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ANOTACE

Diplomova prace je vénovana vyzkumu a optimalizaci podminek ternarnich (tfislozkovych)
mobilnich fazi a gradientdt v HILIC chromatografii (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography). Cilem bylo posoudit potencidlni dopad kombinace methanolu s mobilnimi
fazemi acetonitrilu a vodného pufru. Z recentni literatury vyplyva, ze kombinace acetonitrilu
a methanolu v mobilni fazi mizZe ovliviiovat charakter difuzni vodné vrstvy na povrchu HILIC
stacionarni faze a mit vliv na selektivitu separace. Jako modelové analyty byly zvoleny
nukleové baze, nukleosidy, barbituraty a sulfonamidy, které patii do kategorie polarnich latek
vhodnych pro separaci. Bylo prométfeno retencéni chovani v gradientech s acetonitrilem
a methanolem a byly uréeny parametry retenéniho modelu z gradientovych dat. Na zakladé
parametri predikovanych retencnich casi jsou diskutovany vlivy uvedenych organickych

rozpoustédel.

KLICOVA SLOVA

Ternarni mobilni faze, chromatografie hydrofilnich interakci



TITLE

Characterization of retention with ternary mobile phases in HILIC chromatography

ANNOTATION

The diploma thesis is devoted to the research and optimization of the conditions of ternary
(three-component) mobile phases and gradients in HILIC chromatography (Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography). The aim was to assess the potential impact of combining
methanol with mobile phases of acetonitrile and aqueous buffer. Recent literature shows that
the combination of acetonitrile and methanol in the mobile phase can influence the nature of
the diffuse aqueous layer on the surface of the HILIC stationary phase and influence the
selectivity of the separation. Nucleic bases, nucleosides, barbiturates and sulfonamides, which
belong to the category of polar substances suitable for separation, were chosen as model
analytes. The retention behavior in gradients with acetonitrile and methanol was measured and
the parameters of the retention model were determined from the gradient data. Based on the
parameters of the predicted retention times, the effects of the listed organic solvents are

discussed.

KEYWORDS

Ternary mobile phases, chromatography of hydrophilic interactions
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UvVOD

V moderni analytické chemii hraje chromatografie kli¢ovou roli v separaci, identifikaci
a kvantifikaci latek v komplexnich smésich. S nartstajicim zajmem o analyzu biomolekul
a farmaceutik roste i potfeba optimalizovat podminky separace s cilem dosahnout co nejvyssi
citlivosti a selektivity. V tomto sméru se v posledni dob¢ stile vice uplatiiuje hydrofilni
interakéni  chromatografie (HILIC chromatografie Hydrophilic Interaction Liquid

Chromatography), ktera se osvédcuje pii separaci polarnich a hydrofilnich latek.

Tato prace se zabyva zkoumanim a optimalizaci podminek separace pomoci terndrnich
mobilnich fazi a gradientové eluce v HILIC chromatografii. Hlavnim cilem je nalézt ideélni
podminky pro separaci ¢tyf typd modelovych smési, jako jsou nukleové baze, nukleosidy,
barbituraty a sulfonamidy. Tyto latky byly zvoleny pro svou dilezitost v biochemickych

a farmaceutickych aplikacich a zaroven pro svou riznorodost v polarité a rozpustnosti.

Experimentalni ¢ast prace zahrnovala piipravu gradientové eluce a izokratické eluce, které byly
optimalizovany pro kazdou zkoumanou latku. Pro méfeni izokratické eluce bylo nezbytné
provést kalibraci a nastaveni zpozdéni gradientu, aby bylo mozné ziskat presné a spolehlivé
vysledky. Zmény ve slozeni mobilni faze (acetonitril, methanol, voda a octan amonny)

byly sledovany s cilem porozumét jejich vlivu na separaci a retenci zkoumanych latek.
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1. TEORETICKA CAST
1.1. Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou piirodni slouceniny, které se skladaji z dusikaté baze (purinu
a pyrimidinu), pentoézy a kyseliny fosfore¢né Nukleové kyseliny slouzi jako primarni nosice
genetické informace v buiikach a urcuji dédicné znaky vSech zivych organismu tim, ze fidi
syntézu proteint. Deoxyribonukleova kyselina (DNA) a ribonukleova kyselina (RNA) jsou dva
hlavni typy nukleovych kyselin [1]. Vykazuji rizné biologické aktivity, véetné inhibice
agregace krevnich desticek [2], antiarytmickych, antioxidacnich, proti epileptickym zachvatim
a protinadorovych ucinkt. V disledku toho tyto slouceniny v posledni dobé ziskaly vyznamnou
pozornost ve védecké komunité. Mnohé z nich byly identifikovany v 1é¢ivych bylinadch
a potravinach (Panax notoginseng, Fritillaria cirrhosa, Mactra veneriformis) a houbach

(Cordyceps sinensis, Ganoderma Lucidum) [3].

Objevy v technikach syntézy nukleovych kyselin vedl k pozoruhodnému pokroku
v nanotechnologii, terapiich a diagnostickych metodach zalozenych na nukleovych kyselinach

[4,5,6]. Naptiklad, nanostruktury odvozené z nukleovych kyselin nasly vyuziti v oblasti 1é¢iv

[7]1

1.1.1. DNA

DNA piedstavuje nositelku genetické informace ve vSech zivych organismech kromé& nékterych
nebunécnych forem, které vyuzivaji k tomuto ucelu RNA, zejména RNA viry. DNA je pro Zivot
velmi dulezitou latkou, kterd prostfednictvim své struktury koduje geneticky program bunék.
U eukaryotnich organismu, jako jsou rostliny a zivocichové, tvoti DNA hlavni slozku
chromatinu, komplexu nukleovych kyselin a proteinli, a je umisténa pievazné v bunétném
jadfe. Zatimco u prokaryotickych organismu, jako jsou bakterie a archea, se nachazi volné

V cytoplazmé [1].

V roce 1869 Svycarsky biochemik Friedrich Miescher narazil na objev DNA, kdyz zkoumal
chemické slozeni bilych krvinek znamych jako leukocyty. Tyto builky extrahoval z hnisu
nalezeného na Cerstvé pouZzitych chirurgickych obvazech. Zpocatku se Miescher zabyval vSemi
slozkami bunky, ale rychle se zaméfil na jadro. VSiml si, Ze kdyz jadro vystavil kyselému
prostiedi, poskytlo srazeninu, kterou nazval ,,nuklein®. Tento experiment, izolujici DNA

z bungk, je zakladem v laboratofich molekularni biologie. Miescher se spolu s Richardem
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Altmannem a Albrechtem Kosselem ponofil hloubé&ji do charakterizace ,,nukleinu* a nakonec
jej prejmenoval na nukleovou kyselinu. Kosselova néasledna prace odhalila, Zze nukleova

kyselina obsahuje purinové a pyrimidinové baze, cukr a fosfat. [8].

V roce 1953 James Watson a Francis Crick navrhl strukturni model pro DNA zaloZeny
na omezenych rentgenovych krystalografickych datech a nalezech Erwina Chargaffa,
které ukazaly stejné podily part bazi adenin-thymin a guanin-cytosin v ptirozené DNA. Jejich
model naznaCoval, Ze DNA se skladd ze dvou propletenych polynukleotidovych fetézct
tvoricich dvojitou Sroubovici, Viz obrazek 1. Tato vlakna, i kdyZ jsou identicka ve sloZeni,
probihaji v opa¢nych smérech v disledku usporadani fosfodiesterovych vazeb od 5'do 3.
Cukrové fosfatové kostry jsou umistény na vnéjsi strané Sroubovice, zatimco dusikaté baze jsou
umistény uvniti a tvofi vodikové vazby s komplementdrnimi bazemi na opa¢ném vlaknu.

Watsonovi a Crickovi byla v roce 1962 udélena Nobelova cena za jejich prilomovou praci [1].

smeér replikace

novy fFetézec novy Fetézec

/ stary Fetézec

stary rFetézec

Obrazek 1: Pocatecni navrh struktury DNA od Jamese Watsona a Francise Cricka,
ktery byl doprovazen navrhem prostedki replikace, upraveno [1]
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1.1.2. RNA

RNA je jednovlaknova nukleova kyselina slozena z dusikatych bazi adeninu, cytosinu, guaninu
a uracilu. Tyto baze jsou dohromady spojeny pomoci fetézce, ktery tvori zbytek fosfatu
a rib6zového cukru. RNA pisobi jako zprostiedkovatelska molekula pii prekladani genetické
informace z DNA do proteind, které¢ jsou zivotné dulezité pro bunééné funkce. Nekteré typy
RNA navic hraji pfimou roli v bunééném metabolismu. Syntéza RNA, tzv. transkripce,
zahrnuje kopirovani specifického segmentu dvouvldknové DNA, znamého jako gen,
do jednovlaknové molekuly RNA. Tento proces katalyzuje enzym zvany RNA polymeraza [1].
RNA je méné stabilni nez DNA a vétSina molekul RNA netvofi stabilni sekundarni struktury
[8]. Podle funkce muZzeme RNA rozdélit do tii zakladnich skupin — messenger RNA,
ribozomalni RNA a transferova RNA.

Messenger RNA (mRNA) slouzi k pfenosu genetické informace z DNA do ribozomu
pro syntézu proteini. Tato RNA vzniké procesem transkripce z DNA a néslednym sestfihem,
znamym jako splicing. Po vytvofeni je transportovana z jadra do cytoplazmy, kde spolupracuje

s ribozomy pii syntéze bilkovin pfi translaci [1,9].

Ribozomalni RNA (rRNA) tvofi strukturdlni slozku ribozomu a aktivné se Ucastni syntézy
proteint [10]. Umoznuje vytvareni rozsahlych sekundarnich struktur a usnadnuje rozpoznavani
dilezitych casti mRNA a tRNA. V eukaryotickych bunkach jsou geny rRNA vytrzeny

z chromozomalnich vlaken a spojeny v nukleolu pro pfepis a sestavovani ribozomu [1].

Transferova RNA (tRNA) pfendsi jednotlivé aminokyseliny do ribozomu pro sestaveni
polypeptidového fetézce béhem syntézy proteinii. Jejich charakteristicka struktura "jetelového
listu" je tvofena 70 az 80 nukleotidy. Kazda aminokyselina ma svou vlastni specifickou tRNA,
ktera umoznuje pfesny pienos aminokyselin do ribozomu, coz je klicovy krok pro tvorbu

proteint [1,11].

1.1.3. Nukleové baze

Nukleové baze, znazornéné na obrazku 2, jsou specifické aromatické heterocyklické slouc¢eniny
odvozené bud’ od purinu, nebo pyrimidinu, v nichz jsou obsazeny atomy dusiku. V molekulach
DNA a RNA jsou hlavnimi purinovymi bdzemi adenin a guanin a pyrimidinovymi bazemi
thymin a cytosin v DNA a uracil a cytosin v RNA. Krom¢ téchto bazi existuji i mén¢ Casté
minoritni baze, kterése prevazné vyskytuji v molekulach RNA, jako je dihydrouracil,

hypoxantin nebo 1-methylguanin. Baze se mohou parovat mezi sebou pomoci dvou nebo tii
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vodikovych mistkd, pfi¢emz parovani probiha vzdy mezi bazi purinovou a pyrimidinovou.
V DNA jsou to dvojice adenin = thymin a guanin = cytosin, zatimco v RNA jsou to dvojice
adenin = uracil a guanin = cytosin. Tento systém parovani, nazyvany komplementarita bazi,
hraje vyznamnou roli pii vytvareni sekundarni struktury nukleové kyseliny a pienosu genetické
informace. Volné baze maji zasadity charakter a jsou malo rozpustné ve vodé [12,13,14].
Pti neutralnim pH se objevuji jako nenabitd, ale pfi pH hodnotach nizSich nez 3 prechazeji

do formy kationtu [15].

NH, Q
N N
Nz HN
PURINY |\ | \> )\ | \>
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Xy~ NH HN"~ N7 TNH
ADENIN GUANIN
NH»> 0 o
H1C
PYRIMIDINY ‘ \i | NH | NH
N IS s
NH O NH @] NH O
CYTOSIN THYMIN URACIL

Obrazek 2: Struktura nukleovych bazi

1.1.4. Nukleosidy a nukleotidy

Pfi spojeni pétiuhlikatého cukerného zakladu s bazi vznika struktura nazyvana nukleosid.
Nukleosidy se projevuji jako bilé krystalické latky, které jsou ve vod€ lépe rozpustné
nez samotné baze, diky pfitomnosti cukerné slozky, kterd je bud® D-rib6zou (v RNA)
nebo 2-deoxy-D-ribézou (v DNA). Hydroxylova skupina na C1” uhliku pentdzy je spojena
S dusikem na pozici N9 purinové baze nebo s dusikem na pozici N1 pyrimidinové baze
prostiednictvim B-N-glykosidové vazby. Stejné jako nukleové baze, i nukleosidy nemaji zadny

naboj pii neutralnim pH a vyskytuji se jako kationty v prostiedi s pH niz$im nez 3 [14,15,16].
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Kdyz je nukleosid spojen esterovou vazbou s kyselinou fosforecnou, vznika struktura zvana
nukleotid. Nukleotid je zakladni stavebni jednotkou nukleovych kyselin [17]. Zbytek kyseliny
fosfore¢né je navazan na C5° uhliku pentézy a dodava nukleotidim kysely charakter,
coz zlepsuje jejich rozpustnost ve vode. Nukleotidy nesou zaporny néboj v Sirokém rozmezi

hodnot pH [18]. Struktura nukleosidu a nukleotidu je znazornéna na obrazku 3.

HO O‘_||:|)_O

BAZE BAZE

OH OH OH OH

NUKLEQSID NUKLEOTID

Obrazek 3: Struktura nukleosidu a nukleotidu

Nukleosidy a nukleotidy muize télo ziskavat externé konzumaci potravy. Lidské télo
ma schopnost absorbovat a vyuZivat tyto slouCeniny. Za urcitych okolnosti existuje zvysSena
poptavka po nukleosidech a nukleotidech, ktera pfevysSuje endogenni produkei téla, takze jejich
poziti je zdsadni pro udrZeni normélnich fyziologickych funkci. Tato potieba muiZe nastat
béhem obdobi nemoci, jako jsou stievni 1éze, pii sniZzeném piijmu proteini, aktivaci imunitniho
systému béhem fazi rychlého rlstu nebo v pfitomnosti regulacnich a vyvojovych faktora, které
inhibuji plnou kapacitu endogenni syntézy [19]. Cetné studie prokazaly, Ze zahrnuti téchto
sloucenin do stravy piindsi pfiznivé ucinky na imunitni odpovéd, absorpci Zeleza,

metabolismus lipidd, stfevni mikrofloru, stfevni a jaterni strukturu a funkeci [20].

Nukleosidy a nukleotidy jsou vSudyptitomné slozky v jakékoli potraviné obsahujici zivé buiiky,
pficemz vysS$i koncentrace se typicky nachazeji v potravinach s vyss$i hustotou bunék
nebo pochazejicich z metabolicky aktivnich tkani. Obecné plati, ze potraviny zivoc¢isného
puvodu obsahuji vice téchto sloucenin ve srovnani s potravinami rostlinného pavodu,
s vyjimkou lusténin a jinych semen, které vykazuji relativné vysoké hladiny. Vyzkum ukazuje,

ze vnitini organy zvifat, jako jsou jatra, ledviny, srdce, stejné jako malé ryby a korysi,
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jsou obzvlasteé bohaté na nukleosidy a nukleotidy. Tyto slouceniny jsou také pfitomny,

I kdyZ v mensi mite, v houbach a zeleniné [20].

Adenosin je purinovy nukleosid tvofeny kombinaci adeninu a ribozy prostiednictvim
glykosidické vazby a slouzi jako prekurzor i metabolit adeninovych nukleotidd. Struktura
adenosinu je znazornéna na obrazku 4. Protoze builky vyuZzivaji energii ziskanou rozkladem
adenosintrifosfaitu (ATP) pro rizné bunééné funkce, jako je syntéza, sekrece, kontrakce
a transport iontli, adenosin mohou generovat vSechny bunky. Mnohé z téchto bunék
produkujicich adenosin maji také receptory, které mohou interagovat s adenosinem. Po aktivaci
tyto receptory Casto indukuji snizeni bunécéné a organové ¢innosti a spotieby kysliku. Naptiklad
adenosin muze snizovat glomerularni filtraci, coz vede ke snizeni zatéze ledvin, a také mtize
snizit frekvenci srdeCnich sinoatrialnich buné€k, coz vede ke snizeni srde¢ni frekvence a zatéze
srdce. Tento vzajemny vztah mezi produkci adenosinu a jeho G¢inky na bunéénou ¢innost vedl
ke koncepci adenosinu jako ,,0odvetného metabolitu®. V tomto ramci tvorba adenosinu
signalizuje nerovnovahu mezi tkanovou potfebou a nabidkou kysliku, coz vyvolava reakce,

jako je vazodilatace a snizeni aktivit spotfebovavajicich ATP, aby se obnovila rovnovaha [21].

Uloha adenosinu jako modulatoru negativni zp&tné vazby energetické poptavky a spotieby
bunék a organid je zakladnim aspektem biologie adenosinu [21,22,23]. Navzdory existenci
riznych slou€enin, které interaguji s adenosinovymi receptory, zistava adenosin jako jediny

se soucasnymi klinickymi aplikacemi [24].

NH,

{1

HO o N NT
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Obrazek 4: Struktura adenosinu

Guanosin je purinovy nukleosid sloZzeny z guaninu a ribozy, viz obrazek 5. Prostfednictvim

fosforylace mize byt guanosin pfeménén na guanosinmonofosfat, guanosindifosfat
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a na guanosintrifosfat. Tyto rizné formy maji zadsadni roli v riznych biochemickych procesech,

véetné syntézy nukleovych kyselin a proteinu [25,26,27].

Guanosin hraje vyznamnou roli v buné¢ném metabolismu a ma ochrannou funkci proti
degenerativnim onemocnénim a zranénim. Béhem posledniho desetileti doslo k vyznamnému
pokroku v pochopeni extracelularniho plisobeni guanosinu v centrdlnim nervovém systému
(CNS). Studie vyuzivajici modely hlodavci a bunécné kultury poskytly diikkazy o riiznych
neurotrofickych a neuroprotektivnich tc¢incich guanosinu, zmirfiujicich neptiznivé vysledky
spojené se zachvaty, poranénim michy, bolesti, poruchami nalad a nemocemi souvisejicimi
s vékem, jako je ischemie, Parkinsonova a Alzheimerova choroba. U¢inky purinii nebo derivati
na bazi guaninu ptisobici mimo buriky jsou pozorovany pievazné v CNS. Tyto ucinky jsou tizce
spojeny s regulaci glutamatergniho systému, coz je hlavni excitani neurotransmiterovy systém

v mozku [28].
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Obrazek 5: Struktura guanosinu

Cytidin je pyrimidinovy nukleosid, ktery se skldd4 z cytosinu spojené¢ho s pétiuhlikovym
cukrem D-ribézou, viz obrazek 6. Fosforylaci mize byt cytidin pfeménén
na cytidinmonofosfat, cytidindifosfat a na cytidintrifosfat [29,30]. Cytidin hraje zasadni roli
v regulaci cyklovani glutaméatu mezi neurony a gliovymi buiikami. Tato regulace ovliviiuje
metabolismus mozkovych fosfolipidd, syntézu katecholamini a fungovani mitochondrii [31].

Cytidin byl studovan jako dopln¢k k valproatu v dvojité zaslepeném, 12ti tydennim placebem
zlepSeni depresivnich symptomi u skupiny s aktivnim slozenim, a toto zlepSeni bylo pfimo
spojeno se snizenim hladiny glutamatu a glutaminu v pfedni ¢asti mozku. Studie naznacuje,
ze doplnéni cytidinem ma terapeutické ti€inky u bipolarni poruchy, potencialné prostiednictvim

snizeni hladiny glutamatu a glutaminu v mozku [31].
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Obrazek 6: Struktura cytidinu

Uridin je chemickd slouCenina skladajici se z pyrimidinové nukleové baze uracilu
a pétiuhlikatého cukru ribozy. Tyto dvé zékladni slozek jsou spojeny glykosidovou vazbou typu
B-N1, viz obrazek 7. Fosforylaci uridinu vznikd uridinmonofosfat, uridindifosfat

nebo uridintrifosfat [32].

Uridin ptsobi jako neuroaktivni molekula, kterd ovliviluje nervové funkce nad rédmec
své metabolické role. Ukazuje potencidl pii podpote spanku, prevenci zachvatd, modulaci
nalady, zlepSeni paméti a ovlivnéni plasticity neurond. Jeho ucinky jsou pravdépodobné
zprostiedkovany prostiednictvim riznych receptori a membranovych interakci. Pochopeni
pfesné role pyrimidinovych receptorti ve funkci mozku a distribuci slozek metabolismu
pyrimidinu v8ak zlstava omezené. Diky své netoxické povaze a schopnosti pronikat do mozku

je uridin pfislibem pro vyvoj 1€kt pro CNS [33].

HO N 7o

HO OH
Obrazek 7: Struktura uridinu
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5-methyluridin, zndmy jako ribothymidin je chemicka slou¢enina sloZzend z pyrimidinové baze
thyminu a pétiuhlikatého cukru ribézy, viz obrazek 8 [34]. Tyto dvé zakladni slozky

jsou propojeny glykosidovou vazbou.

Jako jedna z casto se vyskytujicich modifikaci RNA bylo nedavno prokazano,
ze 5-methyluridin hraje zasadni roli v riznych biologickych funkcich a patogenezi onemocnéni,
jako je reakce na stres a rozvoj rakoviny prsu. Pfesna identifikace mist 5-methyluridinu na RNA

je nezbytna pro pochopeni regulaénich mechanismi, kterymi se fidi biologic RNA [35].

O
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Obrazek 8: Struktura 5-methyluridinu

Vzhledem k vyznamné roli nukleosidt a nukleotidu je jejich analyza vysoce cenéna v riznych
védeckych oblastech vcetné chemie, biochemie, mediciny, genetiky, metabolomiky
a environmentalnich studii [36,37,38]. Jejich chromatograficka separace predstavuje
vyznamnou vyzvu vzhledem k jejich podobnym strukturdm a polarnim charakteristikam.
Oddéleni vysoce hydrofilnich a negativn€ nabitych nukleotidd je zvlasté obtizné kvili
adsorp¢ni povaze multifosforylovanych druhd. Navic pfitomnost dalSich polarnich slou€enin
z komplexnich vzorkovych matric dale komplikuje analyzu. Standardni metody kapalinové
chromatografie v systému obracenymi fazemi (RP-LC) ¢asto nedokazou tyto slouceniny u¢inné
zadrzet. Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (HILIC) nabizi feSeni téchto
problémi, pficemz pro analytické ucely jsou preferovany komeréné dostupné aminové
a amidové kolony. Tato preference je ziejma z publikovanych studii, které zdlraziuji uspésné

spojeni HILIC s hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou ionizaci [3].

Nicméné nedavné rozsiteni aplikacniho rozsahu zwitteriontovych stacionarnich fazi kovalentné
vazanych na porézni kolony oxidu kfemicitého pro analyzu realnych vzorkii znamena slibny

vyvoj v této oblasti [39].
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1.2. Barbituraty

Barbituraty spadaji do kategorie sedativnich a hypnotickych 1€kt pouzivanych pti 1écbé fady
neurologickych stavil, jako jsou zachvatové poruchy, novorozeneckd abstinence, nespavost,
pfedoperacni uzkost a navozeni kdmatu pfi feSeni zvySeného intrakranialniho tlaku. Kromé

toho hraji roli pfi usnadnéni anestezie [40].

Kyselina barbiturova (malonylmocovina) byla syntetizovana némeckym chemikem Adolfem
von Baeyerem v roce 1864, viz obrazek 9 [41]. K objevu doslo 4. prosince, v den svatku svaté
Barbory, ktery inspiroval nazev slou¢eniny [42]. Kyselina barbiturova slouzila jako zaklad pro
fadu derivati patentovanych spole¢nosti Bayer. Nicménég, vzhledem k nedostatku lipofility,
kyselina barbiturova nevykazuje vlastni aktivitu na CNS. K feSeni tohoto problému byl vyvinut
lipofilni derivat kyseliny barbiturové, znamy jako barbital (kyselina 5,5-diethylbarbiturova),

ktery se osvéd¢il pii navozeni spanku u psu [41].

Obrazek 9: Kyselina barbiturova

Kyselina barbiturova slouzi jako zaklad pro ptipravu celé skaly barbituratd, které ovliviuji
¢innost nervového systému a vykazuji tlumivé UCinky. Derivaty kyseliny barbiturové,

které jsou pouzité v této praci jsou uvedeny na obrazku 10.
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Obrazek 10: Struktura barbituratu

V roce 1912 ucinil némecky psychiatr Alfred Hauptmann vyznamny objev, kdyZz identifikoval
a u¢inngjsi 1é¢bu epilepsie. Uspéch téchto ranych barbituratd vedl v nasledujicich desetiletich
k syntéze vice nez 2 500 sloucenin, z nichz asi 50 nakonec naslo klinické aplikace. Kromé jejich
role jako perordln¢ podavanych sedativ, hypnotik a antiepileptik, vyvoj parenteralniho
podavani pro intravenozni anestezii zahrnoval ve vodé¢ rozpustné sodné soli vice lipofilnich

barbiturata [41].

Sek-butyl-(2-brom-allyl)-barbiturat sodny (Pernocton), ptedstaveny v roce 1927 némeckym
porodnikem Bummem, se stal prvnim systematicky pouZivanym barbiturdtem v anestezii.

Priikopnici v této oblasti, jako John S. Lundy z Mayo Clinic, pfedstavili amobarbital sodny

25



vroce 1929 a pentobarbital sodny v roce 1930 pro ucely anestezie. Pfidani sirné skupiny
Kk pentobarbitalu vyznamné zvysilo lipofilitu, coz vedlo v roce 1935 k vyvoji kratkodobé
pusobicich thiobarbiturati pro ucely anestezie. Vyrazné farmakokinetické vlastnosti umoznily

praktickou klinickou klasifikaci zaloZenou na délce jejich farmakologického ucinku [41].

Klinické pouziti amytalu sodného (amobarbitalu) bylo zahajeno pfed vice nez sto lety
vroce 1904 pod vedenim Iékate Williama Bleckwenna, ktery v roce 1930 propagoval
intravenozni podavani barbiturati pii narkoze. Bleckwenn 1é¢il psychotické pacienty
amobarbitalem, ¢imz dosahl stavu znamého jako narkoéza. Pacienti vykazovali koherenci
a vhled do svého stavu tésné pred spankem. Na zakladé prace Bleckwenna provadél Erich
Linderman experimenty se subanestetickymi davkami amytalu sodného. Zjistil, Ze pacienti,
Kteti podstoupili rozhovory za uziti amytalu sodného, vykazovali vétsi tendenci diskutovat
0 osobnich problémech, coz 1€kaitiim pomohlo Iépe porozumét etiologii symptomil. V posledni
dob¢ se amytal sodny a podobna ¢inidla pouzivaji pii diagnostice refrakterni epilepsie, zejména
prostiednictvim intrakarotidniho amytalového testu neboli Wada testu, ktery hodnoti
lateralizaci jazyka. | kdyz se Wada test ukazal jako cenny, byly hlaSeny negativni behavioralni

reakce a problémy s paméti, coz vyzaduje opatrnost pii jeho aplikaci [43].

Thiopental byl piedstaven v roce 1934 pro uvedeni do celkové anestezie. Slouzil jako primarni
intravendzni anestetikum, dokud nebyl nahrazen propofolem [40,44]. V piipadech
refrakterniho status epilepticus Cochrane Review stanovil, Ze thiopental byl pii kontrole
zachvatové aktivity stejné ucinny jako propofol. Hlavni dodavatel thiopentalu ve Spojenych
statech se vSak kvili svému zapojeni do protokolti smrticich injekei rozhodl v roce 2011 ukoncit

vyrobu, ¢imz se stal v USA nedostupnym [45].

Hexobarbital se pouZival jako anestetikum v chirurgii ve 40. a 50. letech 20. stoleti. Jeho pouziti

se omezilo kvili problémim s regulaci Urovni sedace, coz vedlo kjeho nahrazeni

vewr

1.2.1. Utinky

Barbituraty uplatiuji své Uc€inky prostiednictvim zvySeni postsynaptické aktivity
y-aminomaselné kyseliny (GABA) interakci s podjednotkami alfa a beta receptoru GABA-A
[47]. Tato interakce vede ke zvySeni toku chloridovych iont, coz vede k postsynaptické
hyperpolarizaci a depresi CNS. Fenobarbital a pentobarbital vykazuji na ddvce zavislou odezvu

pii ovlivnéni receptori GABA-A, aktivaci chloridovych kanalt pii vysSich mikromolarnich
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koncentracich spojenych s hladinami anestetika [41]. Barbituraty i benzodiazepiny se zapojuji
do receptori GABA-A, ale barbituraty vynikaji svou jedine¢nou schopnosti potencovat
receptory GABA-A a zvysovat pftiliv chloridovych ionti 1 pfi velmi nizkych koncentracich
neurotransmiteru GABA [48].

Tradi¢né jsou barbituraty klasifikovany jako dlouhodobé pusobici, stiednédobé pusobici,
kratkodobé a ultrakratce pusobici. Fenobarbital je prototypem dlouhodobé puisobiciho
barbituratu. Po perordlnim poziti se témeétr uplné vstieba, pfiCemz maximalni plazmatické
hladiny se objevuji za 6 az 18 hodin. Doba piisobeni fenobarbitalu je asi 24 hodin, s polo¢asem
asi 86 hodin u dospé€lych a 50 hodin u déti. Dlouhodobé pusobici barbituraty maji nizky
potencidl zneuziti. Protoze jim trva urcitou dobu, nez se dostanou do CNS a ovlivni mozek,

tedy nevyvolavaji pozadovany pocit opojeni [49,50].

Kratkodob¢ pusobici barbituraty, jako je sekobarbital, pentobarbital byly zpoc¢atku pouzivany
jako hypnotika. Kratkodobé& puisobici barbituraty jsou mnohem 1épe rozpustné v tucich,
coz umoznuje rychly prechod hematoencefalickou bariérou, kterd zptisobuje sedaci a snizeni
uzkosti béhem 30 minut po poziti. Toto jsou preferované drogy. Napiiklad pentobarbital
ma ndstup ucinku za 15 az 30 minut, pficemz maximalni plazmatické koncentrace nastdvaji

1 az 2 hodiny po poziti [41,49].

Ultrakratce ptisobici barbituraty, jako je thiopental a methohexital, jsou tak lipofilni a plisobi
tak rychle, Ze se pouZivaji jako anestetika. Pfi intraven6znim podani se latky rychle absorbuji
do mozku a indukuji spanek béhem nckolika sekund. ProtoZe se vSak kratkodobé¢ pusobici
barbituraty pomérné rychle redistribuuji z krve do jinych télesnych tkani, predev§im do tuku,
mayji pti poklesu koncentraci v mozku relativné kratky klinicky u€inek. Doba trvani klinického
ucinku zavisi na dobé redistribuce, nikoli na dobé eliminace. Elimina¢ni ¢as nebo polocas,
ktery zahrnuje metabolismus a vylu€ovani, je del$i. Primérny polocas kratce ptlisobicich

barbituratl se pohybuje od 4 do 38 hodin v zavislosti na 1éku [41,49,51].

Barbituraty podléhaji jaternimu metabolismu a jsou vylu¢ovany moci. Dlouhodobé plisobici
barbituraty jsou minimalné vazany na bilkoviny, coZ umoziuje, aby byla zna¢na €ast pfimo
vyluCovana ledvinami. Napiiklad piiblizné 25 % fenobarbitalu je eliminovano ledvinami,
zatimco 75 % je metabolizovano v jatrech. Naopak kratkodob¢ ptisobici barbituraty jsou vysoce
vazané na proteiny a rychle redistribuovany do tkani, jako jsou svaly, jatra a ledviny, ale také
mohou byt redistribuovany do mozku. Naptiklad pouze 3 az 6 % sekobarbitalu je vylu¢ovano

ledvinami. Tyto rozdily ovliviuji lécbu predavkovani, protoze 1éky vazané na proteiny nelze
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snadno odstranit dialyzou. Navic jaterni metabolismus vede k prodlouZzenému polocasu

barbituratd u starSich osob a pacientii s onemocnénim jater [49].

Chronické uzivani barbituratt zptisobuje indukci jaternich enzymi, ¢imz zvySuje metabolismus
1€k, jako jsou peroralni antikoncepce a kortikosteroidy. Tolerance se vyviji pfi dlouhodobém
uzivani, coz vyzaduje vysSi davky pro konzistentni U€inky. To je Céaste¢né zplsobeno
zrychlenym metabolismem (farmakokinetickd tolerance) a desenzibilizaci receptori
(farmakodynamicka tolerance). K toleranci smrtelnych davek vsak nedochézi a predavkovani

je mezi zavislymi bézné kvili uz§imu terapeutickému indexu [49].

1.2.2. Klinické aspekty

Barbituraty jsou c¢asto zneuzivany peroraln€, s rychlou absorpci pfedevSim ve stievé.
Jejich ucinky, podobné alkoholové intoxikaci, zavisi na o¢ekavani uzivatele a okoli. Napiiklad
uzivani 200 mg sekobarbitalu pfed spanim obvykle vyvolava ospalost, zatimco stejna davka pii
spolecenské akci mliZe zplisobit vzruSeni a dezinhibici. Vys$§i davky v mirné toxickém rozmezi
maji za nasledek pfiznaky ptipominajici opilost, véetn€ vravorani, nezietelnych feci, zmatenosti
a emoc¢ni nestability. Toxické davky presahujici 1 g mohou vést ke komatu nebo smrti.

Barbituraty byly ¢asto vybirany pro pokusy o sebevrazdu v 60. a 70. letech [49,51].

Chronick4 denni davka 600 aZ 800 mg po dobu 1 mésice nebo déle kratkodobé pisobiciho
barbituratu, jako je sekobarbital, zpisobi fyziologickou zavislost. Cim vyssi denni davka,
tim silnéj$i zavislost a zavaznéjsi abstinencni syndrom. Nahlé ukonceni uZivani kratkodobé
pusobicich barbiturati u jedince, ktery je zavisly, vyvola béhem 24 hodin mensi abstinencni
pfiznaky, pfi¢emz zivot ohrozujici pfiznaky se objevi mezi druhym a osmym dnem.
Tento ¢asovy ramec se prodluzuje, pokud jde o zavislost na dlouhodobé piisobicich
barbituratech, jako je fenobarbital. Barbituratovy abstinencéni syndrom je podobny deliriu
tremens, syndromu z odnéti alkoholu. Pocate¢ni drobné piiznaky zahrnuji obavy, svalovou
slabost, tfes, anorexii, nespavost, poceni, hyperreflexii a ortostatickou hypotenzi. Mezi hlavni
abstinen¢ni pfiznaky patii psychdza s dezorientaci, neklid, bludy, zrakové halucinace, zdchvaty

grand mal a hypertermie [49].

Upadek barbituratové terapie zacal v poslednich desetiletich, zejména s klinickym zavedenim
benzodiazepinll na konci 50. let 20. stoleti, které jsou zndmé pro sviij zlepSeny bezpecnostni

profil. Zatimco na trhu zistdvd pouze nékolik barbituratl, fenobarbital je nadale Siroce
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pouzivan jako antikonvulzivni, sedativni a hypnoticka droga, zejména v rozvojovych zemich

[41].

1.2.3. Farmakokinetika

Fenobarbital podléha rychlé absorpci a dosahuje maximalni koncentrace béhem 2-4 hodin.
Biologicka dostupnost fenobarbitalu je ptiblizné 90 % u dospélych, ale niz8i u novorozenecké
populace [50]. Sodné soli barbiturati se vstfebavaji rychleji a pfitomnost potravy muize
pfi peroralnim podani barbiturati oddalit nastup ucinku. Intravendzni cesta je typicky
vyhrazena pro 1écbu status epilepticus (pomoci fenobarbitalu sodného) nebo pro navozeni
nebo udrzovani celkové anestezie (methohexital, thiopental). Thiopental sleduje kinetiku
prvniho tadu v nizkych davkach 5 mg/kg bolusii. Pti vysokych davkéach nebo prodlouzenych
infuzich se vSak miize objevit nelinedrni kinetika v dusledku progresivni saturace

enzymatickych systému [52].

Barbituraty, které vykazuji vysokou rozpustnost v lipidech, rychle pronikaji
hematoencefalickou bariérou, ale také podléhaji rychlé redistribuci z CNS do perifernich tkani
[50]. Po intravendzni injekci dochézi u 1ékd jako thiopentalu a methohexitalu k rychlé
redistribuci do méné vaskularnich tkéani, jako jsou svaly a tuk. Tento proces vede ke sniZeni
koncentrace barbiturat jak v plazmé, tak v mozku. Ukonceni uc€inku jednordzové bolusové
intravenozni injekce thiopentalu je primarn€ pfipisovdno této redistribuci z centralniho

kompartmentu do perifernich kompartmentt [53].

Primérni biotransformaci odpovédnou za ukonceni biologické aktivity barbituratii je oxidace.
Kromé¢ toho hraje n-glykosylace klicovou roli v metabolismu fenobarbitalu. Fenobarbital
podléhd rozsdhlému metabolismu zprostiedkovanému cytochromem P450 a k dozravani
této rodiny enzymu dochézi pfedevsim béhem novorozeneckého obdobi. Opakované podavani
fenobarbitalu méa za nasledek zkraceni jeho poloCasu v disledku indukce mikrosomélnich
enzymu. Samovoln¢€ vyvolané zvyseni metabolismu barbiturati ¢aste¢né prispiva k rozvoji
tolerance. Dale pti dlouhodobém uzivani dochazi ke zvyseni hladiny enzymu &-aminolevulat
syntetazy. VIiv barbiturati na enzym d-aminolevuldt syntetdzu muze vést k potencialné
nebezpeénym exacerbacim onemocnéni u pacientd s porfyrii. Primidon podléhd metabolismu
na fenylethylmalonamid a fenobarbital; i€¢innost primidonu pfi 1écbé esencidlniho tfesu je v§ak

nezavisla na jeho metabolitu fenobarbitalu [45].
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Zhruba 25 % fenobarbitalu je vylouceno z téla, aniz by doslo ke zménam, kdyz je vyluCovan
moci. Rendlni vyluCovani muize byt zvySeno metodami, jako je osmotickd diuréza
nebo alkalizace moc¢i. Metabolické odstranéni barbituratti je rychlejs$i u mladsich jedinct
ve srovnani se starSimi lidmi a kojenci. Byly pozorovany zmény farmakokinetiky souvisejici
s vékem, které se u starSich osob vyznacuji pomalejsi clearance, coz vede ke zvySenym sérovym
koncentracim pii relativné mensich davkach 1é¢iva [45]. U déti je kratsi polocas eliminace
pfipisovan zvySené clearance [53]. Navic pfi chronickém podavani se polocas fenobarbitalu

snizuje piiblizné 0 4,6 hodiny denn¢ [45].

Raznorodé farmakologické ucinky barbiturati jsou zavislé na podané déavce, coz vede
k rostouci depresi CNS se zvySenymi koncentracemi v mozku. V diasledku toho, jak se davky
eskaluji, vSechny barbituraty vykazuji antikonvulzivni a anxiolytické G¢inky, sedaci, hypnozu,
celkovou anestezii a v pfipad¢ predavkovani mohou vést k timrti v disledku respiracni deprese.
Tato respiracni deprese tvoti zaklad pro aplikaci barbituratii pti veterinarni a humanni eutanazii,

stejné jako pro trest smrti [41].

Rizné farmakologické ucinky barbiturati predstavuji vyzvu pii zkoumdni mechanismi
specifickych farmakologickych ucinkt, jako je ochrana pfed zachvaty nebo anestezie. Jeden
pristup k rozliSeni mezi antikonvulzivnimi a anestetickymi mechanismy zahrnuje studium
fenobarbitalu a pentobarbitalu v systémech in vitro v koncentracich relevantnich pro konkrétni
sledované chovéani. PfestoZze oba barbituraty kvalitativné vykazuji stejné farmakologické
ucinky pfi zvysujicich se koncentracich, pentobarbital vykazuje ptiblizn& 13krat vyssi lipofilitu

nez fenobarbital [41].

1.3. Sulfonamidy

Sulfonamidy (SN) nebo také sulfanilamidy patii do dulezité tiidy syntetickych
antimikrobidlnich 1é¢iv, kterd se farmakologicky pouZivaji jako Siroké spektrum pro 1ébu
bakterialnich infekci lidi a zvifat [54]. SN jsou odvozeny od sulfanilamidu

(p-aminobenzensulfonamidu) [55].

Ve veterinarni praxi jsou Siroce vyuzivany v krmivech pro zvifata a v akvakultufe
pro preventivni i terapeutické ucely. VSechny SN sdileji spole¢nou chemickou strukturu,
ktera je znazornéna na obrazku 11. Soutézenim s kyselinou p-aminobenzoovou v enzymatické
syntéze kyseliny dihydrolistové brani SN rtstu a reprodukei bakterii. SN vykazuji aktivitu proti

grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim [55].
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Obrazek 11: Zakladni struktura sulfonamida

Primarni sulfonamidova skupina se nachazi v fad¢ 1ékti bézn¢ pouzivanych v klinické praxi,
véetné diuretik (jako je furosemid, indapamid, chlorthalidon a thiazidy), inhibitorQ
karboanhydrazy (které zahrnuji acetazolamid, dichlorfenamid, dorzolamid a brinzolamid),
antiepileptik (jako zonisamid a sulthiam), antipsychotickych sulpiridd a inhibitord
cyklooxygenazy 2 (celekoxib a valdekoxib). Nedavno byly predstaveny nové Iéky

jako apricoxib a pazopanib, které také obsahuji tuto strukturni skupinu [56].

Zpusoby klasifikace SN nejsou jednotné. V zasadé jsou antibiotika této skupiny rozdélovana
na latky, které se dobfe vstiebavaji z traviciho traktu a maji celkové ucinky. Dale na ty, které
se uzivaji peroraln€ a nejsou absorbovany z gastrointestinalniho traktu, a nakonec na lokéalné
aplikované ptipravky. Celkové plsobici SN se dale déli podle doby ucinku nebo rychlosti
eliminace na piipravky s kratkodobym, stiednédobym, dlouhodobym a velmi dlouhodobym
ucinkem [57].

SN vykazuji zajimavé vlastnosti v pevném stavu, mezi které patii schopnost mnoha téchto 1é¢iv
existovat ve dvou nebo vice polymorfnich forméach. Vlastnosti SN v pevném stavu studovali
Yang a Guillory. Predpokladali, ze tendence Kk vytvafeni vodikovych mustkd v pfitomnosti
riznych donori a akceptorti vodikovych vazeb muze vést k polymorfismu [58]. Graficka

podoba SN pouzita v této praci je zachycena na obrazku 12.

31



\

o H S
N _NH, QwOQ
H

N
S S
O NH
HoN H,N

SULFAGUANIDIN SULFATHIAZOL

CH3
N ral

)5 Q. _NH </\ TN
HN™SN”CH - NHz %7
C 3 S S)\NH

0=$=0 /O/ 0
HoN i

NH
HO
NH; T
SULFADIMIDIN SULFANILAMID FTALAZOL

Obrazek 12: Struktura sulfonamidua

V roce 1932 némecky lékat Gerhard Domagk publikoval studii o antibakterialnich vlastnostech
sulfachrysoidinu, ktera byla zaloZena na jeho vyzkumu selektivné piisobicich barviv. Tti roky
poté byl sulfachrysoidin uveden na trh pod nazvem Prontosil [55]. Ac¢koli byl sulfanilamid
poprvé syntetizovan v roce 1900, jeho ucinnost byla prokazana pii kontrole bakterialnich
infekei az v roce 1936, po zjisténi, Ze se jedna o lidsky metabolit Prontosilu [59]. Od té doby
bylo vyvinuto vice nez 5000 sulfanilamidovych derivatd [60]. Mezi nimi vice
nez 150 sulfonamidt, které se 1isi svou heterocyklickou kruhovou strukturou, bylo pouzito

Vv humanni a veterinarni medicing jako bakteriostaticka 1é¢iva [61].

Nicméné SN, aktivni slouceniny, které¢ jako antimikrobidlni latky plsobi prostfednictvim
blokady syntézy kyseliny listové, maji mnoho dalSich 1€kafskych aplikaci. Pouzivaji se jako
antidiabetika, diuretika nebo antidepresiva. Maji protizanétlivé, antikonvulzivni,
antihypertenzni, a dokonce i herbicidni G¢inky [62]. V soucasnosti je nejbé€znéji pouzivanym
sulfonamidovym antibiotikem pro kontrolu lidskych infekci sulfamethoxazol, pfedevs§im
Vv kombinaci s trimethoprimem, antimikrobidlnim lékem, ktery také zasahuje do syntézy

kyseliny listové [63]. Jiné SN pouzivané v humanni antibioterapii (sulfadimethoxin
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a sulfamethizol) byly popsany piedev§im v nékterych evropskych zemich [64]. Naopak
sulfatiazol, sulfamethazin a sulfadiazin se pouzivaji hlavné v profylaxi, metafylaxi a terapii
Vv chovu zvifat a veterinarni medicin¢ [65]. Kromé toho jsou SN také casto pouzivany

jako stimulatory rustu pii chovu zvitat v oblastech svéta, kde je tato praxe stale povolena [66].

1.3.1. Mechanismus uéinku sulfonamidu

Antibiotika jsou chemoterapeuticka ¢inidla pouzivana k inhibici ristu nebo usmrceni bakterii.
SN jsou kompetitivnimi antagonisty a strukturnimi analogy kyseliny p-aminobenzoové
(PABA), ktera je dulezita pii syntéze kyseliny listové. Kyselina listova, oznacovana také jako

folat nebo vitamin B9 je nezbytna pro dalsi produkci DNA v bakteriich [67].

Podobnost mezi strukturami SN a PABA umoziuje SN inhibovat enzym dihydropteroat
syntetazu a nahradit PABA pfi jeji vazb¢, coz mé za nésledek inhibici tvorby dihydrofolatu,

tetrahydrofolatu a nasledné i ristu bakterialni DNA a buné¢éné déleni nebo replikaci [68].

SN Iéky spolu s trimethoprimem se pouzivaji k prevenci syntézy tetrahydrofolatu. Replikace
DNA je omezena jeho nedostatkem. Uginky 1éku vedou k piekazkam v bun&éném déleni, takZe
SN 1éky jsou spiSe bakteriostatické nez baktericidni [69, 70]. SN 1éky nezptsobuji naruseni
procest v zivo¢isnych burnikach, protoze nejsou schopné syntetizovat folat. Kyselina listova plni

své funkce az po pfeméné na kyselinu tetrahydrofolovou pomoci dihydrofolat reduktazy [71].

Kyselina listova je nezbytna pro rist a vyvoj télesnych bunck u lidi, protoze je nezbytna
pro syntézu, opravu a metylaci DNA [72]. V disledku toho je kyselina listova kriticky dulezita
pro Zeny béhem tchotenstvi pro zdravy plod a také pro muZe pro zlepSeni poctu spermii

a motility [73].

1.3.2. Toxikologicky ucinek

Jakykoli 1€k mtize zplsobit vedlejsi ucinky. Antibiotika se nékdy wuzivaji zplsobem,
ktery nepfinds$i zadné vyhody a mize potencidlné ubliZit (napf. pfi pouZiti proti urcitym
virovym infekcim, jako je bézné nachlazeni). Tyto antibiotika nejsou vzdy preferovanym
feSenim, jelikoZ souvisejici toxikologické vedlejsi ucinky mohou pacienta vystavit zbyte¢nému
riziku. Mezi faktory ovliviiujici toxikologicky u¢inek SN 1éku patii délka uzivani a davkovani
1€ku, existence heterocyklického kruhu v N1 substituovaném SN, jeho rozpustnost v krvi

a v jinych biologickych tekutinach, stav ledvin, vék a nutri¢ni stav pacienta [74].
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Bylo zjisténo, Ze SN vykazuji uritou miru toxicity vici krevnim bunikdm. Sulfanilamid
se ukdzal jako pomérné toxicky ve srovnani s ostatnimi slou¢eninami SN, zatimco sulfadiazin
byl hlaSen jako nejméné skodlivy. Kromé toho mohou Iéky obsahujici SN vyvolat t€Zkou akutni
hemolytickou anémii, coz zplsobuje destrukci Cervenych krvinek a vede k agranulocytoze,

to mize negativné ovlivnit tvorbu krevnich destic¢ek [75].

Sulfonamidy jsou Siroce rozsifené kontaminanty zivotniho prostiedi. Vzhledem k jejich
intenzivni vyrob¢ a vyuziti se odhadovalo, Ze v priméru mtize byt rocn€ uvolnéno do biosféry
vice nez 20 000 tun sulfonamidu s bakteriostatickymi vlastnostmi. V dusledku toho byly SN

a jejich metabolity detekovany v Siroké skale slozek a matric zivotniho prostiedi [61].

Sulfonamidova antibiotika jsou po konzumaci vyluCovana pievazné¢ ledvinami, jsou
eliminovana moci [76]. Tyto znec€ist'ujici latky Ize tedy nalézt ve vysokych koncentracich nejen

v odpadnich vodach farmaceutického pramyslu, v odpadnich vodach nemocnic, ale také v hnoji

[77].

SN jsou hydrofilni molekuly vykazujici amfoterni vlastnosti, snadno rozpustné ve vodé
a vykazujici minimalni absorpci na pidu nebo aktivni uhli [61]. V dusledku toho se na rozdil
od jinych hydrofobnich xenobiotickych latek neptedpoklada, Ze by tyto 1éky prosly vyznamnou
biomagnifikaci v rdmci potravniho fetézce. Studie vSak ukazaly, ze SN se hromadi v medu,
riznych rostlinach (jako je salat), moiskych plodech, rybach a hospodaiskych zvitatech
a podléhaji biomagnifikaci v moiskych ekosystémech [61,78].
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2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je analyticka technika uréena pro separaci,
identifikaci a kvantifikaci sloZzek ve smési [79]. Jedna se o nejpouzivanéjsi techniku v chemické
analyze rtznych materiali, ale i pro odhad rtznych fyzikalné-chemickych charakteristik
molekul a pro popis ur€itych procesu separace. Diky Siroké Skale kombinaci mobilnich (MF)
a stacionarnich fazi (SF) je schopna oddé¢lit riznorodé latky [80]. HPLC se vyznacuje vysokou
efektivitou, spolehlivosti a opakovatelnosti, coz ji ¢ini vhodnou metodou pro Separaci
organickych latek, které jsou rozpustné ve vod¢, organickych rozpoustédlech nebo ziedénych

kyselinach [81].

Separace spociva v odlisné afinité separovanych latek ke dvéma vzajemné nemisitelnym fazim
— pohyblivé MF a nepohyblivé SF. SF je umisténa v koloné a obvykle pfedstavuje pevnou latku
nebo kapalinu fixovanou napovrchu pevného materialu, oznacovanou jako sorbent
nebo chromatografické loze MF, kterou tvoti kapalina, proudi skrz sorbent a unasi separované

latky [81, 82].

Kapalinovy chromatograf se skladd ze zadsobniku MF, vysokotlakého cerpadla, davkovaciho
zafizeni, chromatografické kolony, detektoru, odpadni lahve a PC pro hodnoceni a sbér dat.
Instrumentace HPLC je znazornéna na obrazku 13. Mezi nejpouzivanéjsi detektory patii
spektrofotometricky detektor v ultrafialové a viditelné oblasti zafeni (UV/VIS detektor),
detektor diodového pole (DAD), hmotnostni spektrometr, fluorescen$ni detektor

a elektrochemicky detektor [83].

PC pro sbér dat

chromatograficka
kolona

a s -
davkovaci
zarizeni

zasobnik MF  vysokotlaké Eerpadlo detektor

Obrazek 13: Instrumentace HPLC, upraveno [79]
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V oblasti HPLC se v soucasné dob¢ vyuziva nékolik riznych zptisobu separace. Kapalinova
chromatografie, kterd vyuzivd nepoldrni SF, a naopak polarni MF, se nazyva kapalinova
chromatografie v systému s obracenymi fazemi (RP-LC). BéZné se jako SF pouziva silikagel
modifikovany alkylovymi skupinami, napi. oktylovymi (C8) nebo oktadecylovymi (C18)
skupinami. MF obvykle tvofi smés jednoho nebo vice organickych rozpoustédel (pievazné
acetonitrilu nebo methanolu) s vodou nebo vodnym pufrem. RP-LC se ¢asto vyuziva k separaci
nepolarnich a lipofilnich latek. Retence téchto latek obvykle klesd s rostouci polaritou

a zvySujicim se obsahem organického rozpoustédla v MF [84].

Dalsi alternativou je kapalinova chromatografie v systému s normalnimi fazemi (NP-LC),
kde je pouzivana SF s vyssi polaritou nez MF. SF muze byt silikagel modifikovany polarnimi
skupinami nebo nemodifikovany silikagel. MF muze obsahovat latky jako je chloroform
nebo hexan v kombinaci s alkoholy. NP-LC se pouziva zejména pro separaci polarnich latek,
U nichz se retence zvysuje s jejich vzrustajici polaritou a polaritou SF a s klesajici polaritou MF.
Nepolarni latky maji naopak retenci velmi malou nebo Zadnou [85]. NP-LC byla dominantni
separa¢nich technika do 70. letech 20. stoleti. Nahrazena byla RP-LC z duvodu lepsi

reprodukovatelnosti reten¢nich ¢asu [86].

Latky s nizkou nebo stfedni polaritou lze oddélit bud’ pomoci RP-LC nebo NP-LC, c¢asto
s opacnym pofadim eluce. Velmi hydrofilni slouceniny, jako jsou sacharidy nebo malé siln¢
polarni latky, maji v RP-LC pfili§ malou retenci. Naopak v systému NP-LC maji tyto latky
retenci vysokou nebo se mohou Spatné rozpoustét v nepolarnich nebo slabé polarnich
organickych rozpoustédlech. Pfidanim vody do MF, ktera se imobilizuje na povrchu SF,
Ize Casto zlepSit separaci téchto latek. Tento zpisob separace byl zaveden Alpertem

pod nazvem hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (HILIC) [87].

2.1. HILIC chromatografie

HILIC je cennou alternativou Kk separacim polarnich, slabé kyselych nebo zasaditych vzorkd,
kde tradiéni chromatografie nesta¢i [87, 88]. V zasad¢ lze tento separani zpusob
charakterizovat jako NP-LC s vyuzitim polarnich SF a vodné-organickych MF bohatych

na organicka rozpoustédla (obvykle acetonitril) [87, 89].

Nejpouzivangjsi kombinaci MF je acetonitril a voda. Do MF je mozné ptidat aditivum (pufr).
Mezi nejbéznéji pouzivané pufry patii mraven€an amonny a octan amonny, diky jejich dobré

rozpustnosti v organickych MF a kompatibility s hmotnostni detekci [90]. Alternativné lze
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vyuzit i jiné latky, jako je hydrogenuhli¢itan amonny, chloristan sodny nebo triethylaminfostat
[91].

Vysoce organické MF v HILIC obvykle zesiluji ionizaci v elektrosprejovém iontovém zdroji
hmotnostniho spektrometru ve srovnani s MF s vysSimi koncentracemi vody pouzivanymi
pfi separacich polarnich nebo iontovych slouc¢enin v RP-LC, coz je dalsi diivod pro rostouci

popularitu této techniky [87, 89].

HILIC byla nedavno propagovéna jako novy chromatograficky zptsob pro separaci Siroké
Skaly polarnich a hydrofilnich latek. Separace pomoci HILIC, podobnym zpiisobem
jako NP-LC, zavisi na hydrofilnich interakcich mezi rozpusténymi latkami a hydrofilni SF.
Rozpusténé latky jsou eluovany z kolony za ucelem zvyseni hydrofility (snizeni hydrofobnosti).
Potadi eluce rozpusténych latek v HILIC by tedy mélo byt opacné nez potradi ziskané

pii RP-LC, ktera oddéluje rozpusténé latky na zakladé hydrofobnich interakci [92].

Metoda je zalozena na distribuci vzorku mezi polarnim povrchem adsorbentu (silikagel,
diolové, aminopropylové a zwitteriontové faze) a vodnou fazi bohatou na organické

rozpoustédlo [93].

Puvodné se HILIC pouzivala pfedevsim pro stanoveni sacharidt, aminokyselin a peptidi [92].
Zajem o techniku HILIC byl v poslednich letech podpofen rostoucimi pozadavky na analyzu
polarnich 1éc¢iv, metabolitl a biologicky vyznamnych slou€enin v proteomice, glykomice
a klinické analyze [94]. HILIC postupné nasla uzite¢né aplikace pii analyze riznych malych
poléarnich sloucenin, jako jsou léCiva, toxiny, rostlinné extrakty a dalsi slouceniny dilezité

pro potravinaisky a farmaceuticky pramysl [94,95].

Pocet ptehledovych ¢lanki o HILIC se zvySuje. Nejpodrobnéjsi z nich pokryva nedavny pokrok
ve vyvoji polarnich SF a v pochopeni mechanismu HILIC [96]. Dalsi novéjsi piehledy
se zam¢tuji na specifické aspekty této techniky, jako je vliv provoznich podminek (MF, teplota)
na HILIC separace [97], separa¢ni t¢innost riznych HILIC kolon [98], vyvoj HILIC metody,
propojeni HILIC systému s hmotnostni spektrometrii a tandemovou hmotnostni spektrometrii

a implementace HILIC systémt v dvourozmérnych separacnich rezimech [87].
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2.1.1. Retenéni mechanismus

I kdyz je HILIC casto vyuzivanou analytickou metodou, jeji retencni mechanismus zatim neni
pIn¢€ objasnén [90]. Plivodné byl retencni mechanismus HILIC vysvétlovan pomoci retencniho
mechanismu NP-LC. Pfedpokladalo se, ze dochazi k interakci hydroxylovych skupin polarnich
latek s polarnimi skupinami na povrchu SF, coz by vedlo k jejich adsorpci. Tato teorie vSak
byla povazovana za vhodnou pouze pro analyty obsahujici hydroxylové skupiny ve své

struktufe a nenachazi proto $irsi uplatnéni [99].

vvvvvv

z roku 1990, je stale Siroce uznavany. Jeho zakladni princip spociva v rozdélovani polarnich
analytd mezi dvé kapalné fdze — hydrofobni ¢ast MF a hydrofilni vodnou vrstvou,
ktera je sorbovana na povrchu polarni SF [100]. Na funkénich skupinach SF s vyssi polaritou
se prednostné adsorbuje voda, coz vede k vytvotfeni difizni vrstvy s postupnym snizovanim
obsahu vody smérem od adsorpéniho povrchu SF do MF [101]. Uroveti adsorpce vody roste
S niz8§im obsahem vody v MF, pficemz minimdlni mnozstvi vodné slozky v  MF by mélo
byt alespont 2,5 % objemu [102]. Retence polarnich analytil je tedy vyssi pfi jejich zvySené
polarité [100].

Hemstrom a Irgum ve svém vyzkumu formulovali zjiSténi, ze s narGstajicim mnoZzstvim vodné
slozky v MF se zvySuje podobnost této faze s vodnou vrstvou, ktera je sorbovana na povrchu
SF. Tato podobnost ma za nésledek zvySeni rozpustnosti polarnich latek v MF a soucasné nizsi
retenci téchto latek. Retence je tedy pfimo Umérna polarité latek a SF, a zaroven neptfimo

umérna polarité MF, jejiz polarita roste s obsahem vodné slozky [103].

V HILIC nezavisi separace a retence analytli pouze na mechanismu rozdélovani. V zévislosti
na podminkach separace mohou na retenci také pusobit slabé nevazebné interakce, jako jsou
vodikové vazby, interakce dipol-dipél a elektrostatické interakce [104, 105]. Rozsah, v némz
kazdy z téchto mechanismii pfispiva, zavisi na typu pouzité SF, organického rozpoustédla

a vodné slozky MF, v¢etné typu separovanych latek [101].

2.1.2. Stacionarni faze

Pro provadéni separaci v systému HILIC je mozné vyuzit libovolnou chromatografickou
kolonu, ktera obsahuje polarni SF se schopnosti adsorpce vodné vrstvy na svém povrchu [90].
SF, kterd je nejcastéji v HILIC vyuzivana, zahrnuje nemodifikovany silikagel nebo silikagel

s chemicky vazanymi polarnimi skupinami, jako jsou kyanové, diolové, aminoskupiny atd.
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Tyto skupiny mohou byt bud’ chemicky vazany na povrch silikagelu nebo mohou tvofit celé
molekuly, jako napiiklad cyklodextrin nebo polyethylenglykol. Alternativné lze vyuzit
polarnich kolon obsahujicich iontové nebo neiontové polarni skupiny, které jsou vazany

na povrch silikagelu nebo organické polymerni matrice [87].

Nemodifikovany silikagel

V HILIC je SF znemodifikovaného silikagelu bézné vyuzivanou komponentou. Nékolik
vyrobcll vyvinulo kolony s touto specifickou SF, pfizpisobené pravé pro potfeby HILIC [106].
Je vSak dulezité zdiiraznit, Ze v zavislosti na technologii vyroby mohou komer¢né dostupné SF
z nemodifikovaného silikagelu vykazovat odliSnou ¢istotu, coz mlize ovlivnit retenci, i€innost

a tvar piku [87]. Obrazek 14 zobrazuje strukturu nemodifikovaného silikagelu.
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Obrazek 14: Struktura nemodifikovaného silikagelu [107]

U kolon obsahujicich nemodifikovany silikagel miiZze na retenénim mechanismu participovat
iontova vyména, rozdélovani a adsorpce v zavislosti na slozeni MF, vlastnostech silikagelu
a chemickych charakteristikach separovanych latek [108]. V ptipadé pouziti pufru s vy$sim pH
dochazi k ionizaci povrchovych silanolovych skupin, coz zpisobuje, Ze iontovd vymeéna
se stava vyznamnym retencnim mechanismem, zejména pii separaci nabitych latek. Retence
pozitivné nabitych analyti vyrazné nariistd diky kationtovym vyménnym interakcim, zatimco
u negativn¢ nabitych analyti dochazi k redukci retence v disledku elektrostatické repulze [90].
Mezi vyhody SF z nemodifikovaného silikagelu patii jejich vétsi chemicka stabilita ve srovnani
s fazemi, které byly chemicky modifikovany. Tato vlastnost mé zvlastni vyhodu pfi kombinaci

s hmotnostni detekci, kde nedochdzi k nechténé kontaminaci hmotnostniho spektra

nebo uvolnovani ligandt [109]. Naopak nevyhodou mutze byt nezvratna adsorpce pozitivné
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nabitych analytt [110], nereprodukovatelné vysledky [101], nebo snadnéd saturace kolony

chromatografickym materialem [103].

Aminové stacionarni faze

Prvni chemicky vazanou SF, pouzitou v HILIC, byla aminopropylova faze [93]. Dodnes se tato
faze Casto vyuziva pro separaci aminokyselin, peptidii, cukrd, nukleosidi, karboxylovych
kyselin a nékterych 1é¢iv [87]. Aminové SF rtznych vyrobcti mohou poskytovat rozdily

Vv retenci a selektivité [111]. Struktura aminopropylové SF je znazornéna na obrazku 15.

NH,

Obrazek 15: Struktura aminopropylové stacionarni faze, upraveno [87]

Zatimco nenabité polarni latky jsou obvykle zadrzovany na SF silikagelu modifikovanych
aminoskupinami pfedev§im diky rozdélovacimu mechanismu, u kyselych latek dochazi
ke zvysené retenci pii nizkych hodnotach pH vodné slozky MF [90]. Toto zvySeni retence
je vysledkem kombinace rozdélovaciho a iontové vyménného mechanismu, pficemz piispévek

iontové vyménného mechanismu k retenci se snizuje se zvysujici se iontovou silou MF [106].

Aminopropylové SF nabizeji vyhodu ve zvySené rychlosti mutarotace anomert, coZ eliminuje
vznik dvojitych pikd monosacharidovych diastereomerti béhem separace sacharidu [103].
Nicméné byly zaznamenany urcité nevyhody pfi pouZivani t€chto kolon. Mezi né patii vyskyt
nevratné adsorpce negativné nabitych analytti [98], dlouha doba pottebna k dosazeni rovnovahy
[90], omezena stabilita ve vodnych eluentech s moznym uvolfiovanim ligandi a naruSenim
symetrie chromatografickych pikid [103]. Tyto vlastnosti mohou zplisobit kontaminaci

hmotnostniho spektra pti kombinaci s hmotnostni detekci [112].
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Amidové stacionarni faze

Amidové SF maji amidovou skupinou, ktera je pfipojena na povrch silikagelu prostiednictvim
kratkého alifatického fetézce, viz obrazek 16. Na rozdil od aminovych SF nemaji amidové SF
bazické vlastnosti, coz minimalizuje vliv iontové vyménnych interakci na retenci ionizovanych
analytl. Tim padem je ireverzibilni adsorpce vzorku méné pravdépodobnd, coz vede k vétsi
stabilité po dlouhou dobu [96]. Amidové kolony ¢asto nepotiebuji iontové MF, coz znamena,
7e do hmotnostniho spektrometru vstupuje méné soli, které by jinak mohly ovlivnit proces

ionizace vzorku [113].

Tyto kolony jsou ¢asto vyuzivany pii separaci peptidid. Hydrofilni peptidy jsou silnéji
zadrzovany na amidovych SF nez hydrofobni peptidy. Amidové kolony jsou vhodné
i pro separace jinych vzorkd, jako jsou oligosacharidy, glykoproteiny nebo rtizné glykosidy.
Néekteré z téchto amidovych SF byly specialné navrzeny pro HILIC aplikace, naptiklad
karbamoyl-silika HILIC TSK-gel Amide-80, ktery je oblibeny pro separace
mono- a oligosacharidu, derivati cukri, peptidi a aminokyselin [87]. Amid-80 vykazuje vyssi
retenci pro mnoho polarnich slou¢enin ve srovnani s holym silikagelem a jinymi polarnimi SF

za stejnych podminek [106].

mH

Obrazek 16: Struktura amidové stacionarni faze, upraveno [87]

Diolové stacionarni faze

Diolové faze, chemicky vadzané na povrch silikagelu, obvykle obsahuji neutralni hydrofilni
2,3-dihydroxypropyl ligandy, vizobrazek 17. Jejich piiprava zahrnuje navazani
glycidoxypropyltrimethoxysilanu na silikagel s naslednou hydrolyzou epoxidovych skupin,
Tyto faze jsou vysoce polarni a vykazuji vlastnosti vodikovych vazeb, podobn¢ jako samotny

oxid kfemicity. Neobsahuji Zadné jiné ionizovatelné skupiny kromé nezreagovanych silanold,
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které mohou byt ¢astecné blokovany silylacnim ¢inidlem k prevenci ireverzibilni adsorpce

polarnich slouc¢enin [87,114].

Diol-silika kolony byly puvodné vyuzivany pro HILIC separace proteint, avSak nedavno
se zaCaly pouzivat 1 pro separace nizkomolekularnich fenolickych sloucenin, jak v rezimu
RP-LC s nizkym obsahem organického rozpoustédla, tak i v rezimu HILIC s vysokym obsahem
organického rozpoustédla. SF s undecyl-1,2-diolovymi ligandy navazanymi na silikagelu
obsahuji dlouhy hydrofobni alkylovy fetézec s polarni diolovou funkéni skupinou na konci, coz

umoziuje dualni RP-LC/HILIC retenéni mechanismus [87].

Diolové kolony byly uspésné pouzity pro stanoveni dvoji strukturni distribuce v neiontovych
tenzidech na bazi ethoxylovanych alkoholt v rezimu RP-LC a HILIC. Diolové kolony mohou
pomalu uvoliiovat navazanou fazi za kyselych podminek, a na rozdil od aminopropylovych fazi
jsou schopny S$tépit anomery a rizné cyklické formy monosacharidii, coz umoziiuje sledovat

rychlost pfechodu mezi jednotlivymi formami (mutarotace) [87,115,116].

O\)\/OH

Obrazek 17: Struktura diolové stacionarni faze, upraveno [87]

Stacionarni faze s vyzanymi cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) jsou kruhové oligosacharidy, které se skladaji ze Sesti (a-CD), sedmi
(B-CD) nebo osmi (y-CD) D-gluk6zovych jednotek uspofadanych do toroidnich kruhovych
struktur s hydrofobnimi dutinami. Tyto CD vykazuji chirdlni rozpoznavaci vlastnosti,
diky ¢emuz jsou cenné jako chiralni selektory ptidavané do MF v HPLC nebo pracovnich
elektrolytt v kapilarni elektroforéze. Kromé toho slouzi jako chemicky vazané funkéni skupiny
v chiralnich SF pro enantioselektivni separace. Chiralni SF na bazi silikagelu s vazanymi CD,
pfipravené imobilizaci prostfednictvim aminovych, uretanovych nebo etherovych vazeb, jsou

ucinné pro chromatografické separace enantiomerti v podminkach RP-LC. Pouzivaji se také
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v rezimu HILIC pro separaci cukernych alkoholi, monosacharidi a oligosacharidd s 1-8

monosacharidovymi jednotkami za pouziti 70% acetonitrilu jako MF [87,117].

Retence se zvysuje s rostoucim poctem monosacharidovych jednotek, coz je pfisuzovano spise
interakcim s hydrofilni vodnou vrstvou na vnéjsi strané¢ molekul CD neZ pronikanim vzorku
dovnitf dutiny. Kolony s vdzanymi CD vykazuji lepsi retenci aminokyselin a dalSich polarnich
vzorki ve srovnani s fazi TSKgel Amide 80 a jsou stabilngj$i nez aminové SF [9,118].

B-CD faze s vlastnostmi chirdlniho rozpoznavani za podminek HILIC byla syntetizovana

pomoci click chemie pfipojenim azidu modifikovaného B-CD na alkynem modifikované ¢astice

silikagelu, viz obrazek 18 [9].
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Obrazek 18: Struktura cyklodextrinové stacionarni faze, upraveno [87]

Zwitteriontové stacionarni faze

Zwitteriontové SF byly plivodné€ navrZeny pro iontové-vyménné separace. Vyzkumny tym pod
vedenim Irguma zavedl sulfobetainové SF pro HILIC separace zaméiené na anorganické soli,
malé organické iontové slouceniny a proteiny [87,119,120,121]. Aktivni vrstva, navazana
na silikagelu se Sirokymi pory nebo na polymernim nosici, obsahuje jak silné kyselé skupiny
sulfonové kyseliny, tak siln€ bazické kvartérni amoniové skupiny oddélené kratkym alkylovym
fetézcem, Vviz obrazek 19. Tato konfigurace umoziuje soucasnou separaci aniontovych
a kationtovych sloucenin. Molarni pomér 1:1 dvou opacné€ nabitych skupin vede k velmi
nizkému ¢istému negativnimu povrchovému naboji navazané vrstvy, coz je pfipisovano veétsi
vzdalenosti sulfonovych skupin od povrchu silikagelu. Uginného stinéni zbytkovych

silanolovych skupin je dosazeno samoasociaci opa¢né nabitych funkénich skupin [106].
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Obrazek 19: Struktura zwitteriontovych stacionarnich fazi, upraveno [87]

2.1.3. Separace vybranych latek v HILIC

Rodriguez-Gonzalo a kol. provedli studii zaméfenou na chromatografické chovani
modifikovanych nukleosidli a nukleovych bazi s vyuzitim rtiznych SF obsahujicich funkéni
skupiny polarni povahy, které jsou kompatibilni s vodné-organickymi MF. Ve studii
byly zkoumany tii typy SF: pentafluorofenylpropylova pro RP-LC separaci a dalsi dvé
pro HILIC separaci (Luna-HILIC a ZIC-HILIC). Jako cilové analyty bylo vybrano Sest
modifikovanych nukleosidii a nukleovych bazi, véetné hydroxylovanych a methylovanych
derivatd. Pti hodnoceni bylo brano v uvahu chromatografické rozliseni a citlivost detekce
pomoci hmotnostni spektrometrie. Vysledky ukazaly, ze ZIC-HILIC kolona byla nejvhodné;jsi
pro separaci téchto analyti. Z analyzy rGznych parametri ovlivilujicich separaci vyplyva,
ze v ZIC-HILIC kolong je separace zalozena ptedevsim na mechanismu rozdélovani a interakci

prostiednictvim slabych elektrostatickych sil [122].

Philibert a kol. dosahli GspéSné separace nukleosidii a jejich monofosfatovych nukleotidi
s vysokym rozliSenim za pouhych 8 minut s pouzitim kapalné MF se zvysenou fluiditou pomoci
superkritické fulidni chromatografie. Rlizné poméry rozpoustédla acetonitrilu a methanolu
vedly k rozdilim v potadi eluce, selektivit¢ a reten¢nim faktoru. To naznacuje rozSifeni
intervalu eluce pii pouziti CO2 v MF. Pfidani 1,5-diazabicyklo[4.3.0]non-5-en se ukazalo jako
vyhodné pro zlepSeni tvaru piku. Prestoze MF methanol/voda jsou v HILIC méné bézné kvili
zvysené viskozit¢ a nizsi selektivité ve srovnani s acetonitrilem/voda, pfidani soli se ukazalo
jako vyhodné pii vytvafeni vodou obohacené vrstvy, umoznujici selektivni déleni analytu.
V kombinaci s CO., ktery snizuje viskozitu a zvySuje zmény entropie u mnoha analytu,
byla selektivita vyznamné zvySena. Studie ukazala, Ze smés COz/methanol/voda piedstavuje
zajimavou alternativu k acetonitrilu/vod¢ jako MF v HILIC, zejména pro separaci sloucenin
s vyznamnymi rozdily v polarité. Je dulezité poznamenat, ze zatimco optimalizovana MF neni

kompatibilni s hmotnostni spektrometrii, smés nabizi vyhody methanolu, vcetné¢ zvySené
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rozpustnosti pufri a analyt,, zménéného potadi eluce, snizeni nékladii a ekologické likvidace

odpadu, bez nevyhod nedostatecné retence a separace [123].

Staiikkova a kol. zkoumali retencni chovani barbiturat pfi HILIC chromatografii pomoci
polymethakryldtové zwitteriontové monolitické mikrokolony. Kyselina barbiturova,
nejpolarnéjsi ze zkoumanych latek, projevila minimalni retenci v pufrované vodné-organické
MF s obsahem vody 50 %, coz naznaCuje nizky pftispévek hydrofobnich interakci.
Substituované barbituraty vykazuji mensSi polaritu a jsou méné zadrzované pfi vysSich
koncentracich acetonitrilu (>50 %). Fenobarbital, pentobarbital, amobarbital a hexobarbital
vykazuji podobné retencni charakteristiky, zatimco barbital, ktery ma mensi uhlovodikové
amobarbital a hexobarbital koreluji, zatimco fenobarbital a barbital jsou ¢aste¢né separovany.
Potadi eluce se méni v zavislosti na sloZzeni MF, coz ovliviluje selektivitu separace. V 60%
pufrovaném acetonitrilu neni dosazeno zakladni separace, ale poradi eluce se li§i od potadi

v 30% pufrovaném acetonitrilu, coz podtrhuje vliv slozeni MF na retenci a separaci [124].

West a jeho tym zkoumali eluci étyf barbiturati (hexobarbital, mephobarbital, fenobarbital
a 5-methyl-5-fenylhydantoin) na vSech jedenacti kolonach: Atlantis HILIC, XBridge HILIC,
Kinetex HILIC, Accucore HILIC, XBridge Amide, TSK-gel Amid-80, YMC-Pack PVA-Sil,
Luna HILIC, YMC-Pack Polyamin 11, Kosmosil HILIC a Luna NH2. Spolu s popisem struktur
téchto latek zkoumali i jejich reten¢ni chovani. Zda se, Ze silikagelové a amidové faze nejsou
schopny separovat hexobarbital a mephobarbital. Fenobarbital a 5-methyl-5-fenylhydantoin
jsou lépe zadrzovany nez tyto dvé latky, diky dal§imu vazebnému centru NH, coZz umoziuje
vetsi moznosti pro vodikové vazby. Kromé toho jsou pozorovany urcité rozdily v potadi eluce:
fenobarbital  je  eluovan  pied 5-methyl-5-phenylhydantoinem  na  kfemicitych

a amidovychfazich, zatimco na diolové fazi a zakladnich fazich je to naopak [125].

Stankova a kol. provedli studii zaméfenou na retenci SN v rlznych MF pomoci
polymethakrylatové zwitteriontové monolitické mikrokolony. Vétsina SN prokazuje retenci pii
jak vysokych, tak nizkych koncentracich acetonitrilu, s vyjimkou sulfacetamidu
a sulfadimidinu, které nejsou zadrzovany v MF obsahujicich méné nez 20 % acetonitrilu.
Tyto SN se fidi dudlnim retenénim mechanismem, ktery kombinuje jak HILIC chromatografii,
tak RP-LC, pfi¢emz vyznamny ptechod nastava pii obsahu vody 15-35 %. Sulfanilamid
a sulfathiazol projevuji omezenou separacni selektivitu v HILIC rezimu, avSak jejich retence

vyrazné roste v MF s 40 % a vice vodné slozky, coz vice vyhovuje RP-LC. V RP-LC rezimu

cvwvr
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Naopak sulfadimidin a ftalazol vykazuji neuspokojivou separacni selektivitu a eluuji v rdmci
RP-LC. Avsak jsou u¢inné oddéleny v HILIC rezimu v zavislosti na slozeni MF. Zvlasté

ftalazol a sulfaguanidin projevuji nejvyssi selektivitu separace v HILIC retenénim rezimu
[124].
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3. EXPERIMENTALNI{ CAST

3.1. Chemikalie

Acenaften (99 %, Sigma-Aldrich, USA)

Aceton (pro HPLC, Acros Organics, USA)

Acetonitril (pro HPLC, > 99,9 % Sigma Aldrich Steinheim, Némecko)
Deionizovana voda piipravena zarizenim Milli-Q® (Merck, Némecko)
Kyselina octova (= 99 %, Sigma-Aldrich, USA)

Metanol (pro HPLC, Merck, Némecko)

Octan amonny (> 99,0 %, Sigma-Aldrich, USA)

Hydroxid amonny (Lach-Ner, Ceska republika)

3.1.1. Analyzované vzorky

Adenin (99 %, Sigma-Aldrich, USA)
Adenosin (99 %, Sigma-Aldrich, USA)
Amobarbital (99 %, Sigma-Aldrich, USA)
Barbital (ze zasob Univerzity Pardubice)
Cytidin (99 %, Sigma-Aldrich, USA)
Cytosin (99 %, Sigma-Aldrich, USA)
Fenobarbital (99 %, Sigma-Aldrich, USA)
Ftalazol (99 %, Sigma-Aldrich, USA)
Guanin (99 %, Sigma-Aldrich, USA)
Guanosin (99 %, Sigma-Aldrich, USA)
Hexobarbital (99 %, Sigma-Aldrich, USA)
Pentobarbital (99 %, Sigma-Aldrich, USA)
Sulfadimidin (ze zasob Univerzity Pardubice)

Sulfaguanidin (ze zasob Univerzity Pardubice)
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Sulfanilamid (ze zasob Univerzity Pardubice)
Sulfathiazol (ze zasob Univerzity Pardubice)
Thymin (99 %, Sigma-Aldrich, USA)

Uracil (99 %, Sigma-Aldrich, USA)

3.2. Pristrojové vybaveni

Analytické digitalni vahy (Sartorius, Usti nad Labem)
Mikropipety (Thermo Fisher Scientific, USA)
Ultrazvukova lazen (Fisherbrand, FB15052)

Vortex (Vortex, USA)

3.2.1. Kapalinovy chromatograf s DAD detekci

Kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity II (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA),

ktery se skladal z:

e Autosampleru s integrovanym termostatem kolon G7129C
e Kvartérniho ¢erpadla s vestavénym vakuovym degaserem G7104C

e Detektor diolového pole G7115A

3.2.2. Kapalinovy chromatograf s UV/VIS detekci

Kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Series (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA),

ktery se skladal z:

o Degaseru G4225A

e Binarniho cerpadla G1312B

e Autosampleru s integrovanym termostatem kolon G7129B
e UV/VIS detektoru G7114B
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3.2.3. Kolony
Ascentis® Express, HILIC (3 x 150 mm, velikost ¢astic 2,7 um, Supelco, USA)

InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z (2,1 x 150 mm, velikost ¢astic 2,7 pum, Agilent
Technologies, USA)

Luna® Omega SUGAR 100 A (3 x 150 mm, velikost ¢4stic 3 pm, Phenomenex, USA)

SeQuant®, ZIC-HILIC (2,1 3 x 150 mm, velikost ¢astic 3,5 um, Merck KGaA, Danstadt

Némecko)

YMC-Triart, Diol-HILIC (2,0 x 150 mm, velikost ¢astic 5 um, YMC, Japonsko)

3.3. Pracovni postup

3.3.1. Priprava standardu

Standardy byly ptipraveny o celkové koncentraci 1 mg/ml. Do sklenéné vialky byl navazen
1 mg latky, ktery byl rozpustén v 1 ml demineralizované vody. Krom¢ sulfathiazolu,
ktery byl rozpustén v acetonu, ftalazolu, ktey byl rozpustén v methanolu, guaninu a guanosinu,
které byly rozpustény v NHsOH. Z takto piipravenych zasobnich roztokd byly pfipraveny
roztoky standardi o koncentraci 100 pg/ml. A celkovy objem byl doplnén acetonitrilem

na objem 1 ml.

3.3.2. Zpozdéni gradientu

Zpozdéni gradientu bylo méfeno pii prutoku 0,5 ml/min a tlaku 36 bar, 0,4 ml/min a tlaku 29
bar a pii 0,2 ml/min a tlaku 16 bar. Pro toto méfeni byly pouzity dvé MF. Prvni obsahovala
¢istou demineralizovanou vodu a druh4 demineralizovanou vodu s ptidavkem 1% acetonu. MF
byly pfipraveny ve 200 ml zasobnich lahvi. Méfeni probihalo bez kolony, ktera byla nahrazena
kovovou spojkou. K detekci byl vyuzit UV/VIS detektor pfi vinové délce 260 nm. Profil
gradientu byl nasledujici: 100 % Ccisté demineralizované vody od 0 do 2 min; 0-100 %

demineralizované vody s 1% acetonem od 2 do 7 min.
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3.3.3. HPLC analyza standardi

MF A byla tvofena demineralizovanou vodou s 5 mM octanem amonnym. MF B byla tvofena
98% acetonitrilem s pfidavkem 5 mM octanu amonného. MF C byla tvoiena 98% methanolem
s ptidavkem 5 mM octanu amonného. MF byly pfipraveny do 500 ml zasobnich lahvi. Priitok
MF byl 0,18; 0,2 a 0,4 ml/min podle typu kolony, aby byl zachovéan konstantni linearni pratok
5,67 cm/min. Davkovany objem standardu byl nastaven na 1 pl. Teplota kolony byla udrzovana
na hodnoté¢ 25 °C. Detekce probihala za pouziti detektoru DAD a UV/VIS a vlnova délka
byla zvolena podle typu latky. Nukleové baze a nukleosidy byly detekovany pii 254 nm.
Barbituraty a sulfonamidy pti 210 nm, kromé ftalazolu a sulfathiazolu, které byly detekovany

pii 284 nm.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1. Zpozdéni gradientu

Gradientové zpozdéni v chromatografii je stéZejnim parametrem ovliviiujicim separaci a eluci
analytd. Pfedstavuje ¢asovy interval mezi zménou slozeni MF a jejim ptichodem do detekéniho
zafizeni. Tato zména ve slozeni miZze byt provedena postupné (gradient) nebo ndhle (krokova
zména). Spravné nastaveni zpozdéni gradientu umoziuje dosazeni optimalnich podminek

pro separaci analytu.

Rychla zména ve slozeni MF muize vést k eluci analytu mimo rozsah gradientu, zatimco pomala
zména muze prodlouzit celkovou dobu analyzy. Vysoké zpozdéni gradientu mize zpusobit
vyrazné€ odli$né retencni chovani v porovnani s pfedpovézenymi daty a zdroven znesnadiiuje
prevod gradientovych metod mezi rliznou instrumentaci.

V prvni fazi bylo provedeno méfeni zpozdéni gradientu pfi 260 nm na kapalinovém
chromatografu, ktery se dale pouzil v diplomové praci. Pro provedeni této analyzy byly pouzity

dv¢ MF (AaB). MF A pfedstavovala ¢istou demineralizovanou vodu a MF B

demineralizovanou vodu s pfidavkem 1% acetonu. Profil gradientu je znadzornén v tabulce 1.

Tabulka 1: Profil zpozdéni gradientu

Cas [min] | MF A [%] | MF B[%)]

0-2 100 0

2-7 0 100

Z kazdého experimentu byl vytvofen graf zavislosti absorbance na case. Pro identifikaci
zpozdéni gradientu byl odecten zlom na kiivce, ktery byl prolozen tecnami. Na obrazku 20
je patrny prabéh signalu a odecteni hodnoty zpozdéni gradientu, které bylo méfeno pii prutoku

0,4 ml/min.
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Obrazek 20: Pribeh signdlu pti méteni zpozdéni gradientu; méteno pii pratoku 0,4 ml/min

Ke zjisténi zpozdéni Casu gradientu byly pouzity rovnice zgrafu (piiklad vypoctu),

kde vysledna hodnota ¢asu zpozdéni gradientu byla 2,17 min.

—0,1385x — 0,6215 = 393,35x — 1640,4
x = 41672 - x = 2 + 2,1672

tp = 2,17 min

kde: tp — ¢as zpozdéni.

Z vypocteného ¢asu byl nasledné piepocitan objem zpozdéni dle rovnice 1:

VD == tD X Fm (1)

V, = 2,17 x 0,4 = 0,87 ml

kde: Vp — objem zpozdéni, Fm — objemovy pritok MF.
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Vysledky zpozdéni gradientu stanovené pro jednotlivé pritoky jsou uvedeny v souhrnné
tabulce 2. Z namétenych dat je patrnd mirna zavislost stanovené¢ho zpozdéni na pouzitém
tlakem Cerpadla a spravnou funkci ventilki. Pro dalsi vypocty byla pouzita hodnota zpozdéni

gradientu 0,87 ml, protoze vétSina experimentl byla realizovana pravé pii prutoku 0,4 ml/min.

Tabulka 2: Namétené ¢asy zpozdeni gradientu a korespondujici objemy pro ruzné pritoky
a smérodatné odchylky ze tii experimenti

Pritok [ml/min] | Vb [ml] to[min] | ¢?[min]
0,5 0,90 1,81 0,004
0,4 0,87 2,17 0,009
0,2 0,77 3,85 0,045

4.2. Stanoveni retencniho modelu v gradientové eluci dat

4.2.1. Retenéni model s obsahem acetonitrilu

Pomoci gradientové eluce byly zméfeny retenéni charakteristiky ve tiech gradientech
s odliSnou strmosti v systému HILIC. Gradientovd eluce se méfila na péti kolonach
a experimentalni data (reten¢ni Casy, reten¢ni objemy vypoctené podle rovnice (1)) jsou
uvedeny v ptilohach (pfiloha 1-5). Pouzité kolony byly porovnany z hlediska retence latek
a dale selektivity separace, pii¢emz jako nejlepsi byla vybrana ZIC-HILIC kolona, u které bylo
zaznamenano v ramci pouzitych gradientd nejleps$i déleni standardl (nejvys$si rozliSeni)
a nejvyssi ucinnost.

Na obrazku 21-23 Ize vidét porovnani separace vybranych latek (guanosin, barbital a ftalazol)
na vSech péti kolonach. Lze vidét, Zze ZIC-HILIC kolona je nejen vhodna pro separaci polarnich
sloucenin (jak u nukleovych kyselin, tak i u sulfonamidii byla zaznamenana vysoka retence),
ale také poskytuje nejméné chvostujici piky z testované sady kolon. Diky své schopnosti
zadrzovat polarni slou¢eniny umoznuje efektivni separaci, coz vede Vv dusledku K vyssi
pravdépodobnosti rozdéleni smési analyti v redlnych matricich a Kk lepsim parametrim

kvantitativni analyzy.
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Obrazek 21: Separace guanosinu (profil gradientu: 100 — 70 % B (ACN) od 0 do 15 min,

254 nm)
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Obrazek 22: Separace barbitalu (profil gradientu: 100 — 70 % B (ACN) od 0 do 15 min,

210 nm)
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Obrazek 23: Separace ftalazolu (profil gradientu: 100 — 70 % B (ACN) od 0 do 15 min,
284 nm)

Diky nejlepsim vysledkiim dosazenym na koloné¢ ZIC-HILIC byla na této koloné nasledné
proméfena série gradientd s riznou strmosti, danou pribéhem gradientu v ¢asech 10, 15 a 20

minut. Porovnani profilt piku pfi jednotlivych strmostech gradientti je uvedeno na obrazku 24.

Na zakladé¢ analyzy chromatografickych dat 1ze na obrazku jednoznaéné identifikovat ustalené
pofadi eluce latek, které se neméni pii rliznych casovych gradiantech. Béhem analyzy
s vyuzitim 10 minutového gradientu doSlo pouze k castecné separaci sledovanych latek,
pficemz v tomto Casovém tuseku (v dobé gradientu 10 min) stacily eluovat pouze thymin,
sulfathiazol a uracil. Ostatni latky nebyly v tomto kratkém Casovém intervalu efektivné
eluovany z chromatografické kolony a proto bylo nutné pokracovat v pribéhu gradientu
se stejnou strmosti. Pfi 15 minutovém gradientu se projevilo, ze neékteré latky, konkrétné cytidin
a guanosin, dosahuji eluce pozd¢ji nez ostatni. Tato pozorovana zpozdéni naznacuji, Ze jejich
eluce je vice zavisla na specifickych podminkach gradientu. Béhem 20 minutového gradientu
doslo k uspésné separaci vsech sledovanych latek s vyjimkou uracilu a sulfathiazolu, které
vykazovaly piekryvani pikli. To naznacuje, Ze pii delSim Casovém gradientu nedochdzi

k dostatecnému rozliseni téchto latek. Zména reten¢niho chovani dvojice sulfathiazol/uracil
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se zménou strmosti gradientu mtize byt disledkem nelinearniho retenéniho chovani

(tj. nelinearniho izokratického reten¢niho modelu).

20 min

Adenin

Adenosin

Cytidin
Cytosin

[ Mg I 15 min Ftalazol

Guanin

| \ .
_________________ PR 3. \ e Guanosin

Sulfathiazol

Thymin

10 min Uracil

N L

T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
€as [min]

Obrazek 24: Gradientni pribéh vybranych latek (profil gradientu: 100 — 70 % B (ACN) od 0
do 10 min, 100 — 70 % B (ACN) od 0 do 15 min, 100 — 70 % B (ACN) od 0 do 20 min, 210
nm, 254 nm, 284 nm)

Ze separace gradientovou eluci a z nastaveného pribcéhu gradientu byla dale vypoctena
koncentrace MF v bod¢ eluce analyzovanych latek. Uvedena koncentrace by teoreticky méla
odpovidat izokratickému sloZeni MF, pfi které je dosaZeno stejnych reten¢nich charakteristik.

Koncentrace v bodé eluce (¢e) byla vypocitand dle rovnice 2:
¢ =A-Bx(r-tp) (2)

kde: A —pocatecni koncentrace, B — strmost gradientu, tr— reten¢ni Cas latky, to— cas zpozdéni.

56



Strmost byla vypocitana podle rovnice 3:

_ 5%
B=~ (3)

kde: 6¢ — zména koncentrace v gradientu, J¢ — ¢as analyzy.

Vypoctené hodnoty koncentrace MF v bodé¢ eluce jsou uvedeny v priloze 1 a 3. Na zakladé této
koncentrace byly pfipraveny MF o stejném slozeni a byly realizovany izokratické experimenty
s namétfenim izokratickych reten¢nich Casii te na dvou kolonach a to ZIC-HILIC a Luna Omega
SUGAR. Tyto ¢asy byly nasledné porovnany s gradientovymi reten¢nimi Casy. Reten¢ni casy

te uréené pomoci izokratické eluce byly vyrazné nizsi nez pti gradientové eluci.

Dale byl na zaklad¢ gradientovych experimentli vytvoten izokraticky retencni model. Protoze
nelze pouze na zdklad¢ gradientovych reten¢nich Casii nebo objemt explicitné matematicky
vyjadftit rovnice pro jednotlivé parametry izokratického retenéniho modelu, a to ani v ptipadé
nejjednodussich linedrnich modell v soutadnicich log k vs. koncentrace silngjsi slozky MF,
bylo nutné k urceni parametra izokratického modelu vyuzit iteraéni postup. Veskeré vypocty
uvedené v nasledujici ¢asti byly provedeny prostfednictvim programovaciho jazyka Python
3.12.3, viz ptiloha 6. Skript pro vypocet v Pythonu byl vytvofen ve spolupraci s panem doc.
Ing. Petrem Ceslou, Ph.D., a byl nasledné aktivné vyuzivan v diplomové praci. Hodnota
VR byla vypoc¢tena podle nasledujici rovnice 4 [126,127]:

1
mxX B

Ve = X log10(2,31 X m X B x (Vyy x 10@™4 _yy4 1) + Vy, + Vp (4)

kde: Vr — retencni objem, @, m — parametry kiivky, B — strmost gradientu, Vm — mrtvy objem,

A — pocate¢ni koncentrace, Vp — objem zpozdéni.

Vyse uvedena rovnice 4 popisuje retencni objem v gradientu se zapoc¢itanym zpozdénim pro

pfipad linearniho priibéhu gradientu a pro linearni izokraticky retencni model v soufadnicich

vvvvvv

Pro nalezeni optimélnich hodnot parametri a a m bylo vyuzito itera¢niho postupu, ktery
probihal ve 100 000 opakovanich. V tabulce 3 jsou uvedeny konstantni hodnoty vstupnich

proménnych spole¢nych pro v§echny latky. Proménné B byly vypocitany dle rovnice 3.
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Tabulka 3: Vstupni hodnoty proménnych

PROMENNA | HODNOTA
Vm 0,384 ml
Vb 0,435 ml
A 0,02
B1 0,15 ml*
B2 0,1 ml?t
B3 0,075 ml*t

V tabulce 4 jsou zobrazeny optimalni parametry a a m. Pro ovéfeni, ze reten¢ni data spliuji
podminku linearity izokratického modelu byly stanovené parametry a a m pouzity k vypoctu

reten¢niho faktoru v bod¢ eluce ¢e dle rovnice 5 a 6.

In(k) =a —m X ¢e (5)

k= en® (6)

kde: k — reten¢ni faktor, a, m — parametry kiivky, ¢e — koncentrace v bod¢ eluce.

Vypocet retencniho ¢asu byl proveden podle rovnice 7:

tr = (k+1) X ¢tp (7)
kde: tr — retencni Cas, k — reten¢ni faktor, tp — ¢as zpozdéni.
Gradientni reten¢ni ¢as byl vypocitan dle rovnice 8:

trg = =2 (8)

kde: trg — gradientni reten¢ni ¢as, Vrg — gradientni reten¢ni objem, Fm — objemovy prutok MF.

58



Tabulka 4: Reten¢ni model s obsahem acetonitrilu (a, m — vypocitané parametry rovnice 5,
@e — koncentrace v bod¢ eluce vypocitana z rovnice 2, In(k), k — izokraticky reten¢ni faktor
vypocitany z rovnice 5 a 6 na zaklad¢ parametrii a,m, tr — izokraticky reten¢ni ¢as vypocitany
z rovnice 7 pro koncentraci v bod¢ eluce, trg1-trgs — gradientové retencni ¢asy predikované
pomoci rovnice 4 a 8 pro experimentalné proméiené profily gradientd, viz obrazek 24)

NAZEV a m de | Ink) | k tr trgt | trg2z | trg3

Adenin 0,690 | 0,215 | 0,85 | 0,508 | 1,66 | 11,58 | 10,90 | 11,01 | 11,07

Cytosin 0,810 | 0,190 | 0,79 | 0,660 | 1,93 | 12,76 | 13,62 | 13,82 | 13,92

Uracil 0,605 | 0,460 | 093 | 0,179 | 1,20 | 9,55 | 9,09 | 9,22 | 9,29

Guanin 0,850 | 0,210 | 0,77 | 0,688 | 1,99 | 13,01 | 14,58 | 14,84 | 14,98

Thymin 0,433 | 0,180 | 0,97 | 0,258 | 1,29 | 9,98 | 6,26 | 6,27 | 6,27

Adenosin 0,715 | 0,290 | 0,84 | 0,472 | 1,60 | 11,32 | 11,26 | 11,43 | 11,52

Cytidin 0,880 | 0,410 | 0,77 | 0,566 | 1,76 | 12,01 | 14,54 | 15,04 | 15,31

Guanosin 0,915 | 0,410 | 0,75 | 0,609 | 1,84 | 12,35 | 15,43 | 16,01 | 16,33

Barbital -0,425 | 0,205 | 1,02 | -0,634 | 0,53 | 6,66 | 2,61 | 2,62 | 2,62

Fenobarbital | -0,256 | 0,125 | 1,02 | -0,383 | 068 | 7,32 | 296 | 2,96 | 2,96

Pentobarbital | -0,615 | 0,205 | 1,02 | -0,825 | 0,44 | 6,26 | 2,35 | 2,36 | 2,37

Amobarbital | -0,640 | 0,190 | 1,02 | -0,835| 0,43 | 624 | 2,33 | 2,34 | 2,34

Hexobarbital | -0,799 | 0,205 | 1,03 | -1,009 | 0,36 | 594 | 2,19 | 2,20 | 2,20

Sulfadimidin | -0,355 | 0,180 | 1,02 | -0,538 | 0,58 | 6,89 | 2,74 | 2,75 | 2,70

Sulfanilamid | 0,345 | 0,165 | 0,99 | 0,182 | 1,20 | 9,57 | 6,22 | 6,13 | 6,13

Ftalazol 0,770 | 0,380 | 0,82 | 0,459 | 1,58 | 11,23 | 12,14 | 12,42 | 12,57

Sulfaguanidin | 0,655 | 0,230 | 0,86 | 0,457 | 1,58 | 11,22 | 10,22 | 10,32 | 10,37

Sulfathiazol | 0,575 | 0,155 | 0,97 | 0,425 | 1,53 | 11,00 | 8,97 | 9,01 | 9,04

Na obrazku 25 je zobrazen gradientni prub¢h, ktery byl méten pii 15 minutach. Simulovany
graf, ktery je zobrazen nad nim, slouzi jako modelova vizualizace ocekdvaného pribchu

separace vybranych latek. Tato simulace umoziuje predstavit si, jak by mél gradientni pribeh
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idedln¢ vypadat. Simulovany chromatogram byl vytvoien na zaklad¢ parametrii izokratického
modelu vypoctenych iteracnim postupem (parametry a,m) a uvedeny vypocet je popsan

V nasledujicim textu.

Hodnoty parametru a a m, stejné jako trgr — trgs, ziskané z tabulky 4, byly kli¢ové pro dalsi
vypocty, které ndm umoznily sestrojit simulovany graf. Z téchto hodnot byla vypocitana

koncentrace v bod¢ eluce (¢e), dle rovnice 9:

(I)e:A-l'Bx(th_tD) )

kde: A — pocate¢ni koncentrace, B — strmost gradientu, trg — gradientni retenéni Cas latky,

tp — Cas zpozdéni.
Nasledné pomoci rovnice 10 a 11, byl vypocitan retencni faktor ke:
log(ke) = a —m X ¢ (10)
k, = 10'8(ke) (11)
kde: ke — reten¢ni faktor, a8, m — parametry kiivky, ¢e — koncentrace v bodé eluce.

Pro vypocet teoretického patra N, rovnice 12, byl vyuzit acenaften, ktery slouzil jako mrtvy

retencni Cas:
N = 16 x (t—M)2 (12)
w
kde: N — pocet teoretickych pater, tm —mrtvy ¢as kolony, w — Sifka piku pfi zakladné.

Nasledné byla vypocitana Sitka piku pro jednotlivé latky, dle rovnice 13 a 14:

4 Xty

9 = "IN

X (1 + k) (13)
w, = 4 X 0, (14)

kde: wg — sitka piku v gradientu pfi jeho zakladné, tm — mrtvy Cas kolony, ke — retencni faktor

V bodé eluce.
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Smérodatna odchylka byla vypocitana dle rovnice 15:
w
Oy = Tg (15)

kde: ot — smérodatna odchylka elu¢ni zony, ktera ma Gaussovsky pribéh, wg — Sitka piku

v gradientu pfi jeho zékladné.
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I 2 - Thymin

3 - Uracil

U UL o

1 6 - Cytidin

7 - Guanin
8 - Sulfathiazol
9 - Ftalazol

10 - Guanosin
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Obréazek 25: Gradientni a simulovany priibé&h, strmost gradientu 0,1 mi*!

Z porovnani simulovaného gradientu, uvedeného na obrazku 25, a experimentalné naméteného
chromatogramu je zjevné, Ze pouziti izokratického retencniho modelu v soutfadnicich
In(k) = f($) neni zcela korektni. Uvedeny model umoziuje presnou predikci retenénich dat
polarnéjsich latek (latky 1, 4-7, 9, 10), ale pro latky méné polarni (a tedy s nizkou retenci)
je spravné uréeno elucni poradi, ale reten¢ni ¢asy jsou nadhodnocené. Z tohoto diivodu byl dale
otestovan druhy izokraticky retencni model, ktery reflektuje chovani v systému s normalnimi

fazemi a zobrazuje retenci v souradnicich In(k) = f(In(¢)).
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Nasledujici vypocty byly provadény pomoci programovaciho jazyka Pythno 3.12.3, viz ptiloha
7. Hodnota Vr byly vypoétena podle nasledujici rovnice 16 [126,128]:

1 A
X[(m 4+ 1) x B X (kg X Vyy — Vp x A™) + A+ D]T+m 3tV +Vp

| -

Ve =
(16)

kde: Vr — reten¢ni objem, ko, m — parametry kiivky, B — strmost gradientu, Vi — mrtvy objem,

A — pocatecni koncentrace, Vp — objem zpozdéni.

Pro nalezeni optimalnich hodnot parametri ko @ m byl pouzit iterativni pfistup, ktery probehl
v 100 000 opakovanich. Vstupni hodnoty byly stejné jako v tabulce 3. Proménné B byly

vypocitany podle rovnice 3.

V tabulce 5 jsou zobrazeny optimalni parametry ko a m, které byly pouzity pro vypocet
reten¢niho faktoru k dle rovnice 17 a 18.

log(k) = log(ko) —m X log(de) A7)

k = 10909 (18)

kde: k — retenéni faktor, ko, m — parametry kiivky, ge — koncentrace v bod¢ eluce.
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Tabulka 5: Reten¢ni model s obsahem acetonitrilu (Ko, m — vypocitané parametry rovnice 5,
@e — koncentrace acetonitrilu v bod¢ eluce vypocitana z rovnice 2, log(k), k — izokraticky
reten¢ni faktor vypocitany z rovnice 17 a 18 na zakladé parametri Ko, m, tr — izokraticky
retenéni Cas vypocitany z rovnice 7 pro koncentraci v bod¢ eluce, trgi-trgs — gradientové
retencni Casy predikované pomoci rovnice 16 a 8 pro experimentalné proméiené profily

gradientll, viz obrazek 24)

NAZEV ko m de | logk) | k tr trgt | trg2z | trg3

Adenin 2,725 | 0,200 | 0,85 | 0,508 | 1,66 | 11,58 | 10,90 | 11,01 | 11,07

Cytosin 3,740 | 0,200 | 0,79 | 0,660 | 1,93 | 12,76 | 13,62 | 13,82 | 13,92

Uracil 2,109 | 0,200 | 0,93 | 0,179 | 1,20 | 9,55 | 9,09 | 9,22 | 9,29

Guanin 4,140 | 0,200 | 0,77 | 0,688 | 1,99 | 13,01 | 14,58 | 14,84 | 14,98

Thymin 1,130 | 0,200 | 0,97 | 0,258 | 1,29 | 9,98 | 6,26 6,27 | 6,27

Adenosin 2,850 | 0,200 | 0,84 | 0,472 | 1,60 | 11,32 | 11,26 | 11,43 | 11,52

Cytidin 4,215 | 0,200 | 0,77 | 0,566 | 1,76 | 12,01 | 14,54 | 15,04 | 15,31

Guanosin 4595 | 0,200 | 0,75 | 0,609 | 1,84 | 12,35 | 15,43 | 16,01 | 16,33

Barbital 0,255 | 0,200 | 1,02 | -0,634| 0,53 | 6,66 | 2,61 2,62 | 2,62

Fenobarbital | 0,500 | 0,020 | 1,02 | -0,383 | 0,68 | 7,32 | 2,96 | 2,96 | 2,96

Pentobarbital | 0,225 _9?35_ 1,02 | -0,825| 0,44 | 6,26 2,35 2,36 2,37
-0,88E-
Amobarbital 1,02
0,215 17 -0,835| 0,43 | 6,24 2,33 2,34 2,34
) -9,88E-
Hexobarbital 1,03
0,140 17 -1,009 | 0,36 | 5,94 2,19 2,20 2,20

Sulfadimidin | 0,260 | 0,195 | 1,02 | -0,538 | 0,58 | 6,89 | 2,74 | 2,75 | 2,70

Sulfanilamid | 1,090 | 0,200 | 0,99 | 0,182 | 1,20 | 9,57 | 6,22 | 613 | 6,13

Ftalazol 3,210 | 0,200 | 0,82 | 0,459 | 1,58 | 11,23 | 12,14 | 12,42 | 12,57

Sulfaguanidin | 2,501 | 0,200 | 0,86 | 0,457 | 1,58 | 11,22 | 10,22 | 10,32 | 10,37

Sulfathiazol 2,065 | 0,200 | 0,97 | 0,425 | 1,53 | 11,00 | 8,97 | 9,01 | 9,04
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V porovnani mezi simulovanym gradientem, ktery je zobrazen na obrazku 26 a experimentalné
ziskanym chromatogramem je ziejmé, ze pouziti izokratického reten¢niho modelu In(k) = ()
neni Uplné presné. Tento model dobte predpovida retencni chovani pro latky s vyssi polaritou
(naptiklad latky 1, 4-7, 9, 10), ale pro latky s nizsi polaritou (a tedy s nizsi retenci) urcuje

spravné poradi eluce, avSak reten¢ni Casy jsou nadhodnocené.

1 - Adenin

2 - Thymin

3 - Uracil

4 - Adenosin
5 - Cytosin

6 - Cytidin

7 - Guanin
8 - Sulfathiazol
3 9 - Ftalazol

a 7 10- Guanosin

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Cas [min]

Obréazek 26: Simulovany a gradientni priibéh, strmost gradientu 0,1 ml*
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4.2.2. Reten¢ni model s obsahem methanolu

Protoze cilem prace bylo prostudovat vlivy tfislozkové MF kombinujici acetonitril, methanol
a vodnou fazi na retenci polarnich latek, byly provedeny také experimenty s MF s obsahem
methanolu. Na obrazku 27 je znazornén gradientni prub&h nejlépe separovanych latek pii Case

gradientu 10, 15 a 20 minut (stejny prab¢h gradientu jako u acetonitrilu).

Adenin

20 min

Adenosin

Cytidin
Cytosin

Ftalazol
[ it 15 min

® ¢ ¢ ® o o

Guanin

U] \
l.\ i " ! ' Guanosin
]

Iy ] 1
B L . .

e N

10 12 14 16 18 20

Sulfathiazol
@ Thymin

10 min Uracil

Cas [min]

Obrazek 27: Gradientni pribéh vybranych latek (profil gradientu: 100 — 70 % C (MeOH) od 0
do 10 min, 100 — 70 % C (MeOH) od 0 do 15 min, 100 — 70 % C (MeOH) od 0 do 20 min,
210 nm, 254 nm, 284 nm)

Z porovnani prabéhu gradientové separace polarnich latek v MF s methanolem je evidentni,
Ze pii pouziti methanolu je retence latek vyrazné nizsi nez v piipadé MF s obsahem acetonitrilu.
Uvedeny jev muize byt pfipsan rozdilu v obou rozpoustédlech, kdy acetonitril pfedstavuje
aprotické rozpoustédlo, zatimco methanol je svymi vlastnostmi bliz§i polarnéjsi vodné slozce
MF (methanol i voda jsou proticka rozpoustédla). Dalsi vyznamny efekt pouziti methanolu je
prakticky téméf nezavisla retence latek na pouzitém profilu gradientu. Na druhou stranu je

dosaZena selektivita separace odliSné od separaci v MF s obsahem acetonitrilu (viz obrazek 24).
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Reten¢ni model s obsahem methanolu, viz tabulka 6 byl vypocten za stejnych vstupnich hodnot

jako u modelu s obsahem acetonitrilu, pouze hodnota Vm byla 0,415 ml.

Tabulka 6: Reten¢ni model s obsahem methanolu (a, m — vypocitané parametry rovnice 5,
@e — koncentrace methanolu v bod¢ eluce vypocitana z rovnice 2, In(k), k — izokraticky
retencni faktor vypocitany z rovnice 5 a 6 na zéklad¢ parametri @,m, tr — izokraticky reten¢ni
Cas vypocitany z rovnice 7 pro koncentraci v bodé¢ eluce, trgi-trgs — gradientové retencni asy
predikované pomoci rovnice 4 a 8 pro experimentalné proméfené profily gradientt, viz
obrazek 27)

NAZEV a m de | Ink) | k tr trot | trgz | tRg3

Adenin -0,439 | 0,235 | 1,01 | -0,677 | 0,51 | 6,561 280 | 2,81 | 281

Cytosin -0,185 | 0,155 | 1,00 | -0,340 | 0,71 | 7,447 342 | 3,42 | 3,42

Uracil -0,199 | 0,220 | 1,00 | -0,419 | 0,66 | 7,211 3,37 | 3,37 | 3,37

Guanin 0,370 | 0,305 | 0,93 | 0,086 | 1,09 | 9,092 6,81 6,84 | 6,85

Thymin -0,405 | 0,159 | 1,01 | -0,566 | 0,57 | 6,821 287 | 2,88 | 2,88

Adenosin -0,245| 0,180 | 1,00 | -0,425 | 0,65 | 7,193 3,24 | 324 | 3,24

Cytidin 0,185 | 0,250 | 0,96 | -0,056 | 0,95 | 8,464 5,21 | 522 | 522

Guanosin 0,655 | 0,210 | 0,84 | 0,478 | 1,61 | 11,364 | 11,04 | 11,15 | 11,21

Barbital -0,885 | 0,200 | 1,02 | -1,089 | 0,34 | 5,814 2,31 2,32 | 2,33

Fenobarbital | -0,469 | 0,225 | 1,01 | -0,697 | 0,50 | 6,517 2,75 2,76 | 2,76

Pentobarbital | -1,485 | 0,200 | 1,02 | -1,690 | 0,18 | 5,153 2,11 2,12 | 2,12

Amobarbital | -1,565 | 0,185 | 1,02 | -1,755 | 0,17 | 5,102 2,10 | 211 | 211

Hexobarbital | -1,305 | 0,205 | 1,02 | -1,515 | 0,22 | 5,306 2,14 | 2,15 | 2,16

Sulfadimidin | -0,315 | 0,210 | 1,01 | -0,526 | 0,59 | 6,920 | 3,06 | 3,06 | 3,06

Sulfanilamid | 0,475 | 0,145 | 0,90 | 0,344 | 1,41 | 10,486 | 8,17 | 8,19 | 821

Ftalazol 0,470 | 0,155 | 0,90 | 0,330 | 1,39 | 10,399 | 8,08 | 8,11 | 8,12

Sulfaguanidin | 0,725 | 0,190 | 0,81 | 0,571 | 1,77 | 12,046 | 12,56 | 12,71 | 12,79

Sulfathiazol | 0,470 | 0,180 | 0,91 | 0,307 | 1,36 | 10,264 | 8,07 | 8,10 | 8,12
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Na obrazku 28 jsou prezentovany vysledky méfeni gradientniho pribéhu, ktery byl méfen
po dobu 15 minut. Nad timto grafem je zobrazena simulace oc¢ekavaného pribéhu separace

na vybranych latkach.

Srovnani mezi simulovanym gradientem a vysledky z experimentdlné naméfeného
chromatogramu jednozna¢né¢ naznauje, ze pouziti izokratického retencniho modelu

In(K) = f($) poskytuje na rozdil od acetonitrilu zcela piesna data.

12

1 - Adenin

2 - Thymin
\ J \ 3 - Uracil

4 - Adenosin

5 - Cytosin
6 - Cytidin
2 7 - Guanin
8 - Sulfathiazol

9 - Ftalazol

a
10 - Guanosin
5
6 10
LA /\
9
T /\‘_ T
4 6 8 10 12

14

Cas [min]

Obrézek 28: Simulovany a gradientni priibéh, strmost gradientu 0,1 ml*

Protoze byl u izokratického retenéniho modelu s obsahem acetonitrilu otestovan i druhy
izokraticky retencni model, ktery reflektuje chovani v systému s normalnimi fazemi a zobrazuje

retenci v soutadnicich In(K) = f(In(¢)), byl proto proveden tento vypocet i s obsahem methanolu.
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Tabulka 7: Reten¢ni model s obsahem methanolu (ko, m — vypocitané parametry rovnice 5,
$e — koncentrace methanolu v bod¢ eluce vypocitana z rovnice 2, log(k),k — izokraticky
reten¢ni faktor vypocitany z rovnice 17 a 18 na zakladé parametri Ko, m, tr — izokraticky
retenéni Cas vypocitany z rovnice 7 pro koncentraci v bod¢ eluce, trgi-trgs — gradientové
retencni Casy predikované pomoci rovnice 16 a 8 pro experimentalné proméiené profily
gradientd viz obrazek 27)

NAZEV ko m de |logk) | Kk tr trot trg2 trg3
9,88E-
Adenin
0,355 17 1,01 | -0,450 | 0,355 5,894 2,810 2,815 2,815
Cytosin 0,315 | 0,200 | 1,00 | -0,502 | 0,315 5,721 3,345 3,405 3,445
Uracil 0,301 | 0,200 | 1,00 | -0,521 | 0,301 5,659 3,325 3,370 3,420
Guanin 1,145 | 0,200 | 0,93 | 0,065 | 1,162 9,403 6,730 6,835 6,900
Thymin 0,230 | 0,200 | 1,01 | -0,639 | 0,230 5,349 2,990 2,885 2,875
Adenosin 0,295 | 0,200 | 1,00 | -0,530 | 0,295 5,633 3,255 3,245 3,335
Cytidin 0,701 | 0,200 | 0,96 | -0,151 | 0,706 7,423 5,195 5,220 5,235
Guanosin 2,489 | 0,200 | 0,84 | 0,411 | 2,575 15,551 10,800 11,155 11,400
9,88E-
Barbital
0,115 17 1,02 | -0,939 | 0,115 4,850 2,315 2,315 2,315
) 9,88E-
Fenobarbital
0,325 17 1,01 | -0,488 | 0,325 5,764 2,750 2,750 2,750
) 9,88E-
Pentobarbital
0,020 17 1,02 | -1,699 | 0,020 4,437 2,115 2,115 2,115
) 9,88E-
Amobarbital
0,015 17 1,02 | -1,824 | 0,015 4,415 2,105 2,105 2,105
9,88E-
Hexobarbital
0,039 17 1,02 | -1,409 | 0,039 4,520 2,160 2,160 2,160
Sulfadimidin 0,255 | 0,190 | 1,01 | -0,594 | 0,255 5,458 3,050 2,615 3,030
Sulfanilamid 1,545 | 0,200 | 0,90 | 0,198 | 1,577 11,209 8,015 8,195 8,315
Ftalazol 1,520 | 0,200 | 0,90 | 0,191 | 1,551 11,096 7,935 8,110 8,230
Sulfaguanidin | 3,015 | 0,200 | 0,81 | 0,497 | 3,143 18,020 12,250 12,700 13,020
Sulfathiazol 1,515 | 0,200 | 0,91 | 0,189 | 1,546 11,073 7,920 8,095 8,205
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Samotné porovnani mezi simulovanym gradientem a vysledky z experimentalné naméfeného
chromatogramu, ktery je znazornén na obrazku 29, jednoznaéné ukazuje, ze pouziti
izokratického retenéniho modelu In(k) jako funkce (¢) poskytuje také piesné predikce

retenc¢nich dat.

4 - Adenosin
3 5 - Cytosin
6 - Cytidin
7 - Guanin
8 - Sulfathiazol

9 - Ftalazol

8
10 - Guanosin
13 /k 10
- /\
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—
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S
T
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a
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2 - Thymin
3 - Uracil
1
2
4

Cas [min]

Obrazek 29: Simulovany a gradientni pribéh, strmost gradientu 0,1 ml*

4.3. Analyza standardi pomoci ternarnich MF

Na chromatografu Agilent 1260 Infinity II s DAD detekci (kap. 3.2.1.) byly provedeny testy
analyz standardnich latek s pouzitim gradientové eluce na kolon¢ vybrané na zakladé
gradientovych dat s acetonitrilem v MF (ZIC-HILIC), viz ptiloha 8. Pro gradientovou eluci
byla vybrana kolona, na které byly naméfeny nejvyssi retencni faktory béhem gradientovych
analyz a zaroven nedochazelo k eluci pred, nebo s mrtvym objemem. Analytické experimenty
probihaly v rezimu gradientové eluce a konkrétni profily gradientt jsou uvedeny Vv tabulce 8-12.

Profily gradientd byly voleny tak, aby byla celkovd zména koncentrace organickych
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rozpoustédel vzdy konstantni pro danou sadu gradientli (gradient 1-3 = zména na 70 %
organického rozpoustédla, gradient 4 a 5 = zména na 60 % organického rozpoustédla). Pouzité
profily gradientii, popsané v tabulkach 8-12, byly dale navrzeny tak, aby zacinaly se 100%
acetonitrilem a liSily se tedy v poméru koncovych koncentraci acetonitril/methanol. Pro kazdou

gradientovou eluci byl zachovan ¢as analyzy 15 minut s post-time 10 minut.

Tabulka 8: Gradient ¢&islo 1

. Roztok pufru Acetonitril Methanol
Cas (min)
(%, viv) (%, viv) (%, viv)
0 0 100 0
15 30 70 0
Post-time 10 min
Tabulka 9: Gradient ¢islo 2
5 Roztok pufru Acetonitril Methanol
Cas (min)
(%, viv) (%, viv) (%, viv)
0 0 100 0
15 30 40 30
Post-time 10 min
Tabulka 10: Gradient ¢islo 3
5 Roztok pufru Acetonitril Methanol
Cas (min)
(%, viv) (%, viv) (%, viv)
0 0 100 0
15 30 55 15
Post-time 10 min
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Tabulka 11: Gradient ¢&islo 4

. Roztok pufru Acetonitril Methanol
Cas (min)
(%, VIV) (%, VIv) (%, VIv)
0 0 100 0
15 40 47 13
Post-time 10 min
Tabulka 12: Gradient ¢islo 5
5 Roztok pufru Acetonitril Methanol
Cas (min)
(%, VIVv) (%, VIV) (%, VIv)
0 0 100 0
15 40 35 25
Post-time 10 min

Na obrazku 30 a 31 je jako ptiklad porovnani rizné kombinace acetonitril/methanol zobrazena

separace vybranych latek pomoci gradientniho profilu ¢islo 4 a 5.

Na obrazku 30 je patrné, Ze sulfathiazol a uracil vzajemné koeluji, av§ak guanin a cytidin

prakticky nejsou v tomto gradientu odd€leny. Na obrazku 31 je vidét, Ze se vSechny latky
uspesné rozdélily. Retenéni Casy zlstavaji mezi gradientnimi profily 4 a 5 téméf neménné,
ovsem pro nékteré dvojice latek dochazi ke zméné selektivity. Pfi pouziti gradientniho profilu

4 jsou piky ftalazolu a cytosinu mnohem blize u sebe nez u gradientniho profilu 5 (nizsi

rozliSeni). Pfidanim methanolu lze tedy upravit selektivitu pomoci parametr gradientu.

Pro detailn€j$i popis by vSak bylo vhodné vypracovat matematicky model pro ttislozkovy

systém. Tato Uprava by také nasledné vyzadovala dalsi podrobné experimenty. Nicméné,

tato dalsi studie pfesahuje rozsah diplomové prace.
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Obrazek 30: Gradientni pribéh ¢&islo 4, strmost gradientu 0,1 mi*
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Obrézek 31: Gradientni priibéh ¢&islo 5, strmost gradientu 0,1 ml™

72



5. ZAVER

Zavér této prace jasn¢ ilustruje vyznam gradientového zpozdéni v chromatografii
jako klicového faktoru ovliviiujiciho uspéSnost separace analytl. Experimenty provedené
na kapalinovém chromatografu podtrhly dulezitost spravného ureni tohoto parametru
pro dosazeni optimalnich vysledkii analyzy. Ziskand data naznacuji, ze délka gradientu ma
zasadni vliv na efektivitu separace, pfi¢emz delsi gradienty poskytuji lepsi rozliSeni mezi

analyty.

Podrobna analyza experimenti na raznych kolondch potvrdila, ze ZIC-HILIC kolona
je nejvhodnéjsi pro separaci polarnich sloucenin diky své schopnosti zadrzovat tyto latky
a poskytovat tak vyssi i¢innost separace. Nasledné experimenty s rliznymi strmostmi gradient(
na této koloné prokézaly, ze délka gradientu mé vliv na potadi eluce latek. Krat$i gradienty
vedly k nedostate¢né separaci analytt, zatimco del$i gradienty poskytovaly lepsi rozliSeni mezi

latkami.

Retencni data byla zpracovana pomoci dvou izokratickych modell itera¢nim postupem.
Na zaklad¢ stanovenych parametri byly predikovéany vysledky gradientové separace, pficemz

se ukézalo, Zze v MF s acetonitrilem hraje vyznamnéjsi roli pouzity model.

Byly otestovany tfislozkové gradienty MF, které potvrdily moZnost vyuzit kombinaci

acetonitrilu a methanolu v gradientu pro cilené nastaveni selektivity separace.

Celkovée lze tedy konstatovat, ze poznatky z této prace maji dopad na vyvoj gradientovych
metod v chromatografii a poskytuji uZite¢né informace pro optimalizaci analytickych procest,
zejmeéna pii praci s polarnimi slouceninami. Pro vypracovani modelu separace v tfislozZkovém
systému vsak bude potieba dalsi experimentalni prace presahujici ramec této diplomové prace,

ktera vSak pro tyto studie mize poskytnout vyznamny zaklad.
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7. PRILOHY

Ptiloha 1: Gradientova eluce pomoci kolony Luna® Omega SUGAR

NAZEV | teo[min] | tre [min] | trs [min] tRF;?:]lér VR[] | e | te[min]
Acenaften | 2019 | 2021 | 2023 | 2021 | 0808 | 098
Adenin | 8983 | 8976 | 8978 | 8979 | 3592 | 084 | 3,607
Cytosin | 10465 | 10462 | 10463 | 10463 | 4185 | 081 | 4,126
Uracil 4497 | 4497 | 4505 | 4500 | 1,800 | 093 | 3,507
Guanin | 11,218 | 11224 | 11218 | 11220 | 4488 | 080 | 4104
Thymin | 3980 | 3981 | 3984 | 3982 | 1593 | 094 | 3495
Adenosin | 8867 | 8870 | 8864 | 8867 | 3547 | 085 | 4,066
Cytidin | 12031 | 12034 | 12037 | 12034 | 4814 | 078 | 4322
Guanosin | 12,415 | 12413 | 12404 | 12411 | 4964 | 078 | 4303
Barbital | 2467 | 2463 | 2465 | 2465 | 0986 | 097 | 2402
Fenobarbital | 2518 | 2517 | 2517 | 2517 | 1007 | 097 | 2398
Pentobarbital | 2251 | 2254 | 2251 | 2252 | 0901 | 098 | 2,258
Amobarbital | 2249 | 2247 | 2251 | 2249 | 0900 | 098 | 2,273
Hexobarbital | 2,177 | 2173 | 2176 | 2175 | 0870 | 098 | 2191
Sulfadimidin | 3,109 31 3102 | 3104 | 1241 | 096 | 2400
Sulfanilamid | 2,317 | 2315 | 2314 | 2315 | 0926 | 098 | 2365
Ftalazol | 13389 | 13408 | 13403 | 13400 | 5360 | 076 | 2394
Sulfaguanidin | 3,876 | 3871 | 3871 | 3873 | 1549 | 095 | 3340
Sulfathiazol | 6713 | 6711 | 6708 | 6711 | 2684 | 089 | 2,789
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Ptiloha 2: Gradientova eluce pomoci kolony InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z

NAZEV try [Min] | trz [Min] | trs [Min] " pnflmér VR [mI]
[min]

Acenaften 1,934 1,936 1,938 1,936 0,387
Adenin 8,916 8,848 8,844 8,869 1,774
Cytosin 11,505 11,497 11,497 11,500 2,300

Uracil 4,125 4,123 4,123 4,124 0,825
Guanin 12,770 12,771 12,771 12,771 2,554
Thymin 3,625 3,623 3,618 3,622 0,724

Adenosin 9,546 9,543 9,562 9,550 1,910
Cytidin 13,697 13,697 13,691 13,695 2,739

Guanosin 14,395 14,394 14,398 14,396 2,879
Barbital 2,399 2,389 2,386 2,391 0,478

Fenobarbital 2,369 2,379 2,375 2,374 0,475
Pentobarbital 2,160 2,160 2,160 2,160 0,432
Amobarbital 2,146 2,150 2,151 2,149 0,430
Hexobarbital 2,070 2,069 2,067 2,069 0,414
Sulfadimidin 2,379 2,377 2,377 2,378 0,476
Sulfanilamid 2,759 2,757 2,759 2,758 0,552
Ftalazol 13,640 13,602 13,604 13,615 2,723
Sulfaguanidin 6,615 6,610 6,611 6,612 1,322
Sulfathiazol 4,124 4,088 4,084 4,099 0,820
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Ptiloha 3: Gradientova eluce pomoci kolony SeQuant® ZIC-HILIC

NAZEV tr1 tr2 tr3 tr primér VR e te

[min] [min] [min] [min] [ml] [min]
Acenaften 1,922 1,918 1,918 1,919 0,98

Adenin 11,042 | 11,003 | 11,004 11,016 2,203 | 0,85 | 3,900
Cytosin 13,819 | 13,816 | 13,822 13,819 2,764 | 0,79 | 4,373
Uracil 6,984 | 6,985 | 6,987 6,985 1,397 | 0,93 | 4,541
Guanin 14,851 | 14,849 | 14,853 14,851 2,970 | 0,77 | 4,205
Thymin 4,737 4,746 4,743 4,742 0,948 | 0,97 | 3,566
Adenosin 11,436 | 11,434 | 11,434 11,435 2,287 | 0,84 | 3,510
Cytidin 15,042 | 15,044 | 15,042 15,043 3,009 | 0,77 | 4,566
Guanosin 15,832 | 16,219 | 15,981 16,011 3,202 | 0,75 | 4,082
Barbital 2,404 | 2,396 | 2,402 2,401 0,480 | 0,98 | 2,522
Fenobarbital 2,377 2,379 2,379 2,378 0,476 | 0,98 | 2,651
Pentobarbital 2,124 2,123 2,129 2,125 0,425 | 0,98 | 2,272
Amobarbital 2,107 2,106 2,11 2,108 0,422 | 0,98 | 2,252
Hexobarbital 2,049 2,048 2,05 2,049 0,410 | 0,98 | 2,147
Sulfadimidin 2,373 | 2,379 | 2,375 2,376 0,475 | 0,98 | 2,594
Sulfanilamid 3,864 3,863 3,856 3,861 0,772 | 0,98 | 4,290
Ftalazol 12,438 | 12,413 | 12,411 12,421 2,484 | 0,82 | 2,981
Sulfaguanidin | 10,324 | 10,311 | 10,315 10,317 2,063 | 0,86 | 3,234
Sulfathiazol 5,038 4,965 4,971 4,991 0,998 | 0,97 | 3,563
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Ptiloha 4: Gradientova eluce pomoci kolonz YMC-Triart Diol-HILIC

NAZEV try [Min] | trz [Min] | trs [Min] " pnflmér VR [mI]
[min]

Acenaften 2,356 2,361 2,359 2,359 0,425
Adenin 12,386 12,351 12,386 12,374 2,227
Cytosin 12,774 12,741 12,781 12,765 2,298
Uracil 4,285 4,286 4,288 4,286 0,772
Guanin 13,386 13,392 13,394 13,391 2,410
Thymin 4,140 4,139 4,139 4,139 0,745
Adenosin 11,254 11,233 11,241 11,243 2,024
Cytidin 12,949 12,942 12,939 12,943 2,330
Guanosin 13,474 13,435 13,477 13,462 2,423
Barbital 2,772 2,765 2,764 2,767 0,498
Fenobarbital 2,695 2,689 2,689 2,691 0,484
Pentobarbital 2,620 2,625 2,625 2,623 0,472
Amobarbital 2,599 2,594 2,597 2,597 0,467
Hexobarbital 2,511 2,515 2,51 2,512 0,452
Sulfadimidin 2,816 2,816 2,816 2,816 0,507
Sulfanilamid 2,685 2,689 2,691 2,688 0,484
Ftalazol 10,744 10,676 10,693 10,704 1,927
Sulfaguanidin 3,783 3,785 3,787 3,785 0,681
Sulfathiazol 3,253 3,247 3,247 3,249 0,585
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Ptiloha 5: Gradientova eluce pomoci kolony Ascentis® Express HILIC

NAZEV try [Min] | trz [Min] | trs [Min] tRprijlmér VR [mI]
[min]
Acenaften 1,798 1,797 1,799 1,798 0,719
Adenin 8,953 8,945 8,945 8,948 3,579
Cytosin 10,084 10,083 10,086 10,084 4,034
Uracil 3,268 3,269 3,269 3,269 1,307
Guanin 9,476 9,474 9,479 9,476 3,791
Thymin 3,071 3,072 3,078 3,074 1,229
Adenosin 8,126 8,120 8,124 8,123 3,249
Cytidin 10,203 10,203 10,203 10,203 4,081
Guanosin 9,685 9,690 9,682 9,686 3,874
Barbital 1,987 1,986 1,985 1,986 0,794
Fenobarbital 1,891 1,890 1,891 1,891 0,756
Pentobarbital 1,872 1,873 1,870 1,872 0,749
Amobarbital 1,864 1,865 1,864 1,864 0,746
Hexobarbital 1,874 1,877 1,878 1,876 0,751
Sulfadimidin 2,015 2,012 2,012 2,013 0,805
Sulfanilamid 1,944 1,944 1,945 1,944 0,778
Ftalazol 7,719 7,708 7,706 7,711 3,084
Sulfaguanidin 2,557 2,554 2,554 2,555 1,022
Sulfathiazol 2,206 2,202 2,202 2,203 0,881
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Ptiloha 6: Skript - izokraticky linearni model

import cmath
import time

def retencniobjemgrad(aactual, mactual):

VRgrad = ((1/(mactualxB1))+*cmath.logl0(2.31*mactual#*Bl*(Vm*(10+**(aactual-mactualsA))-
VYD) +1) )+Vm+VD

VRgrad2 = ((1/(mactualxB2))+cmath.logl0(2.31*mactual*B2+(Vm*(10+*(aactual-mactualA
))-VD)+1))+Vm+VD

VRgrad3 = ((1/(mactual*B3))+cmath.logl0(2.31*mactual*B3*(Vm*(10**(aactual-mactual*A
))-VD)+1) )+Vm+VD

return VRgrad, VRgrad2, VRgrad3

def iterror(Vrgl, Vrg2, Vrg3):
relchybal = abs(VR1-Vrgl)/VR1
relchyba2 = abs(VR2-Vrg2)/VR2
relchyba3 = abs(VR3-Vrg3)/VR3
sumarelchyba = relchybal + relchyba2 + relchyba3
return sumarelchyba

Vm
VD
A

Bl
B2
B3

float(input("vm = *))
float(input("vD = "))
float(input(™Aa = ™))
float(input("B1 = "))
float(input("B2 = "))
float(input("B3 = "))

VR1
VR2
VR3

float(input("VR1
float(input ("VR2
float(input ("VR3

m mn
—t
—t

ll))
")

ainit = float(input("a initial
minit = float(input("m initial

kolikit = input("How many iterations:")

ite = @

pPint("Dptimizing a and m parameter, please wait!")
aoptim = []

moptim = []

aoptim.append(ainit)

moptim.append(minit)

procenta = 0

while ite < int(kolikit):
if ite == 0:
casovyudaj = time.time()
print(retencniobjemgrad(ainit, minit))
print(iterror(retencniobjemgrad(ainit, minit)[0], retencniobjemgrad(ainit, minit
J[1], retencniobjemgrad(ainit, minit)[2]))

dobatrvani = time.time() - casovyudaj

print("Estimated time of iteration: %s s per one step" % dobatrvani)
print()

print("Iteration in progress (%):")

print("0------ i EEEETEET [ EEEEEEET L EEEEEETE 8Q----cm-- 100")

progress = int((100*ite/int(kolikit)))
while progress > procenta:
print("%", end='")
procenta = procenta + 4
initerror = iterror(retencniobjemgrad(aoptim[ite], moptim[ite]l)[0], retencniobjemgrad
(aoptim[ite], moptim[ite])[1], retencniobjemgrad(aoptim[ite], moptim[itel)[2])

90



35
56
57
58
59

60
61
62

62
63
64
65
66
67

68
69

70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

anewhi = aoptim[ite]+0.005
anewlow = aoptim[ite] - 0.005
mnewhi = moptim[ite] + 0.005
mnewlow = moptim[ite] - 0.805
if initerror > iterror(retencniobjemgrad(anewhi, moptim[ite])[@], retencniobjemgrad(
anewhi, moptim[ite])[1], retencniobjemgrad(anewhi, moptim[ite])[2]):
aoptim.append(anewhi)
moptim.append(moptim[ite])
elif initerror > iterror(retencniobjemgrad(anewlow, moptim[ite])[6],
retencniobjemgrad(anewlow, moptim[ite])[1], retencniobjemgrad(anewlow, moptim[itel)[2]1):
aoptim.append(anewlow)
moptim.append(moptim[ite])
else:
aoptim.append(aoptim[ite])
if initerror > iterror(retencniobjemgrad(aoptim[ite], mnewhi)[0],
retencniobjemgrad(aoptim[ite], mnewhi)[1], retencniobjemgrad(aoptim[ite], mnewhi)[2]):
moptim.append (mnewhi)
elif initerror > iterror(retencniobjemgrad(aoptim[ite], mnewlow)[8],
retencniobjemgrad(aoptim[ite], mnewlow)[1], retencniobjemgrad(aoptim[ite], mnewlow)[2]):
moptim.append(mnewlow)
else:
moptim.append(moptim[ite])
ite = ite + 1

print()

print("a = ", aoptim[ite])

print("m = ", moptim[ite])

print("error = ", initerror)

print("VR,q = ", retencniobjemgrad(aoptim[ite], moptim[ite]))
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Priloha 7: Skript - izokraticky nelinearni reten¢ni model

import time

def retencniobjemgrad(aactual, mactual):

VRgrad = ((1/B1)*((((mactual+1)*Blx(aactualxVm-VD*(Axxmactual)))+(A)**(mactual+l))xx*(
1/(1+mactual))))-(A/B1)+Vm+VD

VRgrad2 = ((1/B2)*((((mactual+1)*B2%(aactual*xVm-VDx(Axxmactual)))+(A)*x(mactual+l
) )%+ (1/(1+mactual))))-(A/B2)+Vm+VD

VRgrad3 = ((1/B3)*((((mactual+1)*B3*(aactual*Vm-VD*(A*x*mactual)))+(A)**x(mactual+l
))%x(1/(1+mactual))))-(A/B3)+Vm+VD

return VRgrad, VRgrad2, VRgrad3

def iterror(Vrgl, Vrg2, Vrg3):
relchybal = abs(VR1-Vrgl)/VR1
relchyba2 = abs(VR2-Vrg2)/VR2
relchyba3 = abs(VR3-Vrg3)/VR3
sumarelchyba = relchybal + relchyba2 + relchyba3
return sumarelchyba

Vm
VD

float(input("Vm = "))
float(input(*vD = "))
= float(input("A = ™))

= float(input("B1 = "))
float(input("B2 = "))
float(input("B3 = "))

A
Bl
B2
B3

VR1 = float(input("VR1
VR2 = float(input("VR2
VR3 = float(input("VR3

")
II))
")

"))
Il))

ainit = float(input("a initial
minit = float(input("m initial

kolikit = input("How many iterations:")
ite = 0
print("Optimizing a and m parameter, please wait!")
aoptim = []
moptim = []
aoptim.append(ainit)
moptim.append(minit)
procenta = @
while ite < int(kolikit):
if ite ==
casovyudaj = time.time()
print(retencniobjemgrad(ainit, minit))
print(iterror(retencnicbjemgrad(ainit, minit)[0], retencniobjemgrad(ainit, minit
)J[1]1, retencniobjemgrad(ainit, minit)[2]1))
dobatrvani = time.time() - casovyudaj
print("Estimated time of iteration: %s s per one step" % dobatrvani)

print()
print("Iteration in progress (%):™)
print("0------ 20--ccnn-- )7 TR 7 R 80-=ccun-- 100")

progress = int((100xite/int(kolikit)))
while progress > procenta:
print("«", end="")
procenta = procenta + 4
initerror = iterror(retencniobjemgrad(aoptim[ite], moptim[ite]l)[0], retencniobjemgrad
(aoptim[ite], moptim[itel)[1], retencniobjemgrad(aoptim[ite], moptim[itel)[21)
anewhi = aoptim[ite]+0.005
anewlow = aoptim[ite] - 0.085
mnewhi = moptim[ite] + 0.085
mnewlow = moptim[ite] - 0.005
if initerror > iterror(retencniobjemgrad(anewhi, moptim[ite])[0], retencniobjemgrad(
anewhi, moptim[ite]l)[1]. retencniohiemarad(anewhi. maptim[itel)[21):
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aoptim.append(anewhi)
moptim.append(moptim[ite])
elif initerror > iterror(retencniobjemgrad(anewlow, moptim[itel)[0],

retencniobjemgrad(anewlow, moptim[ite])[1], retencniobjemgrad(anewlow, moptim[ite]l)[2]):

aoptim.append(anewlow)

moptim.append(moptim[ite])
else:
aoptim.append(aoptim[itel])
if initerror > iterror(retencniobjemgrad(aoptim[ite], mnewhi)[0],
retencniobjemgrad(aoptim[ite], mnewhi)[1], retencniobjemgrad(aoptim[ite], mnewhi)[2]):
moptim.append(mnewhi)
elif initerror > iterror(retencniobjemgrad(aoptim[ite], mnewlow)[0],

retencniobjemgrad(aoptim[ite], mnewlow)[1], retencniobjemgrad(aoptim[ite], mnewlow)[2]):

moptim.append(mnewlow)
else:
moptim.append(moptim[ite])
ite = ite + 1

print()

print("a = ", aoptim[ite])

print("m = ", moptim[ite])

print("error = ", initerror)

print("VR,g = ", retencniobjemgrad(aoptim[ite], moptim[ite]))
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Ptiloha 8: Gradientni profily 1-5 s obsahem acetonitrilu, methanolu a vodného pufru

GRADIENTNI
PROFIL ' ° 3 ‘ °
, triprimér | trzprimér | tr3primér | trspriamér | trspriamér
NAZEY [Ir)nin] [l:nin] [Ir)nin] [Ir)nin] [Ir)nin]
Acenaften 1,787 1,788 1,790 1,801 1,789
Adenin 10,860 9,585 10,062 9,301 9,645
Cytosin 13,385 11,494 12,216 10,977 11,437
Uracil 8,810 8,119 8,375 8,081 8,305
Guanin 14,305 12,900 13,448 11,939 12,265
Thymin 6,446 6,563 6,487 6,500 6,486
Adenosin 11,274 9,967 10,453 9,595 9,918
Cytidin 14,975 12,844 13,605 11,995 12,480
Guanosin 15,526 14,059 14,550 12,782 13,102
Barbital 2,546 2,638 2,575 2,611 2,585
Fenobarbital 2,904 3,027 2,924 2,988 2,944
Pentobarbital 2,208 2,284 2,228 2,260 2,233
Amobarbital 2,174 2,249 2,193 2,223 2,198
Hexobarbital 2,013 2,050 2,023 2,039 2,027
Sulfadimidin 2,614 2,651 2,604 2,626 2,607
Sulfanilamid 6,419 6,430 6,399 6,406 6,456
Ftalazol 12,247 11,728 11,826 10,435 10,514
Sulfaguanidin 10,384 10,141 10,205 9,517 9,553
Sulfathiazol 8,577 8,073 8,235 7,935 8,075
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