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Abstrakt
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Néazev diplomové préace: Pouziti kolon s pelikularnimi ¢asticemi pro analyzu benzimidazol

Cilem této prace je nalézt optimalni slozeni mobilni faze (MF) ke chromatografickému
stanoveni albendazolu (ABZ), albendazolu sulfoxidu (ABZSO) a albendazolu sulfonu
(ABZS02). Vnitinim standartem byl zvolen oxibendazol (OXI) a separace byly studovany na
koloné Kinetex PFP 100 mm x 4,6 mm; 2,6 um s naplni tvoifenou pellikularnimi ¢asticemi.
V préci byly studovany ¢tyfi rizné MF, kazda z nich byla testovana pti ¢tyfech ruznych
pomérech slozek. Jako optimalni MF byla vybrana MF sestavajici z acetonitrilu a fosfatového

pufru o pH =7,0.

Klicova slova: chromatografie, HPLC, benzimidazoly, albendazol, pellikularni ¢astice,

pentafluorfenyl.



Abstract

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Department of Biophysics and Physical Chemistry

Candidate: Tomas Hrdy, DiS.
Consultant: Ing.Vladimir Kubicek, CSc.

Title of Thesis: Utilization of Columns Filled by Pellicular Particles for Analysis of

Benzimidazoles

The goal of the diploma thesis was to determine the most suitable mobile phase composition for
chromatographic determination of albendazole (ABZ), albendazole sulphoxide (ABZSO) and
albendazole sulfone (ABZS02). Oxibendazole (OXI) was selected as internal standard and
separations were studied on Kinetex PFP 100 mm x 4.6 mm, 2.6 micron column packed with
pellicular particles. Four different mobile phases were studied. Each of them was tested at four
different component ratios. The optimal mobile phase consisted of acetonitrile and phosphate
buffer (pH = 7.0).
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Seznam zkratek:

ABZ
ABZSO
ABZS0O2
AcAcet
ACN
DMSO
EC

FL
MetOH
MF
OXI
Pufr

RT

Albendazol

Albendazol sulfoxid

Albendazol sulfon

Kyselina octova 0,01 M

Acetonitril for gradient elution (Aldrich)
Dimethylsulfoxid

elucni ¢inidlo

fluorescencni svétlo

Methanol for gradient elution (Aldrich)
Mobilni faze

oxibendazol

fosfore¢nanovy pufr 0,025 M o pH 7,0

retencni ¢as



1.  Uvod a zadani prace

Benzimidazoly jsou latky s antinematodnim, anticestodnim, antitrematodnim a potencialné
antimykotickym u¢inkem. U Cervl, ktefi parazituji na hospodatskych zvitatech, se vsak vyviji
rezistence vuéi témto latkam. Studiem této rezistence se zabyva vyzkum, na némz se v rdmci
Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové podili nékolik kateder. Souc¢asti vyzkumu nutné jsou
i analytické metody stanoveni benzimidazolovych anthelmintik a jejich metaboliti. Jak plyne
Z reSer$i, neni zatim vyvinuta uspokojiva HPLC metoda stanoveni albendazolu a jeho dvou
metabolitt, albendazol sulfoxidu a albendazol sulfonu, v biologickém materialu, ktera by byla
vyuzitelnd pfi vySe zminéném vyzkumu. Proto jsem se ve své praci zabyval vlivem slozeni
mobilni faze na reten¢ni Casy Etyf benzimidazoli (albendazolu, albendazol sulfoxidu, albendazol
sulfonu a oxibendazolu) na koloné s pentafluorofenylovou stacionarni fazi. Oxibendazol byl
vybran jako vnitini standard. Cilem této préace je zjistit optimalni slozeni mobilni faze pro analyzu

smési uvedenych benzimidazola.



2. Teoreticka cast
2.1 Benzimidazolova anthelmintika

Skupina benzimidazolovych anthelmintik je nejrozséhlejsi skupinou antinematod. Nékteti

zastupci maji antitrematodni a anticestodni aktivitu, vyjimecné i antimykotickou cinnost.”
2.1.1 Mechanismus u¢inku

Mechanismus jejich ucinku je zalozen na inhibici energetického metabolismu
parazitujicich Cervi, konkrétné inhibici beta-tubulinovych subjednotek a zastavy tvorby
mikrotubuld. VétSina benzimidazolG pisobi proti vyvojovym i dospélym stadiim helminti,
nékteré plsobi i ovocidné. Anthelmintickd aktivita benzimidazoll je zavisla na Case, po ktery
v tkanich a té€lnich tekutinach pretrvava terapeuticka koncentrace 1é¢iva. U monogastrickych
zvitat jako pes, kocka nebo prase je vétSinou potieba opakované podani benzimidazoli.

Naopak u polygastrickych zvitat a bylozravcet 1ze benzimidazoly podévat i jednorézové.z)

2.1.2 Indikace

K indikacim benzimidazoll patii nematodozy plic, gastrointestinalniho traktu, pfipadné
dalSich orgént. Ptikladem nematodo6z jsou toxokardzy a trichuridzy kocek a pst. PouZzivaji se
rovnéz jako antitrematodika a anticestodika pro 1écbu tasemnice psi, koci¢i a hraskové.
Vyuzivaji se téZ v terapii prakticky vSech hospodarskych zvifat (skot, prase, ovce, kozy,
driibez), zvitat nehospodarskych (pes, kocka, ki) a sparkaté zvéte. Jednotlivé terapeutické

davky jsou zavislé na konkrétnich latkach a jejich zplisobu pOdélIli.z)
2.1.3 Nezadouci ucinky a kontraindikace

U nékterych druhii zvifat vyvoldvaji nauzeu a zvraceni, popf. prijem. Jejich podani je
kontraindikovano u laktujici zvéfe a u zvéfe s produkci urcenou pro lidsky konzum.

Kontraindikovany jsou také u zvifat s poruchami jater a ledvin.”

2.2 Benzimidazoly z chemického hlediska

Benzimidazoly jsou heterocyklické organické slouceniny. Jejich strukturni zéklad tvofi
benzen a imidazol. V piirodé¢ se benzimidazoly ptuvodné nalézaji v podobé N-ribosyl-
dimethylbenzimidazolu, ktery slouzi jako ligand pro kobalt ve vitaminu B12. Benzimidazoly

maji imidazolovy systém vychazejici ze zakladu pro N-heterocyklické karbeny.®?
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2.3 Jednotlivi zastupci benzimidazolit

Ve farmacii se pouZzivaji tito zastupci:

. albendazol

. fenbendazol
. flubendazol
. mebendazol
. oxibendazol
. tiabendazol

2.3.1 Albendazol

Albendazol (Obr.1) je Sirokospektralni antiparazitikum ze skupiny benzimidazoli s
ucinkem proti stfevnim a tkdlovym cervim a c¢astenym pisobenim proti nekterym
parazitickym prvokim. Mechanismus ucinku albendazolu spocivd v inhibici polymerace
tubulinu v téle parazitli, coz vede k rozvratu metabolismu a smrti parazita. V kone¢ném
disledku dochazi k zastave tvorby ATP s naslednym tbytkem energie a thynem vyvojovych

stadii 1 dospélci.

H
N H @)
\/\S N%N%O—CHg,

Obr.1: Struktura albendazolu

Nejcastéjsi pouziti albendazolu je pifi 1€cbé enterobidzy, trichuridzy, trichinelozy,

strongyloidézy a askariézy.”

Ptipravek s u€innou latkou albendazol: Zentel POR TBL FLM 2x200MG
l. Farmakokinetika

Albendazol se z traviciho traktu pfili§ nevstfebava, absorpce se zvysi pii podani tu¢nych
jidel. Vaze se ze 70 % na bilkoviny krevni plazmy a dobfe se distribuuje v organismu. V
jatrech se metabolizuje na aktivni metabolit albendazol sulfoxid, ktery se vylucuje Zluéi.

Elimina¢ni polocas je 8-12 hodin.

Albendazol je kontraindikovan v téhotenstvi a u kojicich Zzen. Mezi jeho nezadouci
ucinky patii bolesti hlavy, zavraté, horecka a meningealni pfiznaky. MiZe se také vyskytovat
alopecie, nauzea a zvraceni. Mezi velmi vzacné nezadouci uCinky patii hematologické

poruchy jako leukopenie, pancytopenie a agranulocytéza.”)
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Il. Farmakodynamika

Albendazol je anthelmintikum s G¢innosti proti nematoddm, cestodam a trematodam (Tab.1).

Nematodes Ascaris lumbricoides, Trichuris trichuira, Enterobius
vermicularis, Ancylostoma duodenale, Necator americanus
Strongyloides stercoralis, Cutaneus larva migrans
Cestodes Hymenolepsis nana, Taenia spp.
Trematodes Opisthorchis viverrini, Chlonorchis sinensis

Tab.1: Jednotlivé druhy paraziti

Je U¢inny téz proti protozoim (Tab.2)

| Protozoa | giardia lamblia intestinalis et duodenalis \
Tab.2: Piiklady protozoi ?

2.3.2 Thiabendazol

Thiabendazol (Obr.2) ma fungicidni a antiparazitické ucinky. Je pouzivan piedevsim ke
zvladani plisni, snéti a dalSich houbami zptisobenych nemoci na ovoci (hlavné¢ pomerance) a
zelenin€. Je téz pouzivan k profylaxi choroby jilmu holandského. Pouziva se k 1écbé
keratitidy zplisobené houbou Aspergillus flavus. Jako antiparazitikum je schopen likvidovat
Skrkavky (zpiisobujici strongyloidézu), méchovce a dal§i helminty napadajici hospodaiska

zvirata a ¢lovéka.

H
7\ =
N N
Obr.2 Struktura thiabendazolu

l. Farmakodynamika

Thiabendazol inhibuje mitochondrialni enzym fumarat reduktazu, ktery je pro helminty
specificky. Hlisti pak nemtzou pfijimat glukozu. Latka se rychle absorbuje ze stfeva a je

« w1
vylu¢ovana moci. )

Thiabendazol je chelata¢ni €inidlo, proto se v mediciné pouZziva jako antidotum pfii
otravach tézkymi kovy (olovo, rtut’, antimon). Ve veterinarni farmacii se uziva k 1é€b¢ usnich

infekci u kocek a pst. Neni schvaleny pro pouziti v EU, Australii, Novém Zélandu nebo USA.
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2.3.3 Mebendazol

H
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Obr.3 Struktura mebendazolu

Mebendazol (Obr.3) se pouziva pfi onemocnéni roupy, oblymi a plochymi Cervy a

meéchoveci.

Ma vysokou ucinnost a Siroké anthelmintické spektrum ucinku indikované pro 1é¢bu
napadeni nematody, vcetné Skrkavky a méchovce. Spatné se vstiebdva a nema systémové

ucinky.
l. Mechanismus uéinku:

Selektivni inhibice syntézy mikrotubuli v parazitech a znifeni cytoplazmatického
mikrotubulu v jeho zaZivacim traktu. Je blokovan piijem glukézy a jinych Zivin, coz vede k

imobilizaci a smrti helminta.”)

2.3.4 Fenbendazol

Fenbendazol ma Siroké spektrum Uc¢inkli proti gastrointestindlnim parazitim jako jsou
skrkavky, méchovci, tasemnice, roupy a strongyloidy. Fenbendazol (Obr.4) se podava ovcim,
skotu, konim, rybam, psim, kockam, kralikim a tulenim. Interakce fenbendazolu s

r o 4 2
bromsalanem mohou vést k potratiim u skotu a ovci. )

Navzdory Sirokému pouziti pfi likvidaci mnoha druhli Cervii byla zjisténa toxicita. U
ptakt (¢api, pelikani, supi, holubi) a plazli (zmije, Zelvy) se toxicita projevuje Utlumem kostni
dieng, nekrézou bun¢k stfevnich krypt a opadavanim distalnich klkd. Fenbendazol se u
vétsiny druhii zvifat §patné vstiebava z gastrointestinalniho traktu. LDso U laboratornich zvifat

piesahuje 10 g/kg pii oralnim podani. ?

H
N

O\S/OZN%H%Z—C%

Obr.4 Struktura fenbendazolu
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2.3.5 Oxibendazol
Derivat benzimidazolu, ktery byl pouzit jako vnitini standard (Obr.5).

N o
H
/>—N
Obr.5 Struktura oxibendazolu

2.4 Metabolity albendazolu pouZité p¥i studiu vlastnosti kolony

A) Albendazol sulfoxid (Obr.6)

H

N @)
<

N @)

@)
Obr.6 Struktura albendazol sulfoxidu
B) Albendazol sulfon (Obr.7)
H
O N o)
H
U N~
N 3 N O—CHg,
@)

Obr.7 Struktura albendazol sulfonu

2.5 Chromatografie

Chromatografie je souhrnny termin oznacujici laboratorni techniku rozdélovani smési.
Smeési jsou rozdélovany mezi kapalnou nebo plynnou fazi zvanou ,,mobilni faze*, ktera unasi
castice skrze strukturu z pevného materidlu zvanou ,,stacinarni faze*. Rozdélovani smési je
zpusobeno tim, ze razné prvky smeési jsou unaSeny raznymi rychlostmi. Rozdélovani je
zaloZzeno na rGzné afinité€ castic k jednotlivym fazim. Jemné diference ve slou€eninach

zpisobi rozdilné zadrZzovani na stacionarni fazi a tudiz zménu retence. 3
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2.5.1 Rozdéleni chromatografie

Chromatografie muze byt preparativni nebo analytickd. Cilem preparativni

chromatografie je separovat slozky smési pro nasledné vyuziti. Mnozstvi vzorku v tomto

ptipadé byva podstatné vEtsi, nez u analytické chromatografie. Lisi se i zpisobem purifikace.

Analyticka chromatografie se obvykle praktikuje s mensim mnozstvim vzorku a je urcena pro

meéieni relativnich poméra analyt ve smési. Tyto dva zplisoby se vzajemné nevylucuji. 3

1)

b)

)

2.5.2 Druhy chromatografie

Podle usporadani:

Kolonova
Planarni
papirova

tenkovrstevna

Podle druhu mobilni faze:
plynova

kapalinova

Podle afinity:

Superkriticka fluidni

Podle mechanismu separace:
Iontové vymeénna

Separace podle velikosti ¢astic

Specialni techniky:

Chromatografie s reverzni fazi

Dvojrozmérna chromatografie

Kontinualni se simulovanym pohybem pevné faze
Pyrolyzova plynova chromatografie

Kapalinova pro separaci proteint

Protiproudové chromatografie

Chiralni chromatografie

2.5.3 High-performance liquid chromatography

HPLC (high-performance liquid chromatography) vysoce u¢inna kapalinova

chromatografie je chromatografickou technikou pouZzivanou k separaci sloucenin za Gcelem

15



identifikace, zjisténi kvantity a Cistoty jednotlivych slozek smési. Reten¢ni Cas je doba, za
kterou kazdéa jednotliva sloucenina opusti kolonu. Retencni ¢as naméteny za standardnich

podminek je povazovan za identifikacni charakteristiku daného analytu.

Neékteré HPLC techniky pracuji s bezvodou mobilni fazi. Vodné slozky mobilni faze
mohou obsahovat pufry, kyseliny (mravenc¢i, fosforecnou nebo trifluoroctovou) nebo
pomocné soli k separaci slozek vzorku. Slozeni mobilni faze mize zlstat po dobu analyzy
konstantni (izokraticka eluce) nebo se méni (gradientova eluce). Izokraticka eluce je G¢inna u

vzork, jejichz afinita k pevné fazi neni pfili§ rozdilna.

U gradientové eluce je slozeni mobilni faze proménné, tj. od nizké po vysokou elucni
silu. Kratky reten¢ni ¢as analytu je zpisoben vysokou eluéni silou mobilni faze. Gradientova
eluce snizuje retencni ¢as pozd¢ji eluovanych sloucenin tak, ze se eluuji diive a maji uzsi a
vy§si piky. Zlepsuje se téz tvar pikd z hlediska chvostovani.® Typicky gradientni profil
reverzni faze miize zaCinat na 5% acetonitrilu (ve vod¢ nebo pufru) a postupovat linearné¢ do
95% acetonitrilu béhem 5-25 minut. Naptiklad mtze byt sloZzeni mobilni faze konstantni (5%
acetonitrilu) po 1-3 minuty, pak nasleduje linearni zména na vice nez 95% acetonitrilu.
SloZeni mobilni faze zavisi na intenzit¢ interakci mezi analytem a stacionarni fazi (naptiklad
hydrofobni interakce u HPLC na reverznich fazich). Separa¢ni proces na koloné je umoznén
rozdilnou afinitou jednotlivych sloucenin ke stacionarni a k mobilni fazi. Tento rozdélovaci
proces je podobny extrakci kapalina-kapalina, je ale kontinualni, ne stupniovity. Ptikladem
muize byt pouZiti smési voda/acetonitril na stacionarni fazi C18, kde hydrofobné;jsi
komponenty se budou eluovat (odejdou z kolony) pozdé€ji, nebot’ jsou vice zadrzovany

stacionarni fazi.

SloZeni mobilni faze volime podle vlastnosti zkoumanych vzorkl a pfidanych soli nebo

kyselin. Separace vzorkl je zavisla na pfirozenych vlastnostech kolony.

K nalezeni optimalni metody HPLC separace se ¢asto analyzuji celé série vzork.

2.5.4 Detekce pouzivané v chromatografii:
Rozd¢leni detektori:
Nedestruk¢ni x destrukéni

Koncentrac¢ni x hmotnostni

Destrukéni detektor méni charakter prochéazejici latky, na rozdil od nedestrukéniho

detektoru, ktery zachovava puvodni strukturu analytu.
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Koncentrani detektory reaguji na zmény hmotnostni koncentrace slozky v efluentu
nezévisle na piivodu slozky do efluentu. Hmotnostni detektory zaznamenavaji zménu
hmotnostniho toku v efluentu.

2.5.5 Typy detektori

Detektor UV/VIS

Fluorescenc¢ni detektor

Elektrochemicky detektor

Vodivostni detektor

Detektor ELSD

Detektor CORONA

Na detektor jsou kladeny urcité idedlni pozadavky:

- Univerzalnost (detekce vSech pfitomnych komponent)

- Vysoka citlivost a nizka uroven sumu

- Robustni viici zménam tlaku, pritoku mobilni faze a teploty

- Co nejmensi mimokolonovy piispévek k rozSifovani elu¢nich zon

- MozZnost gradientové eluce

Témto poZzadavkiim zadny detektor uplné nevyhovuje, rizné typy se pozadavkim
viceméné piiblizuji.

2.5.6 Fluorescen¢ni detektor

Definice fluorescence:

,Nastane-li emise zafeni z excitovaného singletového elektronového stavu jednim ¢i vice
spontannimi energetickymi pfechody jedna se o fluorescenci. Fluorescenci pozorujeme béhem

buzeni a po jeho vypnuti prakticky ihned mizi (doba dohasinani je obvykle fadové 10-8 ) ¥
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7 1 - vybojka (rtutova nebo xenonova)
2 —excitacni mfizka
3 —3$térbina

4 — pratokova cela

6 5 — mikrococky
(s |
= 6 — cut-off filtr
5
7 — emisni mtizka (monochromator)

'

|4 Is 2

8 - fotonasobic

Obr.8 Zjednodusené schéma fluorescenc¢niho detektoru

,Fluorescencni detektor (Obr.8) je zaloZen na principu fluorescence a métfeni emisniho
zéateni, které vyda latka po absorpci excitatniho elektromagnetického zafeni. Absorpci
elektromagnetického zateni prechazi molekuly latek ze zdkladniho elektronového stavu do
riznych vibrac¢nich hladin excitovaného singletového elektronového stavu.* 4 Absorbovanou
energii miZe excitovana molekula opét vyzafit jako fluorescenci, nebo ji pfeménit na energii
vibrac¢ni. Molekula se mlize naabsorbované energie zbavit pfechodem do zékladniho stavu a
naslednou emisi fluorescenéniho zéfeni, které ma stejnou nebo vétsi vlnovou délku jako

absorbované zafeni (Obr.9). ¥
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Obr.9 Schéma energetickych hladin pii excitaci a emisi

Intenzivni fluorescenci vykazuji nékteré aromatické slouceniny jako heterocykly a

polyaromaty.

Slouceniny pohlcuji svétlo s jednou vinovou délkou a po prostoupeni latkou se vinova
délka méni. Pro tento fenomén je charakteristické, ze latky absorbuji svétlo o nizsi vinové
délce a emituji svétlo s vétsi vinovou délkou. Slouceniny maji specifickou vinovou délku
absorpce a emise. Na Obr.10 je opticky systém fluorescen¢niho detektoru. Ackoliv UV/VIS
detektor detekuje svétlo prochézejici prutokovou celou se vzorkem, zatimco fluorescenéni

detektor detekuje emitovanou fluorescenci v ptimém sméru.

Detekce fluorescencnim detektorem je vhodné pro analyzu stopového mnozstvi vzorku.
Obecné vzato ma vysokou citlivost i selektivitu. Aminokyseliny mohou byt timto detektorem
zjistény az po derivatizaci. Touto metodou je mozno méfit ruzné derivaty s vysokou

citlivosti.®)
2.5.7 Detektor UV-VIS

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na principu absorpce zafeni v oblasti vinovych

délek od 190 do 800 nm. M¢fi se absorbance A , ktera je dana vztahem

A=gcl

kde | je tloustka absorbujici vrstvy (cm), & je molarni absorpcni koeficient (I/mol/cm) a C je

koncentrace absorbujici slozky (mol/l).
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UV/VIS detektory monitoruji absorpci svétla svétla latkou pii specifickych vinovych
délkach.”

& zreadlo

zdrog svitla

pritokova cela

prvel piyimagicd svétlo vzorkova Cast referenénd Sast

Obr.10 Schéma UV/VIS detektoru

2.6 Kolony pro kapalinovou chromatografii
2.6.1 Typy kolon

A) Monolitické kolony: Jejich napli je tvofena jedinym kusem porovitého materidlu.
Nachazi se v nich velké péry (makropéry 2 pum) a stiedné velké pory (mesopdry 13 nm).
Oproti Casticovym kolondm se mize pouzit mnohem vétsi pratok (az 10 ml/min) bez

nebezpeci kritického zvyseni pracovniho tlaku.

B) Casticové kolony: Skladaji se z ¢astic o velikosti 3—5 pum. Malé &astice se pouZivaji z

) a tedy lepSi separace pii stejné délce kolony.

divodu zvétSeni poctu ,teoretickych pater
Pratok témito kolonami je omezeny, nebot’ malé Castice zplsobuji vysoky zpétny tlak, ktery
by mohl poskodit vysokotlaké souéasti chromatografu. Castice mohou byt bud’ pln& porézni,

nebo s pevnym jadrem a porézni vrstvou na povrchu.

C) Kolony s pevnym jadrem: Kompromisem mezi malymi ¢asticemi s vysokou separacni
schopnosti a velkymi casticemi s potfebou nizSiho tlaku se staly castice ,.fused core*
(neporézni silikonové jadro s vrstvou slinutych nanoc¢astic na povrchu).s) Jadro ma prumér 1,9
pm a je na ném 0,35 pm vrstva silikonovych nanocéstic. Vzdélenost, kterd musi byt
pfekondna v ¢astici stacionarni faze difuzi, nikdy neni delsi nez 0,5 pm. Pokles nebezpecné
vysokého pracovniho tlaku lze zajistit snizenim viskozity mobilni faze (napfiklad zvysit

teplotu - se zvySujici se teplotou viskozita klesa). R
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2.6.2 Kolona Kinetex PFP 100 mm x 4.60 mm; 2,6 pm

Tyto kolony maji pevné jadro typu core-shell (povrchova porézni vrstva s pevhym
jadrem) ze silikagelu a velmi vysokou uc¢innost. Piipustny pracovni tlak je u téchto kolon do
600 bar.

Technicka data této kolony jsou uvedena v Tab.3.

Cislo: 00D-4477-E0

Popis: Kinetex ™ 2.6 um PFP 100 A LC
kolona 100 x 4.6 mm

Stacionarni faze: Pentafluorfenyl vazany pies propylovy
mustek na silikagelovy nosi¢, jehoz povrch je
chranén TMS

Typ Castice: Core-shell Silica

Format: kolona

Zpusob separace: reverzni faze

Doporucené pouziti: vysoceucinna kapalinova chromatografie
aromatickych a halogenovych slou¢enin

USP nazev (oznaceni): L43

Tab.3 Technicka data kolony Kinetex PFP

2.6.3 Technologie fused-core

Tato technologie se vyznacuje Uzkym spektrem velikosti Castic tvofici napli kolony.
Sypana ¢ast kolony je mnohem kompaktnéjsi, mezery mezi ¢asticemi jsou mensi a umoZznuji
snadnéj§i prostupnost pro mobilni fazi. Diky pevnému jadru ¢astic a jejich poréznimu povrchu
se zkracuji retencni Casy, vysledné piky jsou vysSi a uz$i. Toto uspotfadani téZ umoziuje
pouzit vysSich pratokd mobilni faze, nez u kolon s vice diferencovanymi velikostmi
castic. ™Y

2.6.4 Kinetika pfenosu slou¢enin v chromatografické koloné s pelikularnimi

Casticemi

Po téméf dvaceti letech stagnace zaznamenala technologie chromatografickych kolon v
prubéhu néekolika poslednich let podstatny vyvoj. Motorem tohoto vyvoje je zvySujici se
poptavka po rychlejSich a uc€innéjsich analyzach vyplyvajici z prudkého riistu poctu vzorka k

analyze a jejich slozitosti.” Tento vyvoj probihé ve tfech hlavnich smérech:

A) Monolitické kolony dnes budi vyssi zajem pro jednoduchost analyzy. Stejné jako
vrstvy naplilovych ¢astic, maji monolitické kolony bimodalni rozdéleni velikosti port. Velké

pory jsou lépe pristupné priniku mobilni faze. Vzhledem k tomu, Ze monolity jsou pfirozené

21




mechanicky stabilni, mohou mit vétsi vnéj$i porovitost nez kolony s vrstvami. Proto maji
vys$$i propustnost pro mobilni fazi, nez kolony plnéné ¢asticemi, které maji stejnou velikost
jako prvky skeletu téchto monolitickych kolon. Ukazuje se, Ze kinetika pfenosu hmoty
analytii monolitickymi kolonami je rychlejsi nez naplnovymi kolonami srovnatelné geometrie
a podobné velikosti domén. Bohuzel, v soucasné dob¢ jsou k dispozici jen kratké monolitické

kolony s omezenou ucinnosti.

B) Dnes jsou k dispozici i kolony s mensimi ¢asticemi, nez konvencni, s priméry mezi 1
a 3 mikrometry. Tyto kolony se pouzivaji pfi vySSim prutoku mobilni faze, takze pokud

nejsou pouzity kratké kolony, vznikaji extrémné vysoké tlaky, coz zplisobuje zavazné potize.

C) Kolony mohou byt provozovany pii vysSich teplotach, nez laboratornich. Jejich
ucinnost je tak tézko ovlivnéna, ale rychlost mobilni faze miize byt zvySena proporcionalné k
poklesu jeji viskozity. Novy typ c¢astic (pelikuldrni ¢astice, core-shell castice) mohou
chromatografisté obdivovat jiz téméf 40 let. Tyto Castice se skladaji z pevného jadra
obklopeného porézni vrstvou, kterd ma v podstaté vlastnosti zcela poréznich &astic. Castice s
obalem (core-shell) maji silnou porézni vrstvu, pelikularni maji tenkou vrstvu, avSak jsou
teoreticky mozné vSechny mezistupné. Predpoklada se, ze axidlni a vitivé disperze piispély k
vys$si ucinnosti kolon plnénych témito ¢asticemi, odpovidaji vnéjsimu primeéru castic, ale
vnitini odpor proti pienosu hmoty odpovidd mocnosti porézni vrstvy. Bylo vyrobeno nékolik

generaci ¢astic s pevnym jadrem, na nichz je porovity obal.

Népln¢ Corasil I a I (Waters, Milford, MA) byly vyrobeny z pevnych ¢éstic silikagelu,
které maji v primeéru 40 um.ll) Jejich porézni vrstva z oxidu kiemicitého je 5 um silnd. Zipax
(Hewlett-Packard, Palo Alto, CA) byl vyroben z tuhé Castice oxidu kiemicitého o praméru 37
- 44 um s porézni vrstvou iontové-vymeénnych pryskytic. Tyto materialy nebyly pfili§ GispéSné
zejména proto, Ze mensi porézni Castice se staly dostupnéjsimi. Vyse uvedené ¢astice Corasil

a Zippax jsou jiz zastaralé, zminuji je zde predevs§im z historickych divodi.

Porashell ¢astice (Agilent Technologies) maji primér 5 pm. Jsou sifeji pouzitelné, zv1aste
pro separaci peptidil, bilkovin a dalSich vysokomolekuldrnich analytﬁ.lz) Firma Carr a spol.
nedavno ukazala, Ze kolony plnéné témito casticemi maji mnohem lepsi uc€innost u peptida,
nez u latek s nizkou molekulovou hmotnosti (méné nez 200). Pravdépodobné je diftize
peptidd do pord mnohem pomalejsi, nez u nizkomolekuldrnich slou¢enin. Horvath ptipravil
pelikularni ¢astice, 1 pum mikrometr v priméru, s tenkou vrstvou iontové-vyménné

8)

pryskyfice. V posledni dobé predstavil Kirkland Halo *, novy material vyrobeny ze
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sférickych castic s velmi Uzkymi rozmezimi velikosti ¢astic. Maji 2,7 um v priméru a jsou

pokryty 0,5 um silnou vrstvou z porézniho oxidu kiemicitého. ®
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3. Experimentalni Cast

3.1 Pouzity materidal

3.1.1 Chemikalie
Acetonitril for gradient elution (Aldrich)
Methanol for gradient elution (Aldrich)
Kyselina fosforecna 85% p. a. (Lachema Brno)
Kyselina octova 99% p. a. (Lach-Ner, s. r. 0.)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Lach-Ner, s. r. 0.)
Hydrogenfosfore¢nan didraselny (Lach-Ner, s.r.o.)
Ultracista voda Cisténa reverzni osmozou

Standardni pufry pro kalibraci pH metru (WTW)

3.1.2 Pomiicky a pristroje
Analytické vahy (Sartorius)
pH-metr inoLab 720 s pH elektrodou Sentix 61 (WTW)
Membranova vyvéva KNF, typ N810 (KNF Neuberger)
Filtraéni zatizeni (Supelco) s membranovymi filtry Nylon 66 (Supelco) o priméru 47 mm s

pory 0,45 um

Kapalinovy chromatograf (Shimadzu): degasér DGU A5, vysokotlakd pumpa LC-
10ADvp, autosampler SIL-10ADvp, kolonovy termostat CTO-10Avp, PDA detektor SPD-
MI10Avp, fluorescencni detektor RF-10AXL. Chromatograf byl fizen prostfednictvim fidici
jednotky SCL-10Avp z pocitace pomoci chromatografického software CLASS-VP.

3.2 Piiprava zdasobnich roztoki

V této Casti je uveden postup piipravy jednotlivych sloZzek mobilnich fazi pro HPLC.

A) Piiprava fosfore¢nanového pufru o pH 7,0 a koncentraci 0,025 M

Na analytickych vahéach jsem navazil potiebné mnozstvi (8,961 0 g) dodekahydratu
hydrogenfosforecnanu sodného a rozpustil v kaddince v ultracisté vod€¢. Smés jsem pielil do
veétsi kadinky s michadlem a doplnil ultradistou vodou na cca 950 ml. Zapnul jsem pH metr a
zkalibroval ho pomoci standardi pH. Potom jsem elektrodu ponofil do roztoku
hydrogenfosforecnanu sodného. Za stalého michani jsem do kadinky jsem pomoci pipety

ptidaval koncentrovanou kyselinu fosfore¢nou tak dlouho, aZ pH metr ukazoval hodnotu 7,00.
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Poté jsem vypnul michadlo, ptelil roztok do odmérné banky (1 000 ml) a doplnil ultracistou

vodou po rysku. Roztok v bance jsem dikladné promisil.

Nasledn¢ jsem roztok pufru pomalu prefiltroval pfes membranové filtry Nylon za

snizeného tlaku.

B) Piiprava kyseliny octové o koncentraci 0,01 M

Pomoci automatické pipety jsem napipetoval vypoctené mnozstvi (0,575 ml) do odmérné
bariky (1 000 ml) a nalil asi 800 ml ultracisté vody. Roztok jsem dikladn€ promichal, doplnil

ultracistou vodou po rysku a znovu promichal.

3.3 Piehled eluénich cinidel

Kolona Kinetex PFP 100 mm x 4,6 mm; 2,6 pm
1) Eluéni ¢inidlo 1 pouzité pro testovani kolony

Roztok c¢inidla byl pfipraven smisenim ACN a AcAcet v poméru 20:80 (v/v) ve

sméSovaci.
2) Elucni ¢inidlo 2 pouzité pro testovani kolony

Roztok c¢inidla byl pfipraven smisenim ACN a AcAcet v poméru 40:60 (v/v) ve

smeSovaci.
3) Elu¢ni ¢inidlo 3 pouzité pro testovani kolony

Roztok cinidla byl pfipraven smisenim ACN a AcAcet v poméru 60:40 (v/v) ve

sméSovaci.
4) Eluéni ¢inidlo 4 pouzité pro testovani kolony

Roztok cinidla byl pfipraven smisenim ACN a AcAcet v poméru 80:20 (v/v) ve

smésovaci.
5) Elu¢ni ¢inidlo 5 pouzité pro testovani kolony

Roztok ¢inidla byl ptfipraven smisenim MetOH a AcAcet v poméru 20:80 (v/v) ve

sméSovadi.

6) Elu¢ni ¢inidlo 6 pouzité pro testovani kolony
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Roztok cinidla byl pfipraven smisenim MetOH a AcAcet v poméru 40:60 (v/v) ve

sméSovaci.
7) Eluéni ¢inidlo 7 pouzité pro testovani kolony

Roztok c¢inidla byl pfipraven smisenim MetOH a AcAcet v poméru 60:40 (v/v) ve

sméSovaci.
8) Eluéni ¢inidlo 8 pouzité pro testovani kolony

Roztok ¢inidla byl pfipraven smisenim MetOH a AcAcet v poméru 80:20 (v/v) ve

smésovaci.
9) Eluéni ¢inidlo 9 pouzité pro testovani kolony

Roztok ¢inidla byl pfipraven smisenim fosfore¢nanového pufru a ACN v poméru 20:80

(v/v) ve smé&Sovaci.
10)  Elu¢ni ¢inidlo 10 pouzité pro testovani kolony

Roztok ¢inidla byl pfipraven smisenim fosfore¢nanového pufru a ACN v poméru 40:60

(v/v) ve smé&Sovaci.
11)  Elucni ¢inidlo 11 pouzité pro testovani kolony

Roztok ¢inidla byl pfipraven smisenim fosfore€nanového pufru a ACN v poméru 60:40

(v/v) ve sméSovaci.
12)  Elu¢ni ¢inidlo 12 pouzité pro testovani kolony

Roztok ¢inidla byl pfipraven smisenim fosfore¢nanového pufru a ACN v poméru 80:20

(v/v) ve sméSovaci.
13)  Elu¢ni ¢inidlo 13 pouzité pro testovani kolony

Roztok ¢inidla byl ptipraven smisenim fosfore¢nanového pufru a MetOH v poméru 20:80

(v/v) ve sméSovaci.
14)  Elucni ¢inidlo 14 pouzité pro testovani kolony

Roztok ¢inidla byl ptipraven smisenim fosfore¢nanového pufru a MetOH v poméru 40:60

(v/v) ve sméSovaci.
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15)  Elu¢ni ¢inidlo 15 pouzité pro testovani kolony

Roztok Cinidla byl pfipraven smisenim fosfore¢nanového pufru a MetOH v poméru 60:40

(v/v) ve sméSovaci.
16)  Elucni ¢inidlo 16 pouzité pro testovani kolony

Roztok Cinidla byl pfipraven smisenim fosfore¢nanového pufru a MetOH v poméru 80:20

(v/v) ve sméSovaci.
3.4 Piiprava vzorki

Ke studiu fyzikalné chemickych vlastnosti benzimidazolii jsem pouzil vzorky sloucenin
albendazol (dale jen ABZ), oxibendazol (OXI), albendazol sulfoxid (ABZSO) a albendazol
sulfon (ABZSQ2).

Ptipravil jsem je rozpuSténim pfislusné navazky v minimalnim nutném mnozstvi DMSO

a doplnénim ACN na potfebny objem v odmérné barice.
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4.

Vysledky studie vlivu sloZzeni mobilni faze na délku

eluce jednotlivych benzimidazolu.

4.1 Vysledky studie ABZ

Naméiené retenéni Casy albendazolu (dale jen ABZ) pro ruzna slozeni mobilnich fazi

jsou uvedeny v tabulce 4.

Poméry sloZzek MF [obj.%] 20:80 40:60 60:40 80:20
ACN : AcAcet >80 15,00 5,50 >80
MetOH : AcAcet 1,37 >80 >80 13,30
Pufr : ACN 1,28 3,78 3,75 1,32

Pufr : MetOH 2,32 7,45 >80 >80

Tab.4: Retencni Casy (min.) ABZ ve studovanych mobilnich fazich

Na Obr.11 je vidét, ze pfi nizkych nebo naopak vysokych koncentracich AcAcet jsou

retencni Casy velmi dlouhé. Pfi koncentracich AcAcet 20% a 80% dosahovaly reten¢ni ¢asy

vice jak 80 minut.

90

Obr.11: Retencni casy ABZ s MF AcAcet/ACN
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V grafu na Obr.12 jsou pouzitelné retenéni Casy pii koncentraci 20% a 80% MetOH. Prti

koncentracich 40% a 60% byly reten¢ni Casy netnosné dlouhé a tato slozeni MF jsou

prakticky nepouzitelna. Pouzil jsem ¢inidla 5-8.
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Obr.12: Retencni ¢asy ABZ s MF
MetOH/AcAcet
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Pii pouziti MF ve slozeni Puft/ACN (Obr.13) vysly vSechny retencni ¢asy pod 5 minut.
Na grafu je vidét, ze nejktratsi retencni ¢asy byly pii koncentraci 20% resp. 80% Pufru. Pouzil
jsem MF Pufi/ACN ve ¢tyfech pomérech.

Obr.13 Retencni ¢asy ABZ s MF Pufr/ACN
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Na dalsim grafu (Obr.14) jsou retencni Casy albendazolu pti pouZziti mobilni faze ve
slozeni Pufr/MetOH. Pti vysokych koncentracich pufru (60% a 80%) byly reten¢ni ¢asy velmi
dlouhé. Naopak pii vysokych koncentracich MetOH se reten¢ni ¢asy drzely pod 5 minut.

Pouzil jsem ¢inidla 13-16.
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Obr.14: Retencni ¢asy ABZ s MF Pufr/MetOH
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Déle je uveden souhrnny graf (Obr.15), kde na ose y jsou reten¢ni ¢asy ABZ a osu X tvoii
koncentrace prvni slozky mobilni faze. Z néj je patrné, Ze nejkratsi retencni Cas byl pfi pouZiti

mobilni faze Pufr/ACN v pomérech 20:80 a 80:20.

Obr.15: Souhrnny graf - retencni casy ABZ
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Na Obr.16 je chromatogram vzorku albendazolu. Mobilni faze pii tomto méfeni méla

slozeni acetonitril a kyselina octova v poméru 20:80.
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Obr.16 Chromatogram vzorku albendazolu s mobilni fazi ACN/AcAcet 20:80

Na dal$im chromatogramu (Obr.17) je vidét pik ABZ ve 14. minuté. Mobilni faze pfi
tomto méteni byla ve slozeni ACN/AcAcet 60:40 %.
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Obr.17 Chromatogram se vzorkem albendazolu - mobilni faze ACN/AcAcet 60:40
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4.2 Vysledky studie OXI

Oxibendazol (dale jen OXI) byl navrZzen jako vnitini standard. V tabulce 5 jsou uvedeny

jeho retenéni Casy pii jednotlivych pomérech slozek mobilni f&ze ACN, AcAcet, MetOH a

Pufr.
Poméry slozek MF[0bj.%] 20:80 40:60 60:40 80:20
ACN : AcAcet >80 20,50 8,70 >80
MetOH : AcAcet 21,80 >80 >80 24,00
Pufr : ACN 18,00 2,83 2,68 19,00
Pufr : MetOH 2,39 4,47 >80 >80

Tab.5: Retencni ¢casy (min.) OXI ve studovanych mobilnich fazich

Retenc¢ni ¢asy OXI jsou znazornény na obr.18. Byla zde pouzita mobilni faze ve slozeni

ACN/AcAcet. Pii pomérech MF 20:80 resp. 80:20 byly retenéni ¢asy latky velmi dlouhé.

Mize to byt zptisobeno vysokou afinitou k pentafluorfenylovym konctim, které jsou vazané

na ¢astice stacionarni faze.

90

Obr.18: Retencni ¢asy OXI s MF ACN/AcAcet
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Na Obr.19 je studie OXI s MF ve slozeni MetOH/AcAcet. Pti koncentracich MetOH 40%

a 60% byly retencni ¢asy OXI pfili§ dlouhé a tudiz je MF v tomto slozeni nepouzitelna.

Z grafu je patrné, ze prakticky pouzitelna koncentrace MetOH v mobilni fazi je 20 a 80 obj.

%.
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Obr.19: Retencni casy OXI s MF
MetOH/AcAcet
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Na Obr.20 je graf s reten¢nimi ¢asy OXI po méfeni MF Pufr/ACN. Vyplyva z ngj, zZe
optimalni koncentrace Pufru je mezi 40 a 60 objemovymi %. Pii vysSich a nizSich

koncentracich Pufru je vysledek testu nepouZitelny.

Obr.20: Retencni ¢asy OXI s MF Pufr/ACN
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Na Obr.21 je graf zavislosti koncentrace pufru na reten¢nim ¢ase OXI. Mobilni faze
VvV tomto piipadé byla ve slozeni Pufr/MetOH v pomérech 20:80 az 80:20. Pouzitelné retenéni

casy pii tomto pokusu byly pouze pii koncentracich Pufru 20 a 40 obj.%.
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Obr.21: Retencni ¢asy OXI s MF Pufr/MetOH
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Na Obr.22 je souhrnny graf zavislosti koncentraci prvnich slozek mobilni faze na
retencnich ¢asech OXI. Z grafu je patrné, ze nejkratsi retencni Casy byly pfi slozeni MF

Pufr/ACN. Jako jediné se vesly ve vSech ¢tyfech pomérech do ¢asového limitu.

Obr.22: Souhrnny graf retencnich casti OXI
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Na Obr.23 je vidét chromatogram méteni OXI mobilni fazi ve slozeni ACN/AcAcet
v poméru 40:60. Prvni pik ma useknutou $pic¢ku kvili vysoké koncentraci vzorku. Retenéni

¢as OXI je ptiblizn¢ 20 minut.
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Obr.23 Chromatogram OXI - MF ACN/AcAcet 60:40
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Na chromatogramu (Obr.24) je pik OXI asi v 9. minuté. Vzorek s OXI jsem méfil
mobilni fazi ACN/AcAcet v poméru 60:40.
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Obr.24 Chromatogram vzorku OX| s mobilni fazi ACN/AcAcet v poméru 60:40
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4.3 Vysledky studie ABZSO

V tabulce ¢.6 jsou shrnuty retenc¢ni ¢asy ABZSO méfenymi MF se slozkami ACN,

AcAcet, MetOH a Pufr. Koncentrace prvnich slozek se zvySovala z 20 0bj.% na 80 obj.%.

Poméry [%] 20:80 30:70 40:60 60:40 80:20
ACN : AcAcet 4,87 2,98 1,92 1,47 4,92
MetOH : AcAcet 20,90 11,20 2,50 1,50
Pufr : ACN 3,43 1,54 1,60 3,53
Pufr : MetOH 1,46 2,13 6,73 >80

Tab.6 Retencni ¢asy (min.) ABZSO

Vzorek ABZSO jsem métil s mobilni fazi v péti pomérech. Retenéni ¢asy jsou vyneseny

v grafu (Obr.25), na kterém je vidét pokles a prodlouzeni reten¢niho ¢asu v zavislosti na

zméné slozeni MF. Pti vSech péti pomérech ACN/AcAcet jsem naméfil pomémé kratké

retencni Casy.

Obr.25 Retencni casy ABZSO s MF
ACN/AcAcet
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Na dal§im grafu (Obr.26) jsou retenc¢ni ¢asy ABZSO s MF ve sloZzeni MetOH/AcAcet.

Nejdelsi retencni ¢asy byly pii poméru 20:80 obj.%.
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Obr.26: Retencni casy ABZSO s MF
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Na piedposlednim grafu (Obr.27) jsou retencni casy ABZSO Vv zavislosti na vzrustajici

koncentraci Pufru. Nejdelsi reten¢ni ¢asy byly pii koncentracich 20% a 80% Pufru. V tomto

ptipadé byla pouzita MF ve sloZeni Pufr/ACN.
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Obr.27: Retencni ¢asy ABZSO s MF Pufr/ACN
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Na poslednim grafu z této série (Obr.28) jsou vyneseny retenc¢ni ¢asy ABZSO méiené

MF ve slozeni Pufr/MetOH. Pii koncentraci Pufru 80 0bj.% byl retenéni ¢as velmi dlouhy.
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Obr.28: Retencni casy ABZSO s MF
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Souhrn reten¢nich ¢ast (Obr.29) ukazuje, ze u mobilnich fazi ACN/AcAcet,

MetOH/AcAcet a Puft/ACN vysly ve vsech ¢tyfech pomérech hodnoty nizsi, nez 20 minut.
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Obr.29: Souhrn retencnich éasu ABZSO
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Na dalsim chromatogramu (Obr.30) jsou vidét 2 piky. Vyssi pik v 7. minuté nalezi

ABZSO.
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Obr.30 Chromatogram ABZSO - pomér mobilni faze Pufr/MetOH 60:40

Na Obr.31 jsou vidét dva piky znichz prvni patii ABZSO a druhy oxidovanému
ABZS02. Pomér mobilnich fazi ACN/AcAcet byl 30:70. Retenéni ¢as ABZSO byl 2,90 min.
a ABZSO02 4,40 min.
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Obr.31 Chromatogram ABZSO s MF ACN/AcAcet v poméru 30:70

4.4 Vysledky studie ABZSO2

Pfi méfeni vzorku ABZSO2 jsem zaznamenal reten¢ni ¢asy uvedené v tabulce 7.

Poméry MF [0bj.%0] 20:80 30:70 40:60 60:40 80:20
ACN : AcAcet 8,18 4,80 2,12 1,50 8,20
MetOH : AcAcet 7,00 13,00 2,91 1,67
Pufr : ACN 7,00 1,98 1,92 7,13
Pufr : MetOH 1,52 2,53 9,85 28,15

Tab.7 Retencni ¢asy (min.) ABZS02

Na Obr.32 je vidét, ze retenéni Casy ABZSO2 jsou nejkratsi pii koncentracich ACN 30,
40 a 60 0bj.%. Vzorek s ABZSO2 jsem vyjimecné méfil v péti pomérech MF.
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Obr.32: Retencni casy ABZSO2 s MF
ACN/AcAcet
9.00
R 800 \ /
€ 700 \ /
' — 600 \ /
e m \ /
N 500 \ 7
¢n :'gg \ / —— ACN/AcAcet
n u . \ /
i t 2.00 \_/
¥ 1.00
¢ 0.00 . . . . .
a 0 20 40 60 80 100
s Koncentrace ACN [obj.%]

V dalsim grafu (Obr.33) je vidét vyrazné prodlouzeni retencniho ¢asu ABZSO2 pfti
koncentraci 40 % MetOH v MF. Kiivka na obr.42 vysla ponékud nestandardné. Retenéni Cas

pii poméru MF 60/40 byl nezvykle kratky.

Obr.33: Retencni casy ABZSO2 s MF
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V dal§im grafu Obr.34 vychazely retencni Casy piedpokladanym zplisobem. Nejkratsi
byly v pomérech 40 a 60 obj.% Pufru.
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Obr.34: Retencni ¢asy ABZSO2 s MF Pufr/ACN
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Graf na obr.35 opét vysel nestandardné. Retenéni Casy rostly se zvySujici se koncentraci

Pufru. Pii koncentraci Pufru 80% dosahoval retenéni ¢as az 28 minut.

Obr.35: Retencni casy ABZSO2 s MF
Pufr/MetOH
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Pro nazornost jsem vytvofil souhrnny graf se v§emi ¢tyfmi MF (Obr.36). Jsou na ném
vyneseny hodnoty retenénich ¢asti vzorku ABZSO2 v zavislosti na koncentraci prvnich slozek

mobilnich fazi.
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Obr.36: Souhrnny graf RT ABZSO2
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Na chromatogramu (Obr.37) je vidét pik ABZSO2 ptiblizné v 5. minuté. Pritok MF byl
0,5 ml/min. Pomér mobilnich fazi ACN/AcAcet byl 30:70. Reten¢ni ¢as ABZSO2 byl v tomto

poku
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Obr.37 Chromatogram ABZSO, — mobilni faze AcAcet/ACN v poméru 70:30
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5. Diskuse

Mym tkolem bylo porovnéavat jednotlivd slozeni mobilnich fazi mezi sebou podle
ucinnosti separace zkoumanych benzimidazoli. MF byly slozeny z fosfore¢nanového pufru o
pH 7, acetonitrilu, kyseliny octové 0,05 M a methanolu. Cilem bylo zjistit optimalni slozeni
MF pro studium ABZ, ABZSO, ABZS02 a OXI (pouzit jako vnitini standard). Pro uspésnost
separace je vyhodné, aby reten¢ni Casy jednotlivych latek byly co mozna nejkratsi a zaroven

byly piky jednotlivych slozek zietelné odd€leny.

Ke studiu byla pouzita kolona s pelikularnimi ¢asticemi s pevnym jadrem. Na povrchu
pevnych castic je obal tvofeny pentafluorphenylem (PFP). Lipofilni faze PFP ma odlisnou
selektivitu ve srovnani s klasickym fetézcem C18 na silikagelu. Na rozdil od faze C18 miiZze
byt separace sloucenin u PFP faze postavena na dalSich reten¢nich mechanismech tj. na
moznosti vzniku vodikovych mistki, interakci dip6l-dipdl, iontové vyménném mechanismu,

7i-1t interakci a tvarové selektivite.

5.1  Albendazol (ABZ)

V ptipad¢ slouceniny ABZ kiivky v prvnich tfech grafech vykazuji prubéh podle
predpokladi. Maji tvar pismene U (Obr.11) v ptipadé MF ACN/AcAcet. Pti pouziti MF
MetOH/AcAcet (Obr.12) méla kiivka tvar obraceného U s vrcholem cca 80 minut. Takové
retencni Casy jsou pfili§ dlouhé, tudiz toto slozeni MF ke studiu ABZ nemohu doporucit. Pti
pouziti MF Pufr/ACN (Obr.13) se vSechny retencni ¢asy vesly do urc¢eného limitu (15 minut)
a kiivka méla tvar obraceného U. V piipadé MF Pufr/MetOH (Obr.14) vysla atypicka kiivka
ve tvaru pismene S, kdy retence pii krajnich pomérech byla delsi, nez doba méfeni. Dva

krajni poméry se do tohoto limitu 15 minut nevesly.

Pouze u MF Pufr/ACN (Obr.13), vysly kratké reten¢ni ¢asy ve vSech ¢tyfech pomérech.
Optimalni slozeni MF pro slouceninu 1é¢ivou latku ABZ je tedy Pufr/ACN.

5.2  Oxibendazol (OXI)

Pii analyze OXI jsem dosahl nelnosné dlouhych reten¢nich cast pii sloZeni
ACN/AcAcet a MetOH/AcAcet (Obr. 18 a 19). Pii slozeni MF Pufr/MetOH (Obr.21) méla

kiivka tvar pismene S a retencni asy byly opét velmi dlouhé.

Pouze s MF Pufr/ACN (Obr. 20) jsem ve vSech pomérech dosahl reten¢niho ¢asu pod 20

minut. Pro vnitini standard 1ze proto doporucit MF ve slozeni Puft/ACN.
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5.3  Albendazol sulfoxid (ABZSO)

ABZSO jsem méfil v péti ruiznych pomérech slozek MF. Z grafii na (Obr.25-28) a
tabulky ¢.6 vyplyva, ze nejkratsi retenéni Casy byly dosazeny pii slozeni MF ACN/AcAcet a
MF Pufr/ACN. Pii pouziti MetOH/AcAcet byl retencni Cas dlouhy a pfi méteni s MF

Pufr/MetOH byl reten¢ni ¢as u krajnich slozeni MF extrémné dlouhy.

Z uvedeného vyplyva, ze nejlepsi MF pro studium ABZSO je bud ACN/AcAcet, nebo
Pufr/ACN.

5.4  Albendazol sulfon (ABZSO2)

Také ABZSO2 jsem méfil v péti riznych pomérech komponent MF. Pii zkoumani vzorku
s pouzitim MF ACN/AcAcet vysly vSechny reten¢ni Casy krat§i nez 10 minut (Obr.32).
V piipadé¢ kombinace MetOH/AcAcet byly vSechny retencni Casy v limitu, ale kfivka méla
atypicky tvar (Obr.33). Pii téeti kombinaci slozky MF Pufr/ACN (Obr.34) byly pti vSech
pomeérech retencni ¢asy do 10. minut a kiivka méla o¢ekavany tvar. Ve ¢tvrtém slozeni MF
Pufr/MetOH byl posledni retenéni ¢as piilis dlouhy a kiivka méla kromé toho atypicky tvar
(Obr.35).

Celkov¢ se da fici, Ze pro analyzu slouceniny ABZSO2 nejlépe vyhovuje MF ve slozeni
Pufr/ACN nebo ACN/AcAcet. V obou MF totiz ABZSO2 dosahoval pfiznivé kratkych

retenCnich Cast pii vSech zkouSenych pomérech sloZek.
55  Shrnuti

Jako nejvhodnéjsi MF, kterd byla pouZzitelnd pro vSechny sledované slouceniny, se
ukazuje MF ve sloZeni Puft/ACN. Pfi jejim pouziti dosahovaly vSechny sledované slouceniny
akceptovatelné vysledky, tj. retencni casy byly vzdy do 20 minut. Kromé toho méla MF
Pufr/ACN kratsi reten¢ni asy ve vSech ¢tyfech studovanych pomérech slozek MF, neZ ostatni

pouzité¢ MF.
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6. Zaveéer

Pro stanoveni ABZ jsem zjistil nejvhodnéjsi MF ve slozeni Pufr/ACN. Reten¢ni Casy

mn¢ vysly v rozmezi od 1,5 do 4 minut.

Pro stanoveni OXI jsem zjistil nevhodngjsi slozeni MF Pufr/ACN ovSem S pomérné

velkym rozptylem reten¢nich ¢asii a to od 1,5 minuty az do 18 minut.

Pro stanoveni ABZSO mi vyslo nejvhodnéjsi slozeni MF ACN/AcAcet s retenénimi ¢asy

1,5 az 5 minut, nebo Puft/ACN s reten¢nim ¢asem 1,5 — 3,5 minut.

Pro stanoveni ABZSO?2 je podle mych vysledki nejvhodnéjsi slozeni MF Pufr/ACN, s

retenénim ¢asem v rozmezi 1-7 minut.

Z provedenych meéfeni a porovnani usuzuji, ze nejvhodnéj$i MF pro studium vyse
uvedenych benzimidazoli je slozeni MF Pufr/ACN. Nejdelsi reten¢ni Casy se objevily u OXI.
Bylo to dle poméru od 2 do 18 minut. V ptipad€ ostatnich sloucenin, tj. ABZ, ABZSO a

ABZSO2 byly reten¢ni ¢asy kratsi a pfiblizné na stejné trovni v rozmezi od 2 do 7 minut.

MF Pufr/ACN lze doporucit k dalsi optimalizaci chromatografickych podminek pro
stanoveni ABZ a jeho metaboliti metodou HPLC s OXI v roli vnitfniho standardu na PFP

stacionarni fazi.
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