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1 UVOD

Jednim zvelkych problémid soudasné civilizace je rychle rostouci pocet
nadorovych onemocnéni, v Ceské republice jsou dokonce druhou nejéastéjsi ptic¢inou
umrti. Ackoli bylo vyvinuto mnoho uéinnych 1lékd a technik boje s rakovinou,
nejdulezitéjsi podminkou pro tspésnou 1é¢bu nadoru je jeho véasné odhaleni. Sou¢asna
medicina ma nastésti k dispozici fadu zobrazovacich metod, napf. radiodiagnostické
metody PET (Positron Emission Tomography) a SPECT (Single Photon Emission
Computer Tomography) [1] nebo tomografii MRI (Magnetic Resonance Imaging) [2].
Pravé MRI se v poslednich dvaceti letech stala jednou z nejuéinnéjSich neinvazivnich
diagnostickych metod.

K dosazeni lep$iho zobrazeni nadoru (Obr.1) se u vSech téchto metod pouzivaji
kontrastni latky, jejichZ zakladem jsou slou¢eniny pfechodnych kovii a lanthanoidi. Pro
pouziti v klinické praxi musi byt tyto pro ¢lovéka znaéné toxické ionty kovi aplikovany
ve formé komplexu, ktery je dostateéné stabilni jak z hlediska termodynamického

(stabilita v pfitomnosti konkurenénich biogennich ligandi), tak z hlediska kinetického.

a) b)

nador

Obr. 1: Snimky mozku pofizené pomoci MRI bez pouziti kontrastni latky (a) a s

pouzitim kontrastni latky (b).

Mezi nejéastéji pouzivané kontrastni latky v MRI patii komplexy trojmocného
gadolinia, ve kterych je ligandem polykarboxylatovy derivat cyklenu
(1,4,7,10-tetraazacyklododekan — Obr. 2a), napt. H{DOTA (kyselina 1,4,7,10-tetraaza-
cyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova — Obr. 2b). Tyto ligandy jsou schopné koordinovat



kation gadolinia aZ osmi koordina¢né-kovalentnimi vazbami a vytvofit tak velice

stabilni komplex.

a) H /\ H b) —~ N\~
[N Nj HOOC [N Nj COOH
AN Hooc—"™N__MN_cooH

Obr. 2: Struktura cyklenu (a) a HyDOTA (b).

Polykarboxylatové derivaty cyklenu se casto pfipravuji pomémeé slozZitou
nékolikastuptiovou syntézou. Cisténi jednotlivych reakénich meziprodukti je obtizné,
protoze vedle Zadané latky nelze zabranit vzniku vedlejSich produkti s velmi
podobnymi vlastnostmi (rozpustnost, tékavost atd.). Ani opakovanou sloupcovou
chromatografii nelze dosdhnout Ccistoty pozadované pro pouziti v klinické praxi.
V literatufe zatim nebyla popsana Zz4adnd dostate¢né G¢innd metoda separace
polykarboxylatovych derivata cyklenu.

Cilem této prace je tedy piedevSim zjistit, zda je vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) vhodnd metoda pro separaci polykarboxylatovych derivata
cyklenu a dale pak nalezeni optimalnich podminek separace v budoucnu vyuzitelnych

pro preparativni HPLC.



2 TEORETICKA CAST

2.1 MAGNETIC RESONANCE IMAGING (MRI)

MRI tomografie [3] je zaloZzena na sledovani chovani jader s magnetickym
momentem ve vnéj$im magnetickém poli, tedy na stejném principu jako nuklearni
magnetickd rezonance (NMR). Jelikoz lidské télo obsahuje kolem 60 % vody, jako
nejvyhodnéjsi se ukdzalo meéfeni signadlu jader vodiku (‘H) v molekulach vody.
Jednotlivé tkané€ liSici se obsahem vody, napt. tkan postizena rakovinnym bujenim
oproti zdravé, pak poskytuji rizné€ intenzivni signal, ktery mtize byt zpracovan do 2D
popi. 3D obrazki.

Chovani a tedy i signal molekul vody v magnetickém poli zdsadnim zplisobem
ovliviiuje pfitomnost paramagnetickych latek. Proto se pro MRI vyuzivaji kontrastni
latky zaloZené na gadolinitém iontu (sedm neparovych elektronl, maximalni spinovy
moment). Uéinnost kontrastni latky vyjadfuje veli¢ina relaxivita, ktera zavisi na mnoha
parametrech, napf. teplota, po€et molekul vody koordinovanych ke gadolinitému iontu,
rychlost vymény koordinované molekuly vody, elektronické parametry Gd’* iontu atd.
Vyvoj novych vhodnych ligandi s lep§imi vlastnostmi je jednou z moznosti, jak zvysit
relaxivitu.

Koordina¢ni ¢islo gadolinitého iontu je 8 nebo 9 podle objemnosti ligandd. Aby
byl ligand vhodny pro tvorbu kontrastni latky, musi byt schopny vytvofit s Gd**
dostate¢né pevny komplex, ale souasné nesmi branit pfenosu magnetické informace
mezi kovovym iontem a okolnim roztokem. Idealni ligand tedy bude trojmocny kation
gadolinia koordinovat osmi donorovymi atomy tak, aby devaté misto mohlo byt
obsazeno molekulou vody, jejiz vyménou dochazi k pfenosu magnetické informace
mezi kontrastni latkou a okolnim roztokem. Polykarboxylatové derivaty cyklenu splituji
obé podminky — jsou schopné ion gadolinia koordinovat azZ osmi donorovymi atomy a
jsou stericky malo naro¢né, ¢imZ umoziiuji obsazeni posledniho koordinaéniho mista

molekulou vody (Obr. 3).
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Obr. 3: Komplex Gd**-DOTA, devaté koordinaéni misto obsazeno molekulou vody.

2.2 POLYKARBOXYLATOVE DERIVATY CYKLENU

vvvvvv

zastupcll dnes jiz velmi Siroké ,rodiny* polyazamakrocykld [4]. Ackoli byly poprvé
zminény jiZ roku 1937 van Alphenem, nejvét§i rozvoj zaznamenaly aZz ve druhé
poloviné 20. stoleti [5]. Byla pfipravena fada derivati polyazamakrocykli s Sirokym
uplatnénim (katalyza, biomedicina, ¢i§téni vody od tézkych kovi atd.) [6-10].
Polykarboxylatové derivaty cyklenu jsou skupinou latek, kterd zaznamenala
obrovsky rozvoj zejména v poslednich dvaceti letech. Jak jiz bylo zminéno vyse, 1ze je
vyuzit jako nosice t€zkych kovi a lanthanoidd a jsou proto vhodnymi ligandy novych

kontrastnich latek pro MRI.

2.2.1 PREHLED STUDOVANYCH POLYKARBOXYLATOVYCH DERIVATU
CYKLENU

Polykarboxylatové derivaty cyklenu studované v této praci je mozné rozdélit do
dvou zakladnich skupin, které se zasadné li§i svymi fyzikdlnimi i chemickymi
vlastnostmi (acidobazické vlastnosti, rozpustnost, schopnost tvofit amfionty atd.). Prvni
skupinou jsou tzv. kyselé derivaty cyklenu a patéi do ni polykarboxylatové derivaty
cyklenu s pfevazujicim kyselym charakterem. Druhou skupinou jsou tzv. esterové
derivaty cyklenu s isté bazickym charakterem. Esterové derivaty cyklenu jsou
prekurzory syntézy kyselych derivati cyklenu, nicméné jako kontrastni latky pro MRI

nejsou vhodné.
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KYSELE DERIVATY CYKLENU

Struktura Oznaceni
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Systematicky nazev

kyselina 1,4,7,10-
-tetraazacyklododekan-

-1,4,7,10-tetraoctova

kyselina-1,4,7,10-
-tetraazacyklododekan-

-1,4,7-trioctova

kyselina-1,4,7,10-
-tetraazacyklododekan-4,7,10-

-trioctova-1-methylfosfinova

kyselina-1,4,7,10-
-tetraazacyklododekan-4,7,10-
-trioctova-1-[methyl(2-
-karboxyethyl)fosfinova]

kyselina-1,4,7,10-
-tetraazacyklododekan-4,7,10-
-trioctova-1-{methyl[(4-

aminofenyl)methyl]fosfinova}

kyselina-1,4,7,10-
-tetraazacyklododekan-4,7,10-

-trioctova-1-methylfosfonova



ESTEROVE DERIVATY CYKLENU

Struktura Oznadeni Systematicky nazev
t—BuOOC/\N/ H\N bis(terc-butylester) kyseliny
[ j Bu;DO2A 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
t-BuooC— "\ 1,4-dioctové
t—BuOOC/\N/ H\N tris(terc-butylester) kyseliny
[ j Bu;DO3A 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
t-BuOOC\/N\ /N\/COOt-Bu 1,4,7-trioctové
t.Buooc/\N/ \N/\COOt-Bu tetrakis(terc-butylester) kyseliny
[ j Bu,DOTA 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
t-BuOOC \/N\ /N\/COOt-Bu -1,4,7,10-tetraoctové

2.2.2 VLASTNOSTI POLYKARBOXYLATOVYCH DERIVATU CYKLENU
DULEZITE PRO HPLC SEPARACI

Molekuly polykarboxylatovych derivati cyklenu obsahuji vedle &isté
nepolarnich ¢asti také zna¢né polarni funkéni skupiny. Separace tedy mize byt zaloZena
na hydrofobnich i hydrofilnich interakcich, které se budou uplatiiovat riznou mérou
podle konkrétni slouceniny. Dal§i pro chromatografii dilezitou vlastnosti
polykarboxylatovych derivati cyklenu je schopnost tvofit amfionty. VSechny derivaty
cyklenu totiz ve svych molekulach obsahuji aminoskupiny schopné protonizace, kyselé
derivaty cyklenu navic jesté karboxylové a fosfinatové resp. fosfonatové skupiny, které
se mohou naopak deprotonovat [11] (Obr. 4). V Tab. 1 jsou shrnuty disocia¢ni
konstanty kyselych derivati cyklenu [11-15]. Vysledny naboj jejich molekul se
pohybuje od +3 do -5 podle pH prostiedi. Hodnoty disocianich konstant esterovych

12



derivati cyklenu publikovany nebyly. Lze vSak ocekavat, Ze zaporny logaritmus
posledni disocia¢ni konstanty terciarni aminoskupiny bude pfiblizné 9-10, sekundarni

11-11,5. Hodnota ptedposledni disocia¢ni konstanty bude posunuta asi o jednotku niz.

COOH Q . _COOH
HOOC—\ /—\+ /\l':"/\/ HOOC—\ /—\+ /\lg/\/
NH* N . NH* N
o) -H o
. 2 . - 2H*
Hooc—N_MN_coon -0ocN_MN__coon pH~2-45
-00C—\./ "\ /\'O'/\/ COOoH

[NH” N] Z_

*HN
OOC\/ _/ —COO

? . coo _H+
'OOC/\N/ \N/\p/\/ 00CT\ / \ ~p /\/
e == E

) N N pH ~ 8-10,5
O0C—"\ / \-COO -0oc-_N \__/ \/coo

Obr. 4: Priklad deprotonace polykarboxylatového derivatu cyklenu (HsDO3AP™™)

v zéavislosti na pH [11].

Tab. 1: Hodnoty disocia¢nich konstant kyselych derivatd cyklenu

pKa  pKa pKa pKa  pKa  pKa

literatura
(HeL) (HsL) (H,L) H;L) (HpL) (HL)
H,DOTA 2,36 4,13 4,60 9,72 11,90 [12]
H;DO3A 3,48 4,43 9,24 11,59 [13]

H,DO3AP" 1,19 2,18 328 466 942 1225 [14]
HsDO3AP™™ 193 3,10 434 504 944 12,68 [11]
H,DO3AP*®" 124 271 411 511 960 12,55 [11]

HsDO3AP 1,63 3,09 4,34 6,54 10,35 13,83 [15]
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2.3 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (HPLC)

Princip chromatografie byl objeven na pocatku 20. stoleti ruskym botanikem
Cvétem. Teoretické zéklady moderni kapalinové chromatografie byly sice poloZeny jiz
roku 1941 A.J. P. Martinem a R. L. M. Syngem [16], nicméné moderni HPLC pracujici
za vysokého tlaku se zacala pouzivat az o tficet let pozdéji. Hlavnim divodem tohoto
,»Zpozdéni* byly obtize s ptipravou staciondrni faze s dostate¢n¢ malymi a uniformnimi
¢asticemi. Od té doby urazila HPLC dlouhou cestu a stala se nejpouzivanéjsi
analytickou separani metodou vibec. Nyni se vyvoj HPLC ubird smérem
k miniaturizaci kolon a spojovani sudinnymi metodami detekce, napf. spojeni
s hmotnostni spektrometrii (LC-MS).

Hlavni vyhodou HPLC je jeji univerzalnost. S Zadnou jinou vysoce u¢innou
separatni metodou v soucasnosti nelze analyzovat latky polarni, nepolarni i iontové
povahy, t€kavé i malo tékavé, s relativni molekulovou hmotnosti od jednotek do tisica.
Dal$imi klady HPLC jsou jist¢ i mozZnost ovliviiovat separaci sloZenim mobilni faze
(narozdil od plynové chromatografie) a pomémé snadné prevedeni metody do
preparativniho méftitka.

Jako kazda metoda ma samoziejmé i HPLC nékteré nevyhody. Tou nejvétsi je

jist¢ drahy provoz dany zejména spotfebou velmi istych rozpoustédel. Oproti plynové

[ 24

2.3.1 CHROMATOGRAFIE S OBRACENYMI FAZEMI (RP-HPLC)

Chromatografii jako separa¢ni metodu zaloZenou na rozdélovani latek mezi dvé
nemisitelné faze lze rozdélit podle dominantniho separaéniho mechanismu do nékolika
kategorii. Jde o adsorpéni, rozdélovaci, iontové vyménnou, iontové parovou, vyluovaci
a afinitni chromatografii. Pfi separaci se obvykle uplatiiuje vice typt interakci soucasné.

Chromatografii lze délit také podle polarity stacionarni faze vici mobilni.
Systém tvofeny polarni stacionarni fazi a nepolarni mobilni se nazyva chromatografii
s normalnimi fazemi. Nejtypi¢téj§im zastupcem normalni stacionarni faze je silikagel,
jako mobilni faze se pak pouZivaji nepolarni rozpoustédla (hexan, heptan, toluen atd.).
Pokud je stacionarni faze méné polarni neZ mobilni, jde o chromatografii s obracenymi

neboli reverznimi fazemi (RP-HPLC). Vtomto modu chromatografie se silikagel

14



pouziva pouze jako nosi¢, na ktery je nepolarni stacionarni fize navazana chemicky
(Obr. 5). Mobilni fazi je potom smés polarniho organického rozpoustédla (methanol,
acetonitril atd.) a vody. Nejbé€znéjs§i reverzni faze jsou tvofeny navazanymi
oktadecylovymi (C18) nebo oktylovymi (C8) fetézci. Pouzivaji se ale také polarné;jsi

stacionarni faze, mezi které patfi napt. fenylova, aminopropylové nebo kyanopropylova

faze.

~Si—OH ~8i—OH .

Nei NGi—O—-Qi -(CH3)417CH3

\s: O, 2 sicichy),R \S' O~Si(CHa)R (CH3)7CHs
Si—OH ~2HCI  §i—OH -(CH3)3NH, atd.

Si—OH 8§i—0-Si(CHy),R

Obr. 5: Schéma pfipravy reverzni stacionarni faze.

RP-HPLC s navazanou staciondrni fazi je v soucasnosti pouZivdna mnohem
¢astéji nez chromatografie s normalnimi fazemi. Oproti normalni fazi ma totiz fadu
vyhod — zejména $ir§i okruh analyti, které je na ni mozné separovat, rychlé ustavovani
rovnovahy v koloné, moznost pouziti relativné levnych mobilnich fazi a lepsi
reprodukovatelnost. Chemicky vazané faze na bazi silikagelu maji dvé zakladni
nevyhody. Prvni znich je omezena stabilita v silné kyselém a bazickém prostiedi
(vyuZitelny rozsah pH je asi 2-8), druhou pak je pfitomnost nezreagovanych
silanolovych skupin (Si-OH) na povrchu silikagelu (Obr. 6a), které mohou negativné

ovliviiovat separaci zejména bazickych latek.

2.3.2 VYBRANE TYPY STACIONARNICH FAZI

Klasicka reverzni faze C8 s blokovanymi silanolovymi skupinami

Klasickd reverzni fiaze C8 je tvofena nerozvétvenymi oktylovymi fetézci.
Zbytkové silanolové skupiny jsou blokovany (tzv. endcappovany) trimethylsilanovymi
skupinami (Obr. 6b) a proto je pfimo vyrobcem doporuovéna pro déleni bazickych
latek. Separace na této stacionarni fazi je zaloZena pfedevS§im na hydrofobnich

interakcich [17].
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PV N N\ VN N\

Obr. 6: Schéma stacionarni faze s navazanymi oktylovymi fetézci a volnymi (a) resp.

endcappovanymi (b) silanolovymi skupinami.

Aminopropylova stacionarni faze (Biospher PSI 200 NH)

Jednd se o jednu znejpolarnéjSich reverznich fazi, navic s nechranénymi
zbylymi silanolovymi skupinami (Obr. 7). Mezi analyty a aminopropylovou stacionarni
fazi se budou uplatiiovat zejména hydrofilni interakce. Aminoskupiny a nechranéné

silanolové skupiny se navic mohou chovat jako slaby iontoménic.

Obr. 7: Schéma aminopropylové stacionarni faze.

N-alkylamidova stacionarni faze (Ascentis RP-Amide)

Stacionarni faze se zakotvenou (tzv. embedded) amidovou skupinou (Obr. 8) je
jednou z novéjsich typl kolon a pfedpoklada se, Ze ¢asem miuze jako ,.kolona prvni
volby* nahradit klasickou C18. Zakotvené amidové skupiny funguji jako velmi u¢inné
chranéni volnych silanolovych skupin [18]. Oproti klasické C18 mohou byt analyty
zadrzovany nejen prostiednictvim hydrofobnich interakci, ale také pies interakce

hydrofilni.
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Obr. 8: Schéma N-alkylamidové stacionarni faze.

Pentafluorofenylpropylova stacionarni faze (Discovery HSF5)

Zakladni charakteristikou pentafluorofenylpropylové stacionarni faze (Obr. 9) je
tzv. U-shape retention [19]. Pfi separaci polarnich analytd se totiz podle mnoZstvi
organického rozpoustédla v mobilni fazi chova bud’ jako reverzni nebo jako normalni
faze. Pokud je zavislost retence na mnoZzstvi organického modifikatoru v mobilni fazi
vynesena do grafu, vysledkem je kfivka ve tvaru pismene U (Obr. 10). Pii pouZiti
mobilni faze s malym obsahem organické slozky je déleni na pentafluorofenylpropylové
stacionarni fazi zaloZzeno pfevazné na hydrofobnich (n—m) interakcich, ale pii pouziti
mobilni faze svysokym obsahem organického rozpoustédla ptevazuji interakce
hydrofilni, zejména iontové vyménné a tvorba vodikovych vazeb mezi analytem a
stacionarni  fazi. Pravé diky velkému mnozstvi mozZnych interakci je
pentafluorofenylpropylova stacionarni faze doporuovana pro analyzu latek obtizné
separovatelnych na klasické reverzni fazi. Nevyhodou této stacionarni faze je pomérné

obtizna predikce chovani separovanych latek.

F
c F F
o) F
23
F
F F

F

Obr. 9: Schéma pentafluorofenylpropylové stacionarni faze.
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Obr. 10: Zavislost retence na mnozstvi organického rozpoustédla v mobilni fazi

(U-shape retention).

2.4 DETEKCE V HPLC

Citliva metoda detekce je stejné dilezita jako vlastni HPLC separace. Nejbéznéji
pouzivanym typem detektoru je opticky UV-VIS, popt. diode array detektor. Méfeni se
provadi pfi vinové délce, pfi které analyt maximalné absorbuje a naopak mobilni faze
absorbuje co nejméné. Existuji samoziejmé i latky, pro které UV-VIS detekce neni
vhodné. Jde ptedevsim o latky vyrazné absorbujici jen pfi vinovych délkach pod 200
nm. V této oblasti UV spektra totiz zna¢n¢ absorbuji rozpoustédla bézné€ pouzivana jako
soucast mobilni faze pro RP-HPLC (acetonitril, methanol).

Dal$i moznosti detekce jsou detektory zaloZzené na elektrochemickych
principech [20-23]. Mezi jejich nejvétsi vyhody patfi relativné snadna konstrukce, velka
citlivost a také fakt, ze méfenou veli¢inou je pfimo elektricky proud popi. napéti.
Nevyhodou je zejména kontakt detekéni elektrody s analyzovanym roztokem, ktery
miiZe vést ke zménam na povrchu elektrody a ¢asové nestabilité signalu. Pro odstranéni
tohoto nedostatku lze v ptipadé vodivostni detekce pouzit bezkontaktniho uspofadani

detekeni cely.

2.4.1 BEZKONTAKTNI VODIVOSTNI DETEKTOR (CCD)

Jednou z moznosti, jak detekovat nabité latky, které malo absorbuji v UV-VIS

oblasti, je pouziti bezkontaktni vodivostni detekce (CCD) [24,25]. Ackoli jde o
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pomé€mné Castou metodu detekce v kapilarni zénové elektroforéze, v RP-HPLC byla
zatim pouZita pouze sporadicky [26]. Divodem muze byt to, Ze pomoci RP-HPLC je
separovano pomémé malo latek majicich naboj, ktery je hlavni podminkou pro pouZiti
CCD detekce. Dal$im omezenim pouziti CCD je nutnost pouZiti mobilni faze o malé
vodivosti, tedy bez pfidavku kyseliny, pufru nebo iontové parového ¢inidla.

Vlastni CCD detektor je zafizeni skladajici se zdetekéni cely se dvéma
elektrodami, zdroje vysokofrekvenéniho sinusového sttidavého napéti a obvodu pro

meéfeni proudu (Obr. 11).

Generator
‘ napéti

zpracovani
signalu

Elektronické D

Obr. 11: Schéma bezkontaktniho vodivostniho detektoru (1-PTFE kapilara,
2 - platinové elektrody pokryté 5 pum vrstvou PTFE, 3 - tavné lepidlo, 4 - vystup

mobilni faze z kolony).

Na prvni elektrodu je z generatoru piivadéno stfidavé napéti o takové frekvenci,
aby stfidavy proud prosel ptes vrstvu izolantu (PTFE obal elektrody) do analyzovaného
roztoku. Druhd elektroda slouzi jako pfijima¢ elektrického signalu, tzn. stfidavého
proudu, prochazejiciho analyzovanym roztokem. Velikost stfidavého proudu tekouciho
mezi elektrodami zavisi nejen na elektrické vodivosti roztoku umérné koncentraci
analytu, ale i na jeho permitivité. Voda ma podstatné vétSi permitivitu nez vétSina
organickych latek, z ¢ehoz vyplyva jedna z nevyhod bezkontaktni vodivostni detekce —
i mald zména obsahu vody v mobilni fazi zpusobi velkou zménu signalu CCD, coz vede

napf. k vyraznym systémovym pikim [27, 28].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 PRISTROJOVE VYBAVENI

Meéfeni byla provadéna na kapalinovém chromatografu, ktery se skladal
z &erpadla LCP 4000 (Ecom, CR), spektrofotometrického UV detektoru LCD 2084
(Ecom, CR) a davkovaciho ventilu s 10 pl smy&kou (Ecom, CR). K vyvoji metody
separace byly pouzity tyto kolony: RP Select B (C8), 125 x 4 mm (Merck, SRN),
Biospher PSI 200 NH, 150 x 4,6 mm (Labio, CR), Ascentis RP-Amide, 250 x 4,6 mm
(Supelco, USA) a Discovery HSFS, 150 x 4,6 mm (Supelco, USA). Ziskana data byla
zpracovana softwarem CSW 1.7 od firmy Data Apex (Praha, CR).

Ve druhé fazi prace byl za UV detektor pfipojen bezkontaktni vodivostni
detektor (CCD) zkonstruovany prof. F. Opekarem na Katedfe analytické chemie
Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze [29]. Jako zdroj
vysokofrekvenéniho sinusového napéti pro CCD byl pouzit generator FG 503 (Motech
Industries, USA).

3.2 POUZITE CHEMIKALIE

Methanol a acetonitril LiChrosolv pro HPLC a kyselina mraven¢i (98-100%)
byly od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Kyselina octova (99%), kyselina
trifluoroctova (98%) a triethylamin (99,5%) byly od firmy Fluka (Neu-Ulm, Némecko).
Kyselina fosfore¢na (85%), hydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrogenfosfore¢nan sodny
a hydroxid draselny vie v &istot& p.a. byly od firmy Lachema (Brno, CR).

Vsechny studované polykarboxylatové derivaty cyklenu s vyjimkou tBu,DO2A
byly syntetizovany skupinou prof. I. Luke§e a doc. P. Hermanna na Katedfe
anorganické chemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze podle postupli
[11, 30-34]. rBu;DO2A byl piipraven ing. M. Lorencem na Katedfe organické chemie
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze postupem [35].

Deionizovana voda pouZivana v této praci byla pfipravena pfistrojem Milli-Q

(Millipore Corporation, USA) pracujicim na principu reverzni osmozy.
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3.2.1 PRIPRAVA MOBILNICH FAZI A VZORKU PRO ANALYZU

Vzorky pro analyzu o koncentracich 1.10° mol.dm®, 1.10* moldm> a
5.10°mol.dm®  byly pipraveny  rozpu§ténim odpovidajicich  mnozZstvi
polykarboxylatovych derivatd cyklenu v mobilni fizi a uchovavany v lednici.

Mobilni faze byly pfipraveny smisenim organického rozpoustédla
s deionizovanou vodou, vodnym roztokem kyseliny nebo pufru v daném poméru a pied
pouzitim 15 minut sonifikovany pfistrojem Elmasonic S15H (P-LAB, CR).
Fosfore¢nanovy pufr (pH=7,1) byl pfipraven rozpu§ténim ptFislusného mnozstvi
hydrogenfosfore¢nanu sodného a dihydrogenfosforeénanu sodného v deionizované
vodé. Octanovy, mravencanovy a fosfore¢nanovy pufr (pH =2,1) byl pfipraven
¢asteCnym zneutralizovanim pfislusnych kyselin hydroxidem draselnym. Hodnoty pH
vodné slozky mobilni faze byly méfeny na pH metru Jenway 4330 (Essex, Velka

Britanie) s kombinovanou sklenénou elektrodou.

3.3 EXPERIMENTALNI PODMINKY

Vsechna meéfeni byla provadéna pti laboratorni teploté. Davkovany objem
vzorkt byl 10 ul, priitok mobilni fize byl 0,5 ml.min™'. Pro UV detekci byla zvolena
vlnova délka 200 nm. Zdroj vysokofrekven¢niho napéti pro CCD pracoval pfi frekvenci
100 kHz a amplitudé 4 V. Pfehled mobilnich fazi pouZitych pro vyvoj metody separace

na jednotlivych kolonach je uveden v tabulkach 2-5.

Tab.2: Piehled mobilnich fazi pouzitych pro vyvoj metody na koloné RP Select B

(Cast 1)
organicka slozka vodna slozka % (v/v)
methanol deionizovana voda 85:15
methanol deionizovana voda 65:35
methanol deionizovana voda 15:85
methanol 10 mM fosfore¢nanovy pufr (pH=2,1) 85:15
methanol 10 mM fosfore¢nanovy pufr (pH=2,1) 35:65
methanol 0,5% kyselina fosfore¢na (pH=2,1) 85:15
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Tab. 2: Pfehled mobilnich fazi pouzitych pro vyvoj metody na koloné RP Select B

(Cast 2)
organicka slozka vodna slozka % (V/V)
acetonitril deionizovana voda 85:15
acetonitril deionizovana voda 65:35
acetonitril deionizovana voda 15:85
acetonitril 0,5% kyselina fosfore¢na (pH=2,1) 85:15
acetonitril 0,5% kyselina fosfore¢na (pH=2,1) 35:65
acetonitril 0,05% kyselina trifluoroctova (pH=3,0) 50:50
acetonitril 0,05% kyselina trifluoroctova (pH=3,0) 35:65

Tab. 3: Ptehled mobilnich fazi pouzitych pro vyvoj metody na kolon¢

Biospher PSI 200 NH
organicka slozka vodna slozka % (v/v)
methanol deionizovana voda 85:15
methanol deionizovana voda 35:65
methanol 0,1% kyselina mravenci (pH=2,6) 65:35
methanol 0,1% kyselina mravenéi (pH=2,6) 35:65
methanol 0,05% triethylamin (pH=9,0) 65:35
acetonitril deionizovana voda 85:15
acetonitril deionizovana voda 65:35
acetonitril deionizovana voda 35:65

Tab. 4: Pfehled mobilnich fazi pouzitych pro vyvoj metody na koloné
Ascentis RP Amide (¢ést 1)

organicka slozka vodna slozka % (V/V)
methanol deionizovana voda 85:15
methanol deionizovana voda 65:35
methanol deionizovana voda 35:65
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Tab. 4: Prehled mobilnich fazi pouzitych pro vyvoj metody na koloné

Ascentis RP Amide (¢ast 2)

organicka slozka vodna slozka % (v/v)
methanol 10 mM mravenc¢anovy pufr (pH=3,5) 85:15
methanol 10 mM mravencanovy pufr (pH=3,5) 35:65
acetonitril deionizovana voda 85:15
acetonitril deionizovana voda 65:35
acetonitril deionizovana voda 35:65
acetonitril 10 mM mravenc¢anovy pufr (pH=3,5) 85:15
acetonitril 10 mM mravencanovy pufr (pH=3,5) 75:25
acetonitril 10 mM mravencanovy pufr (pH=3,5) 65:35
acetonitril 10 mM mraven¢anovy pufr (pH=3,5) 35:65
acetonitril 10 mM mravencanovy pufr (pH=3,5) 15:85
acetonitril 10 mM fosfore¢nanovy pufr (pH=7,1) 35:65
Tab. 5: Ptehled mobilnich fazi pouzitych pro vyvoj metody na koloné
Discovery HSF5S (¢ast 1)
organicka slozka vodna slozka % (V/v)
methanol deionizovana voda 95:5
methanol deionizovana voda 90:10
methanol deionizovana voda 85:15
methanol deionizovana voda 65:35
methanol deionizovana voda 35:65
methanol deionizovana voda 15:85
methanol 10 mM fosfore¢nanovy pufr (pH=2,1) 85:15
methanol 10 mM octanovy pufr (pH=4,7) 85:15
acetonitril deionizovana voda 85:15
acetonitril deionizovana voda 75:25
acetonitril deionizovana voda 65:35
acetonitril deionizovana voda 35:65
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Tab. 5: Prehled mobilnich fazi pouzitych pro vyvoj metody na koloné

Discovery HSFS5 (Cast 2)

organicka slozka vodna slozka % (v/v)
acetonitril 10 mM fosfore¢nanovy pufr (pH=2,1) 75:25
acetonitril 0,1% kyselina mravenc¢i (pH=2,6) 75:25
acetonitril 10 mM mraven¢anovy pufr (pH=3,5) 85:15
acetonitril 10 mM octanovy pufr (pH=4,7) 75:25
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro vyvoj metody separace pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie se
obecné pro latky s molarni hmotnosti do 2000, které jsou rozpustné ve vodnych
roztocich organickych rozpustédel, jako stacionarni faze prvni volby doporucuje
klasicka reverzni faze C8 nebo CI18 [36]. Pravé takovymi latkami jsou
polykarboxylatové derivaty cyklenu. Na zakladé jejich struktury lze piedpokladat, ze
kromé hydrofobnich interakci mize byt jejich separace zaloZena i na hydrofilnich
interakcich. Z $irokého spektra stacionarnich fazi proto byly k vyvoji metody separace
krom¢ klasické reverzni faze pouzity i nékteré ¢asteéné polarni reverzni faze.

Pfi hledani vhodné mobilni faze byly nejprve testovany jednoduché
dvouslozkové smeési organického modifikatoru svodou. Pokud nebylo dosazeno
uspeésné separace, bylo pH mobilni faze upravovano pfidavkem kyseliny, baze nebo

pufru.

4.1 KOLONA RP SELECT B

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, kolona RP Select B je klasickou stacionarni
fazi C8 s blokovanymi silanolovymi skupinami. Pro vyvoj metody separace
polykarboxylatovych derivati cyklenu byla zvolena jako vychozi stacionarni faze
hlavné ztoho duvodu, ze je diky nizké silanolové aktivit¢ vhodnd pro analyzu
bazickych latek. Navic vykazuje pomémé zna¢nou hydrofobicitu, srovnatelnou

s n¢kterymi stacionarnimi fazemi C18 [37].

4.1.1 JEDNODUCHE MOBILNIi FAZE

Polykarboxylatové derivaty cyklenu jsou dostate¢né rozpustné jak v methanolu
tak v acetonitrilu, a proto byla obé tato rozpoustédla pouZita jako zéklad mobilnich fazi
(pfesné slozeni viz. Tab. 2, str. 21).

Ackoli je acetonitril silngj$i elu¢ni ¢inidlo neZ methanol, retencni Casy

polykarboxylatovych derivati cyklenu ziskané pfi pouZziti mobilni fize se stejnym
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obsahem methanolu resp. acetonitrilu ve vodé se prakticky neliSily. Pravdépodobnym
divodem je malé zadrzovani polykarboxylatovych derivatd cyklenu zpisobené ptilis
slabymi hydrofobnimi interakcemi se stacionarni fazi. Z naméfenych chromatogramu
nicméné vyplyva, Ze pfi pouZiti acetonitrilu jako organického modifikatoru mobilni faze
maji piky polykarboxylatovych derivati cyklenu lep$i tvar neZz pokud je pouzit
methanol (Obr. 12). Navic pfi vinové délce 200 nm acetonitril absorbuje méné nez
methanol, ¢imz se zvySuje citlivost UV detekce. Acetonitril je proto pro pfipravu

mobilnich fazi vhodné;jsi nez methanol.
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Obr. 12: Chromatogramy BwDOTA o koncentraci 5.10°mol.dm™ pH pouziti
acetonitrilu (1) resp. methanolu (2) jako organického modifikatoru mobilni faze.
Stacionarni faze: RP Select B; mobilni fize: acetonitril-voda (85:15, v/v) resp.

methanol-voda (65:35, v/v); pritok: 0,5 ml/min; CCD detekce (f= 100 kHz, A =4 V).

Esterové derivaty cyklenu jsou v diasledku chranéni karboxylovych skupin
terc-butyly podstatné hydrofobnéjsi nez derivaty kyselé a lze proto predpokladat, Ze na
klasické reverzni fazi budou zadrzovany vice neZ kyselé derivaty cyklenu. Cim vice
terc-butylovych skupin derivat cyklenu obsahuje, tim silngjsi 1ze o€ekavat interakci se

stacionarni fazi. Pfedpokladané pofadi eluce esterovych derivat cyklenu na oktylové
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stacionarni fazi je toto: Bu;DO2A, rBu;DO3A a jako posledni tBuyDOTA. Mezi
jednotlivymi kyselymi derivaty cyklenu neni v hydrofobicité ptili§ velky rozdil. Pouze
H4DO3APAB", ktery jako jediny ve své molekule obsahuje aromaticky kruh a je tudiz
hydrofobnéjsi, bude patrné eluovat pozdé&ji neZ ostatni kyselé derivaty cyklenu.
Pouzitim ,jednoduchych“ mobilnich fazi, sloZenych pouze z organického
rozpoustédla a vody, ale Uspé$né separace dosazeno nebylo. Kyselé ani esterové

derivaty cyklenu totiZ v kolon¢ téméf nebyly zadrzovany a eluovaly prakticky s ¢elem
(Obr. 13).
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Obr. 13: Chromatogramy fBusDOTA (1), HsDO3AP" (2) a HyDOTA (3), vSechny o
koncentraci 5.10° mol.dm>. Stacionarni fize: RP Select B; mobilni faze: methanol-

voda (65:35, v/v); prutok: 0,5 ml/min; CCD detekce (f =100 kHz, A =4 V).

Ani po znaéném sniZeni eluéni sily mobilni faze, tzn. po zmenseni obsahu
organické slozky v mobilni fazi az na 15% (obj.), nedoSlo k zZadné patrné zmeéné
v zadrzovani polykarboxylatovych derivati cyklenu. Jednou z moznych pfi¢in mize byt
to, Ze pfi pouzivani mobilni faze o zhruba neutralnim pH jsou jak kyselé tak bazické
derivaty cyklenu pfitomny v podob¢ iontli. Esterové derivaty cyklenu totiz maji pfi pH
kolem 7 protonovany dva atomy dusiku, kyselé derivaty cyklenu jes§t€¢ navic

disociované karboxylové a fosfinatové resp. fosfonatové skupiny. Jejich afinita
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k polarni mobilni fazi pak jednoznaéné pievazi nad hydrofobnimi interakcemi se
stacionarni fazi.

Obr. 13 dale dokumentuje pomémé ptekvapivou véc — retenéni ¢as hlavniho
piku esterového derivatu cyklenu nejen, Ze se téméf nelisi od retenénich ¢ast kyselych
derivati cyklenu, ale je dokonce krat$i, coz odporuje principim déleni na klasické
reverzni fazi. Az z pozdéjSich experimentd vyplynulo, Ze jde o pfimés iontové povahy
ve vzorku BuDOTA, kterd poskytuje vyrazny signdl na CCD detektoru. Tento

problém je vice diskutovan v kapitole o déleni esterovych derivati cyklenu (4.1.3).

4.1.2 MOBILNIi FAZE S PRIDAVKEM KYSELINY NEBO PUFRU

Jednou z moznosti, jak ovlivnit chromatografické chovani polykarboxylatovych
derivatt cyklenu, je uprava pH mobilni faze. Idedlni pro déleni esterovych derivatd
cyklenu by byla hodnota pH mobilni faze nad 10, ktera by zaruc¢ovala, Ze Zadny z atomt
dusiku nebude protonovan a tudiz molekuly derivatti cyklenu budou nenabité. Takto
vysoké pH mobilni faze vSak neni mozné pouzit, jelikoz pak dochazi k rozpousténi
silikagelového zakladu stacionarni faze a kolona ztraci svoji u¢innost.

Volba vhodného pH mobilni faze je u kyselych derivati cyklenu o néco
kyselych derivatd cyklenu. Pro kazdy amfiont sice lze najit pH izoelektrického bodu
(tzn. pH, pfi kterém je molekula jako celek elektroneutralni), nicméné jednotlivé kyselé
derivaty cyklenu maji pH izoelektrického bodu lehce odli§né a neni tedy mozné najit
jednu hodnotu pH, pfi které by vSechny kyselé derivaty cyklenu byly navenek nenabité.
Casteénym feSenim je pouziti mobilni faze o pH mezi 2 a 3, které neni natolik kyselé,
aby vedlo k hydrolyze siloxanovych vazeb a tim ke zmensSeni u¢innosti kolony. Pfitom
je ale dostate¢né nizké na zajiSténi plné protonizace karboxylovych skupin. Pouziti
mobilni faze o pH mezi 2 a 3 tedy povede k ¢aste¢nému snizeni hydrofilniho charakteru
kyselych derivata cyklenu.

Pfi pouziti mobilnich fazi obsahujicich stejny podil organického modifikatoru,
jejichz pH bylo upraveno na stejnou hodnotu jednou fosfore¢nanovym pufrem a
podruhé kyselinou fosfore¢nou (pfesné sloZzeni mobilnich fazi viz. Tab. 2 na str. 21),

byly ziskany velice podobné vysledky (napt. Obr. 14).
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Obr. 14: Chromatogramy HsDOTA o koncentraci 1.10” mol.dm™ pti pouziti kyseliny
fosforecné (1) resp. fosfore¢nanového pufru (2) k apravé pH mobilni faze. Stacionarni
faze: RP Select B; mobilni faze: acetonitril-10 mM fosfore¢nanovy pufr (85:15, v/v)
resp. acetonitril-0,5% kyselina fosfore¢na (85:15, v/v); pritok: 0,5 ml/min; UV detekce

pti vinové délce 200 nm.

Z chromatogramt je patrné, Ze H4DOTA poskytuje o néco vétsi signal (veétsi
vy$ka i plocha piku) pfi pouziti kyseliny fosforeéné nez pokud je souc¢asti mobilni faze
kyselinou nez tlumivym roztokem. Detekce polykarboxylatovych derivatd cyklenu je
pak citlivéj$i a navic pfi pouziti kyseliny je nizsi riziko vysrazeni soli v koloné nez pti
pouziti pufru.

Pro ptipravu mobilnich fazi obsahujicich kyselinu nebo pufr byl opét pouzit
methanol i acetonitril. Stejné jako u ,jednoduchych* mobilnich fazi mély piky
polykarboxylatovych derivati cyklenu lepsi tvar, pokud byl jako organicky modifikator
mobilni faze pouzit acetonitril.

Oproti ofekavani se i po pfidani kyseliny fosforeéné do mobilni faze a tudiz po
snizeni hodnoty pH mobilni faze z hodnoty 7,0 na hodnotu 2,1, zadrZzovani kyselych
derivatl cyklenu nezménilo — stale eluovaly témét s ¢elem. Na koloné€ se vSak zacaly

zadrZovat esterové derivaty cyklenu (Obr. 15).
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Obr. 15: Chromatogramy H4DO3APH o koncentraci 1.10* mol.dm™ (1) a tBu;DO2A o
koncentraci 1.10” mol.dm™ (2). Staciondrni faze: RP Select B; mobilni faze: acetonitril-
0,5% kyselina fosfore¢na, pH = 2,1 (35:65, v/v); pritok: 0,5 ml/min; UV detekce pfi

vilnové délce 200 nm.

4.1.3 DELENI ESTEROVYCH DERIVATU CYKLENU

Pii separaci esterovych derivati cyklenu byl podle ocfekdvani nejméné
zadrzovan Bu;DO2A, ktery eluoval sretenénim ¢asem velice blizkym kyselym
derivatim cyklenu. Jako druhy eluoval, opét v souladu s pfedpokladem, derivat
Bu3;DO3A a az jako posledni fBuyDOTA (Obr. 16).

Vlastni zména pH mobilni faze v§ak nemiize byt divodem, pro¢ zacaly byt
esterové derivaty cyklenu v koloné zadrZzovany. Esterové derivaty cyklenu maji jak pfi
pH kolem 2, tak pfi neutralnim pH dva atomy dusiku ve své molekule protonovany a na
okyseleni mobilni faze tedy nemohou reagovat zménou struktury, kterd by ovlivnila
jejich chromatografické chovani. Jako pravdépodobné;jsi pfi¢ina zadrZovani esterovych
derivati cyklenu se jevi spiSe to, Ze disociované molekuly kyseliny fosfore¢né
interaguji s protonovanymi atomy dusiku esterovych derivati cyklenu, tzn. chovaji se

¢astecné jako iontové parové ¢inidlo.
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Obr. 16: Chromatogram smési tBu;DO2A (1), rBusDO3A (2) a tBuyDOTA (3), véechny
o koncentraci 3.10* mol.dm™. Stacionarni faze: RP Select B; mobilni faze: acetonitril-
0,5% kyselina fosfore¢na, pH = 2,1 (35:65, v/v); pritok: 0,5 ml/min; UV detekce pfi

vlnové délce 200 nm.

Klasicka iontové péarové ¢inidla (napf. oktansulfonan sodny) se pouZzivaji
k déleni nabitych latek, které jsou pro nedostatek hydrofobnich interakci obtizné
separovatelné na klasické reverzni fazi. Ptidanim iontové parového ¢inidla do mobilni
faze dojde k vytvoreni dvojice ¢inidlo-analyt, které se projevi potlatenim naboje
analytu a soufasné narustem hydrofobicity vlivem dlouhého alkylového fetézce iontové
parového ¢inidla. Obecné se vSak doporu¢uje pouzit iontové parové Cinidlo jen pokud
se nepodafi nalézt jiné podminky separace [36]. Hlavnim diivodem je zejména to, Ze
iontové parova ¢inidla se tézko vymyvaji z kolony a mohou poskozovat stacionarni faze
na bazi silikagelu. Pro pouziti v preparativnim HPLC jsou nevhodna uplnég.

Kyselina fosfore¢na se sice ¢aste¢né chova jako iontové parové €inidlo, nicméné
pii jejim pouziti se neni tfeba obavat vySe popsanych negativnich efektd iontové
parovych ¢inidel. Po jejim pfidani do mobilni faze doslo k potlaceni naboji esterovych
derivati cyklenu, ¢imz se vyrazné sniZila jejich afinita k mobilni fazi. Esterové derivaty
cyklenu pak byly zadrzovany v koloné zejména na zékladé hydrofobnich interakci
terc-butylovych skupin se stacionarni fazi.

Ackoli byly esterové derivaty cyklenu v mobilni fazi o sloZeni acetonitril-

0,5% kyselina fosfore¢na (35:65, v/v) uspés$né oddeéleny, nelze tyto podminky separace
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oznalit za optimalni. Hlavnim divodem je pfili§ dlouhy retenéni ¢as tBuyDOTA a
ptekryvani piku tBu,DO2A s pikem eluujicim s mrtvym ¢asem (Obr. 16).

Podstatn¢ lepSiho déleni esterovych derivatd cyklenu bylo dosaZeno po upraveni
mobilni faze pfidanim kyseliny trifluoroctové, ktera se stejné jako kyselina fosforeéna
chova Castené jako iontové parové ¢inidlo. P#  pouziti mobilni faze
acetonitril-0,05% kyselina trifluoroctova (50:50, v/v) eluovaly studované esterové
derivaty cyklenu dle piedpokladu v pofadi rostouci hydrofobicity. Piky vsech
esterovych derivati cyklenu byly rozdéleny az k zékladni linii a doba analyzy navic

nepiesahla 20 minut (Obr. 17).
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Obr. 17: Chromatogram smési tBu;DO2A (1), tBusDO3A (2) a tBusDOTA (3), vSechny
o koncentraci 3,3.10 mol.dm™. Stacionarni faze: RP Select B; mobilni faze: acetonitril-
0,05% kyselina trifluoroctova, pH = 2,1 (50:50, v/v); pritok: 0,5 ml/min; UV detekce

pti vinové délce 200 nm.

Jednou z mozZnosti jak v budoucnu jesté zlepSit podminky separace esterovych
derivatd cyklenu je vyuziti gradientové eluce. Vyvinutim vhodného gradientu by bylo
mozné separovat esterové derivaty cyklenu v krat§im Case, ¢imZ by se také zlepsil tvar
piku tBuyDOTA, ktery eluuje jako posledni a je tudiZ nejvice rozmyty.

Z Obr. 16 a 17 je také patrné, Ze s mrtvym Casem eluuje velice intenzivni pik,

jehoz ptivod byl nejasny. Proto byly naméfeny chromatogramy jednotlivych esterovych
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derivatl cyklenu v okyselenych mobilnich fazich. Ukazalo se, Ze tento pik poskytuji
vedle piku pfislusného esterového derivatu cyklenu pouze /Bu;DO3A a tBuyDOTA,
nevyskytuje se vSak u fBu;DO2A.

Pik eluujici scelem je tedy pravdépodobné pikem piimési Bu;DO3A a
BuyDOTA. Polykarboxylatové derivaty cyklenu pouzivané v této praci totiz nemusi byt
dokonale ¢isté latky. Jejich Cistota sice byla kontrolovana hmotnostni spektrometrii a
nuklearni magnetickou rezonanci, ale k odhaleni malého mnozstvi pfimési
v polykarboxylatovém derivatu cyklenu nejsou tyto metody dostateéné ucinné. Velka
intenzita signalu piku ziskaném jak pfi pouziti CCD tak UV detektoru ukazuje, Ze jde o
latku nabitou, ktera znaéné absorbuje pfi vinové délce 200 nm.

Nejpravdépodobnéjsi pfimési se zdala byt kyselina bromovodikova, ktera vznika
v prubéhu syntézy esterovych derivati cyklenu. V mobilni fazi je dostateéné
disociovana a proto poskytuje intenzivni signal na CCD detektoru, navic znaéné
absorbuje v oblasti kolem 200 nm. K ovéfeni, zda kyselina bromovodikova je skute¢né
onou pfimesi, byla pouzita metoda tzv. spikovani. Nejprve byl naméfen chromatogram
samotného Buz;DO3A. Do téhoz vzorku BusDO3A pak bylo pfidano malé mnoZzstvi
kyseliny bromovodikové a opét naméfen chromatogram. Porovnanim obou
chromatogrami se ukazalo, ze pik pfimési vyrazné narostl, zatimco velikost piku
Buz;DO3A zistala prakticky nezménéna. Tim se potvrdilo, Ze necistotou v fBusDO3A a
BuwyDOTA je skuteén¢ kyselina bromovodikova. V rBu;DO2A se nevyskytuje
pravdépodobné proto, Ze nebyl krystalizovan piimo zreakéni smési, ale nejprve

ptecistén sloupcovou chromatografii a tudiz zbaven zbytku kyseliny bromovodikové.

4.2 KOLONA BIOSPHER PSI 200 NH

Pii dal$im vyvoji metody separace kyselych derivati cyklenu byla vyzkouSena
kolona Biospher PSI 200 NH. Stacionérni faze s aminopropylovymi fetézci je podstatné
polarnéjsi nez klasicka reverzni faze a proto by se na ni mély kyselé derivaty cyklenu
vice zadrzovat. Aminoskupiny stacionarni faze se navic v kyselém prostiedi chovaji

jako slaby iontoméni¢.
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4.2.1 MOBILNIi FAZE S METHANOLEM

Pfi pouziti mobilnich fazi obsahujicich pouze methanol a vodu (pfesné sloZeni
viz. Tab. 3 na str. 22) kyselé derivaty cyklenu z kolony neeluovaly ani po 120 minutach
analyzy nebo byly jejich piky jiz natolik rozmyté, ze splynuly se zakladni linii.
Hydrofilni interakce kyselych derivati cyklenu s aminoskupinami stacionarni faze byly
patrné natolik silné, Ze se ani pouzim mobilni faze methanol — voda (85:15, v/v)
nepovedlo kyselé derivaty cyklenu vymyt z kolony.

K potladeni hydrofilnich interakci kyselych derivati cyklenu s volnymi
silanolovymi skupinami stacionarni faze, které také pfispivaji zna¢nou mérou
k zadrzovani, byl do mobilni faze ptidan triethylamin (TEA) [38, 39]. Ani tento pokus o
zmenSeni hydrofilnich interakci nebyl uUspéSny, jelikoZz kyselé derivaty cyklenu se
z kolony opét nepovedlo vymyt. Jedinou pozorovatelnou zménou oproti ptedchozim
mobilnim fazim bylo podstatné zvétSeni Sumu zékladni linie.

Pti okyseleni mobilni faze kyselinou mravenéi (hodnota pH mobilni faze byla
2,6) se zvysi iontoméniCovy charakter kolony tzn. aminoskupina stacionarni faze se
zatne chovat jako slaby anex. SniZzenim hodnoty pH je také Caste¢né potlacena
disociace karboxylovych skupin kyselych derivati cyklenu, ¢imZ by se méla o néco
snizit jejich hydrofilita. Fosfinatové a fosfonatové skupiny kyselych derivati cyklenu
zustavaji za té€chto podminek disociované a tedy schopné interagovat se slabym
anexem. Ani pfi téchto podminkach vsak k uspés$né separaci nedoSlo — kyselé derivaty

cyklenu opét ani po 120 minutach analyzy neeluovaly z kolony.

4.2.2 MOBILNI FAZE S ACETONITRILEM

Acetonitril byl pro pfipravu mobilnich fazi (pfesné slozeni viz. Tab. 3 na str. 22)
pouZit zejména proto, Ze je silngj§im eluénim ¢inidlem nez methanol. Navic je
pravdépodobné, Zze stejné jako na koloné RP Select B budou mit piky
polykarboxylatovych derivatd cyklenu lepsi tvar, pokud bude organickym
modifikatorem mobilni faze acetonitril nez methanol.

Kyselé derivaty cyklenu skuteéné zacaly z kolony eluovat, k jejich vymyti

dokonce sta¢ila mobilni faze o sloZeni acetonitril — voda (35:65, v/v). V literatufe [40]
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se nicméné uvadi, Ze mobilni faze, kde je organickym modifikatorem jednou methanol a
podruhé acetonitril, maji zhruba stejnou eluéni silu, pokud obsahuji asi o 15 procent
methanolu vice nez acetonitrilu. Elu¢ni sila mobilni faze o slozeni acetonitril — voda
(35:65, v/v) by tedy méla byt srovnatelna s eluéni silou mobilni faze methanol — voda
(50:50, v/v). Tento rozpor s literaturou miize byt zplsoben tim, Ze na rozdil od
acetonitrilu mize methanol tvofit vodikové vazby jak s aminopropylovou stacionarni
fazi tak s kyselymi derivaty cyklenu, coz ma jist€ vliv na zadrZovani analytd v této
koloné.

Ackoli byly kyselé derivaty cyklenu na aminopropylové stacionarni fazi
zadrzovany, k jejich separaci nedo§lo (Obr. 18). Mezi analyzovanymi latkami a
stacionarni fazi sice patrné vznikaji hydrofilni interakce, ale pouze na jejich zakladé

nelze jednotlivé kyselé derivaty cyklenu od sebe oddélit.

signal detektoru/mV
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Obr. 18: Chromatogramy HsDOTA (1), H4DO3AP" (2) a H{DO3AP*®" (3), viechny o
koncentraci 5.10° mol.dm™. Stacionarni faze: Biospher PSI 200 NH; mobilni faze:

acetonitril-voda (35:65, v/v); pritok: 0,5 ml/min; UV detekce pti vlnové délce 200 nm.

4.3 KOLONA ASCENTIS RP-AMIDE

Jak vyplyva z pfedchozich kapitol, separace kyselych derivati cyklenu zaloZena

Cisté na hydrofobnich nebo &isté na hydrofilnich interakcich mezi stacionarni fazi a
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analyzovanymi latkami nebyla uspé€$na. Proto byla pro dalsi vyvoj metody zvolena
stacionarni faze se zakotvenou amidovou skupinou, na které sice pfevazuji hydrofobni
interakce mezi separovanymi latkami a alkylovymi fetézci staciondrni faze, ale
zakotvena amidova skupina je dopliluje o interakce hydrofilni, zejména tvorbu
vodikovych vazeb [41]. Podle [42] navic stacionarni faze se zakotvenou amidovou
skupinou vykazuje vétsi selektivitu pfi separaci bazickych a amfionickych latek, jakymi

jsou i polykarboxylatové derivaty cyklenu, nez klasicka reverzni faze.

4.3.1 JEDNODUCHE MOBILNIi FAZE

Stejné jako na koloné RP Select B byly i na koloné¢ Ascentis RP-Amide nejprve
vyzkousSeny mobilni faze sloZzené pouze z organického modifikadtoru a vody (pfesné
slozeni viz. Tab. 4 na str. 22). Kyselé i esterové derivaty cyklenu eluovaly prakticky se
stejnym reten¢nim ¢asem, bez ohledu na obsah methanolu resp. acetonitrilu v mobilni
fazi (Obr. 19).
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Obr. 19: Chromatogramy vzorkii H{DO3AP*®" (1), (Buy,DOTA (2) a HsDO3AP™ (3),
v§echny o koncentraci 1.10* mol.dm™. Stacionarni faze: Ascentis RP-Amide; mobilni
faze: acetonitril-voda (65: 35, v/v); pritok: 0,5 ml/min; UV detekce pfi vinové délce
200 nm.
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Zadrzovéni a selektivita polykarboxylatovych derivatl cyklenu na stacionarni
fazi se zakotvenou amidovou skupinou se pti pouziti jednoduchych mobilnich fazi tedy

nijak vyrazné nelis$i od zadrzovani na klasické reverzni fazi.

4.3.2 MOBILNIi FAZE OBSAHUJICi PUFR

Pouziti mobilnich fazi tvofenych organickym modifikatorem a mravenc¢anovym
pufrem (pfesné sloZeni viz. Tab. 4 na str. 22) vedlo k zajimavym vysledktim. Ackoli
kyselé derivaty cyklenu stale eluovaly prakticky s ¢elem, esterové derivaty cyklenu
zadaly byt zadrzovany (Obr. 20). Cim vétsi eluéni silu mé&la mobilni faze, tim dfive

eluovaly, coz ptesné odpovida pravidlim zadrzovani latek na klasické reverzni fazi.
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Obr. 20: Chromatogramy vzorkl H,DO3APE" (1), BuyDOTA (2) a BusDO3A (3),
vSechny o koncentraci 1.10* mol.dm™. Stacionarni faze: Ascentis RP-Amide; mobilni
faze: acetonitril — 10 mM mravenéanovy pufr (75:25, v/v); pratok: 0,5 ml/min; UV

detekce pfi vinové délce 200 nm.

K 1spésné separaci esterovych derivati cyklenu pfesto nedoslo, jelikoz ani
v mobilni fizi methanol — voda (35:65, v/v) neeluovaly s dostateéné rozdilnymi
retenénimi ¢asy. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.1.3, sniZeni hodnoty pH mobilni faze

nema vliv na strukturu esterovych derivatd cyklenu. Jednou z moZnosti samoziejmé je,
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Ze se mravencanovy pufr chova ¢aste¢né jako iontové parové inidlo, tedy stejné jako
napfi. kyselina trifluoroctova na koloné RP Select B. Proti této varianté ale hovoii fakt,
ze 1BuyDOTA a rBu;DO3A eluuyji prakticky sou¢asné. Spise tedy dochazi k zadrzovani
esterovych derivatd cyklenu na zéklad¢ jejich interakci se zakotvenou amidovou
skupinou stacionarni faze. Pravé tyto interakce pak budou patrné ovlivnény pfitomnosti

mraven¢anového pufru v mobilni fazi.

4.4 KOLONA DISCOVERY HSF5

Separace polarnich latek, tedy i polykarboxylatovych derivati cyklenu, na
pentafluorofenylpropylové stacionarni fazi mize byt, jak jiz bylo zminéno v uvodu,
zaloZena jak na hydrofilnich, tak na hydrofobnich interakcich. Tato kolona byla vybrana
pro déleni polykarboxylatovych derivatd cyklenu zejména proto, ze se pfi separaci
uplatni hydrofilni interakce podstatn¢ vétsi mérou nez na koloné Ascentis RP-Amide
[37], zvlaste pokud bude pouzita mobilni fiaze svysokym obsahem organického

modifikatoru.

4.4.1 JEDNODUCHE MOBILNI FAZE

Pti pouziti mobilnich fazi s vysokym obsahem methanolu nebo acetonitrilu
(pfesné sloZeni viz. Tab. 5 na str. 23) se kyselé derivaty cyklenu zagaly separovat. Cim
vice organického modifikatoru mobilni fize obsahovala, tim vice byly na koloné
zadrzovany, ale tim horsi také byl tvar jejich pikt. Nejlep$ich vysledkt déleni kyselych
derivati cyklenu bylo dosazeno v mobilni fazi o sloZzeni methanol-voda (85:15, v/v),
ktera je vhodnym kompromisem mezi zadrzovanim jednotlivych separovanych latek a
rozmyvanim jejich pikt (Obr. 21).

Pofadi eluce jednotlivych derivati cyklenu je obtizné predikovatelné, jelikoz
pfesny mechanismus zadrzovani polarnich latek na pentafluorofenylpropylové
stacionarni fazi jesté nebyl Gplné objasnén. Za zaklad separace pti pouziti mobilni faze s
vysokym obsahem organického modifikatoru je povazovan iontové vymeénny

mechanismus a vyznamné k déleni pfispiva i tvorba vodikovych mistka [19, 43]. Lze
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tedy predpokladat, ze rozhodujici vliv na rizné zadrZovani jednotlivych kyselych
derivatt cyklenu budou mit hodnoty jejich disociaénich konstant (K,) a schopnost tvofit

vodikové vazby.
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Obr. 21: Chromatogramy vzorkti H4DOTA (1), HsDO3AP™ (2) a HsDO3AP*E" (3),
viechny o koncentraci 1.10* mol.dm™. Systémovy pik je v chromatogramech oznaden
pismenem S. Stacionarni faze: Discovery HSF5; mobilni fize: methanol-voda (85:15,
v/v); prutok: 0,5 ml/min; CCD detekce (f= 100 kHz, A =4 V).

P#i separaci kyselych derivati cyklenu na koloné Discovery HSFS nebyl Zadny
zasadni rozdil mezi tim, kdyz byl jako zaklad mobilni faze pouZzit methanol nebo
acetonitril. Podobnych reten¢nich €asi jednotlivych kyselych derivatt cyklenu bylo
dosazeno pokud mobilni faze obsahovala asi 0 10 % méné acetonitrilu nezZ methanolu.
Podle [44] by vSak mély byt latky s alespori ¢asteéné bazickym charakterem zadrzovany
podstatné¢ vice, pokud je organickym modifikdtorem acetonitrili a ne methanol.
Diivodem, pro¢ se kyselé derivaty cyklenu chovaji odli§n€, mohou byt jiné podminky
experimenttl — latky studované v [44] nemély amfionicky charakter a testované mobilni
faze navic obsahovaly maximalné 70 % acetonitrilu nebo methanolu.

Ackoli by latky s alespori Casteénym bazickym charakterem mély byt na
pentafluorofenylpropylové stacionarni fazi zadrzovany i pfi pouZziti mobilnich fazi

s malym obsahem organického rozpoustédla [19], kyselé derivaty cyklenu s vyjimkou
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H,DO3APAB" eluovaly 1 v mobilnich fazich o slozeni methanol-voda (15:85, v/v) nebo
acetonitril-voda (35:65, v/v) uplné s celem. Pravdépodobné jsou kyselé derivaty
cyklenu pfili§ polarni na to, aby se vkolon¢ zadrzovaly pievazné na zékladeé
hydrofobnich interakci. Tento fakt je jen dal$im potvrzenim vysledkii ziskanych na

klasické reverzni fazi.

4.4.2 MOBILNI FAZE OBSAHUJICI PUFR

Pokud je zékladem separace kyselych derivati cyklenu na koloné Discovery
HSFS5 iontové vyménny mechanismus, lze jejich zadrZzovani ovlivnit okyselenim
mobilni faze [19]. Hodnota pH mobilni fize ma totiz vliv jak na disociaci
analyzovanych latek, tak na disociaci volnych silanolovych skupin staciondrni faze.
Cim vy3si je hodnota pH, tim vice volnych silanolovych skupin je disociovano a o to
siln€jsi pak jsou iontové interakce mezi analyzovanymi latkami a stacionarni fazi.

Idealni hodnota pH mobilni faze z hlediska disociace analyzovanych latek by
byla takova, pti které by kyselé derivaty cyklenu mély protonované aminoskupiny a
sou¢asné nedisociované karboxylové a fosfinatové resp. fosfonatové skupiny, ¢imz by
mohly vytvofit maximum jak iontovych interakci, tak vodikovych vazeb se stacionarni
fazi. Jak jiz bylo diskutovano v kapitole 4.1.2, bohuZel neexistuje jedna hodnota pH, pti
které by vSechny kyselé derivaty cyklenu spliiovaly pfedchozi podminky.

[ pfesto byly vyzkouSeny mobilni faze srozdilnymi hodnotami pH (pfesné
sloZeni viz. Tab. 5 na str. 23). Kyselé derivaty cyklenu sice byly pfi pouziti okyselenych
mobilnich fazi zadrzovany, ale lepSich vysledkli separace bylo dosazeno v
jednoduchych mobilnich fazich, jejichz pH je témé&f neutralni.

Na déleni ¢aste¢né bazickych latek na kolon€ Discovery HSF5 mé podle [43]
vliv také koncentrace iontti v mobilni fazi. Je pravdépodobné, ze daldi optimalizaci
koncentrace pufru v mobilni fazi by bylo mozné dosédhnout lepsiho déleni kyselych
derivath cyklenu.

Metoda separace, pfi které je mobilni faze upravena pfidavkem pufru, ma oproti
metodé déleni vyuZivajici mobilni fazi slozenou pouze z methanolu resp. acetonitrilu a

vody nékolik nevyhod jako napf. obtiZznou pieveditelnost do preparativniho méfitka
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nebo nizkou citlivost CCD detekce. Proto se jako nejvhodnési pro separaci kyselych
derivatl cyklenu na koloné Discovery HSFS zdaji byt podminky zminéné jiz v odstavci

4.4.1., tzn. mobilni faze o sloZzeni methanol-voda (85:15, v/v).

4.5 DETEKCE
4.5.1 UV DETEKCE

Studované polykarboxylatové derivaty cyklenu absorbuji velmi slabé v UV
oblasti. S vyjimkou HsDO3AP*®", ktery ve své molekule obsahuje aromaticky kruh,
totiZ tyto latky v molekulach neobsahuji Zadny vyrazny chromofor. Z naméfenych UV
spekter vyplyva, ze vSechny polykarboxylatové derivaty cyklenu maximalné absorbuji
pti vinové délce mezi 190 a 200 nm (Obr. 22, pro piehlednost jsou ukazana spektra

pouze n€kterych derivati cyklenu).
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Obr.22: UV spektra vzorki H;DO3AP*®" (1), rBuDOTA (2), HsDO3AP" (3),
HsDO3AP™ (4) a H;DO3A (5), vSechny o koncentraci 1.10° mol.dm rozpustény

v 65% methanolu. Méteno proti 65% methanolu v 1 cm kiemenné kyvete.

Pfi volbé optimalni vinové délky pro detekci polykarboxylatovych derivath

cyklenu bylo tfeba vzit v ivahu, Ze pouzité organické modifikdtory mobilni faze
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(methanol a acetonitril) také zna¢né absorbuji pfi vinovych délkach kolem 200 nm
(Obr. 23). Jako nejvhodnéjsi byla pro detekci po porovnani spekter na Obr. 22 a 23

vybrana vlnova délka 200 nm.

3,0

A/mAU

-r

T T v T T T T T v
200 220 240 260 280 300

Anm

Obr. 23: UV spektra methanolu (1) a acetonitrilu (2). Méfeno proti deionizované vodé

v 1 cm kiemenné kyveté.

4.5.2 BEZKONTAKTNI VODIVOSTNi DETEKCE (CCD)

Polykarboxylatové derivaty cyklenu poskytuji i pfi zvolené vinové délce
pomémé slaby signal na UV detektoru, zejména pokud je jako organicky modifikator
mobilni faze pouzit methanol. Proto byl hledan jesté jiny zpisob detekce, kterym by
bylo mozné tyto latky detekovat citlivéji.

Pouziti bezkontaktniho vodivostniho detektoru se z celé fady moZnych metod
detekce zdalo byt nejvhodnéjsi. Jak jiz bylo zminéno v uvodu, jde o zplsob detekce,
kterym je mozné stanovit nabité latky i ve velmi nizkych koncentracich. Vzhledem
k tomu, Ze polykarboxylatové derivaty cyklenu jsou latky amfionické povahy, majici
podle pH okolniho prostfedi vysledny naboj +3 az -5, jsou idedlnimi analyty pro
bezkontaktni vodivostni detekci.

Velky vliv na citlivost bezkontaktni vodivostni detekce ma frekvence budiciho

stitidavého napéti. Optimalni frekvence zavisi jednak na geometrii detekéni cely, ale
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také na vodivosti mobilni faze [45]. Nejlep$ich vysledkti s CCD detektorem by mélo byt
dosazeno piedev§im v maélo vodivych mobilnich fazich tzn. bez ptidavku kyseliny nebo
pufru. Proto byla pfi hledani nejvhodnéjsi frekvence budiciho st¥idavého napéti pouZita
mobilni faze methanol-voda (65:35, v/v). Optimalizace byla provedena métenim odezvy
stejného vzorku polykarboxylatového derivatu cyklenu (HsDO3APAP") pii frekvencich
20, 50, 100, 150 a 200 kHz. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno pfi frekvenci 100 kHz,

a proto byla tato frekvence zvolena jako optimélni a pouZivana pti dalSich méfenich.

4.5.3 SROVNANI UV A CCD DETEKCE

Pfi separaci polykarboxylatovych derivati cyklenu v jednoduchych mobilnich
fazich poskytoval CCD detektor, v souladu s o¢ekdvanim, podstatné vétsi odezvu nez
UV detektor, coz je patrné ze srovnani chromatogrami ziskanych pfi analyze stejnych

vzorku pii sou¢asném pouziti UV detekce (Obr. 24) a CCD detekce (Obr. 25).

l |
-100 - ?

signal detektoru/mV

-200

-300

-

t/min
Obr. 24: Chromatogramy vzorkl HsDO3AP" (1), H;DO3A (2) a HiDOTA (3), viechny

o koncentraci 1.10*mol.dm™. Staciondrni faze: Discovery HSFS; mobilni faze:

methanol-voda (85:15, v/v); prutok: 0,5 ml/min; UV detekce pti vinové délce 200 nm.
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signal detektoru/mV

Obr. 25: Chromatogramy vzorki HsDO3AP" (1), H;DO3A (2) a HyDOTA (3), viechny
o koncentraci 1.10* mol.dm™. Systémovy pik je v chromatogramech oznacen pismenem
S. Stacionarni faze: Discovery HSF5; mobilni faze: methanol-voda (85:15, v/v); pritok:

0,5 ml/min; CCD detekce (f= 100 kHz, A =4 V).

Piky polykarboxylatovych derivatt cyklenu zaznamenané CCD detektorem mély
horsi tvar nez piky z UV detektoru. Hlavnim diivodem je pravdépodobné fakt, ze CCD
detektor byl zafazen az jako druhy v pofadi, coz vede k vyraznéjSimu rozmyvani zén
analyta.

Diky vétsi citlivosti bezkontaktni vodivostni detekce jsou v chromatogramech na
Obr. 25 navic vidét 1 necistoty (napt. ve vzorku H3;DO3A je obsazeno malé mnozstvi
H,DOTA a vzorek H,DO3AP" je znedistén malym mnoZstvim H3;DO3A), coZ pH
pouziti UV detekce téméf neni patrné (Obr. 24).

Pokud byla sou¢asti mobilni faze kyselina nebo pufr, poskytovala bezkontaktni
vodivostni detekce vétSinou srovnatelny signal s UV detektorem. V mobilnich fézich,
jejichZz hodnota pH byla kolem 4, byla na CCD detektoru pozorovana vyrazné slabsi
odezva oproti UV detektoru. Tento jev je mozné vysvétlit blizkosti pH izoelektrického

bodu polykarboxylatovych derivati cyklenu s hodnotou pH okolniho prostredi.
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5 ZAVER

Vramci této diplomové prace bylo studovano chromatografické chovani
polykarboxylatovych derivath cyklenu. Byly vyzkouSeny &tyfi typy stacionarnich fazi:
klasicka reverzni faze C8 (kolona RP Select B), aminopropylova (kolona Biospher PSI
200 NH), amidova (kolona Ascentis RP-Amide) a pentafluorofenylpropylova (kolona
Discovery HSF5).

Pii pouziti kolon RP Select B a Ascentis RP Amide, tedy stacionarnich fazich
s pfevahou hydrofobnich interakci, se kysel¢ derivaty cyklenu téméf nezadrzovaly a k
jejich separaci proto nedo§lo. Na koloné Biospher PSI 200 NH byly tyto latky diky
hydrofilnim interakcim se stacionarni fazi sice zadrzovany, k uspé$nému déleni ale
rovnéZ nedoslo. Na zdkladé¢ samotnych hydrofobnich nebo hydrofilnich interakci tedy
neni mozné kyselé derivaty cyklenu od sebe oddélit. Z testovanych stacionarnich fazi je
pro separaci kyselych derivatd cyklenu vhodna pouze pentafluorofenylpropylova
stacionarni faze, na které se uplatiiuji oba typy interakci.

Nejlepsich vysledkti separace kyselych derivatti cyklenu bylo dosaZeno na
kolon¢ Discovery HSFS pfi pouziti mobilni faze o slozeni methanol-voda (85:15, v/v).
Nalezena optimalni mobilni faze navic neobsahuje zadny pufr, coz umoziiuje snadné
prevedeni metody separace i do preparativniho méfitka.

Vzhledem k amfionickému charakteru kyselych derivata cyklenu by v budoucnu
bylo vhodné vyzkousSet iontoméniCou stacionarni fazi, nejlépe silny katex, ktery by
mohl byt alternativou k pentafluorofenylpropylové stacionarni fazi.

Byla vypracovana metoda separace esterovych derivatd cyklenu na klasické
reverzni fazi (RP Select B). Optimalniho déleni bylo dosaZeno v mobilni fazi o slozeni
acetonitril-0,05% kyselina trifluoroctova (50:50, v/v). Piky separovanych latek byly
oddéleny aZ k zakladni linii a doba analyzy navic nepfesdhla 20 minut. PouZitim
gradientové eluce by bylo mozné zkratit retenéni ¢as tBuyDOTA (tg=11,8 min), ktery
byl pomémé vzdéleny od ¢asu eluce Bu;DO2A a rBu;DO3A (tg=2,7 min a 4,2 min),
¢imz by se jesté zkratila doba analyzy a také zlepsil tvar piku fBusDOTA.
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Dale se ukézalo, Ze bezkontaktni vodivostni detektor, zatim pouzivany pievazné
v kapilarni zdénové elektroforéze, je vhodnou metodou detekce nabitych latek i
v RP-HPLC, kterou lze uplatnit zejména, jde-li o latky slabé absorbujici v UV oblasti.

Pokud byla pro separaci polykarboxylatovych derivatd cyklenu pouzita mobilni
faze neobsahujici kyselinu ani pufr, poskytla CCD detekce lepsi vysledky nez bézna UV
detekce. Signaly studovanych latek ziskané CCD detektorem byly natolik zietelné, ze
ve vzorcich bylo mozné identifikovat necistoty, které na zdznamu potizeném UV
detektorem nebyly patrné.

Na zaklad¢ experimentalnich vysledki této diplomvé prace lze konstatovat, Ze
HPLC je vhodnou metodou pro separaci polykarboxylatovych derivatd cyklenu, coz

dokladaji vyvinuté metody separace kyselych a esterovych derivata cyklenu.
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6 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

C18
C8
CCD

HPLC

Ka
LC-MS
MRI
NMR
PET
PTFE
RP-HPLC
SPECT
TEA

R
UV-VIS

absorbance

oktadecylova stacionarni faze

oktylova stacionarni faze

bezkontaktni vodivostni detektor

frekvence

vysokoucinna kapalinova chromatografie

disocia¢ni konstanta

kapalinovéd chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci
zobrazovani magnetickou rezonanci (magnetic resonance imaging)
nukledrni magneticka rezonance

pozitronova emisni tomografie (positron emission tomography)
polytetrafluorethylen (teflon)

vysokou¢inna kapalinova chromatografie s prevracenymi fazemi
single-photon emission computed tomography

triethylamin

reten¢ni Cas

ultrafialova a viditelna oblast zafeni

vlnova délka
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