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1. Uvod

Vysokoucinné kapalinova chromatografie (HPLC) se fadi mezi nejcastéji pouzivané separacni
metody. Vynika vysokou spolehlivosti, dobrou opakovatelnosti a robustnosti. Vyhodou této
metody je moZznost ovliviiovat separaci nejen volbou stacionarni faze, ale také zménami
slozeni mobilni faze, kterd se vyznamné podili na interakcich rozpusténych latek se
sorbentem. Touto technikou Ize separovat Sirokou Skalu strukturné velmi odlisnych sloucenin
[1] a lze ji pouzit pro kvalitativni i kvantitativni analyzu. Volba vhodného separac¢niho
systému se Casto provadi empiricky, na zédklad¢é zkuSenosti experimentatora, podle informaci
ziskanych z literatury, s vyuzitim nékterych optimaliza¢nich programii nebo ¢ist¢ postupem

pokus-omyl. Lze vSak vyuzit i nékterych fyzikalné-chemickych charakteristik.

Pro vybér optimalnich separacnich podminek, tj. vybér vhodné stacionarni faze a mobilni faze
(popripadé¢ dalsiho aditiva napt. chirdlniho selektoru ptiddvaného do mobilni faze), je nutné
hlubsi poznéni interakénich a retencnich mechanizmli. Znamé technické parametry
chromatografickych kolon nejsou ve vétSin€ piipadii postacujici k vyberu optimdlni kolony
pro konkrétni separaci [2]. Z tohoto divodu je zaddouci nalézt vztah mezi chemickou
strukturou analytt, fyzikalné-chemickymi vlastnostmi stacionarnich fazi resp. separacnich
systétmli (v€etn¢ mobilni faze) a jejich separatnimi UCinky. Jednim z moZnych
semiempirickych postupl charakterizace separacnich systémul je metoda linedrnich vztahti
volnych energii (LFER — Linear Free Energy Relationship) [3, 4].

Proces optimalizace separace muze velmi zkomplikovat vyskyt systémovych pikt.
Existuji ptipady, kdy je dana systémova zona detekovatelna a ve vysledném chromatogramu
se objevi vice pikd neZ odpovidd poctu analyzovanych latek anebo systémova zdéna
Linteraguje* se zonou analytu a nastava tzv. rezonance.

Porozuméni jeviim probihajicim v chromatografickych separacnich systémech mé zasadni
vliv jak na optimalizaci separac¢nich podminek tak na spravnou interpretaci analytickych dat, a

tudiz vysledky analyzy.

2. Cile prace

Cilem dizertani prace bylo studium interakénich mechanizmli v separacnich systémech
vysokoucinné kapalinové chromatografie.
Dil¢i cile 1ze rozdélit do nékolika bodi:

e charakterizace a srovnani interakénich mozZnosti tifi chirdlnich staciondrnich fézi
(CSP): na bazi teikoplaninu, teikoplanin aglykonu a methylovaného teikoplanin
aglykonu v riznych mobilnich fazich pomoci modelu LFER, zjisténi interakei, které
nejvice ovliviiuji retenci analytu a ukazani moznosti predikce retence novych analyta

v popsanych separa¢nich systémech



e studium systémovych piki v RP HPLC, tzn. popsani jejich vzniku resp. vyskytu a
chromatografického chovani v daném systému

e aplikace ziskanych poznatkii na separace konkrétnich smési analytt

3. Vysledky a diskuze

3.1 Charakterizace separacnich systémi metodou LFER (publikace I)

Popis separacnich systémi pomoci modelu LFER umoziuje kvalitativni 1 kvantitativni
objasnéni interakci, které se uplatiiuji v daném systému, a tudiz maji vliv na retenci analyta.
Principem metody je korelace namétenych retencnich dat s deskriptory, které popisuji
schopnost analytu Gcastnit se urcitého typu interakce v separaénim systému [5], coZ popisuje
rovnice LFER:

logk=c+r.R;+sm"+aZa” +b28"+ vV, (1)

kde k je reten¢ni faktor, nezavisle proménné ¢leny na pravé strané rovnice jsou: R; je rozsah
molarni refrakce (disperzni interakce), 7" dipolarita/polarizibilita (elektrostatické interakce)
[6], Za,™ charakteristika proton-donorové schopnosti analytu pro tvorbu vodikové vazby [7],
2B," charakteristika proton-akceptorové schopnosti analytu pro tvorbu vodikové vazby [6], Vi
McGowantv charakteristicky objem solutu (hydrofobni interakce) [7]. Regresni koeficienty
rovnice LFER jsou ziskdvany mnohonasobnou linedrni regresi a popisuji rozdily v danych

molekularnich interakcich mezi stacionarni a mobilni fazi.

Vyse zminény model byl pouzit pro porovnani interakénich moznosti tfi chirdlnich
stacionarnich fazi na bazi teikoplaninu — teikoplaninové (T), teikoplanin aglykonové (TAG) a
methylované teikoplanin aglykonové (MTAG) CSP ve ctyfech mobilnich fazich liSicich se
pomérem methanolu (MeOH) a 1% triethylaminacetatového pufru (TEAA), pH 4,20 (obsah
MeOH v mobilni fazi se pohyboval mezi 20 a 80 objemovymi procenty), nebot’ i slozeni
mobilni faze vyznamné ovlivituje retenci a separaci analytd v HPLC. Vybérem pufru o pH
4,20 s obsahem triethylaminu jako vodné sloZky mobilni faze byly eliminovany potencialni
interakce vyvolatelné silanolovymi skupinami nosice, takze retenci analyti ovliviiuji pouze
interakce analyt/chiralni selektor a analyt/mobilni faze. Testovaci sada solutii obsahovala 34
strukturné odliSnych latek a pokryvala celou Skdlu interakci vyjadienych molekulovymi
deskriptory, aby rozloZeni hodnot jednotlivych deskriptori bylo rovnomérné, a tim se
nepreferoval zadny typ interakce na ukor jiného.

Vyznam hydrofobnich interakci v srovnavanych systémech roste se zvysujicim se obsahem
pufru v mobilni fazi. Nejvyssi hodnota hydrofobicity byla nalezena u MTAG CSP ve vSech

pouzitych mobilnich fazich. Divodem je narhst hydrofobicity chiralniho selektoru methylaci



karboxylové skupiny a fenolickych skupin teikoplanin aglykonu. Potfadi vyznamnosti
hydrofobnich interakci klesa v fadé: MTAG>TAG>T ve vsech studovanych separacnich
systémech.

Schopnost interagovat s n- a 7- elektrony analytu také vzriistd s rostoucim obsahem pufru

v mobilni fazi, nicméné piispévek tohoto typu interakce k celkové retenci analytl je niz$i nez

v

T CSP (oproti TAG a MTAG CSP pfi pouziti stejné mobilni faze), protoze ma hiife ptistupna,
cukernymi zbytky stinénd, aromatické jadra a karbonylové skupiny diky. Pfi pouZiti mobilni
faze s vysokym obsahem methanolu (80 obj.%) methanolu interakce s n- a z- elektrony
analytu obdobné¢ jako interakce hydrofobni jiz nemaji vyznamny vliv na retenci.

Interakce dipol-dip6l a dipol-indukovany dipdl jsou vyznamné témer pro vSechny studované
systémy, nebot’ CSP na bazi teikoplaninu obsahuji mnoho poldrnich i polarizovatelnych
skupin. V mobilni fazi s 80 % methanolu se tento typ interakci stdvd vyznamnym faktorem
ovlivitujicim retenci na TAG CSP a MTAG CSP (nahrazuji hydrofobni a n- a z- elektronové
interakce).

Acidita a bazicita patfi pro vSechny studované systémy mezi faktory snizujici retenci analytd.

Na zaklad¢ ziskaného popisu interakei 1ze nasledné zvolit vhodnou kombinaci stacionarni a

mobilni faze pro separace pozadované smési analyta.

3.2 Popis systémovych pikii v RP HPLC s vodnymi mobilnimi fazemi (publikace
IT)

Systémové piky jsou vyznamnym, ale ¢asto rusivym jevem, ztéZujicim proces optimalizace
separace nejen v HPLC, ale téz v dalSich separacnich metodach. Nepochopenim podstaty
systémovych pikli mize dojit ke Spatné interpretaci ziskanych vysledki, tyto piky byvaji
Casto chybné zaménovany s piky méfenych analyti [8]. Systémové piky vSak nemaji pouze
ruSivé ¢i negativni vlivy na separaci a detekci, ale lze je vyuzit napt. v HPLC k urCeni
mrtvého ¢asu [9], ktery je nezbytny pro vypocet retencnich faktorti a tedy k charakterizaci
separovanych latek.

Systémové piky byly studovany v RP HPLC s kolonou Discovery® RP Amide C16 a
mobilnimi fazemi tvofenymi pouze vodnymi pufry bez piidavku organického modifikatoru.
Dvouslozkové pufry byly tvofeny kyselinou benzoovou a hydroxidem alkalického kovu
(LiOH nebo CsOH), tfislozkové pufry obsahovaly jako dalsi slozku kyselinu tropovou
(kyselina 3-hydroxy-2-fenylpropionova). Nadavkovanim poruchy LiOH vznikly dvé resp. tfi
systétmové zony, kdy prvni byla vzdy stacionarni a dal$i ménily svou pozici v zavislosti na
sloZzeni mobilni faze (koncentraci slozek pufru).



Nadavkovanim kladné/zaporné poruchy (koncentrace v davkované zoné je vysS$i/nizsi nez
v mobilni fazi) kyseliny benzoové do dvouslozkové mobilni faze vznikne jeden
kladny/zaporny pohyblivy systémovy pik. Z toho je zfejmé, Ze porucha kyseliny benzoové
nezpusobi poruchu LiOH, coZ poukazuje na skutecnost, Ze se LiOH nesorbuje na stacionarni
fazi (dalsi dikazy jsou uvedeny v publikaci II) — viz Obr. 1 a je tedy vhodny k uréeni mrtvého
c¢asu kolony. Pfi nadavkovani kladné/zaporné poruchy LiOH bude ve vysledném

chromatogramu prvni pik kladny/zaporny a druhy zdporny/kladny.
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Obr. 1. Chromatogramy ziskané nadavkovanim poruch: A) LiOH, B) kyseliny benzoové.
Slozeni davkovanych poruch je uvedeno v obrazku. Mobilni faze: 10 mM kyselina benzoova
+ 6 mM LiOH. Nepiimd UV detekce: 290 nm; teplota kolony a v karuselu: 25 °C; pritokova

rychlost mobilni faze: 0,2 ml/min; davkovany objem: 10 pl.

Pozici prvniho systémového piku (staciondrni pik) nelze zménit, protoze, jak jiz bylo
uvedeno, hydroxidy alkalickych kovli se na danou stacionarni fazi nevazi. Zménit pozici
druhého systémového piku je v bindrnich systémech mozné dvéma zplsoby. S rostouci
disociaci kyseliny benzoové v mobilni fazi (tzn. s rostouci koncentraci hydroxidu alkalického
kovu) se druhy systémovy pik posouva k vys§im reten¢nim casiim. Druhym zplsobem je
fedéni mobilni faze, s klesajici koncentraci slozek pufru se druhy systémovy pik opét posouva
k vy$$im reten¢nim casiim. Diivodem je v obou ptipadech skute¢nost, Ze se stacionarni fazi
interaguje pouze nenabitd (nedisociovand) forma kyseliny benzoové. Nizsi mnoZzstvi nenabité
slozky v pufru vede ke snizeni kompetice o vazebna mista na stacionarni fazi a tak dojde ke
zvyseni retence.

»Hnterakce systémové zony a zony analytu (jev nazyvany rezonance) byla pozorovana pii
nadavkovani pentan-1-olu do jednoslozkové mobilni faze tvorené 10 mM kyselinou
benzoovou — viz Obr. 2. Ziskany signal ma ,,cik-cak* tvar, ktery je charakteristicky pfi pouziti
nepiimé UV detekce. Oba piky jsou rozSifené a nelze je bezchybné kvalitativné ani

kvantitativné vyhodnotit. Z obrazku je téZ patrnd zvySujici se odezva analytl, které se



vyskytuji bliz systémovému piku — pik hexan-3-olu je mnohem vétsi nez pik hexan-2-olu,
protoze jeho pozice je bliz pozici systémového piku (koncentrace i davkovany objem byly pro
oba analyty stejné). Navic byly ziskany opacné amplitudy pikti analytl pokud eluovaly pied
systtmovym pikem (propan-1-ol and butan-1-ol) nebo za (hexan-3-ol and hexan-2-ol)

systémovym pikem.
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Obr. 2. Rezonance a amplitudy pfi nepiimé¢ UV detekci. Mobilni faze: 10 mM kyselina
benzoova. Davkované vzorky: 0,5 % roztoky alkoholll rozpusténé v mobilni fazi. Neptima
UV detekce: 290 nm; teplota kolony a v karuselu: 25 °C; pratokova rychlost mobilni faze: 0,2
ml/min; davkovany objem: 20pul.

V navaznosti na experimentalné zjiSt€éna data byl vytvofen matematicky model, ktery
umoziiuje predikovat pozice a amplitudy systémovych pikti. Na zaklad¢ tohoto modelu byl
vytvoren simula¢ni program, ktery mimo predikce pozic a amplitud systémovych piki, udava
také informace o celkovém ,,vyvoji*“ koncentraci v daném systému a je schopny simulovat

pribéh experimentt.



3.3 Priklady nalezeni a vyuZziti optimalizovanych separacnich systémi

3.3.1 Achiralni systémy
3.3.1.1 Separace estrogent (publikace III)

Cilem prace bylo vyvinout jednoduchou HPLC metodu pro separaci a stanoveni péti
estrogend, konkrétn¢ estronu (E1), 17a-estradiolu (aE2), estriolu (E3), 17a-ethinylestradiolu
(EE) a mestranolu (M). Pro separaci uvedenych estrogenti byl vybran reverzni mod
vysokoucinné kapalinové chromatografie se staciondrni fazi C18. Snahou bylo pouzit co
nejjednodussi mobilni fazi. Acetonitril (ACN) byl vybran jako organicky modifikator,
vzhledem k jeho vyssi eluéni sile (v porovnani s methanolem) v téchto systémech, a druhou
slozkou mobilni faze byla deionizovana voda. Nejvhodnéjsi slozeni mobilni faze
v izokratickém modu pfi pouziti kolony Supelcosil TM LC-18-DB (250 x 4,6 mm, velikost
zrnéni 5 um) bylo ACN/deionizované voda 40/60 (v/v), kdy doslo k rozdéleni vSech péti latek
na zakladni linii. Nicméné retence mestranolu byla velmi vysokd (#z = 85,8 min), pfi€inou je
silnd hydrofobni interakce, ktera se uplatiiuje v retenénim mechanizmu této slouceniny.
Z tohoto diivodu byla optimalizovana gradientova eluce. Nejvhodnéjsi byl linearni gradient
aplikovany od 16. do 17. minuty z mobilni fdze pivodniho slozeni pfi izokratické eluci -
ACN/deionizovana voda 40/60 (v/v) do 100% ACN. PouZitim tohoto typu gradientu doslo ke
snizeni celkové doby analyzy na 22 minut.

Kratsi kolona Symmetry ® C18 (150 x 4,6 mm, velikost zrnéni 5 pm) s principialné stejnym
(i kdyz technicky odliSnym) typem stacionarni faze byla ndsledné testovana za ucelem
zkrdceni doby analyzy a zlepSeni symetrie pikl, kterd nebyla v pfedchozim piipade
nejvhodnéj$i. Na krat§i koloné¢ byla opét optimalizovano slozeni mobilni faze. Jako
nejvhodnéjsi se ukazal linearni gradient do 100 % ACN aplikovany od 8. do 9. minuty,
prvnich 8 minut bylo slozeni mobilni faze konstantni - ACN/deionizovana voda 40/60 (v/v).
Byl pouzit i gradient pro rychlost pratoku mobilni fize: 2ml/min do 8. minuty, od 8. do 9. min
byl linearn¢ zvySovan na kone¢né 3 ml/min. Pouzitim kolony Symmetry ® C18 se znacné
zlepsila symetrie vSech péti pikii a aplikaci optimalizovaného gradientu byla doba analyzy

zkrécena na 11 minut pfi zachovani separace vSech péti analyt az na zékladni linii.

3.3.1.2 Separace 1,4-benzodiazepinu (piipravovana publikace)

Optimalizace separace sedmi 1,4-benzodiazepinll - bromazepamu, oxazepamu, nitrazepamu,
chlordiazepoxidu, flunitrazepamu, lormetazepamu a diazepamu probihala rovnéz v RP HPLC
systému. Nejprve byla testovana kolona Zorbax SB-C8 (4,6 x 150 mm, 5 pum), naplnéna
oktylsilikagelovou stacionarni fazi. Na této koloné bylo postupnou upravou poméru ACN a
okyselené¢ deionizované vody (octovou kyselinou (HAc) na pH 3,0) v mobilni fazi dosazeno

rozdéleni vSech sedmi benzodiazepini na zakladni linii. Nejvhodnéjsi (optimalizované)



slozeni mobilni faze v izokratickém modu bylo ACN/ deionizovand voda s HAc, pH 3,0
30/70 (v/v). Za téchto podminek byly uvedené latky rozdéleny za 25 minut. Okyseleni mobilni
faze bylo aplikovano za Gcelem zvySeni symetrie pikli. Vyrazné zkraceni doby separace bylo
dosazeno pii pouziti kolony Zorbax SB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 um), ktera se od piedchozi lisi
nepolarn¢jsi stacionarni fazi (oktadecylové fetézce navazané na silikagelovy nosi¢). V tomto
separa¢nim systému bylo mozné pouzit mobilni fazi s vy$§im obsahem ACN (40 objemovych
procent), pfi¢emz separace na zakladni linii vSech benzodiazepint byla zachovana a celkova
doba analyzy v izokratickém modu se snizila na 7 minut pii rychlosti pritoku mobilni faze 2

ml/min — viz Obr. 3.
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Obr.3. Chromatogram separace smési benzodiazepini za pouziti kolony Zorbax SB-CI18;
sloZzeni mobilni faze: ACN/okyselena deionizovana voda HAc, pH 3,0 40/60 (v/v); rychlost
prutoku mobilni faze: 2 ml/min; teplota kolony: 25 °C; UV detekce: 240 nm.

Za optimalizovanych podminek izokratické eluce na koloné¢ Zorbax SB-C18 byly stanoveny
meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) 1,4-benzodiazepini. Hodnoty LOD a

LOQ pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: LOD a LOQ urcené pro sledované 1,4-benzodiazepiny.

LOD (ng/ml)[LOQ (ng/ml)
chlordiazepoxid 8,68 28,92
[bromazepam 7,89 26,28
loxazepam 8,91 29,69
nitrazepam 17,05 56,83
flunitrazepam 26,70 89,00
lormetazepam 17,77 59,23
diazepam 22,76 75,86
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3.3.2 Chiralni systémy (publikace IV)

Vyznamna ¢ast ptirodnich latek je chirdlnich, vyskytuji se ve form¢ enantiomert, ptipadné
diastereomert [ 10]. Lze fici, Ze chiralita je zadkladni vlastnosti Zivé hmoty. Proto je opravnéna
pozornost veénovana sledovani stereoselektivniho chovani/plisobeni sloucenin a z toho
vyplyvajicich disledkii pfi aplikaci 1é¢iv, agrochemikalii 1 pii kontrole slozek potravin.
Pfedev$im odliSnému chovani enantiomerd 1éCiv je vénovana pozornost jiz delsi dobu.
V poslednich letech se zajem rozsifuje 1 do oblasti agrochemikalii s ohledem na rozdilné
ucinky enantiomerii i enantioselektivni metabolizmus. Zaména chiralnich slozek potravin
nema tak zdvazné dusledky jako tfeba pouziti nevhodného enantiomeru lé¢iva, nicméné
stanoveni enantiomerniho zastoupeni mtze dobfe poslouzit v fad€ aplikaci. Zakladni ptehled

vvvvvv

vyrobki je uveden v podrobné resersi v publikaci IV.

3.3.2.1 Optimalizace a validace HPLC metody pro enantioseparaci (%)-
cloprostenolu (publikace V)

Tato prace se zabyvala vyvojem HPLC metody pro separaci a kvantifikaci enantiomeri (+)-
cloprostenolu. Nejprve byly pro enantioselektivni separaci (%)-cloprostenolu vyzkouseny
chirdlni staciondrni faze na bazi makrocyklickych antibiotik, jejich pouziti v§ak nevedlo k
uspokojivé enantioseparaci. Vhodnou alternativou k CSP na bazi makrocyklickych antibiotik,
glykopeptidti, jsou polysacharidové CSP. Pro dalsi experimenty proto byla pouzita kolona
Chiralcel OD-RH s celulosou modifikovanou tris (3,5-dimethylfenyl)-karbamatem na
silikagelovém nosi¢i. Na této koloné se podafilo najit vhodné podminky pro separaci (+)-
cloprostenolu. Optimalizované chromatografické podminky jsou: kolona Chiralcel OD-RH,
mobilni faze: ACN/20 mM fosftatovy pufr, pH 3,0 33/67 (v/v), rychlost pratoku mobilni faze:
0,7 ml/min, teplota kolony: 20 °C, UV detekce: 274 a 210 nm. Chromatogram separace je
ukdzan na Obr. 4. V optimalizovaném systému byly dale stanoveny zakladni valida¢ni
parametry (stabilita vzorkli, opakovatelnost a reprodukovatelnost metody, linearita, mez

detekce, mez stanovitelnosti a robustnost metody).
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Obr. 4. Chromatogram enantioseparace (%)-cloprostenolu na koloné¢ Chiralcel OD-RH;
slozeni mobilni faze: ACN/20 mM fosfatovy pufr, pH 3,0 33/67 (v/v); rychlost pritoku
mobilni faze: 0,7 ml/min; teplota kolony: 20 °C; UV detekce: 274 nm.

Metoda byla optimalizovana pro kontrolu enantiomerni Cistoty 1é¢iva, nicméné zménou
poméru ACN/20 mM fosfatovy pufr, pH 3,0 v mobilni fazi lze vypracovanou metodu pouzit i

pro semipreparativni ucely.

4. Zavéry
Predkladana dizertacni prace kombinuje teoretické ptistupy sméfujici k objasnéni separacnich

systém a interakénich mechanizmt s aplikacemi pro konkrétni analytické ucely.

Model LFER byl pouzit k porovnani tfi chirdlnich stacionarnich fazi na bazi teikoplaninu ve
ctyfech mobilnich fazich z hlediska jimi poskytovanych interakénich moznosti. Pomoci
modelu byly zjistény interakce rozhodujici o retenci analyt v téchto systémech, a také vliv
sloZzeni mobilni fize na zastoupeni jednotlivych typl interakci a jejich velikost. Ziskané

vysledky 1ze pouzit pro vybér vhodného separacniho systému.

Vyskyt a chromatografické chovani systémovych pikii byly sledovany a popsany v RP HPLC
na koloné€ Discovery® RP Amide C16 v mobilnich fazich, které byly tvofeny pouze vodnymi
pufry. Bylo zjisténo a pomoci CZE ovéteno, Ze kationty alkalickych kovi neinteraguji
s pouzitou staciondrni fazi, a proto jsou vhodné k urCovani mrtvého casu kolony. Naproti
tomu organické kyseliny v nedisociované form¢ pouzité jako slozky mobilnich fazi interaguji
se stacionarni fazi a jejich pozice v chromatogramu lze ovliviiovat zménou disociace kyseliny

anebo pouhym fedénim pufru. Na zaklad¢ rozsdhlého souboru ziskanych experimentalnich dat
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byl vytvofen matematicky model, ktery umoziuje predikovat pozice a amplitudy
systémovych pikd.

Byly vyvinuty RP HPLC metody pro separace vybranych estrogent a 1,4-benzodiazepini.
Nejvhodnéjsi nalezené HPLC podminky pro separaci estrogenii gradientovou eluci jsou:
kolona Symmetry® C18, mobilni faze ACN/voda 40/60 (v/v) do 8. min, od 8. do 9. min
linearni gradient do 100 % ACN, rychlost pritoku mobilni faze 2 ml/min do 8. min, od 8. do
9. min linedrné€ zvySovan pritok na 3 ml/min. Za téchto podminek bylo vSech pét sledovanych
estrogenil rozdéleno na zékladni linii a doba separace nepiesahla 11 minut. Vhodné podminky
pro separaci 1,4-benzodiazepini byly nalezeny v izokratickém modu: kolona Zorbax SB-C18,
mobilni faize ACN/ deionizovana voda okyselend octovou kyselinou pH 3,0 40/60 (v/v),
rychlost pritoku mobilni fdze 2 ml/min. Za téchto podminek se podafilo rozdélit vSech sedm

zastupcu této skupiny analytl na zakladni linii do 8 minut.

Pro kontrolu enantiomerni Cistoty veterindrniho 1é¢iva (+)-cloprostenolu byla nalezena a
nasledné validovana HPLC metoda. Optimalizované chromatografické podminky, pfi kterych
bylo docileno dobrého rozliSeni enantiomerti a doba analyzy nepiesadhla 9 minut, jsou: kolona
Chiralcel OD-RH, mobilni faze ACN/20 mM fosfatovy pufr, pH 3,0 33/67 (v/v), rychlost

pritoku mobilni faze: 0,7 ml/min. Metodu 1ze modifikovat i pro semipreparativni pouZiti.
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