,2991616 | 1,6125768 | 1,8666384 | 3,2485544 | 0,7299877 | 0,153782

VZ4 1 1725725 41132 14299 22895 43143 | 44206622

2 1726985 40813 14127 23395 42565 |44025198

3 1725013 41362 14033 22657 42158 | 44125983

4 1724987 41750 15109 24055 42594 | 44207775

5 1723616 41088 14857 23788 42109 |43958103

6 1717643 40559 15232 22486 42181 43986740

pramér 1723994,8 | 41117,333 | 14609,5 |23212,667 | 42458,333 | 44085070
smérodatna

odchylka % | 0,191407 | 1,0119021 | 3,5696217 | 2,7324368 | 0,9348293 | 0,250299
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VZ5 1 1880196 41282 14387 23052 45151 43549726
2 1886183 41109 15125 23064 43989 | 43660573
3 1885321 41748 14084 22611 43702 | 43598403
4 1882626 40958 14628 24085 43531 43509072
5 1881160 41368 14900 23908 42921 43474815
6 1873916 42154 15144 23710 44479 | 43447882
pramér 1881567 | 41436,5 |14711,333| 23405 |43962,167 | 43540079
smérodatna
odchylka % |0,2342152 | 1,0665829 | 2,8832847 | 2,4764523 | 1,7674686 | 0,182975
VZ6 1 1818492 39222 14189 23087 45440 | 43395907
2 1821897 38483 13701 21231 43861 43363413
3 1815814 41702 14061 21709 44101 43471800
4 1822318 39890 14030 22031 41639 | 43358611
5 1822812 40606 14633 22913 43236 | 43293901
6 1812598 40556 14262 21398 45082 | 43241322
pramér 1818988,5| 40076,5 14146 22061,5 |43893,167 | 43354159
smérodatna
odchylka % |0,2271052 | 2,8355134 | 2,1700751 | 3,5296685 | 3,1177011 | 0,184674
Tab. ¢. 23: Plochy pod pikem a vypoéitané relativni smérodatné odchylky
@AUC | PAUC | PAUC | @AUC | @ AUC @ AUC
Vzorek D F A B G DOX
1 1930320 | 39927,17 | 14592,17 | 21480,17 | 44602,17 | 43469045
2 1858229 | 42887,83 | 14351,33 | 23295,33 | 45047,33 | 44022040
3 1874247 | 41779,17 | 14743,67 | 22545,5|44991,33 | 43761290
4 1723995 | 41117,33 | 14609,5 | 23212,67 | 42458,33 | 44085070
5 1881567 | 41436,5|14711,33 23405 |43962,17 | 43540079
6 1818989 | 40076,5 14146 | 22061,5|43893,17 | 43354159
pramér
pramérd 1847891 | 41204,08 | 14525,67 | 22666,69 | 44159,08 | 43705280
smérodatna
odchylka % |3,820102 | 2,687064 | 1,593802 | 3,432771 | 2,190874 | 0,689535
Tab. ¢. 24: Primérné plochy pod pikem a vypocitané relativni smérodatné odchylky
MEZIDENNI PRESNOST

Mezidenni presnosti byla ovéfena spolehlivost métfeni v téZe laboratofi ve dvou
riznych dnech. Opét bylo pfipraveno 5 smésnych vzorkli doxazosinu a jeho necistot.
Koncentrace doxazosinu byla 0,5 mg/ml, koncentrace vSech necistot 0,5 pg/ml. Analyza

kazdého vzorku byla provedena 2x (Tab. ¢. 25). Vysledné priméry ploch pod pikem

jednotlivych latek byly zprimérovany a néasledné vypoctena smérodatna odchylka (Tab. €. 26)
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AUC AUC AUC AUC AUC AUC
Nastrik D F A B G DOX

VZ1 1 1897435 | 41624 18828 22531 44304 |43169471

2 1882131 | 39432 18030 22294 44951 43132510

pramér 1889783 | 40528 18429 | 22412,5 | 44627,5 | 43150991
smérodatna

odchylka % | 0,572635 | 3,824462 | 3,061866 | 0,747727 | 1,025148 | 0,060567

VZ2 1 1902477 | 41066 18061 24042 48239 |43382425

2 1909214 | 41496 18654 24454 48142 |43411713

pramér 1905846 | 41281 18357,5 | 24248 | 48190,5 | 43397069
smérodatna

odchylka % | 0,249956 | 0,736552 | 2,284158 | 1,201452 | 0,14233 | 0,047722

VZ3 1 1873817 | 40430 18390 23845 45479 |43073794

2 1874235 | 41491 18066 23906 43597 |43186126

pramér 1874026 | 40960,5 | 18228 | 23875,5 | 44538 |43129960
smérodatna

odchylka % | 0,015772 | 1,831619 | 1,256872 | 0,18066 |2,987954 | 0,184166

VZ4 1 1884119 | 40197 18210 23753 46272 |43716198

2 1884888 | 41087 18998 23570 46138 |43714388

pramér 1884504 | 40642 18604 | 23661,5 | 46205 |43715293
smérodatna

odchylka % | 0,028855 | 1,54846 | 2,995056 | 0,546882 | 0,205069 | 0,002928

VZ5 1 1874857 | 40483 18416 24041 45920 |43634494

2 1873585 | 41589 18328 23246 46966 |43634184

pramér 1874221 | 41036 18372 | 23643,5 | 46443 |43634339
smérodatna

odchylka % | 0,04799 | 1,90579 | 0,338697 | 2,377609 | 1,592562 | 0,000502

Tab. ¢. 25: Plochy pod pikem a vypoéitané relativni smérodatné odchylky

@ AUC @ AUC @ AUC @ AUC @ AUC @ AUC
Vzorek D F A B G DOX
1 1889783 40528 18429 224125 44627,5 43150991
2 1905846 41281 18357,5 24248 48190,5 43397069
3 1891797 41280 18527 23381 46837 43623907
4 1884504 40642 18604 23661,5 46205 43715293
5 1874221 41036 18372 23643,5 46443 43634339
pramér priiméru 1889230 40953,4 18457,9 23469,3 46460,6 43504320
smérodatna
odchylka % 0,609629 0,862224 0,570885 2,856926 2,756394 0,529257

Tab. ¢. 26: Praimérné plochy pod pikem a vypocitané relativni smérodatné odchylky
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MEZILEHLA PRESNOST

Mezilehld piesnost predpoklada vyhodnoceni totozného méfictho postupu,
provadéného ve stejné laboratoti po delsi, nespecifikované casové obdobi. Béhem tohoto

casoveho intervalu se predpokladd mozna zména kalibrace, a /nebo kalibratoru.
Lze ji vypocitat ze vzorce 100 — A/B x 100, kde A pfedstavuje primér priméri
hodnot ploch pod pikem doxazosinu a jeho necistot pii méfeni presnosti, B potom pramér

prumértt hodnot ploch pod pikem doxazosinu a jeho necistot pii méfeni pfesnosti mezidenni.

Vysledky jsou shrnuty v tabulce €. 27.

D F A B G DOX
pfesnost obden 1847891 | 41204,08 | 14525,67 | 22666,69 | 44159,08 | 43705280
presnost 1813897 | 41174,33 | 14715,08 | 24101,33 | 46597,25 | 43425772
pramér 1830894 | 41189,21 | 14620,38 | 23384,01 | 45378,17 | 43565526
smér.odchylka 1,31289 | 0,051073 | 0,916104 | 4,33819 | 3,799281 | 0,453667
mezilehla presnost | 1,839629 | 0,072202 | -1,30401 | -6,32928 | -5,52133 | 0,63953

Tab. ¢. 27: Primérné plochy pod pikem a vypocitana mezilehla presnost

ODEZVOVY FAKTOR

Jedna se o faktor citlivosti detektoru. Stanoven byl vypoctem poméru ploch pod pikem
jednotlivych necistot k ploSe pod pikem doxazosinu (viz. Tab. ¢. 28). Koncentrace vSech
zminovanych latek byla 50 pul/ml. Vypocet byl provadén pii tfech vinovych délkach (viz Tab.
¢. 29).

210nm | 250nm | 274nm

D 240655 72686 24843
F 3889430 | 6773221 | 1291693

A 1165423 | 35837 293261

B 2637528 | 103799 | 346241
G 1990279 | 5708708 | 1587221
DOX | 2364400 | 4600705 | 1464467

Tab. ¢. 28: Hodnoty plochy pod pikem pii vinovych délkach 210, 250 a 274 nm
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210nm

250nm

274nm

D/DOX
F/DOX
A/DOX
B/DOX
G/DOX

0,101783
1,644997
0,492904
1,115517
0,841769

0,015799
1,472214
0,007789
0,022562
1,240833

0,016964
0,882023
0,200251
0,236428
1,083822

Tab. ¢. 29

: Vypoctené hodnoty Response factor
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6 ZAVER
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Cilem rigor6zni prace bylo navrhnuti vhodnych chromatografickych podminek
pro kvalitativni a kvantitativni analyzu doxazosinu a jeho pé€ti necistot s vyuzitim HPLC
se spektrofotometrickou detekci.

Na zéklad€ zkuSenosti a s ohledem na vlastnosti analytli byly pro nasi préaci zvoleny
zirkoniové  staciondrni fdze s povrchovou tUpravou uhlikovou, polybutadienovou
a polystyrenovou. U mobilni faze se ménila elu¢ni sila organické slozky (acetonitrilu), dale
typ pufru (fosfat, acetat, fluorid) a jeho pH. Pii optimalizaci vyslednych podminek byla
volena nejvhodnéjsi teplota kolony (30, 40, 50, 60, 70°C) a ménila se i rychlost pratoku
mobilni faze (1,3; 1,5; 1,7; 1,9; 2,1; 2,3; 2,5 ml/min).

Jako nejvhodnéj$i vysledna stacionarni faze byla vybrana zirkoniova kolona
modifikovana polystyrenem. Optimalni separace jsme dosadhli pfi pouziti gradientové eluce,
kdy se od 3. do 5. minuty plynule zvySovala koncentrace acetonitrilu z 10% na 20%.
Anorganicka faze byla tvofena 20 mM fosfore¢nanem diamonnym, pH bylo upraveno na 9.
Rychlost pritoku mobilni faze byla 1,7 ml/min, pfi¢emzZ kolona byla temperovana na 60 °C.
Jako posledni se na chromatogramu eluoval doxazosin s retencnim ¢asem do 9. minuty.
Celkova doba analyzy vcetné re-ekvilibrace zékladni linie byla 16 minut.

Vysledné chromatografické podminky byly nasledné validovany. Uginnost metody,
spolehlivost a reprodukovatelnost analytickych vysledkii byla experimentdlné¢ dolozena
linearitou, pficemz linearni regrese ukazala, ze v ramci vSech latek hodnota druhé mocniny
korela¢niho koeficientu je vys$s$i nebo rovna 0,990, a ptesnosti, kdy relativni smérodatna

odchylka neptekrocila hodnotu 4%.
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Rigorozni prace

Vvuziti alternativnich stacionarnich fazi v HPLC analvze 1éCiv

Mgr. Petra Holaskova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Rozpustnost silikagelu pii vy$Sim pH mobilni faze vedlo k vyvoji alternativnich
HPLC kolon na bazi oxidl kovi (oxidu titani¢itého, oxidu hlinitého), zejména pak oxidu
zirkoni¢itého. Jeho vlastnosti, pfedev§im chemicka odolnost a separa¢ni U€innost, byly
vyzkouSeny v na$i praci, kdy jsme studovali alternativni stacionarni faze pro kvalitativni
a kvantitavni analyzu doxazosinu a jeho péti necistot. Vzhledem k nizké retenci a dostatecné
selektivité se jako nejvhodnéjsi jevil oxid zirkonicity modifikovany polystyrenem. Doba
separace trvala do 16-ti minut. Vysledné chromatografické podminky byly nasledné

validovany.
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Rigorous thesis

The Alternative HPLC Phases for Analysis of Pharmaceuticals

Mgr. Petra Holaskova

Charles Univerzity in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové,

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control

The solubility of silica gel at high pH is the cause for developing alternative HPLC
columns based on metal oxides, such as titanium oxide, aluminium oxide, and zirconium
oxide. Advantages of these columns are particularly high chemical stability and separation
efficiency. In our project, zirconia-based stationary phases were tested in qualitative and
quantitative analysis of doxazosine and its five impurities. Polystyrene-coated zirconia was
chosen because of its low retention and appropriate selectivity. The separation was done

within 16 min. Subsequently, chromatographic conditions were validated.
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