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ANOTACE

Diplomova prace je zaméiena na latku 5,6-diamino-1,3-dihydro-2H-benzoimidazol-2-on
(DABIZ), ktery se pouziva jako barvarsky meziprodukt pii vyrobé vysoce kvalitnich
pigmentl. Z tohoto divodu je potiebné mit k dispozici vhodnou metodu pro kontrolu
jeho Cistoty. Prace se zabyva resersi této latky. Dale je navrzena vhodna analytickd metoda
na stanoveni latky, vcetné kvalitativni analyzy v technickych vzorcich. Kromé hlavni
komponenty (DABIZ) se prace zabyva také identifikaci a stanovenim vybranych necistot

v analyzovanych vzorcich.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Analysis and use of 5,6-diamino-1,3-dihydro-2H- benzoimidazol-2-one

ANNOTATION

Master thesis is focused on the substance 5,6-diamino-1,3-dihydro-2H-benzoimidazol-2-one
(DABIZ) which is used as a dye intermediate in the production of high-quality pigments.
For this reason, it is necessary to have a suitable method for checking its purity. This thesis
deals with the research of this substance. Suitable analytical method for the determination
of the substance is also proposed, qualitative analysis in technical samples included.
In addition to the main component (DABIZ) the work also deals with the identification

of selected impurities in the analyzed samples.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

bis-DABIZ  7,9-dihydrodiimidazo[4,5-b:4",5 -i]fenazin-2,8(1 H,3H)-dion

DABIZ 5,6-diamino-1,3-dihydro-2H-benzoimidazol-2-on
DAD detektor s diodovym polem

DMF dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

FLD fluorescencni detektor

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

LC kapalinova chromatografie

MeOH methanol

MS hmotnostni spektrometrie

UV/VIS spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti

€ molarni absorp¢ni koeficient



1. UVOD

5,6-diamino-1,3-dihydro-2 H-benzoimidazol-2-on pattici do skupiny benzimidazolont,
predstavuje zajimavou organickou slouCeninu s potencidlnimi aplikacemi, hlavné
v barvarském primyslu pii vyrobé modernich pigmentii. Vzhledem k tomu, ze se jedna
o surovinu, resp. meziprodukt s pomérné uzkym spektrem vyuziti, je o této latce z hlediska
kvalitativni 1 kvantitativni analyzy mélo dostupnych udaja.

Cilem diplomové prace je stanoveni 5,6-diamino-1,3-dihydro-2H-benzoimidazol-2-
onu ve vybranych vzorcich poskytnutych spolecnosti Synthesia. Stanoveni latky by mélo byt
kvantitativng, tak i kvalitativné k ziskani celkové informace. Cilem je poskytnout komplexni
pohled na strukturalni vlastnosti této slouceniny. K dispozici bylo 6 vzorki DABIZ, které
byly separovany a kvantifikovany pomoci HPLC s DAD a FLD detektorem. Kvalitativni
zaméfeni latky probéhlo pomoci spektrofotometrické metody UV/VIS. Kromé hlavni
komponenty vzorkd (DABIZ) byly sledovany také necistoty. Vyznamnou necistotou latky je
latka ,,bis-DABIZ*, ktera se vyskytuje ve vSech vzorcich.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Synthesia, a.s.

Synthesia, se sidlem v Pardubicich-Semtiné, patii mezi vyznamné chemické spolecnosti
v Ceské republice. Od svého zaloZeni v roce 1920, jako Ceskoslovenska akciova tovarna
na latky vybusné, prosla nékolika etapami rozvoje a rozsitfila svou ¢innost na rizné oblasti
chemické vyroby. V minulosti byla zndma svou vyrobou trinitrotoluenu (TNT) a vybusnin,
v reakci na potfeby armady. Postupem casu se vSak spolenost zaméfila na Sir§i spektrum
chemickych produkt. Zavod v Semtiné, ktery vznikl roku 1928, se v&noval anorganickym
produktim pro vyrobu vybusnin. Jako dalsi vznikl zavod v Rybitvi, ktery mél zaméfeni
na vyrobu 1é¢iv a barviv. V soucasné dob¢ je Synthesie rozdélena do 4 sektort (SBU)-
Pigmenty a barviva, Nitroceluldza, Organicka chemie a Energetika. Mezi hlavni produkty
patii anorganické chemikalie, organické pigmenty a barviva, nitroceluléza, oxyceluldza,
izokyandtové produkty a dal$i meziprodukty pro chemickou vyrobu. Vyrobni procesy
jsou podrobeny pfisnym kontroldm kvality, coz zajistuje splnéni standardi a pozadavkl

klientd. Od tinora roku 2024 je spole¢nost souc¢asti KAPRAIN Group.

Spolecnost aktivné investuje do vyzkumu a vyvoje, spolupracuje s akademickymi
institucemi, vyzkumnymi centry a prumyslovymi partnery scilem objevovat nové
technologie, vylepSovat stavajici produkty a hledat ekologictéjsi a efektivnéjSi vyrobni
procesy. Soucasti spole¢nosti Synthesia je dcetind spole¢nost VUOS, a.s. (Vyzkumny ustav
organickych syntéz), ktera se zabyva vyzkumem, vyvojem, vyrobou a analytickou kontrolou

v oblasti chemie. [1]
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2.2. Benzimidazoly

Benzimidazoly patii mezi heterocyklické slouCeniny, obsahujici ve své struktuie
benzenovy a imidazolovy kruh. Derivaty benzimidazolu se nejCastéji vyuzivaji
ve farmaceutickém pramyslu, kde jsou dulezit¢ pro vytvareni riznych 1é¢iv, jako jsou
se benzimidazoly vyuzivaji jako pigmenty. Benzimidazolonové pigmenty, jinak znamé jako
5-aminokarbonylbenzimidazolinova skupina, se zavislosti na struktuie pokryvaji rizné oblasti
barevného spektra. Barva nazelenale Zlutd po oranzovou se projevi kopulacni reakci na vazbu
5-acetoacetylaminobenzimidazolon a vazba 5-(2°-hydroxy-3’-naftoylamino)-benzimidazolon
ma typickou barvu od stfedné Cervené po karminovou, bordd a hnédou. Tyto pigmenty jsou
diky své vysoké stalosti pouzivané automobilovym primyslem pii povrchovych upravach,

barevnych plastech a v kvalitnich tiskatskych barvach. [4]

2.3.5,6-diamino-1,3-dihydro-2H-benzoimidazol-2-on (DABIZ)
5,6-diamino-1,3-dihydro-2 H-benzoimidazol-2-on (zkracené 5,6-diaminobenzoimidazol-2-
on, DABIZ, ¢islo CAS: 55621-49-3, obr. 1), je chemicka slouc¢enina s molekulovym vzorcem

C7HsN4O, ktera se fadi do skupiny benzimidazolont.

H,N NH
>:O
H,N NH

Obrazek 1. DABIZ

Jedna se o krystalickou latku Zluté az hnédé barvy, kterd mé slabé zasadity charakter,
je rozpustnd v dimethylsulfoxidu (DMSO), dimethylformamidu (DMF) a dal$ich organickych
rozpoustédlech. Molekulova hmotnost latky je 164,16 g/mol, bod tani je vyssi nez 300 °C,
bod varu 258,6 + 33.0 °C (pfi 760 mmHg) a index lomu 1,728. Neni stabilni na svétle, snadno
oxiduje ihned po vyrobé a zaroven je citlivy na vlhkost. Mél by se tedy skladovat
na chladném a suchém misté. [5,6] Vyznacuje se piktogramem s vykfi¢nikem a hazardnim

kodem GHSO07. V tabulce o prohlaSeni nebezpeci je pod kodem H319, ktera je v kategorii
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nezédouciho ucinku iritace, poSkozeni o¢i. Soucasti je 1 bezpecnostni prohlaSeni P305 + P351

+ P338 s informaci o vyplachovani o¢i vodou v ptipadé zasazeni touto latkou. [7]

2.4.Syntéza

DABIZ lze syntetizovat ve vysoké Cistoté a vytézku. Primysloveé vyuzivana syntéza
(obr. 2) vychazejici z benzimidazol-2-onu zahrnuje 2 kroky. Prvnim krokem je nitrace
a druhym redukce. Nitrace méd vychozi latku benzimidazol-2-on, ktery se ziskd cyklizaci
o-fenylendiaminu s mocovinou (popf. fosgenem, dimethylkarbonatem, oxidem uhli¢itym).
Benzimidazol-2-on se rozpusti v 1,2-dichloretanu, ktery zde pulsobi jako rozpoustédlo,
v poméru 1:3 a pfidd se kyselina dusi¢nd v poméru 1:2,2. Dale se pfida 1 — 10 % oxidu
fosfore¢ného (popft. oxid vanadi¢ny ve vlockach), jako katalyzator, vztazeno na benzimidazol-
2-on. Reakce se poté udrzuje pfi teploté 50-90 °C. Pomoci TLC se kontroluje prubéh nitrace
do vymizeni pluvodniho substratu. Reakcéni smés se ochladi na pokojovou teplotu,

zakoncentruje, zfiltruje a promyje vodou. Vznika meziprodukt 5,6-dinitrobenzimidazol-2-on.

(o]
r‘\f H,N
2 NH
_comH.), O? NH [H]
> (0] —> _ >:O —_— >:O
O\N+ NH H,N NH
[
(0]
2-aminoanilin benzimidazol-2-on 5,6-dinitrobenzimidazol-2-on 5,6-diaminobenzimidazol-2-on

Obrazek 2. Syntéza 5,6-diaminobenzimidazol-2-onu

V druhé ¢asti syntézy se zahteje voda, kyselina chlorovodikové a Zelezny prach na 50—
100 °C, pfidd se meziprodukt 5,6-dinitrobenzimidazol-2-on v malych davkach,
jako rozpoustédlo se pouziva voda. Reakéni smés se zahtivd po dobu 1-5 hodin. Zfiltruje
se za tepla, poté ochladi a krystalizaci se ziska vysledny produkt 5,6-diaminobenzimidazol-2-
on svétle Zluté barvy. Vytézek produktu je 91 % [8]. VySe uvedena syntéza vyfesila problém
velkého mnozstvi odpadnich kyselin, kdy se pro rozpousténi benzimidazol-2-onu pfi nitraci

vyuzivala, dle Yang et al. [9], 98% kyselina sirova.
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Dutvody vyuziti zeleza pii redukci aromatickych nitrosloucenin, jsou jeho snadna
dostupnost, nizka cena, jednoduchy proces, nizké pozadavky na zafizeni a vyspélé
technologie. OvSem do metody piinasi nevyhodu vytvofeni velkého mnozstvi kalu
a obtizného cisténi odpadni vody, coZ s sebou nese i negativum z pohledu Zivotniho prostiedi
a nespliuje pozadavky moderni pramyslové vyroby. Z tohoto divodu se k redukci
nitroskupiny pouzivé katalyticka hydrogenace vodikem. Tato metoda poskytuje vysoky
vytézek, dobrou kvalitu produktu a =zaroven je Setrné$i k Zivotnimu prostredi.
Jako katalyzator se vyuziva paladium ve smési s dal§imi kovy (ruthenium, platina, kobalt,
osmium nebo cer) zakotvené na uhliku (nebo aktivnim uhli), popt. oxidu hlinitém jako nosici

[10].

Dal$i moznosti syntézy DABIZ je zdména funkéni skupiny v 5,6-dichlorbenzimidazol-
2-onu, ktery se ziska chloraci benzimidazol-2-onu. Tato vychozi latka reaguje s amoniakem
(obr. 3) za pfitomnosti siranu médnatého pii 210 °C po dobu 5 hodin. Vytézek 5,6-

diaminobenzimidazol-2-onu je okolo 87 % [11].

Cl NH NH,, CuSO, HoN NH
—0 etanol, 5h, 210 =C —0
cl NH H,N NH
5,6-dichlorobenzimidazol-2-on 5,6-diaminobenzimidazol-2-on

Obrazek 3. Syntéza DABIZ z 5,6-dichlorbenzimidazol-2-on

2.5. Vyuziti DABIZ
Nejcastéjsim vyuzitim DABIZ je primyslova vyroba pigmentt (viz kapitola 2.5.1.).
Daéle je popsano jeho pouziti pii vyrobé uhlikovych nanostruktur vyuzivanych v modernich
lithiovych bateriich [12]. Vyuziva se jako sitovadlo pruznych pryskyficnych kompozic
k utésnéni mikrotrhlin v cementovych plastich, coz je dulezité naptiklad pfi stavbé ropnych
a plynovych vrtii [13]. Jiné mozné pouziti je pii vyrob¢ plastickych hmot na bazi kopolymeru
poly(karbonat-mocovina) nebo poly(karbonat-mocovina-ester), tyto kopolymery jsou vhodné

v aplikacich vyzadujicich zpomalovani hofeni (naptf. vngjsi kryty elektronickych zatizeni,
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domaci spotiebi¢e apod.) a chemickou odolnost (napf. automobilové dilny, kryty mobilnich
telefoni a lékaiské zatfizeni) [14]. V molekularni biologii bylo popsano jeho uplatnéni jako
meziproduktu pro syntézu koordinacni slouCeniny s rutheniem (viz kapitola 2.5.2.),

dale dekarbonylovana forma DABIZ se pouziva pro diazotaci (kapitola 2.5.3).

2.5.1. Vysoce kvalitni organické pigmenty

Vysoce kvalitni organické pigmenty zahrnuji ftalocyaninové pigmenty, chinakridony,
azopigmenty, fenolické AS pigmenty, ftalocyaninova zeleii a antrachinony. Na tyto pigmenty
jsou kladeny vysoké pozadavky jako je vysoka tepelna odolnost, svétlostalost, odolnost vici
vliviim pocasi a odolnost proti migraci. Vyhody téchto kvalitnich pigmentt jsou vysledkem
jejich dobré molekularni planarity a molekularni symetrie. Obsahuji také specifické
substituenty, které méni polaritu molekul a mohou tak vytvaret vodikové vazby mezi
molekulami, coz zlepSuje prave jejich tepelnou stabilitu a odolnost vii¢i migraci. Tyto dobré
vlastnosti je predurcuji k pouZiti v natérovych hmotéach a pro barveni plastii. Do této skupiny

vysoce kvalitnich pigmenti patii i pigmenty syntetizované na zékladé DABIZ [10].

V patentu [15] je popsano vyuZiti reakce DABIZ a kumarinu pro syntézu color filter
resistu vyuzitelného pii vyrobé vysoce kvalitnich inkoustd pro inkoustové tiskarny a pii
vyrobé LCD displeji. K dosazeni vysSiho kontrastu v displejich ztekutych krystald,
miniaturizace obrazovych senzort a vysokého rozliseni tiskaiskych barev je nutno aplikovat
jemnéjsi pigmenty a vySS8i koncentrace pigmentil v jejich aplikacnich kompozicich.
Ovsem ¢im vice se Castice pigmentd stavaji jemnéjsi a zvySuje se koncentrace pigmentu,
tim dochéazi k jejich agregaci a je obtizné ziskat stabilni rozptyl. Jednim z feSeni tohoto
problému je piidavek uvedeného kondenzacniho produktu (obr. 4) kumarinu a DABIZ,

resp. jeji soli.
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Obrazek 4. Kondenzac¢ni produkt kumarinu a DABIZ [15]

Soucasti barviv, odvozené¢ zlatky DABIZ, jsou disazo methinovd barviva,
ktera nalézaji sva uplatnéni pti barveni plastickych hmot. Tyto barviva jsou idedlni pro pouZiti
s riznymi typy plastii a syntetickych pryskyfic. Mohou byt aplikovany v podobé olejovych
¢i vodnatych barev, pro lakovani riznych povrchil, spinového barveni textilnich materialt
nebo pigmentace plastii jako je polyethylen, polystyren, polyvinylchlorid, pryze a syntetické
ktze. Tato tiskafskd barviva jsou vyuzitelnd i1 v grafickém primyslu a pro barveni buni¢iny
¢i potahovani textilii [16]. V této Siroké Skale aplikaci hraje klicovou roli benzimidazolonovy
kruh latky DABIZ, ktery se da také vyuzit jako souc€ést bisazo methinovych rozpoustédlovych
barviv, jez maji schopnost komplexovat kovovy nikl. Tato kombinace umoziiuje vytvoieni
specifickych barev s poZadovanymi vlastnostmi [17]. Dal§imi vyznamnymi pigmenty
syntetizovanych zlatky DABIZ jsou odvozeny od perinonovych sloucenin. Pigment
se aplikuje jako cCisty praSek nebo ve formé disperze v pryskyfici, s poskytnutim erveno-

zlutého zabarveni s vynikajici stalosti [18].

2.5.2. Komplex s kovem ruthenia

Léatka DABIZ je kli¢ovym prekurzorem pro syntézu komplexu [Ru(dmb).dppz-idzo]**
(obr. 5), kde dmb znaci 4,4’-dimethyl-2,2"-bipyridin, dppz je dipyrido[3,2-a:2",3"-c]fenazin
a idzo reprezentuje imidazolon. Rutheinovy polypyridylovy komplex vznika koordinaci dvou
molekul dmb a jedné molekuly dppz-idzo k centralnimu atomu ruthenia (Ru). V dnesni dobé
se témto luminiscencnim rutheniovym komplexim vénuje vétsi pozornost, z divodu vazby
na RNA ve tfech dimenzich, vysoké citlivosti a snadné nastavitelnosti fotofyzikalnich

vlastnosti, diky cemuz se lehce monitoruje vazebny proces a stanovuje relativni vazebna sila

komplexu k RNA. Komplex [Ru(dmb)dppz-idzo]*" se vaze konkrétné na duplex
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poly(A) - poly (U) a triplex poly(U) - poly(A) * poly(U). Tento duplex a triplex bazi, poté
diky navdzanému komplexu vykazuje vlastnost tzv. ,,molekularniho spinace svétla®“ (anglicky

,molecular light switch*), coz je dano intenzivni fluorescenci.

[Ru(dmb)2dppz-idzo]**

Obrazek 5. Komplex kovu ruthenia [19]

Piiprava komplexu [Ru(dmb).dppz-idzo]*" za¢ind ziskanim meziproduktu dipyrido[3,2-
a:2",3’-c]fenazin-10,11-imidazol-2-on neboli dppz-idzo. Tento meziprodukt se pfipravuje
reakci 1,10-fenanthrolin-5,6-dionu, cis-[Ru(dmb)>Cl;].2H>O a 5,6-diaminobenzimidazol-2-
onu. 1,10-fenanthrolin-5,6-dion se rozpusti v ethanolu za michdni a kroztoku je dale
po kapkach ptfidavan 5,6-diaminobenzimidazol-2-on za vzniku Zluté sraZeniny (obr. 6). Smés
jerefluxovana 15 min a po filtraci a suSeni je ziskdn zluty produkt ve vytézku 82 %,

ktery se dale pouzije pro piipravu shora uveden¢ho komplexu [19].

H N NH
+ :@i >:O Ethanol
inertni atomosféra
H,N NH

1,10-fenanthrolin-5,6-dion 5,6-diaminobenzimidazol-2-on dipyrido[3,2-a:2",3 -c]fenazin-10,11.imidazol-2-on

Obrazek 6. Priprava meziproduktu k syntéze komplexu s rutheniem [19]
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2.5.3. Diazotacni reakce

Diazotaci dekarbonylovaného DABIZ, konkrétn¢ 5,6-diamino-1H-benzimidazolu,
1ze ptipravit diazoniové soli, pfi diazotaci s nitrosylhydrogensulfaitem v prostiedi kyseliny
sirové vznika bis-diazoniova stl, ve prostiedi koncentrované kyseliny chlorovodikové vznika
monodiazoniova sul.

Naslednou kopulaci bis-diazoniové soli s 2-naftalolem v prostiedi hydroxidu sodného
dojde k uzavieni kruhu a vznikd v tomto piipadé¢ 1-imidazo[4,5-f][1,2,3]benzotriazol-2(5H)-
yl-2-naftol (obr. 7). Diazota¢ni reakce je udrzovana pii teploté pod 5 °C, dal§im krokem
je kopulaéni reakce pii teploté 5-10 °C, a zaroven je udrzovano pH mezi 5-6 vodnym

roztokem octanu sodného za vzniku srazeniny produktu.

<N

N NH2 N N~
</ j(ji NaNO_/H SO, </ j@i
NH .
NH NH N
2 \§N
5,6-diamino-1H-benzimidazol bis-diazoniova sul
+2 2-naftol
-
) N CHCOONa N N . OH
{, K4 ()
NH + S
N NH N
Y
HO
bis-diazoniova sil 1-(imidazo[4,5-f][1,2,3]benzotriazol-2(5H)-yl-2-naftol

Obrazek 7. Priprava soli z dekarbonylového DABIZ [20]

Pokud je diazotace provadéna v prostfedi kyseliny chlorovodikové je diazotovana
pouze jedna aminoskupina 5,6-diamino-1H-benzimidazolu, kterd naslednou kopulaci s 2-
naftolem poskytne 6-[(2-hydroxy-1-naftyl)diazenyl]-1H-benzimidazol-5-ol. Syntéza (obr. 8)
vychézi opét z 5,6-diaminobenzimidazolu, ktery se rozpusti v koncentrované kyseling
chlorovodikové a zchladi na 0- 5 °C (po dobu 30 minut pii 0- 5 °C). K roztoku se postupné
ptida dusitan sodny v ledové vode a smés se udrzuje pfi teploté 0-5 °C, néasledné se ukonci
ochlazovani a teplota reakce se nechd vystoupat na 40-45 °C, pfiCemz dochazi
k odhydrolyzovani jedné¢ diazoskupiny. Nasleduje pifi pH 6-7 kopulace s 2-naftolem
v hydroxidu sodném za vzniku cervené sraZeniny 6-[(2-hydroxy-1-naftyl)diazenyl]-1H-

benzimidazol-5-olu. Bis-diazoniové soli se pouzivaji pro barveni, potisk vlaknitych materiala
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vyrobenych z pfirodni a regenerované celulézy. Tyto soli se vyuzivaji také v produkci

modrotisku (kopie technického vytisku) metodou reprografie [20].

N NH, N OH
4 | NaNOSHCL g |
NH NH +
NH, N Q\N
5,6-diamino- 1 H-benzimidazol mono-diazoniova stl
N OH
N OH 2-naftol /
/] CH,COONa |
> N
NH N - NH N?
N
Y
HO
mono-diazoniova sil 6-[(2-hydroxy-1-naftyl)diazenyl]- 1 H-benzimidazol-5-ol

Obrazek 8. Priprava soli z dekarbonylovaného DABIZ [20]

2.6. Kapalinova chromatografie (LC)

Chromatografii 1ze definovat jako separacni fyzikalné-chemickou metodu zaloZenou
na distribuci latek mezi stacionarni (SF) a mobilni (MF) fazi, kter¢é musi byt vzajemné
nemisitelné. Dle uspofadani se d€li na plandrni (papirova a tenkovrstva chromatografie)
a sloupcovou (kolonova a vysokou¢inna chromatografie). Ve sloupcové kapalinové
chromatografii je stacionarni faze umisténd v chromatografické kolong, kterou protéka
mobilni faze. Staciondrni fazi je bud’ vlastni napli kolony (napft. Castice silikagelu) nebo je
vlastni stacionarni faze zakotvena na porézni matrici (napt. silikagel, ktery by se ovSem
v tomto piipadé nemél vyznamné ucastnit na separaci). Mobilni faze je kapalina proudici
chromatografickou kolonu a unasejici analyty. Interakce analytu s obéma fazemi, staciondrni
1 mobilni, urcuje rychlost, s jakou analyty prochézeji kolonou a zptsob jejich déleni.

Typ interakce zavisi na vlastnostech analytli a staciondrni faze, vcetné jejich polarity,

velikosti molekul a chemického slozeni.
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Z hlediska fyzikalné-chemického principu separace lze chromatografii rozdélit na rizné
typy (systémy) s pfevazujicimi interakcemi mezi stacionarni fazi a separovanymi latkami.
Hlavni typy interakci jsou:

= Adsorpce

®  Velikosti molekuly

® Polarita

® Interakce vlivem naboje

=  Dipoélové interakce

® Vodikové vazby

®  Afinitni interakce

Podle ptevazujiciho typu interakcei lze délit chromatografii do nasledujicich modi:
= Systémy s obracenymi fdzemi (RP-HPLC/RPLC)
= Systémy s normalnimi fazemi (NP-HPLC/NPLC)
= Hydrofobni interakéni chromatografie (HIC)
® Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC)
® Jontové parova chromatografie (IPC)
® Jontov€ vyménna chromatografie (IEC)
" Molekulové vylu¢ovaci chromatografie (SEC)
® Micelarni kapalinové chromatografie (MLC)

® Afinitni a chirdlni chromatografie

Separacni systém s normalnimi fazemi je charakterizovan poldrni stacionarni fazi
a nepolarni mobilni fazi. Retence v tomto systému je zalozena pfevazné na adsorpci. Tento
systém nachazi uplatnéni u analytll s omezenou rozpustnosti ve vodném prostiedi
(napt. lipofilni latky, izomery). Nevyhodou tohoto systému je, Ze vyzaduje praci s t¢kavymi
bezvodymi organickymi rozpoustédly. Oproti systému s normalni fazi dnes naprosto
pievazuje systém s obracenymi fazemi, piedev§im z divodu pouzitelnosti na Sirsi spektrum
druhli vzorku a analytd. V systému s obracenymi fazemi je mobilni faze poldrngjsi oproti
stacionarni, kterdA ma charakter stfedné¢ polarni az nepolarni. Mobilni fize ma vodné-

organickou povahu, kdy organickou slozku tvofi polarni organické rozpoustédlo, které je
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misitelné s vodou (napf. acetonitril, nizky alkohol). V mobilni fazi mize byt pfitomen
ipfidavek pufru, kyseliny nebo baze pro zlepSeni separacnich vlastnosti. Systém
s obracenymi fazemi se uplatiiuje u analyz Sirokého spektra latek od malych molekul az po
velké biomolekuly (proteomika) se Sirokym rozmezim acidobazickych vlastnosti a polarit

[21-23].

2.6.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie neboli HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), je vyznamna technika kapalinové chromatografie. Jeji rozvoj nastal
na poc¢atku 70. let minulého stoleti po Uspé$ném vyteSeni problematiky piipravy a vyroby
modernich staciondrnich fazi a problematiky davkovani vzorki do kolony. Oproti klasické
chromatografii je vhodna i pro separaci komplikovanéjsich smési latek s vysokou citlivosti.
HPLC m4a Sirokou Skélu aplikaci, zahrnujici napt. farmaceuticky primysl, potravinéfstvi,
Zivotni prostfedi a biotechnologie. Kolony pro HPLC jsou plnény stacionarnimi fazemi
s malou velikosti ¢astic (v souCasnosti sférickeé ¢astice s primérem 3-5 um), ¢imz je dosaZzeno
dostatecné vysoké ucinnosti kolony. Na druhou stranu maléd velikost €astic vyviji vysoky
odpor viuc¢i proudéni mobilni faze kolonou. Aby se dosdhlo dostate¢nému pritoku mobilni
faze, je nezbytné pracovat pii vysokych tlacich (HPLC do 60 MPa, UHPLC az do 100-120
MPa), coz je zajisténo vysokotlakymi cerpadly. I dalSi casti chromatografu (spojovaci
kapilary, davkovaci ventil, kolona) musi odoldvat provoznimu tlaku v systému. Latky
1ze eluovat (vymyvat z kolony) pomoci izokratické eluce (sloZzeni mobilni faze je po dobu
analyzy konstantni), gradientové eluce (pomoci programu se kontinudlné¢ meéni elucni sila)
a vicestupniova eluce zahrnujici vybér jiného rozpoustédla k némuz maji latky vétsi afinitu.
K detekcei a identifikaci separovanych latek 1ze HPLC spojit s vhodnou spektralni technikou
poskytujici potfebné informace o struktuie latky (nejcastéji hmotnostni spektrometrie)

[21,24].

2.6.2. Instrumentace v HPLC

Zakladni systétm pro HPLC nejcastéji zahrnuje: jedno nebo vice vysokotlakych
cerpadel pro tvorbu mobilni faze, systém davkovani vzorku, kolonu a detektor (obr. 9).

Systém vysokotlakych cCerpadel =zajisStuje piipravu a cerpani mobilni faze
s dostateCnym tlakem odpovidajicim zvolenému pritoku (nejcastéji 0,1-5 ml/min s presnosti

do 1 %). Podle uspotadani mize byt slozeni mobilni faze fizeno na nizkotlaké ¢asti cerpadla
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(sani), v tomto ptipad¢ je zapottebi pouze jedno vysokotlaké cerpadlo nebo slozeni mobilni
faze je tvofeno programovym fizenim Cerpani dvou vysokotlakych ¢erpadel. Mobilni faze
do Cerpadel je nasavana ze zasobniku ptes odplynovac zajistujici odstranéni rozpusténych
plynii ze sloZzek mobilni faze.

Vzorek (analyt) je davkovan do toku mobilni fdze mezi Cerpadlo a kolonu pomoci
vicecestného (Sesticestného) ventilu nebo autosampleru. Davkovani vzorku se pohybuje od
1 do 5 ul. Davkovani pomoci autosampleru umoznuje jednoduchou zménu davkovaného
objemu a v n¢kterych ptipadech je mozné v autosampleru provadét i jednoduché derivatizacni
reakce.

Po nadavkovani je analyt undSen mobilni fazi do kolony se stacionarni fazi, kterd je
umisténa v termostatu. V soucasnosti pouzivané kolony jsou nejcastéji vyrobeny z nerezové
oceli pripadné dalSich materidlit potfebnych vlastnosti (napf. titan pii pozadavku
na biokampatibilitu) a musi odolavat tlakiim v separa¢nim systému. V soucasnosti jsou bézné
pouzivané rozméry kolon: délka 5-15 cm a vnitini primér 1,5-3 mm. Kolony jsou plnény
poréznimi Casticemi nejcastéji s chemicky vazanymi staciondrnimi fadzemi podle typu
separacniho systému. Velikost tohoto typu castic je pro HPLC 3-5 pum, pro UHPLC
jsou k dispozici kolony s velikosti ¢astic pod 2 um. Vedle pln€¢ poréznich ¢éstic stacionarni
faze jsou k dispozici 1 tzv. povrchove porézni stacionarni faze tvofené pevnym neporéznim
jadrem a tenkou povrchovou porézni vrstvou s navazanou vlastni staciondrni fazi, které
kombinuji vyhody UHPLC (ucinnost) a HPLC (nizsi tlaky) systémi. Vedle kolon plnénych
diskrétnimi Césticemi existuji 1 tzv. monolitické kolony, kdy naplii kolony je tvofena
monoblokem polymeru (silikagel, organické polymery) s dostateCnou poréznosti zarucujici
pratok mobilni faze.

Eluat z kolony s rozseparovanymi latkami vstupuje do detektoru, ktery kontinudlné
méti  vybranou fyzikalng-chemickou vlastnost eluatu, jejiz grafickym zaznamem

je chromatogram, umoznujici kvalitativni 1 kvantitativni vyhodnoceni analyzy [23,25].
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Obrazek 9. Zakladni schéma instrumentace v HPLC [26]

2.6.2.1. Detekce v HPLC

Detektory v HPLC jsou zalozeny na ruznych fyzikalné-chemickych principech
a mohou méfit bud’ odpovidajici vlastnost eluatu (napt. index lomu) nebo specifické vlastnosti
analytu (napt. UV absorpce). Proces detekce probihd v malé pritokové cele, kterou prochazi
eluat. V HPLC se nejcastéji vyuzivaji detektory spektrofotometrické UV/VIS, fluorimetrické,
refraktometrické, elektrochemické, vodivostni, ptfipadné dalSi specidlni typy pro vybrané
aplikace. V soucasnosti je Casto vyuzivan k detekci hmotnostni spektrometr v riizném
uspofadani, ktery na rozdil od vétSiny predchazejicich typl detektorti umoziiuje 1 identifikaci

separovanych latek na zdkladé jejich hmotnostnich spekter [22].

* Detektor s diodovym polem (DAD)

Detektor s diodovym polem je specidlnim typem UV/VIS spektrofotometrického
detektoru s inverznim uspofadanim cela-monochromator, kde je vystupni Stérbina

monochromatoru nahrazena polem fotodiod (obr. 10).
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Obrazek 10. Schéma detektoru diodového pole [27]

Spektrum vytvotené difrakéni mtizkou je rozloZzeno po celé délce pole fotodiod
a kazda z nich funguje jako samostatny kanal pro zaznam intenzity zafeni konkrétni vinové
délky ve spektru. Vybér vinové délky k detekci nevyzaduje zadné mechanické pohyblivé
¢asti, coz poskytuje dobrou kratkodobou i dlouhodobou opakovatelnost vinovych délek.
V DAD detektoru probihd méfeni vSech vinovych délek soucasné, coz poskytuje paralelni
vicekandlovou detekci a celé spektrum Ize zaznamenat rychle.  Méfenim ziskdme

trojrozmérny graf zavislosti absorbance na Case a vinové délce (obr. 11).

AU

Time/min.

Obrazek 11. 3D graf zavislosti absorbance na ¢ase a vinové délce [27]
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Zaznamenavani trojrozmérnych dat (absorbance, ¢as, vinova délka) lze z vysledné
matice dat extrahovat chromatogramy pii konkrétnich vinovych délkdch nebo spektra
pro konkrétni elu¢ni ¢asy. Nevyhodou DAD detektoru je vys$si hladina Sumu, ktera je soucasti
procesu detekce fotodiod. Odezva (kvantova ucinnost) diodového pole je také zavisla

na teploté, coz Ize ptekonat teplotni stabilizaci detekéniho Cipu [22].

* Fluorescenc¢ni detektor (FLD)

Fluorimetricky detektor (obr. 12) je zalozen na principu fluorescence, tj. emise
sekundérniho zéfeni (emisniho), které je vyvoldno absorpci priméarniho elektromagnetického
zafeni (excitacniho) latkou. Jako zdroj excitacniho zafeni slouzi xenonova vybojka
s monochromatorem pro vybér vhodné vinové délky, kterd se voli na zéklad¢ absorpcnich
vlastnosti sledovanych slou¢enin. Eluat prochazi prutokovou celou detektoru, kde se setkava
s excitatnim zafenim. Slouceniny schopné fluorescence obsahujici fluorofor uvolni
prebytecnou absorbovanou energii jako sekundarni fluorescencni zateni. Toto zatfeni prochazi
druhym monochromatorem a je detekovano fotonasobicem. Pro optimalni citlivost detekce
je nutné peclivé nastavit na detektoru vhodnou excitaéni a emisni vinovou délku. Ziskany
chromatogram predstavuje intenzitu fluorescence ve vztahu ke koncentraci slouceniny
pfi riznych konkrétnich kombinacich excitacni a emisni vinové délky. Specifické vlastnosti

fluorescence umoziuji detektoru vysoce citlivou a selektivni detekci analyta [28].

Pritokova
\ cela
excitace (vzorek)

2droj viditelného Of

svétla

proménné excitacni
vinové délky

fotonasobit

Obrazek 12. Schéma fluorescenéniho detektoru [27]
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1. Chemikalie

V této praci byly pouzité nasledujici chemikalie a standardy:

= Standard 5,6-diamino-1,3-dihydro-2H-benzoimidazol-2-on (Cistota > 95 %, Sigma
Aldrich)

=  Rozpoustédla:
- Dimethyl sulfoxid pro HPLC (VWR chemicals)
- Dimethylformamid (VWR chemicals)
- Methanol pro HPLC (= 99,7 %), Sigma Aldrich

- Acetonitril (> 99,9 %), Fischer Chemical

- Octan amonny bezvody, p.a. (Lach-Ner, CR)

- Kyselina chlorovodikova 35 %, p.a. (Lach-Ner, CR)

- Hydroxid sodny pecky, p.a. (Lach-Ner, CR)

- Koncentrovana kyselina octova 99,8 %, p.a. (Sigma Aldrich)

* Demineralizovana voda upravena pomoci piistroje Goro Aqua Complet 200 + IWA 20
iol (Watek, CR)

3.2. Pouzita instrumentace

3.2.1. Kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity 11

Vzorky byly separovany a kvantifikovany pomoci HPLC chromatografu Agilent 1260
Infinity II (obr. 13), ktery byl vyroben firmou Agilent Technologies (Santa Clara, USA).
Chromatograf je vybaven kvarternim Cerpadlem poskytujici tlaky az 600 barrd a s pfistupem
az ke ¢tyfem rozpoustédlim (mobilnim fazim), dale vybaveni tvofi autosampler (davkovany
objem 0,1-100 ul) a kolonovy termostat s rozsahem ohtevu az 80 °C a detektor s diodovym
polem (DAD) s nastavitelnou vinovou délkou 190-640 nm se sbérem dat az pti 8 vinovych
délkach soucasné a fluorescencni detektor (FLD) s xenonovou lampou s moznosti casového
programovani a rozsahem s excitacnich a emisnich vlnovych délek 200-1200 nm [29,30].
K analyzam byly pouZity kolony s povrchové porézni staciondrni fazi Poroshell 120 (EC-C18,
2.7 um, 3.0x 150 mm- Agilent, USA) a Kinetex (C18100 A, 2,6 pm, 150 x 3 mm-
Phenomenex, USA).

29



Obrazek 13. HPLC chromatograf Agilent 1260 Infinity II (vlastni ilustrace)

3.2.2. UV/VIS spektrometr SPECORD 50 plus

Spektrometr  SPECORD 50 plus (analytik Jena), vyrobeny spolecnosti Jena
v Némecku, je dvoupaprskovy fotometr s technologii déleného paprsku. Zatrizeni (obr. 14)
je vybaveno monochrométorem s vysokym rozliSenim (Stérbina 1,4 nm), ktery umoziuje
v zékladni vybavé méfeni absorbance, spekter, automatickou konstrukei kalibracnich kiivek,
méfeni barevnosti, kinetik, koncentrace pomoci faktoru a dalSich. Instrument obsahuje

optické prvky Zeiss a umoziiuje rychlost méteni spekter az 12 000 nm/min [31].

Obrazek 14. Spektrofotometr SPECORD 50 plus [31]
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3.2.3. HPLC/MS
HPLC/MS analyzy byly realizovany na sestavé kapalinovém chromatografu Agilent

1260 Infinity II (Santa Clara, USA) spojeném s hmotnostnim spektrometrem s trojitym
kvadrupolem QTRAP 4 500 (AB Sciex, USA). Chromatografické podminky byly totozné

s optimalizovanou separaci pro HPLC/UV analyzy s vyjimkou, kdy vodnd slozka eluentu

obsahovala 1 mM octanu amonného z ditvodu zvyseni miry ionizace.

MS podminky:

- lonizace: ESI+

- Hmotnostni rozsah: 50-500 Da

- Pritoky plynd podilejicich se na rozpraSeni a suSeni eluatu: ,curtain gas“-
20 psi, ,,ion source gas 1“- 50 psi a ,,ion source gas 2“- 50 psi, collision gas-
medium

- Teplota: 600 °C

- Napéti vloZené na sprejovaci kapilaru: -3 500 V

- Vstupni potencial: -10 V

- Deklastera¢ni potencial: -90 V

- Vystupni potencial kolizni cely: -14 V

3.3. Ostatni pristroje a pomiicky

Laboratorni nddobi (Simax, CR), Biichnerova filtra¢ni sada (Simax, CR)
Analyticka vaha AE 200 (Mettler, USA)

Horkovzdu$na susarna (Memmert, Némecko)

Ultrazvukova lazen (Sonorex, Némecko)

Vakuova pumpa Laboport (KNF Neuberger, USA)

Magneticka michacka s teplotnim senzorem MR Hei-End (Heidolph, Némecko)
Sada automatickych pipet o rizném objemu (Fischerbrand, Finsko)

Vialky 2 ml (Agilent Technologies, USA)

Plastov¢ stiikacky Norm-Jet 3 ml (VWR chemicals, USA)

PTFE membréanové filtry 25 mm 0,22 um (VWR chemicals, USA), nylonové syringe
filtry 25 mm 0,22 um (VWR chemicals, USA)

Kfemennd kyveta S/Q10 pro UV/VIS s optickou drdhou 1 cm (Thermo Fischer
Scientific, CR)

31



3.4. Analyzované vzorky
Spolec¢nosti  Synthesia bylo poskytnuto 6 vzorkd 5,6-diamino-1,3-dihydro-2H-
benzoimidazol-2-onu s internim oznacenim 0-5 (obr. 15). Vzorky latky byly v pevném
skupenstvi a li§i se dodavateli. Odlisnost v dodavatelich méd vliv i na barevnost vzorkd,
kdy se barva pohybuje od hnédé ve vétsiné piipadech, po zelenou (vzorek 4) az Cernou

(vzorek 5).

Obrazek 15. Vzorky DABIZ

3.5. Pracovni postup

3.5.1. Priprava vzorku k analyze na HPLC

Vzorky 5,6-diamino-1,3-dihydro-2H-benzoimidazol-2-onu byly k analyze pfipraveny
v rozpoustédlech DMSO a methanolu. Pro ucel kvantifikace DABIZ byly pfipraveny
methanolické roztoky, pro kvantifikaci bis-DABIZ byly pfipraveny roztoky v DMSO.

Pro analyzu obsahu hlavni slozky ve vzorcich (DABIZ) bylo navazovano piesné
okolo 7, resp. 20 mg vzorku do 100ml odmérnych ban€k (z diivodu omezené rozpustnosti
nékterych vzorki), pro analyzu obsahu bis-DABIZ ve vzorcich byly pfipraveny roztoky
navazenim piesn¢ okolo 5, resp. 3 a 10 mg do 10ml odmérnych ban¢k, dle potteby kalibrace.
Plochy bis-DABIZ byly ve velkém rozmezi, a proto musel byt upraven i nasttik pro jednotlivé

vzorky.
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3.5.2. Priprava kalibracnich roztokii

Kvantifikace latky 5,6-diamino-1,3-dihydro-2H-benzoimidazol-2-on byla provedena
v methanolu. Bylo rozpusténo 20 mg standardu Sigma Aldrich ve 100ml odmérné barce.
Kalibrace byla méfena metodou zmén nasttiku.

Pti stanoveni necistoty bis-DABIZ ve vzorcich bylo navazeno 20 mg piecisténého bis-
DABIZ (k dispozici od spole¢nosti Synthesia, extrahovany z latky DABIZ od dodavatele)
do 100ml odmérné banky. Z tohoto zasobniho roztoku byl odpipetovan 1 ml do 10ml

odmérné banky. Déle se postupovalo vyuzitim zmén nastiikid pro kalibraci.

3.5.3. Priprava standardu a vzorku k analyze na UV/VIS

V DMSO a DMF bylo navazeno 5 mg standardu, vzorkl 0-5 a bis-DABIZ do 10ml
odmérnych banék a z téchto roztokli bylo odpipetovano 150 pl do 10ml odmérnych banék.
V ptipadé methanolu a vody byly navdzeny 3 mg standardu, vzorkti 0-5 a bis-DABIZ do 10ml
odmérnych ban¢k a z téchto zasobnich roztokd bylo odpipetovano 100 pl do 10ml odmérnych

banék.

3.5.4. Postup pro gravimetrické stanoveni bis-DABIZ

VyuZzivd se zde principu nerozpustnosti této necistoty v kyselin€ octové, zatimco
majoritni slozka DABIZ ptechdzi do roztoku. Necistota se zachyti na filtraénim papiru
(filtra¢ni kolac) a po jeho promyti a vysuSeni se nerozpustny podil vazi.

Navazeny vzorek (10 g) byl smichan vkéadince s 90 ml demineralizované vody
a25ml koncentrované kyseliny octové. Smés byla vloZzena na magnetickou michacku
s teplotnim senzorem (200 otacek, teplota udrzovana na 60 °C). Kédinka na michacce byla
pfikryta hodinovym sklem a byla michdna s nastavenym vyhtivanim 1 hodinu a 20 minut.
Poté byla zfiltrovana za tepla. Vznika prvni filtraéni kola¢ obsahujici nerozpustny podil bis-
DABIZ (obr. 16). Ve filtratu je obsazen rozpustny DABIZ, ktery je mozno pievést
neutralizaci roztokem NaOH na pH 5,5 na nerozpustnou formu, kterou je mozné
po 20minutovém michani téz gravimetricky stanovit (tento krok nebyl soucasti diplomové

prace).
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Obrazek 16. Filtracni kola¢ DABIZ (vlevo) a bis-DABIZ (vpravo)- vlastni ilustrace

3.6. Software k vyhodnoceni dat
Pro vyhodnoceni zdznami z HPLC byl vyuzit software OpenLab CDS (Agilent
Technologies, USA). Spektra byla vyhodnocena pomoci programu Aspect UV.
Chemické vzorce a rovnice v této diplomové praci byly vypracovdny s pomoci
programu ChemSketch, ktery je dostupny ve freeware verzi. Chemicky nazev pro necistotu

,01s-DABIZ* byl vygenerovan pomoci programu ChemDraw.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1. Problematika latky 5,6-diamino-1,3-dihydro-2H-benzoimidazol-2-on

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3., latka vykazuje nestabilitu pii expozici svétla

a vlhkosti. Tato nestabilita mize vést k nezadoucim reakcim a degradaci latky, coz muze

ovlivnit kvalitu a a¢innost produktt pii syntéze. Z téchto divodi je dilezité¢ s DABIZ spravné

manipulovat, skladovat a nevystavovat zbytecné svétlu. Bylo zjisténo, ze v pevném

skupenstvi je DABIZ vice stabilni nez v roztocich. Roztoky méni barvu jiz do ptl hodiny

od pfipravy (zména barvy po 2 hodinach viz obr. 17), a proto je dilezité pfipravené vzorky

zpracovat a zanalyzovat vcas.

\

o Standarci ihned po pfipravé r":; j : . N
| M ATy T 7‘ ‘s
! <Y ¥ ’ & ). A [ I‘\ { .
rd " - f
¥ng? ne Yeoh "
1 i il [ o &
,'F l : p
e e
e P s . - F_Ji
.‘. ‘. . g wr (f .ﬂ J’ '| :l &
dﬁ Standard po 2 hodinéch od piipravy [ l P ?
‘ ;’ ? “ - 'Sl U ] (‘ !‘ “ 1
we e Yeth B 1
T —c p—c —
- I - =
ec0000:

Obrazek 17. Zména barvy standardu DABIZ v rozpoustédlech

Dle dostupnych materiali ze spolecnosti Synthesia, a.s. je hlavni necistotou ve vzorcich

DABIZ nova, dosud nepopsana latka (obr. 18). U slouceniny byl vygenerovan chemicky
nazev 7,9-dihydrodiimidazo[4,5-b:4",5 -i]fenazin-2,8(1H,3H)-dion. Je nutno podotknout,

Ze tento néazev je pouze teoreticky, jelikoz sloucenina neni evidovana.
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Obrazek 18. Necistota "bis-DABIZ"

Vyse uvedena sloucenina vznika degradaci latky 5,6-diamino-1,3-dihydro-2 H-benzoimidazol-
2-onu (DABIZ). Pti pohledu na strukturu molekuly je patrné, ze ke vzniku této necistoty
vznikd spojenim benzimidazolonovych kruhii, tedy zdvojenim jedné molekuly DABIZ.

Odtud je odvozeno oznaceni ,,bis-DABIZ* pro ucely této diplomové préce.

4.2. Vybér vhodného rozpoustédla

Pted zahajenim vlastnich analyz je nutné vybrat vhodné rozpoustédlo, ve kterém
je latka DABIZ dostate¢né rozpustna. Bylo testovano 8 rozpoustédel, zahrnujici acetonitril
(AcN), dimethylformamid (DMF), dimethylsulfoxid (DMSO), methanol (MeOH), octan
amonny (1 g/l), vodu, 5 mM HCl a 5 mM NaOH. Rozpustnost ve zde uvedenych
rozpoustédlech je uvedena v tabulce ¢. 1. Bylo vyzkouSeny 2 koncentra¢ni hladiny
ato 10 mg/10 ml a 3 mg/10 ml. V DMSO, DMF a 5 mM NaOH byla potvrzena rozpustnost
10 mg/10 ml, zatimco ve zbylych testovanych rozpoustédlech bylo moZné pfipravit roztok

z koncentraci 3 mg/10 ml. V acetonitrilu nebylo mozné pfipravit ani roztok s koncentraci

3 mg/10 ml.

Tabulka 1. Minimalni navazky v jednotlivych rozpoustédlech

Rozpoustédlo | Max. rozpustna navazka
[mg/10 ml]
ACN -
DMSO 10
DMF 10
MeOH
Octan amonny
Voda 3
5 mM HCl 3
5 mM NaOH 10
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4.3. UV/VIS Spektrofotometricka analyza vzorki a standardid pomoci UV/VIS
DABIZ byl kvalitativné stanoven spektrofotometricky. V zavislosti na pouzitém
rozpoustédle je sledovan vliv absorpce samotného rozpoustédla. Experimentalné byly zjistény
hodnoty absorpce jednotlivych rozpoustédel (tzv. cut off, tabulka ¢. 2). Rozpoustédla DMSO
a DMF absorbuji az do vinové délky 270 nm a proto je u nich viditelny pouze 1 absorp¢ni pas
latky DABIZ. Vhodné pro spektrofotometrickou analyzu DABIZ neni ani NaOH (0,1 M),
ktera absorbuje az do 220 nm. U ostatnich rozpoustédel je absorpce nizsi. Absorpce

rozpoustédel je uvedena na obrazku 19.

Tabulka 2. Experimentalné uréené cut off rozpoustédel

Rozpoustédlo Vinova délka

[nm]
MeOH 210
Voda 190
0,IM NaOH 220
Octan amonny 210
0,IM HCI 210
DMSO 260
DMF 270

4,5

4

3,5

. 3

G 25

S 2
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180 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
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s MeOH e DMSO Voda DMF 0,1 M NaOH emmm=Qctan amonny ess=(Q,1M HCL

Obrazek 19. Absorpce rozpoustédel
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Pfi méfeni zfedénych roztokii standardu metodou UV/VIS v jednotlivych rozpoustédlech
(obr. 20) byl viditelny rozdil pti pouziti 0,1 M NaOH. DABIZ v zésaditém prostiedi rychle
méni barvu, coz znaci degradaci latky. Z tohoto diivodu lze fici, ze silnd zména pH k vySSim
hodnotam (alkalické prostfedi) neni pro latku vhodna, silné ji ovliviuje. Pii pouziti
methanolického roztoku NaOH (5 mM) byla pozorovana stejné rychla zména barvy
(degradace latky), jako u standardu s 0,1 M NaOH, proto neni vhodna ani tato varianta
piidavku NaOH do jiné¢ho rozpoustédla. Obdobny posun absorpcniho maxima byl pozorovan
v piipad¢ roztoku DABIZu v 0,1 M HCI. Z téchto divodi neni vyhodné pracovat v silné
alkalickém, resp. kyselém prostfedi. V rozpoustédlech bez vyznamnych acidobazickych

vlastnosti (voda, methanol, octan amonny, DMSO, DMF) je tvar spekter podobny.

1.8

w——\/0Cla e—(,1 M HCL
1.6 e MeOH D MF
1.4 s 0,1 M NaOH e—DMSO
e O ctan amonny s MeOH + 5 % 0,1TM NaOH

Absorbance

190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410
Vlnova délka [nm]

Obrazek 20. Spektrum standardu v jednotlivych rozpoustédlech

Vedle pasu v oblasti okolo 330-335 nm je u nékterych vzork rozpusténych v DMSO
(obr. 21) a DMF (obr. 22) patrna i dal§i absorpce pii 420-430 nm. Bylo zjisténo, Ze tato
absorpce je zptisobena piitomnosti vyssiho obsahu bis-DABIZ ve vzorku, coz je potvrzeno i
spektrem Cistého bis-DABIZu v DMSO (viz obr. 25). Pti pouziti dalSich rozpoustédlech tento
pas ve spektru nebyl, protoze bis-DABIZ je nerozpustny.
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Obrazek 21. Spektrum vzorki v DMSO
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Obrazek 22. Spektrum vzorki v DMF

V methanolu (obr. 23) a ve vod¢ (obr. 24) je vedle absorpéniho pasu 330-335 nm viditelny
i dalsi pas u oblasti pod 210 nm. V pfipadé methanolu je nutné zohlednit, Ze tento pas je na

hranici pouzitelnosti methanolu jako rozpoustédla (cut off okolo 210 nm).
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Obrazek 23. Spektrum vzorkii v methanolu

VVoda

1 e Standard

0,9

m——\/zOrek 0
0,8

/70 rek 1
0,7

0,6 /7O rek 2

/70 rek 3

Absorbance
o
w

Vzorek 4
0,3
m——\/zOrek 5

0,2
0,1

0
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

Vlnova délka [nm)]

Obrazek 24. Spektrum vzorki ve vodé

Na obr. 25 je spektrum necistoty bis-DABIZ. Byla zmétena jak spektra pivodni vyizolované
necistoty, tak 1 neCistoty po preciSténi po rekrystalizaci kyselinou octovou. Z obrazku
je viditelny relativni pokles absorpce pii 290 nm po Cisticim kroku. Profil UV spektra
precisténého i nepiecisténého bis-DABIZu je shodny. V tabulce ¢. 3 je vypocitan molérni

absorp¢ni koeficient pro bis-DABIZ.
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Obrazek 25. Spektrum bis-DABIZu v DMSO

Tabulka 3. Hodnoty molarniho absorp¢niho koeficientu bis-DABIZ

Neprecistény Precistény
bis-DABIZ bis-DABIZ
€ v DMSO € v DMSO
[/mol™! . cm™'] [/mol™! . cm™']
274nm | 425nm | 274nm | 425 nm
Bis-DABIZ | 54 640 29 730 45120 | 24 880

Pro vSechny vzorky byl vypoc€itan molarni absorp¢ni koeficient ve vybranych rozpoustédlech

(tabulka 4-5).

Tabulka 4. Vypocitany molarni absorp¢ni koeficient DABIZu v DMSO a DMF

e v DMSO ¢ v DMF e v MeOH
[/mol! . cm™'] | [I/mol™! . em™] | [I/mol™! . cm™]

pii 336 nm pfi 332 nm pfi 318 nm
Standard 9450 10 330 9350
Vzorek 0 9360 9 820 9670
Vzorek 1 7570 8310 8 540
Vzorek 2 7510 7810 7 800
Vzorek 3 7790 9360 9 540
Vzorek 4 8 700 9290 9900
Vzorek 5 7370 7790 7 530
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Tabulka 5. Vypocitany molarni absorp¢ni koeficient ve vodé

€ ve vodé g ve vodé
[/mol™! . em™] | [I/mol! . ecm™]

pfi 203 nm pfi 311 nm
Standard 46 290 9 780
Vzorek 0 42190 9 050
Vzorek 1 52 430 11320
Vzorek 2 37 260 8 150
Vzorek 3 39 640 8430
Vzorek 4 39 040 8 250
Vzorek 5 39090 8310

Ptesna poloha absorp¢niho maxima v oblasti nad 300 nm je mirné ovlivnéna pouzitym typem
rozpoustédla. Jak je uvedeno na obrazku 26 v protickych rozpoustédlech (voda, methanol)
je absorpéni maximum pfii nizsich vlnovych délkach (311 a 318 nm), zatimco u aprotickych

rozpoustédlech (DMSO, DMF) je absorpéni maximum 332 a 336 nm.

A=203 nm (¢ =37 260 I/mol'!. cm™), 3.2 mg

0.8 ——MeOH =——Voda
A=205nm (¢ =31 310 I/mol™". cm™), 3.3 mg
0,7
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A=336nm (¢ =7 510 I/mol"'. cm™), 5.3 mg
8 0,5
c A=332nm (¢ =7 810 I/mol"'. cm™), 4.9 mg
€04
o
a
< 0,3
0,2

0,1

190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 3%0 410 430 450
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Obrazek 26. Spektrum vzorku 2 v MeOH, vodé, DMSO a DMF
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4.4. Optimalizace analyzy vzorki DABIZ pomoci HPLC

Pro optimalizaci analyzy pomoci HPLC byly vyzkousSeny dva typy kolon, konkrétné
Poroshell 120 C18 a Kinetex C18 a dvé mobilni faze AcN/voda a AcN/octan amonny (1 g/l).
Pti optimalizaci se vychdzelo z pozadavku separace polarniho DABIZu a pfitomnych méné
polarnich necistot v jedné analyze. Jako nejvhodnéjsi ztohoto pohledu byla vybrana
kombinace kolony Poroshell 120 a mobilni faze AcN/voda a to z divodu lepsi symetrie piku
DABIZ v mobilni fazi AcN/voda oproti mobilni fazi AcN/octan amonny.

Byly testovany rtzné gradientové podminky separace (délka a strmost gradientu),
pficemz dale pouzivany optimalizovany prubéh gradientu je uveden v tabulce 6. Celkova
doba analyzy vcetné reekvilibrace kolony na pocatecni podminky je 22 minut. Retencni Cas
DABIZu za téchto podminek je 2.1 minuty, potencidlni necistoty v jednotlivych vzorcich
se eluuji az do 16. minuty v zavislosti na typu vzorku a pouzitém rozpoustédle pro ptipravu

vzorku k analyze.

Tabulka 6 Optimalizované podminky gradientové eluce

Cas [min] | AcN [%] | Voda [%]
0 2 98
10 20 80
15 90 10
17 90 10
17,5 2 98
22 2 98

Na obrazku 27 je viditelny dvojity pik latky DABIZ pti méfeni na KINETEX koloné
s mobilni fazi AcN/voda a na obrazku 28 je opét dvojity pik s mobilni fazi AcN/octan
amonny. Na chromatogramu na obr. 29 je analyza t¢hoZ vzorku na koloné Poroshell s mobilni
fazi AcN/voda, kde je jiz patrny ostry symetricky pik DABIZu umoziujici snadnou dalsi

kvantifikaci.
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Obrazek 27. Chromatogram vzorku 0 v DMSO v mobilni fazi AcN/voda
navazka 5 mg/10 ml, kolona Kinetex C18,100 A, 2.6 um, 150 x 3 mm Phenomenex — USA,
gradientova eluce viz tab. 7, nastiik 2 ul, prutok 0.5 ml/min, detekce UV 320 nm, teplota 30 °C
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Obrazek 28. Chromatogram vzorku 0 v DMSO s mobilni fazi AcN/octan amonny (1 g/1) ve vodg,

navazka 5 mg/10 ml, kolona Poroshell 120 EC-C18, 2.7 mm, 3.0 x 150 mm — Agilent- USA,
gradientova eluce viz tab. 7, nastiik 2 ul, prutok 0.5 ml/min, detekce UV 320 nm, teplota 30 °C
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Obrazek 29. Chromatogram vzorku 0 v DMSO s mobilni f4zi AcN/voda, navazka 5 mg/10 ml, kolona
Poroshell 120 EC-C18, 2.7 mm, 3.0 x 150 mm — Agilent — USA, gradientova eluce viz tab. 7, néstiik 2
pl, pratok 0.5 ml/min, detekce UV 320 nm, teplota 30 °C

4.4.1. Kvantifikace latky DABIZ

Pro kvantifikaci byl pfipraven kalibrac¢ni roztok standardu DABIZ v methanolu.
Kontrola jeho Cistoty byla potvrzena elementarni analyzou (teorie 51.21 % C, 4.91 % H,
34.13 % N, nalezeno 51.07 % C, 4.97 % H, 34.88 % N). Kvantifikace latky DABIZ prob¢hla
pfi vinové délce detekce 320 nm, kterd odpovidd maximu absorpéniho pasu v této oblasti.
Vysledky kalibra¢niho méfeni jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. Pomoci regresni analyzy dat v MS
excel byl vypocitan limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ). Nalezeny obsah
DABIZu se ve vzorcich 1, 2, 3 a 5 se pohyboval nad limitem kvantifikace. Z divodu omezené
rozpustnosti vzorklt 0 a 4 se podafilo pfipravit pouze roztoky s 3x nizSi koncentraci
nez ve zbylych piipadech (7,1 mg/100 ml oproti 20 mg/100 ml), a proto nalezené obsahy
DABIZ lezi pod LOQ.
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Tabulka 7. Kalibra¢ni fada standardu v methanolu

Objem nastiiku
[ul] ¢ [mg/ml] Plocha
0,5 0,048 158,5
1 0,096 440,2
1,5 0,143 753,5
2 0,191 1121,8
2,5 0,239 1484,5
LOD 0,038
LOQ 0,116

Pti prvotnim vyhodnoceni vysledkll kalibracnich analyz byla zjiSténa vyznamna zaporna
hodnota tseku kalibra¢ni zavislosti, proto bylo méfeni vicekrat opakovano vzdy s Cerstvé
pfipravenym roztokem standardu DABIZ, avSak ziskané kalibracni zavislosti vykazovaly
stejny trend (zapornd hodnota tseku kalibracni zavislosti). Tento problém byl konzultovan
s vedoucim diplomové prace i s konzultantkou a nebyla shleddna chyba v ptipravé vzorku
k analyze, vypoctu ¢i v instrumentaci. Vysledky kalibracnich méfeni byly konfrontovany
s metodou pro HPLC analyzu DABIZ dosud pouzivanou v Synthesia a.s., pficemz bylo
zjiSténo, ze ob¢ sady kalibracnich méfeni jsou zatizeny podobnou prozatim neznamou
systematickou chybou. Vicenasobné opakovani kalibracnich méfeni nebylo mozné z divodu
omezené stability DABIZu (viz kapitola 4.1.). Kompletni sada kalibracnich méfeni trva

2 hodiny, coz je na hranici stability hlavni slozky.

1600,000
1400,000
1200,000
1000,000

800,000

Plocha

Y y= 6983,5x - 208,45
R*=0,9968
600,000
400,000
200,000

0,000
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Koncentrace [mg/ml]

Obrazek 30. Kalibra¢ni zavislost DABIZ
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Na obr. 30 je uvedena kalibracni zavislost DABIZ. Kvantifikace DABIZ v jednotlivych
vzorcich je uvedena v tabulce 8. Nejvétsi zastoupeni DABIZ a nejcistéjsi je vzorek 0 (98,1
%). Nejvice necistot obsahuje vzorek 5 s nejmensim zastoupenim DABIZ. Ukézka separaci

viz ptilohy obr. 42-47.

Tabulka 8. Kvantifikace DABIZ v methanolu

Navazka | Davkovani Koncentrace
Vzorek [mg] [ul] Plocha [mg/ml] Hm. %
Vzorek 0 7,1 2 265.5 0,0696 98,1
Vzorek 1 20,1 2 1020,5 0,1806 89.8
Vzorek 2 20,1 2 935,3 0,1681 83,6
Vzorek 3 20,4 2 1010,5 0,1791 87.8
Vzorek 4 7,1 2 220,5 0,0630 88.8
Vzorek 5 19,6 2 791,8 0,1470 75,0

Vedle linearni regrese bylo vyzkouseno prolozit kalibra¢ni data polynomem 2. stupné, avSak

ani toto nepfineslo podstatné zlepsSeni regresnich parametri (absolutni hodnota tseku).

4.4.2. Analyza necistot

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.1., latka DABIZ je v roztoku nestabilni a rychle
podléha degradaci za vzniku dalSich barevnych produkti. Toto je potvrzeno analyzou Cerstve
pfipravenych vzorkit v DMSO a jejich opakovanou analyzou po 12 hodinidch expozice
na dennim svétle pii laboratorni teploté. Vysledky srovnavacich analyz pii 254 nm
jsou uvedeny v tabulce 9, z nichz vyplyva, zZe nejvice dochdzi vedle vzriistu obsahu necistoty
str=5,1 min k rapidnimu narGstu obsahu necistoty s tr=10,5 min, ktery odpovidd bis-
DABIZ. Vzorek 0 a 5 obsahuje necistoty, které se neprojevuji u ostatnich vzorkl a jejichz
obsah je nezavisly na délce skladovani kapalného vzorku. Ukazka chromatogrami z 1. méfeni

viz ptilohy obr. 48-52.
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Tabulka 9. Prehled necistot v DMSO

1. méfeni
Plocha Plocha Plocha Plocha Plocha
DMSO (3 min) (5,1 min) | (10,1 min) | (10,5 min) | (16,3 min)
Vzorek 0 - 256,8 - 5,5 11,7
Vzorek 1 - 288,0 - 21,3 -
Vzorek 2 - 260,0 - 50,0 -
Vzorek 3 - 281,5 - 104,3 -
Vzorek 4 - 320,3 - 2493 -
Vzorek 5 226,0 239.9 117,7 14,7 -
2. méfeni (stabilita
po 12 hodinach)
Plocha Plocha Plocha Plocha Plocha
DMSO (3 min) (5,1 min) | (10,1 min) | (10,5 min) | (16,3 min)
Vzorek 0 - 367,1 - 59,7 12,7
Vzorek 1 - 461,6 - 359 -
Vzorek 2 - 300,3 - 280,9 -
Vzorek 3 - 402,0 - 139,5 -
Vzorek 4 - 415,2 - 271,7 -
Vzorek 5 239,2 243.0 118 67,8 -
4.4.3. Kvantifikace bis-DABIZ

Pted pouzitim pro kalibraéni méfeni byl vzorek bis-DABIZu, ktery byl pouzit
jako standard, precistén rekrystalizaci s kyselinou octovou stejnou metodou, kterd byla
pouzita pfi gravimetrickém stanoveni bis-DABIZu (viz experimentalni ¢ast kap. 3.5.4.).

Chromatogram takto preciSt€éného bis-DABIZu s detekci pifi 400 nm je na obr. 31,

kde je vidét, Ze zddné vyznamné necistoty se v zaznamu nevyskytuji.
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Obrazek 31. Chromatogram bis-DABIZu, roztok 20 mg/100 ml, dale fedén 2 ml/10 ml, UV detekce

400 nm, HPLC podminky viz obr. 29)

Takto precistény bis-DABIZ byl pouZit jako kalibra¢ni standard ke kvantifikaci jeho

obsahu v jednotlivych vzorcich DABIZu. Piislu$né kalibra¢ni data jsou uvedena v tabulce 10

a na obr. 32 je uvedena kalibracni zavislost. Pomoci regresni analyzy dat v MS Excel byl

vypocitan limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) pro kalibraci bis-DABIZ. Obsah

bis-DABIZu byl vyssi u vSech vzorkli nez limit kvantifikace. Uk4zky separaci viz ptilohy

obr. 53-58.

Tabulka 10. Kalibraéni fada bis-DABIZ v DMSO

Objem nastiiku
[ul] ¢ [mg/ml] Plocha
0,5 0,005 14,8
1 0,010 33,8
1,5 0,016 56,1
2 0,021 76,9
2,5 0,026 96,3
3 0,031 116,5
3,5 0,036 138,5
4 0,041 161,3
LOD 0,002
LOQ 0,006
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Obrazek 32. Kalibracni zavislost bis-DABIZ

Nejvetsi zastoupeni necistoty bis-DABIZ bylo ve vzorku 4 a nejméné ve vzorku 0

(tabulka 11).

Tabulka 11. Kvantitativni stanoveni bis-DABIZu v DMSO

Navazka | Davkovani Koncentrace
Vzorek [mg] [ul] Plocha [mg/ml] Hm. %
Vzorek 0 10,0 5 33,1 0,0095 0,4
Vzorek 1 5.5 2 19.4 0,0065 1,2
Vzorek 2 4.9 2 45,2 0,0129 2,6
Vzorek 3 4.7 2 118,3 0,0311 6,6
Vzorek 4 3,1 1,5 139,9 0,0365 8.8
Vzorek 5 5,0 5 61,4 0,0169 1,4

V tabulce €. 12 jsou uvedené souhrnné vysledky HPLC kvantifikace DABIZ a bis-DABIZ.
Z vysledkti vyplyva, ze vzorky obsahuji jeste¢ dal$i necistoty. Pomoci HPLC/MS analyz
uvedenych v kapitole 4.6. byly zjistény molekulové hmotnosti téchto necistot a u nékterych

navrzena mozna struktura.
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Tabulka 12. Stanoveni DABIZ a bis-DABIZ pomoci HPLC

Bis-
HPLC DABIZ ve X
DABIZ vzorku DABIZ
Vzorek hm. % [%] + bis-DABIZ

Vzorek 0 98,1 0,4 98,5
Vzorek 1 89,8 1,2 91,0
Vzorek 2 83,6 2,6 86,2
Vzorek 3 87,8 6,6 94,4
Vzorek 4 88,8 8.8 97,6
Vzorek 5 75,0 1,4 76,4

4.5. Gravimetrické stanoveni bis-DABIZ
Vedle stanoveni bis-DABIZu v jednotlivych vzorcich pomoci HPLC byla pouzita
i gravimetricka metoda popsana v kapitole 3.5.4. experimentalni ¢asti. Tato metoda vychazi
z poznatku, Ze bis-DABIZ je nerozpustny v ledové kyselin€ octové a po odfiltrovani

a promyti nerozpustného podilu je mozné jej gravimetricky stanovit.

Vysledky této metody jsou uvedeny v tabulce 13. Bylo zjisténo, ze nejvice bis-DABIZ

obsahuje vzorek 3 (14,6 %), nejcistejsi ze vSech vzorki je vzorek 1 (1,5 %).

Tabulka 13. Stanoveni DABIZ a bis-DABIZ pomoci gravimetrie a HPLC

Bis-
HPLC DABIZ ve x
DABIZ vzorku DABIZ
Vzorek hm. % [%o] + bis-DABIZ

Vzorek 1 89,8 1,5 91,3
Vzorek 2 83,6 11,3 94,9
Vzorek 3 87,8 14,6 102,4
Vzorek 4 88.8 7,3 96,1
Vzorek 5 75,0 5,5 80,5

Pti porovnani kvantifikace bis-DABIZ pomoci HPLC a gravimetrické metody je shoda
uvzorkli 1 a 4, zatimco vysledky gravimetrického stanoveni u ostatnich vzorkid jsou ve
srovnani s HPLC metodou vyssi. Tento nesoulad miiZze byt zpGisoben mimo jiné i tim, Ze pii
srazeni kyselinou octovou se vedle bis-DABIZu vysrdzeji i ostatni necistoty, coz vede

k fale$n¢€ pozitivnim vysledkiim a nadhodnoceni obsahu bis-DABIZu v takovychto vzorcich.
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4.6. HPLC/MS identifikace necistot ve vzorcich DABIZ

V kapitole 4.4.2. bylo konstatovano, ze vedle hlavni slozky DABIZ a potencialni
znam¢é necistoty bis-DABIZ vzorky obsahuji jeste dalsi necCistoty v zavislosti na konkrétnim
vzorku. Ze vSech studovanych vzorkd vykazoval nejvice necistot zjiSténych pomoci
HPLC/UV analyzy vzorek ¢. 5 (viz obr. 33). Proto tento vzorek byl analyzovan s vyuzitim
hmotnostni detekce s kvadrupolovym analyzatorem. Z divodu Spatné ionizovatelnosti
za optimalizovanych HPLC podminek (eluce gradientem AcN/voda) bylo nutné do vodné
slozky mobilni faze pro gradientovou eluci pfidat octan amonny v koncentraci 1 mM.
Zatéchto podminek byla ionizovatelnost analytd jiz dostatecnd a bylo mozno ziskat
hmotnostni spektra jednotlivych pikd. Na obrazku 33 je zdznam HPLC analyzy vzorku 5
pti vlnové délce detekce 254 nm. Na zdznamu je pik hlavni slozZky DABIZ pfi tr = 2.1 min
a dalSich latek s reten¢nimi casy 3, 5.1, 10.1 a 10.5 min (podle tabulky 9). Odpovidajici
hmotnostni spektra pro jednotlivé piky jsou na obrazcich ¢. 34, 35, 37,40 a 41.
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Obrazek 33. Chromatogram vzorku 5 v DMSO, navdzka 5 mg/10 ml, detekce UV 254 nm,
dal$i podminky viz obr. 29
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Obrazek 34. Hmotnostni spektrum piku tr = 2,1 min (DABIZ), HPLC/MS podminky viz kap. 3.2.3.
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Obrazek 35. MS spektrum piku tr =3 min, HPLC/MS podminky viz kap. 3.2.3.
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Obrazek 36. HPLC/VIS spektrum piki tr = 2.1 a 3 min, UV detekce pti 254 nm, HPLC podminky
viz obr. 29
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Obrazek 37. MS spektrum piku tr = 5.1 min, HPLC/MS podminky viz kap. 3.2.3.
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Ve hmotnostnim spektru piku s tr = 2,1 min (obr. 34) pii zdznamu kladnych iontil je vidét
protonovany molekulovy ion [M+H] © = 165, coz odpovida vychozi latce DABIZ. Stejny
molekulovy ion byl nalezen i v hmotnostnim spektru piku s tr = 3 min (obr. 35). Odpovidajici
UV spektra obou pikli jsou na obrazku 36. Vzhledem k rozdilnosti v UV spekter a stejné
molekulové hmotnosti se nejspiSe jednd v ptipadé latky str = 3 min o polohovy izomer
DABIZu. Ve hmotnostnim spektru necistoty s tr = 5,1 min (obr. 37) je vidét dominantni pik
piim/z =165, coz odpovida latce s molekulovou hmotnosti 164 a sudym poctem dusikd.
Mozné struktura této latky, ktera by korelovala s DABIZ, je na obrazku 38. Odpovidajici
UV spektrum tohoto piku je na obr. 39.

’_,—"
=0
“-~\ r\J
H,N
Obrazek 38. Navrh struktury latky pfi tr = 5,1 min
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Obrazek 39. HPLC/VIS spektrum latky s tr = 5.1 min, UV detekce pti 254 nm, HPLC podminky
viz obr. 29
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Ve hmotnostnim spektru necistoty s tg 10,1 min (obr. 40) je vidét ion s [M+H] © = 308,
coz odpovida vychozi latce s lichym poctem dusikd. Vzhledem k velice nizkému obsahu
této necistoty v analyzovaném vzorku je i hmotnostni spektrum zna¢né zaSuméné a nelze
zn¢j vyvodit zadné zavéry tykajici se mozné struktury. Na obrazku 41 (MS bis-DABIZ)
je vidét molekulovy ion [M+H] * = 293, coz odpovida molekulové hmotnosti M = 292 latky
bis-DABIZ. Vedle potvrzeni pomoci hmotnostni spektrometrie byla konformita tohoto piku

a bis-DABIZu potvrzena i '"H-NMR spektrometrii realizovanou na externim pracovisti.
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Obrazek 40. MS spektrum piku tg ~ 10.1 min, HPLC/MS podminky viz kap. 3.2.3.
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Obrazek 41. MS spektrum bis-DABIZ s tg = 10.5 min, HPLC/MS podminky viz kap. 3.2.3.

57



ZAVER

Cilem diplomové prace bylo, mimo reSerSi na téma 5,6-diamino-1,3-dihydro-2H-
benzoimidazolon-2-onu (DABIZ), tuto latku také analyzovat a kvantifikovat. K dispozici bylo
6 vzorkii poskytnutych spolecnosti Synthesia, a.s., které byly porovnavany mezi sebou.
Na zakladé UV/VIS spekter zméienych v riznych typech rozpoustédel bylo zjiSténo,
ze v rozpoustédlech se silnymi acidobazickymi vlastnostmi dochazi k vyraznym barevnym
zméndm takto pfipravenych roztokd. Pro dal§i méfeni byly jako rozpoustédla zvoleny
methanol (stanoveni hlavni slozky DABIZ) a DMSO (stanoveni vybrané necistoty).

DABIZ byl kvantifikovan pomoci optimalizované HPLC metody. Za nejvice Cisty
technicky vzorek lze povazovat vzorek €. 0 a nejvice necistot bylo zjisténo ve vzorku €. 5.

Krom¢ hlavni komponenty DABIZ byla ve vzorcich pozitivné identifikovana
a kvantifikovana jako necistota latka 7,9-dihydrodiimidazo[4,5-b:4",5"-i]fenazin-2,8(1H,3H)-
dion (bis-DABIZ) vznikajici s nejvétsi pravdépodobnosti kondenzaci dvou molekul DABIZu.
Navrh této struktury vychazi z HPLC/MS analyzy a z NMR spektra této necistoty. Bis-
DABIZ byl takto identifikovan a stanoven ve vSech vzorcich. Vedle bis-DABIZu
se vyskytovaly ve vzorcich i1 dalsi necistoty, které byly analyzovany pomoci HPLC/MS

a v n€kterych ptfipadech byla navrzena i jejich moZna struktura.
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Obrazek 42. Chromatogram vzorku 0 v MeOH s mobilni fdzi AcN/voda, navazka 7 mg/100 ml,
kolona Poroshell 120 EC-C18, 2.7 mm, 3.0 x 150 mm — Agilent — USA, gradientova eluce viz tab. 7,
nastrik 2 pl, pratok 0.5 ml/min, detekce UV 320 nm, teplota 30 °C
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Obrazek 43. Chromatogram vzorku 1 v MeOH, navazka 20 mg/100 ml, UV detekce 320 nm,
dal$i podminky viz obr. 42
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Obrazek 44. Chromatogram vzorku 2 v MeOH, navazka 20 mg/100 ml, UV detekce 320 nm,
dal$i podminky viz obr. 42
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Obrazek 45. Chromatogram vzorku 3 v MeOH, navazka 20 mg/100 ml, UV detekce 320 nm,
dalsi podminky viz obr. 42
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Obrazek 46. Chromatogram vzorku 4 v MeOH, navazka 7 mg/100 ml, UV detekce 320 nm,
dal$i podminky viz obr. 42
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Obrazek 47. Chromatogram vzorku 5 v MeOH, navazka 20 mg/100 ml, UV detekce 320 nm,
dalsi podminky viz obr. 42
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Obrazek 48. Chromatogram vzorku 0 v DMSO, navazka 10 mg/10 ml, UV detekce pii 254 nm,
dalsi podminky viz obr. 42
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Obrazek 49. Chromatogram vzorku 1 v DMSO, navdzka 5 mg/10 ml, UV detekce pii 254 nm,
dalsi podminky viz obr. 42
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Obrazek 50. Chromatogram vzorku 2 v DMSO, navazka 5 mg/10 ml, UV detekce pii 254 nm,
dal$i podminky viz obr. 42
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Obrazek 51. Chromatogram vzorku 3 v DMSO, navazka 5 mg/10 ml, UV detekce pii 254 nm,
dalsi podminky viz obr. 42
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Obrazek 52. Chromatogram vzorku 4 v DMSO, navazka 3 mg/10 ml, UV detekce pii 254 nm,
dal$i podminky viz obr. 42
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Obrazek 53. Chromatogram vzorku 0 v DMSO, navazka 10 mg/10 ml, UV detekce 400 nm,
dalsi podminky viz obr. 42
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Obrazek 54. Chromatogram vzorku 1 v DMSO, navazka 5 mg/10 ml, UV detekce 400 nm,
dalsi podminky viz obr. 42
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Obrazek 55. Chromatogram vzorku 2 v DMSO, navazka 5 mg/10 ml, UV detekce 400 nm,
dal$i podminky viz obr. 42
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Obrazek 56. Chromatogram vzorku 3 v DMSO, navazka 5 mg/10 ml, UV detekce 400 nm,
dal$i podminky viz obr. 42
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Obrazek 57. Chromatogram vzorku 4 v DMSO, navazka 3 mg/10 ml, UV detekce 400 nm,
dal$i podminky viz obr. 42
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Obrazek 58. Chromatogram vzorku 5 v DMSO, navazka 5 mg/10 ml, UV detekce 400 nm,
dal$i podminky viz obr. 42
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