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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfena na mikrokolonovou a kapilarni chromatografii oxidac¢nich
metaboliti acetaminofenu. Teoretickd Cast se nejprve zabyva samotnym acetaminofenem,
piredevsim jeho metabolismem a toxicitou, druhé ¢ast se pak vénuje vysokoucinné kapalinové
chromatografii, konkrétné mikrokolonové chromatografii a metodam stanoveni acetaminofenu
a jeho metabolitl. Cile experimentalni prace spocivaly v otestovani vybranych kolon vhodnych
pro separaci acetaminofenu a jeho oxida¢nich metabolitii, promé&fit a sestavit reten¢ni modely
na zaklad¢ izokratickych a gradientovych dat a optimalizovat gradientovy profil pro separaci

metabolitt.
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TITLE

Microcolumn and capillary chromatography of acetaminophen oxidation metabolites

ANNOTATION

This diploma thesis focuses on microcolumn and capillary chromatography of acetaminophen
oxidation metabolites. The theoretical part first deals with acetaminophen itself, particularly its
metabolism and toxicity, while the second part addresses high-performance liquid
chromatography, specifically microcolumn chromatography and methods for determining
acetaminophen and its metabolites. The experimental goals included testing selected columns
suitable for separating acetaminophen and its oxidative metabolites, measuring and
constructing retention models based on isocratic and gradient data, and optimizing the gradient

profile for metabolite separation.
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UVOD

Paracetamol je jednim z nejcastéji pouzivanych 1€kt ve vétSin€ zemi svéta. Predavkovani
paracetamolem je zplsobeno prevladajici oxidaci acetaminofenu, coz mize vést v zavislosti na
davce az kakutnimu selhani jater. V jatrech je oxidovany acetaminofen konjugovéan
s glutathionem, coz vytvari konjugat APAP-glutathionu, ktery je dal metabolizovan na konjugat
cysteinu a konjugat N-acetylcysteinu. Tyto slouceniny mohou slouzit k monitorovani

metabolismu acetaminofenu u pacientt, kteti byli timto 1é¢ivem predavkovani.

Jednim z aktudlnich trendt védy a technologie, zejména v oblasti analytické chemie, je
miniaturizace instrumentace. Mikrokolonova LC pfinasi né¢kolik vyhod, zejména co se tyce
nizké spotieby rozpoustédel, moznosti analyzovat velmi malé mnozstvi vzorku a vyssi

hmotnostni citlivosti.

Jednim z cilt této prace bylo otestovat vybrané kolony vhodné pro separaci acetaminofenu a
jeho oxidacnich metaboliti v miniaturizovaném systému kapalinového chromatografu.
Z tohoto diivodu byly vybrané kolony nejprve porovnany podle van Deemterovych kiivek. Dale
byly proméfeny a sestaveny retencni modely na zdklad¢ izokratickych a gradientovych
reten¢nich dat. Nakonec byl gradientovy profil optimalizovan pro separaci acetaminofenu a

jeho oxidacnich metabolitt.

Teoretickd cast se zaméfuje na dvé hlavni témata, a to paracetamol a vysokoUc¢innou
kapalinovou chromatografii. Prvni ¢ast se zabyva paracetamolem a jeho mechanismem ucinku,
metabolismu a toxicité vcetné fazi otravy, rizikovych faktori a lécby. Druha ¢ast je pak
zaméfena na vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, konkrétné¢ na mikrokolonovou
chromatografii a jeji vyhody, vyuZiti a instrumentaci. Zavér teoretické casti byl vénovan

vybranym metodam stanoveni metabolitl acetaminofenu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Paracetamol

Paracetamol (acetaminofen, N-acetyl-p-aminofenol, APAP) je jednim z nej¢astéji pouzivanych
1€kt ve vétSin€ zemi svéta. V normalnich davkach je bezpecny s ohledem na nezadouci ucinky
a interakce sjinymi léky dokonce i u pacientl s jiz existujicim onemocnénim jater [1].
Terapeuticky se pouziva od poloviny 50. let 20. stoleti a stale je hlavnim prvkem 1é¢by mirnych
bolesti a horeCky u déti, t€hotnych zen, starSich dospélych a téch, ktefi jsou netolerantni

tablet, kapsli, kapalnych ptipravki a rektalnich ¢ipk [3].

CH,

HN/KO

OH

Obrazek 1: Struktura acetaminofenu [1]

1.1.1 Mechanismus uc¢inku

Navzdory popularité a uzivani paracetamolu po mnoho let je jeho mechanismus ucinku stéale
nejasny. V soucasné dobé se predpoklada, Ze paracetamol je vicecestny 1€k a do jeho
analgetického a antipyretického u€inku je zapojeno nékolik metabolickych drah. Mechanismus
ucinku spocivd v inhibici cyklooxygenaz (COX-1, COX-2, COX-3) a zapojeni do

endokanabinoidniho systému a serotoninergnich drah [4].

Paracetamol se zda byt inhibitorem prostaglandinu H2 syntazy (PGHS), coZ je enzym, jehoZ
soucasti jsou cyklooxygenazy (COX) a peroxiddzy (POX), které spole¢né pfeménuji kyselinu
arachidonovou na nestabilni prostaglandin PGH2 [4,5]. Bézna 1lécba nesteroidnimi
COX-1 je konstitutivni enzym, ktery je exprimovan v mnoha tkanich, hlavné v Zaludecni
sliznici a ledvinach. COX-2 projevuje svou aktivitu pouze béhem probihajici zanétlivé reakce
[4]. Velkd cast vyzkumu mechanismu ucinku paracetamolu je zaméfena na inhibici COX,

protoze jeho analgetické a antipyretické uCinky jsou podobné aspirinu (archetypu NSAID),

14



nicméné paracetamol nevykazuje vyznamnou protizdnétlivou aktivitu. Je tedy rozumné
predpokladat, Ze i kdyz mlze mit urcity vliv na enzymy COX, jeho G¢inek bude odlisny od

toho, co je pozorovano u NSAID [6].

V této souvislosti je tfeba poznamenat, Ze pomoci oxidace prispiva COX-2 k metabolismu
endokanabinoidii. Paracetamolem zplsobend inhibice COX-2 prispiva k rozkladu
endokanabinoidii nebo blokad¢ transportérti endokanabinoidli, a to muze vést k Iékove

indukované analgezii [4].

V terapeutickém pouziti se paracetamol rychle vstfebava a dosahuje terapeutickych hladin po
30 minutach a vrcholovych koncentraci v plazmé do 2 hodin. Paracetamol s okamzitym
uvoliiovanim Ize uzivat kazdych 4-6 hodin a paracetamol s modifikovanym/rozsitenym

uvolnovanim (MR/ER) kazdych 8 hodin [3].
1.1.2 Metabolismus

Absorpce acetaminofenu z gastrointestinalniho traktu probihd pasivnim transportem, je
zanedbatelnd z zaludku, ale velmi rychld ztenkého stieva (dvanactniku) [7,8]. Rychlost
absorpce tedy zavisi na rychlosti zalude¢niho vyprazdiovani. Pokud je vyprazdiovani zaludku
zpozdéno napf. jidlem, nemoci nebo 1éky, jako je propantelin a narkoticka analgetika, tak se
sniZi i rychlost absorpce. Acetaminofen je rozsdhle metabolizovan a pouze 2 — 5% terapeutické
davky se vylucuje v nezménéné forme€ moci. Primarné se metabolizuje v jatrech enzymy I a Il

faze [7,9].

Reakce faze I miZou probihat oxidaci, redukci nebo hydrolyzou a vedou k vytvoreni polarnich
metabolitii piivodnich latek a bud’ k aktivaci nebo k inaktivaci 1éku. Oxidac¢ni reakce typicky
zahrnuji cytochrom P-450 monooxygenazu (CYP), nikotinamidadenindinukleotidfosfat

oxidazu (NADPH) a kyslik [10].

Reakce faze II, obvykle zndmé jako konjugace (napt. s kyselinou glukuronovou, siranem nebo
glutathionem), jsou obvykle detoxika¢ni reakce a zahrnuji interakce polarnich funk¢nich skupin
(v pfipad€ paracetamolu je to fenolové skupina) metabolitl faze I s konjugovanymi skupinami

[10,11].

15



CH, CH, CH,
N )\ /K
HNT S0 N X0 HNT SO

OH APAP-CYS
APAP-O-glukuronid { APAP-NAC

CH, o‘
HN N0 N)\C:H3
CYP 450 GST
OH o
APAP NAPQI
SULT
APAP-SG
CH,
HN X0
o}
\_O
S/

B\
HO ol
APAP-O-sulfat

Obrazek 2: Metabolizace acetaminofenu [10,12]

1.1.2.1 Glukuronidace

Glukuronidace je odpoveédna za vice nez 50 % metabolizace paracetamolu [10]. Je katalyzovéana
enzymy uridindifosfat glukuronosyltransferazy (UGT), které jsou umistény pievazné
v membranach endoplazmatického retikula v mikrozomech jater [13]. Tyto enzymy pienaSeji
glukuronosylovou skupinu z kyseliny uridindifosfatglukuronové (UDP-glukuronové kyselina)
na cilové molekuly, ¢imz je €ini vice rozpustnymi ve vode¢ [8]. Do glukuronidace jsou zapojeny
rizné UGT a témi nejvyznamngéj$imi jsou ziejme izoformy UGT1A9 a UGT1A6 [14]. Produkty
glukurodinace (APAP-O-glukuronidy) jsou neaktivni, netoxické a jsou vylu¢ovany ledvinami

[10].
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1.1.2.2 Sulfatace

Ptiblizné 30-44 % podaného paracetamolu je vylu¢ovano moci ve forme siranovych konjugata
(APAP-O-sulfat) [10]. Sulfatace je katalyzovana enzymy sulfotransferazy (SULT), které
obvykle pfendseji sulfatovou skupinu z 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfatu (PAPS) na

paracetamol [8].

U lidi je zndmo minimélné 13 izoform SULT. Bylo prokazano, ze SULT1A1 a SULT1A3/4
mohou katalyzovat sulfataci paracetamolu [8]. SULT1A1 se povazuje za nejdulezitéjsi SULT
pii metabolismu xenobiotik a to kviili jeji Siroké preferenci substratii, vysoké afinit¢ k mnoha
fenolickym slou¢eninam a je znama jako fenolova sulfotransferaza, kterd prednostné katalyzuje
sulfataci paracetamolu. Stejné jako produkty glukuronidace, i siranové konjugaty jsou neaktivni

a netoxické [10].

1.1.2.3 Cytochrom P-450

Dalsi cesta metabolismu paracetamolu (piiblizné 5-10 % zcelkové metabolizace) je
zprostfedkovand cytochromem P-450 (CYP450). Paracetamol je metabolicky aktivovan
cytochromem P-450 a vytvafi vysoce reaktivni metabolit NAPQI (N-acetyl-p-
benzochinonimin), ktery se kovalentné véaze na proteiny. NAPQI je toxicky metabolit
paracetamolu a vznika jako oxidacni produkt pomoci CYP450 (ptedevsim CYP2E1 a CYP3A4)
a je rychle redukovan zpét na paracetamol pomoci NADPH a NADPH-cytochrom P450
reduktazy, coz vysvétluje, pro€ je koncentrace NAPQI v plazmé pfili§ nizké na detekcei [3,10].
NAPQI se vytvaii v malém mnozstvi pii terapeutickych davkach a je snadno detoxikovan

konjugaci s glutathionem [3].
1.1.2.4 Glutathionace

Glutathionace je reakce II faze, avSak v kontextu s paracetamolem se vyskytuje az po
metabolismu 1. faze. Reaktivni metabolit paracetamolu (NAPQI) se miize vazat na thiolovou
skupinu glutathionu (GSH), a to je kli€ovym mechanismem detoxikace. Bylo prokézano, ze
reakce NAPQI s GSH probihd jak spontanné, tak enzymaticky. Enzymatickd konjugace GSH

je katalyzovana skupinou enzymt nazyvanych glutathion-S-transferazy (GST) [8].

Konjugat acetaminofenu s glutathionem (APAP-SG) je pfi transportu zjater do zluci
enzymaticky rozkladan na konjugat cysteinu (APAP-CYS), ktery mlze byt dale acetylovan na
APAP-N-acetylcystein (APAP-NAC) v ledvinach [12].
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1.1.3 Toxicita

Pti ptedavkovani dochazi k tzv. depleci GSH v dusledku konjugace s NAPQI, coz zplisobi
hromadéni prebytecného NAPQI a projevy jeho toxického piisobeni v hepatocytech. To je
spojeno s nevratnou hepatocelularni nekrézou, kterd v zédvaznych piipadech mutze vést k
nutnosti transplantace jater nebo smrti [15]. NAPQI se vaze pfevazné na cysteinové zbytky
v bunécnych proteinech a tvoii adukt acetaminofenu s proteiny (APAP-CYS). Tento produkt je
detekovatelny v krevnim séru nékolik dni po akutnim pfeddvkovani a bylo navrzeno, Ze detekce

APAP-CYS miize slouzit jako diagnosticky marker pro toxicitu paracetamolu [16].

Mitochondrie jsou hlavnim cilem NAPQI pro tvorbu adukt. Tvorba reaktivnich slouc¢enin
kysliku zptsobuje oxidativni stres v mitochondriich a vede k aktivaci JNK kinazy v cytosolu.
Ptesun aktivované JNK z cytosolu do mitochondrii vede k dysfunkci mitochondrii, zastaveni

tvorby ATP a prasknuti mitochondrialni membrany a nasleduje nekréza hepatocytt [3,17].

Doporuc¢ené davkovani acetaminofenu u dospélych je 325 — 650 mg peroralné kazdych 4 — 6
hodin s maximalni denni davkou 4 g/den, doporu¢ena maximalni davka u pacientt se zvysenym
rizikem hepatotoxicity jsou 2 g/den. U déti je doporucend davka 10 — 15 mg/kg kazdych 4 — 6
hodin s maximéalni denni davkou 50 — 75 mg/kg [18].

Hepatotoxicitu vyvolava priblizné 12 —13% akutnich predavkovani, pficemz u 2 — 5% dochazi

k selhéni jater a 0,2 — 0,5% kon¢i smrti [3].
1.1.3.1 Faze otravy

Klinické ptiznaky toxicity acetaminofenu jsou rozdéleny do Ctyt fazi [19]. Je vSak dalezité mit
na paméti, Ze ackoli je kazdd faze oznacena Casovym rozsahem po nadmémém poziti
acetaminofenu, klinické symptomy zéavisi na form¢ (kombinované piipravky obsahujici opiaty
a APAP, ptipravky s prodlouZzenym uvolhovanim atd.), na davkach poZzit¢ého APAP a

pfitomnosti pfedchozi jaterni choroby [20].

Prvni faze, ktera se vyskytuje v prvnich 24 hodinach po pozZiti APAP, je ptfedevSim
charakterizovana gastrointestinalnimi symptomy, jako jsou nauzea, zvraceni a bolest bficha,

dale pak malatnosti a nadmérnym pocenim [19].

Druhé faze obvykle nastava 24-72 hodin po poziti a zahrnuje pocatecni projevy toxicity jater.

Dochéazi k Gstupu symptomt prvni faze, ale k nastupu bolesti bficha v pravém hornim
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kvadrantu a zvySeni hladiny bilirubinu [19]. Zacinaji se objevovat vyssi hladiny jaternich

transamindz, aspartat transaminazy (AST) a alanin transaminazy (ALT) [20].

Ve treti fazi (72-96 hodin po poziti) se symptomy lisi podle zavaznosti poskozeni jater. Hladiny
AST a ALT dosahuji vrcholu a mohou byt az 100x vyssi nez horni limit normalniho rozsahu.
Tato faze ma nejvyssi riziko umrtnosti, kterd je nejcastéji zpisobena multiorgdnovym selhanim

[19,20].

cey

Pacienti, kteti pteziji hepatotoxicitu treti faze, postupuji do posledni, Cctvrté faze
rekonvalescence, kterda mtize trvat az 2 tydny po poziti. Béhem c¢tvrté faze ustupuji klinické

symptomy a hladiny jaternich transamindz se vraceji k normalu [19].

1.1.3.2 Rizikové faktory

Existuje fada faktorti ovlivitujici riziko vyvoje hepatotoxicity po akutnim pieddvkovani.

Podvyziva a hladovéni zvySuji riziko hepatotoxicity snizenim zasob glutathionu [18].

Hepatotoxicita paracetamolu je ovlivnéna vékem pacientii. Obecné plati, ze mladsi pacienti jsou
schopni 1épe piekonat akutni selhani jater v disledku hepatotoxicity paracetamolu,
pravdépodobné kvili véts§imu mnozstvi jaternich bungk, jejich zlepSené regeneraci a také diky
vetsi schopnosti téchto bunék metabolizovat latky bezpecné. Pacienti star$i 40 let, kteti se
predavkuji paracetamolem, maji vyss$i riziko akutniho selhani jater, transplantace jater

a amrti [20].

Dale pak bylo se zvySovanim hepatotoxicity spojeno mnoho 1ékli. Mezi né patii antiepileptika
(fenytoin, karbamazepin), antibiotika (izoniazid, rifampicin), antivirotika (zidovudin),
urikosurika a lansoprazol. Mechanismy zodpové&dné za zvySenou hepatotoxicitu jsou rizné a
zahrnuji indukci enzymu cytochromu P-450 (fenytoin), sniZeni zasob glutathionu (zidovudin)

a snizeni glukuronidace (fenytoin) [21].

Konzumace alkoholu je dal$im zndmym rizikovym faktorem hepatotoxicity. Zptsob, jakym je
alkohol konzumovan, ma vyznamny vliv na to, kdo miZe ¢i nemusi utrpét hepatotoxicitu
spojenou s acetaminofenem. Dlouhodobd konzumace alkoholu zvySuje hepatotoxicitu
paracetamolu tim, Ze zvySuje syntézu a aktivitu CYP2El a sniZuje zasoby a syntézu
glutathionu, coz vede k rozvoji nekrézy jater. Akutni pfijem alkoholu vSak muze slouzit jako
obranny mechanismus proti hepatotoxicité paracetamolu. Mechanismem je pravdépodobné
konkurenéni vyuZivani substratu CYP2E1 ethanolem, coZ vede ke sniZeni tvorby NAPQI. Dalsi

navrzena hypotéza je, ze ethanol mize ptimo zvySovat aktivitu NAD(P)H:chinon reduktazy,
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kterd slouzi k pfeméné metaboliti chinonu zpét na plvodni acetaminofen a tim omezuje

hromadéni toxickych metabolitt [20].

Urcité zdravotni stavy pravdépodobné téz zhorSuji toxicitu acetaminofenu, avSak jejich
mechanismy nejsou zcela vysvétleny. Gilbertiv syndrom (benigni chronickd nepifima
hyperbilirubinémie) mtize snizovat schopnost glukuronidace. Diabetes mellitus ziejmé zvysuje
aktivitu CYP2EI, stejné¢ jako obezita [21]. U pacientii s cirh6zou jater je metabolismus
paracetamolu niz$i nez u téch s normalni funkci jater. Prestoze by bylo idealni zvolit jiné
antipyretikum nebo analgetikum, uzivani paracetamolu v mnozstvi men$im nez 4000 mg denné
u pacienta scirh6zou jater muze byt v kratkodobém horizontu bezpecné. Jsou vsak
doporucovany obezietnéjsi davky, jako je naptiklad 2000 mg denné, zejména u pacientd, u
nichZ je onemocnéni jater charakterizovano hepatickou dekompenzaci nebo aktivnim pitim

alkoholu [20].

1.1.3.3 Lécba

Vcasna diagnostika je klicova pro 1écbu predavkovani acetaminofenem, protoze Casna
intervence mize vyznamne¢ snizit riziko akutniho selhani jater [18]. Intervence zahrnuji inhibici
absorpce, odstranéni acetaminofenu z krve, prevenci pfemény acetaminofenu na NAPQI,
detoxifikaci NAPQI a transplantaci jater. Volba terapie zavisi na ¢asovani projevu a miie

dekompenzace jater [22].

Zaludecni vyplach, poZiti aktivniho uhli a vyvolani zvraceni pomoci hlavénky davivé mohou
sniZzit absorpci v prvnich nékolika hodinach po poziti paracetamolu [22]. Pomoci aktivniho uhli
muze byt paracetamol absorbovan i z krevniho fecisté, coz miize vést k preferenci uziti

aktivniho uhli oproti Zalude¢nimu vyplachu nebo hlavénky davivé [23].

K detoxifikaci NAPQI lze pouzit methionin, cystein a N-acetylcystein (NAC). I kdyz bylo
prokazano, Ze vSechny snizuji riziko poSkozeni, methionin a cystein vyvolavaji vice
neptiznivych U€inkl na travici systém a centralni nervovy systém ve srovnani s NAC. NAC je
nyni Siroce uznavan jako nejlepsi antidotum schopné sniZit riziko hepatotoxicity. NAC funguje
tak, ze dopliluje zasoby GSH, véaze se pifimo na toxicky metabolit acetaminofenu a zvySuje
netoxickou konjugaci sulfatu v jaternich bunkach [22]. Mlze se podéavat intraven6zné nebo
perordln¢€ v zavislosti na duSevnim stavu pacienta a jeho schopnosti snést peroralni 1éky.
Intraven6zné se podava jako narazova davka 150 mg/kg béhem 1 hodiny, poté 50 mg/kg béhem
nasledujicich 4 hodin a 100 mg/kg po dobu 16 hodin. Pii perordlnim podani se nejprve podava

narazova davka 140 mg/kg, po 4 hodinach nésleduje podani 70 mg/kg kazdé 4 hodiny
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v celkovém poctu 18 davek [18]. Byl vytvofen Rumack-Matthewliv nomogram s cilem
predpovedét, zda dojde u pacientit po pfedavkovani acetaminofenem k hepatotoxicité a ma
slouzit jako voditko pro v€asnou 1écbu jednordazového akutniho predavkovani, nikoliv pro
piipady chronického wuzivani. Podle nomogramu se hepatotoxicita piedpovidd, kdyz
koncentrace acetaminofenu v plazmé lezi nad pravdépodobnou linii hepatotoxicity, coz je
pfimka spojujici koncentraci APAP 200 mg/l za 4 hodiny s koncentraci 50 mg/l za 12 hodin
[22].

Byly vyvinuty systémy podpory jater s cilem nahradit jejich funkénost u pacienti s akutnim
selhdnim jater a prodlouzit pieziti az do spontanniho zotaveni nebo jako pfechodnd faze
k transplantaci [22]. K dispozici jsou umélé a bioumélé podplrné systémy. Umélé podpiirné
systémy vyuzivaji k odstranéni toxinli hemodialyzu s adsorpci na uhli nebo albumin, zatimco

bioum¢lé systémy vyuzivaji k filtraci plazmy lidské nebo praseci hepatocyty [18].

Transplantace jater je kone¢nou 1écbou pro pacienty, u kterych pfedavkovani acetaminofenem
urcit, pro které pacienty bude transplantace nezbytna. Pfi vybéru pacientli jsou nejpouzivané;si
kritéria z King's College Hospital. Ty maji vysokou specificitu pro identifikaci pacientt, ktefi
transplantaci jater vyZaduji, ale nizkou negativni prediktivni hodnotu, kdy aZ 26 % pacientti
neni zpusobilych k operaci v dobé, kdy tato kritéria splni [18,22]. Darcem organu je bud’
pacient v kdmatu nebo zivy darce. Mezi hlavni vyhody darcovstvi od Zijicich osob patii absence
orgdnového deficitu a cekaci doby, moznost planovani, kvalita jater a kratka doba
ischemie [24]. U vybranych pacientll se pomocnd transplantace jater jevi jako strategie
umoznujici pteziti bez nutnosti imunosupresivni terapie. V této procedufe je obvykle
transplantovan pravy lalok ortotopné po provedeni pravé hepatektomie u piijemce. Timto se
ponechava levy lalok na svém misté s cilem dosahnout regenerace ptivodniho jatra. Uspéch
pomocné transplantace zavisi na schopnosti ptivodnich jater regenerovat. Tato procedura je
nejvhodnéjsi pro pacienty s hyperakutnim selhdnim jater v disledku toxicity APAP, a to bez

predchozich onemocnéni jater [18].

1.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) je analyticka separacni technika, kde dochazi k oddélovani
sloZzek vzorku distribuci (oddé€lovanim, adsorpci nebo jinymi interakcemi) mezi kapalnou
mobilni fazi (MF) a pevnou stacionarni fazi (SF) [25]. K separaci dochdzi za optimalnich

podminek, kdy kazda slozka ve smési interaguje s obéma fazemi odlisn€ ve srovnani s ostatnimi
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slozkami ve smési [26]. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je moderni varianta
LC, ktera vyuzivé kolony s malymi ¢asticemi, skrz které je mobilni faze Cerpana pod vysokym
tlakem. Typicky kapalinovy chromatograf se skldda znékolika moduli — cerpadla,
davkovaciho zatizeni (mikrostiikacka nebo autosampler), chromatografické kolony umisténé v

termostatu a detektoru [25].

chromatograficka kolona vyhodnocovaci systém
(datova stanice, PC)

—

davkovaé vzorku

i
1 i

zasobnik MF

vysokotlaké Cerpadlo detektor

odpad

Obrazek 3: Instrumentace HPLC [27]

1.2.1 Chromatografické systémy

Systémy s normalnimi fazemi (NP-HPLC) vyuzZivaji polarni stacionarni fazi (silikagel,
alumina) a pro eluci analytl je pouzita méné polarni mobilni faze (napf. hexan, heptan). Je
zalozena bud’ na adsorpci analytu na stacionarni fazi (adsorp¢ni chromatografie) nebo na mite
rozpustnosti analytu ve stacionarni f4zi ve srovnani s fazi mobilni (rozd€lovaci chromatografie)
[25,26,28]. Retence latek v adsorpéni chromatografii je dana kompetetivni adsorpci mezi
molekulami analytu a mobilni faze k nosici stacionarni faze. Sila, se kterou se mobilni faze vaze
na nosi¢ stacionarni faze se nazyva eluotropni sila. Mobilni fadze s vySsi eluotropni silou se
pevnéji vazi na nosic, coz vede k rychlejsi eluci analytt z kolony [28]. Neutralni latky v roztoku
jsou separovany na zakladé jejich polarity. Cim je latka polarngjsi, tim vice se pak zadrzuje
na kolon¢. NP-HPLC se pouziva pfi separaci nepolarnich sloucenin a izomert, pfi frakcionaci

vzorkl podle funkénich skupin nebo pfi €isténi vzorkt [25,26].

Systémy s obracenymi fazemi (RP-HPLC) jsou zalozeny na izolaci molekul prostfednictvim
hydrofobnich interakci mezi mobilni a staciondrni fazi. U RP-HPLC je mobilni faze polarni a
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staciondrni faze nepolarni [29]. Jako mobilni faze se vyuziva polarniho rozpoustédla, typicky
vody, do kterého se pfidava méné polarni rozpoustédlo, jako je acetonitril nebo methanol [26].
Se stoupajicim podilem mén¢ polarniho rozpoustédla pak jednotlivé latky eluuji. Eluce mutze
probihat za dvou riznych podminek, bud’ jako gradientova eluce, pii niz se koncentrace
organického rozpoustédla postupné zvysuje, nebo jako izokratickd eluce, kterd probihad za
konstantni koncentrace organického rozpoustédla [29]. Nejbéznéjsi staciondrni faze jsou ty, u
kterych jsou hydrofobni skupiny (napf. oktadecylové) kovalentné¢ vazany k silikagelu. RP-
HPLC je nejcastéji vyuzivand metoda HPLC, ktera se uplatiiuje u vice nez 70 % vSech HPLC
analyz. Je vhodna pro analyzu polédrnich, stredné polarnich a nékterych nepoldrnich latek

[25,26].

Iontové vyménna chromatografie (IEC) je typ chromatografie, ktera zahrnuje vyménu nabitych
slozek vzorku (iontll) za protiionty, které jsou elektrostaticky vazany na chemické skupiny
kovalentné navadzané k staciondrni fazi. Tento proces vede k vazani slozek vzorku na
chemickou skupinu pomoci elektrostatické interakce [30]. IEC Ize rozdélit do dvou kategorii
podle néboje stacionarni fize — kation vyménnd a anion vyménna chromatografie. Kation
vyménna chromatografie vyuziva stacionarni faze obsahujici negativné nabité skupiny, coz
muze byt napf. konjugovana baze silné kyseliny (sulfonat) nebo konjugovana baze slabé
kyseliny (karboxylatova skupina) a slouzi k separaci kationtti. V anion vyménné chromatografii
maji stacionarni faze kladné€ nabité skupiny a slouzi k separaci aniontll. Stacionarni faze miize
byt konjugovana kyselina silné zasady (protonovana kvartérni aminoskupina) nebo
konjugovana kyselina slabé zasady (protonovana forma diethylaminoethyl skupiny). V IEC
jsou pouzivany ruzné typy nosicil, naptiklad silikagel, celul6za a agaréza [28]. Jako mobilni
faze se pouzivaji pufry, Casto s postupné rostouci iontovou silou (napf. vyssi koncentrace
NaCl). IEC se vyuziva v analyze iontl a biologickych komponent, jako jsou aminokyseliny,

proteiny/peptidy a polynukleotidy [25].

Gelova permeacni chromatografie (GPC) pouZziva k separaci nosic s rizné velkymi pory. Latky
jsou separovany na zakladé jejich schopnosti proniknout do riznych casti téchto pord.
Vysokomolekularni latky nebudou schopny proniknout do zddného nebo jen do nékolika pért
a vétSinu Casu zlistanou v mobilni f4zi mimo nosi¢. Nizkomolekularni latky mohou proniknout
do vétSiny porii a pottebuji tak vice ¢asu na priichod kolonou. Vysledkem je separace zalozena
na velikosti, tvaru a moladrni hmotnosti analyzovanych latek [28]. Jako mobilni faze musi byt
vybrano vhodné rozpoustédlo, ve kterém se vzorek dobie rozpusti a zaroven musi byt

kompatibilni se stacionarni fazi [31]. GPC se vyuziva pii ¢isténi biologickych vzorkt, naptiklad
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k odstranéni malych rozpusSténych latek z velkych biologickych makromolekul, jako jsou

proteiny [28].

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) je vhodna pro analyzy vysoce polarnich
a hydrofilnich slou¢enin. Separacni mechanismus v HILIC je uvadén jako komplikovanéjsi nez
u RP-HPLC, a to kvuli vice mechanismim retence, které mohou ovliviiovat celkovou retenci
analytd. Hlavni mechanismy retence jsou rozdélovani analytii mezi adsorbovanou vrstvou
obohacenou o vodu na povrchu stacionarni faze a mobilni fazi s nizkym obsahem vody,
adsorpce (dipdl — dipol interakce, tvorba vodikovych mistkll) a elektrostatické interakce.
Skute¢ny mechanismus retence zavisi na slozeni mobilni faze, vlastnostech analytd (polarita
a nabiti) a funk¢nich skupinach stacionarnich fazi [32]. HILIC pouziva polarni stacionarni faze
podobné tém, které se aplikuji v NP-HPLC a jsou pfevazné tvoieny nemodifikovanym
silikagelem nebo chemicky vazanym silikagelem (napt. amidové a diolové faze). Mobilni faze
obsahuji vodu a vice aprotickou slozku. Vyznacuji se vysokym obsahem organického
modifikatoru, ktery presahuje 80 %. Tento vysoky podil organické slozky umoziiuje mobilni
fazi byt méné hydrofilni nez stacionarni faze, coz je odliSné od vice hydrofilnich mobilnich
fazich pouzivanych v RP-HPLC. Nejpouzivanéjsim organickym modifikatorem je acetonitril.
Vzhledem k tomu, ze je HILIC pouZzivan pro nabité a vysoce polarni analyty, iontové piisady
maji vyznamny vliv na retenci, selektivitu a tvar piku. Bézné pouzivana iontova aditiva jsou

mravencan amonny nebo octan amonny [33].

1.2.2 Mikrokolonova chromatografie

Jednim z aktudlnich trendt védy a technologie, zejména v oblasti analytické chemie, je
miniaturizace instrumentace. Hlavnim cilem miniaturizace je dosaZeni nizSich limit detekce
(LOD), zlepSeni selektivity a urychleni analyzy pifi zachovani propustnosti a nizkych nakladi
na systémy, aniz by byla obétovana kvalita analyzy [34,35]. Mikrokolonova chromatografie se
stala uznavanou doplitkovou technikou k tradi¢nim LC kolondm, které¢ se bézné pouZzivaji
v HPLC. To je zplsobeno urcitymi vyhodami, které se projevuji v rostoucim poctu aplikaci,
kde béznd HPLC neni dostacujici nebo nedokéze konkurovat mikrokolonové LC [36]. Zavedeni
mikrokolonové LC je piipisovano Horvathovi a jeho spolupracovnikim v roce 1967, ktefi
pouZili nerezové ocelové kolony s primérem 0,5 — 1 mm naplnéné pelikularnimi ¢asticemi pro

separaci ribonukleotida [35].

Mikrokolonova LC ptinasi nékolik vyhod, zejména co se tyce nizké spotieby rozpoustédel [35].

Velka pozornost byla zaméfena na zmenSovani separacni kolony s cilem snizit provozni
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naklady a minimalizaci enviromentalnich dopadl v podobé znecisténi prostiedi rozpoustédly
a chemikaliemi. Za piedpokladu stejné linearni rychlosti mobilni faze a stejné délky kolony se
pozadovany objem organického rozpoustédla jako mobilni faze bude snizovat tmérn¢ druhé
mocniné¢ poloméru kolony, pfi¢emz ucinnost separace zustane zachovana. Vyhoda nizké
spotieby rozpoustédel v§ak neni omezena pouze na sniZzeni nakladii na rozpoustédlo, ale tyka
se také problematiky likvidace odpadii [37]. Dalsi vyhodou miize byt moznost analyzovat velmi
malé mnozstvi vzorku. Mikrokolonovou LC lze také dosdhnout lepsi separac¢ni Gc¢innosti
a rychlejsi doby analyzy diky niz§im pritokovym rychlostem. Navic, nizké prutoky mobilni
faze jsou vhodné pro piipadné spojeni s hmotnostni spektrometrii a malé ddvkované objemy

minimalizuji rozptyl zony a riziko pietizeni kolony [35].

Mikrokolonova LC nachazi uplatnéni v né¢kolika oblastech, jako jsou Zivotni prostiedi, biologie
a potravinaistvi. Zvlastni pozornost je vénovana pravé biologické oblasti, a to kviili jednomu
z benefitli mikrokolonové LC — malému objemu vzorku potfebného k analyze, coz je pro tento
specificky obor kli¢ové. Pro biologické nebo biomedicinské aplikace se pak Casto vyuziva
spojeni mikrokolonové LC s hmotnostni spektrometrii. V analyze potravin se mikrokolonova
LC vyuziva pro monitorovani rezidui a kontaminanti na nizkych koncentracnich Grovnich.
Dale ji Ize pouzit ke kontrole bezpecnosti a kvality potravin s cilem ovéfit autenticitu a ptivod,
a také k posouzeni vyZzivovych a toxikologickych vlastnosti [38]. Mikrokolonova LC Ize také
Vyuzit pro separaci enantiomerd, protoze umoziuje vyuziti novych typi stacionarni faze, jako
jsou napt. monoklonalni protilatky nebo receptorové proteiny, které jsou obvykle drahé.

Vyhodou je 1 niZsi spotiteba drahych chiralnich aditiv jako mobilni faze [36].
1.2.2.1 Instrumentace

V mikrokolonové LC se pouzivaji kolony s primérem 0,5 — 1 mm s prutokem mobilni faze
10 — 100 pul/min, v kapilarni LC kolony s primérem 100 — 500 um a s pratokem mobilni faze
1 — 10 pl/min a v nanokolonové LC pak kolony s priimérem 10 — 100 um s pritokem mobilni
faze 10 — 1000 nl/min. Ve vSech piipadech lze pouZit tfi typy kolon — napliové, monolitické
a oteviené kapilarni. Naplhové a monolitické kolony jsou zcela naplnény staciondrni fazi,
zatimco u otevienych kapilarnich kolon pokryvé tenka vrstva staciondrni faze pouze povrch
kapilary. Oteviené kapilarni kolony jsou nejméné vyuzivané, protoze parabolické rozlozeni

rychlosti toku kolonou poskytuje nizsi uc¢innost separace [35].

Néplnové kolony jsou v soucasnosti nejvice vyuzivané kolony v LC. Jejich hlavnimi vyhodami

jsou riizné typy castic s odliSnymi vlastnostmi, které mohou zlepsit selektivitu a ucinnost

25



separace [38]. Velice Casto pouzivanymi Casticemi jsou pln€ porézni silikagelové Castice
o velikosti 3 — 5 um. V poslednich letech byly vSak na trh uvedeny ¢astice o mensi velikosti.
SniZzeni priméru Castic vede ke zvyseni G€innosti, rozliSeni, citlivosti a rychlosti separace. Tyto
vyhody vsak zplisobuji narast zpétného tlaku. Povrchové porézni ¢astice maji neporézni pevné
jadro, které je potazené porézni vrstvou. Objem této porézni vrstvy obvykle predstavuje
60 — 75 % celkového objemu céstice. Povrchové porézni Castice maji ve srovnani s plné
poréznimi ¢asticemi kratsi difuzni drahu, a to je disledkem rychlejSiho pienosu hmoty analytu
z mobilni faze do porézni vrstvy Castice a zpét [35,39]. B€zn¢ jsou pouzivany ve velikostech
2,5 -5 um a vyuzivaji se pro dosazeni vysoké ucinnosti a rychlych separaci s relativné nizkym
tlakem [40]. V poslednich letech se na trhu objevily kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi

1,3 pm [41].

Monolitické kolony jsou tvofeny jedinym kusem porézniho materidlu, ktery zcela vypliuje
vnitfek kolony [39]. Diky své porézni struktutfe vykazuji nizky odpor pritoku mobilni faze, coz
umoznuje vyuziti vysokych priitokti. Tato vyhoda ptispiva ke zkraceni doby analyzy [40]. Dalsi
vyhodou monolitickych kolon oproti napliiovym kolonam jsou jejich hydrodynamické
vlastnosti. Makropory s velikosti pfiblizné€ 2 pm umoziuji rychly konvektivni tok mobilni faze
skrze monolit a vyrazné zvySuji pfenos hmoty analytu mezi mobilni a stacionarni fazi.
Mezopory s velikosti kolem 13 nm poskytuji velky povrch monolitu a tim zajiStuji vysokou

ucinnost separace [39].

V soucasné dobé jsou pistova a injekéni Cerpadla preferovanymi systémy dodavky rozpoustédla
pro tradi¢ni 1 mikrokolonovou chromatografii. Pistova ¢erpadla jsou v§ak vyhodné&jsi, a to diky
jejich rychlému ustéleni pritoku, stabilité, schopnosti kompenzovat vysoky zpétny tlak kolony

a schopnosti u¢inng tvotit mikrogradienty [34,36].

Pro kolony s vnitinim primérem 50 — 100 pm se davkovaci objemy pohybuji od n¢kolika nl az
po pfiblizn€¢ 1 pl pro kolony s vnitinim primérem 1 mm. Manudlni davkovani v rozmezi od
nékolika pl po pfiblizné 20 nl lze provadét pomoci mikroinjekénich ventili vybavenych
vymeénitelnou vnitini smyckou. Automatizované davkovani vzorku v rozmezi pl 1ze snadno
provést pomoci autosamplerti, avSak pro jejich pouziti v rozmezi nl je tieba provést dikladné

upravy [34,36].

Vzhledem k tomu, ze kapilary, které se pouzivaji k propojeni riznych ¢asti HPLC, pfispivaji
k mimokolonovému pfispévku, je vybér rozméru propojovacich trubic velmi dilezity. Pro

kolony s vnitfnim primérem 500 um — 1 mm Ize pouZit specialné navrzené trubky z nerezové
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oceli o vnitinim priméru 0,25 — 0,125 mm. U kolon s mens$im priimérem se pouziti spojovacich
kapilar minimalizuje a je preferovano piimé spojeni kolony s detektorem a davkovacim

zatizenim [34,36].

Detekce analytického signdlu v mikrokolonové LC Ize provadét pomoci stejnych detektorti jako
v bézné HPLC. NejpouzivanéjSim detektorem je UV/Vis detektor diky své snadné pouzitelnosti
a Siroké oblasti aplikace. Fluorescen¢ni detektor nabizi vyssi citlivost a v nékterych piipadech
lepsi specifitu ve srovnani s UV/Vis detektorem. Oba tyto detektory vSak musi mit
ptizpisobenou velikost detekéni cely, aby minimalizovaly rozsifovani chromatografického
piku. Déle se pouzivaji elektrochemické detektory — amperometrické, potenciometrické a

konduktometrické, pficemz nejvice vyuzivanym je amperometricky detektor [34,40].

1.2.3 Stanoveni metaboliti acetaminofenu

Pro analyzu metabolismu acetaminofenu bylo popsano nékolik metod. Jejich vysledky jsou
zasadni pro studie toxicity, farmakokinetiky a farmakodynamiky. Tyto metody obvykle
vyuzivaji spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) [42] nebo
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) [43-46] a kapalinovou chromatografii
s UV detekci (LC-UV) [47-49]. VétSina metod LC-MS a LC-UV byla vyvinuta primarné pro
stanoveni hlavnich metabolitt APAP, konkrétn¢ pro APAP-O-glukuronidy a APAP-O-sulfaty
[43,44,46-48], zatimco metody pro stanoveni metabolitii oxidacni drahy jsou méné bézné [45].
VétSina separaci byla provedena na systémech s obracenymi fazemi s pouzitim kolon
obsahujicich oktadecylsilikagel (C18). Mobilni faze jsou obvykle acetonitril [43,45,47] nebo
methanol [42,44,46,48,49] s vodnymi roztoky iontovych aditiv, jako jsou kyselina octova [48],
kyselina mravenci [43,46,49], octan nebo hydroxid amonny [44] nebo trifluoroctova kyselina
[42,47] poskytujici t€kavé mobilni faze, které jsou vhodné pro ionizaci elektrosprejem

v MS [12].

Vanova a spol. [12] vyvinuli RP-HPLC/MS metodu pro stanoveni oxidacnich metaboliti APAP
(APAP, APAP-SG, APAP-CYS, APAP-NAC) pomoci gradientové eluce. Gradientové elu¢ni
podminky byly optimalizovany pomoci okénkovych diagrami. Déle byly zkoumany ucinky
sloZzeni mobilni faze a aditiv na separaci, citlivost detekce a Uc€innost ionizace, které byly
vyhodnoceny pomoci linearniho a nelinearniho izokratického modelu retence. K vyvoji metody
s gradientovou eluci byla pouzita kolona typu Kinetex C18 s povrchoveé poréznimi ¢asticemi.
Retence sloucenin byla nejprve zkouméana pomoci izokratickych analyz v mobilnich fazich

voda/methanol s ptidavky 0,1 — 0,3 % (v/v) kyseliny octové do vody a soucasn¢ do vody i
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methanolu. Na zdkladé provedenych analyz bylo zjisténo, ze pfidani vice nez 0,2 % (v/v)
kyseliny octové potlacuje ionizaci slouCenin, a proto byla pro dal$i optimalizaci gradientu
vybrana mobilni faze voda s pfidavkem 0,2 % (v/v) kyseliny octové/methanol. Vyvinutd
metoda byla demonstrovana na analyze HK-2 bunék lidské ledviny s pouzitim
optimalizovaného gradientu, tj. mobilni faze voda s 0,2 % (v/v) kyseliny octové/methanol,
pratok 0,5 ml/min, optimalizovany profil gradientu 0 min — 0 % (v/v) methanol,

6,9 min — 100 % (v/v) methanol.

An, Lee a Jung [45] vyvinuli a validovali analytickou metodu pro stanoveni APAP a jeho Sesti
metaboliti — APAP-O-glukuronid, APAP-O-sulfat, APAP-SG, APAP-NAC, APAP-CYS a 3-
methoxyacetaminofen (APAP-OMe) v plazmé¢ krys z hlediska specifity, linearity a pfesnosti.
Latky byly oddéleny na koloné Capcell Pak MG II C18 (5 um, 2,0 x 150 mm) a kvantitativné
zméfeny pomoci hmotnostni spektrometrie s trojitym kvadrupdlem. Na rozdil od UV detekce
muze MS detekce selektivné analyzovat kazdy analyt. Mobilni faze obsahovala 0,1 % kyseliny
mravenci bud’ v 95 % vody (slozka A) nebo 95 % acetonitrilu (sloZka B). Pti pritoku 0,3 ml/min
byl pouzit nasledujici gradient: poc¢atecni Cas pfi 100 % vody, linearni zvySeni na 80 %
acetonitrilu v case 0 — 8 min, dale byl pritok udrzovan na 80 % acetonitrilu po dobu 1 minuty
(8 — 9 min) a zpétn¢ vracen na 100 % vody v ¢ase 9 — 9,5 min, 100 % vody bylo udrzovéano
do konce analyzy (9,5 — 16 min). Teplota kolony byla udrZzovana na hodnoté 35 °C a vzorky
byly po celou dobu analyzy uchovavany pii 4 °C v autosampleru. Analyza byla provedena
dvakrat v reZimu pozitivni a negativni ionizace a detek¢ni reZim byl vybran tak, aby byla
zlepSena citlivost latek. APAP a metabolity faze I byly lépe detekovany v reZimu pozitivni

ionizace, zatimco metabolity faze II byly detekovany pouze v reZimu negativni ionizace.

Gicquel a spol. [46] ptedstavili metodu LC-MS/MS pro simultanni kvantifikaci acetaminofenu
a jeho metaboliti APAP-O-glukuronidu a APAP-O-sulfatu v plazmé. Oproti jinym technikam
ma tato metoda vyhodu vysoké citlivosti, coZ umoziiuje analyzu malych objeml plazmy
(25 ul). Separace analytli byla dosazena na kolon¢ Thermo Fisher Hypersil Gold C18 (3 um,
2,1 x 100 mm) vybavenou ochrannou filtratni kolonou HyPURITY AQUASTAR (3 pm,
2,1 x 10 mm). Mobilni faze se skladala z 1 % kyseliny mravenci a methanolu (80:20 v/v)
pfi pritoku mobilni faze 200 pl/min za izokratickych podminek. Latky byly detekovany
pomoci hmotnostniho spektrometru s trojitym kvadrupélem a elektrosprejem. Tyto podminky

poskytly uspokojivou a rychlou separaci s vyhovujicimi tvary pikii pro vSechny analyty.
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Di Girolamo, O’Neill a Wainer [47] se zabyvali stanovenim APAP a jeho glukuronidovych a
sulfatovych metabolitd ve vzorcich moci infikovanych HIV. Vzhledem k biologické povaze
vzorkl a jejich slozitému slozeni vyzadovala metoda minimalni manipulaci se vzorkem a
maximalni specifitu a citlivost. Latky byly separovany na koloné¢ Phenomenex ODS (25 cm x
4,6 mm) vybavenou ochrannou kolonou C18. Mobilni faze se skladala z pufru octanu sodného
(50 mM, pH 3,5), acetonitrilu (96:4 v/v) s 0,35 % trifluoroctové kyseliny, ve 25. minuté byl
obsah acetonitrilu zvySen na 25 %, ve 30 minutach byla mobilni fdze vracena do plivodniho
slozeni a kolona byla re-ekvilibrovana po dobu 15 minut. Pritok mobilni faze byl nastaven na
1 ml/min. Slou€eniny byly detekovany pomoci UV detekce s programem piepindni vinovych
délek. UV detektor byl nastaven na vinovou délku 260 nm v ¢ase 0 — 14 min, poté byl pfepnut
na 240 nm a automaticky provedl nulovani, pfi¢emz pokracoval v detekci na této vinové délce
az do 25 minut. Ve 25. minuté¢ se UV detektor opétovné pfepnul na 260 nm. APAP-O-
glukuronid a APAP-O-sulfat byly detekovany pii 260 nm do 10 minut a samotny APAP
pfi 240 nm s retenénim casem 19 min. Tato validovand metoda miize byt pouzita

ve fenotypizacnich studiich k ur¢eni metabolizmu faze II in vivo.

Vertzoni, Archontaki a Galanopoulou [48] vyvinuli, optimalizovali a ovéfili RP-HPLC metodu
s detekci pti 242 nm pro stanoveni acetaminofenu a jeho dvou hlavnich metabolitt APAP-O-
glukuronidu a APAP-O-sulfatu v plazmé a moci krélika po podani toxické davky. Byla pouzita
kolona Hypersil BDS RP-C18 (5 um, 250 x 4,6 mm) a mobilni faze se skladala z vodného pufru
obsahujiciho 0,05 M KH>POs s 1 % kyseliny octové (pH 6,5) a methanolu (95:5 v/v) s pritokem
1,5 ml/min. Tato metoda mtze byt vyuZita v rutinnim monitorovani 1€¢iv a farmakokinetickych

studii a je slibnd pro objasnéni hepatotoxickych u¢inkil acetaminofenu pfi vysSich davkach.

V dostupné literatufe nebyla nalezena studie, kterd by se zabyvala separacemi APAP a
oxidac¢nich metaboliti pomoci mikrokolonové chromatografie, kterou se zabyva tato

diplomova préce.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie

Aceton (Acros Organics, USA)

Acetonitril (= 99,9 % Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

Deionizovana voda pfipravena zafizenim Milli-Q® (Merck, Darmstadt, Némecko)
Kyselina octova (> 99 %, Sigma Aldrich, Burlington, USA)

Methanol (Merck, Darmstadt, Némecko)

Thiomocovina (Merck, Darmstadt, Némecko)

2.1.1 Standardy

Vsechny konjugéaty acetaminofenu byly nasyntetizovany na Katedfe chemie Fakulty
Ptirodovédecké Univerzity Hradec Kralové dle podminek uvedenych v publikaci [12]. VSechna
reakeni Cinidla a roztoky pro syntézu APAP konjugatl byla nejvyssi mozné cCistoty (Merck,
Praha, Ceska republika). Po syntéze nasledovala izolace a pie¢isténi pomoci preparativni HPLC
separace na reverznich fazich (provedeno na Katedfe analytické chemie Fakulty Chemicko-
technologické Univerzity Pardubice) se ziskem kone¢nych produktl. Struktury konecnych

produktii byly potvrzeny analyzou pomoci 'H, *C, 2D NMR a HRMS [12].

2.1.2 Vzorky a tprava vzorki

Pro demonstraci separace byly pouzity vzorky buné¢né linie lidskych ledvin HK-2. Tyto bunky
byly kultivovany v prostfedi 100 mmol/l acetaminofenu a 100 mmol/l metabolitu APAP-CYS
na Katedfe biologickych a biochemickych véd Fakulty Chemicko-technologické Univerzity
Pardubice za podminek uvedenych v publikaci [12]. Poté, co bylo kultiva¢cni médium
odstranéno, byla pfidana ledova 5% metafosforecnd kyselina. Builky byly seSkrabany a
bunécné lyzaty filtrovany skrz 0,1 um filtr a centrifugovany (4 °C; 18000 rpm; 5 min). Takto
pfipravené vzorky byly zamrazeny pii -20 °C do doby, nez byly analyzovany.

2.2 Pristrojové vybaveni
Analytické digitalni vahy (Sartorius, Usti nad Labem, Ceska republika)

Mikropipety (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
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Ultrazvukova lazen (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

2.2.1 Kapalinovy chromatograf
RSLCnano kapalinovy chromatograf Thermo Scientific UltiMate 3000 skladajici se z:

e cCerpadla NCP-3200RS: binarni vysokotlaky gradient, 1 nl/min — 50 ul/min, 800 bar
e autosampleru pro nanoLC WPS-3000(T)PLRS NanoCap: 0,001 — 20 pl
e UV/Vis detektoru VWD-3400RS: sbér dat 200 Hz, 190 — 900 nm

2.2.2 Kolony

Luna® C18(2) 100 A (150 x 0,5 mm, velikost ¢astic 3 pm, Phenomenex, USA)
Kinetex® XB-C18 100 A (150 x 0,5 mm, velikost ¢4stic 2,6 pm, Phenomenex, USA)
Ascentis® Express C18 (5 cm % 200 um, velikost ¢astic 2,7 um, Supelco, USA)

Chromolith® CapRod® RP-18e (150 % 0,2 mm, Supelco, Némecko)

2.3 Priprava standardi

Ze zasobnich roztokt jednotlivych metaboliti o koncentraci 1 mg/ml bylo od kazdého roztoku
odpipetovano 40 pl do vialky (kazdy zv1ast a smés) a doplnéno destilovanou vodou na konecny

objem 1 ml.

Kalibra¢ni fada standardit APAP-NAC a APAP-SG pro stanoveni meze detekce a linearity byla
pfipravena ze zasobnich roztokil standardd o koncentraci 1 mg/ml z nichz bylo do vialky
odpipetovano 10 pl a doplné€no destilovanou vodou na objem 1 ml. Z tohoto roztoku bylo dale
odpipetovano 0,5 ml do vialky a opé&t doplnéno destilovanou vodou na 1 ml. Takto pfipraveny
roztok mél koncentraci 5 pl/ml. Stejnym zplsobem byla pfipravena kalibracni fada

s koncentracemi standarda 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,313; 0,156 a 0,078 pg/ml.

Standardy APAP a APAP-CYS, které byly pouzity pro piipravu kalibracnich roztokd,
neobsahovaly zadné necistoty. Ze zasobnich roztokl standardi o koncentraci 1 mg/ml bylo
odpipetovano 12,5 ul do vialky a dopInéno destilovanou vodou na objem 1 ml. Z tohoto roztoku
bylo déle odpipetovano 0,5 ml do vialky a opét doplnéno destilovanou vodou na 1 ml. Takto

pfipraveny roztok mél koncentraci 6,25 pl/ml. Stejnym zplisobem byla pfipravena kalibracni

fada s koncentracemi standardt 12,5; 6,25; 3,125; 1,563; 0,781; 0,391; 0,195 a 0,098 pg/ml.
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2.4 HPLC analyza

2.4.1 Srovnani kolon dle van Deemterovych krivek

Pfi proméfovani acetonu pro sestrojeni van Deemterovych kiivek byla pro vSechny kolony
pouzita mobilni faze obsahujici 85 % acetonitril, pro kolonu Luna® C18(2) byla proméiena
navic thiomocovina v mobilni fazi obsahujici 50 % methanol. Vinova délka byla pro aceton
nastavena na 275 nm a pro thiomocovinu na 245 nm, davkovany objem byl 0,1 ul. Teplota

kolony byla udrzovéana na hodnot¢ 30 °C.

2.4.2 Izokraticka eluce

Izokraticka analyza standardd o koncentraci 40 pg/ml byla provedena na koloné Luna® C18(2).
Pro analyzu byla zvolena vlnova délka 245 nm, pfi které je mozné detekovat vSechny latky.
Déavkovany objem latek byl nastaven na 0,1 ul. Teplota kolony byla udrzovana na hodnoté
30 °C. Byly zkoumany dv¢é mobilni faze, prvni mobilni faze byla tvofend smési vody s 0,2 %
kyseliny octové (slozka A) a acetonitrilu s 0,2 % kyseliny octové (slozka B). Druhd mobilni
faze obsahovala smés vody s 0,2 % kyseliny octové (slozka A) a methanolu s 0,2 % kyseliny
octové (slozka B). Pii pouziti prvni MF byl nastaven pritok na 10 pl/min a pfi pouziti druhé
MF byl pratok 20 pl/min z divodu silnéjsi retence pii vyuZziti methanolu. Nejprve byly
standardy dvakrat proméfeny za pouZiti mobilni fdze s acetonitrilem pii koncentracich slozky
B pfi izokratickych podminkach v rozsahu 50 — 5 % s krokem po 5 %. Poté byly standardy
dvakrat zméfeny 1 pro druhou mobilni fdzi s methanolem pfi koncentracich slozky B pii
izokratickych podminkéch v rozsahu 50 — 10 % s krokem po 5 %. Pro obé mobilni faze byl také
zméfen roztok thiomocoviny pro uréeni mrtvého retenniho €asu. Mrtvy retencni Cas pro

mobilni fazi s acetonitrilem je 3,447 min a pro mobilni f4zi s methanolem 2,612 min.

2.4.3 Gradientova eluce

Pii gradientové eluci byly proméfovany standardy o koncentraci 40 pg/ml na koloné Luna®
C18(2). VInova délka byla nastavena na 245 nm, davkovany objem byl 0,1 pl a teplota kolony
byla udrzovéana na 30 °C. Opét byly zkoumany dvé mobilni faze, a to ty stejné jako v ptipadé
izokratické analyzy 1 se stejnymi priitoky — pti pouZiti mobilni faze s acetonitrilem byl nastaven
pritok 10 pl/min, pfi pouziti mobilni faze s methanolem 20 pul/min. Standardy byly prométeny
pfi dvou riznych gradientech pro ob¢ mobilni faze, pro oba gradienty byly testovany tfi Casové

strmosti. Pro mobilni fazi s acetonitrilem byl pouzit gradient 5 — 45 % acetonitrilu v ¢asech 0 —
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8 min, 0 — 10 min a 0 — 12 min a gradient 10 — 50 % acetonitrilu ve stejnych Casech separace.
Pro mobilni fazi s methanolem pak byly méteny gradienty 5 — 70 % methanolu v ¢asech 0 — 9

min, 0 — 12 mina 0 — 15 min a 10 — 75 % methanolu opét ve stejnych ¢asech.

2.4.4 Stanoveni meze detekce a linearity

Pro stanoveni meze detekce a linearity metabolith APAP-SG a APAP-NAC byla proméiena
kalibrac¢ni fada o koncentracich 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,313; 0,156 a 0,078 ug/ml, pro APAP
a APAP-CYS byla piipravena kalibra¢ni fada se standardem bez necistoty o koncentracich
12,5; 6,25; 3,125; 1,563; 0,781; 0,391; 0,195 a 0,098 ng/ml. Kalibra¢ni fady byly prométeny
pti vlnové délce 245 nm s pratokem mobilni faze 20 pl/min, davkovany objem byl 0,1 ul a

teplota kolony byla udrzovana na 30 °C.

2.4.5 Separace metaboliti acetaminofenu v realném vzorku

Pro stanoveni acetaminofenu a jeho metabolitu APAP-CYS v redlnych vzorcich byla nastavena
vlnova délka na 245 nm, davkovany objem byl 0,1 pul, teplota kolony byla udrzovana na 30 °C
a prutok mobilni faze byl 20 pl/min. Po zméteni vzorka nasledovalo proméfeni kalibracni fady
standardii o koncentracich 12,5; 6,25; 3,125; 1,563; 0,781; 0,391; 0,195 a 0,098 pg/ml pii
stejnych podminkach.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Srovnani kolon dle van Deemterovych krivek

Na jednotlivych kolonach byly nejprve prométeny roztoky acetonu pii riznych pritocich pro
jejich néasledné srovnani dle jejich van Deemterovych kiivek. Kolony Luna® C18(2), Kinetex®
XB-C18, Ascentis® Express C18 a Chromolith® CapRod® RP-18e byly testovany v mobilni

fazi 85 % acetonitrilu a kolona Luna® C18(2) navic pak jeste¢ v 50 % methanolu.

Ze zmétenych chromatogramii byly odecteny hodnoty mrtvych Cast #ys acetonu a Gc¢innosti
chromatografické kolony N pro jednotlivé pritoky. Tato data byla nasledn¢ pouzita pro vypocet
vyskového ekvivalentu teoretického patra H pomoci Rovnice I a linearni rychlosti toku mobilni

faze u dle Rovnice 2. Vypoctené hodnoty H a u byly nasledné pouzity pro sestrojeni grafi.

Rovnice 1: Vypocet vySkového ekvivalentu teoretického patra

kde L je délka kolony a N je pocet teoretickych pater (0¢innost).

Rovnice 2: Vypocet linearni rychlosti toku mobilni faze

L
u=—
tm

kde L je délka kolony a ¢y je mrtvy retencni Cas.

3.1.1 Luna® C18(2)

Tato kolona byla testovdna jak v mobilni fazi obsahujici 85 % acetonitrilu, tak v mobilni fazi
50 % methanolu. Pti pouziti 85 % acetonitrilu byl proméfovan roztok acetonu pii prutocich
mobilni faze 30, 25, 20, 15, 10, 5, 4, 3 a 2 ul/min (Obrazek 4). Z grafu zavislosti vySkového
ekvivalentu teoretického patra H na linearni rychlosti toku mobilni faze je zjevné, Ze ti¢innost
klesa (tzn. méfeni probihalo v oblasti dominantniho ¢lenu C van Deemterovy rovnice, tedy v
oblasti dominantniho odporu vi¢i ptevodu hmoty na fdzovém rozhrani). Zaroven je také patrné,
ze pti nizSich prutocich dochézi k fluktuaci namétenych dat, které byly zptisobeny problémy s

modulem méteni pritoku u mikrokapalinového chromatografu.
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Obrazek 4: Graf zavislosti vySkového ekvivalentu teoretického patra na linearni rychlosti toku mobilni faze (85%
acetonitril) pro kolonu Luna® C18(2)

Pti pouziti mobilni faze obsahujici 50 % methanol byl proméfovan roztok thiomocoviny pfi
pratocich 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 a 4 pl/min. V grafu (Obrdzek 5) neni patrné zadné jasné
otoceni trendu kfivky a nelze tedy vycist optimalni rychlost toku mobilni faze. Opét se tedy
jedna o oblast dominantniho odporu vi¢i pfevodu hmoty na fdzovém rozhrani. Je tedy

pravdépodobné, ze optimalni pritokova rychlost bude mensi nez 4 pl/min.
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Obrazek 5: Graf zavislosti vyskového ekvivalentu teoretického patra na rychlosti toku mobilni faze (50 % methanol)
pro kolonu Luna® C18(2)
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3.1.2 Kinetex® XB-C18

Pti pouziti kolony Kinetex® XB-C18 byla pouzita mobilni faze obsahujici 85 % acetonitril a
byl proméfovan roztok acetonu pii pratocich mobilni faze 30, 25, 20, 15, 10, 5,4, 3 a 2 ul/min.
V grafu (Obrazek 6) opét neni viditelné zddné minimum kiivky a optimalni pritokova rychlost
mobilni faze je pravdépodobné tedy mensi nez 2 pl/min. Kfivka je v tomto piipadé¢ mirné
deformovana a ma mirny konkavni tvar. Na uvedeny prabéh opét mize mit vliv funkce modulu

pro méfeni objemového priatoku mobilni faze.
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Obrazek 6: Graf zavislosti vySkového ekvivalentu teoretického patra na linearni rychlosti toku mobilni faze (85 %
acetonitril) pro kolonu Kinetex® XB-C18

3.1.3 Ascentis® Express C18

Pti méteni acetonu s kolonou Ascentis® Express C18 byla pouzita mobilni faze obsahujici
85 % acetonitril a byly provétovany priitoky mobilni faze 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5, 4, 3
a 2 pl /min. Stejné jako u kolony Kinetex® XB-C18 neni v grafu (Obrdzek 7) vidét minimalni

hodnota kiivky a optiméalni rychlost pratoku je tedy mens$i nez 2 pl/min.
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Obrazek 7: Graf zavislosti vy§kového ekvivalentu teoretického patra na linearni rychlosti toku mobilni faze (85 %
acetonitril) pro kolonu Ascentis® Express C18

3.1.4 Chromolith® CapRod® RP-18e

Pti pouziti kolony Chromolith® CapRod® RP-18e byl proméfen roztok acetonu za pouziti
mobilni faze 85 % acetonitril a pfi pratocich mobilni faze 25, 20, 15, 10, 5, 4, 3,2, 1, 0,9, 0,8,
0,7, 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2 pul/min. Z grafu (Obrazek 8) opét vyplyva, ze optimalni pritokova

rychlost mobilni faze je pravdépodobné mensi nez 0,2 pl/min.
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Obrazek 8: Graf zavislosti vy§kového ekvivalentu vySkového patra na linearni rychlosti toku mobilni faze (85 %
acetonitril) pro kolonu Chromolith® CapRod® RP-18e

Ze vSech uvedenych H/u kiivek je patrné, ze optimalni pratokové rychlosti jsou nizs§i nez
uvedend testovand rozmezi. Testovani jesté nizSich pritokti by vyzadovalo specidlni moduly

meéfeni pritoku pro kapilarni, pfipadné az nanoLC, které vSak nebyly k dispozici. Ze vSech

Vv

Cvwr

¢asu analyzy. Pfi porovnani kiivek mezi jednotlivymi kolonami vyplyva z naméfenych dat, Ze
nejnizsi vyskovy ekvivalent, a tedy nejvyssi separacni u€innosti bylo dosazeno pro kolonu

Luna® C18(2) v mobilni fazi s methanolem.

3.2 Izokraticka eluce

Z namétenych chromatogramt byly odecteny retenéni Casy ¢z jednotlivych latek véetné jejich
necistot (APAP-NAC (n) a APAP-CYS (n)). Z hodnot reten¢nich ¢ast pak byly vypocitany
retencni faktory & podle Rovnice 3, jehoZz logaritmické hodnoty slouzily k sestrojeni retencnich
modell (Rovnice 4). Linearni regresi experimentalnich dat byly uréeny parametry a a m, byly
spocitany jejich smérodatné odchylky SD(a) a SD(m) a koeficient determinace R°. Tyto hodnoty
jsou uvedeny v Tabulce I pro mobilni fazi s acetonitrilem a v Tabulce 2 pro mobilni fazi
s methanolem. Zaroven byly pro ob€ mobilni faze sestrojeny grafy (Obrdzek 9, Obrazek 10)

zavislosti log kina gacv (ptipadné ¢gumeon). Pomoci sestrojenych izokratickych retencnich

38



modeld byly spocitany retencni faktory k pro koncentrace acetonitrilu od 5 do 50 % a
methanolu od 10 do 50 %, které byly pouzity pro vypocet selektivity separace r2; pomoci
Rovnice 5 pro vybrané dvojice latek. Na zavér byla pro vybrané dvojice latek vypocitana
rozliSeni R, > dle Rovnice 6 a byly sestrojeny okénkové diagramy. Pro vypocet rozliseni R >

byla pouzita teoreticka hodnota N = 10000.

Rovnice 3: Vypocet reten¢niho faktoru

kde tz je retencni Cas latky a ) je mrtvy Cas kolony.

Rovnice 4: Izokraticky retenéni model

logk=a —m - @ucn

kde a je retence ve vodné slozce mobilni faze, m je sila organického rozpoustédla a pacn je

koncentrace acetonitrilu.

Rovnice 5: Vypocet selektivity separace
ka
T31 = T
2,1 kl
kde k; je retencni faktor latky 1 a k2 je retencni faktor latky 2.
Rovnice 6: Vypocet rozliSeni pro liatky 1 a 2

\/E_<r2,1—1>_( k, )

R.., =
1.2 4 1+ k,

2,1
kde N je pocet teoretickych pater (ucinnost), 72 ; je selektivita separace a k je retencni faktor.

Tabulka 1: Hodnoty parametri m a a, jejich smérodatné odchylky a koeficient determinace pro mobilni fazi s

acetonitrilem
latka m SD (m) a SD(a) | R’
APAP 3,038 | 0,076 | 0,299 | 0,012 | 0,993

APAP-SG 2,730 | 0,028 | 0,186 | 0,009 | 0,982
APAP-NAC 1,834 | 0,037 | 0,283 | 0,000 | 0,991
APAP-CYS 4,068 | 0,068 | 0,083 | 0,013 | 0,992

APAP-NAC (n) | 3,270 | 0,081 | 0,384 | 0,014 | 0,992
APAP-CYS(n) | 1,698 | 0,071 | 0,230 | 0,013 | 0,998

39



Tabulka 2: Hodnoty parametri m a a, jejich smérodatné odchylky a koeficient determinace pro mobilni fazi s

methanolem

latka m SD (m) a SD (a) R’
APAP 3,176 0,021 0,568 0,004 0,996
APAP-SG 3,852 0,028 0,850 0,007 0,985
APAP-NAC 2,724 0,009 0,935 0,001 0,983
APAP-CYS 4,634 0,089 0,546 0,015 0,995
APAP-NAC (n) | 4,898 0,028 1,443 0,007 0,995
APAP-CYS (n) | 5,560 0,009 2,201 0,003 0,998

Z graft (Obrazek 9 a Obrazek 10) vyplyva, ze pro separaci APAP metabolitl je lepsi mobilni

faze obsahujici smes vody s 0,2 % kyseliny octové a methanolu s 0,2 % kyseliny octové. Pii

pouziti acetonitrilu byla retence latek velmi nizka, latky mély podobné retencni faktory a

neseparovaly se. Pfijatelnych retencnich faktorii bylo dosazeno az pii velmi nizkém podilu

acetonitrilu v mobilni fazi.

Pti pouziti mobilni faze s methanolem byly reten¢ni faktory vyssi i pii vy$Sim podilu methanolu

v mobilni fazi. Methanol tedy poskytuje Sir$i dynamické rozmezi vlivu na retenci téchto latek,

coz indikuje, ze bude lepsi volbou pro separaci.
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Obriazek 9: Graf zavislosti log ki na @ac~
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Obrazek 10: Graf zavislosti log ki na ¢meon

Z okénkového diagramu pro mobilni fazi s acetonitrilem (Obrdzek 11) vyplyva, ze optimalni
rozliSeni pro kritické dvojice latek — APAP-NAC/APAP-NAC (n) a APAP-CYS (n)/APAP-
NAC je pti koncentraci acetonitrilu 10 % (v/v). Jedna se vSak o pomérné strmé a nepiili$
robustni maximum (v Gzkém rozmezi koncentraci od maximalniho rozliSeni klesd). Rozliseni
pro vSechny sledované latky je vtomto piipadé¢ vyssi nez 1,26. Redlny chromatogram
separovanych latek s pouzitim mobilni faze 10 % (v/v) acetonitrilu je na Obrazku 13. U této
separace je zjevne, ze optimalniho rozliSeni vSech latek nebylo dosazeno (kritickym parem je
zde APAP-NAC a necistota APAP-NAC(n)) a to diky niZ$i u¢innosti kolony, nez byla pouZita

pfi vypoctu okénkového diagramu.

Pfi pouziti mobilni faze s methanolem byla z okénkového diagramu (Obrdazek 12) odvozena
koncentrace methanolu meon = 14 % (v/v) pfi optimalnim rozliSeni pro kritické dvojice latek
— APAP/APAP-CYS a APAP-SG/APAP. RozliSeni pro vSechny latky je v tomto ptipad¢ vyssi
nez 5,87. Oblast maximalniho rozliSeni je pomérné plocha a jedna se tak o robustni podminky
separace (mala zména koncentrace nepovede k velké zméné rozliSeni). DalS$i moZnosti separace
s rozliSenim vyS$im nez 2 je mobilni faze s koncentraci 26 % (v/v), které vSak neni robustni a
v praxi by diky niz8i separacni G€innosti, neZ uvazované pii vypoctu nebyla smés za téchto
podminek rozdélena. Na Obrdzku 14 je znazornén realny chromatogram pii pouZiti mobilni
faze 15 % (v/v) methanolu, pfi kterém je rozliSeni pro vSechny latky vyssi nez 5,53. V tomto

ptipad¢ doslo k GspéSnému déleni vSech latek, diky pouziti izokratické eluce je vSak retencni
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cas necistoty APAP-CYS(n) piili§ velky. Proto byly nasledné experimenty vénovany

gradientové eluci.
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Obrazek 11: Okénkovy diagram pro mobilni fazi s acetonitrilem s pritokem 10 pl/min
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Obrazek 12: Okénkovy diagram pro mobilni fazi s methanolem s priitokem 20 pl/min
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Obrazek 13: Chromatogram standardi v mobilni fazi 10 % acetonitrilu s 0,2 % Kkyseliny octové s priitokem MF
10 pl/min

poradi eluce: APAP-CYS, APAP-SG, APAP, APAP-NAC (n), APAP-NAC, APAP-CYS (n)
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Obrazek 14: Chromatogram standardi v mobilni fazi 15 % methanolu s 0,2 % Kkyseliny octové s pritokem MF
20 pl/min

potadi eluce: neznamé latka, APAP-CYS, APAP, APAP-SG, APAP-NAC, APAP-NAC (n),
APAP-CYS (n)
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3.3 Gradientova eluce

Testované slouceniny byly separovany pomoci gradientové eluce se Sesti gradientovymi

profily, a to jak s acetonitrilem, tak 1 s methanolem v mobilni fazi. Z parametri pouzitych

gradienti byly sestrojeny dva grafy zavislosti koncentrace acetonitrilu (nebo methanolu) na

Case separace pro ob& mobilni faze a byly vypocitany strmosti gradientli podle Rovnice 7, které

jsou uvedeny v Tabulce 3.

Rovnice 7: Vypocet strmosti gradientu

Y —A
tg

B =

kde ¢c je konecna koncentrace gradientu, 4 je pocate¢ni koncentrace gradientu a f¢ je ¢as

separace.
Tabulka 3: Strmosti gradienti v riznych ¢asech separace
acetonitril methanol
. ¢as separace . ¢as separace
strmost (min™) P strmost (min™) P
(min) (min)

5,00 8 7,22 9

4,00 10 5,42 12

3,33 12 4,33 15
50
45
40
35
30

=2
< 25
N
20
15
10
5
0
0 2 4 6 10

Cas separace (min)

—@—5-45 % ACN, 8 min —@—5-45 % ACN, 10 min 5-45 % ACN, 12 min

10-50 % ACN, 8 min —@—10-50 % ACN, 10 min —@—10-50 % ACN, 12 min

Obrazek 15: Graf strmosti gradient pro mobilni fazi s acetonitrilem s pritokem MF 10 pl/min
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Obrazek 16: Graf strmosti gradienti pro mobilni fazi s methanolem s priatokem MF 20 pl/min

Pro sestrojeni gradientovych okénkovych diagramt byl vybran jeden profil gradientu na jednu
mobilni fazi (tj. acetonitril a methanol) a byly vypocitany reten¢ni objemy jednotlivych latek
Vre vtéchto gradientech podle Rovmice 8. Pro mobilni fazi s acetonitrilem s pratokem
10 pul/min byl vybran gradient 5 — 45 % ACN a pro mobilni fazi s methanolem s pritokem
20 pl/min gradient 5 — 85 % MeOH v teoretickych casech gradientu od 1 do 25 min (okénkovy
diagram tedy postihuje riznou strmost gradientu). Nejprve byly pro vSechny ¢asy gradientu ¢
spocitany jejich objemy Ve podle Rovnice 9, dale pak strmosti gradientu B podle Rovnice 10.
Parametry a a m byly vypocitany z fady izokratickych analyz, viz. Tabulka 1 a Tabulka 2. Dale
byly vypocitany okamzité retencni faktory v bod¢ eluce k. pomoci Rovnice 11 a sitky pika latek
v gradientu wg pomoci Rovnice 12. Na zavér byla vypocitana rozliSeni R; > pro vybrané dvojice

latek podle Rovnice 13. Pro vypocet rozliSeni R;,> byla pouZita hodnota N = 10000.

Rovnice 8: Vypocet reten¢nich objemii latek v gradientu

1
Vig = @10g(2,31 mB - Vyy - 10@ ™)) + p,

kde m a a jsou parametry z Rovnice 4, B je strmost gradientu, Vi je mrtvy objem a A je zacatek

gradientu.
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Rovnice 9: Vypocet objemii mobilni faze v gradientu
VG = tG - Fm
kde ¢ je Cas separace a F), je prutok mobilni faze.

Rovnice 10: Vypocet strmosti gradientu

kde ¢¢ je konec gradientu, 4 je zaCatek gradientu a Vs je objem mobilni faze v gradientu.

Rovnice 11: Vypodet okamZitého reten¢niho faktoru

1

k., =
¢ 231 -mB - Vy+ 10ma-a

kde m a a jsou parametry z Rovnice 4, B je strmost gradientu, Vs je mrtvy objem a A4 je

zacatek gradientu.

Rovnice 12: Vypocet §ifky piku v gradientu

WG = (1 + ke)

iso
kde Vu je mrtvy objem, Ny je pocet izokratickych teoretickych pater (0¢innost) a k. je okamzity
reten¢ni faktor.

Rovnice 13: Vypocet rozliseni pro latky 1 a 2 v gradientu

2 (Vz — V1)
We1+ W

R1,2 =

kde Vg2 je retenéni objem latky 2, Vr ; je retencni objem latky 1, wg ; je Sitka piku v gradientu

latky 1 a wg,2 je Sitka piku v gradientu latky 2.

Kromé rozliSeni kritickych dvojic latek byl také pro ob&é mobilni faze vyhodnocen

normalizovany produkt rozlieni 7, ktery byl vypocitan pomoci Rovnice 14.
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Rovnice 14: Vypodet normalizovaného produktu rozliSeni

kde Rs;; je rozliseni dvojice latek a R je primérné rozliseni viech dvojic latek.

Okénkové diagramy (Obrdzek 17 a Obrdzek 18) zobrazuji vyznamné rozdily pfi pouziti
mobilnich fazi s acetonitrilem a methanolem. Z okénkového diagramu (Obrdzek 17) je patrné,
ze vypoctené optimalni rozliSeni kritickych dvojic latek — APAP-NAC/APAP-NAC (n) a
APAP-CYS (n)/APAP-NAC v mobilni fazi s acetonitrilem je pfi hodnoté B = 1,9 nl’. Tato
hodnota odpovida €asu gradientu 76 = 21 min a rozliSeni R > 1,2 pro vSechny sledované latky.
Optimalni strmost gradientu z grafu normalizovaného produktu rozliSeni (Obrazek 19) byla B
=3,2nl"!, coz odpovida rozliseni R > 1,0 pro viechny latky (Obrdzek 17), tato strmost odpovida
¢asu gradientu fg = 12 min. Tento gradient (B = 3,2 nl™!) byl zmé&fen také experimentalné a jeho

chromatogram je na Obrazku 23.

Pti pouziti mobilni faze s methanolem bylo optimalni rozliSeni kritickych dvojic latek — APAP-
NAC/APAP-NAC (n) a APAP-SG/APAP nalezeno pii hodnoté B = 4,3 nl'!, coz odpovida ¢asu
gradientu t¢ = 9,3 min s rozliSenim R > 2,65 pro vSechny latky. Tento gradient byl poté testovan
experimentalné a jeho chromatogram je znazornén na Obrazku 24, ze kterého je patrné, ze
separace APAP a APAP-SG neni tplna. V praxi byla optimalni strmost gradientu o néco nizsi
(B =3,3 nl"") a odpovidala ¢asu gradientu ¢ = 12 min, prodlouzenim celkové doby analyzy také
pravdépodobné vzrostla pikova kapacita. Realny chromatogram tohoto gradientu je na Obrdzku
25. Optimalni strmost gradientu z grafu normalizovaného produktu rozliSeni (Obrdzek 20) byla
B=4,74nl"', tato hodnota odpovida ¢asu gradientu ¢¢ = 8,5 min a rozliseni R > 2,8 pro viechny
latky, tato strmost je vSak posunuta ve prospéch ostatnich latek a ze stejnych vyse uvedenych

diivodii byla v praxi pouZita jiz zminéna strmost (B = 3,3 nl") odpovidajici ¢G = 12 min.

Nasledné byly vytvoteny grafy zavislosti Vz/V na strmosti gradientu B pro obé mobilni faze.
Z téchto graft (Obrazek 21 a Obrazek 22) l1ze vyvozovat, ze s mensi strmosti gradientu roste
retence latek. V piipad€ mobilni faze s methanolem retence latek kon¢i na vyssich hodnotach
(Vr/'Vm (APAP-SG) = 3) nez u mobilni faze s acetonitrilem (Vz/Vu (APAP-SG) = 1,93).

Methanol tedy poskytuje $ir§i dynamické rozmezi vlivu na retenci téchto latek.
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Obrazek 17: Okénkovy diagram pro gradientovou eluci v mobilni fazi s acetonitrilem s priatokem MF 10 pl/min
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Obrazek 18: Okénkovy diagram pro gradientovou eluci v mobilni fazi s methanolem s priitokem MF 20 pl/min
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Obriazek 19: Graf zavislosti normalizovaného produktu rozliSeni na strmosti gradientu pro mobilni fazi
s acetonitrilem s pritokem MF 10 pl/min
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Obrazek 20: Graf zavislosti normalizovaného produktu rozliSeni na strmosti gradientu pro mobilni fazi s methanolem
s pritokem MF 20 pl/min
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Obrazek 21: Graf zavislosti VR/Vv na strmosti gradientu pro mobilni fazi s acetonitrilem s priatokem MF 10 pl/min
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Obrazek 22: Graf zavislosti VrR/Vm na strmosti gradientu pro mobilni fazi s methanolem s priitokem MF 20 pl/min
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Obrazek 23: Chromatogram standardu s gradientem 5 — 45% acetonitrilu v ¢ase 0 — 12 min s pritokem MF 10 pl/min

potadi eluce: APAP-CYS, APAP-SG, APAP, APAP-NAC, APAP-NAC (n), APAP-CYS (n)

11 test_sekvence81_luna_APAP_MeOH #34. APAP (6-85%. 9.3min) UV_VIS_1 WVL245 nm
may

125617

Obrazek 24: Chromatogram standardi s gradientem S - 85 % methanolu v ¢ase 0 — 9,3 min s priutokem MF 20 pl/min

potadi eluce: APAP-CYS, APAP, APAP-SG, APAP-NAC (n), APAP-NAC, APAP-CYS (n)
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Obrazek 25: Chromatogram standardi s gradientem 5 - 85 % methanolu v ¢ase 0 - 12 min s pritokem MF 20 pl/min

potfadi eluce: APAP-CYS, APAP, APAP-SG, APAP-NAC (n), APAP-NAC, APAP-CYS (n)

3.4 Stanoveni meze detekce a linearity

Pro stanoveni meze detekce a linearity latek byla vybrana kolona Luna® C18(2) a mobilni faze
obsahujici smés vody s 0,2 % kyseliny octové (slozka A) a methanolu s 0,2 % kyseliny octové

(slozka B) s gradientem 5 — 85 % methanolu v ¢ase 0 — 12 min a s pritokem MF 20 pl/min.

Z namétenych kalibracnich kiivek (Obrdzek 26) byly vyhodnoceny meze detekce (LOD) a
linearita pro kazdou z latek. Pro APAP-CYS bylo stanoveno LOD = 0,195 pg/ml a z grafu
kalibra¢ni kiivky (Obrdzek 26) linearita v rozmezi koncentraci 0,195 — 12,5 ng/ml. Pro APAP
bylo ur¢eno LOD = 0,098 pg/ml a zgrafu (Obrazek 26) linearita v rozmezi koncentraci
0,098 — 12,5 pg/ml. Pro APAP-SG bylo stanoveno LOD = 0,156 pg/ml a z gratu (Obrazek 26)
je vidét linearni zavislost v rozmezi 0,156 — 10 pg/ml. APAP-NAC obsahoval podstatny podil
necistoty, LOD tedy nelze ptesné urcit, ale pouze odhadnout, nicméné kiivka APAP-NAC
z grafu (Obrazek 26) znac¢i jasnou linedrni zéavislost. VSechny hodnoty jsou také uvedeny

v Tabulce 4.
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Obriazek 26: Kalibracni kiivky pro APAP, APAP-SG, APAP-NAC a APAP-CYS
Tabulka 4: Hodnoty smérnice, iseku, koeficientu determinace R?, LOD a rozmezi linearity
latka smérnice | usek R? LOD rozmezi linearity
(ng/ml) (ng/ml)
APAP 0,4458 | -0,0526 | 0,9975 0,098 0,098 - 12,5
APAP-SG 0,1905 0,0075 | 0,9977 0,156 0,156 —10
APAP-NAC | 0,1796 | 0,0013 | 0,9992 - -
APAP-CYS | 0,1398 | -0,0317 | 0,9968 0,195 0,195-12,5

3.5 Separace metabolitii acetaminofenu v realném vzorku

Pro demonstraci separace byly pouZity vzorky bunécné linie lidskych ledvin HK-2, pfipravené
na Katedfe biologickych a biochemickych véd. Pro separaci byla pouzita kolona Luna® C18(2)
a mobilni faze obsahujici smés vody s 0,2 % kyseliny octové (slozka A) a methanolu s 0,2 %
kyseliny octové (slozka B) s gradientem 5 — 85 % methanolu v ¢ase 0 — 12 min s priitokem MF
20 pl/min. Ukézkovy chromatogram vzorku, ktery obsahoval smés HK-2 bunék ovlivnénych

acetaminofenem je na Obrazku 29.

Ve vzorcich byly nalezeny APAP a APAP-CYS, ostatni metabolity (APAP-SG, APAP-NAC)
ve vzorcich pfitomny nebyly, nebo byla jejich koncentrace mensi nez mez detekce.

Z namétenych chromatogramil byly odecteny plochy pikli a pomoci grafu kalibrac¢nich ktivek
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(Obrazek 26) zéavislosti plochy piku na koncentraci nalezenych metaboliti APAP a APAP-CYS
byly vypocitany koncentrace APAP a APAP-CYS v realnych vzorcich.

Vzorky bunécné linie lidskych ledvin HK-2 ovlivnéné metabolitem APAP-CYS byly odebrany
po 6 a 24 hodinach od podani. Ve vzorku odebraném po 6 hodinach byla nalezena koncentrace
capap-cys = 1,84 ng/ml, ve vzorku odebraném po 24 hodinach jiz APAP-CYS nebyl nalezen,
tedy byl pln¢ metabolizovan nebo byla koncentrace mensi nez jeho LOD. Vzorky bunécné linie
lidskych ledvin HK-2 ovlivnéné acetaminofenem byly odebrany taktéz po 6 a 24 hodinach
od podani. Ve vzorku odebraném po 6 hodindch nebyl nalezen zadny metabolit (nebo byly
jejich koncentrace pod jejich mezi detekce), ve vzorku odebraném po 24 hodinach byla
nalezena koncentrace cspsp = 3,425 pg/ml. Ukazkové chromatogramy vzorki jsou na

Obrazku 27 (HK-2 ovlivnéné APAP-CYS) a Obrazku 28 (HK-2 ovlivnéné APAP).

/ | APAP-CYS
\

Obriazek 27: Chromatogram vzorku bunééné linie lidskych ledvin HK-2 ovlivnéné metabolitem APAP-CYS (odbér po
6h)
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Obrazek 28: Chromatogram vzorku bunécné linie lidskych ledvin HK-2 ovlivnéné acetaminofenem (odbér po 24 h)
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Obrazek 29: Chromatogram vzorku smési bunéénych linii lidskych ledvin HK-2 ovlivnéné acetaminofenem
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4 ZAVER
Diplomové prace pojednava o mikrokolonové a kapilarni chromatografii oxidacnich metabolit

acetaminofenu v systému s obracenymi fazemi s izokratickou a gradientovou eluci.

Byla vypracovana literdrni reSerSe, kterd se zabyva paracetamolem a vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii. Nejprve byla pozornost vénovana paracetamolu a jeho
mechanismu G¢inku, metabolismu a toxicité¢ vcetné fazi otravy, rizikovych faktorti a 1écby.
Druha ptlka teoretické ¢asti byla zaméfena na vysokoucinnou kapalinovou chromatografii,
pficemz byla podrobné rozebrdna mikrokolonova chromatografie a jeji vyhody, vyuziti a

instrumentace. Zaveér byl vénovan metoddm stanoveni metabolitli acetaminofenu.

Cile experimentalni prace spocivaly v otestovani vybranych kolon vhodnych pro separaci
acetaminofenu a jeho oxida¢nich metabolit, proméfit a sestavit retenéni modely na zaklade

izokratickych a gradientovych dat a optimalizovat gradientovy profil pro separaci metabolitil.

Vybrané kolony Luna® C18(2), Kinetex® XB-C18, Ascentis® Express C18 a Chromolith®
CapRod® RP-18e byly v experimentalni ¢asti nejprve porovnany dle van Deemterovych
kiivek. Nasledné¢ byly proméfeny a sestaveny retenéni modely z izokratickych a poté 1
z gradientovych dat. Optimalizovany gradientovy profil byl na zavér demonstrovan na separaci
oxida¢nich metaboliti acetaminofenu ve vzorcich bunécné linie lidskych ledvin HK-2. Pouziti
mikrokolonové LC pfineslo vyznamnou vyhodu v podobé niz$i spotieby rozpoustédel pii
analyze v porovnani s konven¢nimi kolonami, coZ pfispiva k ekonomicky udrzitelngjSimu

procesu separace.
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6 PRILOHY

Piiloha 1: Hodnoty Fm, tm, N, u, H pouZité k sestrojeni van Deemterové kiivky pro kolonu Luna® C18(2) s mobilni
fazi s acetonitrilem

F,, (ul/min) ty (min) N u (cm/min) | H (cm)
30 1,154 184 13,004 0,0815
25 1,381 282 10,866 0,0533
20 1,702 290 8,816 0,0517
15 2,225 246 6,743 0,0611
10 3,260 330 4,601 0,0455
5 6,190 269 2,423 0,0558
4 7,541 498 1,989 0,0302
3 9,690 345 1,548 0,0435
2 13,432 761 1,117 0,0197

Piiloha 2: Hodnoty Fm, tm, N, u, H pouZité k sestrojeni van Deemterové krivky pro kolonu Luna® C18(2) s mobilni
fazi s methanolem

F, (ul/min) | ty(min) N u (cm/min) | H (cm)
40 1,383 659 10,846 0,0228
35 1,566 737 9,579 0,0204
30 1,811 838 8,283 0,0179
25 2,152 1010 6,970 0,0149
20 2,662 1095 5,635 0,0137
15 3,489 1593 4,299 0,0094
10 5,142 2225 2,917 0,0067
5 9,860 3572 1,521 0,0042
4 12,276 3407 1,222 0,0044

Piiloha 3: Hodnoty Fm, tm, N, u, H pouZité k sestrojeni van Deemterové krivky pro kolonu Kinetex® XB-C18 s
mobilni fazi s acetonitrilem

Fou (ul/min) | ty (min) N u (cm/min) | H (cm)
30 1,062 283 14,131 0,0530
25 1,290 298 11,628 0,0503
20 1,541 291 9,737 0,0516
15 1,989 298 7,541 0,0504
10 2,885 341 5,199 0,0441
5 5,443 404 2,756 0,0371
4 6,660 443 2,252 0,0339
3 8,569 479 1,750 0,0313
2 12,006 550 1,249 0,0273
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Priloha 4: Hodnoty Fm, tw, N, u, H pouZité k sestrojeni van Deemterové ki'ivky pro kolonu Ascentis® Express C18 s
mobilni fazi s acetonitrilem

F,, (ul/min) | ty (min) N u (cm/min) H (cm)
40 0,338 108 14,815 0,0465
35 0,384 124 13,038 0,0403
30 0,443 141 11,299 0,0356
25 0,516 147 9,699 0,0341
20 0,630 156 7,943 0,0322
15 0,809 173 6,184 0,0289
10 1,167 214 4284 0,0234
5 2,175 368 2,299 0,0136
4 2,627 436 1,903 0,0115
3 3,361 585 1,488 0,0086
2 4,789 842 1,044 0,0059

Priloha 5: Hodnoty Fm, tm, N, u, H pouZité k sestrojeni van Deemterové krivky pro kelonu Chromolith® CapRod®
RP-18e s mobilni fazi s acetonitrilem

F,, (ul/min) | ty (min) N u (cm/min) | H (cm)

25 0,758 204 19,802 0,0735
20 0,864 212 17,371 0,0708
15 1,075 228 13,953 0,0659
10 1,495 255 10,033 0,0588

5 2,725 440 5,505 0,0341
4 3,301 561 4,545 0,0268

3 4,203 766 3,569 0,0196
2 5,792 1136 2,590 0,0132

1 9,509 1628 1,577 0,0092
0,9 10,068 1818 1,490 0,0083
0,8 10,798 1848 1,389 0,0081
0,7 11,550 1946 1,299 0,0077
0,6 12,712 | 2120 1,180 0,0071
0,5 14,302 | 2361 1,049 0,0064
0,4 15,777 | 2495 0,951 0,0060
0,3 37,177 3018 0,403 0,0050
0,2 48,400 3236 0,310 0,0046

Piiloha 6: Hodnoty pouZité k sestrojeni retenéniho modelu APAP-CYS v mobilni fazi s acetonitrilem

QacN (VV) | tri1 tr,2 ki ky | logk; | logk; | log k (pritmér)
0,05 6,130 6,346 0,778 0,841 -0,109 | -0,075 -0,092
0,10 4,92314,9000,428 0,422 -0,368 | -0,375 -0,372
0,15 4,448 14,453 10,2900,292 | -0,537 | -0,535 -0,536
0,20 4,137(4,114|0,2000,194| -0,699 | -0,713 -0,706
0,25 3,884 (3,877|0,127|0,125 | -0,897 | -0,904 -0,900
0,30 3,682 (3,684 0,068 | 0,069 | -1,166 | -1,163 -1,165
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Piiloha 7: Hodnoty pouZité k sestrojeni retenéniho modelu APAP-SG v mobilni fazi s acetonitrilem

QAN (V) | tri | tr2 ki ky | logk; | logk; | log k (pritmér)
0,05 7,684 | 7,665 (1,229 (1,224 | 0,090 | 0,088 0,089
0,10 5,792|5,878 0,680 (0,705 | -0,167 | -0,152 -0,159
0,15 5,2525,385(0,524 10,562 | -0,281 | -0,250 -0,266
0,20 4,84315,073|0,405|0,472|-0,393 | -0,326 -0,359
0,25 4,668 14,674 (0,354 0,356 | -0,451 | -0,449 -0,450
0,30 4,343 14,391{0,260|0,274| -0,585 | -0,562 -0,574
0,35 4,083 14,085(0,185|0,185|-0,734 | -0,733 -0,733
0,40 3,873 3,888(0,124 0,128 | -0,908 | -0,893 -0,901
0,45 3,695|3,728 0,072 (0,082 | -1,143 | -1,089 -1,116

Piiloha 8: Hodnoty pouZité k sestrojeni retenéniho modelu APAP v mobilni fizi s acetonitrilem

pacN(VV) | tr1 | tr2 ki ky | logk; | logk; | log k (pritmér)
0,05 8,775 18,648 1,546 (1,509 | 0,189 | 0,179 0,184
0,10 6,58416,6030,910{0,916 | -0,041 | -0,038 -0,040
0,15 5,64815,6720,639 0,645 | -0,195 | -0,190 -0,192
0,20 5,106 5,073 0,481 (0,472 |-0,318 | -0,326 -0,322
0,25 4,668 4,674 10,354 |0,356 | -0,451 | -0,449 -0,450
0,30 [4,343]4,391(0,260|0,274 | -0,585 | -0,562 -0,574
0,35 4,08314,085|0,185|0,185-0,734 | -0,733 -0,733
0,40 3,87313,888 0,124 {0,128 | -0,908 | -0,893 -0,901
0,45 3,69513,728 0,072 {0,082 | -1,143 | -1,089 -1,116

Piiloha 9: Hodnoty pouZité k sestrojeni reten¢niho modelu necistoty APAP-NAC v mobilni fazi s acetonitrilem

PacN(WV) | tr1 | tr2 ki ky | logk; | logk: | logk (primér)
0,10 7,83717,878 1,274 (1,285 0,105 | 0,109 0,107
0,15 5,960 (5,958 0,729 0,728 | -0,137 | -0,138 -0,137
0,20 5,106 5,073 0,481|0,472|-0,318 | -0,326 -0,322
0,25 4,668 4,674 10,354 10,356 | -0,451 | -0,449 -0,450
0,30 [4,343]4,391(0,260|0,274 | -0,585 | -0,562 -0,574
0,35 4,083|4,085|0,185|0,185-0,734 | -0,733 -0,733
0,40 3,87313,888 0,124 {0,128 | -0,908 | -0,893 -0,901
0,45 3,695(3,728 0,072 {0,082 | -1,143 | -1,089 -1,116
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Piiloha 10: Hodnoty pouZité k sestrojeni retenéniho modelu APAP-NAC v mobilni fazi s acetonitrilem

QAN (V) | tri | tr2 ki ky | logk; | logk; | log k (priimér)
0,10 8,214 8,367 (1,383 1,427 0,141 | 0,155 0,148
0,15 6,796 6,907 (0,972 | 1,004 | -0,013 | 0,002 -0,005
0,20 6,089 6,156 {0,766 | 0,786 | -0,116 | -0,105 -0,110
0,25 5,610|5,642 (0,628 0,637 | -0,202 | -0,196 -0,199
0,30 5,2225,276(0,515]0,531 | -0,288 | -0,275 -0,282
0,35 4,93414,948|0,431|0,435|-0,365 | -0,361 -0,363
0,40 4,68714,715|0,360| 0,368 | -0,444 | -0,434 -0,439
0,45 4,462 14,5010,294]0,306 | -0,531 | -0,515 -0,523
0,50 4,201 14,297(0,219]0,247| -0,660 | -0,608 -0,634

Piiloha 11: Hodnoty pouZité k sestrojeni retenéniho modelu necistoty APAP-CYS v mobilni fazi s acetonitrilem

pacN(VV) | tr1 | tr2 ki ky | logk; | logk; | log k (pritmér)
0,20 6,089 6,156 | 0,766 | 0,786 | -0,116 | -0,105 -0,110
0,25 5,61015,6420,628 0,637 | -0,202 | -0,196 -0,199
0,30 5,22215,276|0,515{0,531 | -0,288 | -0,275 -0,282
0,35 4,93414,948 10,431 0,435 -0,365 | -0,361 -0,363
0,40 [4,687|4,715]0,360|0,368 | -0,444 | -0,434 -0,439
0,45 4,46214,501 0,294 0,306 | -0,531 | -0,515 -0,523
0,50 [4,201{4,297(0,219|0,247 | -0,660 | -0,608 -0,634

Piiloha 12: Hodnoty pouZité k sestrojeni retenéniho modelu APAP-CYS v mobilni fazi s methanolem

oMeon (V) | tri tr> ki ky | log ki | log k> | log k (priimér)
0,10 5,801 | 5,847 | 1,221 | 1,239 | 0,087 | 0,093 0,090
0,15 4,333 | 4,339 | 0,659 | 0,661 | -0,181 | -0,180 -0,180
0,20 3,645 | 3,628 | 0,395 | 0,389 | -0,403 | -0,410 -0,406
0,25 3,272 | 3,260 | 0,253 | 0,248 | -0,597 | -0,605 -0,601
0,30 3,019 | 3,009 | 0,156 | 0,152 |-0,807 | -0,818 -0,813
0,35 2,863 | 2,853 | 0,096 | 0,092 |-1,017 | -1,035 -1,026
0,40 2,752 | 2,748 | 0,054 | 0,052 | -1,271 | -1,283 -1,277
0,45 2,680 | 2,672 | 0,026 | 0,023 | -1,584 | -1,639 -1,612
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Piiloha 13: Hodnoty pouzité k sestrojeni retenéniho modelu APAP v mobilni fazi s methanolem

oMeon (V/V) Ir,1 Ir,2 ky k; | log k; | log k> | log k (priimér)
0,10 7,878 | 7,948 | 2,016 | 2,043 | 0,305 | 0,310 0,307
0,15 5,783 | 5,796 | 1,214 | 1,219 | 0,084 | 0,086 0,085
0,20 4,706 | 4,687 | 0,802 | 0,794 | -0,096 | -0,100 -0,098
0,25 4,076 | 4,065 | 0,560 | 0,556 | -0,251 | -0,255 -0,253
0,30 3,639 | 3,627 | 0,393 | 0,389 | -0,405 | -0,411 -0,408
0,35 3,356 | 3,342 | 0,285 | 0,279 | -0,545 | -0,554 -0,550
0,40 3,145 | 3,140 | 0,204 | 0,202 | -0,690 | -0,694 -0,692
0,45 2,993 | 2,983 | 0,146 | 0,142 | -0,836 | -0,848 -0,842
0,50 2,870 | 2,867 | 0,099 | 0,098 | -1,005 | -1,010 -1,008

Priloha 14: Hodnoty pouZité k sestrojeni retenéniho modelu APAP-SG v mobilni fazi s methanolem

omeon (VV) | tri tr2 ki k; | logk; | log k: | log k (priimér)
0,10 12,290 12,456 | 3,705 | 3,769 | 0,569 | 0,576 0,573
0,15 7,552 | 7,608 | 1,891 | 1,913 | 0,277 | 0,282 0,279
0,20 5,489 | 5,492 | 1,101 | 1,103 | 0,042 | 0,042 0,042
0,25 4,475 | 4,482 | 0,713 | 0,716 | -0,147 | -0,145 -0,146
0,30 3,639 | 3,627 | 0,393 | 0,389 |-0,405|-0,411 -0,408
0,35 3,356 | 3,342 | 0,285 | 0,279 | -0,545 | -0,554 -0,550
0,40 3,145 | 3,140 | 0,204 | 0,202 | -0,690 | -0,694 -0,692
0,45 2,993 | 2,983 | 0,146 | 0,142 | -0,836 | -0,848 -0,842
0,50 2,870 | 2,867 | 0,099 | 0,098 | -1,005 |-1,010 -1,008

Piiloha 15: Hodnoty pouZité k sestrojeni reten¢niho modelu necistoty APAP-NAC v mobilni fazi s methanolem

omeon (VV) | tri tr> k; ky | logk; | log k: | log k (priimér)
0,10 27,094 27,521 9,373 | 9,536 | 0,972 | 0,979 0,976
0,15 15,122 15,333 | 4,789 | 4,870 | 0,680 | 0,688 0,684
0,20 9,898 | 9,902 | 2,789 | 2,791 | 0,446 | 0,446 0,446
0,25 6,779 | 6,744 | 1,595 | 1,582 | 0,203 | 0,199 0,201
0,30 5,067 | 5,029 | 0,940 | 0,925 |-0,027 | -0,034 -0,030
0,35 4,147 | 4,127 | 0,588 | 0,580 | -0,231 |-0,237 -0,234
0,40 3,590 | 3,579 | 0,374 | 0,370 | -0,427 | -0,432 -0,429
0,45 2,993 | 2,983 | 0,146 | 0,142 | -0,836 | -0,848 -0,842
0,50 2,870 | 2,867 | 0,099 | 0,098 | -1,005|-1,010 -1,008
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Piiloha 16: Hodnoty pouZité k sestrojeni retenéniho modelu APAP-NAC v mobilni fazi s methanolem

oMeon (V/V) Ir,1 Ir,2 ky k; | log k; | log k> | log k (priimér)
0,20 9,898 | 9,902 | 2,789 | 2,791 | 0,446 | 0,446 0,446
0,25 7,262 | 7,295 | 1,780 | 1,793 | 0,250 | 0,254 0,252
0,30 5,747 | 5,759 | 1,200 | 1,205 | 0,079 | 0,081 0,080
0,35 4,882 | 4,893 | 0,869 | 0,873 | -0,061 | -0,059 -0,060
0,40 4,333 | 4,342 | 0,659 | 0,662 | -0,181 | -0,179 -0,180
0,45 3,971 | 3,979 | 0,520 | 0,523 | -0,284 | -0,281 -0,282
0,50 3,687 | 3,702 | 0,412 | 0,417 | -0,386 | -0,380 -0,383

Piiloha 17: Hodnoty pouzité k sestrojeni retenéniho modelu necistoty APAP-CYS v mobilni fazi s methanolem

omeon (VV) | tri tr2 ki ky | log ki | log k> | log k (priimér)
0,20 37,495|37,066|13,355|13,191| 1,126 | 1,120 1,123
0,25 19,2771 19,183 6,380 | 6,344 | 0,805 | 0,802 0,804
0,30 11,01610,902| 3,217 | 3,174 | 0,508 | 0,502 0,505
0,35 7,148 | 7,089 | 1,737 | 1,714 | 0,240 | 0,234 0,237
0,40 5,202 | 5,153 | 0,992 | 0,973 |-0,004 | -0,012 -0,008
0,45 3,971 | 3,979 | 0,520 | 0,523 | -0,284 | -0,281 -0,282
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