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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Seznam pouzitych symboli a zkratek

A absorbance [mAU]
nebo plocha piku [mm?]

Amax absorpéni maximum

A-T pary bazi adenin-thymin (adenin-thymin base pairs)

c molarni koncentrace [mol/dm®]

(€)m ¢ i-tého analytu v mobilni fazi [mol/dm”]

(ci)s ¢ i-tého analytu ve stacionarni fazi [mol/dm’]

Cm hmotnostni koncentrace [mg/cm’]

C2 ethylova stacionarni faze

C8 oktylové stacionarni faze

C18 oktadecylova stacionarni faze

DAD detektor s diodovym polem

(diode array detector)
DIBAL-H  hydrid diisobutylaluminia

ds DNA dvoutetézcova deoxyribonukleova kyselina
(double-stranded deoxyribonucleic acid)
€ molarni absorp¢ni koeficient [m?*/mol]
Fp, objemovy pritok mobilni faze [ml/min]
GC plynova chromatografie
(gas chromatography)
GLC chromatografie v systému plyn-kapalina

(gas-liquid chromatography)

GPC gelova permeacni chromatografie
(gel permeation chromatography)

GSC chromatografie v systému plyn-tuha latka
(gas-solid chromatography)

>

vyska piku [mm)]
H vyskovy ekvivalent teoretického patra [mm]

(HETP - height equivalent to a theoretical plate)




SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HPLC

IEC

LLC

LSC

MRI

(ni)m
(ni)s
n;

PC

PET

QSAR

vysokou¢inné kapalinova chromatografie
(high performance liquid chromatography
nebo dtive high pressure liquid chromatography)
iontové vymeénna chromatografie

(ion exchange chromatography)

reten¢ni faktor

reten¢ni faktor i-tého analytu

reten¢ni faktor druhého analytu
distribuéni konstanta i-t¢ho analytu
distribu¢ni konstanta prvniho analytu
distribuéni konstanta druhého analytu
délka kolony [cm]
kapalinova chromatografie

(liquid chromatography)

rozdélovaci chromatografie
(liquid-liquid chromatography)

adsorpéni chromatografie

(liquid-solid chromatography)

relativni molekulova hmotnost
magneticka rezonance

(magnetic resonance imaging)

pocet teoretickych pater

latkové mnozZstvi i-tého analytu v mobilni fazi [mol]
latkové mnozZstvi i-tého analytu ve stacionarni fazi [mol]

pocet teoretickych pater druhého analytu

papirova chromatografie

(paper chromatography)

pozitronova emisni tomografie

(positron emission tomography)

kvantitativni vztah mezi chemickou strukturou a aktivitou

(quantitative structure-activity relationship)




SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

RP-HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi
(reverse phase-HPLC)

Ria rozlieni analyti 1 a 2

SFC superkritické fluidni chromatografie
(supercritical fluid chromatography)

SPECT jednofotonova emisni pocitacova tomografie

(single photon emission computed tomography)

t cas [min]
T teplota [°C]
TLC tenkovrstevna chromatografie

(thin layer chromatography)

|- mrtvy ¢as (kolony) [min]

b retenéni ¢as i-tého analytu [min]

L retenéni ¢as prvniho analytu [min]

2 reten¢ni ¢as druhého analytu [min]

tyi redukovany reten¢ni ¢as i-t€ho analytu [min]

u linearni rychlost mobilni faze [cm/min]
uv ultrafialova oblast zafeni (190 — 400 nm)

UV/VIS ultrafialova a viditelna oblast zateni (190 — 700 nm)

Vv objem [ml]

VIS viditelna oblast zafeni (400 — 700 nm)

Vin objem mobilni faze [ml]

Vi retencni objem i-tého analytu [ml]

V', redukovany reten¢ni objem i-tého analytu [ml]

Vs objem stacionérni faze [ml]

174 objemovy zlomek

w Sitka piku pti zakladné [cm; min]
w; Sitka piku mezi inflexnimi body [cm; min]
wi Sitka piku pfi zakladné€ prvniho analytu [cm; min]
w; Sitka piku pfi zdkladn€ druhého analytu [cm; min]
Wi Sitka piku v poloviné vysky [cm; min]
A vinova délka [nm]
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1 Uvod

V dnesni dob¢ se setkdvame s fadou novych onemocnéni, kterymi se zabyva a které
zkouma klinick4d medicina. Jednim z velkych problémi soucasnosti je rychle rostouci
poéet nadorovych onemocnéni. V Ceské republice jsou dokonce druhou nejéastéjsi
pri¢inou umrti. Civiliza¢ni choroby postihuji stale niz8i a niz8§i v€kové skupiny. Oproti
minulosti je to ddno zejména odliSnou skladbou potravy, ktera obsahuje mnohem vice
cukrii a tuki, ale také stresem a kontaminaci sloZek Zivotniho prostiedi chemickymi
latkami. Imunitni systém, ktery miiZe byt stresem a polutanty oslaben, neni schopen na
tuto situaci v€as a dostate¢né zareagovat. Jako pomoc imunitnimu systému se pouzivaji
nejruznéj$i chemické latky, které se nejprve musi izolovat z biologického materidlu
nebo syntetizovat. Proto je nezbytné nachdzet nové metody syntézy, separace,
identifikace a kvantifikace.

Nauka o lé¢ivech se vyviji velmi rychle. Kazdoroéné¢ se na trhu objevi velké
mnozZstvi novych pfipravki. Od syntézy nové latky aZ k jejimu zavedeni na trh jako
registrovaného 1éku probé&hne ¢asto 7 — 10 let. Kromé tohoto zna¢ného casového useku
stoji za zminku i naklady, které dnes dosahuji n€kolika miliard korun. Kazdy novy 1ék
s potencidlnim farmakoterapeutickym vyznamem prochéazi pfedklinickym vyzkumem.
Je zkouman vztah mezi chemickou strukturou a biologickym u¢inkem (QSAR), jenzZ je
teoreticky konstruovan na obfich poéitaich (in silico) a nasledné jsou ,,slibné”
molekuly syntetizovany. Vypracovavaji se série modelovych metodik in vitro a in vivo,
které umoziiuji pfezkouset jednotlivé latky z hlediska uréitych biologickych a patofyzio-
logickych uc¢inka [1].

Klinické zkou$eni novych perspektivnich 1é¢iv na Elovéku (a také na zvifeti)
podléha ptisné regulaci podle zvlastnich zakonu a nafizeni. Ve fazi I se pfislu$nd latka
zkousi na zdravych pokusnych osobach z hlediska snasenlivosti a kinetiky. Tato faze
trva obvykle 9 — 24 mésici. Ve fazi Il se sledovana latka poprvé podava malému poctu
pacientd. Pfitom se vénuje pfedev§im pozornost G¢inkim, pro které se ma latka
pouzivat, tedy 0€inkim hlavnim. Mimoto se shromazd'uji udaje o farmakokinetice a
snasenlivosti [2]. Ve fazi III se Siroce testuje G¢inna latka na vét§i skupin€ pacientl.
Tyto kontrolované studie se provadéji bud’ ve srovnani s placebem anebo ve srovnéni

s dosud nejlepsi terapii uginnym lé¢ivem. Udaje ziskané z prvnich tii fazi by za
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pfiznivého pribéhu klinického sledovani mély stacit pro splnéni pozadavku, které pro
povoleni nového 1é€iva zakon o 1é€ivech ma. Pozadavky se vztahuji na priikaz u¢innosti
pfi ur¢itych indikacich a na bezpecnost pii tomto pouZiti. Ve fazi IV se shrnuji veskeré
poznatky o G¢inné latce, které se po jejim uvedeni do prodeje nahromadily v prubéhu
Sirokého pouZivani. Lék nyni mize pouZivat kazdy lékaf. V této dodate¢né fazi je
mozné shromézdit zkuSenosti ziskané s novou latkou u né€kterych specialnich skupin,
napf. u gravidnich Zen, u pacientil s dialyzou, u velmi starych osob aj. Nova latka pak

muze byt registrovana jako nové lé¢ivo.

Kritérii pro pfipravu nového lé¢iva je prfedpokladana uc€innost a neSkodnost. Svou
roli vSak samoziejmé hraje také ekonomické hledisko. Ackoliv se vyviji mnoho
uéinnych 1éka a technik pro boj s rakovinou, pro uspé€snou lé¢bu nadoru je rovnéz velmi
dilezité jeho v¢asné odhaleni. Sou€asna medicina ma k dispozici fadu zobrazovacich
metod [3], napfiklad radiodiagnostické metody PET — pozitronova emisni tomografie,
SPECT - jednofotonova emisni po¢itaova tomografie [4] anebo MRI — magneticka
rezonance [5], kterdA je povaZovana za jednu z nejucinngjSich neinvazivnich
diagnostickych metod dnesni doby. Tato metoda je zaloZena na sledovéni chovani jader
s magnetickym momentem ve vn&j$im magnetickém poli [6], tedy na stejném principu
jako nuklearni magnetickd rezonance. Tkan postiZend rakovinnym bujenim se 1iSi
obsahem vody oproti tkdni zdravé, proto je zaznamenan odliSny signal jader vodiku
(‘H) v molekulach vody. V piedkladané diplomové praci byly studovany polykarboxy-
latové derivaty cyklenu. Tyto N-donorové ligandy tvofi s kationty kovi [7] a
lanthanoidd [8,9] komplexy. Po koordinaci jedné molekuly vody do prvni koordina¢ni

sféry mohou byt pouzity jako kontrastni latky pro lepsi zobrazeni nadoru.

V literatufe zatim nebyla popsana Zadna dostate¢né¢ ucinnd metoda separace
derivati cyklenu. Cisténi jednotlivych reakénich meziprodukti je totiZ obtiZné, protoZe
u zadné latky nelze zabranit vzniku vedlejsich produkti s velmi podobnymi vlastnostmi
(rozpustnost, tékavost atd.). PoZzadované Cistoty pro pouZiti v klinické praxi nelze
dosdhnout ani opakovanou sloupcovou chromatografii. Cilem této prace tedy bylo
zjistit, zda je vysokotdinna kapalinova chromatografie vhodnou analytickou metodou
separace polykarboxylatovych derivati cyklenu a nalézt optimalni podminky separace,
které by mohly byt pozdéji vyuZity pro preparativni vysokou€innou kapalinovou

chromatografii.
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1.1 Cykleny
1.1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Cykleny (nepiesné oznaceni pro derivaty latky s trividlnim nazvem cyklen) jsou
heterocyklické slouc¢eniny odvozené od cyklenu (CgHzoN4), neboli 1,4,7,10-tetraaza-
cyklododekanu, coz je bila az jemné naZloutla krystalicka latka o relativni molekulové
hmotnosti 172,27. Bod tani [10,11,12] nebyl podle literatury diive zcela jednoznacné
uréen. V soudasnosti je podle [13] bod tani cyklenu stanoven na 108 — 113 °C. Cyklen

ve své cyklické molekule obsahuje &tyfi atomy dusiku a osm atomi uhliku. Patii

vvvv

Obr. 1 Chemicka struktura cyklenu, tedy 1,4,7,10-tetraazacyklododekanu.

Pro cykleny je charakteristickou strukturou dvanéctilenny tetraaminovy
»prstenec” [15], ktery ve své molekule obsahuje trojvazny dusik s volnym
elektronovym parem, tudiZz mizZe byt substituovan funkénimi skupinami. Funkéni
skupiny mohou mit nepolarni ¢i polarni charakter, ktery mize byt bazicky nebo kysely.
Ovliviyji tak, pii separaci na chromatografické koloné, druh (hydrofilni, hydrofobni)
interakce derivatd cyklenu se stacionarni fazi, jak bude popséno dale.
Polyazamakrocykly byly poprvé zminény jiz roku 1937 J. van Alphenem [16], nejvétsi
rozvoj vSak zaznamenaly aZ ve druhé poloviné 20. stoleti [17], kdy byly zkoumany
krystalické struktury a geometrie rtuznych sloucenin, jejichZ souCésti jsou praveé
cykleny [18,19,20]. Jak jiZ bylo zminéno vySe, lze je vyuZit jako nosice téZzkych kovu a
lanthanoidd, a jsou proto vhodnymi ligandy novych kontrastnich latek pro MRI.

12
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1.1.2 Syntéza cyklenu

Na obr. 2 je zobrazen postup syntézy 1,4,7,10-tetraazacyklododekanu. Pfi této
syntéze reaguje triethyltetraamin s dithiooxamidem (dithiooxalamidem) v prostfedi
bezvodého ethanolu (méné€ nez 1 % vody) za vzniku meziproduktu - 2,3,5,6,8,9-hexa-
hydrodiimidazol(1,2-a 2',1’-c)pyrazinu [21,22], ktery dale reaguje pod zpé&tnym
chladi¢em naplnénym dusikem s redukénim ¢inidlem — hydridem diisobutylaluminia
v prostfedi toluenu. Syntéza je po 16 hodinach ukonéena pfidavkem vodného roztoku
hydroxidu draselného o koncentraci 3 mol/dm? za vzniku produktu, tedy 1,4,7,10-tetra-
azacyklododekanu [23,24,25].

N\ 7o\
CH3CH,OH
+ —_—
/N NH, H2N S
H

/
1. ((CHa)2CHCHy),AlH, CgHsCHs
v
2. KOH, H,0
X

Obr. 2 Syntéza 1,4,7,10-tetraazacyklododekanu.

NSO\

.

Cyklen jako vysledny produkt vzniké reakei triethyltetraaminu s dithiooxamidem v prostfedi bezvodého

be
L/
O\
AN

ethanolu (méné nez 1 % vody) za vzniku 2,3,5,6,8,9-hexahydrodiimidazol(1,2-a 2°,1'-c)pyrazinu [47,48],
ktery dale reaguje v prostfedi toluenu s reduk&énim ¢&inidlem DIBAL-H pod zpétnym chladi¢em
naplnénym dusikem. Syntéza je po 16 hodinich ukon&ena ptfidavkem vodného roztoku hydroxidu
draselného o koncentraci 3 mol/dm’ [23,24,25].

13
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1.1.3 Syntéza derivati cyklenu

Polykarboxylatové derivaty cyklenu se ¢asto piipravuji pomérné sloZitou,
nékolikastupiiovou syntézou, ktera je zaloZzena na piimé ¢i nepiimé N-alkylaci
[26,27,28], pfi které dochazi oddélen¢ ke dvéma nukleofilnim substitucim [21,22].
Drive nez je neprima N-alkylace provedena, jsou tfi aminy v cyklickém tetraaminovém
kruhu do¢asn€é maskovany ochrannymi skupinami jako je terc.butyloxykarbonyl, tosyl
nebo formyl [29,30,31]. Jinou metodou je zavedeni prostorové branicich ¢inidel
obsahujicich funkéni skupiny fosforylu, glyoxalu nebo karbonylu ve stechiometrickém
poméru, které mohou docasné blokovat tii dusikaté atomy v tetraazamakrocyklech.
Hlavni cesta syntézy derivatli cyklenu nepfimou N-alkylaci spoc¢iva v reakci s rliznymi
alkyla¢nimi Cinidly [26,27,28].

Na obr. 3 je zobrazen postup syntézy 1,4-bis(ferc.butyloxykarbonylmethyl)-
1,4,7,10-tetraazacyklododekanu. Tuto latku lze také oznacit jako ,,cis-izomer*, ktery za
téchto podminek vznika v pfevazujicim mnoZstvi [32]. Pfi této syntéze reaguje
v prostfedi chloroformu za pfitomnosti triethylaminu pfi laboratorni teploté cyklen
s terc.butylesterem kyseliny bromoctové. Reakcemi tohoto reakéniho produktu, tedy
1,4-bis(terc.butyloxykarbonylmethyl)1,4,7,10-tetraazacyklododekanu s aktivnimi ¢i
méné aktivnimi ¢inidly (jako je napf. K,CO;, CH3;CN apod.), vznikaji dalsi

N-alkylované derivaty cyklenu.

H\ /_\ /H tBuOOC—\ /_\ /H

N N

N N
COOtBu (CH;CH,)sN
+ / e + 2HBr
Br CHCl,
N N

N N

H/ \ / \H tBuOOC—/ \ / \H

Obr. 3 Syntéza fBu,DO2A1 neptimou N-alkylaci.
Cyklen reaguje s ferc.butylesterem kyseliny bromoctové v prostiedi chloroformu za ptitomnosti
triethylaminu pfi laboratorni teplot®. Vyslednym produktem je 1,4-bis(ferc.butyloxykarbonylmethyl)-
1,4,7,10-tetraazacyklododekan.
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Na obr. 4 je ukazdn postup syntézy 1,7-bis(terc.butyloxykarbonylmethyl)-
1,4,7,10-tetraazacyklododekanu. Tuto latku lze také oznadit jako ,trans-izomer“. Pfi
této syntéze reaguje cyklen s benzoylesterem kyseliny chlormravenéi v prostiedi
hydroxidu sodného a vznikajici meziprodukt 1,7-bis(benzoylkarbonylmethyl)1,4,7,10-
-tetraazacyklododekan dale reaguje za pritomnosti H, a katalyzatoru Pd/C p#i

laboratorni teploté s terc.butylesterem kyseliny bromoctové [33].

H\ /_\ /H H\ /—\ /—COOCH206H5

N N N N
CICOOCH,CgHs
y
NaOH

N N N N

H/ \_/ \H CGH5CH2000—/ \_/ \H

H\ /_\ /—COOCHZCBH5 H\ /_\ /—COOtBu

N N

N N
1. BrCH,COOtBu
>
2. Hy, PAIC
N N N

N

CGH5CH200C—/ \ / \H tBuOOO—/ \ / \H

Obr. 4 Syntéza fBu,DO2A2 nepiimou N-alkylaci.
Cyklen reaguje s benzoylesterem kyseliny chlormravendi v prostfedi hydroxidu sodného, vznikajici
meziprodukt — 1,7-bis(benzoylkarbonylmethyl)1,4,7,10-tetraazacyklododekan dale reaguje s terc.butyl-
esterem kyseliny bromoctové za ptitomnosti H, a katalyzatoru Pd/C pfi laboratorni teploté. Vyslednym
produktem je 1,7-bis(zerc.butyloxykarbonylmethyl)1,4,7,10-tetraazacyklododekan [33].

Také bylo vyzkouSeno zavedeni primé N-alkylace, ale ktéto cesté¢ bylo
zapotrebi pfili§ velkého mnozstvi drahych polyazacrownii. Z tohoto divodu se metoda

piimé N-alkylace v praxi pfili§ nevyuziva.
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1.1.4 Vyuziti derivati cyklenu v lékaFstvi

Stejn€ jako crown ethery jsou polykarboxylatové derivaty cyklenu schopné
selektivné vazat kationty. Volné ionty kovl jsou pro ¢lovéka zna¢né toxické, ale
vznikajici komplexy vykazuji vysokou termodynamickou (v pfitomnosti konkurenénich
biogennich ligandid) a kinetickou stabilitu ve vodnych roztocich, a proto se mohou
pouzivat jako kontrastni latky pro rizné diagnostické metody v klinické praxi bez rizika
toxicity. Komplexy cyklent s ionty kovli a lanthanoidd [34,35,36,37,38,39,40] slouzi
také jako radiofarmaka s vysoce specifickym terapeutickym vyuZitim v lidském téle. Jiz
pfes padesét let jsou tyto latky pfinosem pfi 1é¢bé riiznych typi rakoviny.

Mezi nejastéji pouzivané kontrastni latky v MRI patii komplexy trojmocného
gadolinia (sedm neparovych elektrond, maximalni spinovy moment) s derivaty cyklenu.
Pfitomnost této paramagnetické latky (Gd®*) ovliviiuje chovani a tedy i signal molekul
vody ("H) v magnetickém poli. Vyhodou cyklenii je jejich stéricka nenaro&nost, ktera
jim umoziuje koordinovat ion trojmocného gadolinia aZ osmi donorovymi atomy a
obsadit tak posledni koordina¢ni misto molekulou vody, jejiz vyménou dochézi
k pfenosu magnetické informace mezi kontrastni latkou a okolnim roztokem, anizZ by se
sniZila pevnost a stabilita komplexu. Komplex Gd* s kyselinou 1,4,7,10-tetraaza-
cyklododekan-1,4,7,10-tetraoctovou vykazuje sice nejvétsi stabilitu, ale mé4 mnoho
nezadoucich vedlejSich u€inkt [41]. Pfi MRI se proto pouziva pfedevSim triacetatovy
komplex gadolinia, ktery je neutralni a nezpiisobuje tolik vedlejSich ucinkd. Utinnost
kontrastni latky vyjadfuje veli¢ina relaxivita, ktera zavisi na mnoha parametrech, napf.
na teploté, na poétu molekul vody koordinovanych k iontu kovu, na elektronickych
parametrech iontu kovu atd. Jednou z mozZnosti, jak zvysit relaxivitu je vyvoj novych
vhodnych ligandi s jesté lepSimi vlastnostmi.

Byla pfipravena fada derivatd polyazamakrocykli s Sirokym pouzitim (katalyza,
biomedicina, ¢i$téni vody od tézkych kovi atd.) [42,43,44,45,46,47,48,49,50,51].
Prokazalo se, Ze tetraazamakrocyklické ligandy jako napt. cyklen, cyklam ¢i bicyklam
vykazuji antitumorovou a anti-HIV aktivitu [52]. Ortho tri-cyklen se pouziva k prevenci
akné, nebot’ potlacuje negativni vliv androgenii na plet’ [53]. V literatufe [54] byla
popsana syntéza inhibitoru karboxypeptidazy A. Tento inhibitor obsahuje Cu'-cyklen

11

nebo Co™-cyklen komplex. Védci syntetizovali slougeninu bis(Zn"-cyklen)azobenzen

jako interkala€ni (cross-linking) €inidlo. Tato slou€enina se selektivné vaze na A-T pary
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ds DNA ve vodném roztoku [55]. Také byly pfipraveny derivaty cyklenu nesouci

heterocyklicky oligoamid, které maji rovnéZ potencialni schopnost vazby na DNA [56].

1.2 Separa¢ni metody

Separaéni metody jsou fyzikéln€é-chemické metody, pfi nichZ se smés selektivné
déli na jednotlivé slozky [57]. Oddélené slozky se mohou bud’ izolovat v chemicky Cisté
formé¢, nebo se miiZe pouze zaznamendavat jejich rozdé€leni a zdznam kvalitativné
1 kvantitativné vyhodnocovat. Spole¢nym zakladem separa¢nich metod jsou mezifazové
rovnovahy. Aby se mohla jedna sloZka oddélit od druhé v homogenni smési, musi se
ptidat nebo utvofit dalsi faze tak, aby jedna ze sloZek ziistala v jedné fazi a druhd slozka
ptesla do faze druhé. Separaéni metody lze klasifikovat podle riznych hledisek,
naptiklad podle druhu fazi (viz tab. 1), mechanismu separa¢niho déje nebo techniky

provedeni [58].

Tab. 1 Klasifikace separa¢nich metod podle druhu fazi [57].

Faze, z niZ se Faze, do niZ se

latka prevadi latka prevadi Metody

tuha kapalna extrakce
plynna sublimace

kapalna tuha krystalizace, elektrolyza, sréZeni, LSC, IEC
kapalna extrakce, LLC
plynna destilace

plynna tuha adsorpce, rozdélovaci GC

1.2.1 Chromatografické separa¢ni metody
1.2.1.1 Rozdéleni chromatografickych metod

Mezi chromatografické separatni metody patfi: gelova permeacni chroma-
tografie (GPC), ktera vyuziva molekulové sitovy efekt mechanického déleni molekul
analyti v porech gelu na zadkladé jejich rozdilné velikosti (malé molekuly jsou
zachycovany v poérech gelu a velké molekuly eluuji dfive); rozdélovaci chroma-
tografie (LLC) vyuziva rozdilné rozpustnosti (a tudiZ i rozdilné distribuce) molekul

analyti mezi dvéma zcela nemisitelnymi kapalinami; adsorpéni chromatografie (LSC)
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vyuZiva rozdilné adsorpce molekul analyti na povrchu tuhé faze s aktivnimi centry;
iontové vyménna chromatografie (IEC) vyuziva rozdilné vyménné adsorpce analytt
(iont) na povrchu iontového ménice.

Kapalinovou chromatografii lze uskute¢nit v kolonovém nebo plandrnim
uspofadani. Mezi kolonové techniky patfi adsorpéni, rozd&lovaci, gelova a iontové
vyménna chromatografie. K planarnim technikam se fadi papirova chromatografie (PC)
a tenkovrstevna chromatografie (TLC). Zvlastnim typem je superkriticka fluidni
chromatografie (SFC). Podle skupenstvi mobilni a stacionarni faze lze chromatografické
techniky rozdélit na nékolik zakladnich typi (viz tab. 2). Mohou se ale také klasifikovat
podle separacnich podminek. Za konstantnich podminek probihd izokratickd
chromatografie. Pfi ménici se teploté nebo Castéji pfi ménicim se sloZeni mobilni faze se

provadi gradientova chromatografie.

Tab. 2 Klasifikace zakladnich typd chromatografickych technik podle skupenstvi mobilni a stacionarni
faze [59].

Mobilni faze Stacionarni faze Typ chromatografie
plynna pevna GSC
plynna kapalna GLC
kapalna pevna LSC
kapalna kapalna LLC

1.2.1.2 Elu¢ni charakteristiky chromatografie

V chromatografii se uplatiiuji van der Waalsovy sily (hydrofobni interakce),
mezi které patii disperzni Londonovy sily, které se uplatiiuji mezi dvéma indukovanymi
dipdly, orienta¢ni sily Keesomovy, ke kterym dochdzi mezi dvéma dipdély a indukéni
Debyeovy sily, které zpisobuji interakci mezi dipdlem a indukovanym dipoélem.
Dal8imi silami, které se projevuji v chromatografii, jsou vodikova vazba a elektro-
statickd Coulombova interakce [60].

Reten¢ni objem je objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se
pfislu$ny analyt dostal od pocatku ke konci separaéni kolony. Retenéni ¢as je celkovy
¢as, ktery pfislu$ny analyt stravi v separa¢ni koloné. Mrtvy objem kolony je objem

eluentu, ktery musi projit kolonou, aby se nezadrZzovany analyt dostal od pocatku ke
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konci kolony. Mrtvy €as kolony je reten¢ni ¢as analytu, ktery neni v koloné zadrZovan,
tj. analytu, ktery se pohybuje kolonou stejnou rychlosti jako mobilni faze. VSechny
analyty stravi v mobilni fazi stejnou dobu — mrtvy €as kolony. Redukovany reten¢ni ¢as
je Cas, ktery pfislusny analyt stravi ve stacionarni fazi. Distribuéni konstanta a reten¢ni
faktor charakterizuji selektivitu, tj. do jaké miry se analyty na koloné zadrZuji a
zpozd'uji.

Na obr. 5 je zobrazen chromatogram, coZ je graficky zaznam chromatografické
analyzy neboli vystupni informace z detektoru [61]. Z6n€ analytu v chromatogramu
odpovida pik (eluéni ktivka), kterd charakterizuje koncentra¢ni profil analytu v z6né.
Ostrost piku zavisi na davkovaném mnoZstvi a dobé eluce, jak bude popsano dale.
V ideédlnim p¥ipad¢ ma eluéni k¥ivka tvar symetrického Gaussovského piku (viz obr. 6)

a zakladni linie prochazi horizontalné bez znamek $umu nebo driftu.

0.008
5 h
g 0.0086 -
R N N A N 20
Booo4}
< < 2,354
§ 0.002} S =
[¢] \o“ W
0,000 o =3
° GAS [min) 0 " 4 """"
(0]
Obr.5 Chromatogram (pfevzato z [60]). Obr. 6 Gaussovsky pik a jeho parametry.

Plocha piku (4 = 1,064-h'w,;), Sitka piku pfi
zdkladn€¢ (w = 40), Sitka piku v poloving vysky
(wy; = 2,3540), §itka piku mezi inflexnimi body
(w; = 20), vyska piku (h), vyska piku k w; (0,607 h),
vy3ka piku k w,,; (0,5 h) (ptevzato z [60]).

Pro chromatografické chovani latek mé zakladni vyznam koncentraéni zavislost
distribu¢nich konstant. Pouze pfi velmi malych koncentracich v mobilni fazi maji
izotermy linearni prubéh (Kp je koncentratné nezavisla) a lze ziskat symetrické elu¢ni
kfivky (viz obr. 6) a tim i konstantni retenéni &asy. Konkavnimu prib&hu izotermy
odpovida nesymetricka chvostujici (tailing) kfivka, coz je Casty jev pti LSC. Konvexni

tvar izotermy zapficiiiuje nesymetricky tvar piku s rozmytou ptedni ¢asti (fronting), coZ
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je Castym jevem pii predavkovani kolony. Poloha piku (#,) identifikuje kazdou latku,
plocha piku (4) ur€uje jeji koncentraci. Dal$im diileZitym parametrem je Sitka piku pii
zakladné, $itka piku v poloving vy3ky a $itka piku mezi inflexnimi body. Sitka piku se

udava v délkovych nebo ¢asovych jednotkach [mm, cm; s, min] [60].

1.2.1.3 Termodynamika a kinetika separace

Termodynamika a kinetika separace spolu uzce souviseji a obé dvé uréuji, do
jaké miry se sousedni piky v chromatogramu piekryvaji, tj. jak dokonale nebo
nedokonale jsou zény sousednich analyti vzajemné odd€leny. Termodynamika a

kinetika separace ovliviiuji rozliSeni sousednich pikd v chromatogramu (viz obr. 7).

zména
kmetlky

zména

termodynamlky

Obr. 7 Vliv zmény kinetiky a termodynamiky na oddéleni zén analytt (pfevzato z [60]).

Kinetika se zabyva jevy, které ovliviiyji rozsifovani zon délenych latek (analytt)
béhem postupu kolonou, tzn. Sitkou pikli v chromatogramu. Rozsifovani zony analytu
(viz obr. 8, str. 21) je dano jednak vlastnim separaénim procesem (interakce sloZek se
stacionarni fazi na zakladé riznych druhi mezimolekulovych sil), jednak molekularni
difizi v mobilni a stacionarni fazi, nepravidelnostmi toku mobilni faze a lokéalnimi
nerovnovaznymi stavy pii piechodu latky mezi fazemi. V disledku toho se zhorSuje
separace a sniZuje se u¢innost kolony, coZ se projevi nedokonalym odd€lenim piki. Na
reverzni fazi vede kroz$ifeni chromatografickych zén jest¢ zbytkova koncentrace

silanolovych skupin. Tato problematika je detailn&ji popséna v kap. 1.3.1.1 na str. 28.
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Obr. 8 Rozmyvani zény analytu pfi postupu kolonou (pfevzato z [60]).

Termodynamika se zabyvéa jevy, které ovliviiuji velikost interakce mezi
sorbentem a analytem, retenci a retardaci analyttli, rychlosti migrace analytd kolonou,
rozdily v reten¢nich casech analyti a dé¢lenim analyti od sebe navzajem.
Termodynamika separace pracuje s objemem stacionarni faze V; [ml], objemem mobilni
faze neboli mrtvym objem kolony V,, [ml], objemovym pritokem mobilni faze
F,; [ml/min], linearni rychlosti mobilni faze ¥ [cm/min], retenénim objemem i-tého
analytu V,.; [ml], ktery je definovan jako objem mobilni faze nutny k eluci maxima zény
i-tého analytu, retenénim ¢asem i-tého analytu ¢, ; [min], mrtvym ¢asem kolony #,, [min],
redukovanym retenénim objemem i-tého analytu V’,; [ml] a redukovanym retenénim
¢asem i-tého analytu #',; [min].

L [cm] znaci délku kolony, n je pocet teoretickych pater, H [mm] je vySkovy
ekvivalent teoretického patra, Kp; je distribuéni konstanta i-tého analytu,
(cy)s [mol/dm3] je koncentrace i-tého analytu ve stacionarni fazi, (c). [mol/dm3] je
koncentrace i-tého analytu v mobilni fazi, (n;); [mol] je latkové mnoZstvi i-tého analytu
ve stacionarni fazi, (n), [mol] je latkové mnoZstvi i-tého analytu v mobilni fazi,
t.; a t,; [min] jsou reten¢ni ¢asy separovanych analyti 1 a 2; w; a w; [cm; min] jsou
Sitky pikt separovanych latek 1 a 2; Kp; je distribu¢ni konstanta prvniho analytu a Kp >
je distribu¢ni konstanta druhého analytu, n, a k; je pocet teoretickych pater a retenéni
faktor druhého analytu, w [cm; min] je $ifka piku pti zdkladn€ a w); [cm; min] je §itka

piku v poloving jeho vy$Kky a R, , zna¢i rozliSeni analyti 1 a 2.
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1.2.1.4 Rovnice pouzivané v chromatografii
Zakladni rovnici chromatografie [62], kterd plati pfedev§im pro rozdélovaci
chromatografii je:

Vi =Vm + Kp,iVs (D

Dalsi rovnice pouzivané v chromatografii:

Vin = Fntm () Vii = Vei=Vm (3)
Vri = Entyj “4) tei = tri —tm (5)
Vii = KpiVs (6) Vii = Ent,i (7)
uzi ®) tfizz_f::% )

£ V_r,l_ _ Vm+Kp Vs
Tl Fm Fm

(10)

Retenéni faktor i-tého analytu k; (kapacitni faktor, kapacitni pomér) vyjadiuje zadrZeni a

charakterizuje vliv zadrZovacich vlastnosti kolony na jeji rozliSovaci schopnost:

ey = iTtm -l (11) ey = Lot Ve (12)

tm tm Vin Vin

Vztah mezi retenénim faktorem a distribu¢ni konstantou vyjadiuje rovnice:

i/s Vs
ky = 2w o Koy (13)

m)dm

kde Kp; a k; charakterizuji selektivitu, tj. do jaké miry se analyty na kolon€ zadrzuji a

zpozd'uji.
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Mira ucinnosti kolony je vyjadfena poctem teoretickych pater n. Polet teoretickych

pater se vypocita podle vztahu:

n=16 (—)2 (14) n= 5,53( fr )2 (15)

Wi/2

Casto se uvadi, jakou vysku ma jedno teoretické patro, tzn. podita se tzv. vyskovy

ekvivalent teoretického patra (H, HETP), ktery slouZi k porovnani kolon rizné délky:

16
H==, (16)
n
K posouzeni separa¢ni schopnosti slouzi tzv. rozliSeni R; ,:
Ry, = z(t”—_trzl (17)

w1 +wa

Latky povazujeme za zcela oddélené (99,7% separace), jestlize R; ; = 1,5. Pro vétSinu
latek v8ak stadi, kdyZz R;, = 1,0 [58]. RozliSovaci schopnost kolony zavisi tedy na
rozdilu retenénich ¢asi, které jsou ovlivnény typem separovanych latek i pouzZitym

systémem fazi, a nepfimoimérné na $ifce pikd. Tuto zavislost také vyjadiuje vztah:
Kpa2-K
Ry, =3 —22=R2 (1 ky) (18)
D,2

Distribuéni konstanta kazdé slozky uréuje jeji obsah v mobilni fazi v kterékoli dobé a
tim i celkovy ¢as, po ktery tato slozka setrvava ve staciondrni fazi. Nejjednodussi
zpusob, jak zlepsit rozliSeni latek, je zvysit poet n, a tedy 1 L. Vyhodnéj$i vSak je
zvétsit relativni rozdil v distribu¢nich konstantich zménou staciondrni nebo mobilni
faze. RozliSeni také zavisi na reten¢nim faktoru druhé slozky. Cim bude vice
zadrzovana, tim bude rozliSeni vétsi. Latky, které se rychle pohybuji kolonou, se proto
budou separovat jen nedokonale. Oznaeni veli¢in a jejich jednotky jsou uvedeny
v kap. 1.2.1.3 na str. 21.
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Klasickd matematickd formulace dynamického modelu chromatografické separace je
shrnuta v rovnici van Deemtera, Zuiderwega a Klinkenberga, ktera vyjadiuje zavislost
vyskového ekvivalentu teoretického patra H [mm] na linedrni rychlosti mobilni faze

u [cm/min] jako sumu tii nezavislych ptispévki:
H=A+2+Cu (19)

Clen A zahrnuje turbulentni diftizi, &len B molekulovou diftizi a &len C odpor proti
pfevodu hmoty. Tato rovnice je vyjadfena grafem (kfivka ve tvaru hyperboly) na obr. 9.
Rovnice (19) popisuje neideélni linearni chromatografii, neuvazuje tedy faktory, které
vedou k deformaci Gaussovské eluéni kiivky. S rostouci teplotou se sniZuje viskozita a
zaroveit roste ¢len B. Naopak s rostouci teplotou se zvySuje difizni koeficient a

v duasledku toho ¢len C klesa.

H [mm]

—
- —
» G - — - - - -

i - i - —— - — - - - - —————— " W~

”

# [cmimin]

Obr. 9 Zavislost vyikového ekvivalentu teoretického patra na lineamni rychlosti mobilni faze

(ptevzato z [58]).
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1.3 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separa¢ni, délici metoda, ktera zvysuje selektivitu
a specifi¢nost v analytické chemii. Chromatograficka separace je zaloZena na principu
podobnosti (lat. similia similibus solventur), tj. nepolarni latky se lépe rozpoustéji
v nepolarnich rozpoustédlech a adsorbuji se na nepolarnich povr§ich. Naopak polarni
latky se lépe rozpoustéji v polarnich rozpoustédlech a adsorbuji se na polarnich
povrSich. V chromatografii dochdzi k postupnému rozdélovani, rozdilné distribuci
slozek smési mezi dv€ nemisitelné faze, z nichZ jedna se pohybuje (mobilni) a druh4 je
nehybna (stacionarni), na zaklad¢ fyzikaln€-chemickych interakci, jako jsou adsorpce,
rozpousténi, iontovd vyména apod. Obvykle se vSak pfi separaci uplatiluje vice typt
interakci soucasné. Rozdé€lovaci rovnovdha se v chromatografii fidi Nernstovym
rozdélovacim zakonem [58]. Smési latek pfitomné v mobilni fazi se pohybuji podél
stacionarni faze riznou rychlosti, protoZe jsou interakci se stacionarni fazi vice ¢i méné
zadrZzovany, a tim i zpomalovany v zavislosti na hodnotach rovnovaznych konstant
pfislusné interakce. Latky, které interaguji silnéji se stacionarni fazi, se pohybuji
pomaleji nez latky, jejichz interakce jsou slabsi. Pokud je draha, kterou smés latek urazi
podél stacionarni faze, dostateCné dlouhd a distribu¢ni konstanty (Kp) dostateéné

rozdilné, rozd€li se smes latek na zény jednotlivych sloZek.

Chromatograficka separace slouzi ke dvéma zékladnim uéeltim, lze ji vyuZit pro
kvalitativni 1 kvantitativni analyzu (tj. dikaz, identifikaci a stanoveni). V obou
pfipadech je Zadouci dosdhnout co nejdokonalej$iho rozdéleni pokud mozZno vSech
slozek smési s co nejmenSim usilim, tj. na co nejkrat§i draze, ¢imz se usetii Cas a
pouzivané materidly. V preparativni chromatografii se chromatografickd separace
pouZiva pro izolaci Cistych sloZek a s co nejvét§im vytéZkem, napf. ze smési pfirodnich
materialt [63]. V analytické chromatografii se latky od sebe déli proto, aby mohly byt
analyticky stanoveny a aby analytické parametry (citlivost, spravnost, reproduko-
vatelnost) byly co nejlepsi.

Prvni separaci adsorp¢ni kapalinovou chromatografii uskute¢nil rusky botanik
M. S. Cvét v roce 1903 [59]. Objev rozd€lovaci chromatografie spadé do roku 1941 a je
spjat se jmény A. J. P. Synge a R. L. M. Martin [57,64]. Av§ak moderni vysokou¢inna
kapalinova chromatografie pracujici za vysokého tlaku se zacala pouzivat aZ o tricet let

pozdéji.
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1.3.1 Vysokoudinna kapalinova chromatografie

Kapalinovd kolonova chromatografie zahrnuje skupinu metod, kde je
pohyblivou fazi kapalina (LLC, LSC a HPLC) [63]. Zatimco nizkotlakd kapalinova
chromatografie vyZaduje pro provedeni separace hodiny aZ dny, pfi vysokoudinné
kapalinové chromatografii dojde k separaci jiz béhem né€kolika minut. HPLC je
univerzalni separa¢ni metoda, ktera umozZiiuje separovat a analyzovat prakticky vechny
organické latky [59]. Zadnou jinou vysoce ué¢innou separaini metodou v soudasnosti
nelze analyzovat latky polarni, nepolarni i iontové povahy, latky t€kavé i maélo t€kavé
nebo latky s relativni molekulovou hmotnosti od jednotek do tisicti (M, 70 — 10 000)
[63].

Zakladni vyhodou HPLC je moZnost G¢inné ovliviiovat separaci nejenom volbou
stacionarni faze, ale rovnéZ zménami sloZeni mobilni faze, protoZe kapalna mobilni faze
neni pouze inertnim nosi¢em vzorkd, ale podili se pfimo na interakcich rozpusténych
latek se stacionarni fazi, na rozdil od plynové chromatografie. Dal$im kladem HPLC je
pomérné snadné prevedeni metody do preparativniho méftitka [65]. Také miniaturizace
ma nékolik vyznamnych piednosti. Je potfeba podstatné menSich mnoZstvi vysoce
Cistych chemikalii a rozpoustédel, kterd jsou velmi drahd. Jako mobilni fize se mohou
tedy pouZivat i ,exotické“ latky, které by nebylo jinak mozno ziskat v dostate€ném
mnoZstvi. Zkracuje se doba analyzy a rovnéZ se zlepSuje separacni u¢innost. Kolonu je
mozno spojit s vysoce selektivnimi detektory, napf. s hmotnostnim spektrometrem,
ktery vyZaduje malé vzorky, malé pritokové rychlosti a odstranéni vétSiny mobilni faze
pted vstupem do detekéni Easti [66].

Jako kazda metoda méa samoziejm¢ i HPLC né€které nevyhody. Miniaturizace
neni pouze kladem, ale pfinasi s sebou také problémy. Davkovani velmi malych vzorkd,
definovani transportu mobilni faze pifi velmi nizkych pritokovych rychlostech a
konstrukce miniaturnich detektori pfindSeji znaéné obtize. Oproti plynové
chromatografii je navic o néco pomalej$i a méné U€inna. Schéma HPLC aparatury je

znazornéno na obr. 10 na str. 27.
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CHROMATOGRAM
2.
pumpa -q'ém; plky
mobilni | = | |31
faze retencni &as [mm]
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kohoutse™~ | | | D—
ﬁ

smyckou  separacni
kolona detektor U

Obr. 10 Schéma aparatury pro HPLC (ptevzato z [60]).

1.3.1.1 Chromatografie s obracenymi fizemi (RP-HPLC)

Chromatografii 1ze klasifikovat také podle polarity stacionarni faze vuéi fazi
mobilni. Systém tvofeny polarni stacionarni fazi a nepolarni mobilni fazi je oznacovan
jako chromatografie s normalnimi fazemi. Nejtypi¢téjS§im zastupcem normalni
stacionarni faze je silikagel, jako mobilni faze se pak pouZivaji nepolarni rozpoustédla
(hexan, heptan, toluen atd.).

RP-HPLC je chromatografickd metoda, ktera vyuZivd nepolarni povrch
adsorbentu a polarni eluent. Od roku 1974 se zacala komerén€ vyuZivat v Sirokém
méfitku a stala se obecné nejvice pouzZivanou technikou v HPLC [67]. Oproti
chromatografii s normalnimi fazemi ma totiZ fadu vyhod (mozZnost separace SirSiho
okruhu analyti, vysoka rychlost ustavovani rovnovahy v kolon€, mozZnost pouZziti
relativné levnych mobilnich fazi a leps$i reprodukovatelnost).

V tomto modu chromatografie se silikagel pouZiva pouze jako nosi¢, na ktery je
chemicky navazina nepolarni stacionarni faze. Mobilni fizi je smés polarniho
organického rozpoustédla (methanol, acetonitril aj.) a vody. RP-HPLC je vhodna
k separaci nepolarnich nebo slabé polarnich latek [68]. NejbéZnéjsi reverzni faze [69]
jsou tvofeny navazanymi oktadecylovymi (C18) nebo oktylovymi (C8) fetézci.
PouzZivaji se ale také polarnéj$i staciondrni faze, mezi které patfi napf. fenylova,

aminopropylova nebo kyanopropylova faze. Pofadi eluce na reverzni fazi je opacné
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oproti chromatografii s normalnimi fazemi. P¥i RP-HPLC na prvnim mist& eluuji latky
polarni, které jsou nésledovany latkami semipolarnimi a nejpozdéji eluuji latky
nepolarni.

Z komeréné dostupnych naplni s chemicky vazanymi fazemi lze uvést nepolarni
faze s alkylovymi fetézci rizné délky — C2 az C18 a s fenylovymi nebo difenylovymi
skupinami, které maji zvySenou polaritu a rozdilnou selektivitu zejména k fenoltim a
aminoslou¢enindm. Stfedni polaritou se vyznaCuji faze nitrilové (alkylnitrily) a
amidové, které vykazuji zvySenou selektivitu k fenolim, cukrim a alkoholim.
Aminofaze maji slabé vlastnosti iontoménice (anexu).

Chemicky vazané faze na bazi silikagelu maji dvé zékladni nevyhody. Jedna se
o omezenou stabilitu v siln€ kyselém a siln€¢ bazickém prostfedi (vyuZitelny rozsah pH
je asi 2 — 8). Bazické slouceniny jsou protonovany pii nizkém pH, zatimco kyselé
slouéeniny jsou deprotonovany pifi vysokém pH. V obou pfipadech jsou latky nabité,
proto interakce se silanolovymi skupinami vzristd, kdezto interakce s hydrofébnimi
ligandy klesa. Oblast optimélniho pH pro retenci bazickych sloucenin je 9 — 10. Oblast
optimalniho pH pro retenci kyselych slou€enin je 2 — 3 [67].

Druhou nevyhodou je negativni vliv nezreagovanych silanolovych skupin
(=Si—OH) na povrchu silikagelu, které mohou negativné ovlivilovat separaci zejména
bazickych latek. I nejlépe pfipravena chemicky vazana stacionarni faze obsahuje
zbytkové polarni silanolové skupiny, jejichz obsah se pohybuje kolem 4 umol/mz,
zatimco typicky obsah ligandovych skupin se pohybuje n€kde kolem 3,5 umol/m>.
Stacionarni faze tudiz obsahuje vice zbytkovych silanolovych skupin neZ ligandi [70].
Ackoli vétsina téchto silanolovych skupin neni stéricky dostupna chromatografovanym
latkam, jsou jeSté dostate¢né piistupné pro interakce s mobilni fazi (vodikové vazby,
dip6l-dipélové interakce, iontové vymeénné interakce). Toto je potom pti¢inou stoupajici
retence a chvostovani pikil polarnich, zejména bazickych latek.

Se stoupajicim pH mobilni faze roste vliv zbytkovych silanolovych skupin,
protoze roste jejich pocet s negativnim nabojem. Proto se v praxi pouzivéa eliminace
nepolarni faze, tj. minimalizace interakce bazickych latek s volnymi silanolovymi
skupinami, ¢imZ je redukovano chvostovani pikd a tim i nutnost zvySovani obsahu
chemicky véazaného uhliku v nepolarni fazi (carbon load). Existuje n€kolik zpisobi

eliminace nepolarni faze, napf. blokovanim (endcapping), stérickym stinénim volnych
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hydroxylovych skupin, modifikaci ligandu anebo tpravou pH mobilni faze pfidavkem

organickych aminti do mobilni faze [70].

1.3.1.2 Vlastnosti mobilni faze a jeji vliv na separaci

Mobilni faze je jednim z nejdileZitéjSich parametri v RP-HPLC. MiZe
podporovat &i potlacit ionizaci molekul analytu, chranit pfistupné zbylé silanolové
skupiny atd. Jak jiz bylo zminéno v kap. 1.3.1.1 na str. 27, mobilni faze pro RP-HPLC
je smés vody a polarniho organického rozpoustédla. Polarita sama neni hlavnim
faktorem pusobicim na separaci v RP-HPLC. Na rozdil od acetonitrilu méa voda vyssi
dipélovy moment (vy$$i polaritu), mezi vodou a hydrofobnim povrchem adsorbentu
nemuze tedy dojit ke vzajemné reakci. Rozpoustédla sefazena podle rostouci polarity,
tj. schopnosti misit se s vodou, tvoii tzv. eluotropni Fadu: pentan, benzen, chloroform,

aceton, acetonitril, ethanol, methanol, voda.

Separace na reverzni fazi muzZe byt optimalizovana vyuZitim specifické
selektivity organického rozpoustédla. Reten¢ni faktor k£ by se mél pohybovat v rozmezi
1 az 10. Pfi separaci smési riznych sloZek se doporucuje zacit s eluentem o 50% az
60% koncentraci acetonitrilu nebo methanolu ve vodé. Zménou sloZeni mobilni faze se
nezméni selektivita separace ve stejném pofadi jako retence. Viskozita mobilni faze se
méni s jejim nelinedrnim sloZenim, tlak v koloné zavisi tedy na sloZeni eluentu. To ma
za nasledek také vliv na roz§ifovani zony analytu, tj. na rovnovahu, ale tento vliv je tak
maly, Ze neni experimentalné pozorovatelny. Viskozita a v disledku toho i tlak v koloné
vzrostou vice nez dvakrat, kdyZ se eluent zméni ze smési acetonitrilu a vody v poméru
70:30 (v/v) na smés methanolu a vody ve stejném poméru. Viskozita charakterizuje
tokové vlastnosti kapalin, je zavisla na teploté, tlaku a hustoté. S rostoucim tlakem

viskozita stoupa, s rostouci teplotou viskozita klesa a i¢innost kolony se zvysuje.

1.3.1.3 Metody detekce v HPLC

Citliva metoda detekce je stejné dileZita jako vlastni HPLC separace. Detektory
jsou zafizeni, kterd kontinudlné sleduji néjakou fyzikélni veli¢inu eluatu vytékajiciho
z chromatografické kolony. Pfitom se vyZaduje, aby se sledovala vlastnost, kterou se

separované slozky lisi od mobilni faze. Aby se daly sledovat i malé rozdily vlastnosti
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mobilni kapaliny a eluatu vytékajictho z chromatografické kolony, méfi se
diferencialn€. Odezva detektoru je umérné koncentraci latky v eluatu.

Nejcastéji se pouziva UV/VIS absorpéni fotometricky detektor a detektor
s diodovym polem (DAD). Méfeni se provadi pfi vinové délce, pfi které analyt
maximalné absorbuje a naopak mobilni faze absorbuje co nejméné. Existuji samoziejmeé
i latky, pro které neni UV/VIS detekce vhodna. Jedna se pfedevsim o latky vyrazné
absorbujici jen pfi vinovych délkach pod 200 nm. V této oblasti UV spektra totiZ znaéné
absorbuji rozpoustédla (methanol, acetonitril) béZzn€ pouZivand jako soucast mobilni
faze pro RP-HPLC. Dal§imi z pouZivanych detektord jsou refraktometricky,
fluorimetricky, elektrochemické detektory (amperometricky, vodivostni) anebo

hmotnostni spektrometr jako detektor [60].

1.4 Studované derivaty cyklenu

Studované polykarboxylatové derivaty cyklenu byly syntetizovany skupinou
Prof. 1. Luke$e a Doc. P. Hermanna na Katedfe anorganické chemie PfF UK v Praze
podle postupti [27,37,71,72] a tBu,DO2A1 byl piipraven Ing. M. Lorencem na Katedre
organické chemie PiF UK v Praze postupem [73]. TotoZnost a Cistota byly stanoveny
elementarni analyzou a nuklearni magnetickou rezonanci, av§ak pfesto polykarboxy-
latové derivaty cyklenu pouZivané v této praci nebyly dokonale &isté latky, protoze tyto
metody nejsou schopny odhalit malé mnoZstvi pfimési. Jako srovnéavaci latka pii HPLC
separaci byla pouzivana 1,4,7,10-tetraazacyklododekan 1,4,7,10-tetraoctova kyselina,

dihydrat (viz obr. 11)

HOOCT /_\ /—COOH

N N
2H,0

N N

HOOC—/ \_/ \——COOH

Obr. 11 Struktura srovnavaci latky — H,DOTA-2H,0.
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Polykarboxylatové derivaty cyklenu studované v této praci je mozné rozdélit do
dvou zakladnich skupin, které se zasadné lisi svymi fyzikdlnimi i chemickymi
vlastnostmi (acidobazické vlastnosti, rozpustnost, schopnost tvofit anionty atd.). Na
obr. 12 jsou zobrazeny struktury studovanych esterovych derivati cyklenu s Cisté
bazickym charakterem. Na obr. 13 na str. 32 jsou zobrazeny struktury kyselych derivata

cyklenu. Jejich systematické nazvy, oznaceni a M, jsou uvedeny v tab. 3 na str. 34.

tBuooc——\ /_\ /—coouau tBuOOCﬂ /—\ /H

N N
‘HBr [ j
N N

tBuOOC—/ \___/ \H tBuOOC—/ \ / \

Obr. 12 Struktury studovanych bazickych derivatii cyklenu v pofadi zakreslenych chemickych struktur:
tBu;DO3A ‘HBr; tfBu,DO2A1; Bu,DOTA.
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ﬁ
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9

HOOC—/ \ / ¥COOH

Obr. 13 Struktury studovanych Kyselych derivati cyklenu v pofadi zakreslenych chemickych struktur:
H;DO3A2HCI-2H,0; H;DO3A H,S0,; H,DO3AP*®"; H,DO3AP"-HCI-3H,0; HsDO3AP"™-3H,0;
HsDO;AP3H20
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1.4.1 Vlastnosti derivatii cyklenu dilezité pro RP-HPLC

Molekuly polykarboxylatovych derivati cyklenu obsahuji €isté nepoldrni &asti,
ale 1 znacné polarni funk¢&ni skupiny (viz obr. 11 — 13, str. 30 — 32). Jejich separace tedy
muzZe byt zaloZena jak na hydrofobnich tak i hydrofilnich interakcich, které se budou
uplatiiovat v rizné mife podle konkrétni sloufeniny. Stejné tak dileZitou vlastnosti
derivatd cyklenu pro RP-HPLC je jejich schopnost tvofit amfionty. VSechny derivaty
cyklenu totiZ ve svych molekulach obsahuji aminoskupiny schopné protonizace. Kyselé
derivaty cyklenu obsahuji jest¢ navic karboxylové a fosfinatové, resp. fosfonatové
funk¢ni skupiny, které se mohou naopak deprotonovat [74]. Vysledny naboj jejich
molekul se pohybuje podle pH prosttedi od +3 do -5.

1.4.2 Vybrané typy stacionirnich fazi

KLASICKA REVERZNi FAZE C18 S BLOKOVANYMI SILANOLOVYMI SKUPINAMI

Klasicka reverzni faze C18 je tvofena nerozvétvenymi oktadecylovymi fetézci.
Pro déleni bazickych latek je vhodné pouzit reverzni fazi C18 s blokovanymi
silanolovymi skupinami. Zbytkové silanolové skupiny jsou blokovéany trimethyl-
silanovymi skupinami. Separace na této stacionarni fazi je zaloZena pifedevSim na

hydrofobnich interakcich.

AMINOPROPYLOVA STACIONARNI FAZE

Jedna se o jednu znejpolarnéjSich reverznich fazi. Je tvofena silikagelem
s nechranénymi zbytkovymi silanolovymi skupinami. Mezi analyty a aminopropylovou
stacionarni fazi se budou uplatiiovat zejména hydrofilni interakce. Pfitomné amino-
skupiny (-NH;) a nechranéné silanolové skupiny (=Si—OH) se navic mohou chovat jako

slaby iontoménic.
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Tab.3 Systematické ndzvy a oznaCeni studovanych bazickych a kyselych derivati cyklenu a jejich

relativni molekulové hmotnosti:

Derivaty
Oznaédeni Systematicky nazev derivati cyklenu M,
cyklenu
Bazické tris(terc.butylester) 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
tBu;DO3A-HBr ] ] 595,6
-1,4,7-trioctové kyseliny
bis(terc.butylester) 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
fBu,DO2A1 . . 400,6
-1,4-dioctové kyseliny
tetrakis(terc.butylester) 1,4,7,10-tetraazacyklo-
tBu,DOTA . 628,8
dodekan-1,4,7,10-tetraoctové kyseliny
Kyselé vnitini laktam 1,4,7,10-tetraazacyklo-dodekan-1,4,7-
H;DO3AZHCI2H,0  _rjpctové kyseliny, bishydrogenchlorid dihydrat 4373
1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctova
H;D03A-H,SO, 4445
kyselina, dihydrogensiran
H 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trioctova-1-
H,DO3AP"-HCI-3H,0 5145
-methylfosfinova kyselina, hydrogenchlorid trihydrat
PeA 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trioctova-1-
HsDO3AP "-3H,0 ) ) 550,5
-[methyl(2-karboxyethyl)fosfinové kyselina], trihydrat
B 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trioctova-1- 529,5
H,DO3AP*™ ] _
-{methyl[(4-aminofenyl)methyl]fosfinova kyselina}
1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trioctova-1- 4944
HsDO3AP-3H,0 ) .
-methylfosfonova kyselina, trihydrat
Srovnavaci

1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctové
latka H,DOTA2H,0 i ) 4404
kyselina, dihydrét
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2 Cil diplomové prace

Cilem této diplomové prace bylo vyuZiti vysokou¢inné kapalinové chromatografie
pro separaci derivatd cyklenu. Vramci diplomové prace byly feSeny ruzné
problematiky. Ovéfovalo se, zda je vysokou¢inna kapalinova chromatografie vhodnou
metodou pro separaci studovanych derivatd cyklenu. Optimalizovaly se podminky
separace hledanim vhodného sloZeni mobilni faze, tj. objemové procentuality
organického modifikatoru acetonitrilu v mobilni fazi. Cilem také bylo najit pro separaci
derivatl cyklenu nejvhodnéjsi stacionarni fazi. Cykleny mély byt separovany a uréeny

ve smésich pouZitim optimalizovanych podminek méfeni.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Pro spektrofotometrické studium byl pouzit methanol Chromasolv &istoty pro
HPLC od firmy Sigma-Aldrich (Steinheim, SRN). Jako rozpoustédlo pro pfipravu
vzorkil derivati cyklenu a pro HPLC separaci byl pouZit acetonitril LiChrosolv &istoty
pro HPLC od firmy Merck (Darmstadt, SRN) s obsahem vody niz§im nez 0,03 obj.%.
Ostatni pouzité chemikalie byly analytické cistoty (p.a.): uracil (2,4-dihydroxy-
pyrimidin) od firmy Sigma Chemical (St. Louis, USA) a thiomoc¢ovina od firmy
Lachema (Brno, CR). Testovaci latky a smési testovacich latek byly k dispozici na
Katedfe analytické chemie PiF UK v Praze jiZ jako roztoky o hmotnostni koncentraci
1 mg/cm3 . Deionizovana voda pouZivana v této praci byla pfipravena pfistrojem Milli-Q

(Millipore Corporation, USA) pracujicim na principu reverzni osmozy.

3.2 Pristrojové vybaveni

Pevné cykleny pro piipravu vzorkli byly odvaZovany na analytickych vahach
Precisa 262 SMA-FR (Precisa Instrument AG, Svycarsko). Absorpéni spektra
studovanych derivati cyklenu byla méfena na spektrofotometru HP 8453 (Agilent
Technologies, USA) s diodovym polem.

Separace  studovanych derivatd cyklenu probihala na kapalinovém
chromatografu Ecom 54047, ktery se skladal zc&erpadla LCP 4000 (Ecom, CR),
spektrofotometrického UV detektoru LCD 2084 (Ecom, CR) a davkovaciho ventilu se
smy&kou o objemu 10 pl (Ecom, CR). Mobilni faze byla sonifikovana na ultrazvukové
lazni Elmasonic S15H (P-LAB, CR). K vyvoji metody HPLC separace byly pouZity
tyto kolony: LiChrosphere RP Select B (C18) o rozméru 125 mm x 4 mm a velikosti
¢astic 5 pm (Merck, SRN); Biospher PSI 200 NH o rozméru 150 mm x 4,6 mm a
velikosti &astic 5 pm (Labio, CR).
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3.3 Pouzité metody a experimentalni podminky analyzy

3.3.1 Molekulova absorpéni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti

Spektrofotometrickd charakteristika studovanych derivatt cyklenu v UV/VIS
oblasti spektra byla provedena na spektrofotometru s diodovym polem. Pevné vzorky
derivati cyklenu (fBuz;DO3A, rBusDOTA, H,DO3AP", H;DO3AP*™, H,DO3AP*®")
byly navdZeny na analytickych vahdch a pfipraveny rozpu$ténim v methanolu na
roztoky o ¢, = 1 mg/cm’ a dale zfedény methanolem na vyslednou moléarni koncentraci
1-10™* mol/dm’. Vzorek /Bu;DO2A1 byl dodén ji jako methanolovy roztok o molarni
koncentraci 1-10™* mol/dm>.

Pro eliminaci chyb meéfeni byla pfipravena vzdy tfi nezavisla fedéni kazdého
vzorku [75]. Tyto roztoky byly méfeny v kfemenné kyveté¢ o mérné tloustce 1 cm a
0,2 cm v rozsahu vinovych délek 190 — 700 nm proti blanku (methanolu). Z kazdého
spektra byly odeéteny vinové délky pti absorbanci hlavniho maxima. Vinové délky, pii
nichZ mély vzorky derivatd cyklenu Apmax, se pohybovaly v rozmezi 190 — 220 nm. Pro
detekci separace cyklenti pomoci RP-HPLC byla zvolena A = 200 nm (UV oblast
spektra), nebot’ pfi této vinové délce vykazovaly vSechny derivaty cyklenu relativné
dostatenou absorbanci. ProtoZe methanol pfi této vlnové délce absorbuje vice
(UV limit: A = 205 nm) neZ acetonitril (UV limit: A = 190 nm) [76], byl jako organicky

modifikator mobilni faze pouzivané k HPLC separaci cyklenti zvolen acetonitril.

3.3.2 HPLC na reverzni fazi s UV detektorem

Vsechna méfeni byla provadéna pii laboratorni teploté (25 °C). K nasttiku byla
pouzita davkovaci smycka o objemu 10 pl. Pritok mobilni faze byl nastaven na
0,5 ml/min anebo na 0,2 ml/min. Pro UV detekci byla zvolena vinova délka 200 nm. Ke
stanoveni mrtvého ¢asu byly pouzity roztoky uracilu o koncentraci 2:107™* mol/dm® a

thiomo&oviny o koncentraci 2-10~* mol/dm>.

Priprava mobilnich fizi a vzorki

K separaci derivatl cyklenu byly pouzity tfi druhy mobilnich fazi, které se liSily
objemovou procentualitou acetonitrilu ve vodé (80:20, 65:35 a 50:50, v~). Byly
pfipraveny smisenim organického rozpoustédla acetonitrilu s deionizovanou vodou

v daném poméru a uchovavany v lednici. Pfed vlastni analyzou byly sonifikovany na
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ultrazvukové lazni po dobu 15 min. Nejprve se k separaci derivati cyklenu zadala
pouzivat nejméné polarni, poté polarnéj$i a nakonec nejvice polarni mobilni faze,
tj. acetonitril-voda v poméru 1:1 (50:50, v/v).

Zasobni vzorky cyklenti a smési derivati cyklenu byly pfipraveny rozpusténim
odpovidajicich mnoZstvi polykarboxylatovych derivati cyklenu v mobilni fazi na
molarni koncentraci 1-10™ mol/dm’. Pro HPLC separaci byly zasobni roztoky derivéti
cyklenu fedény na koncentraci 1:10™, 2:10™ a 5107 mol/dm>. P téchto koncentracich

totiZ vykazovaly jejich elu¢ni kiivky nejlepsi tvar.

Kalibrace HPLC pumpy

Nejprve byla provedena kalibrace HPLC pumpy, kterd spociva v kalibraci
pritoku mobilni faze F,, [ml/min]. Priitok byl nastaven na 0,5 ml/min, jako mobilni faze
byla pouZita smés acetonitril-voda (50:50, v/v) a zméfena stopkami doba potfebna
k naplnéni objemu 5 ml kalibrovaného odmérného vélce o objemu 10 ml. Pokus byl
tiikrat opakovan a z vysledkd byl vypolitan aritmeticky primér. Cely pokus byl
opakovan pii pratoku mobilni faze 1 ml/min a 2 ml/min.

Pritok mobilni faze F,, (ml/min) byl vypo¢itan podle rovnice:

v
E, =—-
m= ¢

(20)

kde V¥ [ml] je objem a ¢ [min] znaci ¢as a byl porovnan s experimentalné€ zjiSt€nymi
hodnotami F,, [ml/min]. Bylo zji$téno, Ze testovana pumpa dodava spravné mnozstvi

mobilni faze pfi daném nastaveném pritoku.

Ovéreni ucinnosti kolony LiChrosphere RP Select B (C18)

Pomoci testovacich latek a smési testovacich latek byla pfed vlastni analyzou
cyklenii ovéfena uéinnost této kolony. K ovéfeni spravné separace, tj. spravnych
retenénich ¢asii (podle polarity separovanych latek), byly pouZity roztoky testovacich
latek v methanolu o ¢ = 1:10 mol/dm® — benzen, toluen, naftalen — a roztoky smési
testovacich latek v methanolu o ¢ = 1:10 mol/dm® — uracil, fenol, ethylbenzen; uracil,
benzen, antracen a uracil, fenol, benzen, ethylbenzen, antracen. K separaci byla pouZita

mobilni fizi acetonitril-voda (65:35, v/v). Chromatogramy testovacich latek a smési
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testovacich latek jsou zobrazeny na obr. 14. Jejich reten¢ni ¢asy jsou uvedeny v tab. 4
na str. 40. Ke stanoventi ¢, byly pouZity roztoky uracilu a thiomo€oviny (viz obr. 15 a
tab. 4 na str. 40).
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Obr. 14 Chromatogramy testovacich latek o molarni koncentraci 1-10™ mol/dm’. Stacionarni faze: C18
RP Select B; mobilni faze: acetonitril-voda (65:35, v/v); pritok: 0,5 ml/min; UV detekce pfi vinové délce
200 nm; T: 25 °C.
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Obr. 15 Chromatogramy uracilu o molarni koncentraci 2:10™* mol/dm® a thiomo&oviny o molarni
koncentraci 2-10* mol/dm’. Stacionarni fize: C18 RP Select B; mobilni faze: acetonitril-voda
(65:35, v/v); priitok: 0,5 ml/min; UV detekce pfi vinové délce 200 nm; T: 25 °C.

Tab. 4 Mrtvé reteneni &asy uracilu (¢ = 2:10™* mol/dm®), thiomo&oviny (¢ = 2:10™* mol/dm®) a reten¢ni
tasy testovacich latek a jejich smési (c = 1-10™ mol/dm®). Stacionarni faze: C18 RP Select B; mobilni
faze: acetonitril-voda (65:35, v/v); pritok: 0,5 ml/min; UV detekce pti vinové délce 200 nm; T: 25 °C:

Testovaci latky t, [min]
uracil 2,6
thiomocovina 2,8
benzen 5,6
toluen 6,6
naftalen 8,0

uracil, fenol, ethylbenzen

uracil, benzen, antracen

uracil, fenol, benzen, ethylbenzen, antracen

2,8; 3,9; 7,9
2,7; 5,6; 10,8

2,8; 3,9; 5,6; 7,8;10,7
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3.4 Statistické zpracovani dat

Nameéfend data byla zpracovana béZznymi statistickymi postupy [77,78,79].
Vysledky spektrofotometrického méfeni a HPLC separace jsou mediany z nejméné tfi
analyz. Chemické vzorce cyklent byly vytvofeny v programu ChemDraw 6.0.1. (Adept
Scientific, UK). Absorpéni spektra byla zpracovdna pomoci programu Adobe
Photoshop CS 2 (Adobe Systems Incorporated, USA). Rovnice byly vytvofeny pomoci
editoru rovnic v MS Word 2007 (Microsoft Corporation, USA). Nedilnou soucasti
HPLC aparatury byl osobni po¢ita¢ s programem CSW 1.6 od firmy Data Apex (Praha,
CR), ktery slouzil ke sb&ru a vyhodnocovani dat. Chromatografick4 data pak byla dale
zpracovana v programu Origin 4.1 (Microcal Software, USA).
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4 Vysledky a diskuze

Pro vyvoj metody separace pomoci HPLC se obecné pro latky s relativni
molekulovou hmotnosti do 2000 (viz M, cyklenti v tab. 3 na str. 34), které jsou
rozpustné ve vodnych roztocich organickych rozpoustédel, doporucuje jako stacionarni
faze pouziti klasickych reverznich fazi C8 nebo C18 [80]. Pravé takovymi latkami jsou
polykarboxylatové derivaty cyklenu. Na zdkladé¢ jejich chemické struktury a funkénich
skupin lze pfedpokladat, Ze kromé& hydrofobnich interakci miZze byt jejich separace
zaloZena 1 na interakcich hydrofilnich. Z tohoto divodu byla z Sirokého spektra
stacionarnich fazi k vyvoji metody separace pouzita nejenom klasickd reverzni faze
C18, ale i zna€né polarni aminopropylova stacionarni faze.

K dal§imu vyvoji metody separace mélo také piispét pouziti mobilni faze
o proménlivém sloZeni, tj. proménlivém mnoZstvi organického rozpoustédla v mobilni
fazi, pomoci n€hoZ byl zkouman vliv na separaci cyklent. Jak jiZ bylo zminéno vyse,
byl jako organicky modifikator mobilni fize vybran acetonitril, nebot’ pfi zvolené
vinové délce 200 nm absorbuje na rozdil od methanolu miniméln€¢ (¢imz se zvysi
citlivost detekce) a derivaty cyklenl se v ném lépe rozpoustéji. Jeho vyhodou je také
fakt, Ze je dle eluotropni fady rozpoustédel siln€j$im elu¢nim €inidlem neZ methanol, je
tedy méné polarni, a tudiZ doba potiebna k separaci studovanych latek bude krat$i. Pti
hledani vhodné mobilni fize byla nejprve testovdna mobilni faze acetonitril-voda
(80:20, v/v). Pokud nebylo dosaZeno uspé$né separace, byla sniZenim obsahu

organického modifikatoru sniZena elu¢ni sila mobilni faze pro nepolarni latky.

4.1 Molekulova absorpéni spektrofotometrie derivati cyklenu

Pro zjité€ni nastaveni vhodnych podminek detekce (vhodné vinové délky) ke
studiu derivatli cyklenu pomoci HPLC byla proméfena spektra studovanych derivati
cyklenu v UV/VIS oblasti. Absorpéni spektra byla méfena na spektrofotometru
s diodovym polem v kfemenné kyveté¢ o mémé tloustce 1 cm ve vinovém rozsahu

190 — 700 nm. V této fazi méfeni byly nesyntetizovany pouze nekteré derivaty cyklenu.
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Obr. 16 Absorpéni spektra derivati cyklenu (roztoky o mol4rni koncentraci 1-10™ mol/dm® v methanolu)
v pofadi zobrazenych spekter: H,DO3AP", H;DO3AP™™, H,DO3AP*®", rBu;DO3A, rBu,DO2AL,
Bu,DOTA. Méfeni bylo provedeno v kiemenné kyvet¢ o m&émé tloudfce 1 cm na spektrofotometru
s diodovym polem v UV/VIS oblasti v rozsahu vinovych délek 190 — 700 nm.

Z naméfenych absorpénich spekter (viz obr. 16) vyplyva, Ze studované poly-
karboxylatové derivaty cyklenu absorbuji velmi slab& v UV/VIS oblasti, nebot’ ve svych

molekulach Zadny vyrazny chromofor nemaji. Vyjimku tvofi pouze H,DO3APAP",
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ktery ve své molekule obsahuje aromaticky kruh (vyrazny chromofor v UV oblasti
spektra), ma tedy ze studovanych derivati cyklenu nejvétsi molarni absorpéni koeficient
& [m*mol], tudiZ i vy3$i Amax oproti ostatnim derivatim cyklenu [81]. Nejvyhodn&jsi
byla A = 200 nm, pfi které vykazovaly vSechny derivaty cyklenu relativné dostate¢nou
A, proto byla tato vinova délka zvolena pro HPLC analyzu na reverzni fazi

s UV detektorem.

4.2 RP-HPLC separace derivati cyklenu
4.2.1 Kolona LiChrosphere C18 RP Select B

Jak jiz bylo zminéno v tivodu, kolona RP Select B je klasickou stacionarni fazi
C18 s blokovanymi silanolovymi skupinami. Pro vyvoj metody separace polykarboxy-
latovych derivatl cyklenu byla zvolena jako vychozi stacionarni faze ptedev§im z toho
divodu, Ze je diky nizké silanolové aktivit¢ vhodna pro analyzu bazickych latek a navic
vykazuje zna¢nou hydrofobicitu. Polykarboxylatové derivaty cyklenu jsou pomérné
dobie rozpustné v acetonitrilu. Také diky této vlastnosti byl acetonitril zvolen jako
organicky modifikator mobilni faze. Byly pouzity tfi druhy mobilnich fazi, které se od
sebe liSily objemovou procentualitou acetonitrilu a vody.

Esterové derivaty cyklenu jsou v ddsledku ochrany karboxylovych skupin
terc.butyly podstatn€ hydrofobnéjsi nez derivaty kyselé. Lze proto pfedpokladat, Ze na
klasické reverzni fazi budou zadrzovany vice neZ kyselé derivaty cyklenu. Cim vice
terc.butylovych skupin derivat cyklenu obsahuje, tim siln¢jsi 1ze ocekavat interakci se
stacionarni fazi. Pfedpokladané potadi eluce esterovych derivatt cyklenu na fazi C18 je
Bu;DO2A1, BuzDO3A a jako posledni by mél eluovat BusDOTA. Mezi
jednotlivymi kyselymi derivaty cyklenu neni v hydrofobicité pfili§ velky rozdil, pouze
H,DO3AP*"", ktery jako jediny ve své molekule obsahuje aromaticky kruh a je tudiz

hydrofobné&jsi, mé&l by tedy patrné eluovat pozdéji nez ostatni kyselé derivaty cyklenu.

4.2.1.1 Mobilni fize acetonitril-voda (80:20, v/v)

Nejprve byla k separaci pouZita nejméné polarni mobilni faze, tj. s vy$Sim
obsahem acetonitrilu (acetonitril-voda 80:20, v/&). Bazické derivaty cyklenu se
separovaly dle principu separace na reverzni fazi (podle odekavani byl zadrzovan

Bu;DO2A1 nejméné a fBuyDOTA nejvice), k jejich dostateéné interakcei se stacionarni
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fazi vSak nedoSlo. Kyselé derivaty cyklenu se na reverzni stacionarni fazi zadrzovaly
jen o néco méné neZ bazické derivaty cyklenu (viz tab. 5, str. 47). Derivat
H4DO3APAP" byl z kyselych derivati cyklenu zadrZzovéan nejvice (viz tab. 5, str 47),
nebot’ ve své molekule obsahuje aromaticky kruh (m-m interakce). Mirné zadrZovani
polykarboxylatovych derivati cyklenu bylo zpisobeno piili§ slabymi hydrofobnimi
interakcemi, které jsou zfejmé zapfiCinény skuteénosti, Ze v pouzité mobilni fazi
o pfiblizn€ neutrdlnim pH maji kyselé i bazické derivaty podobu iontli. Esterové
derivaty cyklenu totiz maji pfi pH 7 protonovany dva atomy dusiku, kyselé derivaty
cyklenu jesté navic disociované karboxylové a fosfinitové resp. fosfonatové skupiny.
Jejich afinita k polarni mobilni fazi pak jednoznaéné pfevazi nad hydrofobnimi
interakcemi se stacionarni fazi, proto eluovaly téméf s mrtvym Casem.

Chromatogramy vybranych derivatt cyklenu jsou uvedeny na obr. 17. V této
fazi analyzy byly k dispozici stejn€ jako pro méfeni absorp¢nich spekter pouze derivaty
fBu;DO2A1, Bu;DO3A, Bu,DOTA, H,DO3AP", H;DO3AP"™, H,DO3AP*™",
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Obr. 17 Chromatogramy HsDO3AP™™ o koncentraci 1-10™* mol/dm® a /Bu;DO3A o koncentraci
1-10™* mol/dm’® — piky oznateny Sipkou. Stacionarni fize: C18 RP Select B; mobilni faze: acetonitril-
-voda (80:20, v/v); pritok: 0,5 ml/min; UV detekce pfi vinové délce 200 nm; T: 25 °C. Prvni pik na
chromatogramu 7Bu;DO3A patéi pravdépodobné HBr. Piivod prvniho piku na chromatogramu
HsDO3AP"™ neni zndm.

Vzorky esterovych cyklent byly krystalizovany pfimo z reakEnich smési a navic
nebyly pfedistény sloupcovou chromatografii, mohou tedy obsahovat nelistoty, které
odpovidaji prvnimu piku. Z obr. 17 je patrné, Ze se jedna o latku, kterd znaéné absorbuje
pfi dané vinové délce a zadrZzuje se na reverzni fazi mén¢€ nez bazické derivaty cyklenu.

Je tedy vice polarni neZ bazické derivaty cyklenu a navic vznika pfi jejich syntéze a tak
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by onou pfimé&€si mohla byt pravé kyselina bromovodikova, coz potvrdily
experimentalni vysledky. Na chromatogramu derivatu HsDO3APP™ (obr. 17, str. 45)

prvni pik odpovida rovnéz pfimési, aviak jeji piivod je nejasny.

4.2.1.2 Mobilni faze acetonitril-voda (65:35, v/v)

Aby se optimalizovaly podminky separace, byla vyzkousena mobilni faze
0 niZ8im obsahu acetonitrilu, tj. byla sniZena elu¢ni sila mobilni fize pro nepolarni
latky, a naopak se urychlila eluce polarnich latek. V této fazi méfeni jiz byly k dispozici
i dalsi kyselé derivaty cyklenu — H3DO3A (vnitini laktam), H3;DO3A, H;DO3AP a
H4DOTA jako srovnavaci latka. Z tab. 5 na str. 47 je patrné, Ze dle predpokladu byly
kyselé derivaty cyklend, a oproti o¢ekavani esterové derivaty méné zadrzovany nez pii
pouZiti mobilni faze acetonitril-voda (80:20, v/v). Na obr. 18. jsou znazornény dva
vybrané chromatogramy, z jejichZ porovnani vyplyva piekvapivé zjisténi: retenéni &as
esterového derivatu fBusDOTA je dokonce krat$i neZ reten¢ni ¢as kyselého derivatu
H,DO3AP*®", coz odporuje principim dé&leni na klasické reverzni fazi. Hydrofilni
interakce polarnich skupin bazickych derivath cyklenu s mobilni fazi prevazily nad

hydrofobnimi interakcemi se stacionarni fazi.
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Obr. 18 Chromatogramy H,DO3AP*®" o koncentraci 1-10™ mol/dm* a fBu,DOTA o koncentraci
2:10* mol/dm®. Stacionarni faze: C18 RP Select B; mobilni faze: acetonitril-voda (65:35, vwv); priitok:
0,5 ml/min; UV detekce pfi vinové délce 200 nm; T: 25 °C.

4.2.1.3 Mobilni faze acetonitril-voda (50:50, v/»)
Jako posledni byla pouZita mobilni fize o stejném poméru acetonitril-voda
(50:50, v/v). Z tab. 5 na str. 47 vyplyva, Ze se jesté vice urychlila eluce kyselych, ale

i bazickych derivati cyklenu. Podle pfedpokladu mély esterové derivaty naopak eluovat
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jesté pozdé€ji nez pii pouZiti mobilni fize acetonitril-voda (65:35, v/v). Hydrofilni
interakce polarnich skupin bazickych derivatl cyklenu s mobilni fazi v§ak pfevaZily nad
hydrofobnimi interakcemi se staciondrni fazi. Na obr. 19 jsou pro pfedstavu zobrazeny

pouze nékteré chromatogramy studovanych derivati cyklenu.
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Obr. 19 Chromatogramy HsDO3AP*™ o koncentraci 210 mol/dm* a Bu,DOTA o koncentraci
2:10™* mol/dm®. Stacionarni faze: C18 RP Select B; mobilni fize: acetonitril-voda (50:50, vAv); prutok:
0,5 ml/min; UV detekce pti vinové délce 200 nm; T: 25 °C.

Tab.5 Reten¢ni Casy studovanych derivatii cyklenu na kolon¢ LiChrosphere C18 RP Select B pii
pouZiti mobilnich fizi o rizném poméru acetonitril-voda. (P¥i pouZiti mobilni faze acetonitril-voda
(80:20, v/v) byly k dispozici pouze derivity tBu,DO2A1, tBu;DO3A, tBu,DOTA, H,DO3APY,
H5DO3AP™™, H4DO3APA®),

Kolona LiChrosphere C18 RP Select B

SloZeni mobiln{ fize v pomé&ru acetonitril-voda (vv) 80:20 65:35 50:50

Derivaty cyklenu t, [min]

Bazické fBu,DO2A1 2,40 1,82 1,31
Bu;DO3A 2,41 1,46 1,37
Bu,DOTA 2,42 1,49 1,37

Kyselé H;DO3A (vnitin{ laktam) - 1,77 1,56
H;DO03A - 1,79 1,67
H,DO3APY 2,41 1,77 1,57
HsDO3AP™™ 2,41 1,54 1,48
H,DO3AP*" 2,43 1,83 1,51
H;sDO3AP - 1,84 1,55

——
Srovnavaci latka H,DOTA - 1,72 1,49
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Separace smési bazickych derivdtii cyklenu

Vyty€enym cilem byla také separace smeési bazickych derivati cyklenu a
potvrzeni pfitomnosti jednotlivych derivati cyklenu ve smési. AvSak kvili slabym
hydrofobnim interakcim esterovych derivati se stacionarni fiazi C18 se dalo
predpokladat, Ze k jejich separaci nedojde. K ovéfeni, Ze k separaci bazickych derivata
cyklenu opravdu nedojde, byla pouZita mobilni faze acetonitril-voda (80:20, v/Wv).
V3echny esterové derivaty cyklenu skute¢né eluovaly ve stejném Case a za danych
experimentalnich podminek se neseparovaly, proto se v chromatogramu objevoval

pouze jeden pik (viz obr. 20).
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Obr. 20 Chromatogramy smési fBu,DO2A1 a fBu;DO3A o koncentraci 5:10° mol/cm®; smési
fBu;DO3A a 1Bu,DOTA o koncentraci 2:10 mol/dm’. Stacionarni faze: C18 RP Select B; mobilni faze:
acetonitril-voda (80:20, v/v); priitok: 0,5 ml/min; UV detekce pfi vinové délce 200 nm; T: 25 °C.

4.2.2 Kolona Biosphere PSI 200 NH

Pii dal$im vyvoji metody separace kyselych derivati cyklenu byla vyzkou$ena
stacionarni faze s navazanymi aminopropylovymi fetézci, ktera je ,,polarni“ oproti
klasické reverzni fazi C18. Diivodem pouziti této kolony je pfedpoklad, Ze se na ni
budou kyselé derivaty cyklenu vice zadrZovat, a tim dojde k jejich lep$i separaci nez na
reverzni fazi C18. Aminoskupiny stacionarni faze se navic v kyselém prostiedi chovaji
jako slaby iontoméni¢ (anex). K separaci na této kolon€ byly rovné€Zz pouzity tii mobilni
faze o rizném poméru acetonitrilu a vody stejné jako pfi separaci na reverzni fazi C18.
Retendni Casy studovanych derivati cyklenu pfi pouziti mobilnich fazi o rizné

objemové procentualité acetonitrilu v mobilni fazi jsou uvedeny v tab. 6 na str. 51.
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4.2.2.1 Mobilni faze acetonitril-voda (80:20, v/v)

Pfi separaci na aminopropylové stacionarni fiazi a pfi pouziti mobilni faze
o sloZeni acetonitril-voda (80:20, v/v) byly kyselé derivaty cyklenu dle ptedpokladu
zadrzovany vice nez na RP C18, ale jejich reten¢ni ¢asy nebyly dostate¢né odlisné, aby
se tyto podminky daly vyuZit pro jejich separaci v preparativni chromatografii pro
Cisténi derivatl cyklenu po syntéze. Esterové derivaty eluovaly vlivem interakei jejich
polarnich skupin s ,,polarni“ aminopropylovou stacionarni fazi také pozdé&ji neZ na
reverzni fazi C18. Uplatnily se hydrofilni interakce polarnich skupin separovanych latek
s aminoskupinami stacionarni fize. Vybrané chromatogramy studovanych derivati

cyklenu jsou zobrazeny na obr. 21.
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Obr. 21 Chromatogramy H;DO3AP o koncentraci 1-10* mol/dm® a 7Bu;DO3A o koncentraci
2:10* mol/dm’®. Stacionarni faze: Biosphere PSI 200 NH; mobilni faze: acetonitril-voda (80:20, v/);
pritok: 0,5 mi/min; UV detekce pii vinové délce 200 nm; T: 25 °C.

4.2.2.2 Mobilni faze acetonitril-voda (65:35, v/v)

Pii pouziti této mobilni faze do$lo u vSech studovanych derivati cyklenu
k mirn&j§imu zadrZeni neZ pfi pouZiti mobilni faze acetonitril-voda (80:20, v/v), jak
vyplyva z experimentalnich vysledkd (obr. 22 na str. 50 a tab. 5 na str. 51). Pfi pouZiti
této mobilni faze polarni skupiny bazickych derivati cyklenu interagovaly silnéji
s polarni mobilni fazi (vy$8i obsah vody). Vybrané chromatogramy studovanych
derivati cyklenu jsou zobrazeny na obr. 22. Kyselé derivaty cyklenu disledkem niZsiho
obsahu acetonitrilu v mobilni fazi eluovaly také dfive. Na chromatogramu derivatu
Bu;DO3A je patrny jesté jeden pik (1.pik), ktery patii pravdépodobné kyselin€

bromovodikové.
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Obr. 22 Chromatogramy H;DO3A (vnitini laktam) o koncentraci 5-10° mol/dm® a 7Bu;DO3A
o koncentraci 2:10™* mol/dm® (prvni pik patti pravdépodobn& HBr). Stacionarni faze: Biosphere PSI
200 NH; mobilni faze: acetonitril-voda (65:35, v/v); prutok: 0,5 ml/min; UV detekce pti vinové délce 200

nm; T: 25 °C.

4.2.2.3 Mobilni fize acetonitril-voda (50:50, v/v)

Avsak pfi pouziti mobilni faze se zna¢né sniZenou eluéni silou byly bazické

derivaty cyklenu na aminopropylové stacionarni fazi zadrZovany nejvice. VéEtsi retence

bazickych derivati cyklenu byla zptisobena jednak nizkou eluéni silou mobilni faze a

také vlivem hydrofilnich interakci s ,,polarni“ stacionarni fazi. Jak je patrné z obr. 23

pik fBuzDO3A komigroval s elu¢ni k¥ivkou pfimési v jednom piku.
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Obr. 23 Chromatogram 7Bu;DO3A o koncentraci 5:10~° mol/dm’. Stacionarni féze: Biosphere PSI
200 NH; mobilni faze: acetonitril-voda (50:50, v/v); pritok: 0,5 ml/min; UV detekce pfi vinové délce

200 nm; T: 25 °C.
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Oproti ocekavani byly zadrZzovany vsak i kyselé derivaty cyklenu o néco vice nez pfi
pouziti mobilni faze acetonitril-voda (65:35, v/v). Pouze srovnavaci latka HsDOTA

eluovala dtive, tedy dle pfedpokladu.

Tab. 6 Reten¢ni &asy studovanych derivati cyklenu na kolon& Biosphere PSI 200 NH pfi pouZiti

mobilnich fazi o rizném poméru acetonitrilu a vody.

Kolona Biosphere PSI 200 NH

SloZeni mobilni fAze v poméru acetonitril-voda (v/v) 80:20 65:35 50:50
Derivaty cyklenu t, [min]

Bazické fBu,DO2A1 2,86 2,83 3,01

fBu;DO3A 2,70 2,59 2,99

Bu,DOTA 2,67 2,66 3,10

kyselé—.— H;DO3A (vnitini laktam) 2,90 2,75 3,10

H;D0O3A 2,94 2,89 3,10

H,DO3AP" 2,97 2,92 3,20

HsDO3AP™™ 2,97 2,91 3,10

H,DO3AP*®" 2,87 2,79 3,10

H;DO3AP 2,87 2,84 3,20

Srovnavaci litka H,DOTA 2,93 2,87 2,83
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S Zavér

Vramci této diplomové price bylo studovano chromatografické chovani
polykarboxylatovych derivati cyklenu, které nebyly doposud v literatufe separovany a
kvantifikovany pomoci metody HPLC. Tyto studované derivaty s ,,nepolarnim*
motivem cyklenu obsahuji navic i zna¢né polarni funkéni skupiny, které tak mohou
ovlivnit druh interakce se stacionarni fazi. JelikoZ se tedy jedna o sloueniny s velmi
sloZitou strukturou, neni mozné pfedem uréit, které druhy interakci se stacionarni fazi
budou pfi jejich separaci ptrevladat, a tedy na jaké stacionarni fazi by doslo k jejich
uspésné separaci, tj. s co nejlep$im rozliSenim. Proto byly vyzkouSeny dva druhy kolon
s rozdilnymi typy interakci: kolona LiChrosphere RP Select B — klasicka nepolarni
reverzni faze s nerozvétvenymi C18 fetézci a s blokovanymi silanolovymi skupinami,
ktera je pfedev§im vhodnd pro separaci bazickych latek, a kolona Biospher PSI
200 NH — znacné poléarni faze s aminopropylovymi fetézci, na které se mély uplatnit
hydrofilni interakce pfedevsim kyselych derivati cyklenu.

K dalsimu studiu chromatografickych vlastnosti derivati cyklenu bylo vyuzito
mobilnich fazi o rizné eluéni sile, a sice mobilni faze acetonitrilu (jako organického
modifikatoru) v rizném pomeéru s vodou. Cilem bylo najit optimalni podminky separace
pouZitim pouze jednoduché mobilni faze, tj. napfiklad bez pouZiti iontové parovych
¢inidel. Tato ¢inidla se totiz téZko vymyvaji z kolony a mohou také hydrolyzou
siloxanovych vazeb poskozovat stacionarni fizi na bazi silikagelu a sniZovat tak jeji
ucinnost. Proto jsou pro preparativni chromatografii zcela nevhodna. Lze konstatovat,
Ze vysokou¢inna kapalinova chromatografie je vhodnou metodou separace derivati
cyklenu, ale je tfeba najit lep$i podminky pro jejich separaci, které by mohly byt
vyuZity pro jejich separaci v preparativni chromatografii pro ¢isténi derivati cyklenu po
syntéze.

Z experimentalnich vysledkd vyplyva, Ze pouZzitim mobilni fize sloZzené pouze
z acetonitrilu a vody sp&sné separace dosaZeno nebylo. Studované derivaty cyklenu se
nezadrZovaly ani na klasické reverzni staciondrni fazi C18 ani na Caste¢né polarni
aminopropylové stacionarni fazi a eluovaly prakticky s mrtvym ¢asem. Nebot’ jejich
retenéni ¢asy nebyly dostate¢né odli$né, nepodafilo se bazické derivaty cyklenu od sebe

oddélit. Pro ispé&$nou separaci derivati cyklenu je tieba vyzkouset dal$§i mén€ béZzné
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staciondrni faze, jakymi jsou napiiklad stacionarni faze perfluorovana, amidofaze ¢i
slabé iontoménice [82,83], a zarovei vyzkouset i jiné organické modifikatory mobilni
faze, popf. upravit jeji pH anebo pouzit cyklodextriny jako ,,prostiedniky” vazby
derivatd cyklenu na staciondrni fazi. Tato experimentalni prace bude vSak jiZ néplni
dalsich diplomovych projektt.

Zavérem lze fici, ze vytyCené cile piedkladané diplomové prace byly splnény,
nebylo v8ak dosaZeno uspokojivych vysledk, jelikoZz se nepodafily nalézt optimalni

podminky separace studovanych derivati cyklenu pomoci HPLC.
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