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Staciondrne fazy na bdaze porézneho grafitového uhliku (PGC) sa vyznacuju
mnohymi zaujimavymi vlastnostami. Napriklad ide o vysoki mechanicky odolnost,
stabilitu v celom rozmedzi pH a vyborna odolnost proti vysokym teplotam. Zaroven sa
vyznacuju unikatnym mechanizmom retencie. AvSak napriek tymto pozitivam a dlhej

existencii na trhu sa nedostali do SirSieho pouZivania vo farmaceutickej analyze.

V nasej praci bolo analyzovanych 11 skupin lie€iv zahffiajucich Gcinnu latku a jej
potencialne nedistoty. Celkovo bolo teda analyze podrobenych 67 latok. Jednotlivé
separacie na PGC boli optimalizované s cielom dosiahnut ¢o najlepsie vysledky. Zmeny
podmienok separdcii zahriiovali otestovanie niekolkych mobilnych faz, gradientovu aj
isokraticku eluciu a otestovanie vplyvu vyssej teploty. Ako najuniverzalnejsie podmienky
sa uplatnilo vyuZitie gradientovej eltcie s mobilnou fazou, ktorej organicku ¢ast tvoril
acetonitril aisopropanol v pomere 1:1 avodnu cast 0,1% kyseliny trifluéroctova.
Zaroven boli dané latky analyzované na referencnej koléone BEH C18 a vysledky boli
porovnané s vysledkami ziskanymi z analyz na PGC. Referenéna koléna dosahovala
dobré vysledky aj bez potreby zlozZitejSich optimalizacii. Vacsinou boli eluované vsetky
latky a vykazovala dobru selektivitu a rozliSenie. Naproti tomu analyza na PGC si
vyzadovala komplexnejsi pristup a zloZitejSi proces optimalizacie. Napriek tomu jej
vyuzitelnost vo farmacii je mozna a moze byt rieSenim pre zloZité separacie vysoko

polarnych latok.
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ABSTRACT
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Title of Diploma Thesis: Evaluation of separation potential of stationary phases based

on porous graphitic carbon.

Stationary phases based on porous graphitic carbon (PGC) exhibit many
interesting features. For example high mechanical resistance, stability across the entire
pH range and excellent high temperature resistance. Moreover, they are significant due
to their unique mechanism of retention. Despite all of these positive features and long

existence on the market, their broader use in pharmaceutical analysis is still lacking.

In our paper we have analyzed 11 groups of drugs, including active
pharmaceutical ingredient and its potential impurities. Overall, 67 substances have been
analyzed. Each separation on PGC has been optimized in order to achieve the best
results. Changes in conditions of separation included testing of several mobile phases,
gradient and isocratic elution and testing the effect of higher temperature. The use of
gradient elution, with mobile phase consisting of acetonitrile and isopropanol in
proportion 1:1 as organic modifier and 0,1% trifluoracetic acid as aqueous part has
appeared as the most versatile conditions. Furthermore, the same substances were
analyzed on a reference column BEH C18 and results have been compared with results
obtained by analysis on PGC. Reference column achieved good results without necessity
of complicated optimizations. Most substances have been eluted and column has
proven good selectivity and resolution. In contrast, more complex approach and
complicated process of optimization were necessary for the PGC analysis. Nevertheless,
its use in pharmacy is possible and can represent a solution for difficult separation of

highly polar substances.

Keywords: porous graphitic carbon; impurities; optimization; comparison




,Prohlasuji, Ze tato prace je mym plvodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani ¢erpal, jsou uvedeny v seznamu poutZité literatury a

v praci radné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.”

V Hradci Kralové dfa 4.9. 2017 e

Ondrej Gulas




V prvom rade dakujem doc. PharmDr. Lucii Novakovej, Ph.D. za jej odborné
a obetavé vedenie, venovany cas, trpezlivost a cenné rady poskytnuté pri spracovani
mojej diplomovej prace. Dalej dakujem pracovnikom Katedry analytickej chémie za
pomoc a zhovievavost, mojej rodine avsetkym ludom, ktori mi boli pocas studia

a vypracovavania diplomovej prace oporou.




Obsah

Z0zZNam POUZItYCH SKIatieK ......ccevcvuiiiiriiiiie it rree et e e s e e s s naeees 8
Lo VOG- tuiieiiicieietsti e e t e te e b e b b e 9
2. Ciel' @ zadani® PraCe. ... e e e e e e anees 10
3. TEOIELICKA CaST..ectieuiiiiieieeieetiee ettt ettt ettt saeesaeetesaeesaeesesneens 11
3.1, Chromatografia ... 11
3.1.1.  Kvapalinovd chromatografia ........ccccceeeeiiiiiiiciiiie e 11
3.1.2.  Vysokoucinna a ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia .................. 12
3.1.3.  Stacionarne fazy pre UHPLC......cooiiii ittt e e e 13
3.1.3.1.  Hybridné stacioNArNe fAzy ........ccoeeeeeiiiii e 14
3.1.3.2.  Staciondrne fazy na baze porézneho grafitového uhliku............cccueeeenie. 15
3.2.  Prehlad publikovanych aplikacii vyuZivajucich PGC ..........ccccceeevviiieeecnciieee e, 17
3.3.  Skupiny testovanych latok a ich vIastnOoSti........ccccceevvcivieiiiiieee e, 20
3.3.1.  Agomelatin @ Jeho NEeCISLOLY ...cceeeiiiiieiciie e 20
3.3.2.  BetabloKAtOry ..o e 22
3.3.3.  Enzalutamid @ jeho NECISLOLtY ...ccoccurrieieee e 24
3.3.4. Atomoxetin @ Jeho NECISTOtY ...cccccciiiiieee e 25
3.3.5. Atorvastatin @ jeho NeCistoty ......cccvvrieeee i 27
3.3.6.  Ezetimib a Jeho NECISTOtY vuvviiiii i 28
3.3.7. Tikagrelor a jeho NeCIStOtY . ..ccceeeecciiiiieee e 30
3.3.8. Vardenafil a Jeho NeCISTOLY ..cceeeeeeeiiiieeeee e 32
3.3.9. Dasatinib a jeho NECIStOtY ....ccciieiieiieeeee e 33
e T O B 1 1 o =<1 1Y PO 34
3.3.11. Abiraterdn a Jeho NECIStOtY......cccccuriiiieee et 36
N 1Y g [0 4T 1 = | [ T or= ) AR 38
A1, SEANAAEANE TALKY w.eeeveieeeeeeeeeee ettt e e et e eeee et e e e ese e eeeneeeeeeeeeerens 38
4.2, ROZPUSEAAIA.....eiii ettt et e e e et e e e e abe e e earee s 42
4.3, Dalie ChemMIKANIE .......ceveveeeeeeiecececececeeeeece ettt aeaeaas 42
4.4,  PristrOJOVE VYDAVENIE ....cccoccuiiiiieeiee ettt ettt e e e stbrree e e e e e e e e anaraeeees 43
T - (o101 YA o To 1 AU T I SRR 43
4.5.1.  Priprava StandardoV ... 43

4.5.2. Priprava zmesi Standardov analyzovanych 1atoK .......c.ccccoeevvvmvveeieeieiiiccinnnnnnen. 44




4.5.3.  Priprava mobilnych faz, aditiva pufrov .......ccccceeeercieiiice e, 44

4.5.4. Postup a podmienky SEPAracCii ......ccueeeiriiiieiiiiiiee e 45
5. Vysledky @ diSKUSIA ..ocuveiiiiiiiiee ettt 47
5.1. Analyza na referencnej staciondrnej fdze BEH C18..........ccccovveeeviiieeeccciieee e, 47
5.2.  Analyza na koldne so staciondrnou fazou na baze PGC .......ccccceeeeeiiecicviivennennnn. 59
5.2.1. Analyza agomelatinu a jeho necistot Na PGC..........cccovvvcimiiieieeeeeiecciireeeeeeee, 59
5.2.2. Analyza betablokdtorov na PGC..........ccccuiiiiiiiiie et 61
5.2.3.  Analyza enzalutamidu a jeho nec€istot Na PGC..........ccceeeciveeeieiiieee e, 65
5.2.4.  Analyza atomoxetinu a jeho neCistOt Na PGC........ccceeviviiieeiiniiieee e 68
5.2.5. Analyza atorvastatinu a jeho necistot Na PGC........cccceeevciieeeeeiiiie e 71
5.2.6. Analyza ezetimibu a jeho necistdt Na PGC.........ccceccuvieeeciiiiee e 72
5.2.7. Analyza tikagreloru a jeho necistot Na PGC.......cccecciieiiviiieeeieiieee e 73
5.2.8.  Analyza vardenafilu a jeho neCistot Na PGC.........ccccveeeiviiieeiiiiiieee e 73
5.2.9. Analyza dasatinibu a jeho nec€istot Nna PGC.........cccccouieeeiiiieee e 74
5.2.10. Analyza estrogénov a jeho necistdt Na PGC........cceeveiieiiciinireeieeeeeeeecciirreeeee e, 74
5.2.11. Analyza abiraterdnu a jeho necistdt Na PGC.......cocccuveeviviiieee e 75

B, AV ettt ————e ettt ettt —————etttetttat—————————tttttta—————————tttttr—————_ 76




Zoznam poutzitych skratiek

ACN
BEH
BEH C18

FAC
FD

HPLC
HYP

IMP
LC
MeOH
MS
PDA
PGC
PSA
PREG
RP
RP-HPLC
TCA
TFA
THF
UHPLC
UPLC
uv

acetonitril

hybridna stacionarna faza s ethylenovymi mostikmi

hybridna staciondrna faza s ethylenovymi mostikmi modifikovana
osemnastuhlikovym retazcom

kyselina mravcia

fluorescenény detektor

vySkovy ekvivalent teoretickej priehradky

vysokoucinna kvapalinovad chromatografia

hypercarb — obchodna znacka kolény na baze porézneho
grafitového uhlika od firmy Thermo Scientific

nedistota

kvapalinova chromatografia

methanol

hmotnostny spektrometer

detektor diddového pola

porézny grafitovy uhlik

sodna sol kyseliny pentansulfonovej

poldrna retencia na grafite

reverzna faza

vysokoucinnd kvapalinova chromatografia na reverznych fazach
trichléroctova kyselina

trifluoroctova kyselina

tetrahydrofuran

ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia
ultra-performance liquid chromatography (znacka firmy Waters)

ultrafialovd oblast svetla




1. Uvod

UZ v sedemdesiatych rokoch minulého storocia si vedci uvedomovali nevyhody
spojené so stacionarnymi fazami na baze silikagelu. Ciastoéne i$lo o obtiaznu eliminaciu
alebo zastitenie rezidudlnych silanolovych skupin ale taktiez o krehkost a nestabilitu
naviazanych ligandov. Kvéli spominanym a dalsim nevyhoddm sa pozornost upriamila
na uhlik. Po prekonani prvotnych problémov so syntetizovanim fazy na baze uhlika
a optimalizacii mechanickej stability a chromatografickej uc¢innosti boli na trh uvedené
nové staciondrne fazy na baze porézneho grafitového uhlika (PGC). Napriek tomu, Ze
spominané fazy boli vynajdené pred viac ako tridsiatimi rokmi a komeréne dostupné
pred viac nez dvadsiatimi rokmi, nedockali sa SirSieho vyuZitia vo farmdcii a zaobera sa

nimi iba pomerne malé mnoZstvo prac.

Aplikacia vo farmaceutickej analyze vyZzaduje dostatocnu retenciu cielového
analytu, kvoli limitdcii potencionalnych interferencii s pribuznymi latkami a necistotami.
V tomto pripade konvencné RP-HPLC stacionarne fdzy nezabezpecuju dostatocnu
retenciu poldrnych latok a teda PGC je zaujimavou alternativou. Taktiez mnohé dalsie
vlastnosti ako napriklad stabilita v celom rozmedzi pH, stabilita pri vysokych teplotach,
stereoselektivita povrchu a iné vlastnosti by mohli byt rieSenim na analyzy, pri ktorych
silikagelové stacionarne fazy poskytuji nevyhovujuce vysledky alebo ich neumoznuju.
Preto sme sa v tejto praci rozhodli vyskusat potencial vyuZitia koldn na baze porézneho

grafitového uhlika vo farmacii.




2. Ciel' a zadanie prace

Hlavnym ciefom tejto diplomovej prace bolo otestovanie separa¢ného
potencialu stacionarnych fdz na baze porézneho grafitového uhlika aich eventudlne
vyuZitie vo farmdcii. TaktieZ optimalizacia podmienok analyzy pri pouzivani PGC s cielom
dosiahnut vhodnejSie vysledky. Vzhlfadom na mozné odlisnosti bolo jednym
z cielov porovnanie so separaciou za poutzitia referencnej kolény na baze silikagelu
s reverznou fazou C18, ktora bola zvolena z dévodu, Ze sa jednd o univerzalnu fazu prvej

volby v RP-HPLC.

V rdmci porovnania a overenia vyuzitia PGC v analyze lie€iv, bolo podrobenych
analyze jedendst skupin lieiv a ich potenciondlnych necistot s chemickou Struktirou
odvodenou od daného lie¢iva. Vyber analytov zahrrioval latky s velmi rozdielnymi
fyzikdlne-chemickymi vlastnosti a taktiez latky s velmi blizkou Struktirou a podobnymi
vlastnostami. Testovanie potencidlu a optimalizdcia jednotlivych analyz spodivala
v rozliénych obmenach separacnych podmienok. V ramci toho bolo vyskusanych viacero

mobilnych faz, gradientova aj isokraticka ellcia a taktiez zmeny teploty.
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3. Teoreticka éast
3.1. Chromatografia

3.1.1. Kvapalinova chromatografia

Kvapalinova chromatografia patri do skupiny separa¢nych metdd a je zalozena
na rozdelovani latok v zmesi medzi dve r6zne nemiesatelné fazy, teda medzi mobilnu
a stacionarnu fdzu. Ako uZ vyplyva z ndzvu, mobilnou fazou je pri tejto metdde
kvapalina, stacionarnou fazou potom méze byt pevna latka alebo kvapalina upevnena
na pevnom nosici. V kvapalinovej chromatografii je vSak vidy stacionarna faza

umiestnena v chromatografickej koléne vo forme sorbentu [1].

Latky zmesi su nasledne separované na zdklade svojich rozdielnych distribu¢nych
koeficientov, pretoZze medzi obomi zmienenymi fazami existuje fazové rozhranie. Po
nastreku je vzorka unasana prddom mobilnej faze na kolénu, kde dochadza

k opakovanému ustalovaniu rovnovahy medzi stacionarnou a mobilnou fazou [1].

Separdcia jednotlivych zloZiek je tym padom ovplyvnena vlastnostami oboch
zmienenych faz. Podla vzdjomnej polarity jednotlivych faz sa rozliSuje chromatografia
na normalnych areverznych fazach. O normdlnu fazu sa jedna, ked sa v sorbente
chromatografickej koldny nachadzaju poldrnejSie skupiny (napr. silikagel, CN, NHy)
a mobilna faza mda nepoldrny charakter (napr. alifatické a aromatické uhlovodiky).
Naopak v systéme reverznych faz su pouzivané polarne roztoky zlozené z organického
modifikatoru (napr. metanol, acetonitril, tetrahydrofuran) a vodnej zlozky. Charakter
rozpustadla ovplyviiuje mieru retencie a selektivitu separacie, kedy latky s vysSou
polaritou su eluované skor, pretoze vykazuju vyssiu afinitu k tejto polarnej mobilnej faze

nez k stacionarnej faze s nepolarnymi skupinami (napr. C8, C18, fenyl) [1].

Eldcia moze prebehnut za konstantného zloZzenia mobilnej fazy, tzv. izokraticka
ellcia, alebo s vyuzitim mobilnej fazy, ktorej elu¢na sila je podla zvoleného programu
postupne zvySovan3, CiZe tzv. gradientovej ellcie. Prva zmienena sa uplatfiuje v pripade,
Ze zlozky zmesi maju podobné fyzikalne-chemické vlastnosti. Naopak, gradientova elucia
sa uplatiiuje ked' latky maju vyrazne odlisné fyzikalne-chemické vlastnosti a isokraticka

ellcia by pri nich bola velmi naroc¢na na ¢as [1].
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Chromatograficky zaznam je charakterizovany prostrednictvom eluénych kriviek
gaussovského tvaru, ktoré su nazyvané piky. Retencny cas je oznacovany ako doba od
nastreku vzorku do dosiahnutia maxima elu¢nej krivky (vrcholu piku) a kvalitativne
charakterizuje danu latku. Pre kvantitativne hodnotenie je potom vyuzivana plocha pod
pikom zvolenej latky. Idedlna chromatografickd separdcia sa vyznacuje dokonale

oddelenymi pikmi s ostro ohrani¢enymi zénami [1].

3.1.2. Vysokoucinna a ultra-vysokoucinna kvapalinova
chromatografia

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC) sa v priebehu svojho vyvoja
rychlo stala efektivhou separacnou metédou. Tento inovativny, rychly a vysoko
selektivny analyticky ndstroj ma Siroké uplatnenie v biologickych, chemickych,

farmaceutickych, potravinarskych, environmentalnych a dalSich oblastiach analyzy [2].

Hlavnym cielom HPLC metddy je dosiahnutie ¢o najlepSieho rozdelenia latok v ¢o
najkratSom case. Z tohto hladiska je velkym pokrokom zavddzanie ultra-vyskokoucinne;j
kvapalinovej chromatografie (UHPLC), ktord je relativne dobre zavedenou technolégiou
poskytujucou nové moznosti v kvapalinovej chromatografii [1] [3]. Termin UHPLC (vtedy
ultra-highpressure liquid chromatography) bol prvy krat spomenuty Jorgensonom
v roku 1997, ked' pouzil koldny s ¢asticami o velkosti 1,0 - 1,5 um kompatibilné s tlakom
az 4100 bar (60 000 psi) [4] a neskor v roku 2003, 7200 bar. Na zaklade dokazov tohto
konceptu bol v roku 2004 komercne zavedeny firmou Waters prvy chromatograficky
systém kompatibilny s tlakom 1000 bar pod znackou UPLC (ultra performance liquid

chromatography) [5].

K dosiahnutiu ucinnych a rychlych separacii sa teda pri UHPLC vyuZiva
chromatograficky sorbent, ktorého castice si mensie ako 2 um. Z van Deemterovej
dynamickej tedrie vyplyva, Ze pri zmenseni Castic v stacionarnych fazach je mozné
dosiahnut zvysenie separacnej ucinnosti (viz obr. 1). Optimalna separac¢nd ucinnost
pri vyssich linedrnych prietokovych rychlostiach a je zachovand vich SirSom rozsahu,
v dosledku nizkeho odporu proti prevodu hmoty. Preto je mozné Castice mensie nez 2

um vyuzivat pre zlepSenie ucinnosti, rozlisenie pikov a pre skratenie doby analyzy.
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Nevyhodou zmensenia Castic je zvySenie spatného tlaku vyZzadujiuce uspbsobenie
systému. Podla Darcyho zdkona je tento narast tlaku nepriamo Umerny druhej az tretej
mocnine velkosti ¢astic. Cize pri optimalnej linedrnej prietokovej rychlosti bude ¢astica
s velkostou 1,7 um vytvarat spatny tlak 27x vyssi ako Castica s velkostou 5 um. Zvysenie
prietokovej rychlosti a pouzivanie koldn s mensSim priemerom ako uHPLC ma za

nasledok skratenie doby analyzy a redukciu mnozZstva pouzivanych rozpustadiel [1][3].

25
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Obr.1 — Vplyv velkosti ¢astic stacionarnej fazy na priebeh van Deemterovej krivky.

Obrazok prevzaty a upraveny zo zdroja [1].

InStrumentacia v UHPLC musi byt zostavend tak aby systém mohol pracovat za
vysokych tlakov. TaktieZ musi splfiovat poZiadavky na robustné cerpadlo a davkovaci
systém, vysoku frekvenciu zberu dat, minimalne mimokolénové objemy a vhodnu

stacionarnu fazu [1].

3.1.3. Stacionarne fazy pre UHPLC

Staciondrna faza je nepohyblivou zloZzkou chromatografického systému. Moéze
fiou byt tuha latka alebo kvapalina zakotvena pripadne chemicky naviazana na tuhy
nosic. Ide teda o napln koldny, na ktorej dochadza k vlastnej separacii [1]. Naplne koldn
je mozné rozélenit do troch kategdrii: organické, anorganické a hybridné. Pricom uhlik
asilikagel patria medzi anorganické. V sucastnosti je porézny sféricky silikagel
najpopularnejSim substrdtom pre staciondrne fazy, a to vdaka svojej monodisperzite,

modifikovatelnému povrchu, mechanickej pevnosti a celkovej chromatografickej
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ucinnosti. Ma vsak zaroven urcite limitacie, ako napriklad nestabilita pri extrémnom pH
a pri vysSich teplotach. Naproti tomu organické materidly odoldvaju pH, avsak maju
¢asto nizSiu mechanicku stabilitu a neuspokojivi chromatograficki ucinnost. Tretie
spominané — hybridné materidly sa do istej mieri vyznacuju pozitivnymi vlastnostami
anorganicko — organickej kompozicie, hlavne zlepSenou tepelnou a chemickou stabilitou

[2].

3.1.3.1. Hybridné stacionarne fazy

Zakladom hybridného sorbentu je kombinacia anorganického silikagelu
a polyméru organického organosilanu. Toto spojenie umoziuje ziskat vyhody oboch
zloZiek. Vysoku ucinnost a mechanicki odolnost silikagelu a taktieZ teplotnu stabilitu
polyméru, ktory zaroven zabezpecuje elimindciu zvySkovych silanolovych skupin.

Hybridné faze sa zdroven vyznacuju vysokou stabilitou v Sirokom rozmedzi pH (1-12) [1].

V tejto diplomovej praci bol pouzity hybridny sorbent od firmy Waters
s komerénym ndzvom BEH (Bridged ethyl hybrid). Tato stacionarna faza bola
syntetizovand  spolukondenzaciou  bis(triethylsilyl)ethanu s tetraethoxysilanom
v pomere 1:2 (obr.2). Hybridné castice s ethylenovymi mostikmi boli modifikované 18

uhlikovym retazcom [1][6].

Tetraethoxysilane Bis{triethoxysilyl)oina Paolyethoxysilane
(TEOS) (BTEE) (BPEOS)
_ EtO CH, CH, OEt OEt
EtQ EtD CH OEt Si Si-0-8|-0-Et
2
=t k EiC OBt Si o Si o Si_g |Et
e — EQ CEL QEt 1n
g‘ Bridged Ethyl in silica matrix
Q
H

Obr.2 — Struktura hybridnej €astice s vyuZitim technolégie BEH [7].




3.1.3.2. Stacionarne fazy na baze porézneho grafitového
uhliku

Porézny grafitovy uhlik (PGC) sa v pouZiti ako stacionarna faza vyznacuje
mnohymi zaujimavymi vlastnostami. Chemické vlastnosti povrchu odlisuju PGC od
konvenénych stacionarnych faz na baze silikagelu a polymérov. Vzhladom k nepolarnym
l[dtkam sa PGC sprava podobne ako silne reten¢ny alkylom modifikovany silikagel [8].
V pripade polarnych zlic¢enin je retencia na PGC odliSnda. Pri konvencénych alkylom
modifikovanych silikageloch pridanim polarnej skupiny do molekuly zvyéajne dochadza
v systéme reverznych faz k redukcii retencie, avSak u PGC je tato redukcia vyrazne nizsia
a v niektorych pripadoch sa retencia dokonca zvysuje. Preto by malo byt PGC vhodné
pre separdciu velmi polarnych aionizovanych latok. PGC sa taktiez vyznacuje stereo-
selektivitou povrchu so schopnostou oddelovat od seba geometrické izoméry,
diastereoizoméry a $truktirne blizke zlGgeniny [9]. Dal$imi vyhodami PGC je jeho
odolnost voci agresivnym mobilnym fazam a separacnym podmienkam. Vyznacuje sa
stabilitou v celom rozmedzi pH 0 — 14 a je odolny voci vysokym teplotam (aZ do 200 °C)
[10]. Naproti tomu, tradiéné stacionarne fazy na baze silikagelu su stabilné do teploty
priblizne 60 °C pri pouZiti aprotickych rozpustadiel. Vyhodou pouZitia vyssej teploty je
zniZenie spatného tlaku, taktiez umoZnuje pouZitie staciondarnych faz s mensimi
Casticami, ktoré bohuzial pre PGC zatial nie si dostupné. Analyza teda méze prebiehat
pri vysSej prietokovej rychlosti a vo vysledku dochadza k rychlejsim a efektivnejsim

separaciam [11].

PGC vyuziva porézne sférické cCastice s porozitou priblizne 75%. Povrch je
krystalicky so 3pecifickym povrchom 120m?/g, skladajuci sa z plochych na seba
priliehajucich vrstiev (obr.3) hexagondlne usporiadanych atomov uhlika. Jednotlivé
atémy uhlika maju plne obsadené valencné orbitaly. V principe teda neobsahuju ziadne
funkéné skupiny. Ziadna krystalicka $truktira vsak nie je dokonald ana hranach
uhlikovych vrstiev sa mozu vyskytnut rézne funkéné skupiny. Efekt tychto skupin na
chromatograficku separaciu je vSak minimalny, pretoZe zaberaju menej ako 1% povrchu
[8]. PGC sa odlisuje od pravého troj-dimenzionalného grafitu tym, Ze jeho po sebe
nasledujlce vrstvy nie su pravidelne orientované. Preto ho niektoré zdroje nazyvaju

dvoj-dimenzionalny grafit (obr.4) [10].
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Obr.4 — Struktura grafitu: a.) troj-dimenziondlny grafit, b.) dvoj-dimenzionélny grafit

(PGC) [12].

Ako bolo vysSie spominané na molekularnej urovni je povrch PGC plochy
a vysoko krystalicky. Na rozdiel od klasickych silikagelovych faz, ktoré su Stetinovitého
typu s naviazanou fazou a zvyskovymi silanolovymi skupinami (obr.5). V désledku toho
je mechanizmus interakcii velmi odlisny. Retencia grafitom z eluentu je determinovana
rovnovahou dvoch faktorov: (1) hydrofobicitou, ktord spésobuje vypudenie analytov

zroztoku a (2) interakciou polarizovatelnych a polarizovanych skupin v analyte
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s grafitom. Sila interakcii zavisi od plochy analytu, ktord je v kontakte s povrchom grafitu
a od povahy, typu funkénych skupin [8]. Vdaka plochej strukture PGC bude vo vacsej
miere dochadzat k interakcidam s planarnymi molekulami (obr.6A) neZ s priestorovo

usporiadanymi molekulami (obr.6B) [1].

Obr.6 — Zobrazenie interakcie PGC [8].

3.2. Prehlad publikovanych aplikacii vyuzivajucich PGC

Podrobny prehlad aplikacii PGC podla jednotlivych oblasti uvddza vo svojej praci
L. Pereira [8]. V nasledujucich riadkoch atabulke 1 uvadzame prehlad niektorych

vyznamnejsich aplikacii PGC vo farmadcii a suvisiacich s naSou pracou.
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Tabulka 1 — prehlad publikovanych aplikacii

autor A. Mitakos
[14]
prietok 0,25
ml.mint
Koléna 50x3mm,
S5um
LC LC
detekcia MS
MF MeOH
/voda
(70/30)
s0,1% TFA
Skupina  Klopidog-
analytov izl

Y. Daali [15]

1 ml.min!

100x4,6m, 5

um

HPLC

FD

ACN/voda
(8/92)
s0,1% TFA

Akarboza

a metabolit

M. Gouy
(16]

0,4 ml.min-

1

50x2,1mm

, 5 um

LC

MS

A:voda
s 0,1% FAC
B:
ACN/voda
(80/20)
Arabinosid

-CMP,

N. Helali
[17]

1 ml.min?

100x4,6m,

7 pm

HPLC

PDA

A: ACN
B:
fosfatovy
pufr s PSA
pH 2,5
Cimetidin

a necistoty

J. Martens-
Lobenhoffer
[18]

1 ml.min?

150x4,6m, 5

pum

HPLC

uv

A:0,423%
HsPO4
B: ACN

Levetirace-

tam

H. Ehrsson

[19]

0,5ml.

min-!

250x4,6m,

5um

LC

uv

MeOH/
0,25M
sukcinato-
vy pufr pH
7,0 (90/10)
Oxaliplati-

na

Reepmeyer
(20]

0,3 ml.mint

250x4,6m, 5

pum

LC

MS

A: 10mM
TEA/voda
B: 10mM
TEA/aceton/
ACN

Estrogény

J. Barret A. Karlsson
[21] [22]

1 ml.min? 1 mlmin?
100x4,6m,  100x4,6m,
7 um 5um
HPLC LC
uv uv
0,05M 20mM
octanovy NaOH/
alebo MeOH

uhlicitano-
vy
Morfin a Betabloka-
metabolity tory

L. Monser

(23]

1 ml.min?

100x4,6m,

7 pm

HPLC

uv

ACN/fosfa-
tovy pufr
pH5,5

Paraceta-

mol
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Vyznam skratiek: ACN — acetonitril, CMP — cytidinmonofosfat, FAC — kys. mravcia, FD —
fluorescencny detektor, HPLC — vysokoudinnd kvapalinovd chromatografia, LC -
kvapalinova chromatografia, MeOH — methanol, MS — hmotnostny spektrometer, PDA
— detektor diédového pola, PSA —pentansulfonova kyselina, TEA — triethylamin, TFA —

trifudroctova kyselina, THF — tetrahydrofuran, UV — spektrofotometricky detektor.

Prvych sedem aplikacii uvedenych v tabulke sa zaobera separdciou poldrnych
latok. V tychto aplikdciach je zjavna vyhoda vyuzitia PGC vzhladom na efekt, ktory
popisal vo svojej praci J. Knox [9] a nazval ho ,,Poldrna retencia na grafite” (PREG). Tento
efekt definuje schopnost molekul majucich volny elektrénovy par alebo aromaticky kruh
interagovat prostrednictvom mechanizmu transferu elektronov do elektronového
oblaku grafitu. Ide o akési prekrytie orbitalov medzi elektrénmi uhliku a volnym parom
a/alebo rt elektréonmi analytu [9]. Zaujimavé vysledky boli dosiahnuté v praci J. Martens-
Lobenhoffera [18], kde bola vytvorena metdda na uréenie levetiracetamu. Ide o velmi
polarnu latku a preto vsetky predchdadzajuce metdédy vyuzivajuce reverzné fazy boli
schopné dosiahnut primeranu retenciu iba s pouZzitim velmi nizkej frakcie organického
modifikatora v mobilnej fazy. Pouzitie PGC viedlo klepSej retencii, velmi ostrym

a symetrickym pikom a vysokej selektivite pre levetiracetam.

Daldou zaujimavou pracu publikoval J. Reepmeyer [20]. Venovala sa separacii
izomérov dvoch konjugovanych estrogénov prostrednictvom PGC a potvrdzuje
vhodnost vyuZitia danej stacionarnej fazy v separdcii izomérov a Strukturne pribuznych
zltcenin. Y. Daali [15] pri separacii akarbdzy, jej metabolitov a anomérov upozoriuje
a znazornuje silny vplyv zloZzenia mobilnej fdze na retenciu pri pouziti PGC. Zaroven
poukazuje na vplyv kyslého modifikatora (v tomto pripade sa jednalo hlavne o TFA ale

boli vyskusané aj iné) na selektivitu, tvar piku, retenc¢ny ¢as a reprodukovatelnost.
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Ako bolo uZ vyssie spominané jednou z vyhod PGC je vysoka tepelna odolnost
[10]. Vplyvu zmeny teploty sa zaobera viacero prac, napriklad A. Karlsson [22] pri
separacii alprenololu a pribuznych latok zistil, Ze pri zvySovani teploty boli dané latky
ovplyvnené rovnako a nedoslo k zmene poradia retencie. TaktieZ J. Barret [21] spomina,
Ze vysSia teplota zvySuje solubilitu latok v mobilnej faze a taktiez ulahcuje transport do
porézneho materidlu. Zaroven zvySenie teploty zniZuje retenény ¢as, ¢o ma prakticky

dopad v celkovom zrychleni doby analyzy.

3.3. Skupiny testovanych latok a ich vlastnosti

V nasej praci bolo na testovanie separacného potencidlu stacionarnych faz na
baze porézneho grafitového uhlika pouZitych jedenast skupin latok, ktoré obsahovali

lie¢ivo a jeho potenciondlne nedistoty, pribuzné latky alebo izoméry.

V nasledujucich podkapitolach su uvedené tabulky, ktoré obsahuju oznacenia
jednotlivych analytov a obrazky s ich $truktdrou. Dalej st pre porovnanie a popisanie ich
fyzikalne-chemickych vlastnosti uvedené hodnoty, kde Mw je molovd hmotnost.
Hodnota pKa je rovna zdpornému dekadickému logaritmu disociacnej konstanty latky,
ktord popisuje silu danej kyseliny ¢i zasady. Koeficient P popisuje pomer rovnovaznych
koncentrécii latky v dvoch nemieSatelnych kvapalinadch, oktanolu avode, z ktorého

mozeme usudzovat hydrofilne-lipofilné vlastnosti danej latky.

3.3.1. Agomelatin a jeho necistoty

Agomelatin je synteticky analég spankového hormdénu melatoninu. Patri do
skupiny agonistov melatoninovych receptorov a selektivnych  antagonistov
serotoninovych receptorov. Terapeuticky je uréeny na liecbu depresivnych stavov, ale

ovplyviuje aj cirkadidanne rytmy [26].

Chemicky je agomelatin N-(2-(7-methoxynaft-1-yl)ethyl)acetamid, teda
acetamidovy naftalenovy analdég melatoninu [27]. Bol wvyvinuty eurdpskou
farmaceutickou firmou Sevier Laboratories Ltd a pre terapeutické vyuzitie bol schvaleny

v roku 2009 [28].
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Vsetky separované latky v tejto praci sa vyznacuju zdkladnym skeletom zhodnym
stym, ktory tvori agomelatin. OdliSuju sa vacSinou substituentom viazanym cez
methylovy mostik na naftalén. Tabulka 2 uvadza prehlad vlastnosti agomelatinu
a neCistot a obrazok 8 Struktury jednotlivych latok. Latka (latka 5 v obr. 8) , ktora bola
pre zjednodusenie oznacena ako kyselina na zaklade karboxylovej skupiny tvoriacej
substituent je (7-methoxynaft-1-yl)octova kyselina. Podobne aj pre dalSie latky boli
odvodené skrateniny:  (7-methoxynaft-1-yl)acetamid - amid, (7-methoxynaft-1-
yl)acetonitril — nitril, (7-methoxynaft-1-yl)ethylamin hydrochlorid — sol. Strukttrne sa
lisia analyty bis[2-(7-methoxynaft-1-yl)-ethyllamin, ktory bol pre sprehladnenie
oznaceny ako amin a N,N-bis(2-(7-methoxynaft-1-yl)ethyl)acetamid oznaceny ako
dimer. Ide vlastne o cez dusik spojené dve substituované naftalénové jadrd agomelatinu,
odliSujuce sa substituentom na danom dusiku. V pripade dimeru ide
o methylkarbonylovd skupinu, amin obsahuje iba vodik. VSetky tieto latky su
povazované za potenciondlne nedistoty agomelatinu, pretozZe ich tvorba behom syntézy
agomelatinu je velmi pravdepodobna a vacsina z nich vznika niektorou z popisanych

vedlajsich reakcii (Obr.7) [29].
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Obr. 7 — Vznik niektorych analyzovanych necist6t agomelatinu [29]. Imp-1 — sol, Imp-5 —

nitril, Imp-6 —amin, Imp-7 — dimer.




Tabulka 2 — Vlastnosti agomelatinu a necistot

Latka Mw logP pKa pKa
(kyslé) (bazické)
Agomelatin 243,30 2,46 16,2 -0,5
Amid 215,25 16,11 16,1 -0,7
Nitril 197,23 2,69 NA NA
Sofl 237,26 2,89 10,0 NA
Kyselina 216,23 2,79 4,3 -
Amin 385,50 6,96 - 9,7
Dimer 427,53 6,58 - 0,6
0O o .
A Z
g O T
1 or 2 3

HH,

COOH

” "’
A
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Obr. 8 — struktury agomelatinu (1) a jeho necist6t - 2 —amid, 3 — nitril, 4 —sol, 5 —

kyselina, 6 —amin, 7 -dimer
3.3.2. Betablokatory

Latky ztejto skupiny sa vyuZivaju hlavne v terapii hypertenzie, uplatnenie
nachadzaju tiez ako antiarytmikd, antiglaukomatikd a podporné anxiolytika.
Z terapeutického hladiska sa vyuziva ich p6sobenie na B1-receptory, ktoré sa nachadzaju

v srdci [30].




Tvoria Strukturne velmi jednotnu skupinu latok. Prakticky z hladiska Struktury
existuju dve skupiny — arylaminoethanolové (typ A) a aryloxyaminopropanolové
derivaty (typ B). Medzi latky starSieho typu A patri labetalol, ktory tvori Styri aktivne
izoméry. V praxi sa najc¢astejSie vyuziva zmes oboch racematov. Prevazna vacsina dnes
pouzivanych latok patri do typu B, ktory vznikol predi?enim spojovacieho retazca
vsunutim skupiny -OCH,- medzi aromatickd cast a uhlik s alkoholickou skupinou.
Sekunddrna alkoholickd skupina je nevyhnutnd pre ucinok, jej obmena je moznd iba
prostrednictvom prekurzoru ako je to napriklad v pripade bopindololu, ktory je
benzoylesterom pindololu. Ostatné latky sa od seba odlisuju iba substituentom v polohe

4 benzénového jadra a v pripade acebutololu zbytkom kyseliny octovej v polohe 2 [30].

Z hladiska analyzy predstavuje tato skupina vyzvu vzhladom na vysoku
Struktirnu pribuznost, bazicitu latok a zaroven velmi blizke fyzikdlne-chemické

vlastnosti uvedené v tabulke 3.

Tabulka 3 — Vlastnosti betablokatorov

Latka Mw logP pKa (kyslé) pKa
(bazické)

Atenolol 266,34 0,34 13,88 9,43
Metoprolol 267,36 1,63 13,89 9,43
Pindolol 248,32 1,68 13,94 9,54
Acebutolol 336,43 1,77 13,78 9,40
Labetalol 328,41 2,19 8,21 9,30
Propranolol 259,34 2,90 13,84 9,50
Bopindolol 380,48 4,90 17,59 9,40
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HWH2

Obr. 9 — struktury betablokatorov: 1 — atenolol, 2 — metoprolol, 3 — pindolol, 4 -

acebutolol, 5 — propranolol, 6 — labetalol, 7 -bopindolol

3.3.3. Enzalutamid a jeho necistoty

Enzalutamid predstavuje hormonalny pripravok novej generacie, ktory blokuje
androgénnu signalnu cestu a je teda antagonista na androgénnych receptoroch. VyuZiva
sa na terapiu kastracne rezistentného karcindomu prostaty [31]. Toto liecivo bolo
navrhnuté spolo¢nostou Medivation Inc. a pre pouzivanie bolo schvéalené v auguste 2012

[31](32].

Bolo navrhnutych niekolko spOsobov syntézy enzalutamidu, pri ktorych sa
samozrejme vyskytlo aj mnoistvo nelistét v podobe procesnych nedistét alebo
degradacnych produktov. Pri jednotlivych latkach je viditelnd Struktirna podobnost.
Zluéenina oznacena ako ENZ 1 je podla vyrobného procesu medziproduktom, procesnou
necistotou a mdze sa nachadzat vo vyslednom produkte. ENZ 2 vznikad pravdepodobne
ako oxidacny produkt a je hlavnym produktom degraddcie pri vyssej teplote [33]. LiSi sa
od enzalutamidu izosternou zdmenou siry naviazanej na imidazolidin za kyslik. Necistota

ENZ 3 sa odlisuje iba nepritomnostou fluéru na benzéne. Pravdepodobne procesnou
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necistotou je aj necistota oznaCena ako ENZ 4, ktora taktiez vykazuje Struktirnu

podobnost s molekulou enzalutamidu.

Tabulka 4 - Vlastnosti enzalutamidu a jeho necistot

Latka Mw logP pKa (kyslé) pKa
(bazické)

Enzalutamid 464,44 2,98 13,88 -1,99

ENZ 1 254,26 0,12 3,59 0,53

ENZ 2 448,37 2,34 13,99 -1,47

ENZ 3 446,45 2,92 14,46 -1,91

ENZ 4 228,19 3,30 - -

IZ/ OH
]
Q H
N
ij |
g z N
, \
o
=]
1 2
/
:z/ 3 cN F
o F
c ['S) 'Sy
w w F
? \ 1 |
g = .
ﬁ % “w
a
o
3 4 5

Obr. 10 — struktury enzalutamidu (1) a jeho necisto6t -2 -ENZ 1,3 -ENZ 2,4 —
ENZ3,5—-ENZ4

3.3.4. Atomoxetin a jeho necistoty

Atomoxetin je latka Strukturne podobna antidepresivam zo skupiny selektivnych
inhibitorov spatného vychytavania noradrenalinu, avSak pouZziva sa ako psychostimulans
v liecbe hyperkinetickej poruchy deti. Chemicky sa jedna o (3R)-N-methyl-3-(2-
methylfenoxy)-3-fenylpropan-1-amin [26].
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Obr. 11 zobrazuje atomoxetin azvolené procesné, degradacné ainé moiné
necistoty. Necistoty ATO 1 aZ 3 su pomerne jednoduché zluéeniny. Jedna sa o kyselinu
mandlovu (ATO 1), o- kresol (ATO 2) a fenol (ATO 3). Necistota ATO 4 sa od atomoxetinu
odlisuje nepritomnostou methylu na fenoxy skupine, preto je oznacovana aj ako fenoxy.
ATO 5 ma naviazany fenyl na amine zakladného skeletu atomoxetinu, preto je tiez
oznacovany ako fenyl. ATO 6 tvori s aminoskupinou atomoxetinu fenylkarbamat, preto

je oznaCovany ako karbamat.

Atomoxetin a jeho necistoty tvoria pomerne réznorodud skupinu latok vzhladom
na Struktudru, velkost zlucenin a fyzikalne chemické vlastnosti (viz tabulka 5). Su preto

zaujimavou skupinou pre farmaceutickud analyzu.

Tabulka 5 — Vlastnosti atomoxetinu a jeho necistot

Latka Mw logP pKa pKa (bazické)
(kyslé)
Atomoxetin 255,35 3,36 - 10,15
ATO 1 (mandlova kys.) 152,15 0,55 3,41 -
ATO 2 (o-kresol) 108,14 1,96 10,32 -
ATO 3 (fenol) 94,11 1,54 9,86 -
ATO 4 (ato-fenoxy) 241,33 2,84 - 10,14
ATO 5 (benzyl-ato) 345,48 5,24 - 8,32
ATO 6 (karbamat) 375,46 5,43 - -1,73
oH OH OH
Q OH
]
| 2 3 4

sz
e

Obr. 11 — struktury atomoxetinu (1) a jeho necistot - 2 - ATO 1 (mandlova kys.), 3 - ATO
2 (o-kresol), 4 - ATO 3 (fenol), 5 - ATO 4 (fenoxy), 6 - ATO 5 (benzyl), 7 - ATO 6 (karbamat)

26



3.3.5. Atorvastatin a jeho necistoty

Atorvastatin patri medzi antihyperlipidemika. Mechanizmus ucinku tohto lie€iva
spoCiva v zastaveni syntézy cholesterolu inhibiciou enzymu HMG-CoA-reduktdzy.
Chemicky je to (3R,5R)-7-[3-fenyl-4-(fenylaminokarbonyl)-2-(4-fluorfenyl)-5-isopropyl-
1-pyrrolyl]-3,5-dihydroxyheptanovd kyselina a najcastejSie sa pouziva vo forme

vapenatej soli [34].

Atorvastatin  ma dva stereogénne uhliky ateda Styri potencidlne
diastereoizoméry. Necistota oznacena ako IMP B je toho prikladom, ma konfiguraciu
3S,5R . Necistoty IMP A a C sa liSia od atorvastatinu poctom fluérov. Zatial ¢o IMP A je
desfluoro derivat, IMP C ma jeden fluér navyse v polohe 4 na fenyle naviazanom na
pyrolyl. IMP D je epoxidovy derivat atorvastatinu a nelistota oznacend ako LAC je

vlastne lakton, ktory vznikol cyklizaciou karboxylovej skupiny atorvastatinu.

Vzhladom na vysoku Strukturdlnu podobnost a pritomnost diastereoizomérov
predstavuje tato skupina analytickli vyzvu. Zaroven fyzikalne-chemické vlastnosti su

velmi podobné az na IMP D, ktora ma vyssie log P aj pKa.

Tabulka 6 — Vlastnosti atorvastatinu a jeho necistot

Latka Mw logP pKa pKa
(kyslé) (bazické)

Atorvastatin 558,64 3,85 4,29 0,38
Imp A 540,65 3,91 4,29 0,38
Imp B 558,64 3,85 4,29 0,38
Imp C 576,63 3,78 4,29 0,37
Imp D 431,46 4,93 13,66 -0,05
Lac 540,63 3,90 13,39 0,38
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Obr. 12 — struktury atorvastatinu (1) a jeho necistét-2—-IMPA,3-IMPB,4—-IMPC, 5
—IMPD, 6 - Lac

3.3.6. Ezetimib a jeho necistoty

Ezetimib zniZzuje hladinu cholesterolu mechanizmom inhibicie absorpcie
cholesterolu vtenkom ¢reve. Vyuziva sa vterapii primarnej hypercholesterolemii,

homozygotnej sitosterolemii a zmiesanej hyperlipidemii [35].

Chemicky je ezetimib 1-(4-fluorophenyl)-3(R)-[3(S)-(4-fluorofenyl)-3-
hydroxypropyl]-4(S)-(4-hydroxyfenyl)-2-azetidinon. Nedistoty (viz obr. 14) vybrané do
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tejto prace su procesné necistoty, ktoré mézu vznikat ako medziprodukty syntézy (viz

obr. 13) a eventualne sa vyskytnut v konecnom produkte.
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Obr. 13 — syntéza ezetimibu [obrazok bol poskytnuty vyrobcom danych

Standardov, spolo¢nostou Zentival

Tabulka 7 — Vlastnosti ezetimibu a jeho necistot

Latka Mw logP pKa pKa
(kyslé) (bazické)

Ezetimib 409,43 3,77 9,72 -0,20

EZE 21 401,43 3,42 - -3,09

EZE 22 704,23 5,41 - 2,90

EZE 23 706,73 4,96 14,15 2,97

EZE 24 778,91 6,76 - 2,96
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Obr. 14 — struktury ezetimibu a jeho necistot - 2 — EZE 21, 3 — EZE 22, 4 — EZE 23,5 -
EZE 24

3.3.7. Tikagrelor a jeho necistoty

Tikagrelor je priamy reverzibilny inhibitor trombocytovych receptorov pre
adenosintrifosfat (ADP) typu P2Y12. Indikuje sa v prevencii trombotickych prihod
u pacientov akutnymi koronarnymi prihodami typu anginy pectoris a infarktu myokardu

[36].

Tikagrelor moino chemicky popisat ako (1S,2S,3R,55)-3-[7-[[(1R,2S)-2-(3,4-
difluorofenyl)cyklopropyllamino]-5-propylsulfanyltriazolo[4,5-d]pyrimidin-3-yl]-5-(2-
hydroxyethoxy)cyklopentan-1,2-diol. Necistota oznacena ako TICA 1 sa liSi od API tym,

Ze sa jednd desfludro derivat v polohe 3 na fenyle. TICA 2 je podobnd TICA 1 ale
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zostdvajlci fluor v polohe 4 na fenyle ma nahradeny chlérom. Necistota TICA 3 je oproti

API desethoxy derivat a je teda cyklopentantriol.

Tikagrelor a jeho necistoty je vzhladom na ich vysoku Struktirnu podobnost

extrémne zloZité vyseparovat. Preto predstavuju velku vyzvu.

Tabulka 8 — Vlastnosti tikagreloru a jeho necistot

Latka Mw logP pKa pKa
(kyslé) (bazické)
Tikagrelor 522,57 2,02 13,26 3,05
TICA 1 (desfluoro) 504,58 2,20 13,26 3,05
TICA 2 (ChlorT) 540,03 2,93 12,81 -
TICA 3 (DesethoxyT) 478,52 2,02 13,38 3,05
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Obr. 15 — struktury tikagreloru (1) a jeho nedistot - 2 — TICA 1 (desfluéro), 3 — TICA 2
(ChlérT), 4 — TICA 3 (desethoxyT)
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3.3.8. Vardenafil a jeho necistoty

Vardenafil patri medzi inhibitory fosfodiesterazy 5. Inhibiciou daného enzymu sa
zvySuje hladina cGMP a vyvoldva relaxaciu hladkého svalstva ciev €o zlepSuje prudenie

krvi v penise. LieCivo sa teda vyuziva v terapii erektilnej disfunkcie [37].

Vardenafil moZno chemicky popisat ako 2-[2-ethoxy-5-(4-ethylpiperazin-1-
sulfonyl)-fenyl]-5-methyl-7-propyl-3H-imidazo[5,1-f]-[1,2,4]triazine-4-on. Necistota
oznacend ako VAR 1 je vlastne castou molekuly vardenafilu. Vyznacuje sa
nepritomnostou ethylpiperazinsulfonylovej skupiny. VAR 2 je prakticky rovnaka ako VAR
1 ale vtomto pripade je ethylpiperazinsulfonylova skupina nahradend chlérom.
Nedistota VAR 3 je desethyl vardenafil, odliSuje sa nepritomnstou ethyl v polohe 4 na
piperazine. VAR 4 obsahuje N-oxid v polohe 4 piperazinu. Necistota VAR 5 je sulfonova
kyselina. Oproti molekule vardenafilu teda neobsahuje ethylpiperazinovy zbytok.

V pripade necistoty s oznacenim VAR 6 sa jedna o dimér.

Skupina necistot vardenafilu je aj napriek spoloénému struktirnemu zdakladu
velmi rozmanitd a vzhladom na rézne funkéné skupiny sa uplatiuju rozliéné fyzikalne-
chemické vlastnosti (viz tabulka 9) a teda z hladiska farmaceutickej analyzy predstavuje

zlozitu skupinu.

Tabulka 9 — Vlastnosti vardenafilu a jeho necistot

Latka Mw logP pKa pKa
(kyslé) (bazické)
Vardenafil 488,60 3,64 9,86 7,15
VAR 1 312,37 3,43 10,08 2,28
VAR 2 346,81 3,43 NA -
VAR 3 460,54 2,32 7,73 -
VAR 4 504,21 2,16 4,58 -
VAR 5 836,98 6,09 1,04 -
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Obr. 15 — struktury vardenafilu (1) a jeho necistét -2 - VAR 1,3 -VAR2,4—-VAR3,5 -
VAR 4,6 —VARS5,

3.3.9. Dasatinib a jeho necistoty

Dasatinib patri do skupiny inhibitorov tyrozinkindzy. VyuZiva sa v terapii

chronickej myeloidnej leukémie [38].

Chemicky ide o derivat aminopyrimidinu, presnejsie N-(2-chlor-6-methyl-fenyl)-
2-(6-(4-(2-hydroxyethyl)-piperazin-1-yl)-2-methylpyrimidin-4-4-ylamino)thiazol-5-
karboxamid. Necistota oznacend ako DAS 1 je deshydroxyethyl derivat dasatinibu. DAS
2 je N-oxid. Necistotu DAS 3 mbézeme najst ako Struktdrnu cast api. Chemicky sa jednd o
2-Amino-N-(2-chloro-6-methylfenyl)-5-thiazolkarboxamid. DAS 4 mda na pyrimidine
v polohe 4 miesto hydroxyethylpiperazinu naviazany chldr a necistota oznacena DAS 5

v danej polohe ma iba vodik.
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Tabulka 10 - Vlastnosti dasatinibu a jeho necist6t

Latka Mw logP pKa pKa
(kyslé) (bazické)
Dasatinib 488,01 0,14 10,94 7,29
DAS 1 443,95 0,73 10,94 8,31
DAS 2 503,14 -0,82 6,78 6,78
DAS 3 267,73 0,53 11,09 3,06
DAS 4 394,28 2,00 10,92 2,93
DAS 5 359,83 1,15 10,94 3,97
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Obr. 16 — struktury dasatinibu a jeho necist6t-2 —DAS 1,3 -DAS2,4—-DAS 3,5 -
DAS 4,6 —-DAS5

3.3.10. Estrogény

Estrogény su skupina hormdnov zohravajucich déleziti ulohu vo vyvine Zeny,
v reprodukcii, menstruacnom cykle a zaroven ovplyviiujd mnoho orgdnov a dalsich

pochodov v organizme [39].
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Tabulka 11 uvdadza vlastnosti jednotlivych latok tejto skupiny a obrazok 17 ich
Struktdry. Zakladny skelet vSetkych latok tvori estratrien. Prvda uvedend latka bola
oznacena ako EST-ME pretoze sa jednd o methoxyestradiol. Jedna sa o methoxyderivat
estradiolu s methoxy skupinou v polohe 3. Latka oznacena ako EST-AC je ester estradiolu
s kyselinou octovou v polohe 17. ESN je latka, ktora md v polohe 17 keto skupinu a jedna
sa teda o estron. a-EST a B-EST su oznacenia pre a-estradiol a B-estradiol, ktoré maju
hydroxy skupinu v polohe 17 orientovand ako o resp. B. ESTRI ma navyse
hydroxyskupinu v polohe 16 a jednd sa teda o estriol. A-ESN a A-EST su na rozdiel od
predchadzajucich tetraeny, pricom prvy spominany ma v polohe 17 keto skupinu a je to

teda A-estron a druhy hydroxy skupinu A-estradiol.

.....

17 a jeho orientaciou, preto ich separdcia je vyzvou.

Tabulka 11 — Vlastnosti estrogénov

Latka Mw logP pKa pKa
(kyslé) (bazické)

EST-ME (methoxyestradiol) 286,41 5,03 15,07 -
EST-AC (estradiol acetat) 312,40 4,98 10,26 -
ESN (estron) 270,37 4,40 10,25 -
o-EST (a-estradiol) 272,38 3,91 10,27 -
B-EST (B-estradiol) 272,38 3,91 10,27 -
ESTRI (estriol) 288,38 2,91 10,25 -
A-ESN (A-estron) 268,37 3,62 10,41 -
A-EST (A-estradiol) 270,38 3,59 11,39 -
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Obr.17 - Struktury estrogénov — 1 — EST-ME, 2 — EST-AC, 3 —ESN, 4 - a-EST, 5 - B-EST, 6
— ESTRI, 7 - A-ESN, 8 - A-EST

3.3.11. Abiraterdn a jeho necistoty

Abirateréon sa vyuzZiva na terapiu metastazujuceho kastracne rezistentného
karcindbmu prostaty. Lieéivo sa pouziva vo forme acetatu a v podmienkach in vivo sa
konvertuje na abiraterdn, ktorého mechanizmus Ucinku spociva v inhibicii biosyntézy

androgénov [40].

Chemicky je abiraterén derivdtom androstanu presne 17-(3-pyridyl)androsta-
5,16-dien-3B-ol. V nasej praci bol oznacdeny ako ABI 1 pretoZe sa moze vyskytnut ako
necistota vo vyslednom pripravku, ktory ako Gcinnu latku obsahuje abirateron acetat.

ABI 2 je despyridyl derivat abirateron acetatu a ABI 3 je despyridil derivat abirateronu.

36



V oboch pripadoch pyridyl nahradil jodid. Nedistota ABI 4 je chemicky

diethyl(fenyl)boran. ABI 5 ma pyridyl v molekule abirateronu nahradeny hydrazonom.

Tabulka 12 — Vlastnosti abirateron acetatu a necistot

Latka Mw logP pKa pKa
(kyslé) (bazické)
Abiraterdn acetat 391,55 6,58 - 5,31
ABI 1 349,24 5,66 14,71 5,31
ABI 2 440,39 6,14 NA NA
ABI 3 398,32 5,22 14,69 -
ABl 4 147,03 1,71 - 4,40
ABI 5 302,15 3,58 15,01 4,56
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Obr. 18 — struktury abirateron acetdtu (1) a jeho nedistot - 2 — ABI 1, 3 — ABI 2, 4 — ABI

HO

3,5—-ABl4,6-ABI5
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4. Experimentalna c¢ast

4.1. Standardné latky

Vsetky nizsie zmienené standardy boli poskytnuté spolo¢nostou Zentiva (Praha,

CR). Vynimkou boli latky zo skupiny atorvastatinu ziskané z EDQM (Strasburg, FR), latky

zo skupiny betablokatorov ziskané od Sigma Aldrich (Praha, CR), taktieZ $tandardy zo

skupiny estrogénov s vynimkou A-estronu a A-etsriolu, ktoré boli ziskané od Steraloids

(Newport, USA).

Agomelatin, primdrny referencny Standard, Agomelatin-kyselina citronova co-
crystal, CisH17NO2 + CgHsO7, N-(2-(7-methoxynaft-1-yl)ethyl)acetamid — kyselina
citronova co-crystal, Mr 435,44 ( 243,31 +192,13)

Amid, nedistota, referenény Standard, 2-(7-methoxynaft-1-yl)acetamid

Nitril, neCistota, referenény Standard, 2-(7-methoxynaft-1-yl)acetonitril

Sol, necistota, referenény Standard, 2-(7-methoxynaft-1-yl)ethylamin hydrochlorid,
Kyselina, nedistota, referenény Standard, 2-(7-methoxynaft-1-yl)octova kyselina
Amin, nedistota, referen¢ny Standard, N,N-bis[2-(7-methoxynaft-1-yl)-ethyl]amin
Dimer, necistota, referencny standard, N,N-bis[2-(7-methoxynaft-1-yl)-
ethyl]acetamid

Atenolol, (RS)-[4-(2-hydroxy-3-isopropylaminopropoxy)fenyl]acetamid,
Metoprolol,(RS)-3-isopropylamino-1-[4-(2-methoxyethyl)fenoxy]-2-propanol
Pindolol, (RS)-1-(4-indolyloxy)-3-isopropylamino-2-propanol

Acebutolol, (RS)-3-acetyl-4-(2-hydroxy-3-isopropylaminopropoxy)butyranilid
Labetalol, 5-[1-hydroxy-2[(1-methyl-3-fenylpropyl)amino]ethyl]salicylamid
Propranolol, 2-hydroxy-5-(1-hydroxy-2-((4-fenylbutan-2-yl)amino)ethyl)benzamid
Bopindolol, (RS)-1-(terc.butylamino)-3-(2-methyl-4-indolyloxy)-2-propylbenzoat
Enzalutamid, 4-(3-(4-cyano-3-(trifluoromethyl)fenyl)-5,5-dimethyl-4-oxo-2-
thioxoimidazolidin-1-yl)-2-fluoro-N-methylbenzamid

ENZ 1, 2-((3-fluoro-4-(methylcarbamoyl)phenyl)amino)-2-methylpropionova
kyselina

ENZ 2, 4-(3-(4-cyano-3-(trifluoromethyl)fenyl)-5,5-dimethyl-2,4-dioxoimidazolidin-

1-yl)-2-fluoro-N-methylbenzamid
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ENZ 3, 4-(3-(4-kyano-3-(trifluoromethyl)fenyl)-5,5-dimethyl-2,4-dioxoimidazolidin-
1-yl)-2-fluoro-N-methylbenzamid

ENZ 4, 4-thiocyanato-2-(trifluoromethyl)benzonitril

Atomoxetin, N-methyl-3-fenyl-3-(o-tolyloxy)propan-1-amin

ATO 1, kyselina mandlovd, 2-hydroxy-2-fenyloctova kyselina

ATO 2, o-kresol

ATO 3, fenol

ATO 4, N-methyl-3-fenoxy-3-fenylpropan-1-amin

ATO 5, N-methyl-N-(3-fenyl-3-(o-tolyloxy)propyl)anilin

ATO 6, fenylmethyl(3-fenyl-3-(o-tolyloxy)propyl)karbamat

Atorvastatin, (3R,5R)-7-(2,3-bis(4-fluorofenyl)-5-isopropyl-4-(fenylkarbamoyl)-1H-
pyrrol-1-yl)-3,5-dihydroxyheptanova kyselina

Imp A, (3R,5R)-3,5-dihydroxy-7-(2-isopropyl-4,5-difenyl-3-(fenylkarbamoyl)-1H-
pyrrol-1-yl)heptanova kyselina

Imp B, (3S,5R)-7-(2-(4-fluorofenyl)-5-isopropyl-3-fenyl-4-(fenylkarbamoyl)-1H-
pyrrol-1-yl)-3,5-dihydroxyheptanova kyselina

Imp C, (3R,5R)-7-(2,3-bis(4-fluorofenyl)-5-isopropyl-4-(fenylkarbamoyl)-1H-pyrrol-
1-yl)-3,5-dihydroxyheptanova kyselina

Imp D, 3-(4-fluorobenzoyl)-2-isobutyryl-N,3-difenyloxiran-2-karboxamid

Lac, 5-(4-fluorofenyl)-1-(2-((2S,4R)-4-hydroxy-6-oxotetrahydro-2H-pyran-2-
yl)ethyl)-2-isopropyl-N,4-difenyl-1H-pyrrole-3-karboxamid

Ezetimib, (3R,4S)-1-(4-fluorofenyl)-3-((S)-3-(4-fluorofenyl)-3-hydroxypropyl)-4-(4-
hydroxyfenyl)azetidin-2-on

EZE 21, 3-[5-(4-fuorofenyl)-5,5-dimethoxy-1-oxopentyl]-4-fenyl-2-oxazolidinon
EZE 22, benzyl (4-((1S,2R)-5-(4-fluorofenyl)-1-((4-fluorofenyl)amino)-5-oxo-2-((S)-2-
oxo-4-fenyloxazolidin-3-karbonyl)pentyl)fenyl) karbonat

EZE 23, benzyl (4-((1S,2R,5S)-5-(4-fluorofenyl)-1-((4-fluorofenyl)amino)-5-hydroxy-
2-((S)-2-oxo-4-fenyloxazolidin-3-karbonyl)pentyl)fenyl) karbonat

EZE 24, benzyl (4-((1S,2R,5S)-5-(4-fluorofenyl)-1-((4-fluorofenyl)amino)-2-((S)-2-

oxo-4-fenyloxazolidin-3-karbonyl)-5-((trimethylsilyl)oxy)pentyl)fenyl) karbonat
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Tikagrelor, (1S,2S,3R,5S)-3-(7-(((1S,2S)-2-(3,4-difluorofenyl)cyklopropyl)amino)-5-
(propylthio)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-3-yl)-5-(2-
hydroxyethoxy)cyklopentan-1,2-diol

TICA 1, (1S,2S,3R,5S)-3-(7-(((1S,2S)-2-(4-fluorofenyl)cyklopropyl)amino)-5-
(propylthio)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-3-yl)-5-(2-
hydroxyethoxy)cyklopentan-1,2-diol

TICA 2, (15,2S,3R,55)-3-(7-(((1S,2S)-2-(4-chlorofenyl)cyklopropyl)amino)-5-
(propylthio)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-3-yl)-5-(2-
hydroxyethoxy)cyklopentan-1,2-diol

TICA 3, (1S,2R,3S,4R)-4-(7-(((1S,2S)-2-(3,4-difluorofenyl)cyklopropyl)amino)-5-
(propylthio)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-3-yl)cyklopentan-1,2,3-triol
Vardenafil, 2-(2-ethoxy-5-((4-ethylpiperazin-1-yl)sulfonyl)fenyl)-5-methyl-7-
propylimidazo[5,1-f][1,2,4]triazin-4(1H)-on

VAR 1, 2-(2-ethoxyfenyl)-5-methyl-7-propylimidazo[5,1-f][1,2,4]triazin-4(1H)-on
VAR 2, 2-(5-chloro-2-ethoxyfenyl)-5-methyl-7-propylimidazo[5,1-f][1,2,4]triazin-
4(1H)-on

VAR 3, 2-(2-ethoxy-5-(piperazin-1-ylsulfonyl)fenyl)-5-methyl-7-propylimidazo[5,1-
f1[1,2,4]triazin-4(1H)-on

VAR 4, 2-(2-ethoxy-5-(piperazin-1-ylsulfonyl)fenyl)-5-methyl-7-propylimidazol[5,1-
f1[1,2,4]triazin-4(1H)-on

VAR 5, 2,2'-((piperazine-1,4-disulfonyl)bis(6-ethoxy-3,1-fenylen))bis(5-methyl-7-
propylimidazo[5,1-f][1,2,4]triazin-4(1H)-on)

Dasatinib, N-(2-chloro-6-methylfenyl)-2-((6-(4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl)-2-
methylpyrimidin-4-yl)Jamino)thiazol-5-karboxamid

DAS 1, N-(2-chloro-6-methylfenyl)-2-((2-methyl-6-(piperazin-1-yl)pyrimidin-4-
yl)amino)thiazol-5-karboxamid

DAS 2, 4-(6-((5-((2-chloro-6-methylfenyl)karbamoyl)thiazol-2-yl)amino)-2-
methylpyrimidin-4-yl)-1-(2-hydroxyethyl)piperazin 1-oxid

DAS 3, 2-amino-N-(2-chloro-6-methylfenyl)thiazol-5-karboxamid

DAS 4, 2-((6-chloro-2-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(2-chloro-6-

methylfenyl)thiazol-5-karboxamid
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DAS 5, N-(2-chloro-6-methylfenyl)-2-((2-methylpyrimidin-4-yl)amino)thiazol-5-
karboxamid

EST-ME, 3-methoxy-13,17-dimethyl-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-
cyklopenta[a]fenantren

EST-AC, 3-hydroxy-13-methyl-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-
cyklopenta[a]fenantren-17-yl acetat

ESN, (13S)-3-hydroxy-13-methyl-6,7,8,9,11,12,13,14,15,16-decahydro-17H-
cyklopenta[a]fenantren-17-on

a-EST, (13S,17R)-13-methyl-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-
cyklopenta[a]fenantren-3,17-diol

B-EST, (13S,17S)-13-methyl-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-
cyklopenta[a]fenantrene-3,17-diol

ESTRI, (13S,16R,17R)-13-methyl-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahydro-6H-
cyklopenta[a]fenantrene-3,16,17-triol

A-ESN, (13S)-3-hydroxy-13-methyl-6,7,8,12,13,14,15,16-oktahydro-17H-
cyklopenta[a]fenantre-17-on

A-EST, (13S,17S)-13-methyl-7,8,12,13,14,15,16,17-oktahydro-6H-
cyklopenta[a]fenantren-3,17-diol

Abiraterdn acetat, 10,13-dimethyl-17-(pyridin-3-yl)-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15-
dodekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl acetat

ABI 1, 10,13-dimethyl-17-(pyridin-3-y1)-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15-dodekahydro-
1H-cyklopenta[a]fenantren-3-ol

ABI 2, 17-iodo-10,13-dimethyl-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15-dodekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl acetat

ABI 3, 17-iodo-10,13-dimethyl-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15-dodekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-ol

ABI 4, diethyl(fenyl)boran

ABI 5, 17-hydrazono-10,13-dimethyl-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-

tetradekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-ol
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4.2. Rozpustadla

Acetonitril, Acetonitrile LC-MS Chromasolv®, Sigma-Aldrich (Praha, CR), 2,5I, CoHsN,
Mr 41,05, Cistota > 99%

Ultracista voda

Destilacia vody pomocou pristroja Milli-Q RG prebehla na Katedre analyticke;j
chémie. K filtracii pred kazdym pripravenim mobilnej faze ¢i pufru uréenych pre

UHPLC bolo vyuzité vakuové Cerpadlo a filter 0,20um.

4.3. Dalsie chemikalie

Hydroxid aménny > 25%, Sigma-Aldrich (Praha, CR), 100 ml, NHs, Mr 35,05
Metanol, LC-MS Chromasolv®, Sigma-Aldrich (Praha, CR), 2,5 |, CH40, Mr 32,04,
Cistota 2 99%

2-propanol, LC-MS Chromasolv®, Sigma-Aldrich (Praha, CR) 2,5 |, CsHsO, Mr 60,10,
¢istota 2 99,9%

Kyselina mravéia, Sigma-Aldrich (Praha, CR), 100ml, HCOOH, Mr 46,03, &istota >
95%

Kyselina octovd, Acetic acid, Sigma-Aldrich (Praha, CR), 500 ml, C,H40,, Mr 60,05,
¢istota 2 99,7

Mravéan aménny, Sigma-Aldrich (Praha, CR), 1 kg, CHsNO>, 63,06, ¢istota > 98%
Octan amdnny, Sigma-Aldrich (Praha, CR), 1 kg, C;H7NO,, Mr 77,08, &istota > 98%
Kyselina trifluoroctova, Sigma-Aldrich (Praha, CR), 500 ml, C;HFs0,, Mr 114,02,
Cistota 99%

Dietylamin, Sigma-Aldrich (Praha, CR), 100 ml, CsH1:N, Mr 73,14, ¢&istota 99,5%
Pufr pH 4,01 pre kalibraciu pH metra, Technical Buffer pH 4,01, WTW (Londyn, UK)
Pufr pH 7,00 pre kalibraciu pH metra, Technical Buffer pH 7,00, WTW (Londyn, UK)
Pufr pH 10,00 pre kalibraciu pH metra, Technical Buffer pH 10,00, WTW (Londyn,
UK)
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4.4. Pristrojové vybavenie

e UHPLC chromatograficky system Acquity UPLC (Waters, Milford, USA)
o  automaticky davkovac, cerpadlo, kolénovy termostat, PDA detektor
e Analyticka koldna (Waters, Milford, USA)
o Acquity UPLC BEH C18, 100 x 2,1 mm, 1,7 um
e Analyticka koldna (Thermo Scientific, Waltham, USA)
o Thermo Scientific Hypercarb®, 50 x 3 mm, 3um
e Automatické mikropipety so Spickami, Biohit (Helsinky, FI)
e Analytické vahy, Sartorius (Goettingen, DE)
e Magnetickd miesacka, RCT basic IKAMAG, IKA®Werke GmbH & Co. KG, (Staufen im
Breisgau, DE)
e Membranové filtre, Albet, Chromservis (Praha, CR)
e pH meter HANNA HI3512, HANNA instruments (Praha, CR)
e Skrutkovacie vialky s uzavermi, Vitrum (Stfibrna Skalice, CR)

e Vakuova pumpa, Vacc-space, Chromservis (Praha, CR)

4.5. Pracovny postup

4.5.1. Priprava Standardov

Zasobné roztoky Standardov boli pripravené navazenim priblizne 1 mg daného
praskového Standardu vo vialke. Nasledne boli navazené standardy priamo vo vialke
rozpustené v 50% acetonitrile (ACN), tak aby vyslednd koncentracia roztoku bola

1mg/ml.

Potrebnych nizsich koncentracii bolo dosiahnutych riedenim zasobnych roztokov
50% acetonitrilom. Do vialky bolo mikropipetou prenesenych 100 ul zasobného roztoku
ata bola doplnena 50% acetonitrilom na 1 ml. Tym bola dosiahnutd koncentracia

0,1mg/ml.
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4.5.2. Priprava zmesi Standardov analyzovanych latok

Pri testovani separa¢ného potencialu boli pouZité roztoky zmesi Standardov a ich
necistdt v ramci jednotlivych skupin. Z kazdého zdsobného roztoku Standardov danej
skupiny s koncentraciou 1 mg/ml bolo odobranych mikropipetou 100 pl do spolocnej

vialky a doplnenych na objem 1 ml 50% acetonitrilom. Tym bola dosiahnuta

koncentracia jednotlivych latok v zmesi 0,1 mg/ml.

4.5.3. Priprava mobilnych faz, aditiv a pufrov

CHARAKTER

MF

PRIPRAVA

ORGANICKA
ZLOZKA

VODNA ZLOZKA

ACN

ACN:IPA 1:1

ACN:IPA1:3

voda
Pufr pH 3
10 mM

Pufr pH 9
10 mM

TFA0,1%

Do 500 ml odmernej banky bolo prostrednictvom odmerného
valca naplnenych 250 ml acetonitrilu a banka bola nasledne
isopropanolom doplnena po rysku.

Do 500 ml odmernej banky bolo prostrednictvom odmerného
valca naplnenych 125 ml acetonitrilu a banka bola nasledne
isopropanolom doplnena po rysku.

Ultracista voda, ktora bola pred pouZzitim prefiltrovana.

Zasobny roztok (200 mM): 3,15g mravcéanu amdnneho bolo
rozpustenych v 225 ml ultracistej vody. K roztoku bolo pridanych
6,25 ml kyseliny mravcej. Skontrolovalo sa pH a doplnilo do 250
ml ultracistou vodou.

Riedenie (10 mM): 12,5 ml zasobného roztoku bolo v ¢ase potreby
napipetované do 250 ml odmernej banky a doplnené po rysku
ultracistou vodou. Pred pouZitim bol dany roztok prefiltrovany.
Zasobny roztok (200 mM): 3,85 octanu amoénneho bolo
rozpustenych v 225 ml ultracistej vody. K roztoku bolo pridanych
20 ml hydroxidu amoénneho. Skontrolovalo sa pH a doplnilo
ultracistou vodou do 250 ml.

Riedenie (10 mM): 12,5 ml zasobného roztoku bolo v ¢ase potreby
napipetované do 250 ml odmernej banky a doplnené po rysku
ultracistou vodou. Pred pouZitim bol dany roztok prefiltrovany.
0,25 ml kyseliny trifluoroctovej bolo napipetovanych do 250 ml
odmernej banky a doplnené ultracistou a prefiltrovanou vodou po

rysku.
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VODNA ZLOZKA TFA 0,5% 1,25 ml kyseliny trifluoroctovej bolo napipetovanych do 250 ml
(POKRACOVANIE) odmernej banky a doplnené ultradistou a prefiltrovanou vodou po
rysku.
Kyselina 0,25 ml kyseliny mravéej bolo napipetovanych do 250 ml
mravcia odmernej banky a doplnené ultracistou a prefiltrovanou vodou po
0,1% rysku.
Kyselina 1,25 ml kyseliny mravéej bolo napipetovanych do 250 ml
mravcia odmernej banky a doplnené ultradistou a prefiltrovanou vodou po
0,5% rysku.
Hydroxid 1 ml 25% roztoku hydroxidu amoénneho bol napipetovany do do
aménny 250 ml odmernej banky a doplneny ultracistou a prefiltrovanou
0,1% vodou po rysku.
DEA 0,1% 0,25 ml diethylaminu bolo napipetovanych do 250 ml odmernej
banky a doplnené ultracistou a prefiltrovanou vodou po rysku.
MeOH + 0,25 ml kyseliny mravcej bolo napipetovanych 250 ml odmernej
Mrav. 0,1%  banky a doplnené methanolom po rysku.

4.5.4. Postup a podmienky separacii

Analyzy  boli realizované na ultra-vysokoucinnom kvapalinovom
chromatagrafickom systéme Acquity UPLC (Waters, USA) s UV detekciou pri 225 nm.
Ako referen¢nd stacionarna faza bola zvolena koléna Acquity UPLC BEH C18, 100 x 2,1
mm, 1,7 um (Waters, USA). Organickou ¢astou mobilnej faze bol acetonitril a ako vodna
zlozka bola pouzita voda, nasledne timivy roztok mravéanu aménneho s pH 3,0 a timivy
roztok octanu amoénneho s pH 9,0. Prietok bol nastaveny na 0,5 ml/min s teplotou
kolény na 40°C a dizka analyzy bola 5 mindt. Gradient zadinal v pomere 95/5 vodnej
a organickej zlozky mobilnej fazy a konciaci v piatej mintite v pomere 5/95 pri vyuziti

gradientove;j krivky 6.

Ako stacionarna fdza na otestovanie separaéného potencidlu porézneho
grafitového uhlika bola pouzitd koléna Thermo Scientific Hypercarb®, 50 x 3 mm, 3um
(Thermo Scientific, USA). Podmienky separacie a mobilné fazy boli zvolené na zdklade
odporucani vyrobcu [41]. Gradient zacinal na pomere 70/30 vodnej a organickej zlozky

do piatej minuty, s pouzitim gradientovej krivky 6. Nasledne pokracoval v pomere 0/100
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do 6smej minuty, kedy sa znova vracal na pociatocny pomer 70/30, pri gradientovej
krivke 11. Prietok bol nastaveny na 1 ml/min pri teplote 40 °C a di?ka analyzy bola 8
minut. Bolo vyskusanych viacero mobilnych faz. Ako organicka ¢ast mobilnej faze bol
vyuZity acetonitril, dalej acetonitril s isopropanolom v pomere 1:1 a ako vodna zloZka
boli vyskisané vodné roztoky 0,1% TFA, 0,5% TFA, 0,1% kys. mravcia, 0,5% kys. mravcia,
0,1% hydroxid aménny, 0,1% diethylamin, timivé roztoky s pH 3 a 9. Daldie obmenou
bolo vyskisanie acetonitrilu a isopraponalom v pomere 1:3 ako organickej zlozky a 0,1%
TFA ako vodnej zlozky. Taktiez bola vyskiusana zamena vody za methanol vo vodnej
zlozke a mobilna faza mala teda podobu ACN:IPA v pomere 1:1 a 0,1% kyselina mravcia

v methanole.

Nasledné zmeny sa tykali teploty. Za vyuZzitia mobilnej fazy ACN:IPA 1:1 a 0,1%
TFA boli realizované separacie pri teplotach 50, 60, 70, 80 a 90 °C. Posledné analyzy sa
tykali vyuZzitia isokratickej elticie. Mobilna faza bola zloZzena opat z ACN:IPA 1:1 a 0,1%
TFA. Inicidlny pomer bol 70/30 do piatej minuty, dalej bol pomer 0/100 do 6smej minuty
a na koniec sa vratil na 70/30. Prietok bol 1 ml/min. Miesto 70/30 bol vyskusany aj
pomer 80/20 a 90/10 ale prietok bol zniZzeny na 0,8 ml/min z dévodu zvySeného tlaku

v systéme zapric¢ineného pravdepodobne opotrebovanim koldny.
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5. Vysledky a diskusia

5.1. Analyza na referencnej stacionarnej faze BEH C18

Pre porovnanie so staciondrnou fazou na baze grafitového uhlika bola ako
referennd staciondrna faza pouzita koléna BEH C18. Jednotlivé skupiny analytov boli
separované za podmienok uvedenych v kapitole 4.5.4. Organicku cast mobilnej fazy
tvoril acetonitril a ako vodna ¢ast boli vyuZité voda a timivé roztoky s pH 3 a 9. Tieto
podmienky boli zvolené pre porovnanie ellcie jednotlivych analytov v kyslom

a bazickom prostredi.

Obr. 19 zndzornuje chromatografickl separaciu zmesi agomelatinu ajeho
necistot. Ako problematické sa pri tejto sepdracii javilo, Ze nedistoty sol (F) a amin (G)
neboli eluované pri pouziti vody a teda sa nezobrazili vo vyslednom chromatograme
pravdepodobne v dosledku prilis vysokej retencie. Taktiez blizka eltcia agomelatinu (A)
a kyseliny (C), ktoré pri pH 3,0 aZ koeluovali. NajlepSia selektivita bola dosiahnutd
pri bazickom pH. Nedistota C bola menej zadrzovana v bazickom prostredi v désledku jej
nizkej hodnoty pKa adoslo kjej oddeleniu od agomelatinu, ktory sa spraval ako
neutralna latka. Problémom vsak bola elicia diméru (E) aaminu (G) v blizkom

retencnom case s malym rozliSenim.
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Obr. 19 - Separacia zmesi agomelatinu a jeho nedist6t na koléne BEH C18. A —

agomelatin, B —amid, C — kyselina, D — nitril, E — dimer, F —sol, G —amin.

Obr. 20 znazornuje separaciu zmesi betablokatorov za rovnakych separac¢nych
podmienok. Vo vodnom prostredi je viditelné velké rozmytie eluénych zén
a nedostatocné rozliSenie, pretoze sa jedna o bazické latky a pre optimalizaciu je nutné
pouzitie pufru. Pri pouZiti tlmivych roztokov su vysledky podstatne lepSie, bola
dosiahnuta lepSia selektivita avsak mnohé latky sa eluuju vo velmi blizkych retenénych
¢asoch. Najoptimalnejsia sa javila separdcia pri pH 3. Pri pH 9 doslo k celkovému posunu
retenénych casov, pretoZze vzhladom na bazicitu danych Iatok boli v prostredi s vyssim
pH viac zadrzané na koldone. Problémom bola velmi blizka elicia pindololu (B),

acebutololu (C) a labetalolu (E) s nizkym rozlisSenim.
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Obr.20 — Separdcia zmesi betablokatorov na koléne BEH C18. A — atenolol, B — pindolol,

C — acebutolol, D — metoprolol, E — labetalol, F — propranolol, G — bopindolol

Obr. 21 zobrazuje separaciu zmesi enzalutamidu ajeho potenciondlnych

necistot. Pri zmene pH nedoslo k vyraznejSim zmenam, jedna sa teda o neutralne latky.

Vynimkou je necistota ENZ-1 (B), u ktorej doslo k zvySenej retencii pri kyslom pH, pretoze

sa jedna o kyselinu. Problémom je vSak vo vSetkych troch pripadoch blizka eltcia

necist6t ENZ-2 (C) a ENZ-3 (D) s nizkym rozliSenim. Zmienené necistoty taktiez eluuju

blizko Gc¢innej latky (A), ¢o je pochopitelné vzhladom na vysoku Struktirnu podobnost

a fyzikalne-chemické vlastnosti tychto latok (viz kap. 3.3.3).

49



E D
120 3 A
_ 080 ]
= E E C
0.40 3
3 B
i N J_
0.00 1 . . ) . ) ) : - :
0.00 1.00 2000 unotes | 3-00 400 5.00
Voda
2.00 7
] D
3 A
2 1.00 7
E B E C
0.00 ‘5——”1”r’“““— A A
0.00 100 260 . 300 400 500
pH=3.00
3 D
1.203 A
5 G_Emé 5 e c
0.403 k
0.003 . ; . . . . . . . .
0.00 1.00 200 ingtes 300 4.00 5.00
pH=9.00

Obr.21 — Separdcia zmesi enzalutamidu a jeho necisté6t na koléne BEH C18. A —

enzulatamid, B—ENZ-1, C— ENZ-2, D — ENZ-3, E — ENZ-4.

Obr.22 zhrnuje chromatogramy ziskané pri separacii zmesi atomoxetinu a jeho
necistot. Pri pouZiti vody doslo k rozmytiu kyseliny mandlovej (B). Taktiez ucinna latka
(A) a nedistoty fenoxy (E) a benzyl (F) neboli eluované v dosledku vysokej retencie
pretoZe sa jedna o silne bazické latky. LepSie vysledky boli dosiahnuté za pouzitia
timivych roztokov, pricom obzvlast dobré vysledky vzhfadom na selektivitu a rozlisenie
boli pri pH 9. Latky A, E a F boli pri vy$Som pH viacej zadrzované, ¢o vyplyva z ich
bazickych vlastnosti. Pri pH 3 bola problémom blizka retencia a malé rozliSenie nedist6t

kresolu (C) a fenoxy (E). Kyselina mandlova (B) bola vzhfadom na svoje kyslé vlastnosti
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pri nizSom pH viac zadrzovana. Necistoty C a D vystupovali ako neutralne latky aich

retencny cas sa pri zmene podmienok nemenil.
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Obr.22 — Separdacie zmesi atomoxetinu a jeho potencionalnych necistét na koléne BEH
C18. A — atomoxetin, B — mandlova kyselina, C — kresol, D — fenol, E — ato-fenoxy, F —

benzyl-ato, G — karbamat.

Z obr.23 je zjavné, Ze vyuzitim danych podmienok nebola dosiahnuta optimalna
selektivita a rozliSenie. Hlavnym problémom bolo, Ze nedistoty A, B, C a aj samotna
ucinna latka F mali velmi blizke retenéné ¢asy a dochdadzalo ku koelucii. Je to evidentné
vzhladom na velmi blizku Strukturu a fyzikalne-chemické vlastnosti danych latok (viz kap.
3.3.5.). Zaroven v bazickom prostredi doslo k posunu retencny ¢asov spominanych latok.

KedZe sa jedna o slabé kyseliny v kyslom prostredi boli viac zadrZované s vyssim
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retenénym ¢asom a v prostredi s vy$Sim pH boli zadrzované menej a ich retenc¢ny ¢as

bol niZsi.
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Obr.23 — Separacia zmesi atorvastatinu a jeho potencionalnych necist6t na koléne BEH

C18. A—IMP A, B—-IMP B, C—IMP C, D —IMP D, E — LAC, F — atorvastatin.

Obr.24 znazornuje separdaciu ezetimibu a jeho necistot. Boli dosiahnuté podobné
vysledky pri vSetkych pouzitych podmienkach. Jedna sa teda o neutralne latky. Necistoty
C, E, D mali velmi blizke retencné casy, ¢o vyplyva zich Struktirnej pribuznosti
a podobnych vlastnosti (viz kap. 3.3.6). Pozitivom bola dobra separdcia ucinnej latky (A)

od nedistot.
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Obr.24 — Separdcia zmesi ezetimibu a necist6t na kolone BEH C18. A — ezetimib, B — EZE

21,C—-EZE 22, D —EZE 23, E—EZE 24

Obr. 25 zobrazuje separaciu tikagreloru a jeho nedistot. Jednotlivé latky su si
Strukturne velmi podobné (viz kap. 3.3.7.) ¢o sa odrazilo aj vich separacii. Zmenou
podmienok nedoslo kzmenam pri separovani danych latok. Opat sa teda jedna
o neutralne latky Zaroven je zretelné nedostatocné rozliSenie a koelucia tikagreloru (A)

a necCistot TICA 1 (B) a TICA 3 (D).
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Obr. 25 - Separacia zmesi tikagreloru a necist6t na koldne BEH C18. A — tikagrelor, B —

TICA1,C-TICA2,D-TICA3

Obr. 26 zobrazuje separaciu vardenafilu ajeho potencialnych necistot. Ako
najvhodnejsSie sa ukdzalo vyuZitie timivého roztoku spH 9, kedy bola dosiahnuta
najlepsia selektivita a rozliSenie. Pri vyuziti vody vardenafil (A) a necistoty VAR 2 (C)
a VAR 3 (D) neboli eluované. Pri pouziti timivého roztoku s pH 3 bolo problémom malé
rozliSenie a blizka eltcia ucinnej latky (A) a necistot VAR 2 (C) a VAR 3 (D). Vardenafil sa
spraval ako zasada vzhladom na jeho nizsi retencny ¢as pri kyslom pH a vyssiu retenciu

pri pH 9.
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Obr. 26 - Separacia zmesi vardenafilu a necistot na koléne BEH C18. A — vardenafil, B —

VAR1,C-VAR2,D-VAR3,E-VAR4, F-VARS

Obr. 27 zobrazuje separdaciu dasatinibu a jeho necistot. Pri pouziti vody bolo
viditelne rozmytie dasatinibu (A) a necistot DAS 1 (B) a DAS 2 (C). V kyslom prostredi
timivého roztoku s pH 3 bolo problémom nizke rozliSenie a koellcia dasatinibu (A)
a necistoét DAS 1 (B), DAS 2 (C) a DAS 5 (F). Lepsie vysledky boli dosiahnuté pouzitim

pufru s pH 9. Problémom vsak zostavala koelucia dasatinibu (A) a necistoty DAS 1 (B).

55



0.303
; D
0.20 3
3 3 E
<010 A
: A\,A—Li\/m
0.003
0.00 1.00 200 inutes 300 400 5.00
Voda
0.70
A+B
C+F
0 50
3 D
0.25
E
0.00 100 200 igtes 300 4.00 5.00
pH=3.00
0503
50.257
2029
0003
0.00 ' 1.00 ' 200 |instes 300 ' 4.00 ' 5.00
pH=9.00

Obr. 27 - Separdcia zmesi dasatinibu a necistot na kolone BEH C18. A —dasatinib, B- DAS
1,C—DAS2,D-DAS3,E—DAS4,F—-DAS5

Obr. 28 zobrazuje separaciu estrogénov. Vo vsetkych troch metédach boli
pozorované podobné vysledky aj pri zmene podmienok separdacie. Jednalo sa teda

o neutralne latky. Problémom bola blizka eltcia latok E, F a A, G s nizkym rozliSenim.
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Obr. 28 - Separdcia zmesi estrogénov na koldne BEH C18. A — EST-ME, B — A-EST, C — -
EST, D — aEST, E — A-ESN, F —ESN, G — EST-AC, H— ESTRI

Obr. 29 zobrazuje separaciu abiraterénu a jeho necistot. Vo vodnom prostredi
bolo problémom malé rozliSenie jednotlivych latok a koellcia necistot E a F. Pri pouZiti
timivého roztoku s pH 3 doslo k rozmytiu jednotlivych eluénych zén latok A, C, E a F.
V prostredi timivého roztoku s pH 9 sa latky A, C, E a F nezobrazili na chromatograme
pravdepodobne v ddsledku vysokej retencie. Ziadna z pouZitych metéd nebola teda

vyhovujlca.
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Obr. 29 - Separdcia zmesi abiraterénu a necistot na koléne BEH C18. A — abirateron

(acetat), B—ABI5,C—-ABI3,D-ABI1,E—-ABI2, F—-ABI4




5.2. Analyza na koldne so stacionarnou fazou na baze PGC

V nasledujucich podkapitolach su diskutované separacie na koléne so
staciondrnou fazou na baze porézneho grafitového uhlika so sustredenim sa na aplikacie

pri danych skupinach latok. Podmienky analyz su uvedené v kapitole 4.5.4.

5.2.1. Analyza agomelatinu a jeho necist6t na PGC

Ako prvé boli latky podrobené analyze za pouzZitia mobilnych faz acetonitrilu
a vody. Dalej kombindcie acetonitrilu s isopropanolom v pomere 1:1 a vody. V oboch
pripadoch doslo k silnému rozmyvaniu jednotlivych eluénych zén a nedostatoénému
rozliSeniu, zaroven vacsina latok ani nebolo eluovanych. Preto tu nie si chromatogramy

z danych analyz prezentované.

NajlepSie vysledky boli dosiahnuté pri pouziti kombindcie acetonitrilu
s isopropanolom v pomere 1:1 ako organickej ¢asti mobilnej fazy a0,1% kyseliny
trifluoroctovej ako vodnej zlozky. Obr. 30 zobrazuje danu separéciu, ktorej problémom
vsak bolo rozmyvanie a nesymetrickost jednotlivych pikov, takisto koellcia agomelatinu
(A) anecistoty E (dimer). Necistota G (amin) sa nezobrazila vo vyslednom
chromatograme pravdepodobne v dosledku vysokej retencie. ZvySenim koncentracie
kyseliny trifluoroctovej na 0,5% nedoslo k zmendm pri analyze ako je mozné vidiet na
obr. 31. Zmenou pomeru acetonitrilu a isopropanolu na 1:3 s pouzitim 0,1 %TFA ako
vodnej zlozky doslo k zniZzeniu retencnych casov a k vyraznejsSej koelucii a nizkemu

rozliSeniu, preto chromatogram nie je prezentovany.
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Obr. 30 - Separdcia zmesi agomelatinu a jeho necistét na koléne HYPERCARB. A —
agomelatin, B — amid, C — kyselina, D — nitril, E — dimer, F — sol, G — amin. Podmienky:

ACN:IPA 1:1, TFA 0,1%
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Obr. 31 - Separdcia zmesi agomelatinu ajeho necistot na koléne HYPERCARB.

Podmienky: ACN:IPA 1:1, TFA 0,5%

Zvysenim teploty doslo k posunu retenénych ¢asov a zrychleniu analyzy. Zaroven
je z obr. 32 ocividna lepsia symetria pikov. Stratu pikov latok A a E si nevieme vysvetlit.

Dana analyza bola zopakovana s opatovnou pripravou vzoriek a vysledky boli identické.
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Obr. 32 - Separacia zmesi agomelatinu a jeho necisté6t na koléne HYPERCARB. A —

agomelatin, B — amid, C — kyselina, D — nitril, E — dimer, F — sol, G — amin. Podmienky:

ACN:IPA 1:1, TFA 0,1%, 80 °C

Pri pouziti 0,1% hydroxidu amoénneho nedoslo keliucii vaésiny latok
pravdepodobne v dosledku vysokej retencie. Rovnako tomu bolo tak aj pri pouziti 0,1%
diethylaminu. Pri pouZiti kyseliny mravcej 0,1% a 0,5% doSlo k silnému rozmyvaniu
jednotlivych eluénych zén a nedostato¢nému rozliSeniu. Zdmenou vody za methanol
s pridavkom 0,1% kyseliny mravcej doslo k posunu retencnych casov ale bolo zaroven
viditelné rozmytie a koellcia jednotlivych pikov. Ani isokratickd ellcia nepriniesla
pozitivhu zmenu doslo iba k posune retencnych ¢asov, vyraznejsej koellcii a zlému

rozliSeniu. Preto tu nie si spominané chromatogramy prezentované.

V porovnani so separdciou na referencnej koléne BEH C18 (viz kap. 5.1.), kde boli

dosiahnuté dobré vysledky, ma PGC vyrazne horsiu selektivitu a rozlisenie.

5.2.2. Analyza betablokatorov na PGC

Ako prvé boli latky podrobené analyze za pouzitia mobilnych faz acetonitrilu
a vody. Dalej kombindcie acetonitrilu s isopropanolom v pomere 1:1 a vody. V oboch
pripadoch boli latky eluované vo velmi blizkych reten¢nych ¢asoch az doslo k celkove;j
koellcii atym padom k nemoinému rozliSeniu a zlej selektivite. Preto tu nie su

chromatogramy z danych analyz prezentované.
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Pri pouZziti kombindacie acetonitrilu s isopropanolom v pomere 1:1 ako organickej
Casti mobilnej fazy a 0,1% kyseliny trifluoroctovej ako vodnej zlozky bola dosiahnutd
relativne dobra selektivita a rozliSenie (obr. 33). Problémom bola ¢iasto¢na koelucia

labetalolu (E) a acebutololu (C).
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Obr.33— Separacia zmesi betablokatorov na koléne HYPERCARB A — atenolol, B —
pindolol, C — acebutolol, D — metoprolol, E — labetalol, F — propranolol, G — bopindolol.

Podmienky: ACN:IPA 1:1, TFA 0,1%

Zvysenim koncentracie TFA na 0,5% nedoslo k vyraznej zmene a vysledok bol
takmer identicky. Zmenou pomeru ACN:IPA na 1:3 doslo k posunu retencnych casov v
prospech skratenia analyzy avSak zaroven kvyssej koellcii. Preto tu dané

chromatogramy nie su prezentované.

Zvysenim teploty sa pri 80°C podarilo oddelit labetalol (E) a acebutolol (C) (viz
obr.34), ktoré boli pri pévodnej metdde vyuzivajucej teplotu 40°C koeluované. Zaroven

doslo k zlepseniu tvaru pikov.
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Obr.34— Separacia zmesi betablokatorov na koléne HYPERCARB A — atenolol, B —
pindolol, C — acebutolol, D — metoprolol, E — labetalol, F — propranolol, G — bopindolol.

Podmienky: ACN:IPA 1:1, TFA 0,1%, 80 °C

Pri vyuziti 0,1% hydroxidu amoénneho ako vodnej zloZzky mobilnej fazy
nezobrazili vo vyslednom chromatograme. V pripade vyuzitia kyseliny mravéej tak
v oboch koncentraciach doslo k rozmyvaniu eluénych zén a nedostato¢nému rozliseniu.
Zaroven jej pouzitie v methanole viedlo k Uplnemu rozmytiu a koellcii. Preto dané
chromatogramy nie st prezentované. Dal$ia zmena vodnej zlozky za 0,1% diethylamin
by sa dala povaZovat za regresivny krok. Ako je vidiet na chromatograme (obr.35) dana

metdda je nedostatocne selektivna.
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Obr.35 — Separdcia zmesi betablokatorov na koléne HYPERCARB. Podmienky: ACN:IPA
1:1, DEA0,1%

Pri vyuZiti isokratickej elicie v pomere 90/10 sa CiastoCne podarilo lepsie
separovat labetalol (E) a acebutolol (C) (viz obr. 36). Zaroven doslo k posunu retenénych
¢asov pravdepodobne v désledku mensieho prietoku, ktory bol 0,8 ml/min. Isokraticka
ellcia bola uskutoénend v poslednej sérii experimentov a preto bol prietok znizeny

v dosledku zvyseného tlaku vyvolaného opotrebovanim chromatografickej koldny.
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Obr.36 — Separdacia zmesi betablokatorov na kolone HYPERCARB A — atenolol, B —
pindolol, C — acebutolol, D — metoprolol, E — labetalol, F — propranolol, G — bopindolol.

Podmienky: ACN:IPA 1:1, TFA 0,1%
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Za vyuzitia stacionarnej faze na bdze PGC bolo dosiahnuté lepSie rozliSenie

jednotlivych [atok v porovnani s referenénou koldnou.

5.2.3. Analyza enzalutamidu a jeho necist6t na PGC

Obr. 37 zobrazuje separdciu enzulatamidu a jeho necistot za pouZitia acetonitrilu
avody (Cierna farba) a ACN:IPA vpomere 1:1 avody (modrd farba). Vysledny
chromatogram je velmi podobny avsak s pridavkom isopropanolu dochadza k skrateniu
retenéného ¢asu vzhlfadom na jeho vysSiu eluénu silu. Kazdopadne obe metddy sa

vyznacuju koeluciou vacsiny analytov a teda nedostato¢nym rozliSenim a selektivitou.
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Obr.37 — Separacia enzalutamidu a jeho necistot na koldone HYPERCARB. Podmienky:
ACN, voda (Cierne); ACN:IPA 1:1, voda (modré)

Daldou obmenou bolo pouzitie 0,1% TFA. Podla chromatogramu (obr. 38) je
zjavné, Ze problémom zostava koelucia enzalutamidu (A) a nelistoty ENZ 3 (D). Taktiez
necistota ENZ 2 (C) nebola za danych chromatografickych podmienok eluovand

v dbsledku silnej retencie.
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Obr.38 — Separdcia enzalutamidu ajeho nedistét na koléne HYPERCARB. A -
enzalutamid, B—ENZ 1, C—ENZ 2, D — ENZ 3, E — ENZ 4. Podmienky: ACN:IPA 1:1, TFA
0,1%

Zamenou vodnej zlozky za 0,1% diethylamin alebo 0,1% hydroxid amdénny doslo
v oboch pripadoch k skrateniu reten¢ného ¢asu necistoty ENZ 1 (B) (viz obr. 39) ¢o
vychddza vlastne zjej fyzikdlne chemickych vlastnosti. Oproti ostatnym latkam ma

vyrazne nizSie pKa a v bazickom prostredi bola teda menej zadrZovana.
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Obr. 39 — Separdacia enzalutamidu ajeho nelist6t na koléne HYPERCARB. A —
enzalutamid, B—ENZ 1, C—ENZ 2, D—-ENZ 3, E—ENZ 4. Podmienky: ACN:IPA 1:1, NH4,OH
0,1%
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Pri pouziti kyseliny mravéej v oboch koncentraciach boli vysledky podobné ako
v pripade pouZitia 0,1% TFA (viz obr. 38). Obr. 40 zobrazuje separdciu pri pouziti 0,1%
kys. mravéej. Separdciu s vyuzitim vyssej — 0,5% koncentracie neuvddzame pretoze
vysledok bol takmer identicky. Zaroven nie je uvedend metdda so zamenou vody za
methanol pretoze doslo k rozmytiu a nemoznosti rozliSenia jednotlivych elu¢nych zén.
Isokratickou eliciou sa latky taktiez nepodarilo rozdelit inak ako to uz bolo zobrazené

v predchadzajucich metddach a preto ju neuvadzame.

0.307

0.201 A

Al

0.107 B E

0.004 -’//‘\\

Obr. 40 — Separdcia enzalutamidu ajeho nedistét na koléone HYPERCARB. A —
enzalutamid, B—ENZ 1, C—ENZ 2, D—-ENZ3, E—ENZ4. Podmienky: ACN:IPA 1:1, kyselina

mravcia 0,1%

Zvysenim teploty sa podarilo zobrazit vo vyslednom chromatograme (obr. 41) aj
necistotu ENZ 2 (C), kedy vplyvom vyssej teploty sa zniZila jej retencia. Zaroven sa objavil
aj pik oznaceny ako E2, ktory je pravdepodobne rozkladnym produktom necistoty ENZ 4

vplyvom zvysenej teploty.
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Obr. 41 - Separdcia enzalutamidu ajeho nelist6t na koléne HYPERCARB. A —
enzalutamid, B—ENZ 1, C—ENZ 2, D — ENZ 3, E — ENZ 4. Podmienky: ACN:IPA 1:1, TFA
0,1%, 80 °C

Pri analyze na referencnej koléne doslo k lepSim vysledkom. Zaujimavym

rozdielom bolo, Ze necistota ENZ 2 mala pri pouziti PGC ovela vyssiu retenciu.

5.2.4. Analyza atomoxetinu a jeho necist6t na PGC

Ako prvé boli latky podrobené analyze za pouzitia mobilnych faz acetonitrilu
a vody. Dalej kombindcie acetonitrilu s isopropanolom v pomere 1:1 a vody. V oboch
pripadoch prevladala koelicia aznacné rozmytie. Latky sa podarilo separovat aZ
nahradou vody za 0,1% TFA (Obr. 42). Tymito podmienkami sa dosiahlo relativne dobre;j
separdcie latok za dobrého rozliSenia. Problémom vsak bola koellcia necistoty C a E.
Tieto dve necistoty sa ale podarilo lepsie odseparovat zvySenim koncentracie TFA na
0,5% (viz obr. 43), avSak stale mali velmi blizke reten¢né casy. Podobne sa ich podarilo
CiastoCne oddelit zvySenim teploty analyzy pri 80 °C a 90 °C. Isokratickou ellciou sa
nepodarilo dané nedistoty oddelit a vysledky boli podobné ako na obr. 42 iba s posunom
retenénych casov ato z dbévodu zniZenia prietokovej rychlosti na 0,8 ml/min, kvoli
zvysenému tlaku sposobenému opotrebovanim koldny. Zmena pomeru acetonitrilu
a isopropanolu 1:3 viedla zase iba ku skrateniu retenénych ¢asov jednotlivych latok, ¢o

v danej separacii nie je Ziaduce. Preto spominana separacia nebola uvedena.
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Obr.42 — Separacie zmesi atomoxetinu ajeho potencionalnych necistot na koldne
HYPERCARB. A — atomoxetin, B — mandlova kyselina, C — kresol, D — fenol, E — fenoxy, F
— benzyl, G — karbamat. Podmienky: ACN:IPA 1:1, TFA 0,1%
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Obr.43 — Separacie zmesi atomoxetinu a jeho potencionalnych necistot na koldne
HYPERCARB. A — atomoxetin, B — mandlova kyselina, C — kresol, D — fenol, E — fenoxy, F
—benzyl, G — karbamat. Podmienky: ACN:IPA 1:1, TFA 0,5%

Pri pouziti hydroxidu amodnneho alebo diethylaminu dosSlo k podobnym

vysledkom preto uvadzame separaciu iba za pouzitia diethylaminu (obr. 44). Pri tychto
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podmienkach doslo k posunom retenénych casov jednotlivych [dtok a lepSiemu

odseparovaniu ale zaroven sa piky vyznacuju vyraznym rozmytim a asymetriou.
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Obr. 44 — Separacie zmesi atomoxetinu a jeho potencionalnych necistot na koldne

HYPERCARB. Podmienky: ACN:IPA 1:1, NH4OH 0,1%

Pri pouziti 0,1% kyseliny mravcej doslo k ¢iastocnému rozmytiu niektorych pikov
(viz obr. 45). ZvySenim jej koncentracie na 0,5% boli dosiahnuté podobné vysledky
a pouzitim 0,1% kys. mravcej v methanole doslo k uplnému rozmytiu a koelucii bez

moznosti rozliSenia jednotlivych latok. Preto tieto chromatogramy neboli uvedené.
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Obr. 45 — Separacie zmesi atomoxetinu a jeho potencionalnych necistot na koldne

HYPERCARB. Podmienky: ACN:IPA 1:1, kyselina mravcia 0,1%
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Separaciou na PGC boli dosiahnuté dobré vysledky ale aj napriek tomu pri
separacii na referencnej koléne bola dosiahnuta o vela lepSia selektivita, rozliSenie

a symetria jednotlivych pikov.
5.2.5. Analyza atorvastatinu a jeho necistot na PGC

Podobne ako v predchadzajicej kapitole boli lepSie vysledky dosiahnuté az
pouzitim ACN:IPA v pomere 1:1 a 0,1% TFA (viz obr.46). Problémom tejto separacie bol
ale blizky retencny cas jednotlivych analytov, kedy dochddzalo az ku koelucii necistot
B,D,E asamotného atorvastatinu (F). Jednalo sa o Struktirne velmi blizke latky
a podobny problém sa vyskytol aj pri poutZiti referencnej koldny BEH C18. ZvySenim
koncentracie TFA alebo zmenou pomeru ACN:IPA sa tento problém iba prehlibil. TaktieZ

ani zvysenie teploty ani isokraticka elicia nepomobhli lepsie odseparovat dané latky.
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Obr.46 — Separacia zmesi atorvastatinu a jeho potencionalnych nedist6t na koldne
HYPERCARB. A — IMP A, B —IMP B, C— IMP C, D — IMP D, E — LAC, F — atorvastatin.
Podmienky: ACN:IPA 1:1, TFA 0,1%

V pripade zameny vody za 0,1% diethylamin alebo 0,1% hydroxid amdénny doslo
k zniZeniu retencného ¢asu ale latky sa nepodarilo lepsie oddelit. Pri pouZziti kys. mravcej
v oboch koncentraciach sa retenény ¢as nemenil ani nedoslo k lepsej separacii iba sa viac
prejavilo rozmytie eluénych zén a zniZilo sa rozliSenie. Ani dalSimi obmenami nedoslo

k pozitivnym zmenam vo vysledkoch, preto dané chromatogramy nie su uvedené.
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Pri tejto skupine latok bola ucinnost referenénej aj testovanej kolény podobna.
V oboch pripadoch sa nepodarilo lepSie odseparovat jednotlivé latky aj ked

problematické boli v oboch metddach iné analyty.

5.2.6. Analyza ezetimibu a jeho necistot na PGC

Obr. 47 zobrazuje ako pri pouziti kombinacie vody a acetonitrilu (Cierna farba)
nebola vacsina latok eluovana v dosledku vysokej retencie. Zdmenou acetonitrilu za
kombindciu ACN:IPA v pomere 1:1 (modra farba) dochadza k zvySeniu elucnej sily
mobilnej faze a na chromatograme sa skratil retencny ¢as a zaroven sa objavil dalsi pik.
Daldou zdmenou ale u? vo vodnej zlozke za 0,1% TFA doslo k lep3ej separacii ale stale
necistoty C a D neboli eluované (viz obr. 48). Ani dalSim zmenami podmienok sa

nepodarilo zlepsit dand metddu.
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Obr.47 — Separécia zmesi ezetimibu a necistot na koléne HYPERCARB. Podmienky: ACN,
voda (Cierne); ACN:IPA 1:1, voda (modré)
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Obr.48 — Separacia zmesi ezetimibu a necist6t na koléne HYPERCARB. A — ezetimib, B —

EZE 21, C—EZE 22, D — EZE 23, E — EZE 24 Podmienky: ACN:IPA 1:1, TFA 0,1%

Pri tejto skupine latok bola vhodnejsia referen¢na koléna, na ktorej sa podarilo

odseparovat vsetky latky s ovela lepSou selektivitou a ucinnostou.

5.2.7. Analyza tikagreloru a jeho necistot na PGC

Pri tejto skupine latok sa nepodarilo ani pri jednej z pouzitych metéd vyeluovat
dané latky tak aby sa zobrazili vo vyslednom chromatograme. Jedna sa o velké molekuly
pravdepodobne plandrneho charakteru a preto je moziné, Ze ich retencia na PGC bola
velmi vysokd. Vtomto pripade boli vhodnejSie vysledky dosiahnuté pri pouziti

referenénej kolény BEH C18. Avsak ani tam nedoslo k dobrej separacii danych latok.

5.2.8. Analyza vardenafilu a jeho necistot na PGC

Podobne ako pri predchddzajucej skupine ani pri tejto neboli pri pouZiti
hociktorej metédy dané latky eluované. Pravdepodobne islo o velmi silnu retenciu.

Zaroven sa neda vylucit moznost silnych Specifickych interakcii.

Vyrazne lepSie vysledky boli dosiahnuté s pouzitim referen¢nej kolény BEH C18,

kde pri pH 9 bola velmi dobra selektivita a rozliSenie (viz obr. 26).
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5.2.9. Analyza dasatinibu a jeho necist6t na PGC

Skupina dasatinibu taktiez patrila medzi latky, ktoré sa nepodarilo dobre
eluovat. Rovnaké vysledky boli dosiahnuté aj pri vyskusani r6znych obmien mobilnych
faz. Naproti tomu na referencnej koldne boli eluované vsetky latky, preto je pri analyze
tejto skupiny vhodnejsia.
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Obr. 49 - Separdcia zmesi dasatinibu a necistot na koldne Hypercarb. A — dasatinib, B -

DAS 1, C—-DAS 2, D—DAS 3, E—DAS 4, F—DAS 5. Podmienky: ACN:IPA 1:1, TFA 0,1%

5.2.10. Analyza estrogénov a jeho necistot na PGC

Problematicka bola aj analyza estrogénov. Najlepsie vysledky boli dosiahnuté pri
pouziti ACN:IPA v pomere 1:1 ako organickej zlozky a 0,1% TFA ako vodnej zlozky
mobilnej faze. Avsak aj napriek tomu mézeme na obr. 50 vidiet, Ze tato metdda vobec
nie je vhodna, jednak pre blizky retencny cas jednotlivych latok a rozmytie ostatnych
latok, ktoré ani nebolo moZné presne identifikovat. Analyza na referen¢nej koléne ma

oproti pouZitiu PGC omnoho lepSiu selektivitu a rozlisenie.
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Obr. 50- Separacia zmesi estrogénov na koléne HYPERCARB. A — EST-ME, B — A-EST, C —
B-EST, D — aEST, E— A-ESN, F— ESN, G — EST-AC, H— ESTRI. Podmienky: ACN:IPA 1:1, TFA
0,1%

5.2.11. Analyza abirateronu a jeho necistot na PGC

Pri tejto skupine latok sa nepodarilo ani pri jednej z pouZitych metéd vyeluovat
dané latky tak aby sa zobrazili vo vyslednom chromatograme. Jednalo sa o nepoldrne
latky planarneho charakteru a preto je mozné, Ze ich retencia na PGC bola velmi vysoka.
V tomto pripade boli teda vhodnejsie vysledky dosiahnuté pri pouziti referen¢nej kolény

BEH C18 aj ked tam taktieZ neboli Uplne idedlne.

75



6. Zaver

Separacny potencidl staciondrnych faz na baze porézneho grafitového uhliku bol
otestovany na jedenastich skupinach latok zahrnujucich lie¢ivo a jeho potenciondlne
necistoty. Zaroven bol porovnany so separaciou na dobre zndmej a Siroko pouzivanej
referencnej kolone BEH C18. Vyvoj a optimalizdcia metdd boli narocnejsie pri PGC
a vyzadovali komplexnu Upravu podmienok separdacie, naproti tomu pri pouZiti kolény
BEH C18 boli v mnohych pripadoch dosiahnuté lepSie vysledky jednoduchsou cestou. Vo
vacsine pripadov boli vysledky analyz z BEH C18 lepsie ako pri testovanej koldne. Mnoho
krat bola pri¢inou neeluovania jednotlivych latok vysoka retencia na PGC a nedostato¢na
eluénd sila mobilnych faz. Vyrobca v niektorych pripadoch odporucal poutZitie
tetrehydrofuranu, dichlormethanu a podobnych mobilnych faz, ktoré sme sa rozhodli
nevyuzit aby nedoslo k ohrozeniu funkénosti chromatografického systému. Zaroven je
dolezité zmienit, Ze testovana koldna mala velkost Castic 3 um, zatial Co referencna mala
ovela mensie Castice s velkostou 1,7 um. Tato skuto¢nost mala jednoznacne vplyv na
vyssiu ucinnost referencnej kolény BEH C18. TaktieZ stoji za zmienku nizka kompatibilita
Srobenia testovanej kolony vzhladom na odlisného vyrobcu, ¢o tieZ mohlo mat vplyv na
nizsiu ucinnost separacie.

Ako najuniverzdlnejSie podmienky pri separacii na PGC sa javilo pouZitie

acetonitrilu a isopraponolu v pomere 1:1 ako organickej zlozky a 0,1% roztoku kyseliny

trifluoroctovej ako vodnej zlozky mobilnej fazy.

PGC je potencionalne vyuzitelna vo farmacii. Medzi jej vyhody, ktoré moézeme
potvrdit patri vysokd mechanickd odolnost. Dalej stabilita v celom rozmedzi pH
a moznost vyuzitia vyssich teplot. Jednotlivé metddy vsak vyZzaduju osobitny pristup

a komplexnejsi vyvoj.
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