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Abstrakt:

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biofyziky a fyzikalni chemie

Kandidat: Iva Coufalova
Konzultant: Ing. Vladimir Kubi¢ek, CSc.

Nazev diplomové prace: Chromatografické stanoveni albendazolu a jeho metabolit

Tato diplomova prace se zabyva studiem chromatografického stanoveni albendazolu a
jeho dvou metabolitl, albendazolsulfoxidu a albendazolsulfonu, isokratickou HPLC.

Cilem bylo pokusit se najit vhodné podminky pro separaci téchto latek za pouziti
kolony Ascentis Express C18, tedy kolony plnéné core-shell ¢asticemi, a zaroven vyhledat
vhodny wvnitini standard. Jako mobilni faze se zkoumal nejprve fosfatovy pufr ve smési
s acetonitrilem, ale vzhledem k neuspokojivym vysledkim byl po té nahrazen kyselinou
octovou ve smési s methanolem a acetonitrilem.

S touto mobilni fazi bylo dosazeno pfijatelnych vysledki, které ovSem nejsou uplné
idealni a mohly by byt ndmétem k dal§Simu vyzkumu.

Jednozna¢né pozitivnim vysledkem je, ze se b&éhem téchto pokust jako vnitini

standard osvédcil oxibendazol.



Abstract:

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biophysics and Physical Chemistry

Candidate: Iva Coufalova
Consultant: Ing. Vladimir Kubi¢ek, CSc.

Title of Thesis: Chromatographic Determination of Albendazole and Its Metabolites

This diploma thesis deals with a study of chromatographic determination of
albendazole and its two metabolites, albendazole-sulphoxide and albendazole-sulphone, by
isocratic HPLC.

The aim of this work was to find suitable conditions for the separation of these
substances with a use of Ascentis Express C18 as a chromatography column, hence the
column packed by core-shell particles, and also to find an appropriate internal standard.
A mobile phase consisting of phosphate buffer and acetonitrile was tested as the first choice,
but because of unsatisfactory results it was then substituted by a mixture of acetic acid and
methanol or acetonitrile.

There were achieved acceptable results with the latter mobile phase, but the results are
not considered as perfect and should be a subject of next research.

The obviously positive result of the experiments is that oxibendazole proved to be an

internal standard.
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1. ZADANI PRACE




Pii studiu rezistence helminti vic¢i benzimidazolovym anthelmintikim je tieba
zjiStovat koncentrace metaboliti 1 parentnich latek v biologickém materidlu.
Mezi anthelmintika, kterd jsou z tohoto pohledu studovana na katedie biochemickych véd
Farmaceutické fakulty UK, patii albendazol. Stanoveni albendazolu a jeho metaboliti
Vv biologickych vzorcich vyzaduje vhodnou analytickou separa¢ni metodu, kterou je v daném
piipadé HPLC. Katedra biochemickych véd spolupracuje pii HPLC stanovenich s katedrou
biofyziky a fyzikalni chemie.

Pivodni metoda stanoveni albendazolu a jeho metabolith pouzivana
na spolupracujicich katedrach byla zalozena na separaci pomoci klasické kolony se zcela
poréznimi ¢asticemi a navic se nepodafilo vyvinout metodu tak, aby mohl byt ke smési
pfidavan vhodny vnitini standard. Z literarni reSerSe vyplyva, ze tento ukol neni pii pouZiti
klasickych kolon nikterak snadny, vzhledem ke zna¢né rozdilnosti polarity (lipofility)
albendazolu a jeho metabolitl. Teprve v posledni dobé se objevily prace, které vyuzivaji
rychlé chromatografie na kratkych kolondch svelmi jemnym zrnénim stacionarni faze
(1,7 um) a gradientové metody. Takovyto piistup ovSem vyzaduje pouziti specialnich
chromatografickych systémil, které jsou schopny pracovat za velmi vysokych tlaki,
do 1200 bart. Bézné chromatografické systémy pracuji pii tlacich do 400 bard.
Kompromisem je vyuziti kolon, které jsou plnény Casticemi s pevnym jadrem, tzv. core-shell
kolony, které umoznuji za béznych chromatografickych tlaki, tedy s vyuzitim stavajicich
chromatografickych systému, dosazeni ucinnosti srovnatelnych s kolonami s jemnym
zrnénim.

Tato diplomova prace méla vytéené dva cile:

1.) Otestovat moznost isokratické separace albendazolu a jeho metabolitii pomoci core-shell
kolony Ascentis Express C18.

2.) Nalézt pro tuto separaci vhodny vnitini standard.



2. TEORETICKA CAST




2.1 Anthelmintika

Anthelmintika [1, 2] patii mezi latky, které se pouzivaji k1écbé helmintoz.
Helmintozy jsou povazovany za infek¢ni onemocnéni a mohou byt jimi postizeny vSechny
druhy obratlovct. Zptsobuji je ¢ervi nebo jejich infekéni vyvojova stadia.

Lécba helmintéz mlze byt nékdy velmi obtizna, zalezi totiz na vyvojovém cyklu
daného parazita. Nékteti helminti maji jednoduchy Zivotni cyklus, kdy cely vyvoj (od vajicka,
pfes larvu az po dosp€lého jedince) probiha pouze v uréité tkani jednoho hostitele
(napf. Ve stfeve), jini maji slozity vyvoj, ktery probiha v jednom i vice mezihostitelich pres
nékolik stadii. Prevence a lécba helmintéz tedy spociva jednak ve vyuzivani riznych
zoohygienickych opatieni a jednak v podavani anthelmintik, kterd jsou vétSinou syntetického,

nekdy ale 1 biosyntetického pivodu.

2.2 Benzimidazoly

Benzimidazoly [3] jsou veterinarni léCiva Siroce pouzivand k prevenci a 1écbé
parazitickych infekci v zeméd¢€lstvi a vodnim hospodatstvi. Nékteré benzimidazoly diky své
antimykotické aktivité¢ také nalezly uplatnéni v predskliziovém nebo poskliziiovém oSetieni
polnich plodin, skladovaného ovoce a zeleniny.

Vyznam benzimidazold [4] je patrny z faktu, Ze jde o jednu z pouhych tii skupin latek,
které se ve veterinarnim lékatstvi pouZzivaji k lécbé helmint6z. Kromé benzimidazoli jsou to
jeste imidothiazoly a makrocyklické laktony.

Mechanismus uc¢inku [2] benzimidazoli spocivd v inhibici B-tubulinovych
subjednotek, které jsou nezbytné pro tvorbu mikrotubulll Vv buikdch paraziti. Tim,
Ze se porusi jejich tvorba, dojde k poSkozeni funkce celé parazitarni buiiky a nésledné
k autolyze. Neékteré benzimidazoly (napif. flubendazol) kromé svého piimého ucinku
zpusobuji také oslabeni Cervi, ktefi se tim stavaji nachylnéjsi k Gtoku imunitniho systému
hostitele. Zna¢nou vyhodou je, Ze afinita benzimidazoli k B-tubulinu parazita je
mnohonasobné vyssi nez k B-tubulinu bunék hostitele. Tato skutecnost umoziuje podavat
dostatecné vysoké davky benzimidazold, aniz by doSlo k vyskytu vedlejSich neZzadoucich
ucinki u lécenych zvifat.

VétSina 1éciv této skupiny je U€innéd proti vyvojovym i dospélym stddiim helmintd,

nékteré latky puisobi dokonce 1 ovocidné.



Anthelmintické aktivita zavisi zejména na tom, jak dlouho budou ve tkénich a télnich
tekutinach pretrvavat terapeutické koncentrace 1é¢iva. Pokles této koncentrace je zplisoben
jednak piirozenym vyluCovanim anthelmintika Zztéla savce a jednak metabolizaci
anthelmintika ptisobenim obrannych mechanismt helminta, ktery je tim pfevadi na neti¢innou
formu.

Na obr. 1 je jako ptiklad uvedeno schéma vzniku hlavnich metabolitii flubendazolu.
V organismu se flubendazol metabolizuje na redukovanou formu a hydrolyzovanou formu,

které jsou jiz anthelminticky netc¢inné.
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Obr. 1: Schéma vzniku hlavnich metabolita flubendazolu

2.2.1 Albendazol

Albendazol (ABZ) [1] patfi mezi tzv. Sirokospektra anthelmintika, je totiz U¢inny
na vSechna vyvojova staddia helmintii. Pravdépodobny mechanismus ucinku této latky
se vysvétluje degeneraci mikrotubuld stfevnich bunék. V konecném disledku dochazi
vyvojova stadia.

Albendazol [3] je G€inny pii 1é¢bé hlistic, ale 1 plicnich parazitd, tasemnic a dospélych

stadii motolice jaterni.



Latka se pouziva jak ve veterinarni, tak i v humanni medicin€. Z gastrointestinalniho
traktu ¢loveka [1] se velmi slabé vstiebava, jeji absorpci lze zvysit soucasnym podanim jidla
bohatého na tuky. Pokud se dostane do organismu, vaze se ze 70 % na bilkoviny krevni
plazmy a dobfe se v organismu distribuuje. Dostava se do nitra cyst a do mozkomisniho moku
a je vyluCovana mlékem. V jatrech se metabolizuje na albendazol sulfoxid (ABZSO), ktery je
rovnéz anthelminticky U¢inny a vylucuje se Zzlu¢i. Eliminacni polocas je piiblizné
8 - 12 hodin. Dalsi oxidaci ABZSO vznikd albendazol sulfon (ABZSO,), ktery je jiz

anthelminticky neaktivni. Na obr. 2 je znazornéna postupnd metabolizace albendazolu.
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Obr. 2: Schéma metabolizace albendazolu



2.2.2 Oxibendazol

Oxibendazol (OXI) je strukturné¢ velmi podobny ABZ (obr. 3). Existuje [3] pouze
velmi malo informaci o metabolismu oxibendazolu, ale studie [5, 6] ukazuji, Zze 1éCivo
se vyznamné metabolizuje v jatrech a v ledvinach. V moci a ve tkanich byly identifikovany
dva metabolity: 5-hydroxy-oxibendazol a 6-hydroxy-oxibendazol. Tyto metabolity ale tvoii
pouze 15 - 20% celkovych rezidui (zbytek neni identifikovan) [6].
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Obr. 3: Struktura oxibendazolu

2.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢inna  kapalinova  chromatografie - High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) [7] je v soucasné dobé jedna z nejprogresivnéjSich analytickych
metod, ktera nachazi stale vétsi uplatnéni ve vSech oblastech analyzy 1éCiv.

Vyznamny rozvoj [8] HPLC zacal v 70. letech. Tato metoda umoZznuje analyzovat
tepelné nestalé nebo netékavé latky a polymery a odstraniuje tak hlavni nevyhodu plynové
chromatografie. Rychly rozvoj HPLC byl umoZnén nalezenim vhodnych vysoce uc¢innych
stacionarnich fazi a citlivych detektort.

Vyhody HPLC [7]:

1) Ve své podstaté se jedna o separaéni metodu, kterd umoziuje kvalitativné
| kvantitativné hodnotit jednotlivé slozky smési.

2.) Vyhodou je také rychlost analyzy a citlivost stanoveni (v zavislosti na pouzitém
detektoru).

3.) Velkym pfinosem rovnéz je, Ze pro analyzu postacuje minimalni mnozstvi vzorku.

4.) Tuto metodu lze snadno automatizovat. V soucasné dob¢ jsou k dispozici moderni
HPLC chromatografy, které maji automatické davkovace analyzovaného vzorku, takze
mohou po vhodném nastaveni pfisluSnych parametri provadét desitky analyz

bez obsluhy operatora.
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5.) Prakticky ve vSech vySe uvedenych ukazatelich je HPLC srovnatelna s plynovou
chromatografii (GC); avSak vzhledem k tomu, Ze vétSina 1¢é¢iv neni t¢kava, je HPLC

praveé v analyze 1é¢iv mnohem pouzitelnéjsi technikou nez GC.

Princip [8] této separacni metody spociva v rozd€lovani latek mezi stacionarni fazi
naplnénou v kolon¢ a mobilni fazi prochazejici kolonou za vysokého tlaku. Protoze k déleni
latek lze pfi tom vyuzit vSech vratnych dvoufidzovych separa¢nich mechanismi (adsorpce,
rozd€lovani, iontova vymeéna, sitovy efekt gelu), je mozné nalézt selektivni a ucinny
chromatograficky systém k déleni smési prakticky vSech organickych latek rozpustnych
ve vodg¢, ziedénych kyselinach nebo organickych rozpoustédlech.

Klasické HPLC [7] chromatografické¢ kolony pro analytické ucely maji vétSinou délku
10—-25cm a vnitini pramér 3 —5 mm. VétSinou jsou zhotoveny z nerezové oceli nebo
ze skla. Kolony jsou naplnény vhodnymi sorbenty. V. HPLC se nejcastéji pouZzivaji

tzv. chemicky vazané stacionarni faze. Na hydroxylové skupiny na povrchu silikagelovych

zrnek jsou vhodnou chemickou reakci navazany riizné radikaly:

a) ve veétsiné pripadl se jednd o uhlovodikové fetézce, které obsahuji zpravidla
18 (popt. 8) atomi uhliku. Tyto nepolarni chemicky vazané faze se také nékdy nazyvaji

reverzni faze.

b) radikal také mtize byt tvofen tfiuhlikatym fetézcem, na jehoz konci jsou navazany

skupiny: - NHz, - CN aj. V tomto ptipadé jde o stiedné polarni faze.

Chemicky véazané stacionarni faze se komeréné vyrabéji ve velmi Sirokém sortimentu.
Jako nosi¢ radikalti se kromé silikagelu pouzivaji i jiné materidly, naptiklad vhodné
pryskyfice.

Jako HPLC sorbenty se také pouzivaji silikagel a oxid hlinity (polarni sorbenty), ale
vV mnohem mens§im méfitku nez chemicky vazané stacionarni faze. Pro potteby iontovée
vymeénné chromatografie se jako sorbenty pouzivaji vhodné ionexy.

V soucasné dobé¢ jsou rovnéz komeréné dostupné rtizné typy chiralnich stacionarnich
fazi, coz umoznuje chromatografickou analyzu enantiomert lé¢iv.

HPLC analyza miZe probihat za konstantniho sloZeni mobilni faze béhem celé
analyzy — jednéa se o tzv. isokratickou eluci. Tato metoda se pouZziva nejcastéji. Druha

moznost spoc¢iva v programoveé ménéném sloZeni mobilni faze — tzv. gradientova eluce.
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Pro ziskédni Uspé$né HPLC metody je dllezité optimalizovat chromatografické
podminky tak, aby jednotlivé separované slozky smési vzorku poskytovaly ostré a
symetrické chromatografické piky, rozdélené pokud mozno az na zakladni linii.

Jak jiz bylo feCeno, HPLC umoziuje kvalitativni 1 kvantitativni hodnoceni
separovanych slozek smési. Kvalitativni charakteristikou je reten¢ni (eluéni) Cas tg, coz je
doba, kterda wuplyne od nastfiku vzorku na kolonu az do dosaZzeni maxima
chromatografického piku. NejcastéjSim diikazem totoznosti je shoda retencnich cast
chromatografického piku Ié¢iva v analyzovaném vzorku sretenénim cCasem piku
standardu. UV detektory sdiodovym polem dokonce umoziuji v maximu
chromatografického piku zmétit UV spektrum; shoda UV spekter vzorku a standardu je
dalsi identifikacni charakteristikou.

Kvantitativni charakteristikou v HPLC je plocha (popt. vySka) chromatografického
piku. Cilem [9] chromatografické analyzy je dosahnout dobrého rozdéleni analyzovanych
latek v co nejkratSim ¢ase. Rozd€leni mize byt tplné, ¢asteéné, nedokonalé.

Mira separace dvou latek se nazyva chromatografické rozliseni (R1y) a Ize jej vypocitat

podle vzorce (1):

_ 1,18 (tr2—tRr1)
R12 - byi+b, ' (1)

vV némz tr; a try jsou retencni Casy piki (try < trp), jejichZ rozliSeni je pocitano, a by a b,
jsou Sitky téchto pikli v polovinég jejich vysky. Separace pikil se povazuje za dostatecnou,
jestlize hodnota rozliSeni je 1,5 nebo véEtsi.
Hodnotu rozliseni Ize ovlivnit:

* zménou stacionarni faze

* zmé&nou mobilni faze

* soucasnou zménou obou fazi

» zménou rychlosti pratoku mobilni faze (v ptipad¢ klasickych HPLC kolon).

Utinnost  chromatografického  procesu  zavisi, mimo jiné, na u&innosti

chromatografické kolony, kteréd se vyjadiuje poctem teoretickych pater n:
n = 554(%)2, 2

V rovnici (2) je vyznam symbolu stejny, jako v rovnici (1).

Citlivost a selektivita [7] chromatografické analyzy zavisi na pouzitém detektoru.
Existuje celd fada rtznych detektori — napt. spektrofotometrické, elektrochemickeé,

refraktometrické nebo fluorescencni. Naposled zminéné detektory se nejcastéji vyuzivaji

12



tam, kde analyzovana latka vykazuje fluorescenci. OvSem latky, které nefluoreskuji Ize
derivatizaci s vhodnymi ¢inidly pfevést na fluoreskujici derivaty. Fluorescencni detektory
jsou sice mén¢ univerzalni, nez ostatni detektory, ale zato vykazuji velmi dobrou citlivost
(10 Paz 10 g/ml), jsou dostatecné selektivni a 1ze je pouzit 1 pti gradientové eluci.

Princip [10] téchto detektord spocivd v méteni sekundarniho zafeni (emisniho), které
latka vyda po absorpci primarniho elektromagnetického zareni (excita¢niho). Absorpci
tohoto zafeni prechédzeji molekuly latek ze zakladniho elektronového stavu do rtznych
vibra¢nich hladin excitovaného elektronového stavu. Absorbovanou energii muze
excitovana molekula opét vyzafit jako fluorescenci nebo ji pfeménit jinym mechanismem
na energii vibraéni nebo ji predat jinym molekulam. Ztratou vibracni energie (vibracni
relaxaci) prejde molekula nejprve do zdkladniho vibra¢niho stavu a pak emituje
fluorescencni zafeni, jehoZ vlnova délka je vétsi nez vinova délka excita¢niho zatreni prave
v dtsledku vibracni relaxace.

Pro kvantifikaci jednotlivych slozek ve smési se nejcastéji pouzivaji dvé metody [11]:

A) Metoda vnéjsiho standardu — spociva ve dvou krocich (dvojim davkovani). Nejprve se

na kolonu nastiikne roztok analyzovaného vzorku a zaregistruje se chromatograficky
zaznam. Po t¢é nasleduje nastiiknuti roztoku vnéjsiho standardu a opét se zaregistruje
jeho chromatogram. Jako vné&jsi standard se zpravidla pouziva u substanci standard
stanovované latky, oznacovany jako CRL (chemicka referenc¢ni latka), nebo
u slozenych 1ékovych pfipravkll jedna z analyzovanych sloZzek smési. Koncentrace
stanovovanych slozek smési se pak vypocitd zpoméri ploch (vySek) pika

jednotlivych stanovovanych latek a plochy piku vnéjsiho standardu.

B) Metoda vnitiniho standardu — ke znamému objemu roztoku vzorku se piFida

definovany objem roztoku vhodného vnitiniho standardu a po promichani
se nastfikuje na kolonu. Koncentrace stanovovanych latek se opét vypocita z poméru
ploch (vysek) pikt jednotlivych separovanych slozek a plochy piku vnitiniho
standardu. Tato metoda je méné Casov€é ndrocnd a hlavné piesnéjsi, protoze neni
zatizena chybou dvojiho nastfiku. Vybér vhodného vnitiniho standardu vSak klade
zna¢né naroky na odborné znalosti a zkuSenosti operatora, zejména pii stanoveni
viceslozkovych smési. Vnitini standard musi byt eluovan v blizkosti pikd, které budou
vyhodnocovany, musi mit podobnou koncentraci jako latky, jejichZ obsah je zjistovan

a musi byt chemicky inertni. Stanoveni obsahu se provede opakovanymi nastiiky
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porovnavacich a zkouSenych roztokll. Ze ziskanych chromatografickych zaznamut
se vypocitd obsah hodnocenych latek. Metoda wvnitiniho standardu je vhodna
pii analyzach biologického materidlu, kdy umoziuje eliminovat systematické chyby
(naptiklad nedokonalou extrakci), knimz dochdzi béhem zpracovani vzorku

pted vlastni analyzou.

2.3.1 HPLC na reverznich fazich

Chemicky modifikované stacionarni faze [8] maji vyhodu v tom, Ze pii plisobeni
vysokého tlaku nedochazi K jejich naruseni. Tyto faze se pfipravuji silylaci silikagelu
S riznymi skupinami. V zavislosti na védzané skupiné¢ maji chemicky modifikované faze
riznou polaritu. Nepolarni, vysoce hydrofobni skupiny, se vyuzivaji pro systém
tzv. obracenych fazi (reverzni faze), coz je systém, kdy stacionarni faze je mén¢ polarni nez
faze mobilni. Jednd se zejména o skupiny - C1gHs7 a - CgH17. Mobilni faze, ktera se nejcastéji
pouziva pro déleni latek na reverznich fazich, je voda nebo vhodny pufr ve smési

s methanolem nebo acetonitrilem.

2.3.2 MoZnosti zkrdceni ¢asu analyzy

Moderni pouziti chromatografie [12] v soucasné dobé& si Zada rychlejsi a mnohem lepsi
vykon, nez jaky postacoval v minulosti. Stfedem pozornosti védeckych i primyslovych
vyzkumi se stdva hlavné zkracovani doby separace. Prioritou ve zvySeni rychlosti je
predevsim spravny vybér vhodné staciondrni faze. SloZeni mobilni faze ma také vyznamny
vliv na rychlost a je rovnéZz velmi diileZité pro ziskani dostatecné citlivosti.

Analyzu mtizeme zrychlit nékolika rGznymi zpiisoby. Jednim z nich je zména velikosti
Castic stacionarni faze. Tato myslenka [13] byla diky van Deemterovi znama jiz v 50. letech
20. stoleti. Malé castice [12] staciondrni faze zlepSuji rychlost pfenosu hmoty a také snizuji
efekt vitivé difuze. Vysledkem je zmenSeni vysky teoretického patra a optimalni pritokova
rychlost. Ukazalo se, ze u ¢astic s primérem mens$im nez 2 um (sub-2pum castice) se sice ¢as
analyzy podstatné zkratil, aniZz by doSlo k sniZeni rozliSeni nebo citlivosti, musel ale byt

pouzit vyrazné vyssi tlak.
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Dalsi moznosti, jak zkratit analyzu, je zvySeni teploty. Vysoka teplota totiz sniZuje
viskozitu mobilni faze a zvysuje transfer hmoty. OvSem vyssi teplota vétSinou negativné
ovlivni chromatografické rozliSeni piki.

Tieti zpusob zlepSeni separacni rychlosti spoCivd ve zvySeni porozity castic
stacionarni faze. Tim se redukuje odpor proudéni kapaliny v kolong. Vyzkumem
monolitickych ¢astic (jsou porézni v celém svém objemu) se zabyvalo v minulosti mnoho
veédct, coz vedlo k velkému rozvoji velmi vykonnych a dnes uz komer¢né dobie dostupnych
polymernich nebo silikagelovych monolitickych kolon. Cas analyzy u téchto kolon mize byt
zkracen zvysenim prutoku mobilni faze.

Revoluéni myslenka vyvoje stacionarnich fazi tvofenych CcCasticemi s pevnym
(neporéznim) jadrem byla poprvé uvedena v praci Horvatha et al. [14, 15]. Horvath pouzil
ve svém vyzkumu sklenéné kulicky o velikosti 50 pum pokryté vrstvou pryskyfice na bazi
styren-divinylbenzenu se zakotvenymi ionexovymi skupinami. Tento vysledny produkt
se oznacuje jako pelikularni obalovy materidl. Pozdé&ji Kirkland [16] doSel k zavéru, ze
30 - 40 pm velké castice s poréznim povrchem poskytuji mnohem lepsi rozliSeni v porovnani
s velkymi poréznimi ¢asticemi pouzivanymi v kapalinové chromatografii diive. S postupem
casu dochézelo k vylepSovani vlastnosti ¢astic stacionarni fdze. Rozméry jadra byly zmenseny
a aktivni porézni vrstva byla zredukovana na 0,5 pm. Tyto Castice byly pouzivany
pro separaci peptida a proteint [17].

V praxi si tedy mizeme pro vysokorychlostni separaci vybrat ze tfi typt kolon:
* sub-2 um kolony
* monolitické kolony
* kolony s pelikularnimi ¢asticemi

Vsechny typy téchto kolon maji sva urcitd experimentilni omezeni a pouZivany
chromatograficky systém je také limitovan, zejména maximalnim piipustnym provoznim

tlakem.

2.3.3 HPLC kolony s pelikularnimi ¢asticemi

V soucasnosti [13] jsou k dispozici kolony s rizn¢ velkymi pelikularnimi ¢asticemi
(1,7; 2,7 a 5 um). Castice o rozmérech 2,7 um se skladaji z 1,7 um velkého pevného jadra a
20,5 um silné porézni silikagelové vrstvy se zakotvenou vlastni stacionarni fazi. Céstice

s velikosti 5 um maji 4,5 um velké jadro a vrstvu o tloust'ce 0,25 pm.
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Kolony s pelikularnimi ¢asticemi oplyvaji celou fadou vyhod. V porovnani
S Casticemi, které jsou porézni v celém svém objemu, maji diky pevnému jadru mnohem
krat$i difzni drahu. Tato ¢astecna porozita redukuje podélnou difuzi analyzovanych latek a
minimalizuje roz§ifeni piku.

Kolony [13] stémito Casticemi vykazuji ucinnost podobnou c¢asticim pod 2 pm,
a proto se staly jejich vhodnou alternativou. Navic oproti sub-2 um ¢asticim vytvaii ¢astice
S pevnym jadrem a poréznim povrchem pfiblizné€ polovi¢ni protitlak, ¢asto mensi nez 400 bar,
coz je maximalni konstruk¢ni tlak klasickych HPLC systémti. Tato skute¢nost dovoluje pouzit
delsi kolony a vyss$i prutokovou rychlost ve srovnani se sub-2 pm ¢asticemi. Oproti tradi¢nim
3 pum ¢asticim jsou dokonce dvojnasobné ucinné.

Pouzitim kolony s pelikularnimi ¢asticemi lze béhem méfeni za stejnych podminek
ziskat ostfejsi piky ve srovnani s kolonami plnénymi 3 pm a 5 pm ¢ésticemi.

Kombinace malych rozméri c¢astic, jejich uzké velikostni distribuce a vyrazné
zkracené difuzni vzdalenosti ma za nasledek vyssi ucinnost kolony (kratsi retencni ¢as) a lepsi
rozliSeni chromatografickych pikid. ZvySena ucinnost poskytuje vyhodu — vysokou citlivost,
jelikoz vyssi G€innost vede k vyrazné uz$im a vy$$im pikiim. Tim je mozné detekovat nizsi
koncentrace analyta.

V porovnani se sub-2 um a 3 pm c¢asticemi maji pelikularni kolony delsi zivotnost.
Kvili malé velikosti ¢astic a jejich uzké distribuci miize byt totiz pouzit piedkolonovy filtr
S nepatrnymi 2 um pory, diky némuz dochézi k minimalnimu znecisténi kolony, nezvysuje se
protitlak a nedochazi tim ke §tépeni pika.

Tim, Ze existuje moZnost zvysit vykon této chromatografické kolony, nezkrati se
pouze doba analyzy, ale vyrazn¢ se snizi i spotfeba rozpousteédel.

Pelikularni chromatografické kolony maji Siroké uplatnéni nejen ve farmacii,
ale i v toxikologii, v oblastech hodnoceni kvality a bezpecnosti potravin nebo Vv zivotnim

prostiedi.

2.4 Dosud publikované metody HPLC separace albendazolu a
jeho metabolitu

Vzhledem k tomu, Ze albendazol je 1é¢ivo vyvinuté pred n€kolika desitkami let a jeho
monitorovani a vyzkum jsou stale aktualni, byla publikovéana celd fada metod stanoveni této
latky a jejich metaboliti. Mezi témito metodami je pravé HPLC zcela jasné preferovéna.

Protoze naplné kolon pro HPLC (staciondrni faze) prodélaly v minulém desetileti velmi
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prudky rozvoj, jsou v nasledujicim pichledu uvedeny nékteré zajimavé prace z tohoto
posledniho obdobi.

Kitzmann [18] publikoval u¢innou metodu stanoveni albendazolu a jeho metabolita
V plazmé na fenylové kolon¢ s UV detekci. Volba UV detekce je zde ponékud piekvapujici
vzhledem K jeji nizké citlivosti. Jako vnitini standard byl v této praci pouzit oxibendazol.
Zongde a spolupracovnici [19] se vénovali chirdlni separaci albendazol sulfoxidu
na chiralnich stacionarnich fazich na bazi tris (3,5-dimethylfenylkarbamat) amylozy.
Mirfazaelian a spol. [20] publikovali rovnéz HPLC metodu stanoveni albendazolu a jeho
metabolitil v plazmé na koloné s naplni C8, pfi¢emz kombinovali UV a fluorescen¢ni detekci
a jako vnitini standard pouzili mebendazol. V ¢lanku Wu a spol. [21] je popisovano HPLC
stanoveni téchto latek v ovéi plazmé. Autofi provadéli separaci na koloné s ndplni C18 a
pouzivali UV detekci a vnitini standard oxfendazol. Je zajimavé, Ze jako mobilni fazi pouzili
ternarni smés acetonitril + methanol + fosfatovy pufr (pH = 6,8) v poméru 22:22:56. Hledani
vyhovujici mobilni faze a vnitfniho standardu s vhodnou lipofilitou (logP) je zde popisovano
jako  pomérn¢ slozitd zélezitost. Sarin R. a spol. [22] pouzili kolonu
Discovery RP Amide C16, UV detekci a opét mebendazol Vvroli vnitiniho standardu.
Na C18 kolon¢ provadéli separaci metabolitti albendazolu autofi jiné prace [23], ktefi pouzili
fluorescencni detekci a pracovali metodou vnéjSiho standardu.

V posledni dobé se rovnéZ objevily Ctyii prace, v nichZ je analyza albendazolu a jeho
metabolitl provaddéna pomoci UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography), coz je
metoda, kterda vyuziva kolony pInéné sub 2-pum Casticemi. Ve vSech ctyfech pracich je
k separacim pouzit chromatograf Acquity firmy Waters s MS/MS detekci a specialni kolony
téze firmy. V publikacich [24] a [25] probihaly separace na koloné¢ BEH C18, v dalSich dvou
¢lancich [26], [27] na koloné HSS T3. V obou ptipadech tedy jde o stacionarni fazi typu C18,
ale povrch silikagelového nosi¢e je vzdy specidlné upraven. Zkratka BEH znamena
,,bridged ethylene hybrid“ a oznacuje silikagelovy nosi¢, v némz je siloxanovy povrch
chranén a zaroven zpevnén ethylenovymi mustky. To zlepSuje G¢innost naplné a rozsifuje
pouzitelny rozsah pH mobilni faze. Zkratka HSS oznacuje ,,high strength silica®, coz je napln
odolna tlakim az 1000 barG. Symbolem T3 oznaCuje firma Waters néapli urcenou
pro separace latek se zna¢né€ rozdilnou polaritou. Pouzitelnost uvedenych naplni dokumentuje
skutecnost, ze v publikacich [25], [26] a [27] byla na téchto fazich separovana cela fada 1éCiv,

nejen benzimidazolovych.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 Pouzité chemikalie

Udaje o pouzitych benzimidazolech jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Tab. 1: Ptehled pouzitych benzimidazolt:

M
Latka ZKratka Dodavatel Systematicky nazev
(g/mol)
methyl N-(5-propylsulfanyl-1H-
Albendazol ABZ Sigma y ) (5-propy Y 265,34
benzimidazol-2-yl)karbamat
Toronto ]
Albendazol methyl N-(5-propylsulfinyl-1H-
) ABZSO Research o 281,33
sulfoxid ) benzimidazol-2-yl)karbamat
Chemicals
Toronto
Albendazol methyl N-(5-propylsulfonyl-1H-
ABZSO, | Research o 297,33
sulfon ) benzimidazol-2-yl)karbamat
Chemicals
methyl N-(5-propoxy-1H-
Oxibendazol OXI Sigma y ) (5-propoxy 249,30
benzimidazol-2-yl)karbamat
. ) methyl N-(1H-benzimidazol-2-yl)karba
Carbendazim MBC Riedel-de Haén 191,19
mat
Thiabendazol TBZ Riedel-de Haén | 4-(1H-benzimidazol-2-yl)-1,3-thiazol 201,25
Mebendazol Jansen methyl N-[5-(1-fenyl-1-hydroxymethyl)-
MBZ-R ) Y ) [_ ( y Yoy Y 297,30
redukovany Pharmaceutica | 1H-benzimidazol-2-yl]karbamat
2-aminobenz- ) o )
o 2-AB Aldrich 1H-benzimidazol-2-amin 133,15
imidazol
) methyl N-[1-(butylkarbamoyl)-1H-
Benomyl BEN Aldrich 290,32

benzimidazol-2-yl]karbamat
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Dale byly v praci pouzity tyto chemikalie:

- Methanol for gradient elution (Aldrich)

- Acetonitril for gradient elution (Aldrich)

- Dihydrogenfosfore¢nan draselny p. a. (Lachema Brno)

- Kyselina fosfore¢na 85% p. a. (Lachema Brno)

- Kyselina octova 99% p. a. (Lach-Ner, s.r. 0.)
- Dimethylsulfoxid for UV-spectroscopy (Fluka)

- Ultradista voda pfipravena reverzni osmozou (FaF UK)

Struktury albendazolu, albendazol sulfoxidu a albendazol sulfonu jsou patrné z obr. 2,
struktura oxibendazolu je znazornéna na obr. 3. Obr. 4 - 8 uvad&ji struktury ostatnich

pouzitych benzimidazolt.

H
N O
<

O_CH3
OH

Obr. 4: Struktura redukovaného mebendazolu

N
\>—NHCOZCH3
N
)\ _CH,CH;CH,CHg
N

o} H
Obr. 5: Struktura benomylu

H

N
/>—NHCOZCH3

N

Obr. 6: Struktura carbendazimu
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Obr. 7: Struktura 2-aminobenzimidazolu

|
N

Obr. 8: Struktura thiabendazolu

3.2 Pouzité pristroje
Béhem méteni byly pouzity tyto pristroje:

* Kapalinovy chromatograf Shimadzu sestavajici z degaseru GT-154, vysokotlakého cerpadla
LC-10ADvp, autosampleru SIL-10ADvp, kolonového termostatu CTO-10Avp, UV/VIS
diode-array detektoru SPD-M10Avp, fluorescenéniho detektoru RF-10AXL a fidici jednotky
SCL-10Avp. Chromatograf byl ovladan z pocitate pomoci chromatografického software
CLASS-VP. Byla pouzivana kolona Ascentis Express C18 o rozmérech 100 x 3,0 mm plnéna
core-shell ¢asticemi o priméru 2,7 um s piedkolonou 20 x 4,0 mm plnénou zcela poréznimi
casticemi Ascentis C18 o priméru 3,0 um. Pfi vSech experimentech v této praci byla kolona

termostatovana na 25 °C.
* pH-metr inoLab 720 s pH elektrodou Sentix 61  (WTW)
* Membranova vyvéva KNF, typ N810 (KNF Neuberger)

* Digitalni analytické vahy  (Sartorius)
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3.3 Priprava jednotlivych roztoku

Priprava roztoka benzimidazolu:

Navazka ptislusného benzimidazolu byla v 50 ml kadince rozpusténa v minimalnim
nutném mnozstvi dimethylsulfoxidu a doplnéna na 3 ml acetonitrilem. Navazka byla volena
tak, aby timto postupem vznikl roztok o koncentraci 1 mmol/l. Tento roztok byl poté
100x ztedén v 50 ml odmérné bance smési fosfatovy pufr (pH = 3,0; 0,025 mol/l) + acetonitril
(70:30, obj.), ¢imz vznikl roztok o koncentraci 10 pmol/l, ktery byl znovu 100x zfedén
stejnym postupem na roztok o koncentraci 100 nmol/l. Takto piipravené roztoky byly

pouzivany k analyzam.

Priprava fosfatového pufru (pH = 3.0; 0.025 mol/l):

Fosfatovy pufr (0,025 mol/l, pH = 3,0) byl pfipraven rozpusténim 3,409
dihydrogenfosfore¢nanu draselného p. a. v 995 ml ultradisté vody. Za pouziti pH-metru bylo
pH tohoto roztoku upraveno 85% kyselinou fosfore¢nou na hodnotu 3,0. Poté byl v odmérné
baiice doplnén objem roztoku na 1000 ml ultracistou vodou. Pufr byl nésledné prefiltrovan
na filtranim zafizeni (Supelco) spojeném s KNF membranovou vyvévou pres filtr Nylon66
S pory o velikosti 0,45 pm (Supelco).

Pokud byl pouzivan fostatovy pufr o niz§im pH, byl pfipravovan z fosfatového pufru

pH = 3,0 pfidavkem 85% kyseliny fosforecné.

Priprava roztoku kyseliny octové 0,01 mol/l:

580 pl koncentrované kyseliny octové (99%) bylo v1000 ml odmérné barce

nafedéno ultradistou vodou a doplnéno po rysku.

Priprava roztoku kyseliny octové 0,05 mol/l:

2 900 pl koncentrované kyseliny octové (99%) bylo v 1000 ml odmémé barce

nafedéno ultradistou vodou a doplnéno po rysku.

3.4 Nastrik

Pti vSech experimentech v této praci bylo nastfikovano 10 pl vzorku.
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3.5 Podminky chromatografické detekce

Béhem analyz byl diode-array detektor pouzivan pouze pro snimédni spekter
sledovanych pikti v rozmezi 190 — 380 nm. Vlastni detekce byla provadéna pomoci detektoru
fluorescen¢niho. VSechny piky byly snimany pfi excitacni vinové délce Aex = 290 nm a emisni

vlnové délce Aem = 320 nm.
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4. VYSLEDKOVA CAST
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4.1 Pokusy s mobilni fazi, Kktera obsahovala fosfatovy

pufr o pH =3,0

Vychozi chromatografické podminky byly nastaveny nésledovné:
Jako mobilni faze byla pouzita smés fosfatového pufru o pH = 3,0 a koncentraci 0,025 mol/I
s acetonitrilem v poméru 65/35. Pritok byl nejprve nastaven na 0,9 ml/min.
V dalSich experimentech se zkouSely rizné podminky analyzy — ménil se pritok nebo slozeni
mobilni faze.
Nastiikovana byla smés ABZSO + ABZSO; + ABZ pfipravend smichdnim stejnych objemu
roztokt (s koncentraci 100 nmol/l) téchto tii latek.

Vysledky shrnuje nasledujici tabulka.

Tab. 2: Vysledné reten¢ni ¢asy smési ABZSO + ABZSO; + ABZ s mobilni fazi obsahujici
pufr o pH = 3,0 za riznych podminek analyzy:

Pritok mobilni Pomér Retencni ¢as Reten¢ni ¢as Retencni ¢as
faze (ml/min) pufr/acetonitril | ABZSO (min) | ABZSO; (min) ABZ (min)
0,9 65/35 1,10 1,49 3,34
0,7 65/35 1,33 1,83 4,00
0,5 65/35 1,78 2,44 5,40
0,5 70/30 2,01 3,07 8,62
0,6 70/30 1,67 2,60 7,21
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4.2 Pokusy s

pufropH=2,8

mobilni fazi,

ktera

obsahovala

fosfatovy

Nasttikovana byla stejna smés ABZSO + ABZSO, + ABZ jako v ptedchozim pokusu

a obdobnym zptisobem byly hledany nejvhodnéjsi podminky analyzy.

Vysledky shrnuje tabulka 3.

Tab. 3: Vysledné reten¢ni casy smési ABZSO + ABZSO, + ABZ s mobilni fazi obsahujici

pufr o pH 2,8 za raznych podminek analyzy:

Pritok mobilni Pomér Retencni ¢as Retenéni ¢as Retenc¢ni ¢as
faze (ml/min) pufr/acetonitril | ABZSO (min) | ABZSO; (min) ABZ (min)
0,6 70/30 1,69 2,57 6,27
0,5 70/30 1,97 3,03 7,18
0,5 65/35 1,92 2,98 5,88

Za podminek uvedenych v poslednim tadku tabulky 3 byly dale nastfikovany roztoky

Sesti benzimidazoll, které byly testovany jako vnitini standardy. Koncentrace téchto roztokl

m¢ela vzdy hodnotu 100 nmol/l.
Vysledky uvadi tabulka 4.

Tab. 4: Vysledné retencni Casy benzimidazoli (pritok mobilni faze: 0,5 ml/min, pomér

pufr/acetonitril = 65/35):

Latka | Reten¢ni ¢as (min)
TBZ 1,76
MBC 1,66
BEN 2,25
MBZ-R 2,90
2-AB 1,48
OXI 2,44
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4.3 Pokusy s mobilni fazi, Kktera obsahovala fosfatovy

pufropH=2,6

Nastfikovana byla opét smés ABZSO + ABZSO, + ABZ pfipravena smichanim
stejnych objemu roztokd (s koncentraci 100 nmol/l) téchto tii latek (vysledny chromatogram
je znazornén na obrazku 9) a nasledné vSech Sest dalSich benzimidazolu (viz tab. 4), pfi¢emz
pomér slozek mobilni faze a pritok byl ponechan na stejnych hodnotach jako v pfedchozim
pokusu, tj. prutok mobilni faze: 0,5 ml/min, pomér pufi/acetonitril = 65/35.

Vysledné hodnoty reten¢nich ¢asii shrnuje tabulka 5.

Tab. 5: Vysledné reten¢ni ¢asy vSech benzimidazold (pratok mobilni faze: 0,5 ml/min, pomér

pufr/acetonitril = 65/35):

Latka | Retencni ¢as (min)
ABZSO 1,81
ABZSO, 2,48

ABZ 8,64
OXI 2,26
2-AB 2,26
MBZ-R 1,89
BEN 1,59
MBC 1,61
TBZ 1,69
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Obr. 9: Vysledny chromatogram smési ABZSO + ABZSO; + ABZ (pritok mobilni faze:
0,5 ml/min, pomér puft/acetonitril = 65/35)
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4.4 Pokusy s mobilni fazi, ktera obsahovala Kkys. octovou

o koncentraci 0,01 mol/I

Dale byla jako mobilni faze zkousena smés kyseliny octové o koncentraci 0,01 mol/l
s acetonitrilem v poméru 70/30, pratok byl nejprve nastaven na 0,5 ml/min.

Zjisténé hodnoty reten¢nich ¢asii jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tab. 6: Vysledné reten¢ni ¢asy vSech benzimidazold (pratok mobilni faze: 0,5 ml/min, pomér

kyselina octova/acetonitril = 70/30):

Latka | Retencni ¢as (min)
ABZSO 2,0
ABZSO;, 3,1

ABZ 10,2
OXI 3,8

2-AB 15

MBZ-R 2,6
BEN 1,9
MBC 19
TBZ 2,1

V dalsich experimentech byl vyfazen diode-array detektor a mobilni faze byla vedena
Z kolony ptfimo na fluorescencni detektor patnacticentimetrovou PEEK kapilarou o vnitinim
primé&ru 0,25 mm (0,010 palce).
Vzhledem kvysledkim z ptedchozich experimenti byl déale pouzivan jako vnitini
standard OXI.
Z divodu velkého rozdilu reten¢niho ¢asu ABZ a ostatnich tii latek, byl do mobilni faze

pfidan methanol (MeOH).
Po upravé se tedy mobilni faze skladala z kyseliny octové o koncentraci 0,01 mol/l,

methanolu a acetonitrilu (ACN) v poméru 70/5/25, priatok byl ponechan na hodnoté

0,5 ml/min.
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Ta téchto podminek byl ovSem reten¢ni ¢as ABZ del$i nez 15 minut (nebyl proto dale méten,
chromatogram po 15 minutach ukoncen).

Proto byl pro analyzu pouzit stejny pomér smeési mobilni faze (kyselina
octova (0,01 mol/l) + MeOH + ACN = 70/5/25), ale prutok byl zvysen na 0,7 ml/min.

Hodnoty reten¢nich ¢asti shrnuje nasledujici tabulka.

Tab. 7: Vysledné retencni ¢asy benzimidazoli (pratok mobilni faze: 0,7 ml/min, pomér

kyselina octova (0,01 mol/l) + MeOH + ACN = 70/5/25):

Latka | Reten¢ni ¢as (min)
ABZSO 1,7
ABZSO, 2,9

OXI 3,7
ABZ 12,9

Z vyse uvedenych hodnot je patrné, Ze sice bylo dosazeno dobrého rozliSeni, ale ptesto
doba analyzy ztistala stale pfili§ dlouha vzhledem k reten¢nimu ¢asu ABZ. Teoreticky by bylo
mozné jeSté vice zvysit prutok, ale to by zase zhorsilo separaci prvnich tii pikd. Proto tato

varianta nebyla prakticky provedena.

Misto toho byl upraven pomér jednotlivych slozek mobilni faze (kyselina octova
o0 koncentraci 0,01 mol/l, methanol a acetonitril) na hodnoty 65/5/30. Pritok byl ponechan
na hodnoté 0,7 ml/min.
Zjisténé retencni Casy jsou uvedeny v tabulce 8 a na obrazku 10 zndzornén vysledny

chromatogram.
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Tab. 8: Vysledné retencni Casy benzimidazolii (priitok mobilni faze: 0,7 ml/min, pomér

kyselina octova (0,01 mol/l) + MeOH + ACN = 65/5/30):

Latka | Reten¢ni ¢as (min)
ABZSO 1,34
ABZSO, 1,96
OoxXl 2,48
ABZ 6,43
0 I S iﬁfﬁi‘oz ..............................................................................................................................................

Obr. 10: Chromatogram smési ABZSO + ABZSO; + ABZ spolu s vnitinim standardem OXI
(pratok mobilni faze: 0,7 ml/min, kyselina octova (0,01 mol/l1) + MeOH + ACN = 65/5/30)
Na chromatogramu jsou patrné chvostujici piky, a proto bylo slozeni mobilni faze mirné

pozmeénéno.

31



Vysledné slozeni po té vypadalo nasledovné:
Kyselina octova 0,01 mol/l + MeOH + ACN = 63/7/30.

Pratok byl opét ponechan na hodnoté 0,7 ml/min.

Retencni Casy shrnuje néasledujici tabulka.

Tab. 9: Vysledné retencni ¢asy benzimidazoli (pratok mobilni faze: 0,7 ml/min, pomér

kyselina octova (0,01 mol/l) + MeOH + ACN = 63/7/30):

Latka | Reten¢ni ¢as (min)
ABZSO 1,34
ABZSO, 1,89
OXI 2,44
ABZ 6,11

Z hodnot uvedenych v tabulce 9 je vSak ziejmé, Ze prvni tii piky jsou pfiili§ blizko
u sebe, proto byla provedena jesté drobna zména slozeni mobilni faze.
Kyselina octova, methanol a acetonitril byly smichany v poméru 65/7/28. Prutok zustal
na hodnoté 0,7 ml/min.

Hodnoty retencnich ¢asti uvadi tabulka 10.

Tab. 10: Vysledné reten¢ni Casy benzimidazolii (priitok mobilni faze: 0,7 ml/min, pomeér

kyselina octova (0,01 mol/l) + MeOH + ACN = 65/7/28):

Latka | Retencni ¢as (min)
ABZSO 1,43
ABZSO, 2,12

OoxXl 2,76
ABZ 7,57

Z tabulky 10 vyplyva, ze toto sloZzeni mobilni faze poskytuje jiz celkem uspokojivy

chromatogram, ktery je zndzornén na nasledujicim obrazku.
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Obr. 11: Chromatogram smési ABZSO + ABZSO, + ABZ spolu s vnitinim standardem OXI
(pratok mobilni faze: 0,7 ml/min, kyselina octova (0,01 mol/l1) + MeOH + ACN = 65/7/28)

Dale byl proveden pokus s vyssim obsahem MeOH v mobilni fazi.
Slozeni mobilni faze po té vypadalo nasledovné:
Kyselina octova 0,01 mol/l + MeOH + ACN = 65/10/25

Pritok byl stale ponechan na hodnot¢ 0,7 ml/min.

Vysledné retencni ¢asy jsou uvedeny v tabulce 11 a chromatogram znazornén na obrazku 12.
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Tab. 11: Vysledné retencni ¢asy benzimidazolli (pritok mobilni faze: 0,7 ml/min, pomér

kyselina octova (0,01 mol/l) + MeOH + ACN = 65/10/25):

Latka | Reten¢ni ¢as (min)
ABZSO 1,56
ABZSO, 2,37
OoxXl 3,14
ABZ 9,43
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Obr. 12: Chromatogram smési ABZSO + ABZSO, + ABZ spolu s vnitinim standardem OXI
(pratok mobilni faze: 0,7 ml/min, kyselina octova (0,01 mol/l1) + MeOH + ACN = 65/10/25)

Z chromatogramu na obr. 12 vyplyva, Ze separace se po zvyseni mnozstvi methanolu

v mobilni fazi zlepsila, bohuZzel vSak na tkor hodnot reten¢nich Casti, zejména v ptipadé ABZ.
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Proto byl proveden pokus o jisty kompromis a obsah methanolu v mobilni fazi
se nepatrné snizil.
Pomér slozek mobilni faze (kyselina octova o koncentraci 0,01 mol/l, methanol a acetonitril)
se upravil na 67/8/25. Prutok byl ponechan na 0,7 ml/min.
Vysledky shrnuje nasledujici tabulka.

Tab. 12: Vysledné reten¢ni Casy benzimidazolii (priitok mobilni faze: 0,7 ml/min, pomeér

kyselina octova (0,01 mol/l) + MeOH + ACN = 67/8/25):

Latka | Reten¢ni ¢as (min)
ABZSO 1,59
ABZSO, 2,51

OXI 3,27
ABZ 10,24

Tato uprava ale zlepsila separaci jen mirn€ a navic se retenéni ¢as, zejména u ABZ,
jesté vice prodlouzil.

Z tohoto divodu byl proveden jesté jeden pokus, pfi kterém se pomér mobilni faze
(kyselina octova o koncentraci 0,01 mol/l, metanol a acetonitril) upravil na 65/8/27. Pritok
zustal na 0,7 ml/min.

Vysledky lze vycist z tabulky 13. Chromatogram znazornuje obrazek 13.

Tab. 13: Vysledné retencni Casy benzimidazolli (priitok mobilni faze: 0,7 ml/min, pomér

kyselina octova (0,01 mol/l) + MeOH + ACN = 65/8/27):

Latka | Retencni ¢as (min)
ABZSO 1,45
ABZSO, 2,17

OXIl 2,79
ABZ 8,00
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Obr. 13: Chromatogram smési ABZSO + ABZSO, + ABZ spolu s vnitinim standardem OXI
(pratok mobilni faze: 0,7 ml/min, kyselina octova (0,01 mol/l) + MeOH + ACN = 65/8/27)

Hodnoty téchto reten¢nich ¢asii jiz vypadaji celkem uspokojive.
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45 Pokusy s mobilni fazi, ktera obsahovala Kys. octovou

o koncentraci 0,05 mol/I

Dalsi pokusy byly provadény s vyssi koncentraci kyseliny octové, a sice 0,05 mol/l.
Pritok mobilni faze a pomér jejich slozek (kyselina octovd, methanol a acetonitril)
se ponechal na piedchozich hodnotach - 0,7 ml/min, 65/8/27.

Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

Tab. 14: Vysledné retencni Casy benzimidazolii (priitok mobilni faze: 0,7 ml/min, pomeér

kyselina octova (0,05 mol/l) + MeOH + ACN = 65/8/27):

Latka Reten¢ni ¢as (min)
ABZSO 1,40
ABZSO0; | splyva s OXI ve 2. minuté
OoXl
ABZ 6,00

Jelikoz piky ABZSO; a OXI spolu splyvaly, bylo upraveno slozeni mobilni faze tak,
aby kyselina octova o koncentraci 0,05 mol/l, methanol a acetonitril byly v poméru 60/8/32.
Pritok zustal nezménén (0,7 ml/min).

Pti tomto sloZeni mobilni faze vSak byla separace velmi $patna a piky ABZSO, a OXI

se opét neodd¢lily.

Proto byl proveden jeste posledni pokus s Upravou slozeni mobilni faze.
Kyselina octova o koncentraci 0,05 mol/l, methanol a acetonitril byly smichany v poméru
68/8/24. Pritok se neménil (0,7 ml/min).

Hodnoty jsou uvedeny v tabulce 15.
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Tab. 15: Vysledné retencni ¢asy benzimidazolli (pritok mobilni faze: 0,7 ml/min, pomér

kyselina octova (0,05 mol/l) + MeOH + ACN = 68/8/24):

Latka Retencni ¢as (min)
ABZSO 1,61
ABZSO; | splyva s OXI v ¢ase 2,61
OoxXl
ABZ 8,53

ABZS502a OXI

0380 - -

03354 -

0300 -

0.275

0250

0235

0.200+

0175

0150

0125

0100

0075

0050

0025+

0000

0025+

Obr. 14: Chromatogram smési ABZSO + ABZSO, + ABZ spolu s vnitinim standardem OXI
(pratok mobilni faze: 0,7 ml/min, kyselina octova (0,05 mol/l) + MeOH + ACN = 68/8/24)
Ze zjisténych udaji je zfejmé, Ze tato varianta (s Kyselinou octovou o koncentraci 0,05 mol/l)

nevedla k dobrym vysledktim.
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chromatografické rozliseni a podle vzorce (2) pocet teoretickych pater kolony.

Vysledné hodnoty udava nasledujici tabulka.

Tab. 16: Hodnoty chromatografického rozliseni (R12) a pocet teoretickych pater kolony (n):

65/7/28 65/10/25 65/8/27
Litka | % R, | n bos R, | n bos R, | n
(min) (min) (min)
ABZSO 0,13 670 0,135 740 0,17 403
ABZS02 0,12 3,26 | 1729 0,12 3,75 | 2161 0,15 2,67 | 1159
OXI 0,16 2,70 | 1648 0,15 3,36 | 2428 0,16 2,36 | 1685
ABZ 0,13 19,57 | 18785 0,14 25,59 | 25135 0,16 19,21 | 13850
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5. DISKUZE
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Albendazol a jeho metabolity (albendazolsulfoxid a albendazolsulfon) byly v této
diplomové praci stanovovany pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie, pti které byla
jako stacionarni faze pouzita kolona Ascentis Express C18 plnéna core-shell ¢asticemi.
Jako mobilni faze byl nejprve zvolen fosfatovy pufr ve smési s acetonitrilem. V priubéhu
jednotlivych méfeni se rizné¢ ménil priatok a pomér jednotlivych slozek mobilni faze s cilem
dosahnout vhodného chromatografického rozliseni.

V prvnim pokusu byl smichan fosfatovy pufr o pH = 3,0 s acenotonitrilem v poméru
65/35. Z vyslednych hodnot reten¢nich ¢asi ABZ, ABZSO a ABZSO; (tab. 2) vyplyva,
ze rozliSeni piki ABZSO a ABZSO; neni pfili§ dobré. Proto nasledoval pokus s fosfatovym
pufrem o pH = 2,8. Ale ani tato moznost nevedla k lepsim vysledkim. Pfesto byly
za podminek posledniho pokusu (tab. 3) stouto mobilni fazi prométeny i1 jednotlivé
benzimidazoly s cilem vybrat vhodny vnitini standard. Retenéni ¢asy téchto benzimidazolt
(tab. 4) se vsak velmi podobaly reten¢nim ¢asim ABZSO a ABZSO,, tudiz ani jedna latka
nebyla za téchto podminek vhodna. Z tohoto diivodu byla déle jako mobilni faze vyzkousena
smés fosfatového pufru o pH = 2,6, rovnéZ s acetonitrilem. Vysledky (tab. 5) vSak opét
nenaplnily o¢ekavani, coz lze posoudit i z chromatogramu na obr. 9.

ZvySovani kyselosti fosfatového pufru mélo vést k vyraznéjSimu omezeni
silanolovych interakci, a tim ke zlepSeni tvaru pika a jejich rozliSeni. VedlejSim efektem
snizovani pH pufru bylo zvySeni jeho pufracni kapacity, coz vSak patrn€ nemélo na separaci
vliv. Pfi snizovani pH nebylo mozné piekrocit hodnotu pH = 2, coZ je mezni hodnota
kyselosti mobilni faze, kterou ptipousti vyrobce kolony. Pfi hodnotich pH < 2 by mohlo
dochazet k eliminaci funk¢nich skupin, kterymi je kolona endcapovana.

Jako mobilni faze byla po té zkouSena kyselina octovd o koncentraci 0,01 mol/l
ve smési s acetonitrilem. Roztok kyseliny octové o koncentraci 0,01 mol/l ma pH = 3,4. Tato
hodnota byla ziskdna vypoctem a ovéfena pomoci pH-metru. Pritok byl nastaven
na 0,5 ml/min. Po ziskani prvniho chromatogramu a pfeméfeni dal$ich benzimidazold bylo
jasné, ze tato mobilni fdze je vyhodnéjsi nez fosfatovy pufr, a proto byla dale pouzivéna.
Vzhledem k vyhodnému reten¢nimu ¢asu (tab. 6) byl zvolen jako vnitini standard OXI.

ABZ mél vsak dlouhy reten¢ni ¢as, proto byl do smési mobilni faze pfidan na tikor mnozstvi
acetonitrilu methanol. Pfidavek methanolu mél zlepsit separaci za cenu jistého prodlouZeni
retencnich Cast. Pti zachovani stejnych podminek méfeni (zejména priitoku) se retencni Cas
ABZ skute¢né prodlouzil, bylo tedy nutné parametry analyzy mirn¢ pozmeénit. Priitok se proto
zvysil na 0,7 mol/l a v zavéru opravdu doslo ke zkraceni retencniho ¢asu ABZ, ale i piesto byl

mezi timto ¢asem a Casem ostatnich benzimidazoli pomémé velky rozdil. Teoreticky bylo
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mozné prutok jest¢ o néco zvysit, ale mohlo by dojit k hor§i separaci pikli ostatnich
benzimidazoli. Misto toho bylo proto zvySeno mnozstvi kyseliny octové v mobilni fazi.

Tato varianta vyrazn¢ zkratila retencni ¢as ABZ, ale bohuzel také vedla k chvostujicim pikiim
(obr. 10), coz je ziejmé zpusobeno silanolovymi interakcemi pii relativné vysoké hodnoté pH.
Po drobnych upravach mobilni faze byl konecné ziskan celkem uspokojivy chromatogram.
Tento vyhodny pomér slozek mobilni fAze mél pro kyselinu octovou, methanol a acetonitril
hodnoty 65/7/28. Vysledné retencni Casy shrnuje tab. 10. Na obr. 11 je znazornén vysledny
chromatogram.

V dalSich stanovenich byla zkousena mobilni fize s vy$§im obsahem methanolu,
pomér byl upraven na 65/10/25. To vedlo k jesté lepSi separaci pikl, nicméné se mirné
prodlouzil reten¢ni ¢as ABZ (tab. 11 a obr. 12). Po dalsich Gpravach (na vysledny pomér
65/8/27) se dospélo k podobné piiznivym vysledktim (tab. 13 a obr. 13).

Dalsi pokusy pak byly provadény s kyselinou octovou o koncentraci 0,05 mol/l. Pomér
slozek mobilni faze i pratok byl ponechan (0,7 ml/min, 65/8/27). Tato varianta zkratila
retenéni Casy vSech analyzovanych benzimidazold, ale vedla také k horsi separaci. Piky
ABZSO, a OXI spolu dokonce splyvaly. Ani dalsi tGprava slozeni mobilni faze tento
nedostatek neodstranila, jak vyplyva z obr. 14.

U tfi nejvice slibnych chromatogramti bylo vypocitdno podle vzorce (1)
chromatografické rozliSeni a podle vzorce (2) pocet teoretickych pater kolony. Z udajii
uvedenych v tab. 16 vyplyva, Ze pro zvolenou kolonu je nejvhodnéjsi mobilni faze o sloZeni:
kyselina octova + methanol + acetonitril v poméru 65/10/25. Pi tomto sloZeni bylo dosazeno
nejvyssiho poctu teoretickych pater kolony, ale také relativné dlouhych reten¢nich Cast.
Nicmén¢ vSechny hodnoty rozliSeni uvadéné v tab. 16 jsou velmi dobré.

Je ovSem tieba fici, Ze 1 vybrand nejlepsi sloZzeni mobilni faze neposkytuji idealni
separacni systém, nebot’ i nadale pfetrvava velky rozdil mezi reten¢nimi ¢asy ABZSO,
ABZS0O; a OXI na jedné stran¢ a retencnim ¢asem ABZ na stran¢ druhé. To je dusledek
velmi odlisné polarity (lipofility) ABZ od polarity (lipofility) ostatnich latek. Pravé polarita
separovanych latek hraje pii pouziti HPLC kolon s naplni C18 klicovou roli, nebot” separace

probiha na zakladé hydrofobnich interakci analyti s kolonou.
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6. ZAVER
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Cilem této diplomové prace bylo pokusit se najit vhodné separacni podminky pro
HPLC analyzu albendazolu a jeho dvou metabolitli na koloné Ascentis Express C18 vcetné
vyhledani vhodného wvnitiniho standardu. Z provedené literarni reSerSe vyplyva, Ze nejde
0 tkol snadny. Bylo testovano né¢kolik slozeni mobilni faze a z pokust vyplynulo, Ze
uspokojivého vysledku lze dosdhnout, pokud mobilni faze obsahuje kyselou vodnou slozku,
0,01 mol/I kyselinu octovou, a dva organické modifikatory, acetonitril a methanol. To je jista
odchylka od empirického pravidla: ,,Cim jednoduseji, tim 1épe.*, avsak pro studovanou smés
patrné jednodussi mobilni faze pro isokratickou eluci na naplni C18 neni k dispozici. Bylo by
jesté mozné uvazovat o zvySeni pH mobilni faze pouzitim vhodného pufru, coz mé ovsem dvé
uskali. Prvnim z nich je to, Ze analyty obsahujici bazické skupiny, k nimz je benzimidazoly
nutné pocitat, za takovychto podminek vyznamné chvostuji diky silanolovym interakcim.
Druhym uskalim je sniZzena zivotnost kolon pii pouzivani vysSich hodnot pH [28, 29].
Zavylozen¢ kladny vysledek této prace je mozné povazovat ovéfeni pouziti oxibendazolu
Vv roli vnitiniho standardu.

Jak jiz bylo v pfedchozim textu naznaceno, nelze nalezené podminky HPLC separace
povazovat za idedlni. Pro dalsi vylepSeni HPLC analyzy albendazolu a jeho metabolitl 1ze
doporucit dva mozné sméry. Prvnim je upusténi od isokratické eluce a vyvoj vhodné
gradientové metody. Pfi tomto feSeni by bylo snad mozné zjednodu$it mobilni fazi
na dvouslozkovou. Gradientova eluce se v ptipad¢ latek s rozdilnou polaritou nabizi. Druhym
moznym smérem je pouziti chromatografické kolony se stacionarni fazi, jejiz separacni
mechanismus bude vychdzet z jinych principi nez je hydrofobni interakce. Zde je mozné
uvazovat napiiklad o koloné s naplni PFP (pentafluorophenyl), kterd nabizi kromé& zminéné
hydrofobni interakce jeSté separaci na zakladé tzv. shape selectivity, tedy rozliSeni analyth

podle tvaru molekuly, -7 interakci a iontové-vyménného mechanismu [30].
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