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Nézev rigorozni prace: Sledovani reten¢nich ,,U* profilti vybranych latek na

pentafluorofenylové stacionarni fazi

Byly sledovéany reten¢ni ,,U* profily na pentafluorofenylové staciondrni fazi
u vybranych latek. Jako testované latky byly vybrany latky ze skupiny
tetracyklinovych antibiotik (oxytetracyklin, minocyklin), neuroleptik (thioridazin,
perphenazin), lokélnich anestetik (lidokain, prilokain), derivati methylxantinu
(kofein, theofylin), B-sympatolytik (acebutolol, bopindolol) a anilin. Pfi analyze byly
sledovany reten¢ni profily testovanych latek v zavislosti na charakteru mobilni faze
s obsahem methanolu.

U v8ech latek z vybranych skupin byly provedeny tii série analyz, kdy pro
sérii analyz €. 1 byla pouzita mobilni faze methanol — voda, pro sérii analyz ¢. 2
mobilni fdze methanol — kyselina fosforecna 0,085% a pro sérii analyz ¢. 3 mobilni
faze methanol — acetatovy pufr pH 7. Pfi kazd¢é jednotlivé analyze bylo soucasné
meénéno procentudlni zastoupeni methanolu v mobilni fazi.

Z testovanych latek vybranych skupin vykazovaly retencni profil ve tvaru
,U“ tetracyklinova antibiotika oxytetracyklin, minocyklin v sérii analyz ¢. 2 a
minocyklin 1 v sérii analyz €. 3, neuroleptika thioridazin, perphenazin v sérii analyz
¢. 2 a perphenazin i1 v sérii analyz €. 3, lokélni anestetika lidokain, prilokain v sérii

analyz €. 2, 3 — sympatolytika acebutolol, bopindolol v sérii analyz ¢. 2 a €. 3.
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Rigorous Thesis Title: Retention ,,U“ profiles testing of selected substances on

pentafluorophenyl stationary phase

Retention ,,U* profiles were examined on pentafluorophenyl stationary phase
at selected substances. For testing there were chosen substances from the group of
tetracycline antibiotics (oxytetracycline, minocycline), neuroleptics (thioridazine,
perphenazine), local anesthetics (lidocaine, prilocaine), methylxanthine derivates
(caffeine, theophylline), B-sympatholytics (acebutolol, bopindolol) and aniline.
During the analysis the retention profiles of the tested substances were observed as
influenced by the character of methanol mobile phase.

Three analysis series were carried out at all of the tested substances. In
analysis series number 1 the mobile phase methanol — water was used. For analysis
series number 2 it was the mobile phase methanol — phosphoric acid 0,085% and for
analysis series number 3 it was the mobile phase methanol — acetate buffer solution
pH 7. In each analysis the methanol percentage in the mobile phase was changed.

In the group of the tested substances the U-shaped retention profile was
shown by the tetracycline antibiotics oxytetracycline, minocycline in analysis series
2 and minocycline in analysis series 3 as well, neuoroleptics thioridazine,
perphenazine in analysis series 2 and perphenazine in analysis series 3 as well, local
anesthetics lidocaine, prilocaine in analysis series 2, B-sympatholytics acebutolol,

bopindolol in analysis series 2 and 3.
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Seznam zkratek

ACN acetonitril

ATC anatomicko-terapeuticko-chemicka klasifikace 1é€iv
C18 oktadecylova faze

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CNS centralni nervova soustava

DAD Diode Array detektor

HILIC chromatografie hydrofilnich interakci
HPLC vysokoucinnd kapalinovéa chromatografie
HS F5 pentafluorofenylova faze

CHOPN Chronické obstrukéni plicni nemoc
ICHS Ischemicka choroba srde¢ni

ISA Intrinsic sympatomimetic activity
MeOH methanol

MF mobilni faze

MRSA meticilin rezistentni stafylokokus aureus
MS hmotnostni spektrometrie

RNA ribonukleova kyselina

RP - HPLC chromatografie na reverznich fazich

uv ultrafialova oblast

UV/VIS ultrafialové/viditelna oblast



1 Uvod

HPLC je v soucasné dobé¢ jedna z nejprogresivnéjSich analytickych metodik,
ktera nachazi stale vétsi uplatnéni ve vSech oblastech analyzy 1éCiv. Cilem vyvoje
této analytické metody je dosazeni separace s co nejvyssi ucinnosti, v co nejkratSsim
Case a s co nejvyssi citlivosti Rozvoj HPLC tak zaznamenava jak oblast
instrumentalni, tak i oblast vyvoje dostupnych druhl stacionarnich fazi. Pravé vyvoj
novych stacionarnich fazi je jednim z velice dalezitych trendd, ktery pomaha rozsitit
moznosti pii analyze 1éCiv za pouziti HPLC. Dostupnost stacionarnich fazi
zaloZzenych na polymernich sorbentech, na ¢asticich s pevnym jadrem, sorbentech
jiného nez silikagelového charakteru ¢i chemicky modifikovanych alternativnich
stacionarnich fazich o jiné polarité¢ nez konvencni C-8 a C-18 faze pouzivané v RP-
HPLC pak umoziuje dosazeni G¢inné¢jSich separaci komplikovanych smési latek
velice podobnych struktur, ¢i latek polarniho charakteru. Polarni a bazické latky patii
z hlediska analyzy k velmi problematickym analytim v kapalinové chromatografii.
Dosazeni retence polarnich analyti a tak 1 jejich stanoveni umoziuje také
pentafluorofenylova stacionarni faze, ktera je zatim pomémé malo pouzivanou
alternativni stacionarni fazi. Jeji testovani pro analyzu polarnich a bazickych analyt
bylo néaplni této rigordézni prace, pficemz u nékterych vybranych latek byly

sledovany reten¢ni profily ve tvaru ,,U*.



2 Cil a zadani rigorézni prace

Cilem a zadanim této rigordzni prace je sledovani reten¢nich ,,U* profila
vybranych latek na pentafluorofenylové stacionarni fazi. Jako testované latky byly
vybrany latky ze skupiny tetracyklinovych antibiotik (oxytetracyklin, minocyklin),
neuroleptik (thioridazin, perphenazin), lokélnich anestetik (lidokain, prilokain),
derivath methylxantinu (kofein, theofylin), B-sympatolytik (acebutolol, bopindolol) a
anilin. Pfi analyze byla sledovéna retence testovanych skupin latek v zévislosti na
charakteru mobilni faze s ménici se koncentraci methanolu a hodnotou pH. Cilem
bylo zjistit, které latky z vybranych skupin vykazuji retenci ve tvaru ,,U*. Ziskané
poznatky je mozné uplatnit pro analytické stanoveni bazickych a polarnich latek na
HS F5 stacionérni fazi, kdy je mozné vy$s$im pifidavkem methanolu do mobilni faze
dosdhnout zna¢ného zvyseni retence tohoto problematického typu latek a tak je

uspésné separovat a analyzovat.

10



3 Teoreticka cast

3.1 Chromatografie

3.1.1 Zakladni principy chromatografickych metod

Chromatografické metody jsou vysoce ucinné separa¢ni metody, které jsou
ureny k oddéleni analyzovanych sloZzek smési a zaroven k jejich kvalitativni i1
kvantitativni analyze.

Pii chromatografickych metodach dochazi k postupnému, mnohokrat
opakovanému vytvareni rovnovaznych stavli délenych latek mezi dvéma vzdjemné
nemisitelnymi fazemi. Jedna nepohybliva, stacionarni faze, ma schopnost zadrzovat
soucasti analyzované smeési, druha pohyblivd, mobilni fadze, vymyva (eluuje) tyto
soucasti z nepohyblivé fize a odndsi je ve sméru toku riiznou rychlosti, ¢imz dojde
k oddé¢leni slozek smési. Rychlost postupu latky zavisi na sorp¢ni rovnovaze, tzn.
¢im pevnéji se latka sorbuje na stacionarni fazi, tim pomaleji v chromatografickém
systému postupuje.

Chromatografické metody mizeme rozdélit z hlediska:

» podstaty separatniho dé&je  (chromatografie adsorpéni, rozdélovaci,
iontovyménna, na molekulovych sitech)

» usporadani stacionarni faze (chromatografie kolonova, ploSna (papirova,
tenkovrstva))

» zpusobu vyvijeni (chromatografie elu¢ni, vytésnovaci, frontalni analyza)

» podle charakteru mobilni faze (chromatografie plynova, kapalinova)

[11, [2], [3].

3.1.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High
Performance Liquid Chromatography) - HPLC

HPLC je v soucasné dob¢ jedna z nejprogresivnéjSich analytickych metodik,
ktera nachazi stale vetsi uplatnéni ve vSech oblastech analyzy 1é¢iv. HPLC je Siroce

vyuzivana ve v§ech modernich 1ékopisnych monografiich [2].
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Hlavni pfednosti HPLC:

a) Moznost kvalitativniho i kvantitativniho hodnoceni separovanych slozek smési.
b) Rychlost analyzy, citlivost stanoveni (v zavislosti na pouzitém detektoru).

c) Spotfeba minimalniho mnozstvi vzorku.

d) Moznost automatizace [2].

e) Pouziti pro separaci tepelné nestalych 1 netékavych sloucenin (je mozZno
pracovat za laboratorni teploty bez nutnosti pfevadét vzorek na plyn na rozdil od
plynové chromatografie) [3].

Separacni ucinnost kapalinové kolonové chromatografie zavisi na velikosti
Castic stacionarni faze. Cim mensi a stejnomérng&jsi jsou astice stacionarni faze, tim
vétsi je ucinnd plocha a separacni u€innost. Pro dostatecné rychly pratok mobilni
faze je vSak nutné protlacit ji kolonou pomoci Cerpadla pod vysokym tlakem.
K déleni latek lze vyuzit vSech vratnych dvoufazovych separa¢nich mechanismii
(adsorpce, rozdélovani, iontovd vymeéna, sitovy efekt gelu), a proto je mozné nalézt
selektivni a u¢inny chromatograficky systém k déleni smési prakticky vSech
organickych latek rozpustnych ve vodé€, ziedénych kyselindch nebo organickych
rozpoustédlech [1].

Vyuziti HPLC v praxi je velmi Siroké, zejména pro hodnoceni steroidd,
cukrii, vitaminQ, pesticidl, barviv. HPLC se vyuziva také v analyze léCivych
ptipravkll — pfi identifikaci 1éCiv, stanoveni obsahu a Cistoty latek, pfi feSeni
problematiky stability 1éCiv, pfi analyze pfirodnich l1éCiv v rostlinnych materidlech a

pii monitorovani lé¢iv a jejich metabolita v télnich tekutinach [1], [2].

3.1.3 Typy HPLC

Dle procesu separace rozliSujeme nésledujici typy HPLC:
a) s normalni fazi — k analyze pouZziva polarni stacionarni fazi a nepolarni mobilni
faze
b) sreverzni fazi — vzhledem k polarité fazi je obracend k HPLC s normalni fazi
c) iontovyménnd — staciondrni fazi je zde ménic iontd. Dochézi tak k vyménég ionth
mezi fazi stacionarni a mobilni. Pfitom se uplatiluji elektrostatické ptitazlivé sily

mezi ionty opacného naboje (Coulombovy sily)
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d) gelova permeaéni — kde jsou molekuly separovany dle své velikosti, pficemz
nedochazi k interakci molekul analytu se stacionarni fazi
e) afinitni — vyuziva vyjimecné biologické schopnosti nékterych latek specificky a

reversibilng vazat jiné latky [3], [4], [5], [6]

3.1.4 Schéma kapalinového chromatografu

Obriazek 1 — blokové schéma kapalinového chromatografu — 1, 2 — mobilni faze — elu¢ni ¢inidla;
3 — vysokotlaka Cerpadla; 4 — sméSovac; 5 — manometr; 6 — davkovac;

7 — predkolona; 8 — kolona; 9 — detektor; 10 — sbéra¢ frakci; 11 — pocitac [1]
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Mobilni faze je pfi chromatografii ¢erpana z 1 — 3 zdsobnikli vysokotlakym
cerpadlem konstantnim bezpulznim tokem o malé rychlosti (0,1-10 ml/min.) za tlaku
az 40 MPa. Material cerpadla (nerezova ocel, keramika, plast) nesmi byt narusovan
mobilni fazi a nesmi do ni uvoliiovat zadné latky. Ventily fidici tok eluentu jsou
Casto zhotoveny z pryZe nebo safiru.

Cerpadlo je spojeno s naprogramovanym smé§ovacim zafizenim. To
umoziluje nastaveni sloZzeni mobilni faze. Pii déleni smési latek, jejichz elucni
parametry se prili§ nelisi, se pouziva izokratickd eluce jedinou mobilni fazi, jejiz
slozeni se bcéhem chromatografie neméni. Jestlize se vSak jednotlivé slozky
nékterych smési latek vyznacné 1isi svymi eluénimi parametry a nelze tak u nich
dosahnout optimalniho déleni, s vyhodou se vyuziva gradientové eluce, pii které se
k jedné mobilni fazi plynule pfimichdva rostouci mnozstvi druhé mobilni faze
s vétSim eluénim ucinkem. Vytvari se tak plynuly koncentracni gradient mobilni

faze. Obdobnym zptisobem lze pro eluci vyuzit i gradient pH.

13



Vzorek se déavkuje bud injekéni mikrostiikackou, nebo déavkovacim
kohoutem. V piipad¢ injekéni mikrostiikacky lze pomoci ru¢niho iautomatického
ovladani davkovat rizné objemy. Existuji ale nevyhody z hlediska tésnosti, udrzeni
tlaku a vnaSeni stop materidlu, a proto musi byt zafizeni zhotovena z inertnich
materiali — nerezova ocel, titan, nckteré polymery. Byly vyvinuty techniky
oznacované jako davkovani pii zastaveni toku (stop-flow injection), které odstranuji
nekteré nedostatky. Davkovacim kohoutem lze davkovat pevné dany objem roztoku
(davkovaci smycka s obsahem 10 nebo 20 pl), avS§ak mnohem piesnéji. Mensi vzorky
fadu zlomk pl jsou aplikovany na kolonach malych vnitinich priméra (micro-bore
columns) pomoci specidlnich mikroinjektori. Dnes jsou vSak jiz vyhradné pouzivany
moderni autosamplery pro n€kolik desitek az stovek vzorkd.

Obrizek 2 — davkovaci kohouty s davkovaci smyckou [ 5]

K rozdéleni smési na jednotlivé slozky, které jsou unaSeny mobilni fazi do
detektoru, dojde na chromatografické koloné. Pro analytické ucely jsou kolony
zhotoveny zpravidla z nerezové oceli ¢i skla a jsou naplnény vhodnymi sorbenty.
Jako ochrana hlavni kolony jsou hojné¢ pouzivany ptedkolony umisténé mezi
davkovaci zafizeni a analytickou kolonu. Zptsobuji jen malé rozSifeni pikti a chrani
kolonu pted necistotami a nerozpustnymi materialy.

Detektor indikuje pritok separované slozky detekéni celou, pfenasi upraveny
signal do pocitace, ktery ho zpracuje, umozni vystup na tiskdrnu a zaroven tidi chod
celého chromatografu. Pouzivaji se detektory spektrofotometrick¢ (UV, UV/VIS,
DAD), fluorimetrické, elektrochemické a refraktometrické. Pro detekci 1é¢iv je v posledni
dob¢ vyuzivano téz spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (MS). Na detektory pro
HPLC jsou kladeny pozadavky vysoké citlivosti (detekce latek v roztoku

v koncentracich ng/ml az pg/ml), reprodukovatelnosti a linearity odezvy, nezavislosti
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odezvy na zménu sloZeni mobilni faze pfi gradientové eluci a univerzalnosti (detekce
vSech oddélenych slozek vzorku).

VétSina separaci HPLC probihd pii laboratorni teploté. Nékteré se vyznamneé
zlepsi zvySenim teploty pfi termostatovani. Programovd zmeéna teploty se béhem
HPLC analyzy nevyuziva.

Mobilni faze, které jsou pouzivany pii HPLC, musi byt velmi Cisté a zbavené
rozpusténych plynit probublavanim heliem nebo pisobenim ultrazvuku za vakua.
K ziskdni pfimétenych elu¢nich parametri je nutny vybér vhodné mobilni faze.
Podle rostouci elu¢ni Gcinnosti jsou rozpoustédla sefazena do eluotropni fady:
heptan< cyklohexan < tetrachlormethan < toluen < éter < chloroform < aceton <
acetonitril < ethanol < methanol < octové kyselina < voda. Pfi RP — HPLC eluotropni
fada plati v obraceném potadi a polarni methanol méa zde vyssi eluéni G€innost nez
voda. Pro zlepSeni déleni kyselych a bazickych latek se do organického rozpoustédla

pridava malé mnozstvi kyseliny, zdsady nebo pufru [1], [2], [3], [7].

3.1.5 Charakteristiky HPLC

Chromatogram ptedstavuje zdznam odezvy detektoru, koncentrace eluované
latky nebo jiné veliiny pouzité jako méfitko této koncentrace v zéavislosti na cCase,
objemu nebo vzdalenosti. Idealizovany chromatogram pfedstavuje tada

gaussovskych pikti rozdélenych na zékladni linii [8].

Kvalitativni analyza

Zakladni kvalitativni charakteristikou pro kazdou separovanou latku v daném
systému je elucni (retencni) Cas #z nebo elucni (retencéni) objem Fr. Retencni Cas je
doba, kterd uplyne od nasttiku vzorku do dosazeni maxima elu¢ni kfivky a retencni
objem je protekly objem kolonou za tuto dobu. Mezi reten¢nim ¢asem a reten¢nim
objemem existuje vztah [7]:

Ve=1t.v ,kde
tr — retenéni Cas;

v — prutokova rychlost mobilni faze [8]
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Kvantitativni analyza

Kvantitativni charakteristikou HPLC je plocha pod kiivkou, resp. vyska piku.
Pro kvantitativni vyhodnocovani na zéklad¢ kalibracni zavislosti nebo metody
standardniho ptidavku je vyhodné&jsi pouzit plochu pod pikem, pouze u symetrickych

pikt 1ze vyuzit k vyhodnoceni vysku piku [9].

3.1.6 Stacionarni faze

Kvalita stacionarni faze — velikost, tvar, porozita, stejnomérnost a struktura
ma hlavni podil na kvalité separace. Stacionarni faze, ktera tvoii napln kolony pro
HPLC, musi byt homogenni (¢im pravidelnéjsi tvar ¢astice maji, tim je G¢innost
kolony vys§i). Zajimavy typ kolon pfedstavuji tzv. monolitické kolony, které jsou
tvofeny vysoce CiSténym polymernim silikagelem, resp. jeho modifikacemi. Na
rozdil od konvencnich stacionarnich fazi, které se skladaji z jednotlivych castic
sorbentu o definované velikosti, monolitické HPLC kolony tvoii jediny kus
pérovitého materidlu, ktery zcela zapliiuje vnitfek separacni kolony [10], [11].

V zéavislosti na studované latce 1ze vybirat ze stacionarnich fazi klasickych,
reverznich a chiralnich. VétSina komercnich stacionarnich fazi je silikagelové
povahy s moznosti riznych modifikaci zakladniho silikagelu, ale v soucasnosti se
objevuji 1 alternativy na béazi aluminovych, zirkoniovych, titaniovych, resp.

organickych polymert [10].

Typy stacionarnich fazi dostupnych pro HPLC separaci:

»  Pro separaci latek na zakladé adsorpce se vyuziva nemodifikovany
silikagel, na jehoz volné pfistupné skupiny Si-OH na povrchu se polarni latky
adsorbuji prostfednictvim vodikovych vazeb. Oxid hlinity je vhodné&jSim
adsorbentem zejména pro méné polarni latky. Pro separaci s normalnimi fazemi lze

dale pak pouzit oxidu zirkoni¢itého ¢i porézniho grafitu [1], [10].
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Obrazek 3 — nékolik rozdilnych typui silanolovych skupin (aktivnimi centry na povrchu

silikagelu jsou hydroxylové skupiny resp. silanolové skupiny Si-OH) [7]

NN N \ W
D\\ /D\ /D\Si/n\ii/l:I I:l\Si//l:l\\Si’/nhﬂ\m/

PorOA A

Vimmd vodii ovimmisthem Too Lot Tednodudhi [mojit

Silanolowa skuping

»  Pii rozdé€lovaci chromatografii je kapalna stacionarni faze zakotvena
na vhodném nosi¢i. Mechanicky zakotvend kapalna faze neni vSak pro HPLC pfili§
vhodnd, protoze pfi vysokém tlaku dochdzi k jejimu naruseni. V HPLC se proto
pouzivaji tzv. chemicky vazané staciondrni faze, kdy na povrchu silikagelovych
zrnek jsou vhodnou chemickou reakci navazany riizné radikaly. Dle vazané skupiny
maji chemicky modifikované faze rlznou polaritu od nepolarnich, vysoce
hydrofobnich (napfiklad klasick4 oktylova C8 ¢i oktadecylova C18 stacionarni faze),
které se pouzivaji pro obraceny systém fazi (reversed phase RP) az po polarni. Pro
separaci s reverznimi fdzemi se nabizi chemicky modifikovany silikagel, oxid
zirkonicity, porézni grafit nebo syntetické polymery [1], [2], [10].

»  Pro déleni latek iontového charakteru ve vodé rozpustnych 1éCiv,
vitaminli, aminokyselin jsou urCeny stacionarni faze s vlastnostmi iontoménicti —
pryskyfice, polymery s kyselymi nebo bazickymi skupinami [1], [8].

»  Porézni silikagel nebo polymery jako je naptiklad dextran (Sephadex)
jsou pouzivany ve vylucovaci chromatografii a jsou tedy vhodné k déleni
vysokomolekularnich molekul — naptiklad bilkovin a polysacharidi [1], [8].

»  Vchirdlni chromatografii pro stanoveni optickych izomerl se
uplatiuji specidlni chemicky modifikované stacionarni faze, napt. derivaty celulosy

nebo amylosy, bilkoviny nebo peptidy, cyklodextriny [8].
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Silikagelové kolony patii k nejcastéji pouzivanym, jejich nevyhodou je vSak
skute€nost, ze jsou stabilni jen v izkém rozsahu hodnot pH. Degradace silikagelu se
také zvySuje s rostoucti teplotou, kdy jako limitni se udava teplota 70 °C. Pokud neni
vyrobcem uvedeno jinak, pfedpoklada se, Ze kolony pro chromatografii s obracenymi
fazemi s naplni na bazi silikagelu jsou stabilni v mobilnich fazich o zdanlivém pH
2,0 — 8,0. Nejcastéjsi velikost ¢asteCek naplné jsou 3, 5 a 10 um. Pro vySe zminéna
omezeni se nabizi pouZiti staciondrni faze, kde je nosi¢em chemicky vazané faze
oxid zirkonicity, oxid titani¢ity nebo rizné¢ modifikované organické polymery [7],

[8], [10].

Priklady vybranych alternativnich stacionarnich fazi
Staciondrni faze na bazi oxidu zirkonicitého

Kolony se stacionarni fazi na bazi oxidu zirkonicitého jsou uzivany jak pfti
normalni HPLC, tak i pfi HPLC s obracenymi fdzemi. Podobné jako silikagel mize
byt stacionarni faze oxidu zirkoni¢itého na povrchu chemicky modifikovana. Pfi
analyze latek se pak uplatiiuji polarni i nepolarni interakce.

Oproti silikagelu mé tato faze fadu vyhod. Vyznacuje se velkym povrchem,
ktery lze reprodukovatelné ptipravit. Tvar jeho ¢astic je sféricky a velikost ¢astic se
nachazi vUzkém intervalu 3-25 pm. Vykazuje neobycejnou chemickou a
mechanickou stabilitu a odolnost. V zavislosti na modifikaci stacionarni f4ze mohou
byt zirkoniové kolony stabilni v celém rozsahu pH (1-14) a pfi teplotach az do 200°C
[10], [12], [13], [14].

Polymerni staciondrni faze

Polymerni stacionarni faze jsou stacionarni faze na bazi polymeru, nejcastéji
polystyrendivinylbenzenu nebo polymethakrylatu. Vyznacuji se velkym adsorpcnim
povrchem, stabilitou v celém rozsahu hodnot pH (1-14) a teplotni stabilitou pfi
teplotach az do 200°C. Stabilita téchto fazi je vSak limitovana stabilitou funkénich
skupin polymeru. Polymerni stacionarni faze jsou omezeny maximalnim pracovnim

tlakem na koloné¢, ktery je 20 MPa.
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V zévislosti na typu polymeru, ktery fazi tvofi, se polymerni stacionarni faze
uzivaji k separaci latek charakteru sacharidti, cukernych alkoholti, proteint, peptida,

malych proteintl, organickych kyselin a tetracyklint [15], [16], [17], [18].

Stacionarni faze pro hydrofilni interakcéni kapalinovou chromatografii

(Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) - HILIC

Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (HILIC) je urCena pro
separaci siln€ polarnich a hydrofilnich sloucenin, které maji ¢asto nizkou nebo viibec
zadnou retenci na reverzni fazi kolony.

Ze stacionarnich fazi lze pro HILIC pouzit stacionarnich fazi primarné
ur¢enych pro HPLC na normadlnich fazich nebo pro RP-HPLC, které obsahuji
aminoskupiny nebo hydroxyskupiny. Alternativou jsou pak specidlni stacionarni faze
uréené piimo pro HILIC. Ty se miiZzou d¢lit na:

a) neutrdlni stacionarni faze
b) elektricky nabité stacionarni faze
c) ,.zwitterionické” stacionarni faze (ZIC-HILIC, ZIC-pHILIC)

Jedna se o stacionarni faze na bazi silikagelu (ZIC-HILIC) nebo polymeru
(ZIC-pHILIC) s kovalentné vazanou vysoce polarni ,zwitterionickou™ funkéni
skupinou (hybridni iontova skupina), kterd zaruCuje vyS$$i stabilitu a robustnéj$i

HILIC separaci nez konvencni faze silikagelu nebo amino faze [19], [20], [21], [22].

Hybridni stacionarni faze

Hybridni anorganicko-organické stacionarni fdze kombinuji nejlepsi
vlastnosti silikagelu, tj. vysokou ucinnost a vynikajici mechanickou stabilitu,
s nejlepSimi vlastnostmi polymernich sorbentli, tj. mimofadnou pH stabilitou
a snizenym efektem rezidudlnich silanolii. Z hybridnich stacionarnich fazi jsou
v soucasné dobé na trhu dostupné naptiklad analytickd kolona Gemini Phenomenex,
Analyticka kolona Pathfinder Shimadzu, Analytickd kolona XTERRA Waters nebo
Analyticka kolona XBridge Waters [23], [24], [25], [26].

Dalsi podrobna charakteristika uvedenych alternativnich fazi je podrobné

rozepsana v dané diplomové praci [27].

19



3.1.7 Pentafluorofenylova stacionarni faze HS F5

vvvvvv

dostupnou fluorovanou stacionarni fazi v kapalinové chromatografii. Jeji vyznam
v HPLC stoupd diky jeji jedinecné selektivité, kterou se lisi od klasickych
stacionarnich fazi (C8, C18) bézné¢ wuzivanych v RP-HPLC. Tato selektivita
umoziiuje analyzu chemicky piibuznych latek, naptiklad ptfirodnich sloucenin a
jejich metaboliti v biologickych matricich, které vétSinou na oktadecylové fazi C18

nelze stanovit nebo jen velmi tézce [28], [29], [30].

Charakteristiky HS FS5 kolony [29]

USP Kod: L43

Navazana faze: Pentafluorophenylpropyl
Endcap: Ano

Nosic SF: Silikagel

Tvar castic: Stéricky

Cistota castic: <10ppm kovovych &astic
Velikost castic: 3,5,a10 um

Velikost porii: 120 A

Plocha povrchu: 300 m*¥/g

Zastoupeni uhliku: 12 %

Rozsah: 4 umol/m?

Rozmezi pH: 2az8

Teplotni rozmezi: <70°C

Struktura HS F5 kolony

Obrdzek 4 — struktura HS F5 [7]

F F

\5' F
ZaRval
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HS F5 stacionarni fadze obsahuje pentafluorofenylovy ligand, ktery je na
silikagel navazan pres propylovy mustek. Pfestoze struktura HS F5 je tvofena
aromatickym jadrem (fenyl), je retence i selektivita od fenylové faze odlisna.
Pfi¢inou je pfitomnost atomu fluoru, které jsou navazané na fenylové jadro. Tyto
atomy fluoru jsou elektronegativni, coz zptsobuje, ze se HS F5 chova jako silna
Lewisova  kyselina.  Prostfednictvim  tvorby  vodikovych  vazeb  mezi
elektronegativnimi atomy fluoru HS F5 fdze a funkénimi skupinami molekul jako
jsou naptiklad —OH, -NH,, -SH se tak uplatiiuji polarni interakce, které umoziiuji
analyzu polarnich latek, jez jsou pak na této koloné vice zadrzovany. Pii analyze
latek se za pouziti pentafluorofenylové faze uplatituje hned nckolik selektivnich
mechanismi. Zatimco pfi pouziti klasické C18 faze je separace analytl zaloZena
vyluéné na hydrofobnich interakcich, u HS F5 kolony se na separaci latek podili
mimo hydrofobnich interakci béznych pro RP-HPLC i interakce polarni, interakce
typu dip6l — dip6l a n-n interakce [28], [31].

Obrdzek 5 — mechanismus separace analytii za pouZiti HS F5 faze [28]

Vyborny tvar pikil, vysokd reprodukovatelnost vysledkii a moznost pouziti
pro transparentni syst¢ém LC/MS jsou dal§imi vyhodami, které HS F5 stacionarni
taze oproti C18 fazi nabizi. S vyhodou lze tuto fazi pouzit pro separaci obtizné
separovatelnych slou¢enin vcetné vysoce polarnich sloucenin, halogenovanych
sloucenin, aromatickych sloucenin, polohovych izomerit a komplexnich ptirodnich
produkti. Pentafluorofenylova kolona je pak vhodnd svou retenci a selektivitou
zejména pro halogenované a bazické latky, pficemz bazické latky jsou na HS F5
zadrzovany vice nez na C18 [29], [32], [33].

V zéavislosti na parametrech analyzy pracuje jako faze normalni nebo jako
faze reverzni. Retence a selektivita HS F5 stacionarni faze je ovlivilovana
charakterem mobilni fize, zejména pH mobilni faze a koncentraci a typem pufrt

[29], [30], [32].
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»U* profily

Pii analyze latek na pentafluorofenylové fazi je sledovana zména retence
v zavislosti na ménicim se charakteru mobilni faze. Nékteré latky vykazuji tzv.
retenci ve tvaru ,,U“, ktera popisuje skutecnost, ze HS F5 se za urcitych podminek
chova jako faze normalni (polarni), v jiném piipad¢€ pak jako faze reverzni [30].

Pti zkoumani ,,U* profili na HS F5 koloné, byla sledovéna retence soucasné
u latek kyselych, neutralnich a latek bazickych. Vyznamna retence ve tvaru ,,U* byla
poskytovana pouze latkami bazickymi [34].

Obrazek 6 - schéma znazoriujici zavislost retenéniho casu analyzované ldtky v souvislosti s

ménicim se procentudlnim zastoupenim methanolu v mobilni fazi

100

Reverzni faze Normalni faze

|
80 :
70 :
60 - |
50 - |
40 - :
30 :
20 - . !
10 - . |

t (min)

0 20 40 % MeOH 60 80 100

Oblast na schématu, kde se HS F5 faze chova jako fdze normadlni, je ddna

iontovou silou mobilni faze [34].

Priklady vyuziti pentafluorofenylové stacionarni faze k analyze

konkrétnich latek v praxi

Moznost vyuziti pentafluorofenylové stacionarni faze pro rychlou separaci
fenylethylaminovych alkaloidd ((%)-oktopamin, (£)-synephrin, tyramin, N-
methyltyramin and hordenin) vyskytujicich se v plodech a kiife citrusovych rostlin
ruznych druhi, v extraktech a v dietnich dopliicich stravy idajné obsahujicich slozky

z téchto rostlin prokazuje studie Fast high-performance liquid chromatography
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analysis of phenethylamine alkaloids in Citrus natural products on a
pentafluorophenylpropyl stationary phase. Pouziti HS F5 eliminovalo problém
analyzy fenylethylaminovych alkaloidd, tj. chvostovani pik, nizk4 retence a Spatné
rozliSeni. Tato vyvinuta analytickd metoda tak miize byt vhodna pro kontrolu kvality
rostlinného materialu citrust a komer¢nich produkti [35].

Ve studii Determination of ephedrine alkaloids in Ephedra natural products
using HPLC on a pentafluorophenylpropyl stationary phase se autofi opét zabyvaji
stanovenim fenylethylaminovych alkaloidii obsazenych v rostlinnych produktech,
konkrétné¢ v rostlinich rodu Ephedra. Byla vyvinuta metoda, kterda umoziluje
kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni alkaloidii efedrinu, kdy pti danych analytickych
podminkach, je maximalni doba analyzy 16 minut. Navic umoZiiuje soucasné
stanoveni alkaloidii efedrinu a fenylethylaminovych alkaloidi rostliny Citrus
aurantium, které nahrazuji efedrin v ptipravcich k terapii obezity [36].

Diky pentafluorofenylové fazi byla vyvinuta a validovana nova bioanalyticka
HPLC metoda pro stanoveni ciprofloxacinu a norfloxacinu, ktery slouzil jako vnitini
standard, ve vzorcich plazmy. Tato skuteCnost je popsana v praci High-performance
liquid chromatographic determination of ciprofloxacin in plasma samples. Pouziti
pentafluorofenylpropylové faze eliminovalo nedostatky dfive publikované metody
pro stanoveni ciprofloxacinu metodou RP-HPLC za pouziti klasické C18 stacionarni
faze, kdy se pted stanovenim pfidavalo do mobilni faze ¢inidlo z diivodu zabranéni
chvostovani pikd. Nova validovana bioanalytickda HPLC metoda byla pouzita ve
farmakokinetickych studiich [37].

Cilem studie HPLC methods for determination of two novel
thiosemicarbazone anti-cancer drugs (N4mT and Dp44mT) in plasma and their
application to in vitro plasma stability of these agents bylo vyvinout a validovat
HPLC metody pro stanoveni dvou novych thiosemikarbazonovych cytostatik
v plazmé. K analyzam byla pouzita pentafluorofenylova faze. Validované metody
byly uspésné pouzity pro urceni stability G€¢innych latek in vitro v plazmé, kdy bylo
prokézano, ze ob& thiosemikarbazonova cytostatika vynikaji vyznacné vyssi

stabilitou in vitro v plazmé nez-1i jejich arylhydrazonovi predchidci [38].
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3.1.8 Problematika analyzy polarnich bazickych latek

Polarni a bazické latky patfi z hlediska analyzy k velmi problematickym
analytim v kapalinové chromatografii. To plati, zejména pokud jsou k analyze téchto
latek pouzity konvencni metody kapalinové chromatografie, kam patii i Siroce
pouzivand chromatografie na reverznich fazich, kdy je stacionarni fdze nepoldrni a
mobilni faze polarni.

Siln€ polarni a iontové latky se na nepoldrnich fazich zadrzuji velmi malo
nebo vibec a eluuji s mrtvym objemem kolony nebo dfive, nez odpovida mrtvému
objemu kolony, coZ je jev tzv. iontové vyluky. Aby dochazelo k retenci polarnich
latek na zdklad¢ interakce snepolarni stacionarni fazi, muselo by byt naptiklad
pouzito pouze vodné mobilni faze. Tato moznost je vSak nevhodna hned z n¢kolika
diivodii. Vodna mobilni faze neni vhodnym médiem pro ionizaci elektrosprejem u
detekce za pomoci hmotnostni spektrometrie. Déale v nékterych ptipadech zejména u
malych polarnich molekul nemusi vést pouZiti této vodné mobilni faze k uspokojivé
retenci, tyto latky jsou stidle vymyvany s mrtvym retenénim objemem. Navic
v piipad¢ pouziti C18 jako stacionarni faze, ktera je bézn¢ pro RP-HPLC pouzivana,
by mohlo dojit k tzv. hydrofobnimu kolapsu jinak také nazyvanému fazovy kolaps
(Phase Collapse). Pii ném dochazi ke zhrouceni C18 fetézcii a naruSeni funkce
stacionarni faze [39].

Obrdzek 7 — fazovy kolaps v RP-HPLC: a) mobilni fiaze MeOH-H,0, b) mobilni fize H,0 [39]

. H:O  HO

/ CH,OH
CH,OH

. H:0" CH,OH

H.O H,O

TH,OH H,O CH,OH

(b)

Reverzni staciondrni fdze pro analyzu polarnich latek s vyuzitim prakticky
vodnych mobilnich fazi, kde obsah vodné slozky je casto vyssi nez 95%, musi tedy

ve své struktufe obsahovat n€kterou z nasledujicich slozek:
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kratké alkylové fetézce bez ,,endcappingu
hydrofilni, polarné ,,endcappovana* stacionarni faze
vloZena polarni faze

dlouhé¢ alkylové fetézce

YV V. V V V

velky primér port staciondrni faze [7], [40], [41]

Tato moznost docileni retence polarnich analyti prostiednictvim pouziti
chromatografie na reverzni fazi a mobilni faze s vysokym obsahem vodné slozky je
relativné vhodna 1 z hlediska rozpustnosti polarnich analytt [39].

Pro zvySeni retence polarnich molekul pii RP-HPLC na klasické C18 koloné
se nabizi napiiklad moZnost derivatizace polarnich molekul na molekuly méné
polarni. Tento Casové narocny piistup vSak miize vést ke vzniku vedlejSich produkti.
Jinou moznosti by mohla byt tvorba nepolarnich komplexi polarnich analyt
s reaktantem, ktery se pfida do mobilni faze. Ob¢& varianty vSak Casto vedou
k metodam, které postradaji robustnost a reprodukovatelnost. Omezuje se i moznost
pouziti detekce prostiednictvim hmotnostni spektrometrie [6].

Aby mohlo dochézet k interakci analytu s nepolarni stacionarni fazi a tak
k retenci latek pomoci rozdélovaciho mechanismu, je nutné, aby byl analyt co
nejvice hydrofobni, v neionizovaném stavu. Chromatografické chovani iontovych
latek lze ovlivnit apravou pH mobilni faze, kdy zménou pH dochézi k potlaceni
disociace slabych kyselin ¢i slabych bazi. V disledku toho je zvySena retence a
zamezeno chvostovani piku analyzované latky. Problém ale nastava v ptipadé
polarnich bazickych latek, u kterych je potlac¢ena disociace zvySenim pH na hodnotu
asi pH 7-8. Pii pouziti silikagelu jako stacionarni faze pro analyzu té€chto analytii tak
dochazi pti pH > 8,5 k jeho rozpousténi [7], [42].

Pro analyzu v Sirokém rozmezi pH s rozSifenym aplika¢nim potencidlem do
oblasti bazickych latek je tak k dispozici nékolik druhti stacionarnich fazi [43]:

» stacionarni faze na bazi silikagelu s rozsitenou chemickou stabilitou
> silikagel pokryty polymerem

» polymerni stacionarni faze

» hybridni stacionarni faze

» stacionarni faze na bazi kovovych oxidu

>

stacionarni faze na bazi grafitické¢ho uhliku
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V soucasné dobé je tedy v praxi k dispozici n¢kolik vhodnych specialnich
technik, které fesi problematiku analyzy polarnich latek. Mezi takové ptistupy patii i
dynamicky se rozvijejici smér kapalinové chromatografie chromatografie
hydrofilnich interakci (HILIC) ¢i iontové vylucovaci chromatografie. Jak docilit
retence a tak i stanoveni poldrnich analyti lze dale dosahnout pouzitim jiz
zminénych specidlnich typd stacionarnich fazi, kam se fadi i pentafluorofenylova

stacionarni faze.
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3.2 Testované skupiny latek

3.2.1 B-SYMPATOLYTIKA

B—sympatolytika (také zvand B—adrenolytika nebo B-blokatory) jsou velice
vyznamnou farmakoterapeutickou skupinou latek, které prostfednictvim blokady 8-
receptort, tlumi nékteré funkce sympatického nervového systému. B-sympatolytika
reaguji jak s B;-receptory, tak i s B,-receptory. Jejich farmakologicky Gcinek a tim 1
terapeutické pouziti jsou dany vyrazenim ptrednostné receptorti 3;. Na srdci oslabuji
pozitivné inotropni, pozitivn¢ chronotropni, pozitivné batmotropni, pozitivné
dromotropni uc¢inek sympatiku a stejn€ i zvySeni spotieby kysliku. Po podéani 8-
sympatolytik proto klesa tepova frekvence, snizuje se excitabilita srdce, redukuje se
maximalni sila kontrakce i spotfeba kysliku myokardem. Uginek je tim vyrazngjsi,
¢im silnéji byl tonus sympatiku zvySen. B-sympatolytika se vyznacuji i
metabolickymi u€inky, které jsou dany kompetitivnim antagonismem B,-receptori.

Mezi hlavni indikace B-sympatolytik patii 1é€ba arteridlni hypertenze,
ischemické choroby srde¢ni, srdecni nedostatecnosti, srdecni arytmie, infarktu
myokardu a profylaxe reinfarktu. Déle jsou pouZzivany k terapii hyperthyreozy,

uzkostnych stavi, profylaxi migrény a k lokalni 1é¢bé glaukomu [44], [45], [46].

Acebutolol

Obrazek 8 — strukturni vzorec acebutololu

OH
H
0 Y
/\)‘k CH CH
HsC N 3 3
H
o
Sumarni vzorec: C13H23N20
Chemicky nazev: N-(3-acetyl-4-{2-hydroxy-3-[(propan-2-
yl)amino]propoxy } phenyl)butanamid

CAS: 37517-30-9
Molarni hmotnost: 336,426 g/mol
pK,: 9,4
log P: 1,7
[47]
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Fyzikalni a chemické vlastnosti:

Acebutolol se vyskytuje v pevném skupenstvi a jeho rozpustnost ve vode¢ je
259 mg/l. Teplota tani je mezi 119-123 °C [47].

Ve formé hydrochloridu je to bily nebo témét bily krystalicky prasek, ktery je
snadno rozpustny ve vodé a v ethanolu 96%, velmi téZce rozpustny v acetonu a
dichlormethanu. Taje pfi teploté tani asi 143 °C [8].

Hodnota pK, acebutololu je 9,4, log P je 1,7 [47].

Farmakologické vlastnosti:
Farmakoterapeutickd skupina: antihypertenzivum, kardiakum, antiarytmikum

ATC kod: CO7AB04 [48]

Acebutolol je kardioselektivni, tj. B; selektivni blokator, s ¢asteCnym
agonistickym uc¢inkem (mirnou ISA) a vyznaénym stabilizaénim plisobenim na
membrany a antiarytmickou aktivitou. Kombinace kardioselektivity a ISA vede
k intenzifikaci vazodilata¢nich G¢inkd, a proto se latky této skupiny nékdy nazyvaji
B-blokéatory s vasodilatacnimi uc¢inky [48], [49], [50].

Po perordlnim podéni je acebutolol rychle a téméf kompletné absorbovan.
Z dtvodu efektu prvniho prichodu jatry je vSak jeho biologick4 dostupnost pouhych
40%. Maximalni plazmatickd koncentrace je dosazena piiblizné¢ po 2-4 hodinach. U
déti je maximalni plazmatickd koncentrace mirn¢ vyssi nez u dospélych. VétSina
acebutololu je metabolizovdna v jatrech na aktivni N-acetylovany diacetolol.
Maximalni plazmatickd koncentrace diacetololu je dosahovana za 4 hodiny a
plazmatickd koncentrace diacetololu pfedstavuje dvojnasobek koncentrace
acebutololu. Vazba na plazmatické bilkoviny je slaba. Poloc¢as eliminace z plazmy je
pro acebutolol pfiblizn¢ 3-4 hodiny a 8-13 hodin pro diacetolol. Obé& latky jsou pak
z cirkulace vyluCovany prevazné ledvinami. Acebutolol diky své lipofilit€ prochazi

placentarni bariérou a do matetského mléka [48].

Terapeutické indikace:

Acebutolol je indikovan k 1€cb¢€ esencidlni a renalni hypertenze vSech stupi,

pfipadné v kombinaci s thiazidovymi diuretiky nebo 1 jinymi antihypertenzivy, k
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dlouhodobé 1écbé poruch srde¢niho rytmu jak supraventrikuldrnich (tachykardie,
flutter a fibrilace sini, nodalni tachykardie), tak ventrikuldrnich (komorové
extrasystoly, komorova tachykardie). Déle je profylakticky poddvéan jako prevence
zachvati ndmahové anginy pectoris. Je uréen i k dlouhodobé 1é€bé po infarktu
myokardu, kde snizuje riziko recidiv infarktu myokardu, zejména riziko nahlého

amrti [48].

Bopindolol

Obrazek 9 —strukturni vzorec bopindololu
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Sumarni vzorec: C»;Hy3N,O5

Chemicky nazev: 1-(terc-butylamino)-3-[(2-methyl-1H-indol-4-yl)oxy]propan-2-yl benzoat
CAS: 69010-88-4

Molarni hmotnost: 380,48 g/mol

pK.: -

log P: 4,7

[47]

Fyzikalni a chemické vlastnosti:

Bopindolol je latka pevného skupenstvi, jejiz rozpustnost ve vodé je ve forme
soli s kyselinou jable¢nou 3,3 mg/ml a teplota tani ¢ini 152-153 °C [47].

Hodnota pKa bopindololu se neuvadi. Bopindolol je prolécivo. Jeho G¢innym

metabolitem je pindolol, jehoZ pK, je 16,66. Log P bopindololu ¢ini 4,7 [47].
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Farmakologické vlastnosti:
Farmakoterapeutickd skupina: antihypertenzivum, 3-blokator

ATC kod: CO7TAA17 [48]

Bopindolol je proléc¢ivo, jehoz hlavni metabolit pindolol je vysoce ucinny
neselektivni B-blokator s mirnou vlastni sympatomimetickou aktivitou. Chrani srdce
pfed nadmérnou B-adrenergni stimulaci v klidu 1 pfi zatézi. Neplsobi nadmérny
pokles srde¢ni frekvence a srde¢niho vydeje za klidu. Snizuje zvySeny krevni tlak a
zvySenou srdecni frekvenci, aniz pfitom ovlivituje cirkadidnni rytmus. SniZenim
reakce na B-adrenergni stimulaci zvySuje schopnost zatéZze u nemocnych anginou
pectoris, coz vede ke sniZeni jejich symptomtl. U¢inek bopindololu se postupné
zvySuje behem prvnich 2-3 tydni terapie a po jednorazovém podani trva po dobu 24
hodin. Kromé¢ t¢inki kardidlnich se bopindolol vyznacuje diky neselektivni blokadé
B-receptorti 1 ucinky bronchokonstrikénimi a metabolickymi, které jsou nezadouci
[48], [49], [51].

Po perordlnim podani se bopindolol rychle vstiebava. Jeho biologicka
dostupnost je 60-70%. Po vstfebani se hydrolyticky odstépuje esterova vazba a tento
prvni metabolit je farmakologicky aktivni. Vaze se na plazmatické proteiny asi ze
60-65% a maximalnich plazmatickych hladin dosahuje za 2 hodiny po podani.
Biotransformuje se, 40-60% se vyluCuje ledvinami a ztoho vétSina v podobé
aktivniho metabolitu. Biologicky polocas eliminace je pfiblizné 4 hodiny pro fazi

alfa, 14 hodin pro fazi beta [48].
Terapeutické indikace:

Bopindolol je uzivan k 1écbé esencialni hypertenze a profylaktické 1écbé

anginy pectoris [48].
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3.2.2 NEUROLEPTIKA

Neuroleptika (antipsychotika) jsou latky, které pii dlouhodobém podéavani
potlacuji psychotické symptomy (piedevsim bludy a halucinace) u schizofrenie,
schizoafektivnich psych6z a manické faze maniodepresivni psychdzy. Upravuji
chorobné naruSené mySleni, vnimani, chovani a jednani. Latky jednotlivych
chemickych skupin se od sebe liSi nejen intenzitou ucinku, ale 1

farmakodynamickymi vlastnostmi [51].

Thioridazin

Obrazek 10 — strukturni vzorec thioridazinu

Sumarni vzorec: C, HysN,S,

Chemicky nazev: 10-[2-(1-methylpiperidin-2-yl)ethyl]-2-(methylsulfanyl)-10H-fenothiazin
CAS: 50-52-2

Molarni hmotnost: 370,577 g/mol

pK.: 9,5

log P: 5,9

[47]

Fyzikalni a chemické vlastnosti:

Thioridazin je bily nebo témét bily prasek, ktery je prakticky nerozpustny ve
vodé, velmi snadno rozpustny v dichlormethanu, snadno rozpustny v methanolu a
dobfe rozpustny v ethanolu 96%. Teplota tani thioridazinu je 73°C [8], [47].

Hodnota pK, ¢ini 9,5, log P thioridazinu je 5,9 [47].
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Farmakologické vlastnosti:
Farmakoterapeutickd skupina: neuroleptikum

ATC skupina: NOSACO02 [48]

Thioridazin je fenothiazinovy derivat s piperidinovym fetézcem. Jako
vSechny fenothiazinové derivaty ze skupiny neuroleptik ma Siroké rozmezi ucinku.
Plsobi tlumivé na CNS, blokuje a-adrenergni aktivitu a tlumi dopaminergni funkce.
V niz8ich davkach plisobi anxiolyticky a antidepresivné. Antipsychotické t€inky se
dostavi po davkach vysSich, pficemz mechanismus antipsychotického ucinku
thioridazinu spoc¢ivd v blokdd¢ postsynaptickych dopaminergnich receptorii
v mesolimbickém systému mozku. V disledku neselektivniho plisobeni ale dochazi
zaroven i k blokdd¢ dopaminovych receptort v hypofyze, a-adrenergnich receptori a
v malé mife i1 receptorti cholinergnich, coZz ma za nasledek mnoho nezadoucich
ucinki.

Ve srovnani s ostatnimi zastupci fenothiazinovych neuroleptik je hypotenzni
ucinek thioridazinu mirny az silny, anticholinergni G¢inek mirny, sedativni ucinek
sttedné silny, extrapyramidovy a antiemeticky ucinek slaby [44], [51], [52].

Thioridazin se po peroralnim podani rychle a dobfe vstfebava, Z divodu
prvniho priichodu jatry je vSak jeho systémova biologickd dostupnost jen asi 60%.
Maximalni plazmatické koncentrace dosahuje za 2-4 hodiny po jeho podani.
Thioridazin se silné vaze na plazmatické bilkoviny. Metabolizuje se v jatrech,
pfiemz fada metaboliti méa obdobné farmakologické vlastnosti jako plivodni latka.
Thioridazin ¢astecné podléha enterohepatalni cirkulaci, vylucuje se prevazné stolici.
Moci se vylucuje jen asi 35% a to pfevazné ve form¢ metabolitd. Thioridazin

prochdzi pies placentarni bariéru a vylucuje se do matetského mléka [52].

Terapeutické indikace:

Thioridazin se pouzivd pii neklidu, Uzkosti, strachu, napéti, poruchach
pii neklidu a stavech vzruSenosti ve stafi. Rovnéz se pouziva pii zavaznych
poruchach chovani u déti, které jsou spojené s agresivitou, neklidem, poruchami

koncentrace a naladovosti [51], [52].
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Bylo také prokazéno, ze thioridazin je ucinny i proti multirezistentnim
formdm Mycobakterium tuberculosis a meticilin-rezistentnimu Staphylococcus

aureus (MRSA) [51], [53].

Perphenazin

Obrazek 11 — strukturni vzorec perphenazinu

Sumarni vzorec: C, H,sCIN;0S

Chemicky nazev: 2-{4-[3-(2-chloro-10H-fenothiazin-10-yl)propyl]piperazin-1-yl } ethan-1-ol
CAS: 58-39-9

Molarni hmotnost: 403,97 g/mol

pK.: 7,94

log P: 3,9

[47]

Fyzikalni a chemické vlastnosti:

Bily nebo nazloutle bily krystalicky prasek, ktery se ve vodé prakticky
nerozpousti. Je snadno rozpustny v dichlormethanu, dobfe rozpustny v ethanolu 96%
a rozpousti se ve ziedénych roztocich kyseliny chlorovodikové [8].

Hodnota pK, perphenazinu je 7,94, log P je 3,9 [47].

Farmakologické vlastnosti:
Farmakoterapeutickd skupina: neuroleptikum

ATC skupina: NOSABO3 [48]

Perphenazin se ftadi mezi fenothiazinova neuroleptika substituovana
piperazinem. Jedna se tedy o neuroleptikum prvni generace, které je pfi vztaZeni na
davku neurolepticky a antiemeticky G¢inn¢j$i nez chlorpromazin. Antipsychotické

pusobeni je velmi silné. Pres vSeobecné zklidnéni vyvoldva ospalost slabgji nez
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izoefektivni davky latek nesubstituovanych piperazinem a na rozdil od
chlorpromazinu plisobi antiemeticky 1 pfi kinetdzach [44].

Biologicka dostupnost perphenazinu po perordlnim podanim je okolo 40% a
biologicky polocas se pohybuje od 8 do 12 hodin (n¢kdy az do 20 hodin). Obvykle je
podavan ve dvou az tfech rozdélenych davkach kazdy den. Je mozné uzivat pouhou
tietinu denni davky rdno a zbylé dvé tfetiny az na noc pro maximalizaci
hypnotick¢ého U€inku v noci a minimalizaci sedace béhem dne bez ztraty
terapeutického ucinku [51].

Perphenazin enantat je depotni ptipravek, kdy pfi intramuskularnim podani
dochazi k pomalému uvolnovani neuroleptika z depa, ¢imZ je zaruceno udrZeni

dostatecné terapeutické hladiny po n€kolik tydnt [44].

Terapeutické indikace:

Perphenazin je vhodny k 1é€bé€ psychoz, kdy v ptipadé schizofrenie ovliviiuje
pozitivni a udajné i negativni pfiznaky spojené s timto onemocnénim. Uéinny je i pfi
terapii deprese, manie u bipolarnich poruch, pii terapii zavislosti na lécich, alkoholu
¢i jinych drogach. Dale se pouziva jako u€inné antiemetikum. Cennou off-label
indikaci perphenazinu je pak mozZnost pouziti pro kratkodobou terapii hyperemesis
gravidarum u téhotnych Zen [51].

Depotni ptipravky perphenazinu jsou vhodné pro udrzovéani antipsychotické

terapie u ambulantnich pacientt [44].
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3.2.3 LOKALNI ANESTETIKA

Lokalni anestetika jsou farmaka, kterd ptferusuji vodivost nervového vlakna
pro nervovy vzruch tim, ze brani depolarizaci vlakna blokadou sodikovych kanali.
Navozuji tedy stav, jenz se nazyva lokélni anestezie. Pod timto pojmem rozumime
mistné¢ ohranicené reverzibilni vyfazeni receptorli pro bolest, piipadné vyfazeni
ptislusnych aferentnich nervovych vldken. Lokalni anestetika tedy pfechodné tlumi
vyvolani bolesti, neovliviiuji percepci bolesti.

Podle mista podani, pfipadné dle ovlivnéné oblasti, se rozeznava lokalni
anestézie povrchova, infiltra¢ni, svodnd (blok nervového kmene, anestézie v misté
zasobovaném urcitym nervovym svazkem; sem patii i anestézie epidurdlni) a misni

(subarachnoidalni - anestetikum podano do mozkomisniho moku) [44], [51].

Lidokain

Obrazek 12 — strukturni vzorec lidokainu

T

Sumarni vzorec: C,H,,N,O

Chemicky nazev: 2-(diethylamino)-N-(2,6-dimethylfenyl)acetamid
CAS: 137-58-6

Molarni hmotnost: 234,34 g/mol

pK.: 7,86

log P: 2,1

[47]

Fyzikalni a chemické vlastnosti:

Lidokain je bily nebo témét bily krystalicky prasek prakticky nerozpustny ve
vodé, velmi snadno rozpustny v ethanolu 96% a dichlormethanu. Jeho teplota tani je
68,5°C [8].

Hodnota pK, je 7,86, log P je 2,1 [47].
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Farmakologické vlastnosti:
Farmakoterapeutickd skupina: anestetika (lokalni)

ATC skupina: NO1BB02 [48]

Lidokain je lokalni anestetikum amidového typu, latka stabilizujici
membranu a antiarytmikum tfidy Ib podle klasifikace Vaughana Williama. Vyvolava
anestezii dvéma zplsoby: brani vzniku a vedeni nervového vzruchu prostrednictvim
snizeni permeability membrany neuronu pro ionty sodiku. Néstup anestetického
ucinku je rychly a blokdda muze trvat 1 az 1,5 hodiny. Anestetickd ucinnost je ve
srovnani s prokainem pfiblizn€ dvojnasobna [48].

Pii pouziti lidokainu jako antiarytmika plisobi potlacenim diastolické
depolarizace a spontanni tvorby potencialu v komorach. Latka neovliviiuje
atrioventrikuldrni vedeni a nema vliv na sin [48].

Nastup ucinku lidokainu je ve srovnani s prokainem rychly, jeho
dekompozice je naopak pomalejsi. Lidokain je metabolizovan mikrozomalnimi
enzymy v jatrech, zatimco prokain je hydrolyzovan jiz v misté aplikace. Lidokain se
rychle distribuuje do silné prokrvenych tkani. Prostupuje i hematoencefalickou
bariérou a placentou. Pfiblizné¢ 90% je vylucovano ledvinami ve form¢ metabolitii

a 10% v nezménéné podobé [44], [51].

Terapeutické indikace:

V lokélni anestezii je lidokain uzivan k navozeni kratkodobé anestezie
v chirurgii, gynekologii a stomatologii a rovnéz k navozeni blokady nervii a navozeni
kaudalniho nebo jiného typu epiduralniho bloku.

Kardiologickymi indikacemi jsou pak prevence a terapie ventrikuldrnich
extrasystol a ventrikuldrni tachykardie spojené s akutni fazi infarktu myokardu

a jinymi projevy ICHS [48].
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Prilokain
Obrazek 13 —strukturni vzorec prilokainu

H

N

N/\/

H

Sumarni vzorec: C3H,,N,O

Chemicky nazev: N-(2-methylfenyl)-2-(propylamino)propanamid
CAS: 721-50-6

Molarni hmotnost: 220,31 g/mol

pKa: 7,89

log P: 2,1

[47]

Fyzikalni a chemické vlastnosti:

Vzhledem je prilokain bily nebo témét bily krystalicky prasek. TéZce se
rozpousti ve vod¢, je ale velmi snadno rozpustny v ethanolu 96% a acetonu. Teplota
tani se pohybuje v rozmezi 36°C az 39°C [8].

Hodnota pK, prilokainu je 7,89, log P ¢ini 2,1 [47].

Farmakologické vlastnosti:
Farmakoterapeutickd skupina: lokéalni anestetikum amidového typu

ATC skupina: NO1BB04 [48]

Mechanismus uc¢inku prilokainu se od ostatnich zastupcti lokalnich anestetik
nijak neli§i. Vyvolava lokalni anestezii tedy tim, Ze stabilizuje membranu neuronu
prostiednictvim inhibice iontové vymény nutné pro vznik a vedeni vzruchu
nervovym vldknem [48].

Uginek prilokainu nastupuje pozd&ji a pozdéji také odezniva. Silné se vaze na
plazmatické bilkoviny. Je metabolizovan jatry i ledvinami. Exkrece je zajiSténa

ledvinami [44], [47].
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Terapeutické indikace:
Prilokain je indikovan k lokélni anestezii klize ¢i sliznic. Casto je pouzivan ve

fixni kombinaci s lidokainem ve formé krému nebo néplasti [47], [48].
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3.2.4 TETRACYKLINOVA ANTIBIOTIKA

Tetracyklinova antibiotika patii do skupiny antibiotik se Sirokym spektrem
ucinku, ktera psobi ptfedevsim proti intracelularnim gramnegativnim bakteriim a téz
proti mnoha druhiim grampozitivnich bakterii. Jsou ziskavany biosynteticky jako
produkty bakterii rodu Streptomyces.

Jejich uclinek, ktery je primarné bakteriostaticky, spociva v ovlivnéni
proteosyntézy, kdy tetracyklinovd antibiotika znemoziuji v bakteriich vazbu

transferové-RNA na komplex messenger-RNA + ribozom [44].

Oxytetracyklin

Obrazek 14 — strukturni vzorec oxytetracyklinu

O o O OH OH
OH

Sumarni vzorec: C»H,:N,Oq

Chemicky nazev: (4S,4aR,5S,5aR,68S,12aS)-4-(dimethylamino)-3,5,6,10,12,12a-hexahydroxy-6-
methyl-1,11-dioxo-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-oktahydrotetracen-2-karboxamid

CAS: 79-57-2

Molarni hmotnost: 460,434 g/mol

pK.: 9,1 (dimethylaminoskupina)

log P: -1,3

[47]

Fyzikalni a chemické vlastnosti:

Oxytetracyklin je zluty krystalicky prasek, ktery je na vzduchu stabilni, ale na
pfimém slune¢nim svétle se rozklada. V roztocich pod pH 2 ztraci svou biologickou
aktivitu, v alkalickych roztocich se rozklad4. Hydrochlorid je mirn¢ hygroskopicky.
Oxytetracyklin se velmi téZce rozpousti ve vodé, dobie se rozpousti v kyseliné
dusicné a ziedénych hydroxidech. Hydrochlorid je snadno rozpustny ve vodé, mirné
rozpustny v ethanolu 96%. Teplota tani oxytetracyklinu je 183°C [8], [51].

Oxytetracyklin ma hodnotu pK; 9,1, log P -1,3 [47].
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Farmakologické vlastnosti:
Farmakoterapeutickd skupina: tetracykliny

ATC skupina: JO1AA06 [48]

Oxytetracyklin je bakteriostatické antibiotikum ze skupiny tetracyklint.
Vnikd do bakterii aktivnim transportnim systémem a jednoduchou diftzi.
Oxytetracyklin ma Siroké spektrum uc¢inku zahrnujici aerobni i anaerobni G+ a G-
bakterie, ale i mykoplazmata [48].

Enteralni resorpce oxytetracyklinu se pohybuje okolo 60%. Snadno vytvari
komplexy s dvoumocnymi ionty a na zdkladé¢ téchto svych komplexotvornych
vlastnosti se kumuluje ve tkdnich s bohatym obsahem véapniku, napt. v kostech. Tyto
komplexy jiz postradaji antibakteridlni aktivitu. Eliminacni polo¢as oxytetracyklinu
je pfiblizn€ 9 hodin a vylu€uje se ledvinami i Zluc¢i v bakteriostaticky ucinnych

koncentracich. Prostupuje placentou a i do likvoru [44].

Terapeutické indikace:

Oxytetracyklin je urcen k terapii infekénich onemocnéni zpisobenych G+ a
G- mikroorganismy zahrnujici Mycoplasma pneumoniae, Pasteurella pestis,
Escherichia coli, Haemophilus influenzae a Diplococcus pneumoniae. Mlze byt
indikovan 1 pro lécbu akné zpiisobené plvodcem Propionibacterium acnes.

Oxytetracyklin je uzivan v humanni i veterinarni medicing [47], [51].
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Minocyklin

Obrazek 15 — strukturni vzorec minocyklinu

OH OpyO OH OH

Sumarni vzorec: C»;H,7N;04

Chemicky nazev: (2E,4S,4aS,5aR,12aS)-2-[amino(hydroxy)methyliden]-4,7-bis(dimethylamino)-
10,11,12a-trihydroxy-1,2,3,4,4a,5,5a,6,12,12a-dekahydrotetracen-1,3,12-trion

CAS: 10118-90-8

Molarni hmotnost: 457,477 g/mol

pK,: 7,83

log P: 0,5

[47]

Fyzikalni a chemické vlastnosti:

Minocyklin je zluty krystalicky prasek. Ve formé hydrochloridu dihydratu se
vyznacuje hygroskopickymi vlastnostmi. V této forme je mirn€ rozpustny ve vodg,
tézce rozpustny v ethanolu 96%. Rozpousti se v roztocich alkalickych hydroxida a
uhlic¢itant [8].

Hodnota pK, minocyklinu je 7,83, log P 0,5 [47].

Farmakologické vlastnosti:
Farmakoterapeutickd skupina: tetracykliny

ATC skupina: JO1AA08 [48]

Minocyklin je polosyntetické tetracyklinové antibiotikum, jez je
hydrofobnéjsi nez plivodni tetracykliny a diky ¢emuz se vyznacuje i delsi dobou
ucinku. Oproti ostatnim zastupcim tetracyklini ma dale i Sir§i spektrum ucinku.
Z dtivodu nezadoucich ucinki je vSak minocyklin urcen jen ke kratkodobé profylaxi.

Minocyklin se vyznacuje 1 protizanétlivym plsobenim a pravdépodobné i1
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neuroprotektivnim u¢inkem u neurodegenerativnich onemocnénich, jak ukazuji
vysledky poslednich studii [47], [51], [54].

Biologicka dostupnost minocyklinu po peroralnim podéni je kolem 100%. Na
plazmatické bilkoviny se vaze z 75%, dobfe pronikd do tkdni a télnich dutin.
Metabolizovén je v jatrech. Vylu¢ovan je zluci i moci, kde dosahuje bakteriostaticky

ucinnych koncentraci. Biologicky polo¢as minocyklinu je 11-22 hodin [47].

Terapeutické indikace:

Minocyklin se uzivd k léCeni infekci vyvolanych piavodci citlivymi na
minocyklin a zpiisobujici zejména kozni infekce (akne vulgaris), infekce dychacich
cest, zan€ty vedlejSich nosnich dutin, zanéty ucha, infekce mocového Ustroji, akutni
prostatitidu, infekce zlu¢niku a Zlucovych cest, ocni infekce (chlamydiova

konjuktivitida, trachom), Lymskou nemoc [55].
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3.2.5 DERIVATY METHYLXANTINU

Derivaty methylxantinu jsou methylované derivaty xantinu (2,6-dioxypurin),
které se fadi do skupiny purinovych alkaloidii zahrnujici farmaceuticky vyznamné
latky, jako jsou kofein, theofylin, theobromin. Derivaty methylxantinu jsou dusikaté
slouceniny pfevazné bazického charakteru.
stimulacnim G¢inkem pusobicich na ob¢hové a dychaci tstroji. Ovliviluji stimulaci
CNS, uvolnéni hladkého svalstva pfedevsim plic a cév a stimulaci sekrece riznych
tkani. Na organismus plisobi pravdépodobné prosttednictvim neselektivni inhibice
adenosinovych receptorii. Dal§i moZnosti jejich plisobeni je neselektivni inhibice

fosfodiesterazy, kterd aktivuje dekompozici 3°,5-cAMP [56], [57].

Kofein

Obrazek 16 — strukturni vzorec kofeinu
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Sumarni vzorec: CsH;(N,O,

Chemicky nazev: 1,3,7-trimethyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-2,6-dion

CAS: 58-08-2

Molarni hmotnost: 194,19 g/mol

pK.: 10,4

log P: -0,5

[47]

Fyzikalni a chemické vlastnosti:
Kofein je bily ¢i témet bily krystalicky prasek nebo je vzhledu hedvabnych
bilych nebo témét bilych krystali. Mirn€ se rozpousti ve vod¢, snadno se rozpousti

ve vrouci vod¢. Je té€Zce rozpustny v ethanolu 96%. Rozpousti se v koncentrovanych
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roztocich alkalickych benzoant a salicylanti. Snadno sublimuje. Teplota tani kofeinu
¢ini 238°C [8], [47].
Hodnota pK, kofeinu je 10,4, log P je -0,5 [47].

Farmakologické vlastnosti:
Farmakoterapeuticka skupina: psychostimulans ze skupiny derivat xantinu

ATC skupina: NO6BCO1 [48]

Kofein ma z methylxantinii nejsilnéjs$i psychoanalepticky ucinek. Pusobi
pfednostné na mozkovou kiiru. Kofein navic povzbuzuje srde¢ni ¢innost a ma
vasodilataéni ucinek. Ve vztahu k srdci zlepSuje schopnost kontrakei srde¢niho
svalstva a rozsifuje srde¢ni véncité tepny. Stimuluje funkci plic, a tak mirni projevy
bronchidlniho astmatu. Na druhou stranu zvysuje dechovou frekvenci. Kofein také
docasné zvysuje glykogenolyzu a lipolyzu organismu. M4 tedy i do¢asny anorekticky
ucinek. Kofein je soucasti analgetickych smési, kde podporuje ucinek analgetik.
Diureticky uc€inek je oproti theofylinu mén¢ vyznacen [44], [51].

Biologicka dostupnost je témét 100%. Biotransformace probiha v jatrech a to
prostfednictvim cytochromu P450. Vylucovan je moci. Biologicky polocas se

pohybuje u dospélych jedincii od 3 do 7 hodin [47].

Terapeutické indikace:
Kofein se jako lé¢ivo pouziva pro prekondni stavil unavy. Dale je soucasti
kompozitnich analgetickych piipravkd, kde dopliuje ucinek ostatnich wG¢innych

slozek [44].

44



Theofylin

Obrazek 17 — strukturni vzorec theofylinu
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Sumarni vzorec: C;HsN,O,

Chemicky nazev: 1,3-dimethyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-2,6-dion
CAS: 58-55-9

Molarni hmotnost: 180,164 g/mol

pK,: 8,81

log P: -0,8

[47]

Fyzikalni a chemické vlastnosti:

Theofylin je bily nebo témeft bily krystalicky prasek, ktery je téZce rozpustny
ve vod¢ a mirné rozpustny v bezvodém ethanolu. Rozpousti se v roztocich
alkalickych hydroxidl, v amoniaku a v mineralnich kyselinach. Theofylin taje pti
teploté 272°C [8], [47].

Theofylin mé hodnotu pK, 8,81 alog P -0,8 [47].

Farmakologické vlastnosti:
Farmakoterapeuticka skupina: xantiny

ATC skupina: RO3DA04 [48]

Theofylin se strukturdlné¢ 1 farmakologicky podoba kofeinu. Pusobi
stimulacné¢ na dechové centrum, dale se prezentuje UCinkem vasodilata¢nim,
bronchodilataénim a mirn€é diuretickym. PouZivd se pfi terapii respiracnich
onemocnéni, jako jsou astma bronchiale a CHOPN, kde se prezentuje nejen svym
aktivné¢ bronchodilatacnim efektem, ale 1 urcitym protizanétlivym ucinkem na
bronchiélni sliznici. Nevyhodou je vSak skutecnost, ze ve vysokych davkach muze

zpiisobovat signifikantni nezddouci Gi€inky na CNS a srdce, kterym se lze vSeobecné
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vyhnout pfiméfenym davkovanim a monitorovanim. Theofylin je latka s izkym
terapeutickym oknem, kdy G¢inna plazmaticka koncentrace predstavuje 10-15 pg/ml
[44], [49], [51].

Theofylin se po perordlnim podani témét kompletné vstiebava. 90% podané
davky se metabolizuje v jatrech prostfednictvim cytochromu P450. Plazmaticky
poloc¢as je 8 hodin. VyluCuje se pifevazné¢ ledvinami, a to vice jak z10%
v nezménéné podobé. Prostupuje placentou, do matetského mléka a do CNS [47],

[48].

Terapeutické indikace:
Theofylin je pouzivan jako bronchodilatans pro lécbu nebo prevenci
bronchialniho astmatu s pietrvavajici ¢i paroxysmalni duSnosti a u spastickych forem

chronickych obstrukénich bronchopneumopathii [48].
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3.2.6 ANILIN
Anilin
Obrazek 18 — strukturni vzorec anilinu

NH,

Sumarni vzorec: CcH;N
Chemicky nazev: anilin

CAS: 62-53-3

Molarni hmotnost: 93,13 g/mol
pK.: 4.63 (pK, =9.3)

log P: 0,9

[47]

Fyzikalni a chemické vlastnosti:

Anilin, synonymum benzamin, je bezbarva nebo slabé nazloutld kapalina,
dobfte rozpustnd ve vodé¢, misitelna s ethanolem 96%. Relativni hustota pii 20°C ¢ini
asi 1,02. Teplota tani je -6°C, teplota varu anilinu se pohybuje od 183°C do 186°C
[8].

Hodnota pK, anilinu je 4,63, log P je 0,9 [47].

Farmakologické vlastnosti:
Anilin je pro lidsky organismus znacné toxickou latkou. Tato latka byla
vybrana k testovanému souboru latek jako ptiklad jednoduché aromatické bazické

slouceniny.
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3.2.7 Shrnuti fyzikalnich a chemickych vlastnosti

testovanych latek

Tabulka 1 — shrnuti vybranych fyzikalnich a chemickych vlastnosti testovanych latek

pKa log P M [g/mol]

3-sympatolytika | acebutolol 9,40 1,7 336,426
bopindolol - 4,7 380,480

Neuroleptika thioridazin 9,50 59 370,577
perphenazin 7,94 39 403,970

Lokalni lidokain 7,86 2,1 234,340
anestetika prilokain 7,89 2,1 220,310
Tetracykliny oxytetracyklin 9,10 -1,3 460,434
minocyklin 7,83 0,5 457,477

Derivaty kofein 10,40 -0,5 194,190
methylxantinu | theofylin 8,81 -0,8 180,164
Anilin anilin 4,63 0,9 93,130
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Materialy a pomucky

4.1.1 Standardy, vzorky a chemikalie

Acebutolol (Sigma Aldrich Chemie, Germany)
Bopindolol (Sigma Aldrich Chemie, Germany)
Thioridazin (Sigma Aldrich Chemie, Germany)
Perphenazin (Sigma Aldrich Chemie, Germany)
Lidokain (Sigma Aldrich Chemie, Germany)
Prilokain (Sigma Aldrich Chemie, Germany)
Oxytetracyklin (Sigma Aldrich Chemie, Germany)
Minocyklin (Sigma Aldrich Chemie, Germany)
Kofein (Sigma Aldrich Chemie, Germany)
Theofylin (Sigma Aldrich Chemie, Germany)
Anilin (Lachema Brno, CR)

Methanol (Sigma Aldrich Chemie, Germany)
Destilovana voda

Amoniak 25% (Sigma Aldrich Chemie, Germany)
Kyselina fosforecnd 85% (Sigma Aldrich Chemie, Germany)
Kyselina octova (Sigma Aldrich Chemie, Germany)

4.1.2 Pristroje, podminky separace

Chromatograficky systém LC Shimadzu Prominence
Chromatograf: 3xpumpa LC-20AD
Degasser DGU-20A5
Autosampler SIL-20AC
Termostat CTO-20AC
Komunikaéni modul CBM-20A
Detektor: DAD detektor SPD-M20A
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Kolona:

Davkovani:
Detekce:
Mobilni faze:

Typ eluce:

Prutokova rychlost:

Teplota:
Vyhodnoceni:

Discovery HS F5, 100x4 mm, 3 um Castice
(Sigma Aldrich)

15 pul

zvolena podle absorpéniho maxima testované latky
methanol - voda

methanol - kyselina fosfore¢na 0,085%

methanol - acetatovy pufr pH 7

isokraticka eluce v riznych testovanych pomérech
organické a vodné slozky

2,0 — 4,0 ml/min

60°C

chromatograficky software Shimadzu LC Solution

Ultrazvukova lazen: Bandelin SONOREX RK 100, Berlin, SRN

Analytické vahy: Sartorius 2004 MP, SRN

pH metr: Hanna instruments

4.2 Priprava roztoku standardu testovanvch skupin latek

Kazda jednotlivd uvedend navazka byla rozpusténa v acetonitrilu a doplnéna

acetonitrilem po rysku v 25 ml odmérné baiice. Odmérné baiiky s roztoky byly

umistény na 1 minutu do ultrazvuku. Tyto roztoky byly davkovany autosamplerem

pfimo na kolonu.

Navazky latek:
Acebutolol
m=0,0093 g

Thioridazin

m=0,0104 g

Bopindolol
m=0,0092 g

Perphenazin

m=0,0103 g
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Lidokain Prilokain

m = 0,0098 g m=0,0097 g
Oxytetracyklin Minocyklin
m=0,0095 g m=0,0093 g
Kofein Theofylin

m = 10,0095 g m=0,0097 g
Anilin

m=0,0092 g

4.3 Priprava mobilni faze

4.3.1 Mobilni faze pro sérii analyz ¢. 1: Methanol — voda

Jako vodna faze mobilni faze byla pouzita destilovana voda H,O, kterd byla

ptefiltrovana za pomoci vakuové filtrace z divodu odstranéni moznych necistot.

4.3.2 Mobilni faze pro sérii analyz ¢. 2: Methanol —
kyselina fosforecna H;P0O,40,085%

Vodnd faze mobilni faze obsahujici kyselinu fosforecnou 0,085% byla
piipravena smisenim 1 ml kyseliny fosfore¢né 85% s 1000 ml ¢isténé vody v kadince
a naslednym pfefiltrovanim za pomoci vakuové filtrace z divodu odstranéni

moznych necistot.

4.3.3 Mobilni faze pro sérii analyz ¢. 3: Methanol —
acetatovy pufr pH 7

Vodné faze mobilni faze obsahujici acetatovy pufr byla pfipravena smisenim

570,00 pl kyseliny octové a 1000 ml destilované vody v kadince, upravenim pH
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vodné faze na pH metru pomoci amoniaku 25% na pH 7 za stdlého michani
magnetickym michadlem a naslednym pfefiltrovanim za pomoci vakuové filtrace

z dlivodu odstranéni moznych necistot.

4.4 Popis prace

Na kolon¢ Discovery HS F5 byly sledovany reten¢ni ¢asy testovanych skupin
latek v zavislosti na zménach slozeni mobilni faze pfti teplote 60 °C.

Pii sledovani ,,U“— profilti na Discovery HS F5 kolon¢ byly pouzity tfi rizné
mobilni faze. Ve vSech byl obsazen methanol, rozdil byl ve slozeni vodné faze, ktera
udavala pH mobilni faze. VSechny retencni Casy latek byly prepocitany na jednotny
pritok 2,0 ml/min. Pfi jednotlivych méfenich bylo za pomoci chromatografického
softwaru LC Solution a sméSovaciho zatizeni HPLC ménéno procentualni zastoupeni
methanolu a vodné faze v mobilni fazi.

Nebyla-li testovana latka z kolony HS F5 pii 50% koncentraci methanolu
v mobilni fazi eluovana do 60 minut, byla analyza zastavena a v sérii méfeni s danou

mobilni fazi se jiz nepokracovalo.
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4.5 Vysledky analvz a diskuse

4.5.1 Testovana skupina latek ¢. 1: -SYMPATOLYTIKA

Série analyz €. 1: Mobilni faze: Methanol — H,O
Z divodu pfili§ vysoké retence latek nebyly ziskany zadné vysledky, které by

odpovidaly reten¢nim profilim ve tvaru ,,U*.

Série analyz €. 2: Mobilni faze: Methanol — H;PO,4 0,085%

Tabulka 2, 3 — zavislost retenéniho casu acebutololu a bopindololu na sloZeni MF

acebutolol bopindolol
MeOH(%) t(min) MeOH(%) t(min)
10 - 10 -
20 68,34 20 -
30 22,24 30 -
40 10,76 40 -
50 6,22 50 62,00
60 5,60 60 29,84
70 6,30 70 16,34
80 9,30 80 15,92
90 21,24 90 27,72

Obrazek 19 - retence acebutololu a bopindololu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni MeOH

v MF
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Obrazek 20 — chromatogram acebutololu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, pritok 4 ml/min
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Obrazek 21 — chromatogram bopindololu pii 60% zastoupeni MeOH v MF, priitok 4 ml/min
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Série analyz €. 3: Mobilni faze: Methanol — Acetatovy pufr pH 7

Tabulka 4, 5 — zavislost retenéniho casu acebutololu a bopindololu na sloZeni MF

acebutolol
MeOH(%) t(min)
10 -
20 -
30 90,90
40 31,96
50 14,80
60 9,14
70 7,20
80 7,24
90 10,06
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bopindolol
MeOH(%) t(min)
10 -
20 -
30 -
40 -
50 -
60 76,50
70 26,18
80 7,14
90 9,94




Obrazek 22 - retence acebutololu a bopindololu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni MeOH

v MF
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Obrazek 23 — chromatogram acebutololu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, pritok 4 ml/min
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Obrazek 24 — chromatogram bopindololu pii 60% zastoupeni MeOH v MF, priitok 4 ml/min
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4.5.2 Testovana skupina latek ¢. 2: NEUROLEPTIKA

Série analyz €. 1: Mobilni faze: Methanol — H,O

Z divodu pfili§ vysoké retence latek nebyly ziskdny zadné vysledky, které by

odpovidaly reten¢nim profiltim ve tvaru ,,U*.

Série analyz €. 2: Mobilni faze: Methanol — H;PO,4 0,085%

Tabulka 6, 7 - zavislost retencniho Casu thioridazinu a perphenazinu na sloZeni MF

thioridazin
MeOH(%) t(min)
10 -
20 -
30 -
40 -
50 69,16
60 22,54
70 14,12
80 8,76
90 14,68

Obrazek 25 — retence thioridazinu a perphenazinu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni MeOH

v MF

perphenazin
MeOH(%) t(min)
10 -
20 -
30 -
40 -
50 67,08
60 15,46
70 20,58
80 7,04
90 24,28
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Obrazek 26 — chromatogram thioridazinu pii 60% zastoupeni MeOH v MF, priitok 4 ml/min
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Série analyz €. 3: Mobilni faze: Methanol — Acetatovy pufr pH 7

Tabulka 8, 9 — zavislost retenéniho casu thioridazinu a perphenazinu na sloZeni MF

thioridazin

MeOH(%)

t(min)

10

20

30

40

50

60

70

80

90
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perphenazin
MeOH(%) t(min)
10 -
20 -
30 -
40 -
50 -
60 31,14
70 3,46
80 2,54
90 512




Obrazek 28 — retence thioridazinu a perphenazinu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni MeOH

v MF
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Obrazek 29 — chromatogram thioridazinu pii 70% zastoupeni MeOH v MF, priitok 4 ml/min
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Obrazek 30 — chromatogram perphenazinu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, pritok 4 ml/min
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4.5.3 Testovana skupina latek ¢ 3: LOKALNI

ANESTETIKA

Série analyz €. 1: Mobilni faze: Methanol — H,O

Z divodu pfili§ vysoké retence latek nebyly ziskdny zadné vysledky, které by

odpovidaly reten¢nim profiltim ve tvaru ,,U*.

Série analyz €. 2: Mobilni faze: Methanol — H;PO,4 0,085%

Tabulka 10, 11 — zavislost retenéniho Casu lidokainu a prilokainu na sloZeni MF

lidokain
MeOH(%) t(min)
10 -
20 23,20
30 12,12
40 7,86
50 6,22
60 5,88
70 7,04
80 10,44
90 23,34

Obrazek 31 — retence lidokainu a prilokainu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni MeOH v MF

prilokain
MeOH(%) t(min)
10 -
20 26,48
30 14,12
40 8,98
50 6,67
60 6,36
70 7,24
80 10,50
90 22,98
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Obrazek 32 — chromatogram lidokainu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, pritok 4 ml/min

7

nAU

J210nm.4nm (1.00)
55%
607
559
so]
45%
a0]
357

307

~
~
@
-
=

Obrazek 33 — chromatogram prilokainu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, priitok 4 ml/min
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Série analyz €. 3: Mobilni faze: Methanol — Acetatovy pufr pH 7

Tabulka 12, 13 — zavislost retenéniho casu lidokainu a prilokainu na sloZeni MF

lidokain
MeOH(%) t (min)
10 -
20 -
30 85,50
40 33,58
50 14,48
60 6,88
70 3,70
80 2,18
90 1,54

60

prilokain
MeOH(%) t (min)

10 -
20 -
30 56,40
40 25,94
50 13,14
60 7,24
70 4,68
80 3,64
90 2,60




Obrazek 34 — retence lidokainu a prilokainu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni MeOH v MF
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Obrazek 35 — chromatogram lidokainu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, pritok 4 ml/min

mAU

1500{210nm.4nm (1.00)
1400]
1300%
120&2
1 10(%

10007

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 min

Obrazek 36 — chromatogram prilokainu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, priitok 4 ml/min
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4.5.4 Testovana skupina latek ¢. 4: TETRACYKLINOVA
ANTIBIOTIKA

Série analyz €. 1: Mobilni faze: Methanol — H,O
Z divodu pfili§ vysoké retence latek nebyly ziskdny zadné vysledky, které by

odpovidaly reten¢nim profilim ve tvaru ,,U*.

Série analyz €. 2: Mobilni faze: Methanol — H;PO,4 0,085%

Tabulka 14, 15 — zavislost retenéniho ¢asu oxytetracyklinu a minocyklinu na sloZeni MF

oxytetracyklin minocyklin
MeOH(%) t.(min) MeOH(%) t(min)
10 - 10 -
20 23,00 20 22,26
30 11,06 30 12,92
40 6,68 40 10,78
50 4,88 50 11,64
60 4,74 60 14,98
70 9,50 70 19,94
80 8,18 80 27,14
90 17,90 % 4888

Obrazek 37 — retence oxytetracyklinu a minocyklinu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni

MeOH v MF
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Obrazek 38 — chromatogram oxytetracyklinu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, priitok 4 ml/min
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Obrazek 39 — chromatogram minocyklinu pivi 90% zastoupeni MeOH v MF, pritok 4 ml/min
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Série analyz ¢. 3: Mobilni faze: Methanol — Acetatovy pufr pH 7

Tabulka 16, 17— zavislost retenéniho casu oxytetracyklinu a minocyklinu na sloZeni MF

oxytetracyklin
MeOH(%) t(min)
10 30,98
20 9,54
30 4,20
40 2,28
50 1,58
60 1,24
70 1,10
80 1,08
90 1,10
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minocyklin
MeOH(%) t(min)
10 -
20 -
30 38,52
40 9,40
50 4,76
60 2,60
70 2,02
80 2,00
90 2,58




Obrazek 40 — retence oxytetracyklinu a minocyklinu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni

MeOH v MF
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Obrazek 41 - chromatogram oxytetracyklinu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, priitok 4 ml/min
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Obrazek 42 — chromatogram minocyklinu pivi 90% zastoupeni MeOH v MF, priitok 4 ml/min
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4.5.5 Testovana skupina latek ¢ 5: DERIVATY
METHYLXANTINU

Série analyz €. 1: Mobilni faze: Methanol — H,O

Tabulka 18, 19 — zavislost retenéniho casu kofeinu a theofylinu na sloZeni MF

kofein theofylin
MeOH(%) t(min) MeOH(%) t(min)
10 11,56 10 4,56
20 4,74 20 1,21
30 2,61 30 1,08
40 1,79 40 0,98
50 1,42 50 0,93
60 1,23 60 0,90
70 1,13 70 0,88
80 1,06 80 0,86
90 1,02 90 0,84

Obrazek 43 — retence kofeinu a theofylinu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni MeOH v MF

14,00

12,00 A

10,00

8,00

—e— kofein
theofylin

t (min)

6,00 -

4,00

2,00 -

0,00 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% MeOH

65



Obrazek 44 — chromatogram kofeinu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, prutok 2 ml/min
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Série analyz ¢. 2: Mobilni faze: Methanol — H;PO,4 0,085%

Tabulka 20, 21 — zavislost retencniho Casu kofeinu a theofylinu na sloZeni MF

kofein theofylin
MeOH(%) t(min) MeOH(%) t(min)
10 12,90 10 6,36
20 5,16 20 3,14
30 2,80 30 2,00
40 1,88 40 1,52
50 1,46 50 1,00
60 1,26 60 0,96
70 1,14 70 0,94
80 0,98 80 0,88
90 0,94 90 0,86
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Obrazek 46 — zavislost retence kofeinu a theofylinu na procentudlnim zastoupeni MeOH v MF
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Obrazek 47 — chromatogram kofeinu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, prutok 4 ml/min
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Série analyz €. 3: Mobilni faze: Methanol — Acetatovy pufr pH 7

Tabulka 22, 23 — zavislost retencniho Casu kofeinu a theofylinu na sloZeni MF

kofein theofylin
MeOH(%) t(min) MeOH(%) t(min)
10 14,08 10 6,76
20 5,56 20 3,28
30 2,94 30 2,06
40 1,94 40 1,54
50 1,50 50 1,28
60 1,26 60 0,94
70 1,14 70 1,00
80 1,08 80 0,90
90 1,02 90 0,92

Obrazek 49 — retence kofeinu a theofylinu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni MeOH v MF
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Obrazek 50 — chromatogram kofeinu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, prutok 4 ml/min
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Obrazek 51 — chromatogram theofylinu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, priitok 4 ml/min
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4.5.6 Testovana skupina latek ¢. 6: ANILIN

Série analyz €. 1: Mobilni faze: Methanol — H,O

Obrazek 52 — retence anilinu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni MeOH v MF

Tabulka 24 — zavislost retencniho Casu anilinu na sloZeni MF

MeOH(%)[ t(min)
10 -
20 27,18
30 21,11
40 15,77
50 11,80
60 8,46
70 6,62
80 5,59
90 5,51

t (min)
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Obrazek 53 — chromatogram anilinu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, prutok 2 ml/min
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Série analyz €. 2: Mobilni faze: Methanol — H;PO,4 0,085%

Tabulka 25 — zavislost retencniho Casu anilinu na sloZeni MF

Obrazek 54 — retence anilinu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni MeOH v MF
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Obrazek 55 — chromatogram anilinu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, priutok 4 ml/min
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Série analyz €. 3: Mobilni faze: Methanol — Acetatovy pufr pH 7

Tabulka 26 — zavislost retenc¢niho Casu anilinu na sloZeni MF

Obrazek 56 — retence anilinu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni MeOH v MF
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Obrazek 57 — chromatogram anilinu pii 90% zastoupeni MeOH v MF, priutok 4 ml/min
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4.5.7 Prehled latek vykazujicich tzv. retenci ve tvaru ,,U*

Tabulka 27 — piehled latek vykazujicich tzv. retenci ve tvaru ,,U*

Typ pouzité mobilni faze
MeOH/ MeOH/ | MeOH/
H;POq4 Acetatovy
0,085% | pufr pH 7
B3 - sympatolytika acebutolol X ANO ANO
bopindolol X ANO ANO
| Neuroleptika thioridazin X ANO NE
é‘i perphenazin X ANO ANO
& [Tokalni lidokain X ANO NE
f"’) anestetika prilokain X ANO NE
§ Tetracyklinova oxytetracyklin X ANO NE
E antibiotika minocyklin X ANO ANO
Derivaty kofein NE NE NE
methylxantinu theofylin NE NE NE
Anilin anilin NE NE NE
legenda
ANO......cceeuee. latky vykazovaly retenci ve tvaru ,,U*
NE ..o latky nevykazovaly retenci ve tvaru ,,U*
D GO nebyly ziskdny zadné vysledky odpovidajici retenci ve tvaru ,,U*

z ditvodu pfili§ vysoké retence latek
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5 Shrnuti a diskuse

Zadanym cilem rigor6zni prace bylo sledovat reten¢ni ,,U* profily vybranych
latek na pentafluorofenylové stacionarni fazi. Jako testované latky byly vybrany
latky ze skupiny tetracyklinovych antibiotik (oxytetracyklin, minocyklin),
neuroleptik (thioridazin, perphenazin), lokélnich anestetik (lidokain, prilokain),
derivath methylxantinu (kofein, theofylin), B-sympatolytik (acebutolol, bopindolol)
a anilin. Pfi analyze byla sledovadna retence testovanych skupin latek v zavislosti
na charakteru mobilni faze. Cilem bylo zjistit, které latky z vybranych skupin
vykazuji retenci ve tvaru ,,U*.

U v8ech latek z vybranych skupin byly provedeny tii série analyz, kdy pro
sérii analyz ¢. 1 byla pouzita mobilni faze methanol — voda, pro sérii analyz ¢. 2
mobilni fdze methanol — kyselina fosforecna 0,085% a pro sérii analyz ¢. 3 mobilni
faze methanol — acetatovy pufr pH 7. Pfi kazdé jednotlivé analyze bylo soucasné
meénéno procentudlni zastoupeni methanolu v mobilni fazi.

Z testovanych latek vybranych skupin vykazovaly retencni profil ve tvaru
,U“ tetracyklinova antibiotika oxytetracyklin, minocyklin v sérii analyz ¢. 2
a minocyklin 1 v sérii analyz ¢. 3, neuroleptika thioridazin a perphenazin v sérii
analyz ¢. 2 a perphenazin 1 v sérii analyz €. 3, lokalni anestetika lidokain, prilokain
v sérii analyz €. 2, B — sympatolytika acebutolol, bopindolol v sérii analyz €. 2 a €. 3.
Aromaticka bazicka latka anilin, reten¢ni profil ve tvaru ,,U* nevykazoval, ale byla
zjisténa jeho vyssi retence s rostoucim obsahem methanolu v mobilni fazi v kyselém
pH. Tento jev je velice podobny chovani latky pfi separaci na normalnich féazich,
nebo chromatografie v médu HILIC. Jev je pravdépodobné zplisoben =n-n
interakcemi mezi ionizovanou molekulou anilinu a atomy fluoru na stacionarni fazi,
které jsou siln€jsi mezi molekulou a staciondrni fazi v piipad€ piitomnosti
methanolu v mobilni fazi. Methanol n-n interakce nevykazuje, zatimco acetonitril
ano. V pfipad¢ acetonitrilu v mobilni fazi pak dochdzi ke vzdjemnym n-n interakcim
mezi molekulou anilinu, stacionarni fazi a zaroven i acetonitrilem a tim je anilin 1 pfi
stoupajicim obsahu organické slozky vymyvan pozdéji z kolony, avSak v kratSich
retencnich Casech pro acetonitril nez v piipadé methanolu. Tuto tezi podporuji i

vysledky z ptedchozi diplomové prace, kde byly testovany mobilni faze s obsahem
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acetonitrilu, a tento jev byl u anilinu pozorovan se stejnym pribéhem, avSak

s krat$imi retencnimi ¢asy (viz. Srovnani obrazku 54 a 58).

Obrazek 54 — retence anilinu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni methanolu v MF
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Obrazek 58 — retence anilinu v zavislosti na procentudlnim zastoupeni acetonitrilu v MF

(ptevzato z diplomové prace [27])
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Ze sledovanych zavislosti je ¢astecné mozné urcit, které strukturni typy latek
mohou ,,U* profily na koloné¢ HS F5 vykazovat, a tak vyuZit tyto poznatky k zajisténi
vétsi retence béhem chromatografické separace. Jednotny zavér ¢i pravidlo vSak pro
ziskani ,,U* profilu pro kazdou latku neni moZzné vyvodit a je nutné sledovat cilen¢
chovani latek v jednotlivych skupinach, kde se také mohou castecné liSit v zavislosti

na struktufe (viz. neuroleptika).
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V porovnani s pfedchozim vyzkumem provedenym na stejnych latkach za
identickych podminek, kde organickou slozkou mobilni faze byl pouzit acetonitril
misto methanolu [27] (viz. pfilozena tabulka 28, str. 77) byly ziskany velice podobné
vysledky stanovenych reten¢nich ,,U* profilli. Ve skupiné sympatolytik (acebutolol,
bopindolol) nebyly zjistény rozdily v retenénich profilech v zavislosti na organické
slozce mobilni faze. Podobné tomu bylo i v pfipad¢ lokélnich anestetik, kde byly
pozorovany stejné typy ,,U“ profild. U derivati methylxantini a u anilinu byla
zjiSténa stejna absence ,,U* profili ve vSech kombinacich mobilnich fazi.

Drobné rozdily byly po srovnani nalezeny v pfipad¢ neuroleptik, kde ,U*
profily v kyselé mobilni fazi byly totozné pro obé& latky a pouze v ptipadé pufrované
mobilni fdze byl zjistén rozdil v retenci thioridazinu a perphenazinu (tvorba , U
profilu v methanolu vs. acetonitrilu byla reverzni). Vétsi rozdil byl zjistén u
tetracyklinovych antibiotik, kde pro kyselou mobilni fazi byly retenéni profily
shodné v obou organickych fazich (methanol i acetonitril), avSak v methanolické fazi
byl zjistén ,,U“ profil pro minocyklin v pufrované mobilni fazi a v pfitomnosti
acetonitrilu naopak vykazoval ,,U* profil oxytetracyklin v mobilni fazi bez upravy
pH.

Piekvapenim u obou organickych slozek mobilni faze bylo reten¢ni chovani
anilinu jako zéstupce jednoduché bazické aromatické latky, kde byla pro tento typ
jednoduché slouceniny retence ve tvaru ,,U“ ocekavana a nebyla dosazena. Byl vSak
potvrzen jiny typ interakce, nez ten ktery je charakteristicky pro klasickou
chromatografii na reverznich fazich a to diky wvzrlstajici retenci anilinu pfti
zvySujicim se mnoZstvi organické slozky v mobilni fazi. Tento jev je vysvétlen
pravdépodobné n-m interakcemi mezi analytem, mobilni fazi a staciondrni fazi a byl

komentovan vyse.
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Tabulka 28 — pi‘ehled latek s vyskytem ,,U* profili za pouziti mobilni fize s obsahem

acetonitrilu [27]

Typ pouzité mobilni faze
ACN/ ACN/ ACN/
H;POq4 Acetatovy
H,O
0,085% | pufr pH 7
f3 - sympatolytika acebutolol X ANO ANO
bopindolol X ANO ANO
| Neuroleptika thioridazin X ANO ANO
%i perphenazin X ANO NE
& [Tokalni lidokain X ANO NE
f"’) anestetika prilokain X ANO NE
§ Tetracyklinova oxytetracyklin ANO ANO NE
EJ antibiotika minocyklin X ANO NE
Derivaty kofein NE NE NE
methylxantinu theofylin NE NE NE
Anilin anilin NE NE NE
legenda
ANO......cccoeueee. latky vykazovaly retenci ve tvaru ,,U*
NE .o, latky nevykazovaly retenci ve tvaru ,,U*
D CORRS nebyly ziskany zadné vysledky odpovidajici retenci ve tvaru ,,U*

z ditvodu pfili§ vysoké retence latek
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6 Zaver

Zaveérem je mozné konstatovat, zZe zadany cil rigordézni prace — sledovani
reten¢nich ,,U* profild vybranych latek na pentafluorofenylové stacionarni fazi byl
v zadaném rozsahu splnén. Ziskané vysledky jsou dokumentovany v prubéznych
tabulkach a chromatogramech, a reten¢ni profily jsou shrnuty v zavére¢né souhrnné

tabulce. Ziskané vysledky byly v rdmci moZnosti a dostupnych informaci o feSené

problematice stru¢né komentovany.
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