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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Barbora Miinsterova

Skolitel: doc. PharmDr. Lucie Novékova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyuziti alternativnich mobilnich fazi pro metodu Hydrofilni

interak¢ni chromatografie

Tato diplomova prace se zabyvala moznostmi vyuziti 1,3-dioxolanu jako

alternativni organické slozky mobilni faze v hydrofilni interakéni chromatografii.

Byly porovnavany zmény v selektivité a t€innosti separace pti pouziti dioxolanu
a acetonitrilu jako organickych slozek mobilni faze. Jako vodnd slozka pro klasickou
HILIC byl pouzit 0,5 % roztok kyseliny octové nebo 50 mM octan amonny pH 3,8, pH
6,8 a pH 9,8. Pro nevodnou HILIC bylo testovano sloZeni mobilni faze acetonitril-
dioxolan, accetonitril-dioxolanovy roztok 0,5 % kyseliny octové a acetonitril-dioxolan

modifikovany vodnym roztokem 50 mM octanu amonného pH 6,8.

Pro méfeni na koloné ACQUITY UPLC BEH Amide (1,7 um, 2,1 mm x 100
mm, Waters) bylo vyuzito 5 riznych skupin latek, a to fenolickych kyselin, purinovych
a pyrimidinovych bazi, derivati pyridinu, vitamini rozpustnych ve vodé a skupiny
betablokatord. Byla hodnocena retence, selektivita a rychlost separace. Méteni
probihalo na pfistroji ACQUITY Ultra Performance LC za detekce pomoci PDA
detektoru pii vlnové délce 280 nm, s vyjimkou skupiny betablokatorii, ktera byla
hodnocena pfi vinové délce 220 nm a 270 nm. Mé&feni probihalo za izokratické eluce,

pii konstantnim nastaveni pritoku na 0,4 ml/min, nastfik byl 2 pl.

Pro testované skupiny byl jako vhodné&j$i organickd slozka mobilni faze
vyhodnocen acetonitril, ktery na rozdil od dioxolanu umoZnoval ucinnéji separovat
latky jednotlivych skupin. Byl pozorovéan rozdilny vliv typu vodné slozky na separace
s dioxolanem a s acetonitrilem. Doba separaci pii pouziti obou rozpoustédel se
vyraznéji neliSila. V ramci skupiny betablokatorti byl pii separacich s dioxolanem
eluovan 1 labetalol, ktery nebyl pfi separacich s acetonitrilem detekovan. Pro nevodnou

HILIC nebyla testovana kolona a vybrané slozeni mobilni faze vhodné.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of analytical chemistry

Candidate: Barbora Miinsterova

Supervisor: doc. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Title of Diploma thesis: Application of alternative mobile phases in Hydrophilic

interaction chromatography method.

This thesis was focused on the possibilities of using 1,3-dioxolan as an
alternative organic component of the mobile phase in HILIC.

The changes in selectivity and efficiency of the separation were observed when
using dioxolan and acetonitrile as the organic components of the mobile phase. 0.5 %
acetic acid or 50 mM ammonium acetate pH 3.8, pH 6.8 and pH 9.8 were used as the
aqueous components for the conventional HILIC. The mobile phase consisting of
acetonitrile-dioxolan, acetonitrile-dioxolan with 0.5 % acetic acid and acetonitrile-
dioxolan modified with 50 mM ammonium acetate aqueous solution pH 6.8 were tested
for non-aqueous HILIC.

For the measurements on column ACQUITY UPLC BEH Amide (1.7 pm, 2.1
mm X 100 mm, Waters) 5 different groups of compounds were used, including of
phenolic acids, purine and pyrimidine bases, pyridine derivates, water-soluble vitamins
and beta-blockers. Retention, selectivity and the speed of analysis were competed.
Measurements were performed using ACQUITY Ultra Performance LC with PDA
detection at 280 nm, with the exception of beta-blockers which were measured at the
wavelength of 220 nm and 270 nm. The measurements were carried out at isocratic
elution at the constant flow of 0.4 ml/min, injection volume was 2 pl.

Acetonitrile was evaluated as a more suitable organic component of the mobile
phase for the tested compounds. Unlike dioxolan, acetonitrile allowed more efficient
separation of the individual compounds of the groups. The different effect of the type of
aqueous component on separation with dioxolan and acetonitrile was observed. The
duration of separation was not varying significantly when using either of the solvents.
In the beta-blockers group, labetalol was detected in separations with dioxolan.
However, it was not detected in separations with acetonitrile. Neither the column nor

the mobile phase composition tested appeared to be suitable for the non-aqueous HILIC.
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Seznam zkratek

ACcAC

ACN

AmAcC

DIO

GAL

HILIC

HPLC

IPA

MeOH

OH BA

SAL

SST

THF

UHPLC

kyselina octova (acetic acid)
acetonitril (acetonitrile)

octan amonny (ammonium acetate)
1,3-dioxolan (dioxolane)

kyselina gallova (gallic acid)

hydrofilni  interakéni  chromatografie = (hydrophilic  interaction
chromatography)

vysokoucinnd kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

isopropanol (isopropyl alcohol)

methanol (methanol)

hydroxybenzoova kyselina (hydroxybenzoic acid)
kyselina salicylova (salicylic acid)

test zpusobilosti systému (system suitability test)
tetrahydrofuran (tetrahydrofuran)

ultra-vysoko uc¢inna kapalinova chromatografie (ultra high performance

liquid chromatography)



1 Uvod

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC) patii v soucasnosti k
nejvyznamnéj§im a nejpouzivanéjSim separacnim metodam v analytické chemii.
Umoznuje analyzu smési s moznosti kvalitativniho 1 kvantitativniho hodnoceni

separovanych slozek smési.

Jednim z typt HPLC je hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie
(HILIC), kterou v roce 1990 ptedstavil Andrew Alpert jako metodu vhodnou pro
analyzu velmi polarnich a hydrofilnich sloucenin, jako jsou na piiklad peptidy,
aminokyseliny, sacharidy a mnoho dalSich biologicky vyznamnych sloucenin, na jejichz
analyzu neustale rostou pozadavky. Tato metoda vyuzivd poldrni staciondrni faze,
typické pro chromatografii na normalnich fazich, a vodné-organickou mobilni fazi
pouzivanou v systému reverznich fazi. Kombinaci téchto systému fazi bylo docileno
zlepSeni rozpustnosti analyzovanych latek v mobilni fazi, znaéného zvySeni retence
polarnich latek a zlepSeni reprodukovatelnosti vysledkt. Diky vhodnému slozeni
mobilni faze, ktera obsahuje vysoky podil organické slozky, je tato metoda vhodna také

pro spojeni s hmotnostni spektrometrii.

V soucasné dobé dochazi k vyraznému rozvoji v oblasti novych typt HILIC
stacionarnich fazi, které zahrnuji kolony s rtiznymi povrchy modifikované Sirokym
spektrem funkcnich skupin. Komeréné dostupné jsou také kolony s ¢asticemi mensimi
nez 2 um, s ¢asticemi s pevnym jadrem a monolitické kolony. Také v oblasti mobilnich
fazi dochéazi k hledani novych alternativ, které by rozsifily moZnosti separace, zmény

selektivity a vyuziti této techniky.

HILIC, jako metoda vhodnd pro separaci Sirokého spektra polarnich latek,
nachazi uplatnéni ve farmaceutickych, chemickych, biologickych a mnoha dalSich

odvétvich.



2 Cil a zadani prace

Diplomova préace byla zaméfena na zhodnoceni moznosti pouZiti dioxolanu jako
alternativni slozky mobilni fadze v hydrofilni interakéni chromatografii v porovnani
s acetonitrilem. K méfeni bylo vyuzito 5 riznych skupin latek, a to fenolickych kyselin,
purinovych a pyrimidinovych bazi, derivati pyridinu, vitaminl rozpustnych ve vodé a

skupiny betablokatori.

Cilem prace bylo porovnat zmény v selektivité¢ a Gi¢innosti separace pii pouziti
dioxolanu a acetonitrilu jako organickych slozek mobilni faze. Byla hodnocena retence,
selektivita a rychlost separace. Tyto parametry byly hodnoceny pfi pouziti konstantniho
pratoku 0,4 ml/min konstantni teploty 30°C a rizn¢ se méniciho slozeni mobilni faze

pti izokratické eluci. Za optimalnich podminek na dané koloné¢ bylo prométeno SST.
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3 Teoreticka Cast
3.1 Ultra-vysoko u¢inna kapalinova chromatografie (UHPLC)

UHPLC neboli ultra-vysoko uc¢inna kapalinova chromatografie je novym smérem
kapalinové chromatografie. Vyuziva systémy schopné pracovat za vysokého tlaku a
analytick¢é kolony o malém vnitinim priaméru, naplnéné sorbentem S ¢asticemi o
velikosti mensi nez 2 um, které piispely k vyraznému zkraceni doby analyzy a zvySeni
separac¢ni ucinnosti (Obr. 1) [1][2][3][4]. V soucasnosti patfi k nejpouzivanéjSim
separacnim technikdm nachdzejicim uplatnéni nejen ve farmaceutickém vyzkumu a
analyze, ale také v monitorovani 1ékovych hladin, toxikologii a dalSich oborech jako je

Zivotni prostiedi a potravinaisky pramysl [2].
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Obr. 1: Vliv velikosti ¢astic na rychlost separace. Separace probihaly na kolonach se stejnymi
parametry: 2,1 x 50mm. Pro obé separace byly pouzity shodné podminky S vyjimkou pritoku,

ktery byl volen s ohledem na velikost ¢astic. Pfevzato a upraveno ze zdroje [1].

Tato separac¢ni technika pfinasi fadu vyhod Vv porovnani s HPLC. Mezi né patii
zvySeni separa¢ni ucCinnosti, zvySeni citlivosti, zlepSeni rozliSeni a zkraceni doby
analyzy [2][4][5]. Velkou vyhodou je také snizeni spotfeby pouzivanych rozpoustédel,

coz je vyznamné nejen po ekonomické strance ale také z ekologického hlediska [3].
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ZmensSeni velikosti ¢astic je doprovazeno podstatnym narstem pracovniho tlaku,
a to az na 100 MPa. Z tohoto diivodu jsou kladeny specidlni pozadavky na konstrukci
UHPLC systému, které umoziuji praci 1 pii takto vysokém tlaku. Vyuzivaji se
ultra-vysokotlaka Cerpadla, tlaku-odolna spojeni a specialni kolony [2][6]. Optimalni
velikost ¢astic vyuzivanych v UHPLC se pohybuje pod 2 um, nejcastéji okolo 1,7 pum.
Dalsi zmenSovani ¢astic vede pouze ke zvyseni zpétného tlaku a zvySeni ucinnosti je jiz

zanedbatelné [6][7].

Stacionarni faze pouzivané v UHPLC jsou vystaveny pusobeni vysokého tlaku,
proto musi byt mechanicky velmi odolné. Sorbenty na bazi silikagelu tuto podminku
splituji, jejich nevyhodou je limitovany rozsah pH mobilni faze, chemicka nestabilita a
také niz8i termalni stabilita [7]. Vyss§i chemickou odolnost a mechanickou stalost i za
vysokych teplot a tlakli vykazuji hybridni stacionarni faze [8]. Tato technologie
kombinuje vyhodné vlastnosti silikagelu, jako je na piiklad mechanicka odolnost a
vysoka separa¢ni ucinnost, s vyhodnymi vlastnostmi polymernich sorbenti [9].
Piikladem hybridnich fazi mohou byt sorbenty vyrabéné BEH technologii (bridged
ethyl hybrid). BEH hybridni faze je tvofenda tetracthoxysilanem a
bis(triethoxysilyl)ethanem, které jsou zesitovany pomoci ethylenovych mustkt (Obr. 2)
[6][7][10][11]. Hybridni faze mize byt modifikovana riznymi skupinami, mezi které

patii uhlovodikové ligandy C8, C18, fenylova, amidova nebo karbaméatova skupina.
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Obr. 2: Struktura BEH c¢astice. Pievzato ze zdroje [12].

12



V soucasné dobé jsou v UHPLC vyuzivany vedle normalnich a reverznich fazi

také iontovyménné sorbenty a HILIC stacionarni faze [2][13][14].

3.2 Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC)

HILIC chromatografie je jednim =z modernich trendl v separaci latek
kapalinovou chromatografii. Je alternativou k chromatografii na reverznich fazich pii
separaci polarnich, slabé kyselych nebo bazickych latek. Lze ji charakterizovat jako
chromatografickou techniku vyuZzivajici polarni stacionarni faze v kombinaci s vodnou
mobilni fazi, ktera obsahuje vice nez 60 % organické slozky [15][16][17]. Stacionarni
faze musi byt polarnéjsi nez faze mobilni. Diky tomu je mozné délit polarni analyty

s vysokou selektivitou, zatimco nepolarni latky nejsou zadrzovany [16].

3.2.1 Stacionarni faze

Pro HILIC separace lze pouzit jakakoliv polarni chromatograficka stacionarni
faze [18]. Jako prvni byly vyuzity kolony obsahujici nemodifikované silikagelové
staciondrni faze, které zlstdvaji v této technice 1 nadale nejastéji pouzivanymi.
Silikagel typu A, obsahujici jako kontaminaci kovové ¢astice, neni pfili§ vhodny, Castéji
se pouziva silikagel typu B, kde je obsah kovovych c¢astic minimalni. Zajimavym
materidlem pro HILIC separace je silikagel typu C s hydrosilovanym povrchem, kde
jsou silanolové skupiny (-Si-OH) na povrchu nahrazeny hydridovymi skupinami
(-Si-H) (Obr. 3). Diky této upravé jsou povrchy méné polarni a méné zavislé na pH

mobilni faze [15][18][19].

.
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\ \
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/ /
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s ) e §| e Q == S| H
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(o] (o]
\

—Q0—Si—0—SiH

Obr. 3: Struktura silikagelu typu C. Pfevzato a upraveno ze zdroje [15].
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DalSim oblibenym materidlem jsou sorbenty na bazi silikagelu modifikované
aminovymi, amidovymi, diolovym, karbamatovymi, kyanovymi,
polyethylenglykolovymi, polyhydroxylovymi nebo jinymi polarnimi skupinami
(Obr. 4) [15][18][19]. Vyuzivaji se také sorbenty s chemicky vazanymi jednotkami
oligosacharidt, které maji schopnost rozliSovat rtizna chirdlni uspofadani a pouzivaji se

pfi chiralni chromatografické separaci [15][19].

y @ ) °
< e o o HM
I
/ o]
¢ d
\ \
< C\ %Nnxc
{ !l

Obr. 4: Struktura vybranych stacionarnich fazi: a) amino-silikagel, b) silikagel s vestavénou
karbamatovou skupinou, ¢) kyano-silikagel, d) silikagel s vestavénou amidovou skupinou, €)

diol-silikagel. Pfevzato a upraveno ze zdroje [15].

V soucasné dobé jsou pouzivany nejen kolony se stacionarni fazi na bazi
silikagelu, ale také polymerni a hybridni sorbenty, které maji v silikagelové matrici
inkorporované alkylové skupiny. Tato uprava zvySuje mechanickou i chemickou

odolnost pouzitého sorbentu [9][16][18].

Mezi oblibené stacionarni faze pro HILIC patii napi. ZIC-HILIC stacionarni
faze, obsahujici chemicky vazané tzv. zwitteriontové skupiny - funkéni skupiny nesouci
pozitivni a negativni naboj (Obr. 5). Tyto stacionarni faze se vyznacuji vysokou
polaritou, vysokou afinitou k vodé a umoziuji separovat latky obsahujici soucasné

kladn¢ a zaporné nabité skupiny [15][18][20].
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Obr. 5: Struktura ZIC HILIC stacionarni faze, tvofené sulfobetainovou skupinou. Pfevzato a

upraveno ze zdroje [15].

Pro HILIC mod jsou vyuzitelné také monolitické kolony, tvofené jednim kusem
spojitého porézniho materidlu, kterym muze byt silikagel, modifikovany silikagel nebo
polymerni materidly, jako na piiklad polymetakrylat, vinylpyridin a dal$i. Vysoce
porézni material obsahuje makropdry o velikosti 2 um, snizujici odpor stacionarni faze
a umoznujici pouziti vyssich prutokt mobilni faze, a mezopdry o velikosti 2-50 nm,

které zvétsuji aktivni povrch pro separaci [2][15][16][21].

Komer¢né dostupné jsou také kolony s casticemi s pevnym jadrem, které
umoziuji vysoce G¢inné a rychlé separace pii pouziti niz§ich pracovnich tlaki. Castice
jsou tvofené vnitinim pevnym jadrem a poréznim silikagelovym obalem (Obr. 6).
Vysokd ucinnost a rychlost separace je zajisténa diky malé difuzni vzdalenosti (0,5 pm)

a celkové malé velikosti Castice (2,7 um) [21][22][23].

0.5 pm|
Ly =

2.7um
1.7 ym

Obr. 6: Struktura ¢astice s pevnym jadrem. Pfevzato a upraveno ze zdroje [24].
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3.2.1.1 Kolona ACQUITY UPLC BEH Amide

Kolona ACQUITY UPLC BEH Amide, jejimz vyrobcem je firma Waters, je
tvofena BEH casticemi o velikosti 1,7 um modifikovanymi trifunkéné vazanym amidem
(Obr. 7). Tyto Eastice vykazuji vysokou chemickou stabilitu, umoznuji pouziti Sirokého

rozmezi pH mobilni faze (pH 2-11) a pracovni teploty 20-90 °C.

Na analytické kolon¢ BEH Amide je mozno separovat velmi poldrni slouceniny,
jako jsou naptiklad sacharidy. Pouziva se ptedevSim pro separaci bazickych latek

[25][26].

-0

—0-5 =1
)

~ NH

Obr. 7.: BEH c¢astice modifikovana trifunkéné vazanym amidem. Pfevzato ze zdroje

[26].
3.2.2 Mobilni faze

V HILIC jsou pouzivany organicko-vodné mobilni faze. Slozeni faze se voli
podle typu pouzité kolony a typu separovanych analytli. Prakticky se pouzivaji mobilni
faze obsahujici s vodou misitelné organické rozpoustédlo a vodnou slozku, kterou byva
voda nebo pufr. Pomér jednotlivych slozek se miize lisit, pfi¢emz organicka slozka byva
zastoupena z vice nez z 50 %. Plati, Ze se vzrlstajici koncentraci organické slozky

vV mobilni fazi roste také retence analyta [15][17][18].

Vybér organického rozpoustédla ma vliv na retenci a selektivitu separace. Elu¢ni
silu rozpoustédla ovliviiuje jeho polarita a schopnost podilet se na donor-akceptorovych
interakcich. Relativni eluéni silu rozpoustédel v HILIC lze shrnout nasledujicim
zpusobem [15]:

metanol > etanol > isopropanol > tetrahydrofuran > acetonitril

Preferovanou organickou slozkou je acetonitril. Tato bezbarva kapalina je
silnym aprotickym polarnim rozpoustédlem misitelnym s vodou. Diky své chemickeé
struktufe nevytvaii vodikové vazby na Grovni staciondrni faze. Dobte rozpousti iontové

i nepolarni slouceniny a ma pomérné nizkou viskozitu, ktera zajistuje vysokou
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separacni u¢innost a nizky tlak na kolong. Acetonitril je vysoce hoflavy a pomérné malo
toxicky [17][27][28].

Jako organickou slozku mobilni faze v HILIC chromatografii lze také pouzit
dalsi s vodou misitelna organicka rozpoustédla jako je na piiklad methanol, isopropanol
nebo tetrahydrofuran. V pfipadé metanolu a méné také u ostatnich alkohold, které jsou
stejné jako voda protickymi rozpoustédly, dochazi k tvorbé vodikovych vazeb s vodnou
slozkou a kompetici pii tvorbé solvata¢ni vrstvy na povrchu stacionarni faze [15][29].
To ma za nasledek snizeni retence a selektivity separace [30]. V ojedinélych pripadech
je pouzivan také tetrahydrofuran, ktery mé mensi vliv na naruseni solvatacni vrstvy nez
alkoholy [15]. Nevyhodou tetrahydrofuranu je jeho vyssi schopnost akceptace vodikové
vazby nez jakou ma acetonitril, coz se projevuje vyznamnym poklesem retence analytt
[30]. Tato rozpoustédla jsou v HILIC vyuzivany spiSe vyjimeéné za ucelem zmény
selektivity systému (Obr. 8.) [15][29][30]. Jejich vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti
jsou shrnuty v Tab. 1.

molekulova hmotnost 41,05 32,04 60,1 72,11 74,08
hustota (20 °C) [g/ml] 0,783 0,796 0,785 0,899 1,067
bod tani [°C] - 45,7 -97,7 -89,0 -108 -95

bod varu (760 Torr) [°C] 81,6 64,7 117,7 66,0 75,6
viskozita (20 °C) [mPa.s] 0,37 0,60 2,35 0,55 0,60
index lomu (20° C) 1,344 1,329 1,38 1,407 1,404
UV cut-off [nm] 190 205 205 230

Tab. 1: Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti organickych rozpoustédel (ACN-acetonitril,
MeOH-methanol, IPA- isopropanol, THF-tetrahydrofuran, DIO-dioxolan) [31][32][33].
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kyselina L-askorbova, 6) thiamin. Pfevzato a upraveno ze zdroje [30].

Efekt riznych organickych rozpoustédel na separaci na diolové koloné (A) a
silikagelové koloné (B) za podminek: organicka slozka:10 mM octan amonny pH 5,0 (85:15);
pratok 0,6 ml/min. 1) nikotinamid, 2) pyridoxin, 3) riboflavin, 4) kyselina nikotinova, 5)
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Podobné chemické vlastnosti jako tetrahydrofuran, ktery se ve skupiné
rozpoustédel jevi jako nejvhodnéjsi alternativa acetonitrilu, ma 1,3-dioxolan (Tab. 1).

Toto aprotické organické rozpoustédlo se svou strukturou fadi mezi kyselé kyslikaté

heterocykly (Obr. 9).

o o

\/

Obr. 9: Struktura 1,3-dioxolanu.

1,3-dioxolan je ¢ira, bezbarva kapalina, misitelna s vodou a se vSemi v HILIC
bézné pouzivanymi organickymi rozpoustédly. Tento cyklicky reakéni produkt
ethylenglykolu a formaldehydu vykazuje typické chovani acetali a ethert. Kyselé
prostiedi zvySuje jeho reaktivitu. Stejné jako jiné ethery, tvofi na vzduchu peroxidy a
reaguje fotochemicky [34].

Dioxolan je silné aprotické rozpoustédlo a diky své nizké toxicité a nizkym
nakladiim na vyrobu je vyuzivan jako alternativa k n¢kterym chlorovanym organickym
rozpoustédlim pii rozpousténi organickych soli, organokovovych slou¢enin a
polymerd. V dioxolanu jsou také snadno rozpustné vosky tuky a oleje. Také je pouzivan
pfi piipravé vodou feditelnych natérii, v textilnim pramyslu jako ochrannd slozka
textilnich vlaken, bréanici jejich pomackéani a poSkozeni vysokymi teplotami. Déle se
pouziva jako soucast barevnych filmovych fotorezistentnich odstraniovacl a pfi

polymernich reakcich jako regulator délky fetézce [33].

V HILIC chromatografii je jako nejsilngj$i eluent pouzivana voda.
Pfedpokladem retence je nizky podil vodné slozky, ktery pro latky s velmi slabou
retenci mize byt i méné nez 5 %. Pro zajisténi HILIC mechanismu by nemé¢l obsah
vody klesnout pod 2 %, protoze pii nizSich koncentracich jiz nedochazi k vytvotfeni

diftzni vodné vrstvy na povrchu stacionarni faze [15].

Selektivitu separace a retenci analytii 1ze ovlivnit pfiddnim vhodného pufru do
vodné slozky mobilni faze [35]. Mira ionizace analyzovanych latek a také funkénich
skupin stacionarni faze je ovlivnéna hodnotou pH (Obr. 10) a koncentraci pouzitého
pufru [36]. Obecné plati, Ze ionizované latky jsou vice hydrofilni a jsou tak vice

zadrzovany v HILIC modu [37]. Zaroven plati, ze negativné nabité latky jsou
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elektrostaticky odpuzovany negativné nabitou staciondrni fazi, coz vede ke sniZeni
retence. Pfitomnost pufru mlze ucinné snizovat elektrostatické interakce (odpudivé i
pritazlivé) mezi nabitymi ionty, a tim ovliviiovat retenci analytu. ZvySovanim
koncentrace pufru, dochazi k redukci pfitazlivych sil, a tim ke snizeni retence analyta
sopatnym nabojem nez ma stacionarni faze [18][29][30]. Jako pufr je obvykle
pouzivan octan amonny nebo mravencan amonny. Tyto latky jsou dobfe rozpustné

vV mobilni fazi bohaté na acetonitril a kompatibilni s hmotnostni detekci [35].
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Obr. 10: VIliv hodnoty pH na separaci na diolové koloné (A) a silikagelové koloné (B) za
podminek: acetonitril:10 mM mraven¢an amonny (pH 3) / 10 mM octan amonny (pH 4-6)
(90:10); prutok 0,6 ml/min. 1) nikotinamid, 2) pyridoxin, 3) riboflavin, 4) kyselina nikotinova,

5) kyselina L-askorbova, 6) thiamin. Pevzato a upraveno ze zdroje [30].
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3.2.3 Retenéni mechanismus

Typ staciondrni a mobilni faze ovliviiyji vysledny mechanismus
chromatografické separace. Stacionarni fdze v HILIC je velmi hydrofilni a poutd vodu
obsazenou v mobilni fazi. Dochazi k hydrataci sorbentu stacionarni fize a na jejim

povrchu se tvoti diftzni vrstva vody (Obr. 11) [15][36][37] .

polami yodna  vétsinova organicka

Stac;',onam' vrstva  slozka mobilni faze
aze

Obr. 11: Tvorba diftzni vrstvy na povrchu sorbentu. Pfevzato a upraveno ze zdroje [15].

Za hlavni mechanismus retence Ize tedy povazovat rozdélovani analyzované
latky mezi difizni vodnou vrstvu vazanou na stacionarni fazi a na vodu chudsi mobilni
fazi podle jeji afinity [17]. Retence je zalozena na hydrofilnich proton donor-
akceptorovych a dip6l-dipélovych interakcich jak s povrchem stacionarni faze, tak i s
kapalinou vazanou na jeho povrchu v difazni vrstvé (Obr. 12). U slabych kyselin a bazi

se mohou uplatnit i iontové-vyménné interakce [16][17][19][30][36].
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Obr. 12: Mechanismus HILIC. Ptevzato a upraveno ze zdroje [38].

Ovlivnéni retence je podobné jako pii separacich na normalnich fazich. Retence
latek se zvySuje s jejich polaritou a klesad s rostouci koncentraci vodné slozky
(polarngjsiho rozpoustédla) v mobilnich fazich. Na mnoha typech polarnich kolon se pii
nizsich koncentracich ACN méni mechanismus retence a chromatografické chovani
latek odpovida separacim v systémech s pfevracenymi fazemi (RP) — retence roste s
rostoucim obsahem vody v mobilni fazi. Pfi separacich na jedné koloné v riznych

mobilnich fazich lze dosdhnout velmi odlisné selektivity separace [35].
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3.3 Pouzité analyty

3.3.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny jsou sekundarni metabolity rostlin, z nichz mnohé mayji
antioxida¢ni vlastnosti [39]. Vyskytuji se v rostlinach jako volné kyseliny nebo ve

formée esterti glykosidu ¢i vazané do komplext [40].

Skupina fenolickych kyselin je odvozena od kyseliny benzoové, jejiz zaklad
tvofi benzenové jadro a na néj navazana karboxylova skupina. Jednotlivé kyseliny se
lisi poctem hydroxylovych skupin a jejich vzajemnym postavenim na benzenovém jadie
(Obr. 13). Tyto zmény ve struktuie zpisobuji také to, Ze se lisi svou rozpustnosti a
polaritou [41]. Jedna se vétSinou o slabé organické kyseliny, které jsou také dobie

rozpustné ve vodé (Tab. 2).

fenolické kyseliny molekulova hmotnost log P pKa
3-0OHBA 138,12 1,227 4,08
4 —OH BA 138,12 1,401 4,57
2,3—-0HBA 154,12 1,621 2,96
2,4—OH BA 154,12 1,765 3,32
2,5-0OHBA 154,12 1,396 3,01
2,6 - OH BA 154,12 2,376 1,30
3,4—-0OH BA 154,12 1,010 4,45
3,5-0HBA 154,12 0,808 3,96
2,3,4— OHBA 170,12 1,315 3,30
2,4,6 — OH BA 170,12 2,042 1,62
gallova kyselina 170,12 0,531 4,33
salicylova kyselina 138,12 1,550 4,20

Tab. 2: Fyzikalné-chemické vlastnosti fenolickych kyselin [31].
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Obr. 13: Struktury fenolickych kyselin: a) salicylova kyselina, b) 3-hydroxybenzoova kyselina,
C) 4-hydroxybenzoova kyselina, d) 2,3-dihydroxybenzoova kyselina, €) 2,4-dihydroxybenzoova
kyselina, f) 2,5-dihydroxybenzoova kyselina, @) 2,6-dihydroxybenzoova kyselina,
h) 3,4-dihydroxybenzoova kyselina ch) 3,5-dihydroxybenzoova kyselina,
i) 2,3,4-trihydroxybenzoova kyselina j) 2,4,6-trihydroxybenzoova kyselina, k) gallova kyselina.
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3.3.2 Purinové a pyrimidinové baze

Skupina purinovych a pyrimidinovych bazi patfi mezi velmi

dilezité

biomolekuly. Jsou soucasti DNA, RNA a dalSich dilezitych struktur v zivych

organismech, napf. molekul pfendsejicich energii jako je ATP, GTP, které maji svou

nezastupitelnou roli ve vSech biochemickych procesech v organismech, jako je napf.

citratovy cyklus, glukoneogeneze a syntéza aminokyselin [42].

Jako zastupci této skupiny byly testovany vybrané purinové baze adenin, guanin

adenosin a guanosin. Pyrimidinové baze reprezentuje cytidin, cytosin, thymin, uracil,

uridin a 5-methyluridin (Obr. 14).

Po chemické strance jsou to dusikaté heterocyklické slouceniny, jejichz skelet

obsahuje 2 dusikaté atomy v ptipad¢ pyrimidind a 4 dusikaté atomy v ptipad€ purinli

[43]. Jsou to latky velmi hydrofilni se zapornou hodnotou log P, které se fadi se mezi

bazické latky. Adenin je siln¢ bazicky, ma hodnotu pKa 9,42 (Tab. 3).

adenin 135,13 -2,133 9,42 -

adenosin 267,24 - 0,755 3,82 13,11
cytidin 243,22 -1,808 4,26 13,48
cytosin 111,10 - 1,962 4,18 9,00
guanin 151,13 - 0,960 3,40 9,63
guanosin 283,24 - 1,466 3,12 13,24
thymin 126,11 -0,621 -4,15 9,24
uracil 112,09 - 1,037 -4,19 8,95
uridin 244,20 -1,581 9,39
5-methyluridin 258,23 -1,166 9,55

Tab. 3: Fyzikalné-chemické vlastnosti purinovych a pyrimidinovych bazi [31].
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Obr. 14: Struktura purinovych a pyrimidinovych bazi: a) thymin, b) uracil, ¢) uridin,
d) 5-methyluridin, e) cytosin, f) cytidin, g) adenin, h) adenosin, ch) guanosin, i) guanin.

3.3.3 Derivaty pyridinu

Latky této skupiny obsahuji ve své molekule pyridin, na ktery je navazana

amidicka nebo karboxylova skupina.

Kyselina nikotinova, znama jako niacin, snizuje hladinu cholesterolu v krvi a je
Vv téle konvertovana na nikotinamid. Spole¢né se fadi mezi ve vodé rozpustné vitaminy

[44]. Nikotinamid - vitamin Bz je soucasti nikotinamidadenindinukleotidu, ktery je
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dulezitym koenzymem energetického metabolismu [45]. Kyselina isonikotinova je

nestabilni latkou a v praxi se pouzivaji jeji derivaty iproniazid a isoniazid, které

vykazuji antituberkulotickou aktivitu [46]. Kyselina pikolinova ma antivirové a

antibakterialni ucinky [47].

Struktura jednotlivych latek se nachazi na Obr. 15. Z této skupiny vystupuji

nikotinamid a isonikotinamid, které maji zdpornou hodnotu log P a tudiz jsou velmi

hydrofilni. Zbylé tfi latky (kyseliny nikotinova, isonikotinova a pikolinova) jsou takeé

hydrofilni a patii mezi siln¢€ kyselé latky. Chemické vlastnosti jednotlivych analytt této

skupiny udava Tab. 4.
derivaty pyridinu molekulovi log P pKa (bazické) | pKa (kyselé)
hmotnost

nikotinamid 122,2 - 0,368 3,54 14,83
isonikotinamid 122,2 -0,342 3,39 14,96
kyselina nikotinova 123,11 0,219 4,80 2,20
kyselina isonikotinova 123,11 0,151 458 1,95
kyselina pikolinova 123,11 0,238 4,71 1,00

Tab. 4: Fyzikalné-chemické vlastnosti derivatd pyridinu [31].
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Obr. 15: Struktury derivati pyridinu: a) kyselina nikotinova, b) kyselina isonikotinova,

¢) kyselina pikolinova, d) nikotinamid, ) isonikotinamid.
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3.3.4 Vitaminy rozpustné ve vodé

Skupina vitaminil rozpustnych ve vodé zahrnuje skupinu vitamini B a vitamin

C. Jsou to latky pro lidsky organismus velmi vyznamné. Jedna se o kofaktory dilezitych

chemickych a energetickych reakci probihajicich v téle [48][49][50].

Po chemické strance se jednd o velmi rtiznorodou skupinu organickych latek

(Obr. 16) s riznymi chemickymi vlastnostmi (Tab. 5). Jedna se o latky vétSinou slabé

kyselé, pouze riboflavin, nikotinamid a pyridoxin jsou neutralni. Také jsou velmi

hydrofilni, jak je patrné ze zapornych hodnot log P.

molekulova

Vitaminy rozpustné ve vodé hmotnost log P pKa (bazicke) | pKa (kyselé)
biotin B7 244,31 0,861 -0,58 4,74
kobalamin B 12 1355,37
kyselina askorbova C 176,12 -2,410 --- 4,37
kyselina listova B9 441,40 -1,138 1,79 3,30
kyselina pantothenova B5 219,24 -0,856 1,00 4,30
nikotinamid B3 122,12 -0,368 3,54 14,83
pyridoxin B6 169,18 -0,831 5,01 9,63
riboflavin B2 376,36 0,095 -2,19 9,89
thiamin B1 337,28

Tab. 5: Fyzikalné-chemické vlastnosti ve vodé rozpustnych vitamini [31].
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Obr. 16: Struktury ve vodé rozpustnych vitamind: a) kyselina listova, b) kyselina askorbova,

¢) kobalamin, d) thiamin, e) riboflavin, f) pyridoxin, g) nikotinamid, h) kyselina pantothenova,

ch) biotin.
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3.3.5 Betablokatory

Betablokatory jsou latky pulsobici jako antagonisté na beta-adrenergnich
receptorech. Svym piisobenim snizuji srde¢ni frekvenci, vodivost pfevodniho systému,
silu  kontrakce a vzruSivost myokardu. Ddle také plsobi bronchokonstrikéné.
Rozlisujeme kardioselektivni (acebutolol, atenolol, metoprolol) a neselektivni

betablokatory (bopindolol, labetalol, pindolol a propranolol) [51].

Spoleénym strukturnim znakem betablokatori je —CH(OH)CH,NH- skupina
navazana na aromatickém jadre, Ktera je pro Gc¢inek naprosto nezbytna (Obr. 17) [52].
Ze skupiny vystupuji atenolol, ktery je podstatné¢ hydrofilnéj$i nez ostatni latky, a
bopindolol, ktery je naopak spiSe lipofilni. Jsou to latky siln¢ bazické a jejich fyzikalné

chemické vlastnosti udava Tab. 6.

betablokatory H;]ori]eolilrl]lg)s‘;é log P pKa (bazické) | pKa (kyselé)
acebutolol 336,43 1,769 9,40 13,78
atenolol 266,34 0,335 9,43 13,88
bopindolol 380,48 4,816 9,40 17,59
labetalol 328,41 2,719 9,30 8,21
metoprolol 267,36 1,632 9,43 13,89
pindolol 248,32 1,680 9,54 13,94
propranolol 259,34 2,900 9,50 13,84

Tab. 6: Fyzikalné-chemické vlastnosti betablokatort [31].
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Obr. 17:  Struktura vybranych betablokatori: a) atenolol, b) metoprolol, c) pindolol,

d) acebutolol, e) labetalol, f) propranolol, g) bopindolol.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie

Standardy:
2,3,4-trihydroxybenzoova kyselina 99,1 %, Sigma-Aldrich, CR
2,3-dihydroxybenzoova kyselina 98,9 %, Sigma-Aldrich, CR
2,4,6-trihydroxybenzoova kyselina 98,2 %, Sigma-Aldrich, CR
2,4-dihydroxybenzoova kyselina 98,3 %, Sigma-Aldrich, CR
2,5-dihydroxybenzoova kyselina 98,4 %, Sigma-Aldrich, CR
2,6-dihydroxybenzoova kyselina 99,6 %, Sigma-Aldrich, CR
3,4,5-trihydroxybenzoova kyselina 99,2 %, Sigma-Aldrich, CR
3,4-dihydroxybenzoova kyselina 99,6 %, Sigma-Aldrich, CR
3,5-dihydroxybenzoova kyselina 98,9 %, Sigma-Aldrich, CR
3-hydroxybenzoova kyselina 98,8 %, Sigma-Aldrich, CR
4-hydroxybenzoova kyselina 99,5 %, Sigma-Aldrich, CR
5-methyl uridin 98,6 %, Sigma-Aldrich, CR
Acebutolol hydrochlorid >98 %, Sigma-Aldrich, CR
Adenin 99,7 %, Sigma-Aldrich, CR
Adenosin 99,7 %, Sigma-Aldrich, CR
Atenolol 98,0 %, Sigma-Aldrich, CR
Biotin 99,0 %, Sigma-Aldrich, CR
Bopindolol 99,7 %, Lé¢iva,CR
Cytidin 99,1 %, Sigma-Aldrich, CR

Cytosin 98,3 %, Sigma-Aldrich, CR



Guanin 99,1 %, Sigma-Aldrich, CR

Guanosin 99,3 %, Sigma-Aldrich, CR
Isonikotinamid 98,6 %, Sigma-Aldrich, CR
Kobalamin 99,0 %, Sigma-Aldrich, CR

Kyselina askorbova 99,0 %, Fluka Analytical,CR
Kyselina gallova 99.4 %, Sigma-Aldrich, CR
Kyselina isonikotinova 99,8 %, Sigma-Aldrich, CR
Kyselina listova 97,0 %, Sigma-Aldrich, CR
Kyselina nikotinova 99,2 %, Sigma-Aldrich, CR
Kyselina pikolinova 98,6 %, Sigma-Aldrich, CR
Kyselina salicylova 99,7 %, Sigma-Aldrich, CR
Labetalol hydrochlorid >98 %, Sigma-Aldrich, CR
Metoprolol tartrat > 98 %, Sigma-Aldrich, CR
Nicotinamid 99,1 %, Sigma-Aldrich, CR
Nikotinamid 99,5 %, Fluka Analytical, CR
Pantothenat vapenaty > 98,0 %, Merck, Némecko
Pindolol >98 %, Sigma-Aldrich, CR

Propranolol > 99 %, Sigma-Aldrich, CR

Pyridoxin hydrochlorid >98 %, Sigma-Aldrich, CR
Riboflavin >98 %, Sigma-Aldrich, CR

Thiamin >99 %, Sigma-Aldrich, CR

Thymin 99,0 %, Sigma-Aldrich, CR

Uracil 99,3 %, Sigma-Aldrich, CR
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Uridin 99,4 %, Sigma-Aldrich, CR
Chemikalie:
Acetonitril Chromasolv gradient grade, for HPLC 99,9 %, Sigma-Aldrich, CR
Dioxolan ultra ¢isty, BlaVO Chemicals s.r.0, CR
Hydroxid amonny 25 %, Sigma-Aldrich, CR
Kyselina octova 99,7 %, Sigma-Aldrich CR
Octan amonny 98,0 %, Sigma-Aldrich, CR

Ultracista voda Millipore Milli-Q RG, Millipore Corporation, USA

4.2 Pristrojové vybaveni

o K méfeni byl pouzit pfistroj ACQUITY Ultra Performance LC, ktery se sklada
Z nasledujicich komponent:
o ACQUITY - binary solvent manager
o ACQUITY - sample manager
o ACQUITY - column manager
o ACQUITY - PDA detektor

e Analytickd kolona ACQUITY UPLC BEH Amide, 1,7 pm, 2,1 mm x 100 mm

e Analytické vahy: Sartorius 2004MP, Sartorius, Némecko

e Ultrazvukovd vodni lazen: Sonorex Digitec, Bandelin electronic Berlin,
Némecko

e Vakuové Cerpadlo: Medist s.r.o., Slovensko

o Automatické pipety: Biohit, Fisher scientific, CR

e Tiepacka- IKA MS 3 basic, CHROMSERVIS,CR

e pH metr: Hanna, Fishcher Scientific, CR
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4.3 Priprava mobilni fize

Mobilni faze byla slozena vzdy ze dvou slozek v rizném poméru. Prvni slozku —

organickou tvofil acetonitril nebo dioxolan filtrovany pies 0,20 um membranovy filtr.

U druhé — vodné slozky mobilni fize byly podminky upravovany pouzitim
0,5 % kyseliny octové a roztoku 50 mM octanu amonného pH 3,8, pH 6,8, pH 9,8. Pro
nevodnou HILIC pak byl pouzit ¢isty dioxolan, 0,5 % dioxolanovy roztok kyseliny

octové a dioxolan modifikovany vodnym roztokem 50 mM octanu amonného pH 6,8.

Odméfenim 1 ml koncentrované kyseliny octové do 195 ml ultracisté vody a
doplnénim ultradistou vodou ve 200 ml odmérné baiice byla ptipravena 0,5 % kyselina
octova.

50 mM roztok octanu amonného pH 3,8 byl pfipraven odméfenim 0,572 ml
koncentrované kyseliny octové do 150 ml vody. Za pouziti pH-metru bylo nastaveno
pH 3,8 ptidanim ziedéného amoniaku. Roztok byl kvantitativné pieveden do 200 ml

odmérné banky a doplnén ultracistou vodou po rysku.

50 mM octan amonny pH 6,8 byl pfipraven rozpusténim 0,7708 g octanu
amonného ve vodé a doplnén ve 200 ml odmérné bance po rysku. V ptipadé potieby

bylo pH upraveno ptfidanim amoniaku nebo roztoku kyseliny octové.

50 mM octan amonny pH 9,8 byl pfipraven odmétenim 750 pl 25 % amoniaku
do 70 ml ultraCisté vody. Za pouziti pH-metru bylo nastaveno pH 9,8 ziedénou
kyselinou octovou. Roztok byl kvantitativné pteveden do 200 ml odmérné banky a

doplnén po rysku ultradistou vodou.

0,5 % dioxolanovy roztok kyseliny octové byl piipraven odméfenim 1 ml
koncentrované kyseliny octové do 195 ml dioxolanu ve 200 ml odmérné barice a

naslednym doplnénim dioxolanem po rysku.

Dioxolananovy roztok 50 mM octanu amonného pH 6,8 nemohl byt pfipraven,
protoZze octan amonny se v dioxolanu nerozpoustél. Proto byl pfipraven dioxolan
modifikovany vodnym roztokem 50 mM octanu amonné¢ho pH 6,8 v poméru 1:1.
Rozpusténim 0,3851 g octanu amonného ve 100 ml ultracisté vody byl pfipraven vodny
roztok 50 mM octanu amonného pH 6,8. V piipadé potieby bylo pH upraveno ptidanim

amoniaku nebo roztoku kyseliny octové. Tento roztok byl smisen s 95 ml Ccistého
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dioxolanu, kvantitativné pfeveden do 200 ml odmérné banky a doplnén dioxolanem po

rysku.

4.4 Priprava zasobnich a pracovnich roztoku

K separaci byly pouzity analyty roz¢lenéné do péti skupin, a to na fenolické
kyseliny, purinové a pyrimidinové baze, derivaty pyridinu, vitaminy rozpustné ve vodé

a betablokatory.

Zasobni roztoky standardii analytii pro separaci s acetonitrilem byly pfipraveny
rozpusténim 1 mg analytu v 1 ml smési acetonitrilu a vody v poméru 50:50. Kyselina
listova a riboflavin se v této smési nerozpoustély, proto byly jejich zasobni roztoky
standardil pfipraveny rozpusténim 0,1 mg standardu ve 2 ml vody. Také guanin byl
z ditvodu Spatné rozpustnosti ptipraven odlisné a to rozpuSténim 0,1 mg standardu v 1
ml smési acetonitrilu a vody v poméru 50:50. K urychleni rozpousténi standardti byla

pouzita ultrazvukova lazei a tiepacka.

Pro separaci s dioxolanem byly zasobni roztoky standardl analyti pfipraveny
rozpu$ténim 1 mg analytu v 1 ml smési dioxolanu a vody v poméru 50:50. Pouze
guanin, kyselina listova a riboflavin byly ptipraveny rozpusténim 0,1 mg analytu v 1 ml
smési dioxolanu a vody v poméru 50:50, protoze v koncentraci 1 mg/ml nebyly
rozpustné. K urychleni rozpousténi standardii byla pouzita ultrazvukova lazen a

trepacka.

Pracovni roztoky pro analyzu smeési byly pfipraveny smisenim zéasobnich
roztokli analyzované skupiny tak, aby obsahovaly vSechny analyty skupiny
v koncentraci 10 pl/ml a doplnény do objemu 1 ml, podle typu separace smési
acetonitril/voda nebo dioxolan/voda

Pracovni roztoky pro identifikaci analyti byly pfipravovany v Case potieby
odpipetovanim 10 pul roztokt standardu a doplnény smési acetonitril/voda nebo

dioxolan/ voda, tak aby slozeni vzorku co nejvice odpovidalo sloZzeni mobilni faze.
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4.5 Podminky UHPLC HILIC méfeni

Zkoumani moznosti vyuziti dioxolanu jako alternativni mobilni fdze pro HILIC

chromatografii probihalo na pfistroji ACQUITY Ultra Performance LC s detekci PDA

detektorem pii vinové délce 280 nm pro vSechny skupiny analytd s vyjimkou

betablokatord, které byly méteny pti 220 nm a 270 nm. M¢éteni bylo provadéno pomoci

izokratické eluce pti konstantni rychlosti prutoku 0,4 ml/min a konstantni teploty 30 °C.

Pro kazdy nastiik byly pouzity 2 pl smési analyti dané skupiny a kazdy nastiik byl pro

ovéfeni opakovatelnosti méfeni proveden dvakrat. Zkousené podminky pro jednotlivé

skupiny analytd shrnuje Tab. 7.

el zkousené podminky
ACN / pufr DIO /pufr ACN/DIO
SesmalliEs Tegselitny 0'1;f| Q%Anggss oH 3.8; pH 6,8 DIO + AmAC
Seipa | 0 A 08 | sapuss | 0 ans
derivaty pyridinu O'gﬁ GAEAEF?S'SS pH 3,8; pH 6,8 DIO + AmAGC
nggmny rozpustné ve o,m GA;';A(;F? glig;,s; pH 3,8; pH 6,8 DIO + AmAc
betablokatory pH 3,8; pH 9,8; pH 3,8; pH 6,8 DIO + AmAc
Tab. 7: Tabulka zkouSenych podminek pro jednotlivé skupiny analyti

(ACN - acetonitil, AcAc - kyselina octova, AMAC - octan amonny, DIO - dioxolan).
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5 Vysledky a diskuze

M¢éteni probihalo izokratickou eluci pfi konstantnim pritoku 0,4 ml/min.
Optimalizace podminek HILIC separace pro jednotlivé skupiny analyti byla v ramci
urcitého sloZzeni mobilni faze provadéna postupnym zvySovanim koncentrace organické
slozky v mobilni fazi (Obr. 18). Pro vétsi prehlednost jsou v této praci uvadény jen

chromatogramy s optimalizovanym slozenim mobilni faze.
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Obr. 18: Priklad optimalizace podminek HILIC separace purinovych a pyrimidinovych bazi pii
slozeni mobilni faze ACN: 50 mM AmAc pH 3,8 (1 - thymin; 2 - uracil; 3 - 5-methyluridn;

4 -adenin; 5 - uridin; 6 - adenosin; 7 - cytosin; 8 - guanin; 9 - cytidin; 10 - guanosin).
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5.1 Separace fenolickych kyselin

5.1.1 Optimalizace podminek HILIC separace s acetonitrilem

Smés fenolickych kyselin byla analyzovana s acetonitrilem a jako druha slozka
mobilni faze byl pouzit pufr 50 mM octan amonny pH 3,8, pH 6,8, pH 9,8 a 0,5 %
kyselina octova. Ze dvandcti kyselin nebyly detekovany 2,5-OH BA a kyselina gallova
pravdépodobné z divodu Spatné rozpustnosti v rozpoustécich smeésich, obsahujicich

vysokou koncentraci acetonitrilu.

Pii separaci s 0,5 % kyselinou octovou analyty nebyly od sebe dostate¢né
separovany a byly eluovany pouze dva piky béhem 1 minuty (Obr. 19). Pii pouziti 50
mM octanu amonného pH 3,8 jako druhé slozky mobilni faze separace trvala 2,1
minuty. Bylo eluovéano 8 piku, kyselina 2,4-OH BA, 4-OH BA a 2,3,4-OH BA byly
eluovany v podobném retencnim case v rdmci jednoho piku (Obr. 20). Pti zvySeni pH
na 6,8 byla separace delsi, trvala 4,4 minut, a doSlo ke zménam v potadi eluce n¢kterych
analyti. Kyselina 2,4-OH BA byla eluovdna v podobném reten¢nim case jako kyselina
2,3-OH BA, také dochazelo ke koeluci kyseliny 4-OH BA s 3,4-OH BA a kyseliny
3-OH BA s 2,3,4-OH BA (Obr. 21). Pti dal§im zvySeni pH na 9,8 separace trvala 3,8
minut a bylo eluovano 7 pikl, které byly od sebe méné separovany nez pii pH 6,8
(Obr. 22). Z tohoto divodu nebyla provedena indentifikace jednotlivych analytli a pro
proméfeni SST byly vybrany podminky pii sloZzeni mobilni faze 90:10 ACN:50 mM
octan amonny pH 6,8 (Tab. 8).
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Obr. 19: Separace fenolickych kyselin na kolon¢ BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:0,5 % kyselina octova v poméru 85:15 (1 - 2,6-OH BA; 2 - 2,4,6-OH BA; 3 - SAL;
4 - 23-OH BA; 5 - 4-OH BA, 6 - 2,4-OH BA; 7- 2,3,4-OH BA, 8 - 3,4-OH BA; 9 - 3-OH

BA;10 - 3,5-OH BA).
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Obr. 20: Separace fenolickych kyselin na kolon¢ BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:50 mM octan amonny pH 3,8 v poméru 90:10 (1 - 2,6-OH BA; 2 - 2,4,6-OH BA; 3 - SAL;
4 -2,3-OH BA; 5 - 4-OH BA; 6 - 2,4-OH BA; 7- 2,3,4-OH BA,; 8 - 3,4-OH BA; 9 - 3-OH BA,;

10 - 3,5-OH BA).
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Obr. 21: Separace fenolickych kyselin na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:50 mM octan amonny pH 6,8 v poméru 90:10 (1 - 2,6-OH BA,; 2 - 2,4,6-OH BA; 3 - SAL;
4 -2,3-OH BA; 5 - 4-OH BA,; 6 - 2,4-OH BA; 7- 2,3,4-OH BA; 8 - 3,4-OH BA; 9 - 3-OH BA,;
10 - 3,5-OH BA).
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Obr. 22: Separace fenolickych kyselin na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:50 mM octan amonny pH 9,8 v poméru 90:10.
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Liky | RGabt™ | paayy | Rovlisent | Fakior symetrie | PoSct teoretickeh
2,6- OH BA 0,11 0,46 1,30 3558
2,4,6-OH BA 0,09 0,31 2,88 1,34 4 256
SAL 0,09 1,06 2,03 1,42 5027
2,4-OH BA 0,09 1,44 7,88 1,48 6 356
4-OH BA 0,05 0,49 13,16 10 981
3-OH BA 0,06 0,45 1,03 11 686
3,5-OH BA 0,04 1,11 16,54 1,08 14 025

Tab. 8: Vybrané hodnoty SST pro separaci fenolickych kyselin na koloné BEH Amide pti
slozeni mobilni faze ACN:50 mM octan amonny pH 6,8 v poméru 90:10.

5.1.2 Optimalizace podminek HILIC separace s dioxolanem

Pro separaci s dioxolanem byly vybrany pufry 50 mM octan amonny pH 3,8 a
pH 6,8. Bazické pH pfi separaci s acetonitrilem nevykazovalo vyrazné rozdily od
separace s kyselym pH, také pouziti 0,5 % kyseliny octové jako vodné slozky mobilni
faze se ukézalo pro separaci skupiny fenolickych kyselin nevyhodné, a proto tyto
podminky nebyly zkouSeny pii separacich s dioxolanem. Z dvanacti testovanych
fenolickych kyselin nebyly detekovany kyseliny 3,4-OH BA a 2,34-OH BA
pravdépodobné z divodu Spatné rozpustnosti v dioxolanu a také kyselina gallova,

kterou se nepodafilo detekovat ani pii separacich s acetonitrilem.

Pfi pouziti 50 mM octanu amonného pH 3,8 trvala separace 2,2 minuty a bylo
eluovano 6 pikl. Identifikovano bylo 7 hydroxybenzoovych kyselin. Kyseliny 2,5-OH
BA a 2,3-OH BA nebyly detekovany pravdépodobné z divodu ptilisné retence za téchto
podminek. Pfi porovnani s acetonitrilem doSlo ke zméné potadi eluce jednotlivych
analytd. V ramci ¢tvrtého piku dochéazelo ke koeluci kyseliny salicylové s 2,4,6-OH
BA. Za téchto podminek byl pozorovan zvyseny Sum na zakladni linii (Obr. 23). Pfi
zvySeni pH na 6,8 byla separace delsi, trvala 3,4 minuty a bylo separovano 9 pikt. Na
rozdil od separaci s pH 3,8 a separaci s acetonitrilem byla detekovana i kyselina 2,5-OH
BA (Obr. 24). Pii separacich s dioxolanem doslo k vyrazné zméné v poradi eluce
jednotlivych analyti. Na rozdil od separace s scetonitrilem byla kyselina 4-OH BA
eluovana diive nez kyselina 2,4,6-OH BA a kyselina salicylova. Kyselina 3-OH BA
byla separovéana ptred kyselinami 2,3-OH BA a 2,4-OH BA. SST nebylo prométovano,

protoze separace nebyla G¢innéjsi nez separace s pouzitim acetonitrilu.
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Obr. 23: Separace fenolickych kyselin na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
DIO:50 mM octan amonny 3,8 v poméru 90:10 (1 - 2,6-OH BA; 2 - 2,4,6-OH BA; 3 — SAL;
5-4-OH BA; 6 - 2,4-OH BA; 9 - 3-OH BA,; 10 - 3,5-OH BA).
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Obr. 24: Separace fenolickych kyselin na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
DI10:50 mM octan amonny pH 6,8 v poméru 92:8 (1 - 2,6-OH BA,; 2 - 2,4,6-OH BA; 3 — SAL;
4 -23-OHBA; 5-4-OH BA; 6 - 2,4-OH BA; 9 - 3-OH BA; 10 - 3,5-OH BA; 11 - 2,5-OH
BA).
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5.1.3 Optimalizace podminek separace pro ,,nevodnou“ HILIC

V ramci nevodné HILIC byly testovdny moznosti pouziti mobilni faze skladajici
se z acetonitrilu a dioxolanu, ktery nahrazoval vodnou slozku. Toto slozeni mobilni faze
se ukézalo jako nevyhovujici, byl eluovan pouze jeden pik. Stejné¢ vysledky byly
zjistény 1 pfi pouziti mobilni faze o slozeni acetonitil — dioxolan s pfidavkem kyseliny
octové. Pii modifikaci dioxolanové slozky octanem amonnym bylo zjisténo, Ze octan
amonny neni v Cistém dioxolanu rozpustny. Provedeni analyzy bez ptfitomnosti vody na
této kolon¢ a za danych podminek nebylo mozné. V ramci ,,nevodné* HILIC byla dale
testovana mobilni faze acetonitril-dioxolan modifikovany vodnym roztokem 50 mM

octanu amonného pH 6,8.

Pii pouziti mobilni faze o sloZeni acetonitril — dioxolan s ptidavkem vodného
roztoku 50 mM octanu amonného pH 6,8 separace trvala 6,5 minut. Bylo separovano 7
pikt u kterych nebyla provedena identifikace jednotlivych analytl, protoze separace
neposkytovala lepsi vysledky nez separace s acetonitrilem v ramci klasické HILIC
(Obr. 25).
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Obr. 25: Separace fenolickych kyselin na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN: DIO+50 mM octan amonny pH 6,8 v poméru 85:15.
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5.2 Separace purinovych a pyrimidinovych bazi

5.2.1 Optimalizace podminek HILIC separace s acetonitrilem

Skupina purinovych a pyrimidinovych bazi byla analyzovdna za stejnych
podminek jako skupina fenolickych kyselin. Jako druhd slozka mobilni faze byl pouzit

50 mM octan amonny pH 3,8, pH 6,8, pH 9,8 a 0,5 % kyselina octova.

Pii separaci s 0,5 % kyselinou octovou bylo separovano sedm pikt a eluovano
bylo vSech deset latek. Separace trvala 4 minuty. V ramci Sestého piku byly eluovany tii
baze a to guanin, guanosin a cytosin. Cytosin a cytidin za téchto podminek vykazovaly
znaéné chvostovani pikd. Také se nepodafilo od sebe separovat adenin s adenosinem
(Obr. 26). Pti pouziti 50 mM octanu amonného pH 3,8 bylo eluovano a separovano
vSech 10 bazi a separace trvala 6,4 minut (Obr. 27). Pti zvySeni pH na 6,8 se separace
zkratila na 3,2 minuty a bylo separovano jen 8 pikd. Doslo ke koeluci uridinu
s adenosinem a guaninu s guanosinem (Obr. 28). Za téchto podminek byl cytidin
eluovan pfed guaninem. Pfi pouziti 50 mM octanu amonného pH 9,8 separace trvala
stejn¢ jako v ptipadé¢ pH 3.8 6,4 minut a bylo eluovdno devét pikii. Také v tomto
ptipadé dochazelo ke koeluci guaninu s guanosinem a eluci cytidinu pfed guaninem
(Obr. 29). Pro prométeni SST byly vybrany podminky se slozenim mobilni faze
acetonitril:50 mM octan amonny pH 3,8 v poméru 90:10, pii kterych byly separovany
vSechny slozky smési (Tab. 9).
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Obr. 26: Separace purinovych a pyrimidinovych bazi na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni
faze ACN:0,5 % kyselina octova v poméru 85:15 (1 - thymin; 2 - uracil; 3 - 5-methyluridn;
4 - adenin; 5 - uridin; 6 - adenosin; 7 - cytosin; 8 - guanin; 9 - cytidin; 10 - guanosin).
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Obr. 27: Separace purinovych a pyrimidinovych bazi na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni
faze ACN:50 mM octan amonny pH 3,8 v poméru 90:10 (1 - thymin; 2 - uracil;
3 - 5-methyluridn; 4 - adenin; 5 - uridin; 6 - adenosin; 7 - cytosin; 8 - guanin; 9 - cytidin;

10 - guanosin).
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Obr. 28: Separace purinovych a pyrimidinovych bazi na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni
faze ACN:50 mM octan amonny pH 6,8 v poméru 90:10 (1 - thymin; 2 - uracil;
3 - 5-methyluridn; 4 - adenin; 5 - uridin; 6 - adenosin; 7 - cytosin; 8 - guanin; 9 - cytidin;
10 - guanosin).
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Obr. 29: Separace purinovych a pyrimidinovych bazi na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni
faze ACN:50 mM octan amonny pH 9,8 v poméru 90:10 (1 - thymin; 2 - uracil;
3 - 5-methyluridn; 4 - adenin; 5 - uridin; 6 - adenosin; 7 - cytosin; 8 - guanin; 9 - cytidin;

10 - guanosin).
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Thymin 0,06 0,27 1,21 8 607
Uracil 0,05 0,16 2,68 1,19 10 002
5-methyluridin 0,04 0,91 8,54 1,27 9820
Adenin 0,04 0,25 2,74 8 828
Uridin 0,04 0,43 1,41 10559
Adenosin 0,03 0,80 1,61 8 537
Cytosin 0,02 0,46 5,14 1,14 14 758
Guanin 0,04 3,23 9,79 1,11 14 939
Cytidin 0,02 1,01 2,73 1,32 11872
Guanosin 0,03 3,07 8,19 1,29 10 618

Tab. 9: Vybrané hodnoty SST pro separaci purinovych a pyrimidinovych bazi na koloné¢ BEH
Amide pfi sloZeni mobilni faze ACN:50 mM octan amonny pH 3.8 v poméru 90:10.

5.2.2 Optimalizace podminek HILIC separace s dioxolanem

Pro separaci purinovych a pyrimidinovych bazi s dioxolanem byly vybrany
podminky s 50 mM octanem amonnym pH 3,8 a pH 6,8 jako vodnou slozkou mobilni
faze. Pouziti 0,5 % kyseliny octové nebylo vhodné pro separaci této skupiny latek a
bazické pH pti separaci s acetonitrilem vykazovalo podobné vysledky jako separace s
50 mM octanem amonnym pH 3,8 a pH 6,8, a proto tyto podminky nebyly zkouseny pfi

separacich s dioxolanem.

Pfi pouziti 50 mM octanu amonného pH 3,8 bylo separovano 7 piki a byly
eluovany, stejné jako pfi separacich s acetonitrilem, vSechny latky této skupiny. Na
rozdil od separace s acetonitrilem pfi pH 3,8, kdy byly separovany vSechny latky,
dochazelo ke koeluci adeninu s uridinem a také guaninu s cytidinem a cytosinem.
Separace byla kratSi nez pfi separaci s acetonitrilem, trvala 3,8 minuty (Obr. 30). Pii
pouziti 50 mM octanu amonného pH 6,8 jako druhé sloZzky mobilni faze trvala separace
jen 3 minuty. Eluovano bylo vSech deset latek, ale nedoslo k Gplnému rozliseni pikt
(Obr. 31). Podaftilo se na rozdil od separaci s acetonitrilem odseparovat guanin od
guanosinu, ale separace s dioxolanem vykazovala horsi rozliseni piku uracilu, adeninu,
5-methyluridinu, adenosinu a uridinu. Na rozdil od separaci s acetonitrilem byl adenosin
eluovan pfed adeninem a uridinem a guanin pted cytosinem. SST nebylo proméfovano,
protoze ani zvySovanim koncentrace dioxolanu v mobilni fazi nedoSlo ke zlepSeni

rozliSeni piki. Testované podminky nebyly vhodné pro separaci této skupiny latek.
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Obr. 30: Separace purinovych a pyrimidinovych bazi na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni
faze DIO:50 mM octan amonny pH 3,8 v poméru 92:8 (1 - thymin; 2 - uracil; 3 - 5-methyluridn;
4 - adenin; 5 - uridin; 6 - adenosin; 7 - cytosin; 8 - guanin; 9 - cytidin; 10 - guanosin).
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Obr. 31: Separace purinovych a pyrimidinovych bazi na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni
faze DIO:50 mM octan amonny pH 6,8 v poméru 90:10 (1 - thymin; 2 - uracil;
3 - 5-methyluridn; 4 - adenin; 5 - uridin; 6 - adenosin; 7 - cytosin; 8 - guanin; 9 - cytidin;

10 - guanosin).
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5.2.3 Optimalizace podminek separace pro ,,nevodnou“ HILIC

Stejné jako v piipadé skupiny fenolickych kyselin byla vramci ,,nevodné*
HILIC pro separaci purinovych a pyrimidinovych bazi pouzita mobilni faze slozena
z acetonitrilu (organicka slozka mobilni faze) a dioxolanu modifikovaného vodnym
roztokem 50 mM octanu amonného pH 6,8 (nahrazujici vodnou slozku mobilni faze).
Dalsi zkouSené podminky (acetonitril-dioxolan, a acetonitril-dioxolan s kyselinou

octovou) nebyly pro separace na této koloné vhodné.

Separace purinovych a pyrimidinovych bazi pti pouziti dioxolanu s piidavkem
vodného roztoku 50 mM octanu amonného pH 6,8, nahrazujici vodnou slozku mobilni
faze, trvala 9,5 minut a bylo eluovano 10 pikl, pfi€emZ u nékterych nedochdzelo
K aplnému rozliseni (Obr. 32). ProtoZe separace byla delsi a neposkytovala optimalné&;jsi
rozdéleni pikti nez separace s acetonitrilem nebyla provedena identifikace a proméieno
SST.

0.020 4
0.018

0.015
0.012
5 ]
=L E
0.009
0.006 ‘
0.003 |

o.oooz_~lrv L_J

-0.0031 : : : : : — : : — : : — : : : :
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
t [min]

Obr. 32: Separace purinovych a pyrimidinovych bazi na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni
faze ACN:DIO+50 mM octan amonny pH 6,8 v poméru 85:15.
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5.3 Separace derivati pyridinu

5.3.1 Optimalizace podminek HILIC separace s acetonitrilem

Skupina derivati pyridinu byla separovana s acetonitrilem za podminek, kdy
vodnou slozku mobilni faze zastupoval 50 mM octan amonny pH 3,8, pH 6,8, pH 9,8 a
0,5 % kyselina octova. Ani v jednom pfipad¢ nebyla detekovana kyselina pikolinova,
pravdépodobné z divodu Spatné rozpustnosti v rozpoustécich smeésich, obsahujicich

vysokou koncentraci acetonitrilu.

Pii separaci s kyselinou octovou jako vodnou slozkou mobilni faze byly
separovany tfi piky, dochazelo ke koeluci nikotinamidu a isonikotinamidu. Za téchto
podminek doslo k vyrazné zméné selektivity - na rozdil od vSech dalsich separaci byly
kyselina nikotinova a isonikotinova eluovany pied amidy. Separace trvala 1,3 minuty
(Obr. 33). Pfi zvySeni pH na 3,8 se prodlouzila doba separace na 3,8 minut. Také
Vv tomto pripadé se nepodatilo od sebe separovat nikotinamid a isonikotinamid. Kyselina
nikotinova a isonikotinova byly eluovany v podobném retencnim ¢ase a ani dalS$im
zvySovanim koncentrace acetonitrilu v mobilni fazi nedoslo k Gplnému rozliSeni jejich
pik (Obr. 34). Pouziti 50 mM octanu amonného pH 6,8 se ukazalo jako nejméné
vhodné. Byly separovany pouze dva piky, dochazelo ke koeluci nejen nikotinamidu a
isonikotinamidu, ale také kyseliny nikotinov¢ a isonikotinové. Separace trvala 2,4 minut
(Obr. 35). Pfi nastaveni bazického pH pouzitim 50 mM octanu amonného pH 9,8 byla
separace nejdelsi trvala 4,4 minuty a byly separovany 3 piky. Opét dochazelo ke koeluci
nikotinamidu a isonikotinamidu (Obr. 36). SST bylo proméieno pti pH 9,8 (Tab. 10) a
pii pouziti 0,5 % kyseliny octové jako vodné slozky mobilni faze (Tab. 11).
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Obr. 33: Separace derivatd pyridinu na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:0,5 % kyselina octova v poméru 91:9 (1 - nikotinamid; 2 - isonikotinamid; 3 - kyselina

nikotinova; 4 - kyselina isonikotinova).
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Obr. 34: Separace derivatd pyridinu na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:50 mM octan amonny pH 3,8 v poméru 90:10 (1 - nikotinamid; 2 - isonikotinamid;

3 - kyselina nikotinova; 4 - kyselina isonikotinova).
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Obr. 35: Separace derivatd pyridinu na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:50 mM octan amonny pH 6,8 v poméru 91:9 (1 - nikotinamid; 2 - isonikotinamid;

3 - kyselina nikotinova; 4 - kyselina isonikotinova).

0.028 1+2

0.024

0.020

0.016

2
<L

0.012

0.008 4

0.004 3

0.000 L
000 040 080 120 160 200 240 280 320 360 400 440 480
t [min]

Obr. 36: Separace derivatd pyridinu na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:50 mM octan amonny pH 9,8 v poméru 91:9 (1 - nikotinamid; 2 - isonikotinamid;

3 - kyselina nikotinova; 4 - kyselina isonikotinova).
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Retenéni ¢as | Plocha . . Po.éet
Latky [%RSD] [%RSD] Rozliseni | Faktor symetrie teors';ltzl;}'wh
Isonikotinamid 0,00
Nikotinamid 0,10 0,28 1,26 5451
Kys. isonikotinova 0,12 0,46 26,00 1,28 9707
Kys. nikotinova 0,11 2,26 1,62 — 10 500

Tab. 10: Vybrané hodnoty SST pro separaci derivati pyridinu na koloné BEH Amide pfi

sloZzeni mobilni fize ACN:50 mM octan amonny pH 9,8 v poméru 91:9.

: Pocet

Latky Retenéni ¢as | Plocha o . g
[%RSD] | [%RSD] Rozliseni | Faktor symetrie teorg';ltcel;ych

Kys. nikotinova 0,07 0,26 - - 3481

Kys. isonikotinova 0,06 0,18 1,15 1,49 4571

Nikotinamid 0,28 0,45 2,08 1,10 5137

Isonikotinamid 0,30 0,47 2,10 1,09 4938

Tab. 11: Vybrané hodnoty SST pro separaci derivati pyridinu na koloné¢ BEH Amide pfi

sloZeni mobilni faze ACN:0,5 % kyselina octova v poméru 91:9.

5.3.2 Optimalizace podminek HILIC separace s dioxolanem

Pro méteni s dioxolanem byl pouzit jako vodna slozka mobilni faze, stejné jako

Vv pfedchozich pfipadech 50 mM octan amonny pH 3,8 a pH 6,8.

Pti pouziti 50 mM octanu amonného pH 3,8 byly separovany 3 piky a separace
trvala 3,2 minuty. Dochézelo stejné jako pii separacich s acetonitrilem ke koeluci
nikotinamidu s isonikotinamidem, které byly eluovany v mrtvém retenénim case
(Obr. 37). Po upraveni pH 50 mM octanem amonnym pH 6,8 byly analyty z této
skupiny eluovany béhem 1,2 minut. Pfi porovnani s blankem, bylo zjisténo, ze vSechny
analyty za téchto podminek byly eluovany v mrtvém retencnim case a tyto podminky
pro né€ nejsou vhodné (Obr. 38). Protoze se nepodafilo optimalizovat podminky pro
separace s dioxolanem a tyto separace neposkytovaly Uc¢innéj$i d€leni analytl nez

separace s acetonitrilem nebylo prométeno SST.
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Obr. 37: Separace derivati pyridinu na koloné BEH Amide s vyuZitim mobilni faze
DIO:50 mM octan amonny pH 3,8 v poméru 90:10 (1 - nikotinamid; 2 - isonikotinamid;

3 - kyselina nikotinova; 4 - kyselina isonikotinova).
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Obr. 38: Separace derivatd pyridinu na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
DIO:50 mM octan amonny pH 6,8 v poméru 90:10. Zeleny chromatogram - separace skupiny

pyridint, ¢erveny chromatogram - blank.
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5.3.3 Optimalizace podminek separace pro ,,nevodnou“ HILIC

Po vylouceni podminek se slozenim mobilni faze acetonitril-dioxolan a
acetonitril-dioxolan s kyselinou octovou, které nebyly pro separaci na koloné BEH
Amide vhodné, probihala optimalizace podminek pro ,,nevodnou* HILIC u skupiny
derivath pyridini s mobilni fazi sloZzenou z acetonitrilu a dioxolanu modifikovaného
vodnym roztokem 50 mM octanu amonného pH 6,8, ktery nahrazoval vodnou slozku

mobilni faze.

Za téchto podminek separace trvala 6,5 minut, coz je nejdelsi ¢as ze vSech
zkousenych podminek, a byly separovany 3 piky (Obr. 39). Ani dalsi zvySovani
koncentrace acetonitrilu v mobilni fazi nevedlo k optimalnéjsimu rozdéleni piki a
dochazelo pouze k prodluzovani doby analyzy. Z tohoto divodu nebyla provedena

identifikace slozek smési a proméieno SST.
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Obr. 39: Separace derivatd pyridinu na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:DIO+50 mM octan amonny pH 3,8 v poméru 85:15.
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5.4 Separace vitamini rozpustnych ve vodé

5.4.1 Optimalizace podminek HILIC separace s acetonitrilem

Pro skupinu vitaminl rozpustnych ve vod¢é byly podminky separace nastaveny
podobn¢ jako u pifedchozich skupin analytd. Pfi separacich s acetonitrilem byl jako
vodna slozka mobilni faze pouzit 50 mM octan amonny pH 3,8, pH 6,8, pH 9,8 a 0,5 %
kyselina octova. Kyselina askorbova, kobalamin, biotin a kyselina pantothenova nebyly
detekovany, pravdépodobné z divodu Spatné rozpustnosti nebo piiliSné retence na
koloné. Pro ovéteni téchto teorii je tfeba provést dalsi studie. Dalsi méfeni probihalo
bez téchto analyti. Testovand smés pro dalSi meéfeni obsahovala latky thiamin,

riboflavin, nikotinamid, pyridoxin a kyselinu listovou.

Pouziti 0,5% kyseliny octové jako vodné slozky mobilni faze se ukazalo pro
skupinu vitaminil jako nevhodné. Béhem 10 minutové separace byly eluovany pouze
dva piky, které vykazovaly zna¢né chvostovani. Dalsi testované podminky poskytovaly
podobné separace, které se od sebe jen velmi madlo liSily. Pfi pouziti 50 mM octanu
amonného pH 3,8 (Obr. 40) a 50 mM octanu amonného pH 6,8 (obr. 41) separace trvaly
7 minut a byly eluovany 4 piky. Dochazelo ke koeluci riboflavinu a pyridoxinu
s kyselinou listovou. Také pofadi eluce analyti bylo v obou ptipadech shodné a
separace se liSily jen mirnym posunem reten¢nich ¢ast analyzovanych latek. Pyridoxin
byl nestabilni a velmi rychle se rozkladal, proto vykazoval na chromatogramu dva rizné
piky (znaceno jako 3A a 3B). Také pfi pouziti 50 mM octanu amonného pH 9,8 byly
separovany 4 piky a analyty byly eluovany ve shodném pofadi jako v pfedchozim
ptfipad¢. Separace se liSila pouze dobou analyzy, kterd byla 6,5 minuty (Obr. 42).
ProtoZe se nepodafilo separovat vSechny latky ze skupiny a najit vhodné podminky pro
jejich analyzu nebylo proméfeno SST. Kolona BEH Amide nebyla vhodnou stacionarni

fazi pro separace skupiny vitaminli rozpustnych ve vode¢.
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Obr. 40: Separace vitamint rozpustnych ve vodé na kolon¢ BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:50 mM octan amonny pH 3,8 v poméru 80:20 (1 - nikotinamid; 2 - riboflavin;
3A - pyridoxinl; 3B - pyridoxin 2; 4 - kyselina listova; 5 - thiamin).
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Obr. 41: Separace vitamint rozpustnych ve vodé na koloné¢ BEH Amide s vyuZitim mobilni faze
ACN:50 mM octan amonny pH 6,8 v poméru 80:20 (1 - nikotinamid; 2 - riboflavin;
3A - pyridoxinl; 3B - pyridoxin 2; 4 - kyselina listova; 5 - thiamin).
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Obr. 42: Separace vitamint rozpustnych ve vodé na koloné¢ BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:50 mM octan amonny pH 9,8 v poméru 80:20 (1 - nikotinamid; 2 - riboflavin;
3A - pyridoxinl; 3B - pyridoxin 2; 4 - kyselina listova; 5 - thiamin).

5.4.2 Optimalizace podminek HILIC separace s dioxolanem

V pfipad¢ vitamini rozpustnych ve vodé probihala optimalizace podminek
separace s dioxolanem pouze pii pouziti 50 mM octanu amonného pH 3,8. Ostatni
podminky nebyly testovdny, protoze pii pouziti rizného pH pii separacich
s acetonitrilem se analyzy od sebe neliSily a pouZiti 0,5 % kyseliny octové se ukdzalo

jako nevhodné.

Separace s dioxolanem v ptipad¢ skupiny vitamini rozpustnych ve vod¢ trvala 4
minuty a byly eluovany 3 piky (Obr. 43). Identifikace a SST nebylo proméfovano,
protoze ani dalsi zvySovani koncentrace organické slozky v mobilni fazi nevedlo k lepsi

separaci analytli a dochazelo pouze k prodluzovani doby analyzy.
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Obr. 43: Separace vitamint rozpustnych ve vodé na koloné¢ BEH Amide s vyuZzitim mobilni faze

DIO:50 mM octan amonny pH 3,8 v poméru 90:10.

5.4.3 Optimalizace podminek separace pro ,,nevodnou“ HILIC

Optimalizace podminek pro ,,nevodnou* HILIC u skupiny vitamint rozpustnych
ve vod¢ probihala s mobilni fazi sloZzenou z acetonitrilu a dioxolanu modifikovaného
vodnym roztokem 50 mM octanu amonného pH 6,8, ktery nahrazoval vodnou slozku
mobilni faze. Dalsi testované podminky (slozeni mobilni faze acetonitril-dioxolan a
acetonitril-dioxolan s kyselinou octovou) nebyly pro separaci na koloné BEH Amide

vhodné.

Pii pouziti dioxolanu modifikovaného vodnym roztokem 50 mM octanu
amonného pH 6,8 analyza trvala 5,0 minut a neposkytla lepsi vysledky neZ separace
s acetonitrilem. Byly separovany pouze 3 piky, které zna¢né chvostovaly. ldentifikace a

SST nebyly provedeny, protoze se nepodafilo optimalizovat podminky pro tuto analyzu.
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5.5 Separace betablokatora

5.5.1 Optimalizace podminek HILIC separace s acetonitrilem

Pro skupinu betablokatori se podminky analyzy mirné liSily od podminek
testovanych u predchozich skupin analytl. Pfi separacich s acetonitrilem byl jako vodna
slozka mobilni faze pouzit 50 mM octan amonny pH 3,8 a pH 9,8. Podminky s pH 6,8
nebyly testovany, protoze po separacich s pH 3,8 a pH 9,8 se vysledky pfili§ nelisily a
tyto podminky byly vyhovujici pro analyzu této skupiny latek. Dalsi zménou oproti
piedchozim analyzam s acetonitrilem bylo pouziti vinovych délek 220 nm a 270 nm pfi
hodnoceni chromatogramii. Pfi separacich s acetonitrilem nebyl detekovan labetalol,

pravdépodobné se vyskytl problém s jeho rozpustnosti v acetonitrilu.

Pfi pouziti 50 mM octanu amonného pH 3.8 analyzy trvaly 5,6 minut a byly
separovany vSechny analyty. Pfi vyuZziti vlnové délky 220 nm doSlo ke zvySenému
Sumu na zékladni linii (Obr. 44), proto byla v ramci optimalizace podminek vybrana
vlnova délka 270 nm (Obr. 45). SST bylo proméfeno pii obou vinovych délkach, pii
pouziti vlnové délky 270 nm byly ziskdny lep$i hodnoty hodnocenych parametrti
(Tab. 12). Upravou pH na 9,8 pouzitim 50 mM octanu amonného pH 9,8 doslo ke
zkraceni analyzy na 5,2 minut. Analyty byly separovany ve stejném potadi jako
Vv pfedchozim piipadé¢ a u metoprololu a pindololu doslo k jejich vétSimu rozliSeni.
Rozdily v analyzach pti vlnové délce 220 nm (Obr. 46) a 270 nm (Obr. 47) byly
minimalni. SST bylo proméfeno pifi obou vlnovych délkach. Jednotlivé separace se
lisily ve velikostech plochy piku, mife rozliseni a faktoru symetrie. Také v tomto
pfipadé¢ bylo pouziti vinové délky 270 nm vyhodnoceno jako vhodnéjsi pro separaci této

skupiny analytu (Tab. 13).
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Obr. 44: Separace skupiny betablokatori na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:50 mM octan amonny pH 3,8 v poméru 90:10 pfi vinové délce 220 nm (1 - bopindolol;

2 - propranolol; 3 - metoprolol; 4 - pindolol; 5 - acebutolol; 6 - atenolol).
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Obr. 45: Separace skupiny betablokatori na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:50 mM octan amonny pH 3,8 v poméru 90:10 pfi vinové délce 270 nm (1 - bopindolol;

2 - propranolol; 3 - metoprolol; 4 - pindolol; 5 - acebutolol; 6 - atenolol).
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Obr. 46: Separace skupiny betablokatori na koloné¢ BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:50 mM octan amonny pH 9,8 v poméru 91:9 pti vinové délce 220 nm (1 - bopindolol;
2 - propranolol; 3 - metoprolol; 4 - pindolol; 5 - acebutolol; 6 - atenolol).
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Obr. 47: Separace skupiny betablokatori na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:50 mM octan amonny pH 9,8 v poméru 91:9 pti vinové délce 270 nm (1 - bopindolol;

2 - propranolol; 3 - metoprolol; 4 - pindolol; 5 - acebutolol; 6 - atenolol).
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Latky Rf[:g/i nlsrsch]aS [(;)I %:gg] Rozliseni | Faktor symetrie B! tgg{g:wkyCh
Bopindolol 0,27 0,24 1,23 7 567
Propranolol 0,25 0,36 11,44 1,02 10 422
Metoprolol 0,23 0,32 2,8 1,14 13 206
Pindolol 0,21 0,69 1,63 1,08 14 930
Acebutolol 0,18 0,74 4,38 1,17 13 375
Atenolol 0,10 0,39 19,00 1,29 14 822

Tab. 12: Vybrané hodnoty SST pro separaci betablokatorti na koloné BEH Amide pfi slozeni
mobilni faize ACN:50 mM octan amonny pH 3,8 v poméru 90:10, vinova délka 270 nm.

Latky Rf[:;/i n;rSch]as [(;)I c;glg] RozliSeni | Faktor symetrie el t;g,fg:wky(:h
Bopindolol 0,04 0,22 1,35 4 299
Propranolol 0,14 0,51 14,88 1,32 7988
Metoprolol 0,10 0,55 3,42 1,34 8 036
Pindolol 0,12 0,57 2,16 1,22 6 628
Acebutolol 0,10 0,53 3,39 1,38 10 046
Atenolol 0,06 0,79 16,71 1,72 9275

Tab. 13: Vybrané hodnoty SST pro separaci betablokatorti na koloné BEH Amide pii sloZeni
mobilni faze ACN:50 mM octan amonny pH 9,8 v poméru 91:9, vinova délka 270 nm.

5.5.2 Optimalizace podminek HILIC separace s dioxolanem

Pro optimalizaci podminek separaci s dioxolanem byl jako vodna sloZzka mobilni
faze vybran 50 mM octan amonny pH 3,8 a pH 6,8. Bazické pH a 0,5 % kyselina octova
nebyly stejné jako u ostatnich skupin analyti pro separace s dioxolanem testovany. Pro
hodnoceni chromatogramu separaci skupiny betablokatorti s dioxolanem byla vybrana

vlnova délka 280 nm.

Pti pouziti 50 mM octanu amonného pH 3,8 byla separace na rozdil od separaci
s acetonitrilem velmi kratkd, trvala 2 minuty. Bylo eluovano 6 pikl a byl pozorovan
zvySeny Sum na zdkladni linii. ProtoZe tyto podminky nebyly vhodné, nebyla provedena
identifikace jednotlivych analytd. Pfi zvyseni pH na 6,8 byly eluovany vsechny latky
skupiny vcetné¢ labetalolu, ktery nebyl detekovan pii separacich s acetonitrilem.
Propranolol  pravdépodobné podléhal v dioxolanu rychlému rozkladu, na
chromatogramu vykazovat 2 piky (znaceno 2A a 2B) (Obr. 48). Ani zvySovanim

koncentrace dioxolanu se nepodafilo zlepsit rozliSeni vSech pikii a optimalizovat
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analyzu, proto nebylo proméfeno SST. Separace byla krats$i nez separace

s acetonitrilem, trvala 4 minuty.
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Obr. 48: Separace skupiny betablokatori na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
DIO:50 mM octan amonny pH 6,8 v poméru 92:8 (1 - bopindolol; 2A - propranolol 1;
2B - propranolol 2; 3 - metoprolol; 4 - pindolol; 5 - acebutolol; 6 - atenolol; 7 - labetalol).

5.5.3 Optimalizace podminek separace pro ,,nevodnou*“ HILIC

Optimalizace podminek pro ,,nevodnou HILIC u skupiny betablokatort
probihala, stejn€ jako u ptedchozich skupin analytd, s mobilni fazi sloZenou z
acetonitrilu a dioxolanu modifikovaného vodnym roztokem 50 mM octanu amonného

pH 6,8, ktery nahrazoval vodnou slozku mobilni faze.

Pfi pouziti dioxolanu modifikovaného vodnym roztokem 50 mM octanu
amonného pH 6,8 separace trvala 5,8 minut. Za téchto podminek bylo separovéno 6
piki jejichz identifikace nebyla provedena, protoze separace neposkytla lepsi vysledky

nez separace s acetonitrilem.
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Obr. 49: Separace skupiny betablokatori na koloné BEH Amide s vyuzitim mobilni faze
ACN:DIO+50 mM octan amonny pH 6,8 v poméru 85:15.
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6 Zaveér

Tato diplomova prace se zabyvala moznostmi vyuziti 1,3-dioxolanu jako
alternativni organické slozky mobilni faze v hydrofilni interakéni chromatografii. Byly
porovnavany zmeény v selektivit¢ a UcCinnosti separace pii pouziti dioxolanu a
acetonitrilu jako organickych slozek mobilni faze pii analyzach 5 skupin latek, a to
fenolickych kyselin, purinovych a pyrimidinovych bazi, derivati pyridinu, vitamint

rozpustnych ve vod¢ a skupiny betablokatori.

Pro skupinu fenolickych kyselin se nepodatilo optimalizovat podminky tak, aby
doslo k uc¢inné separaci vSech vybranych latek. V ramci zkousenych podminek se
nepodaftilo detekovat nékteré latky, pravdépodobné z diivodu jejich Spatné rozpustnosti
v pouzitych rozpoustédlech nebo piiliSné retence za testovych podminek. Ovéfeni
téchto teorii nebylo soucasti této prace. Pii separacich s acetonitrilem nebyla
detekovana kyselina 2,5-OH BA. Pii separacich s dioxolanem se kyselinu 2,5-OH BA
detekovat podatilo, nicméné nebyly detekované jiné dvé kyseliny a to 3,4-OH BA a
2,3,4-OH BA. Kyselina gallova nebyla detekovana ani v jednom piipadé. Pro separace
s obéma rozpoustédly byl jako nejvhodnéjsi vodna slozka vyhodnocen 50 mM octan
amonny pH 6,8. Ani za téchto podminek se nepodafilo separovat vSechny detekované

latky smési. Pouzitd kolona BEH Amide nebyla pro analyzu této skupiny latek vhodna.

V ramci skupiny purinovych a pyrimidinovych bazi se podafilo detekovat
vSechny analyty skupiny a jako vhodnéjsi organicka slozka pro analyzu této skupiny byl
vyhodnocen acetonitril, ktery na rozdil od dioxolanu umoZnoval G¢inn€ separovat
vSechny sloZzky smési. Pro separace s acetonitrilem byl nejvhodnéjsi vodnou sloZzkou 50
mM octan amonny pH 3,8, pii jehoz pouziti doSlo k separovani vSech deseti latek
skupiny. Dioxolan vykazoval v porovnani s acetonitrilem niz§i ucinnost separace a
kratsi dobu analyzy. Pfi separacich s dioxolanem byla pozorovana zména selektivity.
Konkrétné¢ doslo ke zméné eluce adenosinu, ktery byl eluovan dfive nez adenin
suridinem a také guanin byl eluovan na rozdil od separaci s acetonitrilem pied
cytosinem. Kolona BEH Amide byla pro skupinu purinovych a pyrimidinovych bazi

vhodné zvolenou stacionarni fazi.
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V ramci separaci s acetonitrilem a dioxolanem skupiny derivati pyridinu nebyla
detekovana kyselina pikolinova, pravdépodobné pro Spatnou rozpustnost v fedici smeési
obsahujici vysoky podil organického rozpoustédla. Také pro tuto skupinu latek byl
vyhodnocen jako vhodnéjsi organickd slozka acetonitril. B€hem separaci se sloZzenim
mobilni faze acetonitril - 0,5 % kyselina octové a acetonitril — 50 mM octan amonny pH
9,8 byly eluovany tfi piky. Bohuzel se nepodaftilo ani v jednom ptipad¢ odseparovat par
nikotinamid a isonikotinamid. Pfi separacich s dioxolanem probihala eluce téchto latek
vV mrtvém reten¢nim Case. Pro analyzu derivati pyridinu nebyla pouzita kolona BEH

Amide vhodnou stacionarni fazi.

Pro skupinu vitamintl rozpustnych ve vodé nebyly zvolené podminky a pouzita
kolona pfili§ vhodné. Nepodatilo se detekovat Ctyfi latky ze skupiny a to kyselinu
askorbovou, kobalamin, biotin a kyselinu pantothenovou. Pyridoxin byl velmi
nestabilni, rychle se rozklddal a vykazoval na chromatogramech dva piky. Pii
separacich s acetonitrilem byly eluovéany ctyfi piky dochéazelo ke koeluci pyridoxinu,
riboflavinu a kyseliny listové a nepodafilo se optimalizovat podminky tak, aby tyto
latky byly separovany. Pfi pouziti dioxolanu byly eluovany také Ctyfi piky a separace

S timto rozpoustédlem neumoznila lepsi analyzu skupiny latek.

Pii separacich betablokatorti s acetonitrilem se nepodafilo detekovat labetalol.
Ostatni latky byly G¢inné separovany pii pouziti 50 mM octanu amonného pH 3,8 a pH
9,8. Pro hodnoceni skupiny betablokatorti pii separacich s acetonitrilem byla
nejvhodnéjsi vilnova délka 270 nm. Separace s dioxolanem nebyly tak UCinné, ale

podafilo se detekovat labetalol.

Vramci nevodné HILIC byly zkouSeny podminky acetonitril-dioxolan,
acetonitril-dioxolan s ptidavkem 0,5 % kyseliny octové. Tyto podminky pro kolonu
BEH Amide byly vyhodnoceny jako nevyhovujici. Pii modifikaci dioxolanové slozky
octanem amonnym bylo zjiS§t€no, Ze octan amonny neni v ¢istém dioxolanu rozpustny.
Proto na této kolon¢ a za testovanych podminek nebyla nevodnd HILIC mozna. Také
byla zkouSena varianta s dioxolanem modifikovanym vodnym roztokem 50 mM octanu
amonného pH 6,8, nahrazujici vodnou slozku mobilni faze. OvSem ani toto slozeni
mobilni faze se neukazalo jako vyhovujici a separace pro jednotlivé skupiny nepiinesla

uéinngj$i moznost rozdéleni latek nez separace s acetonitrilem.
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Jako vhodnéjsi organicka slozka mobilni faze byl v ramci této diplomové prace
vyhodnocen acetonitril, ktery umoznoval u¢inngjsi separaci latek nez dioxolan. Pti
separacich s dioxolanem bylo moZno pozorovat zmény v selektivité u skupiny
fenolickych kyselin, purinovych a pyrimidinovych bazi a skupiny betablokatora.
V mnoha pfipadech doSlo pouzitim dioxolanu ke zkraceni doby analyzy. Nami
testované podminky a pouzita kolona BEH Amide nebyly pro separaci nékterych
vybranych skupin latek vhodné. Pro vyhodnoceni moznosti pouziti dioxolanu jako
alternativni slozky mobilni fidze je potieba provést dalSi studie s vyuzitim jinych

podminek a dalSich stacionarnich fazi.
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