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Abstrakt

Univerzita Karlo v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv
Kandidat: Lucie Bouzkova
Skolitel: PharmDr. Pavla Pilafova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: HILIC separace acikloviru a jeho degrada¢niho produktu

Tato prace byla zamétfena na testovani retencniho chovani acikloviru a jeho
degradacniho produktu guaninu na zirkoniové kolon¢ potazené elementarnim uhlikem -
ZirChrom®CARB s vyuzitim hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie (HILIC).
Prace vychazi z predeslé studie na stejné kolonég, ktera se zabyvala HILIC analyzou
polarnich sloucenin a xantini, které¢ jsou strukturné podobné sledovanym latkam. V této
praci byly sledovany rtizné faktory, které ovlivitovaly retenci analyti. Byl popséan vliv
teploty, koncentrace octanu amonného a trifluoroctové kyseliny, pH a zmény slozeni
mobilni faze na retenci analytd. Se zvySujici se teplotou klesala retence obou analyti.
Pfitomnost octanu amonného jako Lewisovy baze v mobilni fazi vytvaii soutéz o vazebna
mista typu Lewisovych kyselin na povrchu zirkoniové kolony. Pti vyssi koncentraci
octanu amonného se retence analytd snizuje a na mechanismu separace se podili uhlikova
vrstva na povrchu stacionarni faze. S ptidavkem methanolu do mobilni faze se retence
obou analytil sniZuje oproti mobilni fazi bez methanolu a zaroven se také zlepSuje
symetrie pikt acikloviru a guaninu. Princip separace je charakterizovan jako komplexni
mechanismus, na kterém se podileji hydrofobni a hydrofilni interakce a pravdépodobné

vymeéna ligand.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department: Pharmaceutical chemistry and Drug Control
Candidate: Lucie Bouzkova
Tutor: PharmDr. Pavla Pilafova, Ph.D.

Title of Thesis: HILIC separation of acyclovir and its degradation product

This thesis was aimed to test the retention behavior of acyclovir and its
degradation product guanine on zirconia-based column with carbon layer -
ZirChrom®CARB under hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC). The
thesis uses findings from previous paper done on the same column, which was aimed to
analyze the retention under HILIC conditions of polar compounds and xanthines, which
structure are similar to our compounds. In this thesis the influence of temperature,
concentration of ammonium acetate and trifluoroacetic acid, pH and various composition
of mobile phase was studied. With increasing temperature the retention of analytes has
decreased. Presence of ammonium acetate as a Lewis base in mobile phase develops a
competition for binding Lewis acids sites on the surface of zirconia column. With higher
concentration of ammonium acetate the retention of analytes decreases and the carbon
layer participates in the mechanism of the separation. The retention of both analytes
decreases with the addition of methanol to the mobile phase, contrary to the mobile phase
without the added methanol. Also the peaks symmetry of acyclovir and guanine is better
with the methanol addition. The process of separation is described as a complex
mechanism that most likely involved the ligand exchange, hydrophobic and hydrophilic

interaction was involved in the retention of the analytes.



1. Uvod

Moderni farmacie se vV dnesni dob€ neobejde bez ti¢inného analytického nastroje,
ktery je aplikovan ve vétSin¢ farmaceutickych odvétvi. Timto nastrojem se stala
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC). HPLC nasSla uplatnéni ve vyvoji,
kontrole a vyrobé 1éCiv. Slouzi jak kidentifikaci a separaci latek, tak i k jejich
kvantitativni analyze. Vyhody HPLC analyz jsou pfedevsim rychlost, citlivost a moznost
automatizace s potiebou jen malého mnozstvi vzorku.

Pokrok ve vyvoji 1é¢iv tvoii nerozluénou dvojici s pokrokem v technologii
a vyvoji novych analytickych metod. Cely proces je pohanén zvySujici se poptavkou o co
nejvice efektivni, rychlou a pfesnou analyzu.

Zasadni vliv na vyvoj novych metod pro HPLC analyzu maji stacionarni faze.
Stacionarni faze na bazi silikagelu jsou bez debat nejpouZivangjsi a zaroven jsou to
kolony prvni volby pti optimalizaci podminek pro nova stanoveni. V poslednim desetileti
vSak vstupuji do popiedi kolony na bazi kovovych oxidd. Tyto stacionarni faze
ptedstavuji mnohem univerzalnéjsi pouziti nejen v rozsahu extrémnich hodnot pH (1-14)
a teplot (az 200 °C), ale také ve své mechanické odolnosti. Oxid zirkonic€ity a jeho rizné
povrchové modifikace napt. Zr-PBD, Zr-PS nebo Zr-C, nabizeji jedine¢nou selektivitu
a retenci pro ruznorodé skupiny slouc¢enin. Tyto kolony je mozné aplikovat na rtizné
chromatografické systémy. Jednim z progresivnich spojeni se stala aplikace zirkoniovych
kolon na syst¢ém HILIC - hydrofilni interakéni chromatografie. Tato metoda se stava
oblibenou diky svému pouziti v dfive nefeSitelnych problémech pfi separaci, jako napf.
spole¢na analyza polarnich a nepolarnich analytd.

Aciklovir je antivitroticka 1éCiva latka, ktera je ucinna pii 1é¢bé nemoci
zpusobenych herpesviry, virem varicella zoster a virem Epstein-Barrové. Aktivuje se ve
virem nakaZené bunce na aciklovir-trifosfat a potlacuje syntézu virové DNA. PouZiva se
k 16€bé planych nestovic, opari a infekci vyvolanych virem HSV. Vyskytuje se jak
Vv systémovych aplikac¢nich formach, tak 1 v lokélni lékové formé&. Jako necistotu nebo
presnéji degradaéni produkt acikloviru Ize mimo jiné oznacit guanin. Guanin je purinova

baze v nukleotidech obsazena v DNA i RNA.



2. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo testovani reten¢niho chovani acikloviru a jeho
rozkladného produktu guaninu na zirkoniové koloné modifikované elementarnim
uhlikem - ZirChrom®-CARB s vyuzitim HILIC systému a nalezeni vhodnych podminek
pro separaci obou analyti. Prace vychazi z ptredeslé studie na stejné kolon¢ metodou
HILIC zabyvajici se chovanim poléarnich sloucenin a xanthinti, které jsou strukturné
podobné sledovanym latkam.%° Byly vytvoieny zakladni podminky pro separaci, které se
dale modifikovaly. Bylo sledovano rtizné slozeni mobilnich fazi pii zméné zastoupeni
mnozstvi organické a vodné slozky. Dale byl pozorovan vliv koncentrace octanu
amonné¢ho a kyseliny trifluoroctové v mobilni fazi na eluci analyti. Mezi dalsi faktory

ovliviiujici retenci bylo zkoumano pH mobilni faze a teplota separace.



3. Teoreticka c¢ast

3.1 Aciklovir a jeho vlastnosti

3.1.1 Vzorec a chemické vlastnosti

Sumarni vzorec: CgH11NsO3
Molekulova hmotnost (M;): 225,21
Systematicky nazev: 2-amino-9-[(2-hydroxyethoxy)methyl]-1,9-dihydro-6H-purin-6-on
Obsahuje 98,5 % az 101,0 % slouceniny CsH11N503, po¢itano na bezvodou latku.!
Vlastnosti

Aciklovir je bily krystalicky préasek, tézce rozpustny ve vodé, velmi téZce
rozpustny v ethanolu 96% a prakticky nerozpustny v heptanu. Rozpousti se v fedénych
roztocich mineralnich kyselin a alkalickych hydroxidt. Bod tani se pohybuje vV rozmezi
mezi 256,5 a 257 °C."?

Vlastnosti guaninu a jeho vzorec

0O
N
</ | NH
N NéJ\NHQ

Guanin je hlavni rozkladny produkt acikloviru. Jednd se o heterocyklickou,
purinovou dusikatou bazi. Guanin je t¢éméf nerozpustny ve vodé, rozpousti se v fedénych

roztocich mineralnich kyselin a alkalickych hydroxidd. Teplota tani je 360 °C.?
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3.1.2 Farmakologické vlastnosti

3.1.2.1 Farmakodynamické vlastnosti

Aciklovir je synteticky derivat guaninu u¢inny proti herpes simplex (HSV) typu 1
a 2, dale proti viru varicella zoster (VZV), cytomegaloviru (CMV) a viru Epstein-Barrové
(EBV). V molekule ma misto (deoxy)ribozy neobvykly alifaticky zbytek, proto ho také
muzeme oznacit jako ,,acykloguanosin“. Aktivuje se jen V infikovanych buikach
a inhibuje v nich syntézu virové DNA 34°
Aktivace a mechanismus ucinku acikloviru

Aciklovir je postupné konvertovan na aktivni metabolit aciklovir-trifosfat, ktery
se kumuluje pouze ve virem infikovanych buiikéch. Prvni fosforyla¢ni reakci vznika
aciklovir-monofosfat. Tuto reakci katalyzuje virova tymidinkinaza, kterou koduji viry
herpes simplex a herpes varicella-zoster. Aciklovir-monofosfat se dale pireménuje
bunéénymi kinazami na trifosfat (obrazek ¢. 1). Polarita fosfatovych zbytki znemoznuje
molekule aciklovir-trifosfatu proniknout pfes membranu, a proto se hromadi v infikované
buiice.® Aciklovir-trifosfat inhibuje replikaci virové DNA, funguje totiz jako inhibitor
virové DNA-polymerazy a zaroven jako terminator fetézce DNA, ¢imz zastavuje
replikaéni aktivitu (obrazek &. 2).34°

Vysoka selektivita u¢inku je dana tim, Ze aciklovir nevyuzivd enzym
tymidinkinazu zdravych neinfikovanych bunék jako substrat.®
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Obrazek ¢ 1: Aktivace acikloviru.’
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Obrdzek & 2: Mechanismus vcinku acikloviru.®

3.1.2.2 Farmakokinetické vlastnosti

Aplika¢ni formy acikloviru mohou byt peroralni, intravenézni nebo lokalni.
Z gastrointestindlniho traktu je variabilné a nekompletné¢ absorbovéan. Biologicka
dostupnost se pohybuje kolem 15-30%.34

Aciklovir se Siroce distribuuje do télesnych tekutin, véetné mozkomisniho moku
a matefského mléka. Koncentrace v likvoru je piiblizné 50 % odpovidajicich
plazmatickych koncentraci. Vazba acikloviru na plazmatické proteiny je pomérné nizka
(9 az 33 %), proto Iékové interakce vyvolané vytésiiovanim z vazebnych mist nejsou
pravdépodobné.

Vylucuje se ledvinami, glomeruldrni filtraci a tubuldrni sekreci Vv témér
nezménéné  formé.  Jedinym  vyznamnym = metabolitem  acikloviru = je
9-karboxymethoxymethylguanin, ktery tvoii 5-15% rendlni clearance. Eliminacni
polocas je ptiblizné 2,5 hodiny u pacientti s normalni funkci ledvin. V ptipadé€ ledvinové
nedostatecnosti se plazmaticky polo¢as prodlouzi na vice nez 20 hodin. U pacienta

s renalni insuficienci musi byt davky acikloviru snizeny.*®89
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3.1.3 Klinické udaje

3.1.3.1 Indikace

Aciklovir se v peroralni 1ékové form¢ uziva k lécbe infekci kize a sliznic
vyvolanych virem herpes simplex typu 1 a 2, véetné primarni a recidivujici genitalni
herpetické infekce, prevence recidiv vyvolanych virem herpes simplex
u imunokompetentnich pacientti, 1écba infekci virem varicella zoster a virem herpes
zoster. Dale k 1éCb¢ pacientii s vyraznym snizenim imunitni reakce, zvIasté s pokroc¢ilym
AIDS onemocnénim nebo u pacientii po transplantaci kostni diené.

Studie prokazaly, Ze vcasné zahijeni 1écby pasového oparu aciklovirem ma
pozitivni efekt na bolest a miize snizit incidenci postherpetické neuralgie.>%8°

Podévani acikloviru ma velky terapeuticky vyznam ptfevazné u tézkych infekci
vyvolanych virem herpes simplex a zoster. V tomto piipadé se podava parenteralné
5-10mg/kg kazdych 8 hodin.*

U lécby infekci zplisobenych virem herpes simplex se u dospélych obvykle
podava 200 mg acikloviru pétkrat denné. Lécba trva ptiblizné pét dni, pfi tézkych
primérnich infekcich je vSak nutné dobu 1écby prodlouzit. Détem ve véku 2 let a starSim
se podavaji stejné¢ davky jako dospélym, kojenciim a détem mladsim 2 let by se mély
podavat davky odpovidajici poloviné davek pro dospélé. U starSich pacientd je tfeba vzit
v ivahu moznost sniZeni funkce ledvin, proto by se méla davka upravit. Zaroven je nutné
udrzovat p¥iméfenou hydrataci.®®

Pti 1é€be infekci varicella a herpes zoster u dospélych je nutné podavat davky 800
mg acikloviru pétkrat denné, pfiblizné v intervalu 4 hodin. V 1é€bé se pokracuje po dobu
sedmi dnl. U pediatrické populace od 6 let je 1écba stejna jako u dospélych jedinct.
Détem od 2 do 6 let se podava 400 mg acikloviru ¢tyfikrat denné a détem do 2 let 200 mg
acikloviru také ctytikrat denné. Doba 1éCby je piiblizné pét dni. Pro piesnéjsi vysi davky
l1ze urcit jako 20 mg acikloviru na 1 kg télesné hmotnosti (davka nesmi piesdhnout
800mg) podavanych &tyfikrat denng.®89

Aciklovir aplikovany povrchové ve formé roztoku se také osvédcil pro 1écbu
herpetické keratitidy.®

Dalsi terapeutické vyuziti je u déti, které trpi zadvaznymi formami planych
nestovic, podany perordlné ve vysokych davkéach vede vétsinou k rychlému uzdraveni
(do 24 hodin).2
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3.1.3.2 Kontraindikace
Pouzivani acikloviru je u pacientl se zndmou hypersenzitivitou na tuto 1é¢ivou

latku kontraindikovéano.®

3.1.3.3 Interakce

Ptipravky, které se vylucuji stejnym mechanismem jako aciklovir, tedy tubularni
sekreci, mohou pii soubézném podavani s aciklovirem zvySovat jeho plazmatické
koncentrace. Probenecid a cimetidin zvySuji timto mechanismem AUC (plochu pod
ktivkou plazmatické koncentrace) systémoveé podavaného acikloviru a snizuji tak jeho
renalni clearance. A naopak aciklovir miize snizit renalni clearance 1éki, které se také
vyluéuji aktivni tubularni sekci, jako je napiiklad methotrexat.®®°

Dle studie aciklovir s chlorhexidinem vykazuji in vitro synergicky ucinek pii
inhibici syntézy virové DNA. Dalsi studie prokazala synergické ptisobeni acikloviru

a vidarabinu na divoky typ viru HSV-1, HSV-2 a VZV. 101

3.1.3.4 Nezadouci ucinky

Po peroralnim podani se mize objevit bolest hlavy, zavraté, bolesti biicha, prijem
a zvraceni. Pfipravky pro lokalni aplikaci jsou téméf bez nezadoucich ucinku. Jen
vyjimecné se objevuje alergickd reakce. U intravendznich ptipravki se muize velmi
vzacné objevit reversibilni rendlni dysfunkce, neurotoxicita (napf. agitace, tfes,
dezorientace) a psychické symptomy.349

Studie prokazaly, ze standartni i vys$si davky acikloviru rychlou infazi zvysuji
riziko renalniho selhani. Krystaly acikloviru se vysrazi v ledvinovych tubulech a zptisobi
jejich obstrukci. Pomalou infuzi v prubéhu jedné aZz dvou hodin v kombinaci
s dostate¢nou hydrataci se toto riziko minimalizuje.%1213

Dale bylo prokazano, ze zvySovani davek acikloviru v zavislosti na hmotnosti u
lidi s obezitou nema zadny terapeuticky vyznam. Naopak se tim zvySuje riziko vyskytu
nezadoucich ucinki. Aciklovir se jen nepatrné vaze na plazmatické proteiny a lipidy,
proto by mé¢lo byt u obéznich pacientii zachovano dévkovéni jako u pacientu s idedlni

vahou. 1314
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3.1.4 Lékové formy

Piipravky s G¢innou latkou aciklovir se vyskytuji v peroralnich, intraven6znich

a topickych Iékovych formach.

V Ceské republice jsou registrované a zaroveit aktivné obchodované tyto

pripravky:®®

Herpesin 200, por thl nob 25 x 200 mg, Teva Pharmaceuticals CR,
s.1.0., Praha, Ceska republika

Herpesin 400, por tbl nob 25 x 400 mg, Teva Pharmaceuticals CR,
s.1.0., Praha, Ceska republika

Zovirax 200 mg, por tbl nob 25 x 200 mg, The Wellcome Foundation
Ltd., Velka Britanie

Zovirax 400 mg, por tbl nob 70 x 400 mg, The Wellcome Foundation
Ltd., Velka Britanie

Zovirax 800 mg, por tbl nob 35 x 800 mg, The Wellcome Foundation
Ltd., Velka Britanie

Provirsan, por tbl nob 30 x 200 mg, PRO.MED.CS Praha a.s., Ceska
republika

Acyclostad Galmed, drm crm 1 x 5 gm/250 mg, Stada Arzneimittel
AG, Némecko

Aciklovir AL krém, drm crm 1 x 2 gm/100 mg, ALIUD PHARMA
GmbH, Némecko

Herpesin krém, drm crm 1 x 2 gm 5%, drm crm 1 x 5 gm 5%, Teva
Pharmaceuticals CR, s.r.o., Ceska republika

Zovirax 50 mg/g krém, drm crm 1 x 2 gm/100 mg, GlaxoSmithKline
Consumer Healthcare, Velka Britanie

Zovirax Duo 50 mg/g + 10 mg/g krém, drm crm 1 x 2 gm, Beecham
Group plc, obchodujici jako: GlaxoSmithKline Consumer Healthcare,

Velka Britanie
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3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoué¢inna kapalinova chromatografie (anglicky High Performance Liquid
Chromatography — HPLC) je separacni analytickd metoda velmi Siroce vyuzivana ve
vSech oblastech analyzy 1¢éCiv. Poskytuje jak kvalitativni, tak i kvantitativni hodnoceni
separovanych slozek smési. V modernim farmaceutickém priimyslu je nedilnou soucasti

vétsiny odvétvi, jako jsou naptiklad vyzkum, vyvoj nebo vyroba.6:/

3.2.1 Princip HPLC

HPLC vyuziva rozdilné distribuce latek ve smési mezi dvé nemisitelné faze:
mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou). Staciondrni faze je zakotvena
v chromatografické koloné ve formé sorbentu. Mobilni faze, kterd unési separované latky,
protéka timto sorbentem. V pribéhu procesu dochdzi k opakovanému ustalovani
rovnovahy délenych latek mezi mobilni a stacionarni fazi (obrazek ¢. 3). Mezi smési latek
a fazemi vznikaji interakce, které umoZznuji separaci analytil. O separaci vzorku rozhoduji

jak vlastnosti separovanych slozek a jejich afinita k mobilni a stacionarni fazi, tak

i vlastnosti obou fazj.161"1819
mobilni faze
E> stacionarni faze
1
E> e vzorek chromatogram
o Yo
LA 1]
—p g g
[
S0 _oe
)
= 2 2|
20 8 )

Obrazek ¢. 3: Separace smési dvou latek v chromatografickém systému.™®
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3.2.2 Kapalinovy chromatograf
Schéma kapalinového chromatografu je uvedeno na obrazku ¢. 4. Nejéastéji se

chromatograf sklada ze zasobniku mobilni faze (1), ze kterého je vedena mobilni faze
pfes odplynova¢ (2) do vysokotlakého ¢Cerpadla (4). Toto usporadani je bézné
u isokratické eluce. Pii gradientové eluci jsou jednotlivé slozky mobilni faze z vice

zéasobnikl miseny dle pozadovaného poméru v programovaci jednotce (3).

(6)

™

©)
®

®)

Obrazek ¢. 4: Schéma kapalinového chromatografu.*

Dale je davkovan roztok vzorku z davkovaciho zatizeni (5), v souc¢asné dobé jsou
daleko vice vyuzivané automatické davkovace (autosampler). Vzorek je dal unasen
mobilni fazi na kolonu (6). V koloné dochazi k rozdéleni analytické smési, které
zaznamenava detektor (7). Detektor je ptimo spojeny s kolonou a za nim se né€kdy nachazi
sbéra¢ jednotlivych frakci (8), zaleZi na vyuziti HPLC. Z detektoru je signal veden do
pocitace (9), ktery ho zpracuje a interpretuje vysledky analyzy pomoci chromatogramu.
Pocita¢ ma také funkeci fidici, 1ze nastavovat a kontrolovat podminky pro chromatografii,
jako naptiklad objem nastfikti vzorku, pritokovou rychlost mobilni faze, teplotu na

kolon&, maximalni tlak pump, parametry detektoru, atd. 17181920
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3.2.3 Zpiisoby HPLC separace
Existuji ¢tyfi zékladni typy HPLC separace: na normalnich fazich (NP - normal

phase), na reverznich fazich (RP — reverse phase), iontové vyménna chromatografie (IEC
— ion exchange chromatography), molekulova vylu¢ovaci chromatografie (SEC - size
exclusion chromatography). Jednotlivé techniky separace jsou charakterizovany typem
prevladajicich molekuldrnich interakci. Je mozno popsat tfi zdkladni molekularni
interakce: polarni interakce, které¢ dominuji u NP-HPLC, disperzi sily u RP-HPLC
a elektrostatické interakce u IEC. Ctvrty typ separace, charakteristicky pro SEC, je
zalozZen na rozd€lovani molekul podle jejich velikosti, kde by uz nemeélo dochazet k jinym

interakcim. Dalsi, velmi progresivni zptisob HPLC analyzy, je metoda HILIC.162°

3.2.3.1 Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC)
Hydrofilni interakéni chromatografie (Hydrophilic interaction liquid

chromatography — HILIC) popisuje zptsob separace pro polarni a hydrofilni slouceniny.
Akronym HILIC byl poprvé pouzit Alpertem v roce 1990 pro popis chromatografické
metody, kde analyty interaguji s hydrofilni stacionarni f4zi. Mobilni faze byla relativné
hydrofobni binarni smés s obsahem vodné slozky jako silnym elu¢nim c¢inidlem. Tato
separa¢ni technika byla pouzivana jiz od roku 1975 pro analyzu sacharidi
a oligosacharidi, 18:23.24.25

Metoda HILIC vyuziva tradi¢ni polarni stacionarni faze jako HPLC na normalnich
fazich, ale mobilni faze jsou podobné fazim, které se vyuzivaji u reverzni HPLC. HILIC
také umoziuje analyzu nabitych latek jako v IEC chromatografii. Tato metoda ma mnoho
specifickych vyhod oproti konvenc¢ni NP - HPLC a RP - HPLC chromatografii. Naptiklad
je mozné analyzovat smeés latek, které se eluuji blizko mrtvého retenéniho cCasu
u RP — HPLC. Polérni latky se dobte rozpoustéji ve vodné ¢asti mobilni faze pouzivané
v HILIC systému, coz je vyhoda oproti Spatné rozpustnosti v mobilnich fazich
NP - HPLC. Hydrofilni interakéni kapalinovd chromatografie se pfedné vyuziva pro
nenabité vysoce hydrofilni a amfifilni slou¢eniny, které jsou pfili§ polarni pro separaci na

reverznich fazich, ale nemaji dostateény naboj pro IEC.242>:26.28
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Mechanismus separace

Princip separace neni zcela objasnén. Obecné se hovoii o komplexnim zptisobu
separace, kde se uplatiiuji iontové interakce, vodikové vazby, adsorpce a rozdélovani
analytu mezi hydrofobni ¢ast mobilni faze a siln¢ hydrofilni vrstvu vody, ktera se drzi na
povrchu polarni stacionarni faze. Mechanismus rozdé€lovani a elektrostatickych interakci

je znazornén na obrazku ¢.6.18242

hydrofilni ¢ast

o
mobilni faze e analyt
2
5/
R
O v T
+ rozdélovani oy
. O 2
o\'é e o
H.O o0
=38
* iop

- s s 4
stacionarni T elektrostatické
4 CH, interakce
fa£ | & < > analyt
“CHy-CH-CHeN-CH,-CH-CH- SO,
CH,

Obrazek ¢. 5: Princip HILIC metody chromatografie s zwitteriontovou staciondrni fizi.?®

Stacionarni faze pouzivané HILIC metodou

Stacionarni faze pouZzivané v HILIC systému miizeme Cclenit do tii skupin,
neutralni — bez elektrostatickych interakci, polarni — silné elektrostatické interakce
a zwitterionty — slabé elektrostatické interakce. Typickou stacionarni fazi je ¢isty nebo
modifikovany silikagel s polarnimi funkénimi skupinami. Obvykle se pouzivaji
staciondrni faze modifikované amidovou, diolovou a aminopropylovou skupinou.
Silikagel s navazanou cyklodextrinovou skupinou se pouziva pro chiralni HILIC
separaci. Dal$im typem stacionarni faze je sulfobetain, ktery patii mezi zwitterionty. Na
povrchu téchto stacionarnich fazi se nachdzi siln€ kysela sulfonova skupina a silné
bazicka kvarterni amoniova skupina, které jsou od sebe oddéleny kratkym alkylovym
fetézcem. Tyto skupiny jsou schopné adsorbovat vodu vodikovymi vazbami a vytvaret

tak objemnou vrstvu vody na povrchu stacionarni faze, ktera fidi retenci. Na trhu jsou
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dostupné dva druhy zwitteriontovych kolon, ZIC-HILIC (silikagelovy nosi¢) a ZIC-
PHILIC (polymerovy nosic). V neposledni fad¢ se objevuji staciondrni faze na bazi
kovovych oxidu (zirkonicity a titanic¢ity), které vykazuji vetsi tepelnou stabilitu a Sirsi
rozsah pH neZ stacionarni faze na bazi silikagelu.182426:30.31
Mobilni faze pro HILIC separaci

Nejpouzivanéj§i mobilni fazi je smés vodou misitelnych organickych
rozpoustédel (napf. acetonitril) s malym mnozstvim vody. V nékterych ptipadech je
mozno vodu zcela nahradit jinym polarnim rozpoustédlem (napi. ethanol,
methanol).18:23.24
Selektivita HILIC separace

Selektivita siln¢ zavisi jak na stacionarni fazi, tak i na mobilni fazi. Voda funguje
jako eluent, proto i malé zvySeni koncentrace vody v mobilni fazi vede k vyraznému
sniZeni retence. Retence se snizuje s rostouci polaritou mobilni faze (zvySeni obsahu vody
nebo pufru). Se zvysujici se koncentraci pufru (napf. octan amonny) retence obvykle
klesa. V HILIC systému mé vyznamny vliv na separaci i selektivitu rozpoustédlo vzorku.
Vzorek rozpustény v rozpoustédle s vysokym obsahem vody zpusobuje ztratu i¢innosti
separace a snizeni retence. B€Znym organickym rozpoustédlem je acetonitril. Kompletné
jinou selektivitu separace 1ze docilit zménou malého procenta acetonitrilu nebo vodné
slozky za jiné rozpoustédlo s vyssi elu¢ni silou (obrazek &. 7).18242°
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Obrazek ¢. 6: Oviivneni selektivity v HILIC systéemu zménou mobilni faze.
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Aplikace metody HILIC

HILIC separace kombinuje charakteristiky tfi hlavnich chromatografickych moda
a tim roz$ifuje Skalu separacnich moznosti v kapalinové chromatografii. O tuto metodu
se v soucasné dob¢ jevi znany zajem, protoze nachazi feSeni pro diive obtizn¢ fesitelné
problémy, jako je separace malych organickych kyselin, zékladnich 1é¢ivych latek
a mnoho dalSich neutralnich a iontové nabitych latek. Metoda je uspesné aplikovana na
analyzu sacharidii, peptidt a polarnich 1é¢iv. Techniku lze snadno kombinovat s riznymi
detektory, jako naptiklad spektrofotometrické, refraktometrické, fluorescencni

a hmotnostné spektrometrické detektory.?4227.28

3.2.3.2 Systémy s normalnimi fazemi

U separace na normalnich fazich jsou pouzivany polarni stacionarni faze a mobilni
faze maji niz$i polaritu nez stacionarni faze. Retencni mechanismus je zalozen na
principu soutéZze molekul analytu s molekulami mobilni fize o adsorpéni mista na
povrchu stacionarni faze (napt. volné hydroxylové skupiny silikagelu). Retence je dana
specifickymi molekularnimi interakcemi mezi analytem a povrchem sorbentu a zaroven
zavisi také na nespecifickych interakcich mezi analytem a mobilni fazi. Obecné plati, ze
¢im vice jsou molekuly vzorku polarni, tim se zvySuje jejich retence. Naopak retence se
sniZuje s rostouci polaritou mobilni faze.

Diilezitou roli pfi separaci hraje dostupnost povrchovych absorpénich center
stacionarni faze pro interagujici funkéni skupiny molekul vzorku. Zaroven také zalezi na
geometrickém rozlozeni téchto funkénich skupiv v molekule vzorku. Interakce vznikaji
na zakladé vodikovych mustkli nebo maji elektrostatickou povahu. Rozdil bude také
Vv retenci isomerd jedné latky. Objemné funk¢ni skupiny, které stini polarnim skupinam
v molekule, budou zptisobovat sniZeni retence.

Nejcasteji se VyuZivaji staciondrni faze na bazi silikagelu, bud’ ¢isty silikagel nebo
polarni chemicky vazané faze na silikagelovém nosi¢i. Jako mobilni faze jsou obvykle
pouzivany binarni smési rozpoustédel s odliSnou polaritou. Polarita mobilni faze ma
velky vliv na retenci, limitujicim faktorem je obsah vody. S rostoucim mnozstvim vody
klesa reaktivita sorbentu, protoZe molekuly vody obsadi nejaktivnéj$i mista na povrchu
mobilni fdze. Tim se sniZzuji retencni objemy analytl a je také zhorSena selektivita déleni.

Nevyhodou je prace v nevodném prostiedi s t¢kavymi organickymi rozpoustédly,

proto tento typ HPLC pomalu ustupuje. Své uplatnéni ma vSak stale pfi separaci analyta,
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které se v jinych systémech rozkladaji. Dale se tato metoda pouziva pti separaci isomert

(tokoferoly, retinoly).16:18

3.2.3.3 Systémy s reverznimi fazemi
HPLC systém s reverznimi fazemi ma mobilni faze polarniho charakteru,

zpravidla se jedna o smés vodné slozky (voda, ziedéné roztoky kyselin nebo bazi)
S polarnimi organickymi rozpoustédly, které jsou misitelné s vodou. Povrch stacionarnich
fazi je nepoléarni, obvykle tvofi dlouhé uhlikaté fetézce navazané a na povrch nosice
(silikagelu, kovovych oxida). Pfi separaci se prfedevsim vyskytuji jen slabé dispersi sily
(tj. nespecifické interakce analyt-sorbent) nebo van der Waalsovy sily.

Retence zavisi na vice faktorech a vlastnostech analytu. Se zvySujicim se poctem
a délkou alkylti v homologickych tadach roste retence zkoumanych latek, dale roste
Vv pritomnosti vice aromatickych jader nebo objemnych substituentd. Vyskyt polarnich
skupin, siln¢ polarni a iontové analyty jsou na fazich zadrZzovany jen velmi slabé nebo
vibec. Zménou pH mobilni faze 1ze snadno ovlivnit chovéni latek iontové povahy. Pii
zméné pH dochazi k potlaceni disociace slabych kyselin ¢i slabych zasad a diky tomu se
retence analyt zvysi.

Reverzni HPLC je nejrozsitenéjsi pouzivana metoda v kapalinové chromatografii.
Pfi vyvoji a optimalizaci podminek pro novou HPLC metodu byva zpravidla metodou
prvni volby. Pfi¢inou rozsahlého uplatnéni je jeji univerzalnost a schopnost separovat
jednoduché smési latek az po komplikované smési jaké jsou napiiklad biologické vzorky

a také latky podobné chemické struktury.1618:20.22

3.2.3.4 Tontové vyménna chromatografie
Iontové vyménna chromatografie je zaloZena na elektrostatickych pfitazlivych

silach, které vznikaji mezi ionizovanymi funkénimi skupinami staciondrni faze
(iontoménic¢e) a opacné nabitymi ionty v okolnim roztoku. Nazyvame ji také jako
chromatografie na iontoménicich.

Vymeénu ionti 1ze popsat rovnici iontové vymeény:

AXE+BtoBXE+ A"

22



Selektivitu délenych latek k iontoménici popisuje rovnovazna konstanta:
[A*][BE]
[AE][B*]

Afinita iontll k iontoménici je ovlivnéna koeficientem K, stoupd s rostoucim nébojem

a objemem iontil. Retence a selektivita je vyznamn¢ zavisla na pH a iontové sile mobilni
faze.

Existuji tfi strukturné rozdilné stacionarni faze: povrchové porézni — vrstva
meénice je nanesena Na porovity nosi¢, mikropartikularni s organickou matrici (ionexy)
a chemicky vazané iontoménice na silikagelu. Podle vyménné funk¢ni skupiny 1ze ionexy
rozdélit do dvou skupin na anexy a katexy. Anexy jsou nerozpustné polymerni
polyvalentni baze, které uvoliuji a vymeénuji anionty. Katexy jsou nerozpustné
polyvalentni kyseliny, které uvoliuji a vyméiuji kationty.

Metodou IEC lze stanovovat pfitomnost kationtd a anionti ve vodé. Dale se

vyuziva pfi separaci aminokyselin, nukleonovych kyselin a peptidi. 6182022

3.2.3.5 Molekulova vylucovaci chromatografie
Principem molekulové vyluovaci chromatografie neboli gelové chromatografie

je dynamicka separace analytd dle jejich velikosti (pfesnéji hydrodynamického objemu).
Zakladni mechanismus je pojmenovan jako sitovy efekt. Jedna se o rozdilné pronikéani
molekul analytu do port gelu dle jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti (struktufe).
Velké molekuly se stérickym omezenim nebudou pronikat do port gelu, naopak malé
molekuly ano (obrazek ¢. 5). V jaké mife malé ¢astice pronikaji, zalezi na jejich velikosti
a rozmérech dostupnych pért gelu. Vetsi molekuly jsou eluovany diive a malé molekuly

pozdéji.

Obrdzek ¢. 7: Permeace molekul riizné velikosti do porii gelu.™
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Pozadavky na vlastnosti gell jsou velice naroéné. Matrice gelu musi byt inertni
K analytim i mobilni fazi. Dulezita je také pouzitelnost gelu v §iroké oblasti pH a za
zvysené teploty. DalSim pozadavkem je mechanickd stabilita gelu viici vyssimu tlaku
a nerozpustnost v mobilni fazi. Gely lze rozd¢lit do dvou skupin, a to na xerogely
(organické gely) a aecrogely (anorganické gely). Kazdy gel ma sviij parametr pouzitelnosti
podle velikosti jeho port, tzv. vylu¢ovaci mez. Tento parametr udava nejmensi relativni
molekulovou hmotnost molekul, které uz do port gelu neproniknou.

Nejcastéji pouzivané staciondrni faze jsou gely na bazi methakrylati, akrylamidi,
agarosov¢ gely, dextranové gely a kopolymery styrenu a divinylbenzenu.

Mezi hlavni nevyhody a limitace gelové chromatografie patii nizka selektivita
separace, dlouha doba analyzy a mald objemova i hmotnostni kapacita. Aplikace metody
SEC se nejvice vyuziva pii stanoveni molekulové hmotnosti a distribuci velikosti molekul

polymert, zejména v biochemii protein. 16181922
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3.2.4 Stacionarni faze

Stacionarni faze je nepohybliva slozka HPLC systému, kterd je ukotvena
v chromatografické kolon¢. Jedna se o jediné zafizeni, na kterém dochazi k separacnimu
procesu. Stacionarni fdze muze byt tuha latka nebo film kapaliny chemicky vdzany na
tuhou matrici. Rozdéleni stacionarnich faze je mozno z mnoha pohledi. Dle polarity lze
rozdélit stacionarni fdze na polarni, nepolarni a amfoterni (zwitterionty). Dal$im ¢lenénim
je podle chromatografického typu separace na: NP-HPLC, RP-HPLC, IEC, faze pro SEC,
afinitni, chiralni, atd. Nejpfesné¢jsSi rozdéleni stacionarnich fazi je na zakladé jejich
chemického slozeni. Takto lze ¢lenit stacionarni faze na: anorganické oxidy (silikagel,
oxid zirkonicity, hlinity, titani¢ity), chemicky vazané faze na bazi silikagelu, polymerni,
hybridni a staciondrni faze na bazi grafitového uhliku.

Dulezité jsou obecné pozadavky na stacionarni faze, které zahrnuji chemickou
a tepelnou stabilitu. Nemé&lo by dochazet k reakci s mobilni fazi a stacionarni faze se v ni
nesmi rozpoustét.

Specifické parametry casticovych stacionarnich fazi jsou nedilnou soucasti
uspésné analyzy. Tyto parametry popisujici vlastnosti ¢astic jsou: primérna velikost
¢astic dp [um] a distribuce velikosti ¢astic, tvar ¢astic (pravidelné a nepravidelné), mérny
objem pori (pore volume) [cm®/g] a relativni objem port [obj. %], mémy (specificky)

povrch (suface area) [m?/g], praiméma hodnota velikosti por (pore size) [nm].16:18

3.2.4.1 Silikagel

Silikagel (SiOz2) je nejpouzivanéjsi material pevnych stacionarnich fazi v HPLC.
Jeho vlastnosti zngj ¢ini nejuniverzalngjsi nosi¢ pro chromatografickou separaci.
Silikagel poskytuje velky povrch nezbytny k Gspé$né separaci a zarovenn ma vysokou
mechanickou odolnost. Nerozpousti se ani nebobtna V pfitomnosti organickych
rozpoustédel. AvSak jeho hlavni nevyhodou je rozpustnost ve vodé¢ pii vysokém pH
a extrémni polarita jeho povrchu.

Na povrchu silikagelu jsou nestejnomérné rozmisténé silanolové skupiny, které
jsou aktivnimi centry. Je mozno popsat nékolik typt téchto skupin, které se liSi svoji
kyselosti (obrazek ¢. 8). Silanolové skupiny mohou byt bud’ izolované, vicinalni,
gemindlni nebo vzajemné vazané vodikovymi vazbami. Rozmisténi silanolovych skupin
zavisi na zpusobu zpracovani silikagelu. Hustota rozmisténi a typ silanolovych skupin je

nejvyznamnéj$i parametr definujici reaktivitu a polaritu povrchu silikagelu.
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Obrazek ¢. 8: Silanové skupiny na povrchu silikagelu. (1) vicinalni silanolové skupiny, (2)
geminalni silanolové skupiny, (3) siloxanové skupiny, (4 asociované silanolové skupiny, (5)

izolovand silanolova skupina.*®

Povrch silikagelu je slabé kysely diky silanolovym skupindm. U mobilni faze
s obsahem pufru muze dochazet k iontové vyméné. Velmi zalezi na pH mobilni faze, zda
dojde k vyméné protond silanolovych skupin za kationty pufru. Pro silikagel je typické,
ze zadrzuje vice latky bazické nez latky neutrdlni a kyselé.

Silikagel mize také zptsobovat chvostovani pikll u bazickych latek. Je mozné
tomuto jevu zabranit pfidanim slabé organické baze do mobilni faze. Je v§ak nutno vzdy
kontrolovat pH, aby nepifesdhlo hodnotu 8. Pfi této hodnoté by doSlo k rozpusténi

silikagelu,16:18.22

3.2.4.2 Stacionarni faze na bazi kovovych oxidi

MV

chemickou stabilitou a vétSim teplotnim rozsahem neZ mél doposud silikagel. V HPLC
analyze se uplatnily tfi typy: oxid zirkonicity, oxid hlinity a oxid titani€ity.

Oxid zirkonicity

tepelnou (az do 200 °C) a mechanickou stabilitu. Jedna se o amfoterni ménié, ktery je
vhodny jak pro kationty, tak pro anionty. Na jeho povrchu se nachazi hydroxylové
skupiny a navic zde mizeme nalézt absorpcni centra charakteru Lewisovych kyselin
(obrazek ¢. 9). Nemodifikovany oxid zirkoni€ity 1ze pouzit pro separaci na normalnich
fazich. Cast&ji se viak pouziva modifikovany oxid zirkoni¢ity. Jeho povrch miize byt

potazen vrstvou polybutadienu (PBD), polystyrenu (PS) nebo pyrolyticky vylou¢eného
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uhliku, ktery Ize dale modifikovat ligandem Cigs. Tyto modifikované zirkoniové

stacionarni faze nasli uplatnéni pfi separaci v reverznim a HILIC systému.

5 T H
(1) H (2) H (3) gHo/ H
i - = _0—H
| /D\ H ." L
D—er -0 O—Zr Zr-0 O—Zr -0
0 050 O b

Obrazek ¢. 9: Hlavni druhy skupin pritomné na povrchu zirkoniové staciondrni fdze.

(1) Brénstedova kyselina, (2) Bronstedova baze, (3) Lewisova kyselina.®*

Zpusob retence I1ze popsat kombinaci mechanismu iontové a ligandové vymény
a pokud se nachazi i hydrofobni vrstva, tak i hydrofobnimi interakcemi. Typ interakce na
povrchu stacionarni faze bude zaviset na vlastnosti vzorku, pH mobilni faze, typu pufru

a celkové iontové sile 18:30:31,33.35
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3.2.5 Detekéni zarizeni

Funkce detektori v HPLC je zaznamenavani rozdilu signalu mezi priichodem
Cisté mobilni faze a mobilni faze s analytem. Volba detektoru ¢asto zavisi na chemickych
vlastnostech analytu a také ovliviiuje vybér mobilni faze v chromatografickém systému.
Pro idealni detektor by mély platit tyto vlastnosti: vysoka citlivost, univerzalnost, dobra
stabilita a reprodukovatelnost, rychla odezva a rychly sbér dat, Siroky linearni dynamicky
rozsah, spolehlivost a snadnost pouziti, odolnost ke zménam teploty, tlaku a mobilni faze,
specificita a nemoznost destrukce rozpoustédly. Bohuzel zadny detektor nema vSechny
tyto idedlni vlastnosti, obtizné je piedev§im spojeni univerzalnosti a specificity pouziti.
V dnesni dobé mezi tfi nejvyuzivanéjSi systémy patii hmotnostni, UV-VIS a

fluorescenéni detekce. 82036

3.2.5.1 Spektrofotometrické detektory
HPLC spektrofotometrické detektory jsou v podstaté UV-VIS spektrofotometry

vybavené prutokovou celou. Princip fungovani je zaloZen na absorpci zafeni ve vinovych
délkach 190 az 800 nm. Absorbance se kvantitativné vyhodnocuje na zakladé Lambert-
Beerova zakona. Nasledujici rovnice tohoto zakona vyjadiuje vztah mezi tloustkou

absorbujici vrstvy |, koncentraci absorbujici slozky ¢ a absorbance A:

I
A=log<70>=s-c-l

& predstavuje molarni absorp¢ni koeficient [I/mol/cm], ktery je charakteristicky pro

kazdou latku. Absorbanci lze také vyjadrtit jako logaritmus poméru intenzit dopadajiciho
svétla lo a odraZzeného svétla I.

Platnost Lambert-Beerova zékona je omezena pravymi a zdanlivymi odchylkami,
protoze zakon nezahrnuje vliv rozpoustédla, vinové délky a teploty. Pravé odchylky jsou
disledkem zmény chemické rovnovahy v roztoku na zakladé meénici se koncentrace
(iontova nebo molekulova interakce, disociace, asociace, dimerace i polymerace, tvorba
komplexit a hydrolyza), zdanlivé odchylky maji fyzikalni charakter, pfedevs§im jako
diasledek nedostacujici monochromati¢nosti zareni.

Spravné navrzeny UV detektor neni ovlivnén teplotou ani zménou mobilni faze.
Vyhodou je také vysoka citlivost a selektivita. Minimalni koncentrace analytu pro detekci

je mozna fadové v nanogramech [hmotnost/ml].
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Na zakladé konstrukéniho uspotradani 1ze spektrofotometrické detektory rozdélit
na Ctyfi skupiny: detektory s fixni vinovou délkou, detektory s ménitelnou vinovou
délkou, detektory s programovatelnou vinovou délkou a detektory s diodovym polem.
Detektory s fixni vlnovou délkou jsou navrzeny pro méfeni vinové délky 254 nm. Tato
vlnova délka odpovida nizkotlaké rtutové vybojce, kterd je pouzita jako zdroj zéfeni.
Detektory s programovatelnou vinovou délkou lze nastavit v rozmezi 190 a 720 nm.
Vinovou délku je mozno ménit béhem analyzy. Detektory s diodovym polem
(photodidode-array — PDA, diode-array detector — DAD) maji schopnost snimat cely
rozsah spektra v realném cCase bez pieruseni separace. Zareni vedené ze zdroje, které se
zeslabi absorpci v cele detektoru, dopada na holografickou mtizku, kterd ho spektralné
rozdeli tak, ze na kazdou z fotodiod dopada zativy tok o urcité vinové délce (obrazek

& 10).

(6)

Obrazek ¢. 10: Schéma detektoru s diodovym polem. (1) deuterinova vybojka, (2) stérbina, (3)
c¢ocka, (4) clona, (5) pritokova Z-cela detektoru, (6) konkavni holograficka mrizka, (7)

diodové pole.®

Jednotlivd fotodioda je spojena s piedem nabitym kondenzatorem. Na diodu
dopada zafeni a vznikajici fotoelektricky proud pak vybiji kondenzéator, tmérné
k intenzit¢ dopadajiciho zafeni. Nasleduje métfeni proudu, ktery je potfebny na zpétné
dobiti kondenzétorii. Tento jev vybijeni a nabijeni se odehrava v rychlych sekvencich
(fddoveé milisekundy). Pii kazdé vinové délce v kazdém okamziku se postupné
zaznamenavaji udaje o absorbanci. Podle po¢tu diod (512 - 1024) je dano spektralni

rozliSeni.
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DAD detektory jsou schopné detekovat latku pii jakékoliv vinové délce. Pii
spolupraci s fidici jednotkou je mozné porovnavat snimana spektra s knihovnou spekter.
Dalsi vyhoda detektort je schopnost vyhodnotit, zda se v piku eluuje jedna latka nebo

smés nerozdélenych analyti. Jsou vhodné i pro pouziti p¥i gradientové eluci.'®2036:37

3.2.5.2 Fluorescen¢ni detektory

Fluorescencni detektory méti sekundarni (emisni) zafeni, které latka vyzaii po
absorpci primarniho (excitatniho) elektromagnetického zareni. Diky absorpci
elektromagnetického zareni prechazeji molekuly latky ze zakladniho vibra¢niho stavu do
excitovaného stavu. Latka se poté pii piechodu do stabiln€jsiho stavu o nizsi energii
zbavuje absorbované energie formou fluorescence (Ize i jinym zplisobem napf. pfeménou
na vibracni energii, predanim energie jiné latce). Vlnova délka emitovaného zéieni byva
nejéastéji vétdi nez u excitaéniho. Uinnost fluorescence se zmensuje se stoupajici
teplotou a je zavisla na koncentraci a pH mobilni faze. Jedna se o velmi selektivni
a citlivou detekei, fadové v pikogramech [hmotnost/ml].

Jednoduché fluorescencni detektory pouzivaji jako zdroj excitacniho zatreni
rtutovou vybojku s interferenénim filtrem a detekuji fluorescencni zafeni soucasné pfi
vSech vilnovych délkach. U modernégjSich detektord je mozné nastavit vinovou délku
excita¢niho i emitovaného zafeni pouzitim monochromatoru. Zaroven lze programovat
vinové délky v prubéhu analyzy pro kazdou latku zv1ast.

Fluorescen¢ni detektory nachéazeji uplatnéni pti analyzach biologickych vzorkd,
1é¢iv (tetracykliny, steroidni hormony, vitaminy By, B2, E, a K), potravin, fosilnich paliv
a pfi testovani vV ramci Zivotniho prostfedi. Dalsi uplatnéni nachéazi fluorescenéni metoda
v mikrokolonové chromatografii diky moznosti miniaturizovat pratokové cely az na

Objem 1nl 18,20,36,37

3.2.5.3 Hmotnostni spektrometry
Hmotnostni spektrometrie je vSestranna, rychld a citlivd analytickd metoda,

vyuzivand ke kvalitativni 1 kvantitativni analyze. Poskytuje velké mnozstvi informaci
o identité latek.

Princip metody je rozde€leni ionti latky na zékladé poméru hmotnosti a naboje
(m/z). V prvnim kroku je vzorek ionizovan za vzniku ionti nebo iontovych fragmenti

zakladni latky. Nasledné jsou ionty rozdéleny dle hodnoty poméru m/z a urychleny
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v analyzatoru. Nakonec se ionty detekuji a urci se relativni intenzita jednotlivych iontd.
Hmotnostni spektrometr se sklada ze tii zékladnich ¢asti: iontovy zdroj - prevedeni
neutralnich molekul na nabité castice (ionizace), hmotnostni analyzator - rozdéleni ionth

za vysokého vakua, detektor — detekce iontt (obrazek ¢. 11).

iontovy
zdroj hmotnostni analyzator
/ A
G-(*)
vstup L :.0' e*%oe .o°o ’o‘o
e *o 0 o . w5 o . y .
vzorku 1 s % ® i e os
L 4 _I J |
detektor
(OO

Obrdazek ¢ 11: Obvyklé schéma hmotnostniho spektrometru.®®

Zpisob ionizace latky se voli v zavislosti na tekavosti, teplené stabilité,
molekulové hmotnosti a polarité latky. Existuji dvé skupiny technik tvrdé a mckké
ionizaéni techniky. Elektronova (EI) ionizace je oznaCovana jako tvrd4d ionizaéni
technika. Elektronovou ionizaci dochazi k rozsahlé fragmentaci, je uvolnén valenéni
elektron a vznikd molekularni iont M**. Pro EI existuji knihovny spekter pro porovnani
a k usnadnéni identifikace latek. Limitujici je pouziti jen pro teékavé latky. Mezi mékké
ioniza¢ni techniky lze zafadit: ionizaci elektrosprejem (ESI), chemickou ionizaci za
atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI). Pti ionizaci
meékkou technikou nedochézi k takovému rozsahu fragmentace jako u tvrdé ionizacni
techniky. Témito mékkymi technikami vznikaji protonované molekuly [M+H]" nebo
deprotované molekuly [M-H]". Spektra se mohou velmi lisit v souladu s pracovnimi
podminkami a typem pfistroje. Za vyhodu lze povazovat lepsi uréeni M, ze spekter
vytvofenych mékkou ioniza¢ni technikou. Nevyhodou je, ze nemlizeme nalézt porovnani
s knihovnou spekter, protoze tyto knihovny pro HPLC/MS neexistuji.

Funkci hmotnostnich analyzatorti je separace iontl probihajici za vysokého vakua
dle poméru m/z a jejich nasledné urychleni. Je mozno popsat Ctyii fyzikalni principy

separace iontt: zakfiveni drahy iontl v magnetickém nebo elektrickém poli, rtizna
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stabilita oscilaci analyzovanych iontl v kombinaci stejnosmérného
a vysokofrekvenéniho stfidavého napéti (kvadrupdl nebo iontova past), rizna délka
rychlosti letu iontt (TOF - analyzator doby letu), iontova cyklotronova rezonance - ICR.

Vyznamnym trendem dne$ni doby je moznost vytvoreni tandemové hmotnostni
spektrometrie (MS/MS). Tandemovd hmotnostni spektrometrie je spojeni dvou
hmotnostnich analyzatori v ¢ase nebo prostoru. Vyuziva se kidentifikaci latek
Z komplexnich smési. Dulezitd je zejména u meékkych ionizacnich technik, které
nepiinaseji dostateCnou strukturni informaci o vzorku. MS detekce je jedina technika,
ktera je schopna provést potvrzeni identity analytu na zdkladé molekulové hmotnosti
a strukturné specifickych fragmentti. LC-MS je klicové spojeni pro identifikaci

neznamych latek, neéistot a degradaénich produkti, 183637
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3.2.6 Zakladni teoretické aspekty HPLC

Vysledkem HPLC separace je chromatogram. Chromatogram znazoriuje elu¢ni
kiivky Gaussovského tvaru (piky). Vyhodnocenim zakladnich parametrii piku lze
dosahnout jak kvalitativni analyzu, tak i kvantitativni analyzu.11"18

Mezi zakladni charakteristické¢ veliCiny chromatografického systému muzeme
zatadit retencni charakteristiky, Uc¢innost chromatografické kolony, selektivitu
a rozligeni, 16182239
Retencni charakteristiky

Retencni Cas (elucni Cas) tr a retencni objem (elu¢ni objem) VR jsou zakladnimi
veli¢inami pro kazdy separovany analyt. Vzdalenost od nastiiku vzorku k vrcholu piku
vyjadiena Vv Case je oznacovana jako tr. Za tuto dobu protece kolonou urcity objem
mobilni faze, ktery vyjadiime jako Vr. Retenéni as analytu je zavisly na pratoku mobilni
faze, ¢im je pratok rychlejsi, tim bude reten¢ni ¢as mensi. Mrtvy retenéni Cas to je Cas
latky, kterd se nezadrzuje v systému. I kdyz latka neinteraguje se stacionarni fazi, jeji
retenéni Cas se neobjevi ihned po néstfiku. HPLC kolona se skldda s malych c¢astic
materialu s pory. Tyto pdry maji urcity objem Vo (mrtvy retencni objem), kterym musi
neinteragujici analyt projit, nez vstoupi do detektoru. Dal$i charakteristickou veli¢inou

pro analyt je redukovany retencni Cas ¢'r. Pfedstavuje dobu, kterou separovany vzorek

stravi ve stacionarni fazi. Plati pro néj vzorec:

t'r = tg — tg

tr — retencni Cas, to — mrtvy reten¢ni €as, #'r — redukovany reten¢ni ¢as
Bezrozmérna veli€ina, které je mirou retence konkrétni slouceniny na konkrétnim
chromatografickém systému, je nazyvana retencni faktor K.

Retencni faktor K 1ze vyjadfit rovnici:

tr - retencni Cas, Vr — retencni objem, to — mrtvy retencni ¢as, Vo — mrtvy retenéni objem
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Reten¢ni ¢as predstavuje kvalitativni hodnoceni pro chromatografickou separaci.

Plocha pod pikem a vySka piku jsou veli¢inou pro kvantitativni analyzu (obrazek

&L 12)_16,18,22,39

= — _
g 0
100
75
h =
50
A
25
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0 1 2 3 4 =5 6 min
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Obrazek ¢. 12: Kvalitativni a kvantitativni hodnoceni chromatografické separace. tr — retencni

casy, to — mrtvy retencni ¢as, A — plocha piku, h —vyska piku.™®

Ucinnost chromatografické kolony

Utinnost kolony je ukazatel kvality chromatografické separace. Jednd se
o bezrozmérnou veli¢inu N, kterd charakterizuje stupen disperze elu¢nich zon. Veli¢ina
N se vyjadiuje jako pocet teoretickych pater:

v
N = 554 (—R)

Wso

2

Wso - Sitka piku v 50% jeho vysky, VR — retencni objem

Cim je vyssi pocet teoretickych pater, tim méné je rozsifena eluéni zéna vzorku,
a tim je kolona U¢innéjsi.

Pro porovnani kolon sriznou délkou se pocita s vySkovym ekvivalentem

teoretického patra H. Vyskovy ekvivalent se udava v um a piedstavuje délku kolony

ptipadajici na jedno patro.16183

I L
N
N — pocet teoretickych pater, L — délka kolony
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Selektivita

Selektivita a oznaCuje schopnost chromatografického systému rozlisit dva
rozdilné analyty. Je udavana jako pomér redukovanych reten¢nich cast dvou
separovanych latek:
t'ra Ky

t'r1 Ky

tR1, t 'R 2 — redukované retenéni ¢asy, Ki, K2 - retenéni faktory!6-18

Rozliseni

RozliSeni R je mira separace dvou latek do dvou rozdélenych pikl, ktera
kombinuje dva parametry chromatografické analyzy, miru rozsifovani elu¢nich zén
a selektivitu. Rovnice, ktera zohlednuje veskeré parametry ovliviyjici rozliSeni dvou

sousednich pikll R1 2, vypada nasledovné:

VN -
va= 7 () ()

N — pocet teoretickych pater, & — selektivita, k — retencni faktor
Z rovnice vypliva, blizi-li se selektivita k hodnoté 1, nelze prakticky dvé latky
Vv systému rozd¢lit. VEtsi hodnota R znaci lepsi rozdéleni piki, v praxi je vSak dilezité

dosahnout pfi analyze potfebného rozlieni pro naslednou reprodukei vysledk. %18

Asymetrie piku

Hlavni snahou analyzy je vytvofeni idedlnich pik (dokonale oddé€lené, uzké
a symetrické) v piijatelném Case. Kvalita chromatografické separace se mimo jiné odrazi
také v asymetrii piku. Asymetrii piku lze vyjadfit jako faktor chvostovani (tailing factor)
Tt nebo se pouziva faktor asymetrie A (obrazek ¢. 13). Faktor chvostovani vypocitame
jako sitka piku v 5% vysky (Wo,005) déleno dvojnasobek sitky piku vzestupné casti (f):
Wo,05
2f

Wo,05 — Sitka piku v 50 % jeho vysky, f — Sitka vzestupné ¢asti piku

Tf -
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Faktor asymetrie A je dan vztahem:

t - Sitka sestupné casti piku, f - $itka vzestupné ¢asti piku (nejcastéji v 5 % nebo 10 %

vysky piku)té8
100 y
ﬂ <h~100%

75
S
=
2
___52 50
z.

25

€ h~5%
0] o' 4
0 f 2 3 4 min

Obrazek ¢. 13: Schéma pro vypocet asymetrie piku.*®
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3.3 Chromatografické podminky HILIC analyzy uvedené
v literature
V tabulce €. 1 jsou uvedeny nckteré studie, které se zabyvaly HILIC analyzou

S riznymi typy slouCenin. Jsou popsany chromatografické podminky a stru¢né¢ obsah

studie.
Ptedchozi studie zabyvajici se analyzou pti HILIC podminkach
autofi obsah studie chromatografické podminky zdroj
P. Kalafut, Hodnoceni vlivu mobilni faze: rizné poméry ACN
R. Kucera, uhlikaté vrstvyna | a vodné faze; riizné koncentrace kys.
J. Klimes zirkoniové kolon€ | J .t ve
na analyzu poldrich | . ioami fize: b-7r02, zr-PBD, Zr-C |
sloucenin HILIC .
metodoL. (ZirChrom;150 mm x 4,6 mm; 5 um)
detekce: UV pii 254 nm
R. Kucera, Retencni chovani mobilni faze: razné pomeéry ACN
P. Kovaiikova, |polarnich slouenin |a vodné faze; riizné koncentrace kys.
M. Klivicky, na zirkoniové octové
J. Klimes kolon€ prt HILIC o) i on4mi faze: b-2rO2, Zr-PBD
podminkach ) 41
analyzy. (ZirChrom; 150 mm x 4,6 mm; 5 pm);
Atlantis HILIC Silica (150 mm x 2,1
mm; 3 um)
detekce: UV pii 254 nm
T. Zhou, Hodnoceni vlivu mobilni faze: rizné pomeéry ACN
C. A. Lucy slozeni mobilni faze |3 fosfore¢nananu sodného
na Separacjl a retencl | seacionarni faze: b-TiO2 42
nukle?tldu na (ZirChrom; 150 mm % 4.6 mm; 3 um)
koloné b-TiO2 ..
metodou HILIC. detekce: UV pfi 254 nm
T. Zhou, Retencni chovani mobilni faze: rizné pomery ACN
C. A. Lucy karboxylovych a vodné faze; rizné koncentrace fosfo-
slou¢enin na koloné |re¢nanu sodného 43
b-TiO2 pii HILIC  |stacionarni faze: b-TiO2
podminkach. (ZirChrom; 150 mm x 4.6 mm; 3 um)
detekce: UV pii 254 nm

Tabulka ¢. 1: Studie zabyvajici se analyzou pvi HILIC podminkdch.
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4. Experimentalni Cast

4.1 Pristroje, chemikalie a pomiicky

4.1.1 Chromatograficky systém

kontrolni jednotka: CTO-20AC VP Shimadzu

¢erpadlo: LC-20AD VP Shimadzu

degaser: DGU-20A3 VP Shimadzu

termostat kolony: CTO-20AS VP Shimadzu

PC program: Shimadzu LC Solution

UV-VIS detektor: SPD-20A VP Shimadzu

autosampler: SIL-20AC VP Shimadzu

fidici jednotka: CBM-20A VP Shimadzu

chromatografické kolona: ZirChrom®-CARB 150 x 4,6 mm, velikost ¢4stic 5 um,
ZirChrom Separation Inc, USA

4.1.2 Chemikalie

aciklovir (ACI), Pliva Lachema, Ceska republika

guanin hydrochlorid (GUA), Pliva Lachema, Ceska republika

acetonitril (ACN), methanol (MeOH) Chromasolv gradient grade for HPLC,
Sigma Aldrich, Ceské republika

kyselina trifluoroctova (TFA), octan amonny (CH3COONHS4), Penta, Ceska
republika

hydroxid sodny (NaOH), kyselina chlorovodikova (HCI), amoniak 25 % (NH3)
Dr. Kulich Pharma, Ceska republika

voda ¢isténa

4.1.3 Pristroje

Digitalni vahy: Sartorius AG A200S. Némecko
pH-metr: SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH, Némecko
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e magnetické michadlo, IKA Color Squid, Némécko

e ultrazvukova lazen K10, Kraintek, Slovensko

4.1.4 Pomicky

e Laboratorni 1zicky, navazovaci lodicky, sklenéné tycCinky, kadinky, odmérné
valce, d€lené pipety, balonek k pipeté, ned€lené pipety, mikropipety, stiicky,
vialky, zabrusové lahve, odmérné banky, odsavaci baiika, magnetické michadlo,
zasobniky mobilni faze, Sroubovaci inserty pro vialky, alobal, membranovy filtr

(NY Simplepure 0,45um).
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4.2 Obecné postupy

4.2.1 Priprava vzorki pro analyzu

Roztok acikloviru byl pfipraven rozpusténim Img acikloviru v 10,0 ml smési
acetonitril/voda 50:50 (v/v) v odmérné bance. Poté bylo odebrano 5,0 ml tohoto roztoku
do odmérné banky na 10,0 ml a doplnéno smési acetonitril/voda (50:50, v/v). Vysledna
koncentrace roztoku acikloviru byla 50 pg/ml.

Roztok guaninu byl pfipraven obdobnym zptsobem jako roztok acikloviru, jen
pted doplnénim smési rozpoustédla acetonitril/voda v prvnim kroku se piidaly 3 kapky
NaOH, aby doslo k tplnému rozpusténi guaninu.

Dale byl vytvofen smésny vzorek acikloviru a guaninu. Koncentrace acikloviru
ve smési byla 50 pg/ml a koncentrace guaninu byla 10 pg/ml.

Zasobni roztoky vzorkl byly uchovavany v lednici.

4.2.2 Priprava roztoki

Vypocitané mnozstvi kyseliny trifluoroctové (TFA) (Mcracoon = 114,03 g/mol, p
= 1,5351 g/cm™®) bylo odméfeno mikropipetou a smichano s ¢isténou vodou. Postupné
byly vytvofeny roztoky tak, aby vysledna koncentrace TFA v mobilni fazi byla 10 mM,
5mM, 2,5 mM, 0,5 mM, 0,1 mM a 0,05 mM.

Vypocitané mnozstvi octanu amonného (McHaconns = 77,0825 g/mol) bylo
navazeno a rozpu$téno vV potiebném mnozstvi. Postupné byly pfipraveny roztoky tak, aby

vysledna koncentrace octanu amonného byla 10 mM, 25 mM a 50 mM.

4.2.3 Priprava mobilni faze
Mobilni faze se skladala z organické slozky — acetonitril (ACN), methanol

(MeOH) a z vodné faze — v ptislusném poméru, viz tabulka ¢. 2. Nékteré mobilni faze
neobsahovaly piidavek methanolu a poméry ACN a vodné faze byly nasledovné: 90:10;
85:15, v/v.
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slozeni mobilnich fazi
ACN MeOH vodna faze
25 % 60 % 15%
35 % 50 % 15 %
50 % 35% 15 %
60 % 25 % 15 %
65 % 25 % 10 %
70 % 25 % 15 %
75 % 15% 5%
80 % 5% 15 %

Tabulka ¢. 2: Slozeni mobilnich fazi s pridavkem methanolu.
Dale bylo u nékterych mobilnich fazi upraveno pH pomoci kyseliny chlorovodikové na

niz8i hodnotu (pH = 1,1; pH = 1,3). Pomoci 10 % amoniaku bylo upraveno pH jedné

Z mobilnich fazi na hodnotu 9.
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4.3 Optimalizace podminek HPLC separace

4.3.1 Prednastaveni HPLC chromatografu

Pted samotnou analyzou bylo dulezité na chromatogramu ustélit zakladni linii.
Ustalovani rovnovahy bylo nastaveno na cca 80 min. Proplachnuti chromatografu smési

acetonitril/voda (50:50, v/v) se provadélo pii vyméné mobilni faze a také na konci méfeni.

4.3.2 Chromatografické podminky

Pro HPLC analyzu byly chromatografické podminky nastaveny nasledovné:
e Kolona: ZirChrom® — CARB
e Prutok: 3,0 ml/min
o Detekce: 254 nm
e Nastfikovany objem vzorkl: 20 pl
e Teplota: 55 °C, 70 °C, 83 °C
e Mobilni faze: organicka slozka : vodna slozka — rizné poméry, pH a koncentrace

TFA a CH3COONH4

4.3.3 Vliv chromatografickych podminek na retenci ACI a GUA

Pro HPLC analyzu byly pouzity mobilni faze v rizném poméru organického
rozpoustédla a vodné faze. Vzorky acikloviru a guaninu 0 koncentraci 50 pg/ml byly
nastiikovany samostatné, kazdy vzdy dvakrat. Prvni slozeni mobilni faze bylo acetonitril-
vodna faze (85 : 15, v/v). Jako vodna faze byl pro prvni analyzu vybran octan amonny.
Mobilni faze obsahovala octan amonny v molarité¢ 50 mM, 25mM a 10 mM. Byl sledovan
soucasné vliv zmény teploty a molarity mobilni faze na retenci acikloviru a guaninu.

Dals§im krokem byla zména pH 25 mM mobilni faze. Za pouziti 25 % amoniaku
bylo pH upraveno na hodnotu 9 a kyselinou chlorovodikovou bylo upraveno pH na
hodnotu 3. Tato analyza probihala pfi teploté 70 °C.

Dale se pracovalo jen s teplotou 70 °C. Jako vodna faze byla pro dalsi méteni
vybrana kyselina trifluoroctova. Mobilni faze obsahovala TFA v koncentraci 10 mM,
5 mM, 25 mM, 0,5 mM, 0,1 mM, 0,05 mM. Nasledn¢ se zjistoval vliv methanolu
vV mobilni fazi na retenci vzorkil. Byla pfipravena mobilni faze tvofena smési acetonitrilu,
methanolu a vodné slozky s TFA. Zastoupeni methanolu se pohybovalo od 5 % az do

60 %, pomér vodné faze ztstal nezménén (15%). Mobilni faze s 25 % methanolem byla
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zkousSena ve vSech molaritach, jako predesla mobilni faze (10 mM, 5 mM, 2,5 mM, 0,5
mM, 0,1 mM, 0,05 mM).

Dalsim krokem byla zména poméru vodné faze vici organické fazi. Procento
vodné faze bylo snizeno z 15 % na 10 % a 5 %. Tento postup se aplikoval na mobilni fazi
o celkové koncentraci 2,5 mM TFA.

Neméné dalezitym zkoumanym faktorem bylo pH mobilni fdze. Mobilni faze s
0,5 mM TFA byla okyselena na pH 1,3 a 1,1 pfidanim kyseliny chlorovodikové. Tato
mobilni faze byla pifipravena v poméru acetonitril : vodna faze (85 : 15) a s ptidavkem

methanolu v poméru acetonitril : methanol : vodna faze (60 : 25 : 15).
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5. Vysledky a diskuze

5.1 Vliv teploty a koncentrace octanu amonného na retenci

Byl zkouman vliv teploty (55°C, 70°C a 83°C) na retenci acikloviru a guaninu pii
raznych koncentracich (10mM, 25mM, 50mM) octanu amonného v mobilni fazi. Tabulka
¢. 3 znéazoriuje retenéni Casy acikloviru a guaninu.

Slozeni mobilni faze:

ACN : octan amonny — 85 : 15 (v/v)

molarita CH3COONH4 10 mM (pH = 6,5), 25 mM (pH = 6,8), 50 mM (pH = 6,9)

pH mobilni faze 10 mM: 7,3; 25mM: 7,6; 50mM: 7,8

teploty: 55 °C, 70 °C, 83 °C

Tabulka retenénich faktort
teplota vzork molarita CH3COONH4
P Y 10 mM 25 mM 50 mM
ACI 16,2 13,2 138
55°C
CUA 17,3 14,6 14,7
ACI 14,1 11
70 °C C , 6 11.9
GUA 15,4 12,3 123
ACI 12,9 10,3 104
83 °C
cuA 14,1 11,0 10,8

Tabulka ¢. 3: Retencni faktory acikloviru a guaninu pri riiznych teplotach a molaritach CH;COONHj.

Komentar:

Dtlezity vliv na reten¢ni chovani analytl pii HILIC separaci ma mimo jiné teplota
kolony. U kolony ZirChrom®-CARB vyrobce obecné doporucuje minimdlni teplotu
analyzy 50 °C.*® Z naméfenych hodnot (tabulka ¢. 3) je patrné, Ze se stoupajici teplotou
retence klesa. Také se nepatrné zuzuje elucni zona a zlepSuje se symetrie pikt (obrazek
¢. 15). Pokles retencnich faktorG pii vysSich teplotach neni tak vyrazny, jako byl
pozorovan u studie se zirkoniovymi kolonami b-ZrO; a Zr-PBD. Tento jev miiZze byt
pfipisovan uhlikové vrstvé na povrchu Zr-C. Naopak pii studii zamétené na polarni
slou€eniny na zirkoniovych kolonach pii HILIC podminkach bylo zji$téno, Ze retence

karboxylovych kyselin na koloné Zr-C pfi vyssich teplotach stoupa.04t
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Obrazek ¢. 14: Retencni chovani ACI a GUA pri zmendch teploty. ACI — modrd, oranzova, cernd;
GUA — Cervend, zelend, fialova. Mobilni faze 85:15 (ACN : vodnda faze), molarita octanu amonného

25 mM (pH = 6,5), pH mobilni faze = 7,6.

Pro dalsi méfeni byla vybrana optimalni teplota 70 °C. Pfi této hodnoté je
pozorovana leps$i symetrie piku nez u niZsich teplot. I kdyz pfi teploté 83 °C byla symetrie
piki nejlepsi a retencni Casy nejkratsi, nechtéli jsme provadét separaci na hrani¢nich
moznostech pfistroje. Teploty vyssi nez 83 °C nebyly zkoumany vzhledem k limitu

(85 °C) pristroje.
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5.2 Vliv koncentrace octanu amonného

Bylo pozorovano, jak je ovliviiovana retence acikloviru a guaninu pfi riznych
koncentracich octanu amonného vV mobilni fazi. Molarita octanu amonného byla: 10 mM,
25 mM, 50 mM.

Slozeni mobilni faze:

ACN : octan amonny — 85 : 15 (v/v)

molarita CH3COONHa4: 10 mM (pH =6,5), 25 mM (pH = 6,8), 50 mM (pH = 6,9)

pH mobilni faze 10 mM: 7,3; 25mM: 7,6; 50mM: 7,8

teplota: 70°C
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Obrazek ¢. 15: Retencni chovani acikloviru v zavislosti na koncentraci octanu amonného
vV mobilni fazi pri 70°C; modra — 10 mM, Cervend - 25 mM, cerna - 50 mM.
Komentar-:

Na chromatogramu je znazornén vliv koncentrace octanu amonného na retenci
acikloviru. Pfi koncentraci 10 mM je patrné prodlouzeni reten¢niho ¢asu. Pravdépodobné
nedoslo k obsazeni vSech vazebnych mist typu Lewisovy kyseliny na povrchu zirkoniové
kolony. Tato mista jsou obsazovana octanem amonnym, ktery zde figuruje jako Lewisova
baze. Vytvoril se tak prostor pro interakci analytu s povrchem kolony, pravdépodobné se
jedna o mechanismus na principu vymény ligand.*

Koncentrace 25 mM a 50 mM jiZ nevykazuji znacny rozdil v reten¢nich ¢asech.
Divodem tohoto jevu mize byt kompletni saturace vazebnych mist na povrchu kolony,
kterdA neumoziovala dalsi interakce povrchu sanalytem. U téchto koncentraci je
pravdépodobné, Ze se uhlikova vrstva podili na separaci. Pokud by nedochdzelo

k interakci s uhlikovou vrstvou, tak by se piky analytd eluuovaly pfi mrtvém case.
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5.3 Vliv pH mobilni faze na retenci

Porovnavani vlivu pH mobilni fize na separaci acikloviru a guaninu pii
koncentraci 25 mM octanu amonného V mobilni fazi. Mobilni faze byly upraveny na pH
3,0;7,0a9,0.

Slozeni mobilni faze:
ACN : octan amonny — 85 : 15 (v/v)
molarita CH3COONH4: 25 mM (pH = 6,8)
pH mobilni faze: 3,0; 7,0; 9,0
teplota: 70 °C
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Obrazek ¢. 16: Retencni chovani ACI a GUA na riizné pH mobilni faze. ACI — modra,

oranzova, cernd, GUA — Cervend, zelena, fialova.

Komentar:

Aciklovir ma dvé hodnoty pKa 2,27 (kysela enolicka skupina) a 9,29 (sekundarni
aminoskupina). Pii pH 3 — 8,5 je méné disociovan, nez pii hodnotach pH mensich nez 3
a naopak vétsich nez 9, proto se vyskytuje mechanismus separace jako na reverznich
fazich. Nad pH 9 a pod pH 2 by byl aciklovir disociovan a uplatnily by se iontové
interakce. Podminky pod pH 2 byly zkoumany a jsou popsany nize. Pii pH 3, 7 a 9
nevykazuje aciklovir ani guanin vétsi rozdily v retenci. U pH 3 dochazi k rozmyvani

elucnich zon. Obdobné se chova guanin, ktery ma tfi hodnoty pKa: 3,3; 9,2; 12,3.
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5.4 Vliv molarity trifluoroctové kyseliny na retenci

Porovnani vlivu rizné molarity kyseliny trifluoroctové v mobilni fazi na retenci
acikloviru a guaninu. Mobilni faze byly pouzity v poméru ACN : vodna faze (85 : 15,
v/v) a mobilni faze s ptidavkem methanolu ACN : MeOH : vodna faze (60 : 25 : 15, v/v).
Celkové pH mobilni faze a pH vodné faze s TFA je uvedeno v tabulce ¢. 4.

Slozeni mobilni faze:

ACN : TFA-85:15 (vIv)
teplota: 70 °C
koncentrace TFA v mobilni fazi
0,05mM | 0,1mM | 05mM | 25mM |5mM | 10 mM
pH vodné faze 3,1 3,1 2,3 1,8 1,4 1,1
pH mobilni faze 3,0 2,6 2,0 1,6 1,4 1,3

Tabulka ¢. 4: Celkové pH mobilnich fazi a pH ruznych koncentraci trifluoroctové kyseliny

V mobilni fazi (ACN : TFA - 85 : 15).
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Vliv koncentrace TFA na retenci acikloviru a guaninu
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koncentrace TFA v mobilni fazi
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10 mM

Graf ¢. 1: Retencni faktory acikloviru a guaninu v zavislosti na menici se molarité TFA v mobilni

fazi (ACN : TFA — 85 : 15).
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Komentar:

Znacny vliv na retenci ma pH mobilni faze a koncentrace TFA. Pii pouziti
kyseliny trifluoroctové v mobilni fazi doslo k urychleni analyzy. Pokud by dochazelo
k eluci na zakladé iontové vymény, pii zvySujicim se zastoupeni TFA by se retence
zvysila. Proto je pravdépodobné, Ze na Zr-C dochézi k eluci na zaklad¢ vymeény ligandd.
Se snizujici molaritou TFA se retence zvySuje, je vytvoien prostor pro interakci analytd
se staciondrni fazi.

Déle je mozné pozorovat zménu rozliSeni pikt acikloviru a guaninu (graf ¢. 1).
Pii 0,1 mM TFA je rozliseni (3,8) vétsi nez u vyssich koncentraci TFA v mobilni fazi.

Za zminku také stoji potadi separace acikloviru a guaninu. Pfi nizké koncentraci
(0,05 mM — 0,5 mM) TFA je aciklovir eluovan jako prvni. Toto pofadi je stejné pfi

vysSich koncentracich octanu amonného (tabulka ¢&. 3). Ale naopak pii vysSich

koncentracich kyseliny trifluooctové se guanin eluuje pied aciklovirem.

Nésledné méteni bylo provedeno pii stejném zastoupeni methanolu v mobilni fazi
pii zméné koncentrace TFA. Byl sledovan vliv methanolu v mobilni fazi na retenéni ¢asy
acikloviru a guaninu. Celkové pH mobilni faze a pH vodné faze s TFA je uvedeno
V tabulce €. 5.

Slozeni mobilni faze:

ACN : MeOH : TFA - 60 : 25 : 15 (v/v)

teplota: 70 °C

koncentrace TFA v mobilni fazi
0,05mM | 01mM | 05mM | 25mM |5mM | 10 mM

pH vodné faze 3,1 3,1 2,3 1,8 1,4 1,1

pH mobilni faze 3,1 3 2,5 1,9 1,7 1,5

Tabulka ¢. 5: Celkové pH mobilnich fazich a pH riznych koncentraci trifluoroctové kyseliny
vV mobilni fazi (ACN : MeOH : TFA — 60 : 25 : 15).
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10 - Vliv koncentrace TFA na retenci acikloviru a guaninu
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Graf ¢. 2: Retencni faktory acikloviru a guaninu v zavislosti na ménici se molarité TFA v mobilni

fazi (ACN : MeOH : TFA —60 : 25 : 15).

Komentar:

Pfidavek methanolu do mobilni faze vedl celkové ke sniZeni retence obou analytu.
U nizsich koncentraci TFA (0,05 mM a 0,1 mM) nastal az mnohondsobny pokles retence
a také se vyrazné snizilo rozliSeni piku acikloviru a guaninu. Symetrie piki se jen

nepatrné zlepsila.
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5.5 Vliv zmény poméru vodné a organické slozky

Vliv zmény poméru organické slozky a vodné slozky na retenci acikloviru a
guaninu. Poziti mobilni faze s koncentraci TFA 2,5 mM. Nasttik roztoku vzorku se smési

acikloviru a guaninu.

SloZeni mobilni faze:
ACN : TFA —85: 15 (v/v); pH vodné faze: 1,8; celkové pH mobilni faze: 1,6
ACN : TFA —90: 10 (v/v); pH vodné faze: 1,6; celkové pH mobilni faze: 1,3
molarita TFA: 2,5 mM

teplota: 70 °C
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Obrazek ¢. 17: Viiv zmeny poméru vodné faze na retenci smesi acikloviru a guaninu, cervend —

90 : 10 (ACN : TFA); modré — 85 : 15 (ACN : TFA).

Komentar:

Predchozi studie se zabyvaly retenci riznych slouc¢enin v zavislosti na koncentraci
acetonitrilu v mobilni fazi na kolonach Zr-PBD, b-ZrO; a Zr-C. Bylo prokazano, ze se
zavislost retence na koncentraci projevuje typickou kiivkou ve tvaru pismene ,,U* 3941
P#i mobilni fazi s vysokym obsahem ACN (81 - 95 %) se uhlikova vrstva na kolon¢ Zr-
C podili na retenci.* Mobilni faze se stava vice hydrofobni, zkousené analyty preferuji
hydrofilnéjsi ¢ast mobilni faze, ktera se hromadi u povrchu stacionarni faze, coz vede ke
zvyseni retence.*

Z chromatogramu je patrné, ze pfi zvySeni procentudlniho zastoupeni ACN se
retence acikloviru i guaninu zvysuje (obrazek €. 17). Ale piesné nelze urcit, zda se jedna

o interakci s uhlikovou vrstvou nebo povrchem Zr0,.%#! Dalsi zvyseni ACN v mobilni

fazi se neprovadélo z diivodu velmi nizkého pH vodné slozky (asi 0,8), které¢ by mohlo
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kolonu poskodit. Pfi pfidani MeOH do mobilni faze bylo mozné snizit zastoupeni vodné
slozky azna 5 %.
Bylo provedeno porovnani zmény retence po piidavku methanolu do mobilni faze.
Pomér methanolu zlistava stejny, méni se poméry acetonitrilu a vodné faze.
Slozeni mobilni faze:
1. ACN:MeOH: TFA-70:25:5 (v/v), pH vodné faze: 1,3; pH mobilni faze: 1,8
2. ACN:MeOH:TFA-65:25: 10 (v/v); pH vodné faze: 1,6; pH mobilni faze: 1,7
3. ACN:MeOH:TFA-60:25: 15 (v/v); pH vodné faze: 1,8; pH mobilni faze: 1,9
molarita TFA: 2,5 mM
teplota: 70 °C
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Obrazek ¢. 18: Retencni chovani vzorku smési acikloviru a guaninu v zavislosti na zmené vodné

faze. (1) 5 %, (2) 10 %, (3) 15 % vodné faze.

Komentar:

Po pfidani MeOH do mobilni faze (obrazek ¢. 18) se retence nepatrné snizila
oproti mobilni fizi bez methanolu (obratek ¢. 17). Pfi niz§im zastoupeni vodné faze
(10 % a 5 %) se rozsitily se elu¢ni zony a zvysilo se chvostovani pika (obrazek ¢. 18).

Proto se v dal$ich analyzach pracovalo s mobilni fazi obsahujici 15 % vodné slozky.
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5.6 Vliv zmény pH u 0,5 mM mobilni faze

Pozorovani vlivu pH mobilni faze na separaci acikloviru a guaninu. Mobilni faze
byla pouzita v poméru ACN : vodna faze — 85 : 15 (v/v) s 0,5 mM TFA.
Slozeni mobilni faze:

ACN : TFA -85 : 15 (v/v); pH vodné faze: 2,3

pH mobilni faze: 2,5; 1,3; 1,1

molarita TFA: 0,5 mM

teplota: 70 °C
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Obrazek ¢. 19: Retencni chovani ACI a GUA pri zméné pH mobilni faze. ACI — modra, oranzova,
cerna; GUA — Cervena, zelend, fialova. (1) pH = 2,5, (2) pH = 1,3, (3) pH = 1,1.
Komentar:

Na chromatogramu lze pozorovat s klesajicim pH snizeni retenénich ¢asti obou
slou€enin (obrazek €. 19). Dale je zietelné, Ze se snizujicim se pH se sniZuje 1 rozliSeni
pikd acikloviru a guaninu. Nizké pH ma kladny vliv na symetrii a tvar pikt. Povrch
zirkoniové kolony pti pH 1,1 a 1,3 vykazuje zaporny naboj a interaguje s kladné nabitym
aciklovirem a guaninem, dochazi pravdépodobné k repulzi analytii na zakladé iontovych

interakeci.
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Porovnéni zmény retence po piidani MeOH do mobilni faze a nasledné okyseleni

mobilni faze. Mobilni faze byla pouzita v poméru ACN : MeOH : vodna faze — 60 : 25 :

15 (v/v) s 0,5 mM TFA.
SloZeni mobilni faze:
ACN : MeOH : TFA - 60 : 25 : 15 (v/v); pH vodné faze: 2,3
pH mobilni faze: 2,5; 1,3; 1,1
molarita TFA: 0,5 mM
teplota: 70 °C
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Obrdazek ¢. 20: Retencni chovani ACI a GUA pri zméné pH mobilni faze za pridavku MeOH.
ACIl — modra, oranzova, cernda;, GUA — Cervenad, zelend, fialova. (1) pH = 2,5, (2) pH = 1,3, (3)

pH=11.

Komentar:

Pitidavek MeOH do mobilni faze opét zpusobuje pokles reten¢nich cast

zkoumanych analytl (obrazek €. 20) v porovnani s mobilni fazi bez MeOH (obrazek

¢.19). Okyseleni mobilni faze bylo provedeno kyselinou chlorovodikovou. Pii snizeni pH

mobilni faze s ptidavkem MeOH dochazi ke sniZeni reten¢nich ¢ast o polovinu, nez u

mobilni faze bez MeOH (obrazek €. 19). Pii neupravovaném pH mobilni faze (2,5) lze

pozorovat nejvetsi rozliseni (1,4) pikt acikloviru a guaninu a vyssi retenci, ale tyto piky

54



maji neuspokojivou symetrii a vytvaii se znacné chvostovani. Nizsi pH (1,1 a 1,3) snizilo
retenci nez u mobilni faze bez upravy pH a také se vyrazné zlepsila symetrie a tvar pikd.

Na obrazku €. 21 je zobrazené porovnani reten¢niho chovani acikloviru a guaninu
mezi mobilni fazi s methanolem a bez methanolu pti pH = 1,1 obou mobilnich fazi.
Slozeni mobilni faze:

ACN : TFA -85 : 15 (v/v); pH vodné faze: 2,3

ACN : MeOH : TFA —60 : 25 : 15 (v/v); pH vodné faze: 2,3

pH mobilni faze: 1,1

molarita TFA: 0,5 mM

teplota: 70 °C
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Obrazek ¢. 21: Retencni chovani acikloviru a guaninu pri pH = 1,1 mobilni faze. (1) 25 %

MeOH, (2) bez MeOH; ACI —modra, oranzovd, GUA — cervend, zelena.
Komentar:

Chromatogram znazoriiuje porovnani mobilnich fazi pfi pH = 1,1 za 25 %
ptidavku methanolu a bez methanolu. Pfidavek MeOH do mobilni faze zpiisobil pokles
retence obou analyt. Tvar a symetrie pikid analytl jsou u pH 1,1 vyrazné lepsi nez pfi
neupravovaném pH (obrazek ¢. 19 a ¢. 20), ale rozliSeni pika klesa (obrazek ¢. 21), proto

nizké pH neni vhodné pro dalsi spole¢nou analyzu acikloviru a guaninu.
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5.7 Vliv zmény poméru ACN a MeOH mobilni fazi

Porovnavani vlivu zmén pomért ACN a MeOH v mobilni fazi na retenci

acikloviru a guaninu. Vodna faze zistala u v§ech méfeni stejna - 15 %.

Slozeni mobilni faze:
ACN : MeOH : TFA-25:60 : 15 (v/v); pH: 2,9
ACN : MeOH : TFA -35:50: 15 (v/v); pH: 2,8
ACN : MeOH : TFA-50: 35: 15 (v/v); pH: 2,8
ACN : MeOH : TFA-60:25: 15 (v/v); pH: 1,9
pH vodné faze: 2,3
molarita TFA: 0,5 mM
teplota: 70 °C

reten¢ni faktory
zastoupeni methanolu
ACI GUA
25 % 3,5 2,6
35 % 3,1 3,4
50 % 3,5 3,4
60 % 3,2 3,3

Tabulka ¢. 6: Vliiv zmeény poméru methanolu na retenci acikloviru a guaninu.

Komentar:

Z tabulky ¢. 6 1ze vyvodit, Ze zvySovani zastoupeni MeOH v mobilni fazi nemélo
ptiznivy vliv na rozliSeni pikd acikloviru a guaninu. Retenéni ¢asy acikloviru a guaninu
byly prili§ blizko u sebe. Zastoupeni methanolu vétsi nez 25 % na ukor acetonitrilu je

nevhodné pro spole¢nou analyzu acikloviru a guaninu.
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Dalsim méfeni bylo vyzkouseno, zda ma mensi pomér MeOH v mobilni fazi (5 %
a 15 %) né&jaky vliv na retenci analytti. Bylo provedeno méfeni s 0,1 mM TFA v mobilni
fazi.
SloZeni mobilnich fazi:

1. ACN:TFA-85:15(v/v); pH: 2,6

2. ACN:MeOH: TFA-80:5:15 (v/v); pH: 2,6

3. ACN:MeOH: TFA-70:15:15 (v/iv); pH: 2,7

4. ACN: MeOH: TFA-60:25: 15 (v/v); pH: 3,0

teplota: 70 °C; pH vodné faze: molarita TFA: 0,1 mM
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Obrdazek ¢. 22: Retencni chovani ACI a GUA v riizném pomeéru ACI : MeOH mobilni faze.
ACIl — modra, oranzova, ¢ernd, hnéda, GUA — Cervend, zelena, fialova, zluta. (1) ACN : TFA-
85:15,(2) ACN: MeOH : TFA—-80:5:15,(3) ACN: MeOH : TFA-70:15: 15, (4) ACN
:MeOH : TFA-60:25: 15.

Komentaf:

Pro dalsi analyzu byla vybrana mobilni faze 0,1 mM s pfidavkem MeOH od 5 -
25 %. S ptidavkem MeOH se retence obou sloucenin snizuje (obrazek ¢. 22). Také Ize
pozorovat sniZeni rozliSeni mezi piky acikloviru a guaninu. S rostoucim zastoupenim

methanolu v mobilni fazi se jen nepatrné zlepSuje symetrie piku.
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6. Zavér

V teoretické ¢asti se diplomova prace zabyva popisem acikloviru z pohledu
fyzikalné-chemickych vlastnosti a farmakologickych vlastnosti, zahrnujicich
farmakokinetiku, mechanismus uc¢inku, indikace a dostupné 1ékové piipravky na trh v
Ceské republice. Je také zminén guanin jako degradaéni produkt acikloviru. Druhy dil
teoretické ¢asti tvoti ivod do vysokoucinné kapalinové chromatografie, popis zékladnich
chromatografickych systému, staciondrnich fazi a detektori. Nésledné se zmifnuje o
progresivni metodé HILIC - hydrofilni interak¢éni chromatografii se spojenim S
chromatografickymi kolonami na bazi oxidu zirkonicitého.

Experimentalni ¢ast diplomové prace popisuje Vlivy ruznych analytickych
podminek na separaci acikloviru a guaninu. Prvni popsany faktor byla teplota analyzy.
Bylo sledovéno, Ze zvysujici se teplota snizuje retenci acikloviru a guaninu.

Dal$im pozorovanym faktorem, ktery ma vyznamny vliv na retenci, je pfitomnost
octanu amonného nebo trifluoroctové kyseliny riznych molarit v mobilni fazi.
Pfitomnost octanu amonného jako Lewisovy baze vytvaii soutéz pro vyménu ligandi 0
Lewisovy kyseliny na povrchu zirkoniové kolony. Cim je koncentrace octanu amonného
vy$§i, tim jsou vice obsazena vazebna mista a tim klesa retence analytt.

Nasledné€ jsou popsané rizné poméry organické a vodné slozky v mobilni fazi,
byla zkousSena i mobilni faze s riznym pfidavkem methanolu. Vysoky obsah ACN
(81 — 95 %) zptsobuje, ze mobilni faze je vice hydrofobni, zkouSené analyty preferuji
hydrofilngjsi ¢ast mobilni faze, ktera je u povrchu zirkoniové kolony. Tento jev vede ke
zvySeni retence acikloviru a guaninu.

Ptidavek methanolu do mobilni faze vede celkove ke snizeni retence obou analyt oproti
mobilni faze bez methanolu a zaroven se také zlepSuje symetrie pikit ACI a GUA.

Byl také popsan vliv pH mobilni faze na retenci acikloviru a guaninu. Nizké pH
(1,3 a 1,1) ma kladny vliv na symetrii a tvar pikil analytd, ale rozliSeni piki je velmi nizké.

Pii eluci acikloviru a guaninu na Zr-C kolon¢ pii HILIC podminkach
pravdépodobné dochdzi ke komplexnimu mechanismu na principu vymény ligandi,
hydrofobnich a hydrofilnich interakci a do separace také zasahuje uhlikova vrstva
stacionarni faze. NejlepSich vysledkil pfi separaci analyti bylo dosaZzeno u mobilni faze

s pomérem ACN : MeOH : TFA (60 : 25 : 15) pfi molarité¢ TFA 5 mM.
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