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1. CIL PRACE

Lipofilita je jednou z nejvyznamnéjSich fyzikalng — chemickych vlastnosti 1éCiv.
Jeji znalost nam umoZiiuje predstavit si piisobeni 16&iva v organismu, protoZe ovliviiuje
jeho osud a u€inek. K nejéast&jsim metodam uréovani lipofility patfi chromatografické

metody. Nejvice se vyuZiva chromatografie kapalinova (hlavné HPLC).

Tato price se zabyva studif lipofility série nové syntetizovanych potencionalnich
antileukotrienik a dale porovnava naméfené vysledky s vysledky vypoltenymi pomoci

poditadového programu.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Antileukotrienika

Leukotrieny maji  vyznamny  G&inek  spasmogenni a  vasoaktivni
(bronchokonstrikce, zvySeni cévni permeability, otok, tvorba hilenu), ale také
prozanétlivy (pfivod eosinofilii). Antileukotrieny viechny vyse uvedené ucinky blokuji.
Biologicky u¢inek leukotriend lze 1é¢ebné ovlivnit bud’ inhibici jejich tvorby zdsahem
na vrovni 5 — lipooxygendzy nebo pomoci antagonistii cysteinylovych leukotriend na

prisludnych receptorech.

Zafirlukast

Zafirlukast je selektivni kompetitivni antagonista leukotrienti na jejich receptorech.
Tlumi &asnou i pozdni prozanétlivou fazi alergické reakce. Ma bronchodilataéni G¢inky
a tlumi bronchokonstrikei, a to jak vyvolanou leukotrieny nebo alergeny, tak po télesné
ZAt€Zi &i inhalaci studeného vzduchu. U tézkého perzistujiciho astmatu vyZadujiciho
aplikaci vysokych davek kortikosteroidd nebo jinych antiastmatik umoZiluje postupné
sniZeni jejich davek. Pro viechny tyto G¢inky se zafirlukast pouZiva pfi profylaxi a
dlouhodobé terapii perzistujiciho astmatu v ptipadé nedostatecné ucinnosti standardni
terapie.

Mezi nejéastéjsi nezadouci ucinky vyvolané timto lé¢ivem patii nauzea, bolesti
bficha, bolesti hlavy. Zafirlukast zvy$uje ucinek peroralnich antikoagulancii. Jeho
plazmatické hladiny zvySuje kyselina acetylsalicylova, sniZuje erythromycin,

theophyllin a terfenadin.

Montelukast

Montelukast ma stejné uéinky jako pfedchozi zafirlukast, a proto se také pouZiva
pii profylaxi dlouhodobé terapii perzistujiciho astmatu v pfipadé nedostatené G€innosti
standardni terapie. NeZzadouci G¢inky jsou obdobné. Jeho plazmatické hladiny sniZuji
barbituraty.



Tenidap
Latka, kterd pusobi obéma mechanismy a pravdépodobné inhibuje také tvorbu a

néinky interleukinu — 1.

Inhibitoty 5 — lipooxygendzy
Sem patti docebenon, piriprost, zileuton a dal3i. Ty oviem zatim v b&Zné terapii

nejsou dostupné. [14,15]

2.2. Lipofilita a zpisoby jejiho stanoveni

Lipofilita patfi k nejduleZitgj$im fyzikalné — chemickym vlastnostem léCiva. Je to
jeden z parametrd, ktery ma vliv na biologickou aktivitu lé€iva. Ovliviiuje osud a i¢inek
lé¢iva v organismu pii d&jich jako jsou resorpce, distribuce, biotransformace a
eliminace. V&t3ina lé¢iv je na misto svého plisobeni transportovana vodni cestou, takze
je nutna alespofi &aste¢na rozpustnost ve vode. Rozpustnost v tucich je dileZita pro
prostup lé¢iva biologickou membranou. Po podani se léCivo v organismu setkdva
smnoha rozhranimi mezi vodnou a tukovou fazi a dochdzi k opakovanému

ustanovovéani rovnovahy na téchto rozhranich.

Rozpustnost ve vod& a tucich se neuplatiiuje izolované, nybrz ve vzijemném
vztahu. Podil hydrofilnich a hydrofobnich faktord v molekule daného lé€iva miZzeme
vyjadfit pomoci rozd&lovaciho koeficientu P, coZ je pomér celkové koncentrace latky
rozpusténé v lipofilni fazi (c ) k celkové koncentraci latky rozpusténé ve vodni
fazi (cy):

pCL
Cy

Vlastnosti 1é&iva, které jsou timto koeficientem vyjadieny, hraji velmi ddleZitou
roli pfi transportnich d&jich. Souvisi se schopnosti léciv pronikat biologickymi
membranami a ovliviluje i koncentraci 1é¢ivé latky v mist¢ 0cinku. Uvadi se

v logaritmované podobé log P.
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Rozd&lovaci koeficient je pouZivdn i pfi posuzovani bezpenosti léCiv a latek
s moZnou biologickou aktivitou. Lé€iva s nizkym rozdélovacim koeficientem, tj. latky
dobfe rozpustné ve vodé, jsou v organismu transportovana i eliminovana rychleji,
vykazuji tedy kratkodoby ucinek. Naopak zvySeni lipofility u 1é¢iv pfinasi riziko
zpomaleného vyluCovani a piipadné i kumulace latky v organismu. Z tohoto hlediska
jsou bezpedné&jsi léCiva s dostateénym tc¢inkem pii co nejniZsi hodnoté log P. [2,11]

Stanoveni lipofility

Lipofilitni parametry se daji stanovit n¢kolika zpiisoby. Stanovuji se metodami,

které jsou zaloZeny na sledovani chovani latek v systému vodné a organické faze.

Zakladni metodou je metoda t¥epaci, kterd je zaloZena na uréeni rozdélovaciho

koeficientu P diky vytfepavani latek v systému zn-oktanol — voda.

Rozdé&lovaci koeficient je pomér koncentraci latky ve fazi n-oktanolu (c,) a ve
vodé (cy).

Zjistény rozdélovaci koeficient se uvadi v logaritmované podobég log P.

Druhou a mnohem vice vyuZivangj§i mozZnosti stanoveni jsou chromatografické
metody. VyuZivaji se tenkovrstvd (TLC) a vysokoudinnd kapalinova (HPLC)

chromatografie na obracenych fazich.

Metoda TLC vyuziva ke zjiténi lipofility latek méfeni hodnot Ry, které uruji
pomér vzdalenosti stfedu skvrny od startu a vzdalenosti ¢ela mobilni faze od startu a
hodnot Ry z nich vypodtenych.

Ry = 1og(RLF-1)

Hodnota Ry je ovlivnéna podminkami chromatografického procesu jako napt.
stupném impregnace, pH eluentu a hlavné druhem a procentudlnim zastoupenim
organického rozpoustédla v mobilni fizi. Hodnota Ry s rostoucim podilem organické

slozky v mobilni fizi stoupa, naopak hodnota Ry klesa. K vyloueni pfipadnych
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rugivych efektd organické slozky se provadi extrapolace Ry hodnot do 0% organické
faze, tj. do 100% faze vodné, pomoci linedrni regrese. Takto ziskané hodnoty

oznatujeme Ryw @ slouZi nam jako lipofilni charakteristiky latek ziskané metodou

TLC.

Metodon HPLC ziskavame hodnoty log k, které jsou vypotteny z retencnich ¢asu
latek. Podobng jako u metody TLC se zde také miiZe pouzit linedrni extrapolace do 0%
organické faze vychazejici z grafu z4vislosti log k na koncentraci organické slozky
v mobilni fazi. Tato hodnota se oznaluje log K.

Ip =1

logk =log

0

Hodnoty log P lze také vypotitat pomoci pocitatovych programii na zikladé
aditivnich vlastnosti lipofilnich charakteristik. Vychézeji ze znalosti jiz urenych
rozd&lovacich koeficienti zndmych latek a lipofilitnich pfispévkd jednotlivych
strukturnich &4sti a funk&nich skupin, které jsou pficteny nebo odedteny. [2,11]
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2.3. Chromatografické metody

2.3.1. Zdakladni principy chromatografického procesu

Chromatografie je vysoce u¢innd separadni metoda zaloZena na postupném
mnohonasobné opakovaném ustavovani fady fazovych rovnovéh soudésti analyzované

smési mezi dvé vzajemnd nemisitelné faze, které jsou relativné viiti sob& v pohybu. [10]

Separace je dosazeno bud’ pomoci rozd&lovacich a/nebo adsorpénich, nebo jinych
fyzikalné chemickych délicich metod. U viech chromatografickych d&ji jsou potfebné
dvé nemisitelné latky, které nazyvame faze. Jedna z fazi ma v rozdélovacim systému
staciondarni charakter (staciondrni fize). S pomoci druhé fize (mobilni faze) je smés,
ktera ma byt rozdglena, transportovdna pres fizi staciondrni. Stacionarni fizi mohou
tvofit mala téliska nebo miZe byt kapalinou. Pevné stacionarni fize se nazyvaji
sorbenty, kapalné jako rozdé&lovaci kapaliny. Mobilni fize miZe byt kapalna nebo
plynna. Kapalnd mobilni faze je oznaCovéna jako eluent nebo eluéni €imidlo, plynna

jako nosny plyn. [9]

Hybnou silou v chromatografickém procesu je tok mobilni faze, kterd unasi ionty
nebo molekuly. Vlastni dleni latek v systému vSak zavisi na brzdici sile (retenci), kterd
plsobi selektivné: nektera latka je brzd&na vice, nékterd méné. Pfi chromatografickém
procesu se ustanovuje dynamickéa rovnovaha mezi vratnou sorpci na staciondrni fazi a
desorpci mobilni fize. Rychlost postupu latky zavisi na sorpni rovnovaze, tj. &im
pevngji se latka sorbuje na staciondrni fazi, tim pomaleji v chromatografickém systému

postupuje. [4]
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2.3.2. Klasifikace chromatografickych metod

Chromatografickych metod je velké mnoZstvi. Proto je ulelné jejich rozdéleni do
ur&itych skupin. Vzhledem k jejich riiznorodosti se déli podle riiznych hledisek:
1. podle povahy d&je, ktery prevlada pii separaci
2. podle usporadani stacionarni faze
3. podle povahy mobilni a staciondrni faze
4. podle zpiisobu vyvijeni chromatogramu
5. podle zpisobu vyuZiti [7,11]

1. podle povahy déje, ktery pFevidda pri separaci

Obvykle se pii separaci uplatiiuje nékolik fyzikalné — chemickych d&jii sougasné,

jeden z nich pfevlada.

Adsorpéni chromatografie
Adsorpei se rozumi vazba latky na povrch latky druhé. Zaklada se na specifickém

vzdjemném plsobeni mezi polarnim povrchem sorbentu a polarnimi skupinami
adsorbujici latky. Sila, kterou sorbent latkn vaZe, se nazyva aktivita. MnoZstvi latky,
které mizZe byt navazéno, je zavislé na teploté. P¥i vys$Sich teplotach je adsorbovéano
méng substance neZ pfi niZSich. Takto miiZe byt n&jaka adsorbujici substance pomoci

upravy teploty opét desorbovana.

Mnozstvi adsorbované latky také zavisi na velikosti plochy sorbentu. Cim je plocha

vetsi, tim vice latky miiZe byt adsorbovano.

Pi adsorpéni chromatografii je analyzovany vzorek adsorbovan na pevnou plochu.
Pomoci smési rozpoudtddel (mobilni faze, eluéni &inidlo) je neadsorbovana latka
zplochy opét vytlatena. Jednotlivé komponenty jsou rozdéleny podle polarity a
rozpustnosti, diky kterym jsou riiznou silou adsorbovany. Vé&tSinou se jesté pfi separaci
piekryvaji také délici procesy, iontovd vyména a sitovy efekt. Jak silné se tyto efekty
vedle adsorpce zapoji, zdvisi mimo jiné na aktivit® pouZitého sorbentu a polaritd

eludniho &inidla.

10




P

Adsorbentem (nepohybliva faze) byva nejlastéji oxid hlinity, oxid hofefnaty,
silikagel, praskovand celuléza nebo aktivni uhli. Pohyblivou fazi tvoii bud'to Cistd
rozpoustédla sestavena podle elugni schopnosti do tzv. eluotropni fady (voda >
methylalkohol > n-propylalkchol > aceton > octan ethylnaty > diethylether >

benzen > tetrachlormethan > hexan) nebo smési rozpoustédel.

Nejdulezit&jsi zpilisob pro ziskani jednotlivych sloZek je eluéni technika, pii které
se délené slozky vymyvaji pfiddvanym rozpoustédlem. Pfitom vychazi ze sloupce
slozka nejslabéji adsorbovand a postupné sloZky siln&ji adsorbované.

eluent
vzorek#
Nl
B 232
AR
355 analyt
vlreluét

Obr. 2.3.2.1. Separace [13]

Eluéni zplisob vyvijeni je moZné realizovat v n€kolika variantach. Pfi jednoduché
eluci se¢ kolona promyva stale stejnou mobilni fazi tak dlouho, aZ dojde k oddéleni
jednotlivych slozek a ty pak postupné opusti kolonu v roztoku mobilni faze (eluatu). Pri
vicestupiiové eluci se eluuji dobfe nékteré slozky méné polarnim rozpoustédlem, jiné
jsou prili§ sorbovany a pro jejich eluci se zvoli polarnégjsi rozpoustédlo. Pfi eluci
gradientové se postupng plynule méni pH mobilni faze nebo koncentrace polamngjsi
sloZky v mobilni fazi. Tento zpisob vyvijeni se pouZXivd zejména pii déleni
komplikovangjsich smési a jeho cilem je zkraceni doby analyzy a ziskani ostiej$iho
rozdéleni latek.

Mezi rozdélovaci techniky, u nichZ hraji roli adsorpéni procesy, patfi

chromatografie plyn — pevna latka (GSC), vysokoucinnd kapalinova chromatografie
(HPLC), tenkovrstva chromatografie (TLC). [4,9]
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Rozdslovaci chromatografie

K déleni latek dochézi na zdkladé jejich riznych rozdé€lovacich koeficientu.
Chromatograficky sloupec je naplnén inertnim nosi¢em (silikagel, kfemelina, silikaty,
celuléza), na jehoZ povrchu je zakotvena u¢inna stacionarni kapalna faze (na celuldze
nejiastdji voda). Po vneseni roztoku délené smési dochazi pfi prichodu mobilni faze
k opakovanému rozdélovani (extrakci) souldsti smési mezi ob& kapalné faze, pfi
plynové chromatografii mezi kapalnou a plynnou fazi.

Plati zde Nernstiiv vztah:

kde X je rozdélovaci koeficient

c; je koncentrace latky ve fazi 1

c; je koncentrace latky ve fazi 2

Rozdélovaci koeficient je latkova konstanta, ktera popisuje stupeil rozpustnosti a
s tim spojené rozdé&leni latky mezi fize. Tato konstanta je z4visla na teploté, a proto

miiZzeme v mnoha pfipadech separaci vyhodné ovlivnit. [4,9]

Iontové vyménna chromatografie

Tuto metodu lze pouzit, jestlize délené sloZky vytvafeji vroztoku ionty.
Stacionarni fazi tvofi iontoménice (katexy, anexy).

Pii iontové vyménné chromatografii se distribuyji slozky iontové povahy mezi dvé
faze pasobenim elektrostatickych sil mezi nabitymi &asticemi (ionty) v mobilni fazi a

funk&nimi skupinami ménice ionti, které nesou naboj. [3]

Gelovéa chromatografie
K déleni slozek dochazi podle velikosti jejich molekul molekuldrné sitovym

efektem. Staciondrni fazi je polymerni gel spoéry riznych velikosti, do kterych
difunduji molekuly délenych sloZek. Men$i molekuly mohou do gelu difundovat a jejich
draha v pérech gelu je tim delgi, ¢im jsou mengi. Molekuly, které maji velikost vétsi nez
je nejvétsi priim&r pori, nemohou do gelu proniknout a postupuji tedy vpied s mobilni

fazi a jsou eluovany nejdfive. [3,11]

12
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Afinitni chromatografie
Je urtena k separaci biologickych makromolekul, které lze jinak velmi obtiZn&

separovat, nebot’ rozdily ve fyzikalng chemickych vlastnostech téchto latek jsou malé.
Tato metoda je zaloZena na selektivnich interakcich. Na nosi¢ je navazan kovalentni
vazbou vhodny ligand, ktery je schopen vytvéfet specificky komplex s urditou
biclogickou makromolekulou. Ta zdstiva vdzana v kolong, zatimco ostatni slozky

vzorku jsou vymyty. [3]

2. podie usporadani staciondrni fdze

Kolonova chromatografie
StacionArni fize je umisténa v trubici — koloné. Pfikladem je HPLC.

Plo3né techniky
- papirovd chromatografie (PC), kdy je stacionarni faze soulasti

chromatografického papiru
- tenkovrstva chromatografie, kdy je staciondrni fize umisténa na sklenéné

desce, hlinikové f6lii nebo plochém podkladu z jiného materialu [7]
3. podle povahy mobilni a staciondrni faze

Plynovi chromatografie
Vzorek se vnasi do proudu plynu, ktery jej dal unasi kolonou. Proto se mobilni faze
nazyvé nosny plyn. Aby vzorek mohl byt transportovan, musi se ihned pfeménit na

plyn. V kolon¢ se slozky separuji na zdkladé rtizné schopnosti poutat se na stacionarni
fazi.

Kapalinova chromatografie
Mobilni fazi je kapalina. Na rozdil od plynové chromatografie rozhoduiji o separaci

sloZek nejen jejich interakce se stacionarni fazi, ale rovnéZ pouZitd mobilni faze. [7]

13
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Kapalinova chromatografie se pak dale jeSté rozdéluje dle skupenstvi faze na:

. chromatografie kapalina — pevna latka - LSC (liquid-solid
chromatography), kde sorbentem je pevna latka

chromatografii kapalina — kapalina LLC (liquid-liquid chromatography),
kde stacionarni fazi pfedstavuje kapalina nemisitelna nebo omezeng misitelna

s mobilni fazi

Plynovou chromatografii také rozd€lujeme na:
- chromatografie plyn-pevn4 litka — GSC (gas-solid chromatography)
- chromatografie plyn- kapalina — GLC (gas-liquid chromatography) [11]

4. podle zpusobu vyvijeni chromatogramu

Frontalni chromatografie

P¥i tomto zpiisobu se kontinudlng piivadi roztok délené smési na staciondrni fazi
béhem celého chromatografického procesu. Nejdfive je eluovéna sloZzka s nejmensi
afinitou ke stacionarni fazi, pozdéji zaéne vychazet smés této latky se slozkou, ktera ma
stfedn& velkou afinitu a nakonec se objevi i sloZKy s nejvétsi afinitou k sorbentu. Tato

metoda byla vyvinuta k analytickym u¢elum. (8]

Vytésiiovaci chromatografie

Princip této metody spo&iva v tom, Ze se na chromatografickou kolonu jednorazové
vnese analyzovani smés a poté je kontinudlng pfivadén roztok latky, kterA ma ke
staciondrni fazi nejv&tsi afinitu, Tato latka v mobilni fazi tak vytésiiuyje jednotlivé slozky
z vazby na sorbent. Slozky vychazeji jednotlivé, v pofadi podle afinity k sorbentu a
t&sné na sebe navazuji. Jako posledni vytéka latka vytesiujici. Tato metoda slouzi

k preparativnim u¢eltim. [8]

Eluéni chromatografie

Analyzovanid smés se nanasi jednordzové v malém mnoZstvi a kontinuiln€ se
pfivadi mobilni faze, kterd ma men3i afinitu ke stacionarni fazi neZ ma kterakoliv ze
slozek analyzované smési. Jednotlivé sloZky vychazeji samostatné, oddélené mobilni
fazi, Pokud se afinita jednotlivych sloZek ke stacionarni fazi pfili¥ nelidi, pouZiva se

mobilni faze o stejném sloZeni béhem celého chromatografické¢ho procesu — eluce
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izokratickd, v opatném pipadé se sloZeni mobilni faze plynule mé&ni — eluce

gradientovd. PouZiva se k tdeliim analytickym i preparativnim. [8]
5. podle zpusobu vyuziti

Chromato e analyticka

Slou ke kvalitativni i kvantitativni analyze.

Chromatografie preparativni
Slouzi k &isteni latek v laboratornim méritku.

Chromatografie slouZici k vyrobnim uéelim [3,8]

Tento prehled rozdéleni uvadi jen nékterda z moZnych kritérii klasifikace
chromatografickych metod.

Dale se zam&fuji pouze na metodu pouZitou pii studii lipofility latek

v experimentalni ¢asti této prace.
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2.4. Vysokouinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (dale jen HPLC) je forma kolonové
chromatografie, pfi které je eluéni &inidlo pomoci pumpy tlateno do délici kolony.
HPLC slouzi stejné jako vSechny chromatograficke metody jak k rozdéleni smési latek,
tak ke kvalitativni a kvantitativni analyze. Vysledkem je pak zavislost intenzity signalu

z detektoru na &ase.

Pt Kklasické sloupcové chromatografii tefe eluéni ¢Cinidlo na zdklade
hydrostatického tlaku pfes kolonu naplnénou staciondrni fazi shora dold. Pfedpokladem
pro separaci je dostatetnd pritokova rychlost mobilni faze, kterd je uskutelnéna
gravitaci. Vykonnost rozdéleni hodné zavisi na velikosti &astic a rozdéleni velikosti
gastic staciondrni fize. Mendi a stejnomérné tvarované c&asteCky vedou k vysoké
rozdélovaci vykonnosti. Mensi &astetky maji vysokou hustotu a tvoii tak piekdzku pro
eluéni &inidlo. K zajisténi dostatujici rychlosti toku je eluéni Cinidlo tlateno kelonou
pomoci pumpy. Tlak, potfebny pro tok mobilni faze, je zavisly na priméru a délce
kolony, stejn& jako na viskozité elu¢niho ¢inidla. Na zikladé podstatn€ vyssi ucinnosti
oproti b&zné sloupcové chromatografii je tato chromatografie pod tlakem nazyvana
vysokoiadinna kapalinovia chromatografie ( high performance liquid chromatography
— HPLC). Star$i nazev vysokotlakd kapalinova chromatografie (high pressure liquid
chromatography) jiZ neni pouZivan, ponévadZ chromatograficka separace neni
podminé&na pouze tlakem.

Vyvoj piistrojii a metod pro tento typ chromatografie zagal v sedmdesatych letech
minulého stolet]. Pomoci HPLC miiZeme stanovovat téméf viechna rozpustna organicka
a anorganicka légiva a diky riznym kombina&nim moZnostem mobilni a stacionarni
faze dosahnout poZadované selektivity. Diky rozmanitym moZnostem pouZiti dnes patfi
HPLC k nejoblibengjdim a nejvyuZivangj$im délicim metoddm ve farmaceutické
analytice. Vyhodou oproti plynové chromatografii (GC) je, Ze analyzované substance

nemusi byt odpafovany, ale mohou byt zkoumany v rozpuiténé formé. {9]
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2.4.1. Teorie chromatografického procesu

V kapalinové chromatografii se v sou¢asné dob¢ uplatiiuje hlavné eluéni vyvijeni,

které je mozné realizovat dvéma zpisoby.

Prvni a jednodu3i variantou je eluce izokraticka, pfi které je sloZeni mobilni faze
po celou dobu vyvijeni konstantni. V druhém piipad€ se hovoiime o eluci gradientové,
kdy se sloZeni mobilni faze programové meéni smérem k vy$8i elu¢ni schopnosti
v zavislosti na ¢éase, a to bud’ kontinudlng nebo diskontinudlng (vicestupiiova eluce).
Gradientovou eluci 1ze dosdhnout lepdi separace latek, zkrdceni analyzy. VyuZiva se

zejména pfi déleni komplikovangjSich smesi. Kromé koncentraéniho gradientu lze

pouzit i gradient pH.

Pii svém postupu kolonou vzorek interaguje se sorbentem a je na koloné riznou
mérou zadrzovan. Cas, ktery uplyne od néstfiku vzorku na kolonu po dosaZeni maxima
piku nazyvédme retentni ¢as tr. Retenci lze také vyjadfit retenénim objemem Vg, coz
je objem mobilni faze proteklé kolonou za tento &as. Vztah t&€chto veliCin je definovin
takto:

Vy=t,xF,

kde F,, je objemova rychlost mobilni faze, tj. mnoZstvi mobilni faze proteklé kolonou
za jednotiku &asu. [3,11]

S retenénim ¢asem souvisi mrtvy retenéni &as ty, coZ je retencni Cas slozky, ktera
neni v kolon& zadrZovana, tj. retenéni ¢as sloZky, ktera se pohybuje kolonou stejnou
rychlosti jako mobilni fize. Mrtvému retenénimu ¢asu odpovidd pfisluSny retenéni

objem, ktery se nazyva mrtvy retenéni objem V. I pro né plati vy3e uvedeny vztah.

Z rozdilu retenéniho a mrtvého retenéniho d&asu lze vypolist skuteény
(redukovany) retenéni ¢as tg‘.

1=ty — 1t

kde tg je retencni ¢as a ty je mrtvy retenéni ¢as.
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Analogicky plati vztah pro skuteény (redukovany) objem Vg*:
Vr'=Vr = VM
kde Vg je retenéni objem a Vi mrtvy retenéni objem. [3,11]
Rychlost toku mobilni faze lze také vyjadiit jako stéedni linedrni rychlost toku
mobilni fize u (cm s™):
kde L je délka kolony (v cm), tm mrtvy retencni ¢as

Vzijemny vztah mezi objemovou rychlosti a linearni rychlosti miZeme vyjadiit

nasledovné:
Fm
U =—
q
kde q je volny priifez kolony,tj. ta &ast kolony, kterd je volnd pro prutok mobilni faze.
[3]

Libovolnd slozka A, ktera je v koloné retardovand postupuje rychlosti us:

U, =

Iy

kde L je délka kolony a tg je retenéni ¢as ldtky A.

Pomér linedrnich rychlosti w a wu, je oznaCovan jako retardadni faktor Ry.
Vyjadiuje pravdépodobnost, Ze molekula sloZky A se nachézi ve staciondrni fazi. Plati
vztah:

us _ (na)m _ 1
U (m+ma)s (1+K)

kde (na)m je mnoZstvi latky A v mobilni fazi, (na)s mnoZstvi litky A ve stacionarni

fazi, K je kapacitni pomér. [3]
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Kapacitni pomér (faktor) K je bezrozméma veli¢ina, ktera slouZi k charakterizaci

retence:

K_VR—VM _VR'__tR—-tM__tR_'
Vu VM tMm tm

Kapacitni pomér vyjadfuje pomér celkového mnoZstvi separované litky ve
stacionarni fazi k celkovému mnoZstvi této latky ve fazi mobilni a je pfimo imérny
distribuéni konstant® Kp, kterd vyjadfuje pomér koncentraci separované latky v obou

fazich:

K =(na)s/(na)4 =Kpx S

|4
kde S je oznadeni fazového pomeru v kolong, ktery je roven: S = V—S [3]
M

Aby bylo moZno chromatografické metody Siroce pouZivat, je nutné zajistit

dostate¢nou ucinnost separatniho procesu.

Utinnost separani schopnosti kolony se popisuje poftem teoretickych pater,

ptipadné vy$kovym ekvivalentem teoretického patra.

Model teoretického patra si lze predstavit tak, Ze kolona je sloZena z fady stejne
velkych pfiénych segmenti a v kazdém znich dochézi k ustaveni rovnovahy mezi
mobilni a stacionarni fazi. U&innost separa&nich schopnosti kolony je pak pfimo imérmna
poétu teoretickych pater m. Polet teoretickych pater je moZno zjistit experimentalné

dosazenim namé&fenych hodnot do vztahu:

2
n=]6(i)
W

kde tg je retenéni ¢as, W $itka daného piku pfi bézi.
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A nebo ze vztahu:

2
n=5545 ('—")
Yys

kde Yo je 3itka piku v poloviné jeho vysky. [3,11]

Ke srovnavani G¢innosti riznych kolon byl zaveden vySkovy ekvivalent

teoretického patra H:

H=%
n

kde L je délka kolony, n podet teoretickych pater.

Dalsi dileZitou velitinou je rozliSeni R. RozliSeni je mirou chromatografické
separace a udava se jako rozdil dvou pikid separovanych litek vztaZeny na Sifky pikd
v zakladng&. RozliSeni ziskdme dosazenim do vztahu:

2V, — Vg 2(tr,—tg,
R:M resp_ R=_M
Wi+ W2 W2+ Wi

Pokud dosadime Sitku piku v poloviné jeho vySky, bude rozlifeni vyjadieno
vztahem:

R _ 191 8(t Rz ™ t Rl)
Yos+Yos,

Rozliseni souvisi takeé se selektivitou.

Selektivita je mira separace dvou sloZek smési a je moZné ji vyjadfit pomoci
relativni retence:
tr.—tv K2
-t Ki
kde tg), tgz a tum odpovidaji hodnotdm retenénich &ast latek 1 a 2 a mrtvému

retenénimu ¢asu, K; a K; jsou hodnoty kapacitnich pomért latek.
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Dosazenim vy3e uvedenych rovnic do vztahu pro parametr rozliSeni dvou piki je

mozné odvodit a popsat tfi faktory, na kterych je rozliSeni zavisleé:

vn a-1 K
R = - X X

4 a K+1
A

B C

A.....udinnost
B.....selektivita
C....kapacita

VEechny tyto vlastnosti Ize ovlivnit zménou sloZzeni mobilni faze, zménou pH
mobilni féze, ndplni kolony a teplotou. Uginnost miZe byt ovlivnéna také viskozitou
mobilni fize, vlastnostmi chromatografované latky, jejim difiznim koeficientem a

hlavné pratokovou rychlosti mobilni faze kolonou.

DosaZeni optimalnich separa¢nich hodnot predstavuje kompromis mezi kapacitou,

rozli$enim a rychlosti separace. [11]
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2.4.2. Kvalitativni a kvantitativni analyza v HPLC

HPLC nam miiZe slouZit jak k identifikaci latek, tak ke stanoveni jejiho obsahu.

Kvalitativni hodnoceni

Pfi kvalitativnim hodnoceni latek nam slouZi jejich retenéni ¢as tg, popf. retencni

objem Vg. Nejtast&ji se posuzuje shoda sretentnim Casem standardu méfeného za

stejnych podminek.

Kvantitativni hodnoceni

Pro vlastni kvantitativni hodnoceni je zakladem plocha (event. vy3ka)

chromatografického piku. Pro stanoveni jednotlivych sloZzek ve smési se pouZivaji

nejcastéji dvé metody:

metoda vnéjSiho standardu — spociva ve dvou krocich {(dvojim davkovani).
V prvnim kroku se na kolonu nastiikne roztok analyzovaného vzorku a po
registraci zaznamu se v druhém kroku nastiikne roztok vnéjsiho standardu
(zpravidla se pouZiva nékteréd ze sloZek analyzované smési) a opét se
registruje jeho chromatogramu. Koncentrace stanovovanych sloZzek smési se
pak vypodita z poméru ploch (vy$ek) pikii jednotlivych stanovovanych latek
a plochy piku vnéjsiho standardu.

metoda vnitiniho standardu — ke znidmému objemu roztoku vzorku se
pfidd definovany objem roztoku vhodného vnitintho standardu (musi byt
eluovan v blizkosti piku analyzované latky a musi byt chemicky inertni) a po
promichani se nastfikuje na kolonu. Koncentrace stanovovanych latek se
opét vypolitd zpoméru ploch (vySek) pikt jednotlivych separovanych
slozek a plochy piku vnitiniho standardu. Tato metoda je méné asové
naro¢né a hlavné pfesnéjsi, protoZe neni zatiZena chybou dvojitho nastfiku.
(6,11}
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2.4.3.Instrumentace v HPLC

Kapalinovy chromatograf se sklada z t&chto asti:
- zafFizeni pro uchovavani a transport mobilni faze (vysokotlaké ¢erpadlo)
- zafizeni pro davkovani vzorku
- zafizeni pro separaci latek (chromatograficka kolona, termostat kolony)

- zafizeni pro detekci latek, popt. sbérac frakci

CHFEOOALATOGRS B3I
£
2
'g s piky
-5 .
° atandnides [mdn]
1N EZE:,lDﬁ
d & lzov aci pocitac
kohout se | L o—
smyckou separadni — &
kolona detekctor

Obr. 2.4.3.1. Kapalinovy chromatograf [13]

Pfi izokratické eluci je mobilni fize vedena ze zdsobniku mobilni faze do
vysokotlakého erpadla nebo pfi gradientové eluci se piivadéné proudy ze dvou nebo
vice zésobnikii misi podle programu ve sméSovaéi, ktery je zafazen pfed nebo za
vysokotlakym &erpadlem. Odplynéni mobilni faze se provadi v odplyfovaéi (degaser).
Dale je mobilni fize vedena pies zaFizeni pro davkovani vzorku do
chromatografické kolony, kterd je pfimo spojena s detektorem, za n&jZ miize byt na
vystupu zafazen jeité sbéra¢ jednotlivych frakei. Z detektoru miZe byt signal veden

bud’ do integrdtoru a zapisovaée nebo dnes &astéji do datové stanice s tiskdrnou.

Kapalinovy chromatograf je konstruovan tak, aby byl omezen vliv mrtvych objemu
na minimum, protoZe jinak dochézi k pfilinému rozdifovani elu¢nich kfivek. Proto se
spoje mezi nastiikovym zafizenim a kolonou a mezi kolonou a detektorem konstruuji

tak, aby mrtvé objemy byly co nejmensi. [1]
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Zafizeni pro pFipravu a transport mobilni faze

Tomuto zafizeni patii zasobnik s mobilni fazi, zafizeni pro odplynéni mobilni faze,

vysokotlaké &erpadlo, tlumi¢ pulst a mixery mobilni faze.

Zéasobnik mobilni faze

V z4sobniku jsou umistény specialni filtry pro odstranéni suspendovanych pevnych
&astic (kovovy nebo teflonovy filtr, 0,20 um). Zasobniky musi byt dobfe uzavieny tak,
aby z nich kapalina mohla odtékat, ale pfitom jeji pary neunikaly do okolni atmosféry.
Spoje zasobniku s odplyfiovatem, sméSovatem a vysokotlakym <&erpadlem jsou

zhotoveny vétsinou z teflonu nebo z nerez oceli. [1]

Zafizeni pro odplynéni mobilni faze
Mobilni faze se odplyiiuje pfedevdim proto, aby po uvolnéni tlaku na vystupu
chromatografické kolony nebo i vkolon¢ nedochdzelo kuvolnéni bublinek
rozpuiténych plyni. Rozpusténé plyny v mobilni fazi maji vliv na funkci vysokotlakého
Zerpadla, kdy dochéazi k uvolngni bublin v sacich ventilech a dochazi k zavzduSnéni
hlavy pumpy a priitok mobilni faze je pulzni a nereprodukovatelny, dochazi ke kolisani
tlaku v systému, a to zejména pii gradientové eluci. Pfi gradientové eluci dochdzi
k miseni dvou a vice mobilnich fazi a tim dochazi k uvolnéni rozpuiténého plynu.
Principy odplynéni jsou v podstaté &tyti:
- ultrazvuk
- probublavani heliem (on-line)
- vakuum — in-line vakuové odplynéni a vakuova filtrace
- ohfev

a tyto metody mohou byt pouZity samostatné nebo v kombinaci.

Vyuziti ultrazvuku pfi odplynéni se jiZ pfili§ nepouziva. Zvy3eni teploty mobilni
faze se miiZe projevit snizenim rozpustnosti daného plynu v mobilni fazi a dochazi ke
zvy$eni parcidlniho tlaku. Daleko &ast&j$i je odplynéni stripovinim nebo vakuem.
Probublavani se dnes jiz vyhradng provadi pfimo v zasobnicich heliem z tlakové lahve

pies redukéni ventil. Rychleji, daleko ¢inn&j§i a levn&jsi je pouziti vakuového

degaseru.
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Na zavzdu$néni mobilni fize ma vliv i volba zasobniku a jeho umisténi. Zasobnik
musi byt umistén tak, aby dochédzelo k vyrovnani tlakii — musi byt umistén vySe nez
chromatografickd pumpa a nesmi se pouZit uzavér zasobniku, ktery by znemoZiioval

vyrovnani atmosférického tlaku a tlaku uvniti zasobniku. [1]

Vysokotlak4 &erpadla
Na vysokotlaka ¢erpadla jsou kladeny pomémé vysoké pozadavky:

- vystupni tlaky na &erpadlech se musi pohybovat v Sirokém rozmezi 1 aZ 60
MPa

- zména pritoku mobilni fize musi byt v $irokém rozmezi (0,1 az 10,0 ml)

- prutok mobilni faze musi byt reprodukovatelny (do 1%) a pfesny (do 1 %)

- pritok mobilni fize musi byt bezpulzni a bez monoténnich zmén

- materialy pouZité ke konstrukci &erpadel musi byt odolné vigi korozi i pii

pouZiti agresivnich mobilnich fazi (nerezova ocel, titan, keramika)
- vnitini objem &erpadel m& byt co nejmendi, aby umoznil rychlou vyménu

mobilni faze

Obvyklym zafizenim k protlatovani mobilni fize je pistové ¢erpadlo, pracujici na
principu injekéni stfikacky. DileZité pro tento typ Cerpadla je to, Ze diky vyvijenému
konstantnimu tlaku je pritok skrz kolonu plynuly, bez razi a je také reprodukovatelné
nastaviteiny. To umoZiiuje pouZit i nejcitlivéjsich detektort, aniZ se projevi Sum signalu

zpusobeny nerovnomérnym pritokem.

Cerpadla rozlifujeme na pulzni a bezpulzni. Pulzni &erpadla maji objem pracovni

komory relativné maly. K dosaZeni potiebného priitoku musi dojit k mnohonasobnému

vypuzeni mobilni fize. Bezpulzni ¢erpadla pracuji s pomérné velkym objemem
pracovni komory (aZ 400cm®). Nejlepsich vysledkii, co se ty¢e minimalizace pulzi, je

dosahovano spojenim dvou Cerpadel. V momenté, kdy je prvni erpadlo ve fazi sani, je

‘ druhé ve fazi vytlaku. Existuji i pumpy tvofené propojenim tfi i vice ¢erpadel. [3,11]
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Tvorba gradientu mobilni faze

Z hlediska tvorby gradientu rozeznavame dva typy:

- nizkotlaky gradient — slozky mobilni faze se michaji za atmosférického tlaku
pfed vstupem do cerpadla vmalé sméSovaci komiirce, pfiemz pomeér
sméSovanych sloZek se Fidi oteviranim a zaviranim ventilt na vstupu komurky
nebo pomoci podavacich nizkotlakych mikrocerpadel nebo pomoci rychiého
proporcionalniho ventilu.

- vysokotlaky gradient — kazda sloZzka mobilni faze ma své vysokotlaké Eerpadlo

a je davkovana do sméSovaci komirky pied kolonou.

K programovani gradientu se v sou¢asné dobé pouziva mikroprocesor, ktery oviada

otacky elektromotoru nebo otevirani a zavirdni ventilu. {1]

Zarizeni pro davkovani vzorku

Davkovani vzorku injekénimi st¥ikatkami pFes vhodné septum nebo pfi
zastaveném prutoku mobilni fize se v soudasné dobg jiZ nepouZiva zejména pro vysoké
tlakové naroky na pouZivané septum, které musi odolavat tlakiim az 20 MPa, a hlava
kolony musi byt konstruovdna tak, aby jehla stiikatky dosahovala pravé na konec
vrstvy naplné chromatografické kolony. V soudasnosti se tedy pouZivaji manualni
smyckové davkovace na principu pfepinacich ventilli nebo automatické ddvkovace

ruzné konstrukce.

Davkovaci vysokotlaké ventily

Tyto ventily umoZiiuji davkovat i pfi tlaku 60 az 80 MPa a to pouze konstantni
objem vnitiniho prostoru ventilu nebo pfi zafazeni davkovaci smycky objem smyZky.
Komerén¢ dostupné davkovate (Rheodyne, Valco, Waters) maji rizné objemy
davkovacich smyc¢ek od 0,2 ul do 2 000 pl. Davkovaci ventily mohou byt elekiricky

nebo pneumaticky ovladané.
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Obr. 2.4.3.2. Davkovaci kohout [13]

Automatické davkovade — autosamplery

Automatické davkovade jsou spojeny se zasobnikem vzorku, ve kterém jsou
umistény mikronadobky (vialky) uzaviené pryZovym septem nebo perforovanou zatkou
z polypropylenu. Konstrukéni spojeni injek&ni stiikatky davkovate a zasobniku je
nékolik druhii:

- injekéni stikacka je fixni a pohybuje se pouze zasobnik vzorku pod zvednutou
jehlu stiikacky, jejiz pist je ovladén specidlnim krokovym motorem. Pohyb
zasobniku je bud’ osovy nebo kruhovy (tzv. karusel), zaleZi na typu konstrukce
(Waters, Hewlett Packard)

- zasobnik vzorku je fixni a pohybuje se raménko injekéni stiikatky ve sméru osy
x-y-z (Hewlett Packard)

- zasobnik i injek¢ni stfikacka jsou fixni, vialka je roboticky dopravena pod
zvednutou jehlu injek&ni stfikacky, kde miiZe dochazet k dal$imu zpracovani

vzorku (tzv. robotické autosamplery — TSP) [1]
Kolony
V soudasné dob¢ se kolony pro aplikace HPLC pfipravuji vyhradné komeréné a
uzivatel miize ovlivnit konstrukci, rozméry a tvar chromatografické kolony minimalné,

miZe si vybrat druh sorbentu a jeho zrnéni.

Material, ze kterého se zhotovuje vnitini povrch kolony, musi vykazovat urdité

vlastnosti. Musi odolavat vysokym tlakéim a to az do 70 MPa (i kdyZ pracovni tlak
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v koloné se pohybuje do 15 MPa), musi odolavat chemickému pusobeni mobilni fize a

pokud moZno vnitini povrch musi byt dokonale hladky.

Chromatografické kolony jsou nejéastéji vyrobeny zkovu (nerezavéjici oceli,
| hliniku, m&di) pro pouZiti za vysokych tlaku nebo jsou tlustosténné sklenéné, nejlépe
z vysoce chemicky odolné¢ho borsilikdtového skia (pro kyseliny a tlak do 10 MPa).
) Vyhody obou spojuji kolony z kovu, jejichZ vnitini povrch je potaZen vrstvou skla.

| Délka kolony zavisi na pouZité staciondrni fizi a nebyvd vét3f neZ 50 cm. Pro
analytické ulely je obvykld délka kolony 10 -30cm o vnitinim priméru 3 —5 mm.
Ukinnost kolony podstatné zivisi na kvalité ndplng. V dneSni dob& se pouZivaji
nejéastéji komeréné vyrabéné kolony plnéné kulovitymi ¢asticemi o priméru 3 =10 pm.
Naplit kolony musi byt dokonale homogenni a rovnomérmna. Uginnost d&leni, ale i délka

analyzy se zvySuji s klesajici velikosti &astic a rostouci délkou kolony. [1,11]

r\ Zakladni typy sorbenti:
|

- polérni sorbenty — silikagel, oxid hlinity

- chemicky vazané stacionami fize — nejCastéji pouzivané, na silikagel

navazané ruzné radikaly:
- uhlovodikové fetézce C8, C18, popt.jinych délek
- perfluoralkyly
- tHuhlikaty fetézec zakonéeny skupinami -NHj, -CN, -NO,
- iontoménide — katexy i anexy (sulfoskupina, tetraalkylamoniova skupina)

- sorbenty na bazi organickych geld (napf.divinylbenzenové kopolymery)

nebo porézni skelny uhlik — vhodné pro analyzu pfi pH vy§§im nez 8,5 [11]

Detekcni systémy

l Detektory jsou umistény na konci kolony a analyzuji eluat. Detektory
zaznamenavaji rozdil mezi prichodem ¢&isté mobilni fize a mobilni faze, obsahujici
eluovanou slozku celou detektoru. Detektory se nejcastéji déli na koncentraéni a
hmotnostni. Koncentra¢ni detektory reaguji na zménu hmotnostni koncentrace slozky
v eluentu dm/dV nezévisle na pfivodu slozky do detektoru. Hmotnostni detektory
reaguji na zmé&nu hmotnostniho toku slozky v eluentu dm/dt do detektoru. Jiny zpilisob
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déleni je na detektory nedestrukéni a destrukéni. V nedestrukénich detektorech
nedochdzi k chemické zméné detekované komponenty, v destruk&nich detektorech se

detekovana komponenta ireverzibilné méni.

Na detektory jsou kladeny urcité idedlni poZzadavky:
- moznost detekce viech pfitomnych komponent
- odezva detektoru by méla byt okamZitd a linedrni vco nejSirS$im
koncentraénim rozmezi
- vysoka citlivost a nizka uroveii Sumu
- robustni vii¢i zmé&ndm tlaku, priitoku mobilni faze a teploty
- mimokolonovy pFisp&vek k rozsifovani eluénich zén co nejmensi

- umoznéni gradientové eluce [1]

Cela detektoru

| Srdce t¢innosti HPLC detektoru je cela detektoru. Konstrukce cely detektoru musi

| byt takova, aby eliminovala miseni separovanych chromatografickych zén a
mimokolonovy piispévek k rozsifeni chromatografické zény objemu cely detektoru byl
minimalni. Optika cely soustfed’'uje paprsek svétla do stiedu cely, kde drift pritoku,
teploty, resp. indexu lomu je nejmensi. Sitka cely zaji¥fuje, aby bylo pfeménéno

maximum energie a sméfovano zcely detektoru do fotodetektoru. Geometrie cely

detektoru by méla byt optimalizovana, aby nedochézelo k chvostovani piku. [1}

Typy detektorit

Spektrofotometrické detektory

Promé&fuji absorbanci elektromagnetického zafeni uréité vinové délky slozkami
eluatu protékajiciho celou detektoru. K detekei 16¢iv se vyuZiva pfedevdim UV oblast
spektra, mnohem méné oblast viditelnd a minimaln& infraervena oblast spekitra.

V praxi se uplatiiuji pfedev§im UV — detektory, event. UV — VIS detektory.

Nejuzivangjdi UV detektory:
- sfixni vinovou délkou pomémé jednoduchd konstrukce a cenové
nejdostupnéjsi

- s promé&nnou vinovou détkou — libovolng ménitelna dle potieb
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- scanning UV detektor — snimad béhem nékolika sekund absorpéni spektrum

v maximu piku hodnoceného 1é¢iva

- diode array detektor — fizeny pocitatem, trojrozméma projekce, detektor
snimd celé absorpéni spektrum a umoZiiuje hodnotit léCive souCasné pfi
nékolika vinovych délkach

V HPLC jsou tyto detektory pouzivany nejéastéji. Vyznacuji se zna€nou citlivosti 10°
az 107'? g/ml) a Ize je pouZit pii gradientové eluci. [5]

1 svételny zdroj 6 méma cela
2 tocCka 7 referenin{ cela
3 monochrométor 8 fotonasobid
4 polopropustné zrcadlo 9 zesilovad
| 5 zrcadlo 10 zapisovad

Obr. 2.4.3.3. fotometricky detektor [13]

Fluorimetrické detektory

Pouzitelné v pfipadech, kdy analyzovana latka vykazuje fluorescenci. Latky, které
ji nevykazuji, Ize mnohdy vhodnou derivatizaci pfevést na fluoreskujici derivaty. Tyto
t detektory jsou méné univerzdlni ne# ptedchozi, ale citlivgjsi (10 az 1072 g/ml),

selektivnési a jsou rovnéZ pouzZitelné pii gradientové eluci. {5]

1 23 4

“ 1 svételny zdrog

~ 2 monochromitor
e 3 éocka

4 méma cela
™ 5 fotonasobid

5 (e 6 zesilovaé

6 7 zapisovad

yin

Obr. 2.4.3.4. Fluorimetricky detektor [13]
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Elektrochemické detektory

Lze jimi detekovat latky schopné elektrochemické reakce. Jsou zaloZeny na méfeni
proudu vyvolaného prichodem redukovatelné nebo oxidovatelné latky mémou celou
mezi elektrodami, na né? je vloZeno writé pracovni napéti nutné k pribéhu
ﬂ elektrochemické reakce (amperometricky a polarograficky detektor), nebo méfi naboj
potfebny k oxidaci nebo redukci latky (coulometricky). Jsou znatné citlivé
(10® amperometricky a polarograficky, 10”7 g/ml coulometricky), ale vétsinou je nelze
pouZit pii gradientové eluci. [3,11]

1 pracovnd
g;:ktroda

2 referentni
elektroda

3 pomocna
elektroda

4 zdroj napéti

5 zapisovad

Obr. 2.4.3.5. Amperometricky detektor [13]

Refraktometrické detektory
Méfi rozdilny index lomu mezi ¢istou mobilni fizi a eludtem vytékajicim z kolony,

obsahujicim analyzovanou latku. Jsou prakticky univerzalni, ale pouZivaji se ojedinéle

pro pomé&mé velké nevyhody — pfedevsim vyrazné mensi citlivost (10 g/ml), nutnost
termostatovani (odezva detektoru je znatn€ zavisla na teplot€) a nelze je pouZit pfi

gradientové eluci. [5]

&1
2 3 . 5
R g e
1 4 5 6 7
1 zdroj svétla 5 fotonasobic
2 zrcadlo 6 zesilovac
3 mérni cela 7 zapisoval
4 referentni cela

Obr. 2.4.3.6. Refraktometricky detektor [13]
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Hmotnostné — spektroskopické detektory

Po vystupu z kolony je zeluentu odstranéna mobilni faze a detekovana latka
vplynném stavu je v hmotnostnim spekirometru ionizovdna nérazy elektrond,
termoionizaci nebo elektroionizaci. Vzniklé nabité ¢astice jsou vlivem magnetického
nebo vysokofrekvenéniho pole separovany podle hmotnosti a naboje. Vystupem je
hmotnostni spektrum, tj. zdvislost ¢etnosti iontll na poméru jejich hmotnosti a naboje
(spojeni HPLC-MS). [5]

Vodivostni detektory

Patfi mezi univerzalni detektory a méfi elektrickou vodivost eluatu v priitokové
cele mezi dvéma elekitrodami, na néZ je vkladano stfidavé napéti, aby se zabranilo
polarizaci téchto elektrod. U tohoto typu detektoru jsou kladeny vysoké naroky na
mobilni fazi, ktera by méla byt pokud mozno nevodiva, musi oviem zkoumané latky
dostatedn® rozpoustét a mit dostatetné velkou permitivitu. Vodivostni detektory se
uplatiiuji nejvice viontové chromatografii, kdy se pouzZiva kolon plnénych ionexy
s nizkou kapacitou, které umoZiiuji pouZiti mobilni faze s nizkym obsahem elektrolyti.

(1]

Dalsi detektory:

Radiometrické detektory detekce radioaktivnich latek nebo latek znafenych

radioizotopy

Permitivitni detektory — méf permitivitu eludtu vztaZenou k permitivité &isté

mobilni faze

Reakéni detektory — vyuZivaji vhodné reakce analyzovanych latek s vhodnymi ¢inidly

pfimo v chromatografickém systému

Detektory zaloZzené na principu tepelné Cocky — zdkladem je casteCna absorpce
laserového paprsku a ohfivani eluvatu pfi pfechodu molekul zexcitovaného do
zakladniho stavu
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Detektory typu spray impact — mé&fi elektricky potencial, ktery se vytvafi na uhlikové

nebo kovové elektrodé po dopadu aerosolu vzniklého rozpraSenim eluatu z kolony. [11]

ZaFizeni pro zdznam a zpracovani dat

Dnes se pouZivaji zafizeni schopna automaticky zaznamenat a vyhodnotit vedkera
ziskand data. Poskytuji i kvantitativni Gdaje, které lze sledovat na monitoru. Modemi
typy kapalinovych chromatografti jsou ¥izeny mikroprocesory a chod téchto pfistroju je
zcela automatizovan. Veskera ziskana data jsou uloZena v paméti mikroprocesoru a lze

je kdykoli vyvolat. {11]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Udaje o testovanych litkdch

V této diplomové praci byla analyzovana skupina potencidlnich antiflogistik

(antileukotrienik) nasyntetizovanych ve VUFB a.s. v Praze.
Jedna se o rozsahlou sérii latek tH zdkladnich struktur, které oznacime jako I, II,
III. V nasledujicim seznamu jsou oznaleny jako derivaty fenyloctové kyseliny (1),

fenylalkanovych kyselin (II) a derivaty bifenylu (I1I).

Vzorky jsou krystalické struktury, barvu maji bilou.

Obecné vzorce struktur:

YR T

I Q=CH2

11 Q = CH(CH3), CH,CH,, (CH3);, CH=CH, COCH,CH,

g j@ i
® o
F F

1 Q = CH,CH,CH(CH3), C(CH3);
C(CHy)s
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Na VUFB a.s. v Praze ptedb&Zné uréili lipofilitu t&chto latek vypottem log P a
zjistili, e ve skuping I je nejméng lipofilni latka 20558 (log P 4,73) a nejlipofilngjsi
20563 (log P 6,54). Ve skuping II je nejméng lipofilni 20611 (log P 4,66) a nejvice
20587 (log P 7,42). A koneéné ve skuping III je nejméné lipofilni latka 20634 (log P
6,28) a nejlipofilngjsi je latka 20581 (log P 8,15). Pozd&jSim méfenim pomoci HPLC
jsme zjistili odchylky od pfedpokladanych hodnot.

Tab.3.1.1. Prehled testovanych vzorkd

Der.fenyloctové Der.fenylalkanovych kyselin Der.bifenylu
kyseliny (skupina I) (skupina II) (skupina III)
&islo listota | C&islo | Cistota | Cislo | Cistota | C&islo | Cistota

20553 94% 20583 | >95% 20611 >95% 20581 >95%

20444 92% 20587 | >95% 20612 >95% 20582 >95%

20556 94% 20588 | >95% 20613 >95% 20621 >95%

20558 >95% 20589 86% 20614 >95% 20628 >95%

20559 >95% 20590 | >95% 20616 >95% 20629 >95%

20563 82% 20591 | >95% 20617* | >95% 20632 >95%

20566 95% 20592 94% 20618* | >95% 20633 >95%

20568 >95% 20596 | >95% 20619 >95% 20634 >95%

20573 89% 20597 | >95% 20620 >95% 20635 >95%

20575 75% 20598 | >95% | 20622* | >95% 20639 >95%

20576 78% 20599 | >95% 20624 >95% 20640 >95%

20601 >95% 20600 | >95% 20627 >95% 20641 >95%

20602 >95% 20603 | >95% 20630 >95% 20642 >95%

20604 [ >95% 20631 >95% 20643 >95%

20605 | >95% 20638* | >95% 20644 >95%

20606 | >95% 20645 >95%

20607 | >95% 20647 >95%

* cyklohexylamoniova siil
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3.2. Pouzité pFistroje a chemikilie

3.2.1. Poulité pristroje

HPLC systém:
- Pumpa LCP 4100 (Ecom, Praha)
- Waters autosampler 717 plus (Waters, Milford, USA)
- UV detektor Waters 486 (Waters, Milford, USA)
- kolona Discovery® C-18 125x4 mm Spm

- kolona Discovery® C-18 250x3 mm Sum

- kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4,6 mm 5um
- kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm Sum

- kolona Zorbax Elipse ® XDB C-8 150x4,6 mm Spum

Ridici chromatograficky software CSW v. 1.7 pro Windows (Data Apex s r.0.,
Praha)

UV spektrofotometr (Hewlett Packard)
Vahy Sartorius 2004 MP
Ultrazvukové lazen Teson 1 (Tesla)
PHmetr Hanna

Automatické pipety

3.2.2. Poutité chemikdlie

Chloroform p.a. (Lachema Neratovice, CR)

Methanol CHROMASOLYV (Sigma — Aldrich, USA)
Acetonitril CHROMASOLYV (Sigma — Aldrich, USA)
Triethylamin 0,1% p.a. (Sigma — Aldrich, USA)
Kyselina octova 99% p.a. (Lachema Neratovice)
Kyselina dusiéna p.a. (Lachema Neratovice, CR)
Hydroxid sodny p.a. (Lachema, Neratovice, CR)

Destilovana voda
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3.3. Priprava vzorki, optimalizace podminek, vybér standardu, detekce a

zpracovani dat

3.3.1. PFiprava viorkii

Standardy byly zpolatku rozpu$tény v chloroformu (asi 1 mg vzorku ve2 ml
chloroformu). Oviem z diivodu rudivého vlivu jeho piku (viz obr. 3.3.1.1) bylo
rozpousténi vzorki v chloroformu nevhodné a standardy byly rozpustény v acetonitrilu.
Koneéna piiprava vzorkit: vzorek + 2ml acetonitrilu + 10 pl vnitiniho standardu

Na chromatografickou kolonu jsme nastfikovali vzorek v objemu 10 pl.

Voltage [mv]

334

30|

chloroform

20

i 1 T T T =1 L T
0 1 2 3 4 5 -] 7
Time [min.]

Obr. 3.3.1.1. Chromatogram chloroformu
Podminky: Discovery® C-18 125x4mm 5pm, mobilni fize acetonitril/voda 50/50,
pritok 1,0 ml/min
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3.3.2. Optimalizace chromatografickych podminek pro stanoveni log k souboru litek

Optimalizace podminek byla provadéna pro predpokladanou nejlipofilnéj3i latku ze
souboru, tj. 20581.

Jednotlivé testované podminky a chromatografické systémy:

E 70
&
g 60
S e .
o @
50 | 2
(]
2
401. = !
] |
o]
|
o |
0- |
t T — T L - T T 5o
0,0 2.5 50 7.5 10,0 12,5 150 175
Time [min ]

Obr. 3.3.2.1. Chromatogram latky &. 20581
Podminky: Discovery® C-18 125x4mm Sum, mobilni fize acetonitril/voda 50/50,
prutok 1,0 ml/min, pH 7

38




40

Voltage [m

11,23

30

{atka 20581

1.31

10

0,0 25 5.0 7.5 10,0 12,5
Time [min.]

Obr. 3.3.2.2. Chromatogram latky €. 20581
Podminky: Discovery® C-18 125x4mm Spum, mobilni fize methanol/voda 50/50,
prutok 1,0 ml/min, pH 7
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Obr. 3.3.2.3. Chromatogram latky &. 20581
Podminky: Discovery® C-18 125x4mm S5um, mobilni fize methanol/voda 70/30,
pratok 1,0 ml/min, pH 7
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Zavér: Kolona Discovery® C-18 125x4mm Sum vykazovala pfili§ slabou retenci
analyzovanych latek. Rozpoustédlo v mobilni fazi vedlo k asymetrit pikti a retendni
Casy se dostateéné nezvySovaly. Z tohoto divodu byla tato kolona o separa¢ni délce 125

mm pro daldi pokusy zavrZena.

Dalsi testovana kolona:

Veltage [mv]
=
(=]

18,88

75

latka 20581

25

2,07

0

0 5 10 15 20
Time [min.]

Obr. 3.3.2.4. Chromatogram latky &. 20581
Podminky: Discovery® C-18 250x3mm S5um, mobilni fize methanol/voda 80/20,

pritok 0,8 ml/min, pH 7

Zaver: Kolona Discovery® C-18 250x3 mm Sum byla testovana z divodu vétsi
separaéni délky. Retenéni ¢asy vybranych liatek se zvy$ovaly, ne viak dostateéné pro
naSe Ucely. SniZeni poméru organického rozpoustédla v mobilni fazi vedlo k opét k

asymetrii pikili s pomérné vysokou retenci.
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Dalsi testovana kolona:
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Obr. 3.3.2.5. Chromatogram latky &. 20581
Podminky: Thermoquest Hypersil® C-18 250x4,6 mm S5um, mobilni fize
methanol/voda 80/20, pritok 0,8 ml/min, pH 7

Zaveér: Kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4,6 mm Sum by mohla byt

pouZita jako druha moZna kolona o celkové separa¢ni délce 250 mm.
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Dalsi testovana kolona:
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Obr. 3.3.2.6. Chromatogram litky & 20581

Podminky: Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm Spm, mobilni fize methanol/voda
80/20, pritok 0,8 ml/min, pH 7
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Obr. 3.3.2.7. Chromatogram latky ¢. 20581

Podminky: Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm 5um, mobilni faze methanol/voda
80/25, pritok 0,8 ml/min, pH 7
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Obr. 3.3.2.8. Chromatogram latky &. 20581
Podminky: Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm Spum, mobilni faze methanol/voda
80/25, pritok 1 ml/min, pH 2,5
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Obr. 3.3.2.9. Chromatogram latky €. 20581
Podminky: Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm Spum, mobilni fize methanol/voda
80/25, pritok 1 ml/min, pH 5,5
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Zavér: Kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm Sum se jevila pro naSe
méfeni jako nejvhodnéjsi. V priibéhu testovani riznych mobilnich fazi bylo zjisténo, Ze
voblasti pH 7 vykazuji latky velice slabou retenci. Proto byly dile mobilni fize
pufrovany pomoci triethylaminu a kyseliny octové. Jako optimalni mobilni faze pro
analyzu byly vybrany tyto dvé:
methanol/voda 80/25, pH 5,5 pritok 1,0 ml/min
methanol/voda 80/25, pH 2,5 pritok 1,0 ml/min
V mobilni fazi pti pH 2,5 pfitom latky vykazovaly vy3si retenci.

Nasim cilem bylo najit vhodny chromatograficky systém, kde retenéni &asy
nejlipofilngjsi latky budou kolem hodnot 60 — 70min (z diivodu velice rozsdhlého

souboru latek - 55).

Pro daldi méfeni scilem srovnat retenci na koloné¢ C-8 a C-18 za stejnych

podminek byla vyuZita kolona Zorbax Elipse ® XDB C-8 150x4,6mm Spum.

Obr. 3.3.2.10. Chromatogram latky &. 20581
Podminky: Zorbax Elipse ® XDB C-8 150x4,6mm S5um, mobilni fize methanol/voda

70/40, pritok 1,7 ml/min, pH 2,5
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Pro optimalni podminky byla hledana mobilni faze, pfi které bude mit vnitini
standard retenci mezi 30 — 40 minutami. Tyto poZadavky byly zvoleny na zakladé
pfedchozich dvou studii, kdy zhruba 30 latek ze souboru vykazovaly pfili§ nizké
retencni Casy.

Jako optimalni byla nalezena mobilni fize methanol/voda 70/40, pH 2,5, pritok
1,7 ml/min. PH pouZiti této mobilni faze bylo umoZnéno lépe rozlidit retenéni Casy

Jjednotlivych latek.

3.3.3 Vybér vnitiniho standardu

Jako optimalni se jevila litka z analyzovaného souboru & 20634, kterd podle
pfedbéznych vypodéti vykazovala stfedni lipofilitu v ramci dodanych latek.
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Obr. 3.3.3.1. Chromatogram latky ¢. 20634
Podminky: Thermoquest Hypersil® C-18 250x4mm Sum, mobilni faze methanol/voda
80/25, pritok 1,0 ml/min
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3.3.4. Detekce

Detekce byla provadéna pod UV detektorem pit vinové délce 228 nm. Vinova
délka byla zvolena na zakladé pifedchoziho proméfeni absorpéniho spektra.

Spektra studovanych ldtek v acetonitrilu

Spektra byla méfena ve tiech pH oblastech. Alkalicky roztok acetonitrilu byl
ziskan pFidavkem 100 pl 0,5 M NaOH do mé&feného roztoku, okyseleni bylo provedeno
pomoci 100 ul 0,5 M HNOs. Porovnavaci roztok obsahoval 100 pl chloroformu a 2 ml

acetonitrilu.
Vysvétlivky: plna kfivka .... méfeni v neutralnim prostfedi
dlouze &arkovana kfivka .... méfeni v zasaditém prostiedi

kratce ¢arkovana kfivka .... méfeni v kyselém prostiedi
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Obr. 3.3.4.3. Spektrum latky €. 20581

Jak je vidno zjednotlivych spekter, viechny méfené latky mély maximalni
absorbanci pfi vinové délce 228 nm (zaokrouhleno). Proto byly viechny latky na HPLC

detekovany pfi vinové délce 228 nm.

3.3.5. Zpracovdni dat

Naméfené retencéni Casy jednotlivych vzorkd tg byly piepocitany na lipofilni
parametry log k a jsou uvedeny v tabulce.
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4, EXPERIMENTALNI CAST

4.1. RP — HPLC reten¢ni charakteristiky

V nésledujicich tabulkdch jsou umistény zméfené a vypocitané lipofilitni
charakteristiky vzorka (retenéni &as tg, logaritmovana hodnota kapacitniho pomeéru log
k). VZechny tii série byly proméfeny pfi pH 5,5 a pH 2,5. Pak se provadély studie
s latkami ze skupiny III, kdy se porovndvaly &asy na dvou rznych kolonach (C-8 a

C-18), pfi rizném sloZeni mobilni féze a pfi rozdilné rychlosti priitoku mobilni faze.

Vypocet relativniho retenéniho ¢asu:

tp i.5(5)

relat. 1, =——
tp i5(v2)

t,vz, kde ¢, is(s)je retentni Cas standardu pii méfeni

samotného standardu a ¢, i.s.(vz)je retencni &as standardu pii méfeni vzorku.

Vypocet log k:
o (refatt, —t,)
tO

logk=Ilo , kde relat. t je relativni retenéni €as vzorku a tp mrtvy cas

to je mrtvy &as kolony, tj. doba, za kterou projde kolonou mobilni fize, aniZ by byla
kolonou zadrZena, v naSem piipadé je to pik pii hodnoté 2,67 min (viz. obr. 4.1.2.1.)
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4.1.1. Namérené hodnoty viech sérii pfi pH 5,5

Tab. 4.1.1.1. Naméitené hodnoty latek skupiny I pfi pH 5,5
Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm Spm, mobilni fize

methanol/voda 80/25, rychlost priitoku f = 1,0 ml/min, ty = 2,67

Vzorek tri.s. tg vz. tri.s. ty vz. tpi.s. tr VZ. relat. tg log k
¢. (1} (1) {2) (2}

20553 15,73 6,29 15,89 6,33 15,81 6,31 6,58 0,166
20554 15,79 7,5 15,63 7.44 15,71 7.47 7,84 0,287
20556 15,61 9,98 15,562 9,94 15,565 9,96 10,56 0,47

20558 15,87 5,22 15,85 521 15,86 5,215 5,42 0,013
20559 16,06 6,03 16,18 6,06 16,12 6,045 6,19 0,12

20563 15,65 9,96 15,5 9,89 15,575 9,925 10,51 0,468
20566 15,75 10,09 15,67 10,04 15,71 10,065 10,57 0,471
20568 16,19 4.8 16,13 479 16,16 4,795 4,89 0,079
20573 15,78 5,68 15,67 5,66 15,725 5,67 5,95 0,089
20575 15,63 6,49 15,66 6,47 15,645 6,48 6,83 0,193
20576 15,563 8,21 15,38 8,14 15,455 8,175 8,73 0,356
20601 15,79 7.1 15,52 7,04 15,655 7,07 7,45 0,253
20602 16,01 8,59 16,09 8,63 16,05 8,61 8,85 0,364

Vysvétlivky: tg i.s. (1); (2) ..reten¢ni &as vnitintho standardu pfi prvnim; druhém méfeni

trvz. (1); (2) ..... retenéni ¢as daného vzorku pfi prviim; druhém méfenim

tr 1.8.; tr VZ. ..... prumérny retenéni ¢as vnitiniho standardu; dan¢ho vzorku

relat. tg

--------------------------------------------------------

........................
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Tab. 4.1.1.2. Naméfené hodnoty latek skupiny II pfi pH 5,5

Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm 5 pm, mobilni faze
methanol/voda 80/25, rychlost priitoku f= 1,0 ml/min, t, = 2,67

Vysvétlivky: viz. Tab. 4.1.1.1.

Vzorek tri.s. tr vz. tri.s. ts vz. tr I.s. tr vz. refat. tg log k
& (1) (1} (2) (2)
20583 16,76 13,6 15,46 13,33 15,61 13,465 14,23 0,636
20587 15,53 16,74 15,41 16,57 1547 186,655 17,76 0,752
20588 15,36 12,48 15,5 12,58 15,43 12,53 13,39 0,604
20589 15,1 10,21 15,21 10,27 15,155 10,24 11,15 0,502
20590 15,46 8,5 15,56 8,56 15,51 8,53 9,07 0,38
20591 16,01 12,97 15,45 12,44 15,73 12,69 13,31 0,6
20592 15,46 10,05 15,45 10,05 15,455 10,05 10,73 0,48
20596 16,85 10,85 16,84 10,84 16,845 | 10,845 10,62 0,474
20597 16,68 10,51 16,69 10,53 16,685 10,52 10,4 0,462
20598 15,76 8,08 15,86 8,14 15,81 8,11 8,46 0,336
20599 16,86 8,49 16,88 8,5 16,87 8,495 8 31 0,324
20600 15,48 9,59 15,56 9,63 15,52 9,61 1021 0,451
20603 15,43 6,16 15,48 6,17 15,455 6,165 6,58 0,166
20604 16,79 7,83 16,68 7,77 16,735 7.8 7,69 0,274
20605 16,21 49 16,26 4,91 16,235 491 4,99 0,061
20606 15,45 6,24 15,47 6,25 15,46 6,245 6,66 0,175
20607 16,73 7,72 16,75 7,73 16,74 7,725 7,61 0,267
20611 15,63 4,61 15,77 4,61 15,7 4,61 4,84 0,089
20612 15,8 6,91 15,76 6,9 15,78 6,905 7,22 0,231
20613 16,08 17,42 16,07 17,39 16,075 | 17,405 17,86 0,755
20614 16,11 11,95 15,91 11,8 16,01 11,875 12,23 0,554
20616 16,86 14,02 16,74 13,85 16,8 13,985 13,73 0,617
20617 15,88 8,25 16 8,31 15,94 8,28 857 0,344
20618 16,34 9,81 16,45 9,86 16,395 9,835 9,89 0,432
20619 16,51 10,35 16,49 10,34 16,5 10,345 10,34 0,458
20620 15,53 5,53 15,563 5,55 15,53 5,54 5,88 0,081
20622 16,55 7,67 16,62 7,69 16,5685 7.68 7,64 0,27
20624 165,46 4,61 15,47 4,61 15,465 461 4,92 0,075
20627 16,8 4,02 16,85 4,01 16,825 4,015 3,94 0,324
20630 16,72 5,36 16,66 5,36 16,69 536 5,3 0,007
20631 15,42 453 15,45 4,56 15,435 4,545 4,86 0,087
20638 15,85 9,36 15,85 9,35 15,85 9,355 9,74 0,423
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Tab. 4.1.1.3. Namé&fené hodnoty latek skupiny 111 pii pH 5,5
Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm 5 pm, mobilni fize
methanol/voda 80/25, rychlost pritoku f = 1,0 ml/min, to =2,67
Vysvétlivky: viz. Tab. 4.1.1.1.
Vzorek tr i.s. tz vzZ. tri.s. ta vz. tr i.8. tr vZ relat. tp fog k
& (1) (1} (2) (2)
i.s.
20634 16,46 16,53 16,485 16,495 0,714
20582 15,59 35,21 16,14 35,65 15,865 35,43 36,84 1,107
20621 15,07 31,95 15,14 32,15 15,105 32,05 35 1,083
20628 15,31 25,79 15,23 25,62 15,27 25,705 27,77 0,973
20629 15,59 34,32 16,6 34,33 15,595 | 34,325 36,31 1,1
20632 15,58 25,9 15,58 25,91 15,58 25,905 27,43 0,967
20633 15,69 41,69 15,39 40,98 15,54 41,335 43,88 1,188
20635 15,43 31,55 15,49 31,78 15,46 31,665 33,78 1,066
20639 16,01 14,03 15,83 13,86 15,92 13,945 14,45 0,645
20640 15,69 17,56 15,65 17,49 15,67 17,52 18,44 0,771
20641 15,7 52,35 15,61 51,99 15,655 52,17 54,97 1,292
20642 15,13 37,9 14,99 37,73 15,06 37,815 41,42 1,162
20643 156,73 23,37 15,47 22,95 15,6 23,16 24,49 0,912
20644 15,57 32,87 15,56 32,87 15,565 32,87 34,83 1,081
20645 15,16 41,53 16,96 44,31 15,56 42,92 45,5 1,205
20647 15,61 24 53 16,67 2465 15,64 2459 25,93 0,94
4.1.2. Chromatogramy vybranych vzorkii p¥i pH 5,5
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Obr. 4.1.2.1. Chromatogram vnitiniho standardu - latka &. 20634
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Obr. 4.1.2.3. Chromatogram nejméné lipofilni latky — latka &. 20611
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4.1.3. Namérené hodnoty viech sérii pFi pH 2,5

Tab. 4.1.3.1. Naméfené hodnoty latek skupiny I pii pH 2,5

Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm Sum, mobilni faze
methanol/voda 80/25, rychlost pritoku f= 1,0 ml/min, t, = 2,67

Vysvétlivky: viz. Tab. 4.1.1.1.

Vzorek | tri.s. trvz. tr i.s. tr vZ. tri.s. ty vz, relat. t; log k
& (1} (1) (2) (2)
20553 17,86 7,38 17,81 7,38 17,835 7,37 7,34 0,243
20554 17,79 8,85 17,77 8,85 17,78 8,85 8,84 0,364
20556 17,79 12,19 17,79 12,2 17,79 12,195 12,17 0,551
20558 17,79 6,03 17.81 6,03 17,8 6,03 6,02 0,098
20559 17,87 7,08 17,85 7,05 17,86 7,055 7,02 0,212
20563 17,82 12,3 17,91 12,3 17,915 12,3 12,19 0,552
20566 17,88 12,28 17,89 12,28 17,885 12,28 12,19 0,552
20568 17.9 548 17,9 5,48 17,9 5,48 5,44 0,016
20573 17,9 6,65 17,91 6,65 17,905 6,65 6,6 0,167
20575 17,9 7,76 17,91 7,76 17,81 7,76 7.7 0,275
20576 17,71 6,22 17,65 6,21 17,68 6,215 6,24 0,126
20601 17,87 8,99 17,86 8,99 17,865 8,99 8,94 0,371
20602 17,84 10,92 17,78 10,89 17.81 10,905 10,87 0.488
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Tab. 4.1.3.2. Naméfené hodnoty latek skupiny II pfi pH 2,5

Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm 5pum, mobilni faze
methanol/voda 80/25, rychlost pritoku f= 1,0 ml/min, to = 2,67

Vysvéthivky: viz. Tab. 4.1.1.1.

Vzorek | tgis. tr vZ. tri.s. tr v2. tr i.s. tevz. | relat. tz log k
¢. (1) 1) (2) (2)
20583 18,19 15,65 18,13 15,59 18,16 15,62 15,28 0,674
20587 18,06 19,67 18,06 19,66 18,06 19,665 19,34 0,795
20588 17,79 14,51 17,78 14,5 17,785 | 14,505 14,48 0,646
20589 17.81 11,65 17,83 11,67 17,82 11,66 11,62 0,525
20590 177 9,47 17,75 9,49 17,725 9,48 9.5 0.408
20591 17,55 14.26 17,61 14,31 17,58 14,285 14,43 0,644
20592 17.8 11,51 17,75 11,49 17,775 11,6 11,49 0,519
20596 17,96 10,83 17,95 10,83 17,955 10,83 10,71 0,479
20597 17,96 11,87 17,97 11,87 17,965 11,87 11,73 0,531
20598 17,81 9,37 17,73 9,34 17,77 9,355 9,35 0,398
20599 17,92 9,21 17,93 9,21 17,925 9,21 9,13 0,383
20600 17,73 11,15 17,79 11,18 17,76 11,165 11,17 0,503
20603 17,73 7,15 17.7 7,15 17,715 7,15 7,17 0,227
20604 17,9 8,78 17,91 8,78 17,905 8,78 871 0,354
20605 17,91 5,45 17,87 545 17,89 5,45 5,41 0,011
20606 17,79 7,07 17,77 7,06 17,78 7,065 7,06 0,216
20607 17,95 8,47 18,01 848 17,98 8,475 8,37 0,329
20611 17,91 4,99 17,63 4,94 17,77 4 965 4,96 0,066
20612 17,67 7,56 17,77 7,59 17,72 7.575 7,59 0,265
20613 17,65 20,35 17,87 20,65 17,76 205 20,5 0,825
20614 17,83 14,33 17,88 14,37 17,855 14,35 14,27 0,638
20616 17.15 16,02 17,1 15,98 17,125 16 16,59 0,717
20617 17,79 9,31 17.79 9,31 17,79 9,31 9,29 0,395
20618 17,91 11,56 17,91 11,57 17,91 11,565 11,47 0,518
20619 17,89 11,46 17,91 11,47 17,9 11,465 11,38 0,513
20620 17,71 6,22 17,65 6,21 17,68 6,215 6,24 0,127
20622 17,91 13,96 17,92 13,97 17,915 [ 13,965 13,84 0,622
20624 17,77 8.3 17,75 8,32 17,76 8,31 831 0,325
20627 18,03 6,9 17,99 6,89 18,01 6,895 6,8 0,189
20630 17,88 7.95 17,87 7,94 17,875 7,945 7,89 0,291
20631 17,75 6,57 17,76 6,57 17,755 8,57 6,57 0,165
20638 17,6 17,6 17,62 17,62 17.61 17,61 17,76 0,752
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Tab. 4.1.3.3. Naméfené hodnoty latek skupiny III p#i pH 2,5

Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm 5pm, mobilni faze
methanol/voda  80/25, rychlost pritoku f= 1,0 ml/min, to = 2,67

Vysvétlivky: viz. Tab. 4.1.1.1.

Vzorek tr i.5. tr vz. tri.s. tr vz. tri.s. tr vZ. relat. tg log k

&. (1) (1) (2) (2)
I.S.
20634 | 17,74 17,78 17,76 17,76 0,752

20582 17,51 40,91 176 41,84 17,555 | 41,375 41,86 1,167
20621 17,56 38,99 17,93 39,44 17,745 | 39,215 39,25 1,137
20628 17,77 30,81 17,82 30,89 17,795 30,85 30,79 1,022
20629 17,89 40,49 17,77 40,21 17,83 40,35 40,19 1,148
20632 17,64 29,73 17,47 294 17,565 | 29,565 29,91 1,009
20633 17,33 52,04 17,64 49,97 17,485 | 51,005 51,81 1,265
20635 17,33 37,64 17,31 37,56 17,32 37,6 38,56 1,128
20639 17,27 17,27 17,24 17,24 17,256 | 17,255 17,76 0,752
20640 17,57 22,08 17,59 22,11 17,58 | 22,095 | 22,32 0,867
20641 17,63 66,05 17,92 66,02 17,525 | 66,035 66,92 1,381
20642 17.6 51,17 17,63 51,39 17,615 51,28 51,7 1,264
20643 17,83 29,81 17,75 29,69 17,79 28,75 29,7 1,005
20644 17,42 38,87 17,33 38,74 17,375 | 38,855 39,72 1,142
20645 17,74 51,73 17,61 51,46 17,675 | 51,595 51,84 1,265
20647 17,39 29,04 17,38 28,99 17,385 | 29,015 29,64 1,004
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4.1.4. Chromatogramy vybranych vzorki pfi pH 2,5
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Obr. 4.1.4.1. Chromatogram vnitiniho standardu — latka €. 20634
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4.1.5. Namérené hodnoty pro skupinu ldtek III pro srovndni retence pFi vysSim

obsahu methanolu v mobilni fazi

Tab. 4.1.5.1. Naméfené hodnoty latek skupiny Il

Podminky: kolona Zorbax Elipse ® XDB C-8 150x4,6 mm 5pm, methanol/voda 80/25,
rychlost pritoku f = 1,7 m¥min, pH 2,5

Vysvétlivky: viz. Tab. 4.1.1.1.

Vzorek tri.s. tr vZ. relat. tg log k
&.

I.S.
20634 4,31 43 4,31 0,585
20582 4.4 9,095 8,91 0,955
20621 4,32 7,755 7,74 0,886
20628 4,38 7,155 7,04 0,84
20629 4,345 8,67 8.6 0,938
20632 4,375 6,465 6,37 0,789
20633 4,335 10,6 10,54 1,035
20635 4,355 8,615 8,53 0,933
20639 4.4 4,13 4,05 0,56
20640 4,33 4,91 4,89 0,652
20641 4,33 14,175 14,11 1,172
20642 4,39 11,65 11,44 1,074
20643 4,355 6,98 6,91 0,83
20644 4,345 9,215 9,14 0,967
20645 4,34 11,3565 11,28 1,067
20647 4,395 6,61 6,48 0,798
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Tab. 4.1.5.2. Naméfené hodnoty latek skupiny III

Podminky: kolona Zorbax Elipse ® XDB C-8 150x4,6 mm 5um, methanol/voda 70/40,
f=1,7 ml/min, pH 2,5

Vysvétlivky: viz. Tab. 4.1.1.1.

Vzorek tz i.s. tr vz. relat. tg logk

1.5.
20634 | 34,885 | 34,885 | 34,885 1,517
20582 34,91 112,48 | 109,28 2,022
20621 34,78 88,055 | 81,96 1,895
20628 | 36,765 78,56 74,54 1,854
20629 36,24 | 109,406 | 105,31 2,005
20632 | 36,085 | 60,995 58,97 1,76
20633 | 34,455 | 135,345 [ 137,037 | 2,121
20635 36,52 104.9 100,29 1,984
20639 | 36,145 | 29,875 28,83 1,431
20640 35,79 41,83 40,77 1,586
20641 359 | 220,135 ! 21391 2,315
20642 3491 | 155,625 | 155,51 2,176
20643 37,75 84,52 78,11 1,874
20644 | 35425 | 114,47 | 11273 2,035
20645 [ 33,735 | 157,72 163,1 2,197
20647 | 36,745 | 69,605 65,59 1,8
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4.1.6. NaméFené hodnoty pro skupinu lditek III pro srovndni retence na kolondch
C-8 a C-18 za stejnych podminek

Tab. 4.1.6.1. Namétené hodnoty latek skupiny I11

Podminky: kolona Zorbax Elipse ® XDB C-8 150x4,6 mm 5pm, methanol/voda 80/25,
f=1,0 ml/min, pH 2,5

Vysvétlivky: viz. Tab. 4.1.1.1.

Vzorek tri.s. tg vz. relat. tg log k
¢,

I.S.
20634 7,135 7,135 7,135 0,582
20582 7,82 16,69 15,23 0,968
20621 7,31 13,22 129 0,888
20628 7,73 12,87 11,88 0,847
20629 7,68 15,45 14,54 0,946
20632 7,63 11,42 10,68 0,793
20633 7,42 18,49 17,78 1,042
20635 7,73 15,725 | 14,515 0,945
20639 7,815 7,405 6,76 0,552
20640 7,32 8,295 8,09 0,65
20641 7,27 24,12 23,67 1,176
20642 7,69 21,035 19,562 1,086
20643 7,615 12,135 11,562 0,832
20644 7,45 16,02 15,34 0,972
20645 7,39 19,605 18,83 1,069
20647 7,745 11,855 10,92 0,805
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Tab. 4.1.6.2. Namé&fené hodnoty latek skupiny III

Podminky: Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm 5pum, mobilni fdze methanol/voda
80/25, pritok 1 ml/min, pH 2,5

Vysvétlivky: viz. Tab. 4.1.1.1.

Vzorek tz bs. ts vz. relat. tr log k

&.

i.s.
20634 17,76 17,76 17,76 0,752
20582 17,555 | 41,375 41,86 1,167
20621 17,745 | 39,215 39,25 1,137
20628 17,795 30,85 30,79 1,022
20629 17,83 40,35 40,19 1,148
20632 17,5655 | 29,565 29,91 1,009
20633 17,485 | 51,005 51,81 1,265
20635 17,32 37,6 38,56 1,128
20639 | 17,255 | 17,255 17,76 0,752
20640 17,58 22,095 22,32 0,867
20641 17,525 | 66,035 66,92 1,381
20642 | 17,615 51,28 51,7 1,264
20643 17,79 29,75 29,7 1,005
20644 | 17,375 | 38,855 39,72 1,142
20645 17,676 | 51,585 51,84 1,265
20647 | 17,385 | 29,015 29,64 1,004
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4.1.7. Naméiené hodnoty pro skupinu litek III pro srovndni retence p¥Fi rizné

priitokové rychlosti

Tab. 4.1.7.1. Naméiené hodnoty latek skupiny III

Podminky: Zorbax Elipse ® XDB C-8 150x4,6 mm Spm, methanol/voda 80/25,
f= 1,0 ml/min, pH 2,5

Vysvétlivky: viz. Tab. 4.1.1.1.

Vzorek ts i.5. tg VZ. relat. tg log k
&.

1.S.
20634 7,135 7,135 7,135 0,582
20582 7,82 16,69 15,23 0,968
20621 7,31 13,22 12,9 0,888
20628 7,73 12,87 11,88 0,847
20629 7,58 15,45 14,64 0,946
20632 7,63 11,42 10,68 0,793
20633 7,42 18,49 17,78 1,042
20635 7,73 15,725 | 14,5156 0,945
20639 7,815 7,405 6.76 0,552
20640 7,32 8,295 8,09 0,65
20641 7,27 24,12 23,67 1,176
20642 7,69 21,035 18,52 1,086
20643 7,615 12,135 11,562 0,832
20644 7,45 16,02 15,34 0,972
20645 7,39 19,505 18,83 1,069
20647 7,745 11,855 10,92 0,805
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Tab. 4.1.7.2. Naméfené hodnoty latek skupiny III

Podminky: Zorbax Elipse ® XDB C-8 150x4,6 mm 5um, methanol/voda 80/25,
f=1,7 ml/min, pH 2,5

Vysvétlivky: viz. Tab. 4.1.1.1.

Vzorek | Tri.s. Trvz. | relat. ty log k
.

i.S.
20634 4,31 4,31 4,31 0,585
20582 4.4 9,095 891 0,955
20621 4,32 7,755 7,74 0,886
20628 4,38 7,155 7,04 0,84
20629 4,345 8,67 8,6 0,938
20632 4,375 6,465 6,37 0,789
20633 4,335 10,6 10,54 1,035
20635 4,355 8.615 8,63 0,933
20639 44 4,13 4,05 0,56
20640 433 49N 4,89 0,652
20641 4,33 14,175 14,11 1,172
20642 4,39 11,65 11,44 1,074
20643 4,355 6,98 6,91 0,83
20644 4,345 8.215 9,14 0,967
20645 4,34 11,355 11,28 1,067
20647 4,395 6,61 6,48 0,798
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4.2. Vzijemna korelace lipofilitnich parametri

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit vzdjemnou korelaci lipofilitnich
parametrii ziskanych pomoci RP-HPLC a pocitatového programu. V nasledujicich
tabulkéch jsou uvedeny hodnoty leg k vypocitané z vysledki metody RP-HPLC a log P
vypoéitané pomoci pocitatového programu. [Kuchai M.: osobni sdéleni]

K potvrzeni nebo vyvraceni lineérni zavislosti byla pouZita metoda linearni regrese.

Tab. 4.2.1. Vysledné hodnoty latek skupiny I pfi pH 5,5
Podminky: Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm Sum, mobilni fdze methanol/voda
80/25, rychlost prictoku £= 1,0 ml/min

Vzorek log k log P
é

20553 0,166 5,16
20554 0,287 6,11
20556 0,47 6,2
20558 0,013 4,73
20559 0,12 5,22
20563 0,468 6,54
20566 0471 6,2
20568 | -0.079 5,01
20573 0,089 544
20575 0,193 5,62
20601 0,253 5,81
20602 0,364 6,3




y = 2,9364x + 5,0062

log P R = 0,8576

_ |
02 -01 0 01 02 03 04 05
: log k

Obr. 4.2.1. Graf korelace pro skupinu I pii pH 5,5
Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm S5pm, mobilni faze
methanol/voda 80/25, rychlost pritoku f= 1,0 ml/min

Za téchto podminek byla dosaZena korelace R*=0,8576.
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Tab. 4.2.2. Vysledné hodnoty latek skupiny II pfi pH 5,5
Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm Sum, mobilni faze
methanol/voda 80/25, rychlost pritoku f = 1,0 ml/min

Vzorek log k logP
¢.
20583 0,636 6.93
20587 0,752 7,42
20588 0,604 6,93
20589 0,502 6,44
20590 0,38 6,44
20591 0,6 7
20592 0,48 6,51
20597 0,462 6.3
20598 0,336 5,81
| 20599 0,324 6,09
20600 0,451 6,51
20603 0,166 5,37
20604 0.274 5,86
20605 | -0,061 4,88
20606 0,175 537
20607 0,267 5,86
20611 -0,089 4,66
20612 0,231 6,02
20613 0,755 7,25
20614 0,554 6,71
20616 0,617 6,76
20617 0,344 5,58
20618 0,432 6,22
20619 0,458 6,07
20620 0,089 5,31




y = 3,0865x + 4,9696

log P R? = 0,0403

-0,2 0 0,2 04 0,6 08 |
log k ‘

Obr. 4.2.2. Graf korelace pro skupinu II pfi pH 5,5
Podminky: Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm 5um, mobilni fdze methanol/voda
80/25, rychlost pritoku f= 1,0 ml/min

Za téchto podminek byla dosaZena korelace R2=0,9403.
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Tab. 4.2.3. Vysledné hodnoty latek skupiny III pii pH 5,5
Podminky: Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm 5Spm, mobilni fize methanol/voda
80/25, rychlost prutoku f= 1,0 ml/min

Vzorek

[ log k log P
20581 1,235 8,15
20582 1,107 7,66
20621 1,083 6,86
20628 0,973 6,77
20629 1,1 7.26
20632 0,967 6,37

20633 1,188 7.64
is.
20634 0,714 6,28

20635 1,066 7,15
20639 0,645 5,9
20640 0,771 6,39
20641 1,292 8,28
20642 1,162 7,79
20643 0,912 7,3
20644 1,081 7,41
20845 1,205 7.9
20647 0.94 6,81
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Obr. 4.2.3. Graf korelace pro skupinu III pfi pH 5,5
Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm 5um, mobilni faze
methanol/voda 80/25, rychlost pritoku f= 1,0 ml/min

Za téchto podminek bylo dosaZeno korelace R*=0,84.
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b 1

Tab. 4.2.4. Vysledné hodnoty latek skupiny I pfi pH 2,5
Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm S5pm, mobiini faze
methanol/voda 80/25, rychlost pritoku f = 1,0 ml/min

Vzorek log k log P
é

20553 0,243 5,16
20554 0,364 6,11
20556 0,551 6,2

20558 0,098 473
20559 0,212 5,22
20563 0,552 6,54
20566 0,552 6,2

20568 0,016 5,01
20573 0,167 544
20575 0,275 5,62
20601 0,371 5,81
20602 0,488 6,3

7
6 : s |
| 51¢ = i
4 y=2,9421x + 4,7415
‘ log P:3 R =0,8712
2
| N
0 — " : S —
! 0 0.1 0,2 0,3 04 0.5 0,6

I _!

Obr. 4.2.4. Graf korelace pro skupinu I pfi pH 2,5
Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm S5pum, mobilni fize
methanol/voda 80725, rychlost pritoku f= 1,0 ml/min

Za t&chto podminek bylo dosaZzeno korelace R*=0,8712.
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Tab. 4.2.5. Vysledné hodnoty latek skupiny II pfi pH 2,5
Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm S5um, mobilni féze
methanol/voda 80/25, rychlost pritoku f= 1,0 ml/min

Vzorek log k logP
&

20583 0,674 6,93
20587 0,795 7,42
20588 0,646 6,93
20589 0,525 6,44
20590 0,408 6,44
20591 0,644 7

20592 0,519 6,51
20597 0,531 6.3
20598 0,398 5,81
20599 0,383 6,09
20600 0,503 6,51
20603 0,227 5,37
20604 0,354 5,86
20605 0,011 4,88
20606 0,216 5,37
20607 0,329 5,86
20611 -0,066 4,66
20612 0,265 6,02
20613 0,825 7,25
20614 0,638 6,71
20616 0,717 6,76
20617 0,395 5,58
20618 0,518 6,22
20619 0,513 6,07
20620 0,127 5,31

71




8
7
6

y = 3,0008x + 4,8403

log P R =0,9222

P a2 NWA

-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
log k

Obr. 4.2.5. Graf korelace pro skupinu I pii pH 2,5
Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm S5pm, mobilni faze
methanol/voda 80/25, rychlost pritoku f = 1,0 ml/min

Za t&chto podminek bylo dosaZeno korelace R*=0,9222.
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Tab. 4.2.6. Vysledné hodnoty latek skupiny III pii pH 2,5
Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm Spm, mobilni faze
methanol/voda 80/25, rychlost prittoku f = 1,0 ml/min

log k log P

Vzorek ¢.
20581 1,287 8,15
20582 1,167 7,66
20621 1,137 6,86
20628 1,022 6,77
20629 1,148 7.26
20632 1,009 6,37
20633 1,265 7,64

i.s. 20634 | 0,752 6,28
20635 1,128 7,15
20639 0,752 5.9
20640 0,867 6,39
20641 1,381 8,28
20642 1,264 7.79
20643 1,005 7.3
20644 1,142 7.41
20645 1,265 7.9
20647 1,004 6,81

y = 3,5362x + 3,3038 $
R = 0,8687 + |

M~

(54}

0 0,6 1 1,5
log k

Obr. 4.2.6. Graf korelace pro skupinu III pfi pH 2,5
| Podminky: kolona Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm 5pm, mobilni faze
methanol/voda 80/25, rychlost prittoku f = 1,0 ml/min

Za té&chto podminek bylo dosazeno korelace R%=0,8687.
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4.3. Srovnani refence vzorku pri uziti riznych kolon za stejnych podminek

Dal3im cilem této diplomové prace bylo srovnévani retence za pouZiti dvou
rozdilnych kolon. Slo o kolonu Thermoquest Hypersil® C-18 250x4 mm 5pm a Zorbax
Elipse ® XDB C-8 150x4,6 mm 5Spm. Mé&feni probihalo za shodnych podminek.
Mobilni fizi byla smés methanolu a vody v pomé&ru 80/25, pritok byl 1 ml/min a
pH 2,5. Byla zkoumana skupina latek I

V nasledujici tabulce je srovnani retenénich ¢asii u obou kolon.

Tab. 4.3.1. Srovnani retence kolon u série 111

Zorbax | Vzorek &. | Thermoquest TIZ
18,93 20581 54 36 2,87
15,23 20582 41, 86 2,74
12,9 20621 39,25 3,04
11,88 20628 30,79 2,59
14,54 20629 40,19 2,76
10,68 20632 29,91 2,8
17,78 20633 51,81 2,91
7,135 |i.s. 20634 17,76 2,49
14,515 20635 38,56 2,66
6,76 20639 17,76 2,63
8,09 20640 22,32 2,76
23,67 20641 66,92 2,83
19,52 20642 51,7 2,65
11,52 20643 29,7 2,58
15,34 20644 39,72 2,59
18,83 20645 51,84 2,75
10,92 20647 29,64 2,71

pramér; 2,727059

Z tabulky je zfejmé, Ze kolona Thermoquest zadrzuje vzorek asi tiikrat déle nez Zorbax.
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4.4. Srovn4ni retence vzorku p#i uZiti mobilnich fazi s riznym obsahem methanolu

Pro toto srovnini jsme uZili stejnou kolonu, a to Zorbax Elipse ® XDB C-
8 150x4,6 mm 5pm. Mé&feni probihalo pii pritoku 1,7 ml/min a pH 2,5. Jediny rozdil
byl ve sloZeni mobilni fize. V prvnim piipadé byla pom&r methanolu a vody 80/25
(mfl) a ve druhém 70/40 (mf2). Byla prozkoumana opét skupina l4tek IIL.

V nasledujici tabulce je zndzorn&no srovnani retenénich &asi pii pouzitich rozdilnych
mobilnich fazi.

Tab. 4.4.1. Srovnéni retence za pouiti riznych mobilnich fazi

80/25 70/40

tr Vzorek &. tr mf2/mf1
11,02 20581 154,33 14
8,91 20582 109,28 12,26
7.74 20621 81,96 710,58
7,04 20628 74,54 10,59

8,6 20629 105,31 12,25
6,37 20632 58,97 9,25
10,54 20633 137,037 13
4,31 |is. 20634 34,885 8,09
8,53 20635 100,29 11,75
4,05 20639 28,83 7,12
4,89 20640 40,77 8,34
14,11 20641 213,91 15,16
11,44 20642 155,51 13,59
6,81 20643 78,11 11,3
9,14 20644 112,73 12,33
11,28 20645 163,1 14,46
6,48 20647 65,99 10,18

promér 11,42647

Z tabulky vycteme, Ze pfi pouZiti mobilni faze s ni?$im obsahem methanolu, je retence

asi jedenactkrat vatsi.

75




4.5. Srovnini retence vzorku pFi riizné rychlosti priatoku

Poslednim tkolem bylo porovnat retenéni ¢asy na stejné koloné¢ (opét Zorbax
Elipse ® XDB C-8 150x4,6 mm Spm), pfi stejném sloZeni mobilni fize ( methanol/voda
80/25) a pH (2,5). Jediné, co se lisilo, byla pritokova rychlost. Prvnim pfipadé se
jednalo o 1 ml/min (f1), ve druhém o 1,7 ml/min (f2).

Vysledky jsou zpracovany v nisledujici tabulce.

Tab. 4.5.1. Srovnani retence pfi riizné rychlosti pritoku

1,0 mbmin 1,7 mi/min
tr Vzorek &. tr fi/2
18,93 20581 11,02 1,71
15,23 20582 8,91 1,71
12,9 20621 7,74 1,56
11,88 20628 7,04 1,68
14,54 20629 8.6 1,69
10,68 20632 6,37 1,68
17,78 20633 10,54 1,69
7,135 i.s. 20634 4,31 1,66
14,515 20635 8,53 1,7
6,76 20639 4,05 1,67
8,09 20640 4,89 1,65
23,67 20641 14,11 1,68
19,52 20642 11,44 1,71
11,52 20643 6,91 1,68
15,34 20644 9,14 1,68
18,83 20645 11,28 1,67
10,92 20647 6,48 1,68
pramér 1,676471

Podle predpokladi je retence pfi vyssi rychlosti pritoku nizsi. Kolikrat je rychlost vétsi,
tolikrat je retence slabsi. V naSem pfipadé je druha rychlost pratoku 1,7krat vyssi, tudiz

retenéni ¢asy jsou 1,7krat niZsi.

76



5.ZAVER

V této diplomové prici byla provedena studie lipofility tfi sérii litek metodou
RP-HPLC. Po optimalizaci podminek a nalezeni vhodného sloZeni mobilni fize byly
tyto série nékolikrat proméfeny a ze ziskanych retengnich &asti byly vypoéitany hodnoty
log k.

Poté bylo provedeno srovnani log k s teoretickymi hodnotami log P, které byly
ziskany z potitatového programu. Mezi hodnotami byla prokazana linearni zvislost.

Cilem této prace bylo také zméfeni lipofility. Na VUFB v Praze predb&né urdili
lipofilitu pomoci log P a zjistili nejmén& a nejvice lipofilni latky v jednotlivych
skupinich. Po proméfeni viech t# skupin bylo patrné, Ze tyto pfedpoklady byly mylné.
Ve skupin€ I byla nejlipofilngjsi latkou latka &. 20566 (predpokladem byla litka &.
20563), nejméné lipofilni byla 20568 (ptedpoklad latka &. 20558). Ve skuping II byla
nejvice lipofilni litka & 20613 (pfedpoklad byl latka &. 20587), nejméné lipofilni byla
latka €. 20611 (pfedpoklad byl spravny). Ve skuping III byla jako nejlipofilngjsi
zméfena latka €. 20641 (pfedpokladem byla litka &. 20581) a nejméns lipofilni ltka &.
20639 (piedpoklad latka & 20634). Po proméeni jsme vysledky predali op&t VUFB a ti
pokracuji v dalSich studiich téchto potencilnich antileukotrienik.

Dal3im cilem bylo porovnani retence vzorkii na dvou riznych kolonéch za stejnych
podminek, déle na stejnych kolonach pii pouZiti stejné mobilnim fize v riizném poméru
a nakonec na stejnych kolonéch za stejnych podminek, ale pii jiné rychlosti pritoku.

Z vysledkii vyplyva, Ze kolona C-18 mé vétsi retenci nez C-8. P pouiti mobilni
faze s niZ8im obsahem methanolu je retence niZ$i nez pH pouziti mobilni faze s vy3sim
obsahem methanolu. A nakonec pfi pouziti riznych rychlosti pritoku plati, Ze o kolik je

rychlost pratoku vy3si, o tolik jsou niZ3i retenéni &asy.
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