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1. Uvod

Vysoko ucinna kapalinovd chromatografie (high performance liquid chromatography;
HPLC) a chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography; TLC) jsou
separacni metody, které nachazeji vyuZziti vrlznych odvétvich chemie, ale také

v mediciné a potravinarstvi.

Prvni popisy zafizeni pro HPLC se datuji do roku 1967 a historie TLC sahd do prvni
poloviny dvacatého stoleti.® Vyvoj obou chromatografickych technik a pouzitych
materidl( rozsifil jejich aplika¢ni moznosti. V souc¢asné dobé se tési velké oblibé a Ize je
vyuzit k analyze Sirokého spektra latek (napf. vzorky télnich tekutin, potraviny nebo

jiné organické slouceniny).

Prace je zaméfena na vyuziti téchto separa¢nich metod pro rychly analyticky servis

doprovazejici syntézu latek potencidlné zajimavych pro farmaceuticky primysil.

Cilem teoretické casti pridce je seznameni se zakladnimi principy pouzivanych
chromatografickych metod a jejich vybavenim. Budou zde popsany analytické metody
dostupné pro derivaty indolu podobné studovanym Ilatkdam, obecné postupy
pfi optimalizaci metod a ve stru¢nosti bude nastinéno vyuZiti HPLC a TLC

ve farmaceutickém primyslu.

Experimentalni ¢ast se vénuje déleni modelové smési predloZenych latek v sytému
RP-HPLC a také za poutziti TLC. Jejim cilem je nalézt analytickou metodu, jejiz separaci

bychom mohli povazovat za dostatecnou.



2. Zakladni princip chromatografie

Zaklady chromatografie poloZil jiz za¢atkem 20. stoleti rusky botanik M. S. Cvet, ktery
rozdélil listova barviva na sloupci sorbentu. Na téchto pracich jsou zaloZzeny vSechny
pozdéjsi chromatografické techniky. Ve své klasické podobé se kolonova
chromatografie rozvinula az zacatkem ctyricatych let, kdy byla objevena rozdélovaci
chromatografie. Diky pouZivanym materialim, zplsobdm protékdani mobilni faze
(pouze plsobenim gravitacni sily) a zpusoblUm detekce, byla tato technika velice
pracna a zdlouhava. Po vyuZiti fady teoretickych a praktickych poznatkd z plynové
chromatografie se kapalinova chromatografie postupné stala moderni, vysoce Ucinnou
metodou. Jeji vyraznéjsi rozvoj vsak pfisel az stechnickym pokrokem v oblasti
laboratorni instrumentace, diky kterému se stala jednou z nejpouzivanéjSich technik

pro separaci slozek vzorku.?

Chromatografické metody vyuzivaji déleni slozek mezi dvé faze — nepohyblivou

(stacionarni, SF) a pohyblivou (mobilni, MF).

PFi déleni sloZzek dochazi k opakovanému transportu molekul sloZzek do stacionarni faze
a zpét do faze mobilni. Pfitom se chromatograficky systém natolik pfiblizi rovnovaze,

ze distribuci slozky mezi dvé faze lze popsat distribuéni konstantou:
o _[AL_ ().,
D
[A]m (nA)m .Vs
Kde (na)s (m) je latkové mnozstvi latky A ve stacionarni (mobilni) fazi a Vs (m) je objem

stacionarni (mobilni) faze v daném systému.

Trvaly pohyb mobilni faze vSak zabrani dosazeni skutec¢né termodynamické rovnovahy
a posune molekuly slozek k dalsi ¢asti stacionarni faze, kde se znovu vytvofi pfiblizné

v 2
rovnovazny stav.

vrve

migrace téchto slozek, coz je zplisobeno jejich rliznou interakci s mobilni a stacionarni
fazi, tzn. latka, kterd nejméné interaguje se stacionarni fazi, je mobilni fazi undsena

nejrychleji a naopak.



2.1. Princip separace v HPLC
Mechanismus separace v HPLC zdavisi na zvoleném systému. V literatufe jsou popsany
razné teoretické mechanismy separace, které mohou pUsobit i spolecné. Nejcastéji

je déleni zalozeno na adsorpci, rozdélovani, sitovém efektu nebo chemisorpci.

Pfi adsorpéni chromatografii dochazi ksorpci latky na povrchu adsorbentu
na tzv. aktivnich centrech adsorpce. Sorpce latky je disledkem rozdilnych polarnich sil
pUsobicich mezi povrchem adsorbentu a chromatografovanou latkou a mezi povrchem
adsorbentu a mobilni fazi. Adsorpcni proces je charakterizovan vzajemnym soutézenim
molekul vzorku s mobilni fazi o aktivni centra na povrchu adsorbentu a moznosti
interakce s vétSim poctem aktivnich center u molekul se dvéma nebo vice polarnimi

skupinami.’

Sitovy efekt pfi separaci vyuziva gelova permeacni chromatografie a k déleni slozek
dochazi na zakladé rozdilné velikosti molekul. Na chemisorpci je zaloZena iontové
vyménna chromatografie, pfi které v podstaté dochdzi k chemické reakci (vyména
ionta).!

2.1.1. Systém obracenych fazi (RP-HPLC)
Tato technika je béZznéjsi nez chromatografie na normalnich fazich (poldrni stacionarni
faze) a castéji vede k dostatecné separaci vzork(. Odhaduje se, Ze se vyuZziva

v 80 —90% vsech aplikaci.

V systému obracenych (reversnich) fazi se vyuZzivaji nepolarni stacionarni faze a polarni
faze mobilni. Detailni mechanismus retence vtéchto systémech neni zcela
jednoznaéné vyrfeSen. Na nepoldrnich staciondrnich fazich se videalnim pfipadé
nevyskytuji aktivni adsorpcni centra. Predpoklada se, Ze nejvyraznéji se uplatnuje
solvofobni efekt. Mezi nepolarni stacionarni fazi a délenymi latkami nebo slozkami
mobilni faze se uplatiuji pouze disperzni interakce, které vsak také plsobi mezi
slozkami mobilni fadze a chromatografovanymi latkami ve fazi mobilni, coz vede
do znaéné miry ke kompenzaci téchto interakci v obou fazich. PfevaZujici hnaci silou
retence latek jsou polarni interakce mezi molekulami mobilni faze, zejména vody, které

jsou silnéjsi nez polarni interakce mezi molekulami délenych latek a slozkami mobilni
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faze, coz vede kvytésiovani chromatografovanych latek z mobilni faze do faze

evvs

Selektivita nepoldrnich stacionarnich fazi k malo polarnim latkdm je uréovana témér
vzdy vlastnostmi mobilni faze a lze ji ovliviiovat volbou organické slozky MF a vyuzitim

jejich selektivnich interakci s chromatografovanymi latkami.*

2.2, Princip separace v TLC
Podobné jako u HPLC princip chromatografie na tenké vrstvé spociva vtom,
Ze pti prachodu rozpoustédla vrstvou sorbentu dochazi kseparaci latek. Vrstva
sorbentu se voli podle povahy separovanych latek, ¢imzZ se také urcuje mechanismus
separace, napf. pro nepolarni latky rozpustné v organickych rozpoustédlech Ize volit

bud adsorpéni chromatografii, nebo rozdélovaci chromatografii na obracenych fazich.?

VTLC systému s polarnim sorbentem (mechanismus adsorpéni chromatografie)
je rozpoustédlo pouzité jako mobilni faze samo adsorbovano - dochazi k soutézi mezi
chromatografovanou latkou a rozpoustédlem. Cim je chromatografovand latka
ve vztahu k mobilni fazi polarnéjsi, tim je vice zadriovana adsorbentem a hodnoty Rt

ev es 2
se sniZuji.

Hodnoty R; (retardacniho faktoru) urcuji relativni zadrz chromatografovanych latek

v poméru k samotnému rozpoustédlu. Dané hodnoty Ize vypocitat podle vzorce:

v vev

vzddlenost ¢ela rozpoustédla od startu (viz obr. 2).

Pokud R¢=0, potom latka neprechazi do mobilni faze a zUstava adsorbovana ve fazi
stacionarni. Naopak pokud R¢=1, latka se neadsorbuje na staciondrni fazi, ale zlstava

s . s 2
pouze ve fazi mobilni.
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Obr. 2 Tenka vrstva s vyznacenymi vzddlenostmi dileZitymi pro vypocet Rf3
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3. Vybrané separacni metody HPLC a TLC

3.1. Instrumentace

3.1.1. Instrumentace v HPLC
Moderni kapalinovy chromatograf se sklada z ¢asti zabezpecujicich transport mobilni

faze, davkovani vzorku, separaci latek a jejich detekci, zaznam a zpracovani signalu.

Mobilni faze se nachazi v zasobniku, ze kterého je davkovdna vysokotlakym, nejcastéji

Vv v

pulznim ¢erpadlem. Provozni tlaky dosahuji bézné desitek MPa.

Davkovani vzorku byva realizovano pres ddavkovaci ventily nebo zafizenim

pro automatické davkovani (tzv. autosampler).

Soucdst chromatografického systému, na kterém dochazi k separaci latek, se nazyva
chromatografickd kolona — obvykle nerezova trubice naplnénd stacionarni fazi.
Pro vysokou ucinnost separace byva kolona plnéna velmi jemnymi ¢dsticemi
(se zrnénim radoveé v jednotkdch mikrometr(). Jednotlivé kolony se od sebe lisi délkou
i velikosti a chemickym slozenim ¢astic sorbentu. Kolona v analytickém maddu je
obvykle dlouhd 4 -25 cm a jeji vnitini primér je 2,1 - 4,6 mm. V nejbéznéji uzivané
RP-HPLC se jako naplné kolon pouZivaji pfevainé chemicky vazané nepoldrni faze
na silikagelu jako nosici. Chemicky vazané faze jsou stabilnéjsi (ve srovnani s fyzikalné
vazanymi), nebot nedochazi k jejich vymyvani z kolony. BéZné uzivané jsou kolony,
kdy stacionarni fazi tvofi na silikagel navdazané oktadecylové nebo oktylové fetézce

(tzv. C18 nebo C8).>*

Dalsi soudasti chromatografu je detektor. Jednim z nejrozsifenéjsich detektor(
je spektrofotometricky detektor - jednokandlovy nebo vicekandlovy, umozZnujici
sledovat az nékolik vinovych délek, nebo tzv. detektor diodového pole, ktery v kratkych
¢asovych intervalech skenuje opakované celé spektrum. Zpracovani signalu a ovladani
celého pristroje probiha nejéastéji pomoci pocitace. Schéma zapojeni pfistroje

pro HPLC (viz obrazek 3).
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Obr. 3 Schéma zapojeni pfistroje pro HPLC®

3.1.2. Instrumentace v TLC
Separace na tenké vrstvé nevyZaduje Zadny specidlni pfistroj. K jejimu provedeni
je dostacdujici desticka, na které je nanesena tenka vrstva sorbentu. Nejcastéji
pouzivané jsou komercné vyrabéné vrstvy, které maji sorbent pro snazsi manipulaci
zpevnén vhodnym pojivem (napf. Skrobem nebo sadrou). Tloustka zafixované vrstvy
se pohybuje od 0,1 do 0,25mm. BéZzné uzivané tenké vrstvy maiji jako sorbent silikagel
nebo oxid hlinity, ale Ize pouzit i modifikované sorbenty na bazi silikagelu s navazanymi

polarnimi i nepolarnimi funkénimi skupinami.2

Mobilni faze je umisténa ve vyvijeci komore, do které se vloZi tenka vrstva
s nanesenym vzorkem. Mobilni faze vzlind tenkou vrstvou pomoci kapilarnich sil.

(Usporadani viz obr. 4)

watch glass
4 )
thin layer chromatography -
plate -4——Peaker
pencdi line .
solvent

spot of mixure

Obr. 4 Priklad uspofdddni chromatografie na tenké vrstvé 6
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Detekce v tenkovrstevné chromatografii lze provadét na zakladé dvou zpUsob(:
fyzikdIni (k detekci vyuZivd zareni v oblasti viditelné, ultrafialové nebo infracervené)

a chemické (tenkd vrstva je postfikana vhodnym detekénim &inidlem).?
3.2. Vyuziti ve farmaceutickém primyslu

3.2.1. HPLC
HPLC je predni analyticka technika ve farmaceutickych laboratofich, kterd se pouziva
na rtzné druhy vzork( a v modernim farmaceutickém prdmyslu je hlavnim analytickym

nastrojem uzivanym ve véech fazich vyzkumu, vyvoje a vyroby lé¢&iv. "

Zejména v poslednim desetileti doSlo ve vyzkumu a vyvoji 1éCiv k vyraznym zméndm.
Byla zdokonalena metodologie a technologie vcetné automatické vysokoucinné
chromatografie, fast HPLC, spojeni HPLC s MS nebo NMR a high-throughput Ccisticich

metod.?
Efektivni a rychly vyvoj metod ma mimofadny vyznam v celém cyklu vyvoje lé¢iva.?

Vyvoj lééiv zadind objevem molekuly sterapeutickym vyznamem (se zajimavou
biologickou aktivitou). V prvnich fazich syntéz a naslednych analyz mize byt proveden
tzv. High Throughput Screening, pfi némz jsou separace provadény pomoci fast nebo

ultra fast HPLC.®

LC-MS nebo LC-MS/MS jsou metody, které vynikaji vysokou citlivosti a selektivitou.
Jsou pouzivané pri testovani metabolismu a farmakokinetiky u tzv. kandidat(
budoucich |éCiv. Bioanalytické studie zahrnuji stanoveni mnozstvi cilové slouceniny
v rlznych biologickych matricich, jako je plasma, sérum, tkanovy extrakt nebo moc
zvirat a lidi. Uvedené metody v poslednim desetileti nahrazuji béZnou HPLC spojenou
s fluorescenéni nebo elektrochemickou detekci, kterd zahrnovala komplikované ¢isténi

vzorka. Cisténi vzorkd u téchto metod je jednodussi a vice automatizované.’

Ve vyvoji léCiv se ddle HPLC pouZiva pro charakterizaci produktd chemické syntézy.
Tuto techniku lze pouzit pro analyzu aktivnich farmaceutickych substanci, jejich

necistot a pro testovani jejich stability.9
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HPLC metody pro findlni substance zfarmaceutické vyroby musi byt validovany.
Validace zajistuje jejich presnost, spravnost, reprodukovatelnost a dalsi poZzadované

parametry.

3.2.2. TLC
TLC je jednou z metod, kterou lze pouZit pfi ovérovani meziproduktl nebo za Gcelem
mezioperacni kontroly stejné dobfe, jako pro ovérovani Cistoty latek ve vyzkumu
a vyvoji. Ackoliv je dnes ve farmaceutickém primyslu pfi analyzach favorizovdna
technika HPLC, TLC stdle zlstdva velmi populdrni a casto uzZivanou analytickou

metodou.°

NejbéZnéji se TLC vyuziva ke kontrole priibéhu reakce, kdy lze touto metodou snadno
arychle stanovit, zda je mozZno reakci zastavit ¢i ne, tzn. je uréovana pritomnost

vychozich latek v reakéni smési.

V poslednich letech také technika TLC prosla urcitym vyvojem. Ve farmaceutickém
pramyslu Ize proto v soucasné dobé vyuZit i jeji vysoce ucinnou variantu (HPTLC). Jako

dobie vyuzitelné se jevi spojeni TLC s hmotnostni spektrometrii.**

Velkou vyhodou této techniky je moznost soucasné separace vétsiho mnozstvi vzorku
za nizkou cenu, s minimalnim vybavenim a zaskolenim obsluhy. Naproti tomu lze u TLC
najit hned nékolik nevyhod. Patfi mezi né problematickd reprodukovatelnost,
subjektivni vyhodnoceni vysledku, nemozZnost automatizace, ziskani a ukladani

elektronickych dat.** !
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4. HPLC a TLC metody popsané pro analyzy indolu a jeho
derivati
SciFinder poskytuje vic nez 173 tisic indolovych derivatl ve vice nez 775 tisicich
publikaci a z toho se vice nezZ 20 tisic praci zabyva jejich HPLC ¢i TLC analyzou. Toto
mnozstvi je pfilis vysoké pro precteni viech ¢lankl, navic se popsané metody vétSinou
zabyvaji analyzou biologickych materialli, a proto jsem se rozhodla - vzhledem
k zadanému ukolu, nalézt analytickou metodu pouzitelnou pro operativni sledovani
syntézy novych, dosud nepopsanych molekul — vyuZit metody pouZivané pro
hodnoceni IéCiv. Byl vytvoren prehled metodik pouZivanych pro hodnoceni indolovych

lé¢iv, které jsou uvedeny v lékopisech (Cesky lékopis - CL a americky |ékopis - USP).

Derivaty indolu jsou obsaZzeny ve vice nez dvou stech pouzivanych |é¢iv a biologicky
aktivnich sloucenin, avSak struktura nékterych z nich je velmi vzdalena od latek, jejichz
analyzu jsem studovala. Molekuly, které se blizi latkdm, jejichz analyzu jsem studovala,
jsou uvedeny na obrazcich 5 — 10. Tyto latky lze rozdélit do nasledujicich

terapeutickych kategorii:

.....

e Latky protizanétlivé (obr. 5)

e Antihypertenziva (obr. 6) — latky k |é¢bé vysokého krevniho tlaku (hypertenze)

e Antimigrentetika (obr. 7)

e Antiemetika (obr. 8) — latka predchazejici nevolnosti nebo tlumici nevolnost a

zvraceni

Radi se sem také nékteré latky ze skupiny antivirotik (obr. 9) nebo fluvastatin, ktery

patfi do skupiny antilipidemik (obr. 10).
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Obr. 10 Zdstupce antilipidemik

Tyto latky byly hledany v lékopisech. Z uvedenych struktur je v ¢eském |ékopise

popsano 6 latek a v americkém 10 (viz tabulka 1 a 2).

Tab. 1 Analytické metody pro vybrané derivdty indolu popsané v ceském lékopise™

|écCivo metoda TLC metoda HPLC
Carvedilol kolona: C8
(obr. 6) - MF: 0,02M KH,PO4 pH 2 / ACN
) (65/35)
Deska: silikagel GF,s4 (Uprava kolona: C18
— kys. Askorbova/ methanol MF: A: MeOH/0,1M KH,PO,4 pH7;
Etodolac (Obr. 5) 20/80) B: ACN
MF: CH;COOH/EtOH/Tol. gradient 0-20min od 90 do 80%A;
0,5/30/70 20-40min 80-50%A

Indomethacin

deska: Silikagel HF ;54
MF: petrolejovy ether/ ether

(obr. 5) (30/70)
deska: silikagel Fysq o,
Ondansetron? ) . kolona: nitrilova
(obr. 8) MF: amoniak (26%) / MeOH/ MF: ACN/ NaH,PO, pH 5,4

EtAC./ClzCHz

Pindolol (obr. 6)

deska: silikagel GF,s4
MF: amoniak
(26%)/EtAc./MeOH 4/50/50

Sumatriptanb
(obr. 7)

a) kolona: silikagel
MF: CH3COONH,;/MeOH 10/90
b) kolona: C18
MF:
ACN/dibutylamin+H3PO4+NaH,PO,

pH6,5 (25/75)

® Popsan jako Ondansetron hydrochlorid dihydrat
b ) . .
Popsdn jako Sumatriptan sukcinat
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Tab. 2 Analytické metody pro vybrané derivdty indolu popsané v americkém lékopise™

lé¢ivo TLC HPLC
Carprofen kolona: C18

(obr. 5) ; MF: ACN/voda/MeOH/CH;COOH
Carvedilol kolona: C8

(obr. 6) ; MF: 0,02M K,HPO, pH2/ACN 69/31

a) kolona: C8
MF: A 0,01M NH4H,PO,/ACN (1000/53); B 0,01M
NH4H,PO,/ACN (295/795)

D?La;retg” - gradient 0-28min 100-0%A; 28-38min isocratic 0%A

b) kolona: C18
MF: ACN/voda/HCOONH, + 0,19ml trimethylamin
(450/440/110)

Etodolac (obr. 5)

kolona: C8
MF: A voda + H3PO,4 (0,6mI/100ml); B ACN + H3PO,
(0,6ml/100ml), gradient 5-35min 60-20%A

kolona: C18

Fluvastatin MF: A vodny roztok hydroxidu tetramethylamonného
(obr. 10) i (pH7,2) + MeOH/ACN 3/2 (9+1); B stejna rozpoustédla
jako A, ale pomér 149, gradient 6-20min 60-15%A
kolona: C18
Indomethacin MF: 0,01M Na,HPO, + 0,01M NaH,PO,4 v ACN a vodé
(obr. 5) i (1:1)
kolona: C18

Naratriptan

MF: A 0,05M NH4H,PO, pH3/ACN (97/3); B 0,05M

(obr. 7) NH;H,PO,4 pH3/ACN (4/1), gradient 0-35min 100-0%A
35-40min isocratic
Ondansetron kolona: nitrilova
(obr. 8) i MF: 0,02M K,HPQO,4 pH4/ACN 80/20

Pindolol (obr. 6)

kolona: nitrilova
MF: 0,05M CH3COONa pH5/ACN (65/35)

Sumatriptan
(obr. 7)

kolona: C18
MF: dibutylamin+H3;PO4+NaH,PO4 pH6,5

Popsané metody vyuZivaji rlizné kolony, vice ¢i méné slozité mobilni faze a razné

gradienty. Z dat uvedenych vtabulkdch 1 a 2 je zfejmé, Ze pro separaci danych

sloucenin existuje vice vhodnych metod, avsSak tyto jsou jen obtizné vyuzitelné

pro rychly analyticky servis, nebot jsou specifické pro danou substanci a separaci jejich

necistot a nedaji se pouzit univerzalné.
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5. Vyvoj a optimalizace metod

Efektivni a rychly vyvoj metod ma mimoradny vliv na cely cyklus vyvoje |éCiva.

5.1. Obecny postup optimalizace
PFi vyvoji a optimalizaci metod se hledaji podminky, které vedou k dostate¢nému
(optimalnimu) rozliseni (tj. kvantitativnimu méritku rozdéleni dvou latek). K rozliseni

pfispivaji tfi ¢leny - selektivita, ucinnost a kapacita (viz rovnice):

4 1, k,+1

selektivita ~ kapacita
V pfipadé kapalinové chromatografie existuje hned nékolik mozZnosti, kterymi lze
zménit jeden, dva nebo vSechny tfi ¢leny a tim zménit rozliSeni. Pfi hledani vhodnych
podminek déleni Ize ménit charakter naplné (SF), rozméry castic naplné a kolony

(v pfipadé TLC délku vyvijeci drahy), sloZeni a pratok MF a pracovni teplotu.’

Pfi vyssi pracovni teploté dochazi k poklesu viskozity a zvyseni difuznich koeficient(,
coz vede k mirnému zvySeni Ucinnosti separace. Teplota ma vedle uUcinnosti vliv

i na retenci, protoze ovliviiuje kapacitni poméry:

b
logk =a+—
9 T

k..kapacitni pomér; a,b ....... experimentdlni konstanty zavislé na chromatografickém

systému a na vlastnostech separovanych latek 2

Mimo jiné lze pfi optimalizaci chromatografického procesu dale ménit napt. zplsob
detekce nebo typ a citlivost detektoru. Nicméné plati, Ze vybér experimentdlnich
parametrQ, které se mohou optimalizovat, je zavisly na charakteru vzorku, zafizeni,
které mame k dispozici, a efektu, ktery je od separace pozadovan. Vhodnou kombinaci
je mozné dosdhnout poZzadovaného rozdéleni latek v nejkratSim case. V praxi obvykle
staci, kdyz se podminky separace pfiblizi optimalnim podminkdm obménou jedné nebo
nékolika malo velicin. Pracnost a doba potiebna k nalezeni vhodnych podminek se
zvySuje s rostoucim poctem latek ve vzorku a s rostoucimi naroky na rozliSeni a klesa

s vétdimi praktickymi zkugenostmi a teoretickymi znalostmi pracovnika.?
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Mezi pouZivané zplsoby optimalizace analytickych metod doprovazejicich syntézu
patfi tzv. empirické postupy, kdy se obménuji podminky separace az do dosazeni
pozadované kvality. Pfed zahajenim vyvoje a optimalizace metody je nutné polozit si
nékolik otdzek a tim si ujasnit povahu separa¢niho problému, ktery se ma fresit.
Mezi zakladni otdzky, na které by méla byt ddna odpovéd pred zahajenim vyvoje

metody, patfi pfedevsim tyto:

e Co chci? Jinymi slovy, jaky je pravy ucel separace.

e Co mam? To znamena, které dulezité informace o analytickém zdméru a vzorku
jsou k dispozici.

e Jak to mlzu udélat? Mam vsechno, co potrebuiji a je to, co chci délat, opravdu
mozné?

Spravné zodpovézeni téchto otdzek miZe ovlivnit Uspéch a rychlost optimalizace

metody. %

Ve vétsiné pripadl neni jediné optimalni feSeni daného separacniho problému a
obvykle je zlepSovano jedno ze tfi hlavnich hledisek separace (rozliSeni, rychlost
separace a mnozstvi separovanych latek), napf. lepsiho rozliSeni Ize dosdhnout

pomalejsi analyzou nebo s mensim mnozstvim vzorku.?

5.2. Optimalizace HPLC
U této metody vybér pracovnich podminek a jejich optimalizace nabizi vice moZnosti,
nez je tomu u chromatografie na tenké vrstvé. Obecné lze postupovat v nékolika

krocich:

e Volba chromatografického systému (systém normadlnich fazi, obracenych fazi,
apod.)
e Volba urcité kolony

e Volba vhodnych pracovnich podminek

Ke zvoleni sprdvné naplné kolony a mobilni faze mohou pomoci Udaje o déleni
podobného typu sloucenin, popfipadé predbéiné pokusy na TLC se stejnym
adsorbentem a obménovanim MF. SloZzeni mobilni faze, které se jevi jako optimalni

pro TLC, vSak neni bez urcité obmény vhodné pro poutziti na kolonové chromatog:;rafii.2
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PFi volbé odpovidajici kolony ma pro Uspésnou separaci v HPLC nejvétsi vyznam slozeni
mobilni faze. Vybér mobilni faze vyrazné ovliviiuje selektivitu a kapacitni prispévky
k rozliSeni. Vliv na separaci se tedy projevi predevsim prostiednictvim kapacitnich
pomérl. Kovliviiovani retence (kapacitnich pomér(i, retencnich objem{, elucnich
z rlznych rozpoustédel, nékdy s pfisadou soli, tlumivych roztokd, bazi nebo kyselin.
Vybér mobilni faze ma urcity vliv i na Uéinnost separace, protoze jeji viskozita ovliviiuje
difuzni koeficienty chromatografovanych latek (¢im nizsi viskozita tim lepsi). Viskozitu
mobilni faze ovliviiuje také teplota.? Vybér rozpoustédel do mobilni faze u HPLC je
oviem znaéné omezen. Kromé nezbytné misitelnosti svodou (u RP-HPLC),
resp. vzajemné misitelnosti a rozpustnosti analytu v mobilni fazi, pfibyva i omezeni
v souvislosti stypem detekce. (UV detekce versus MeOH/ACN/THF/V ve vétsiné

pripadu).

5.3. Optimalizace TLC
V ptipadé chromatografie na tenké vrstvé je pro ovlivnéni rozliSeni nejdulezité;si
selektivita systému, kterd je ddna volbou stacionarni a mobilni faze. V TLC nelze
ovlivnit uéinnost ani faktor kapacity zménou rychlosti toku mobilni faze. Vybér mobilni
a stacionarni faze proto rozhoduje o kvalité rozdéleni latek na chromatogramu.’
Vyhodou TLC metodiky pfi jeji optimalizaci je moznost velmi rychlé zmény selektivity
systému pomoci zmény rozpoustédel, kde je mozné vybirat z daleko vétsi skaly oproti

HPLC.
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6. Analyzované slouceniny
Tato prace je zaméfena na vypracovani analytické metody pro déleni latek, které
pfipravil doktor Mélnicky v ramci své doktorské prace. Latky jsou studovany jako

potenciadlné biologicky aktivni slouceniny, predevsim s cytostatickou aktivitou.

Syntéza téchto sloucenin je patrna ze schématu 1. Vzhledem k tomu, Ze slouceniny
Casto vznikaji ve smési, je pro optimalizaci jejich syntézy nutné nalézt vhodnou

analytickou metodu, ktera by tyto latky separovala.

Analytickd metoda byla vypracovana pro slouceniny:

. o oznaceni 'typ
nazev slouceniny . . substituentu R
slouceniny . .
(vizschéma 1)
2-Oxo-2-fenyletyl (1E)-N-fenyletanhydrazonoat 6a H
2-0xo-2-fenyletyl 1H-indol-2-karboxylat 7a H
4-Fenyl-1H-[1,4]oxazino[4,3-a]indol-1-on 8a H
4-Fenylpyrano[4,3-blindol-1(5H)-on 9a H
2-(4-Fluorofenyl)-2-oxoethyl (2E)-2-
. 6b F
(fenylhydrazono)propanoat
2-(4-Fluorofenyl)-2-oxoethyl 1H-indol-2-karboxylat 7b F
4-(4-Fluorofenyl)-1H-[1,4]oxazino[4,3-a]indol-1-on 8b F
4-(4-Fluorofenyl)pyrano(3,4-blindol-1(9H)-on 9b F

Tyto latky byly identifikovany a charakterizovany pomoci NMR. V pfipadé latky 6a a 8a

rovnéz pomoci RTG. 1
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7. Experimentalni ¢ast

7.1. Technika TLC

7.1.1. Pouzité chemikalie
Toluen p.a; ethylacetat p.a; acetonitril Lichrosolv isocratic grade (MERCK Némecko);

analyzované slouceniny

7.1.2. PouZité tenké vrstvy
Aluminium oxid 60 F,s4 neutral; POLYGRAM SIL G/UV;s4 (tloustka vrstvy 0,2 mm)

7.1.3. Priprava vzorku a vyvijecich soustav
Do vialek o objemu 1,5 ml bylo navazeno 0,5 mg vzorku a toto mnoiZstvi bylo

rozpusténo v 1 ml acetonitrilu.

Do kadinky bylo pfipraveno 20 ml mobilni faze, jejiz sloZzeni odpovida zvolené metodé,
tzn. pro metodu TLC1 byla pfipravena mobilni faze o sloZeni Toluen/Ethylacetat (1/1)
smichdanim 10 ml toluenu a 10 ml ethylacetdtu; metoda TLC2 méla sloZeni
Toluen/Ethylacetat v poméru 7/3 a metoda TLC3 obsahovala Toluen/Ethylacetat
v poméru 9/1. Kadinka byla priklopena Petriho miskou a nékolik minut ponechana

uzavrena.

Z komeréné vyrabénych tenkych vrstev byla vystfizena vrstva s poZadovanym
rozmérem (delSi strana cca 10 cm), pficemz skute¢na vyvijeci draha se potom
pohybovala od 8 do 9 cm. Na takto pfipravenou vrstvu byly naneseny pomoci

mikropipet roztoky vzorkd a to tak, Ze celkova nandska kazdého roztoku byla 6 pl.

7.1.4. Zpisob detekce

Detekce byla provadéna pomoci UV zafeni o vinové délce 254 nm.

7.2. Technika HPLC

7.2.1. Pouzité chemikalie
Acetonitril Lichrosolv isocratic grade (MERCK Némecko), voda pro HPLC Lichrosolyv,

methanol Lichrosolv (MERCK Némecko), hydrogenfosforecnan draselny p.a, kyselina

27



octova p.a (99,8%), kyselina fosforecna (85%), dihydrogenfosforecnan amonny p.a,

tetrahydrofuran Lichrosolv (MERCK Némecko)

7.2.2. PouZity pristroj
Méreni bylo provddéno na kapalinovém chromatografu SHIMADZU LC-10AD VP
(viz obr. 11), pricemz davkovani bylo realizovdno pomoci autosampleru, objem
nastriku cinil 10 pl. Pfi analyzach byla snimana UV/VIS spektra v rozmezi vinovych
délek 200 — 400 nm. VInova délka detekce pro vyhodnoceni byla zvolena 210 nm nebo
240 nm. Méreni bylo realizovano na koloné LUNA C18 (4,6x100 mm) s rozmérem c¢astic

3 um.

Obr. 11 Chromatograf pouZity pfi méreni

7.2.3. Priprava vzorku
Pro pfipravu vzork( byl do vzorkovni¢ek navazovan minimdlné 1 mg a maximalné
1,2 mg dané latky. Toto mnoZstvi bylo rozpusténo v 10 ml roztoku o sloZeni, které
obvykle odpovidalo sloZzeni mobilni faze. V pfipadé, Ze mobilni faze obsahovala pufr,
byl tento pufr nahrazen pfi rozpousténi navazky vodou. Pokud byla do pouzité mobilni
faze pfiddvana kyselina, do roztoku, ve kterém se navazka rozpoustéla, se tato kyselina

nepfidavala.

Pfi  vlastnim rozpousténi latek se postupovalo nasledujicim zplsobem:

K navaZzce dané Ilatky se nejprve pfidalo poZadované mnoiZstvi odpovidajicich
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organickych rozpoustédel. Navazka se za pouZiti ultrazvukové l|azné dokonale

rozpustila a k roztoku se pridalo poZzadované mnozstvi vody.

Vlastni modelova smés byla smichdna z pfipravenych roztok( studovanych latek tak,

Ze konecny roztok obsahoval 300 pl kazdého ze studovanych roztokda.

7.2.4. Priprava mobilnich fazi
Mobilni faze byla pfipravovdana smichdnim poZadovaného mnoiZstvi organického
rozpoustédla a vody (pufru), a to v zavislosti na pouzité metodé (viz tabulka 3). Pufr byl
pfipravovan rozpusténim vypocteného mnozstvi dané soli kyseliny fosforec¢né ve vodé
vhodné pro HPLC. Jeho pH bylo upravovdno pomoci koncentrované kyseliny
trihydrogenfosfore¢né (85%). Po smichani slozek mobilni faze bylo provedeno jeji

odplynéni v ultrazvukové lazni.

Tab. 3 Poméry rozpoustédel v mobilni fazi

metoda ACN MeOH THF voda pufr CH3COOH H3PO4
CYKLIS1 50 - - 50 - - -
CYKLIS2 - 70 - 30 - - -
CYKLIS3 50 - - - 50° - -
CYKLIS4 50 - - - 50¢ - -
CYKLIS5 50 - - 50 - 0,1% (v/v) -
CYKLIS6 50 - - 50 - 1% (v/v) -
CYKLIS7 50 - - 50 - - 0,1%
(v/v)
CYKLISS 50 - - 50 - - 0,5%
(v/v)
CYKLIS9 50 - - - 50° - -
CYKLIS10 50 - - - 50" - -
CYKLIS11 50 - - - 508 - -
CYKLIS12 50 - - - 50" - -
CYKLIS13 50 - - - 50' - -
CYKLIS14 - - 30 70 - - -
CYKLIS15 - - 50 50 - - -
CYKLIS16 - - 45 55 - - -

° Pufr: 0,025M K,HPO, pH7

4 pufr: 0,05M K,HPO, pH7

¢ Pufr: 0,025M K,HPO, pH5
"Pufr: 0,025M KH,PO, pH3

€ pufr: 0,05M KH,PO, pH3

" pufr: 0,025M (NH,)H,PO, pH3
"Pufr: 0,025M (NH,)H,PO, pH4,7

29




metoda ACN MeOH THF voda pufr CH5COOH H3PO,
CYKLIS17 30 - 20 50 - - -
CYKLIS18 25 - 25 50 - - -

ACN=acetonitril, MeOH=methanol, THF=tetrahydrofuran
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8. Vysledky a diskuse

Tato prace je zamérena na vyvoj metody pro rychly analyticky servis doprovazejici

syntézu latek potencidlné zajimavych pro farmaceuticky primysl.

8.1. Technika TLC

Pti analyze vzork( touto technikou bylo studovano jejich chovani pfi vyuziti tenké
vrstvy, jejimz sorbentem byl oxid hlinity. Rozpoustédly tvoficimi mobilni soustavu byly
toluen a ethylacetat. Tato primarni kombinace byla zvolena na zdkladé konzultace a
zkuSenosti pracovnik( vyzkumu, ktefi tato rozpoustédla pfi chromatografii vyuZzivaji
velmi casto, a také na zakladé dobré rozpustnosti studovanych latek v téchto

rozpoustédlech.

JiZz pfi prvni zvolené soustavé (TLC1) je vidét naznak déleni (tabulka 4). Eluéni sila
mobilni faze se vSak ukazala byt pfilis velka, proto byla snizena zménou poméru
rozpoustédel. Druha zvolena soustava (TLC2) ndm pfinesla lepsi separaci latek, a vsak
ty mély pfilis malou zadrZz na desce (tabulka 2), a proto byla jesté vice zeslabena elucni
sila mobilni faze (TLC3). Toto zeslabeni se ukdzalo byt velmi Uc¢inné a separace byla

povaZovana za dostatecnou (tabulka 4).

Tab. 4 retardacni faktor studovanych ldtek, u kterych R je H

metoda pomer - Ry
tol./etac. latka 6a’ latka 7a latka 8a ' lstka9a ™
TLC1 1/1 0,90 0,94 0,98 0,85
TLC2 7/3 0,79 0,85 0,95 0,72
TLC3 9/1 0,46 0,68 0,88 0,39

Tol. = toluen, etac. = ethylacetat, Rs = retardacni faktor

R
o)
HyC
3 m/‘ko
N o)
HN™
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Stejné metody byly pouzity i pro latky, kde substituent R byl fluor. Porovnaji — li se data
uvedend v tabulce 4 s daty vtabulce 5, zjistime, Ze chovani latek obsahujicich fluor

je pti déleni velmi podobné chovani latek, kde R je vodik.

Tab. 5 retardacni faktor studovanych Idtek, kde substituent R je F

metoda Pomér ' R¢
tol./etac. latka 6b ldtka 7b ¢ l4tka 8b ' ldtka 9b ™
TLC1 1/1 0,88 0,92 0,95 0,80
TLC2 7/3 0,76 0,84 0,93 0,65
TLC3 9/1 0,51 0,65 0,88 0,88

Zvolena mobilni soustava byla nakonec spiSe jen pro srovnani pouzita i na silikagelovou
tenkou vrstvu, kterd je rovnéz béziné uzivana. Srovnani retardacnich faktor( latek

substituované syntézy poskytuje tabulka 6.

Tab. 6 retardacni faktor studovanych ldtek v zdvislosti na materidlu tenké vrstvy

material tenké R¢
vrstvy latka 6b latka 7b latka 8b latka 9b
oxid hlinity 0,51 0,65 0,88 0,42
silikagel 0,34 0,52 0,76 0,32

8.2. Technika HPLC

Informace o podobném chovani latek, kde R je vodik, a [atek substituovanych fluorem,
ziskané pomoci techniky TLC, byly divodem k tomu, aby vyvoj a optimalizace metody
pro HPLC probihal pouze pro latky, u kterych R je vodik. Vysledna metoda byla potom
vyzkousSena i na latky se substituci fluorem. Tento postup nam vyrazné zkratil dobu

potfebnou k nalezeni vhodné metodiky.

Systém, kterym bylo postupovano pfi analyzach, nam dovoluje srovnat chovani latek
v souvislosti s riznymi modifikacemi MF. Celé méreni bylo realizovano na koloné LUNA
C18 (4,6x100 mm) srozmérem castic 3 um. Pro vSechny metody byly nastaveny
nékteré spole¢né parametry. Nastaveni pratoku bylo zvoleno podle optimadlnich
parametr( doporucenych vyrobcem (pritok 0,6 ml/min). Pfi vSech analyzach byla

kolona termostatem udrzovana pfi teploté 30 °C a nastfikovany objem vzorku byl
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10 pl. Celkovy prehled pouzitych metod prinasi tabulka 7 (sloZzeni pufru viz tabulka 1

poznamky pod ¢arou).

Tab. 7 celkovy prehled pouZitych metod pri HPLC

o teplota VIr}OVé Cew
pritok MF délka nastrik Ses
metoda . kolony mobilni faze
(ml/min) . detekce (ul)
(°C) (nm)
CYKLIS1 0,6 30 210 10 ACN/voda 50/50
CYKLIS2 0,6 30 210 10 MeOH/voda 70/30
CYKLIS3 0,6 30 210 10 ACN/pufr 50/50
CYKLIS4 0,6 30 210 10 ACN/pufr 50/50
ACN/voda+kys.octova
CYKLIS5 0,6 30 240 10 50/50+0,1%obj.
ACN/voda+kys.octova
CYKLIS6 0,6 30 240 10 50/50 + 1%obj.
ACN/voda+kys.fosforecna
CYKLIS7 0,6 30 210 10 50/50+0,1%o0bj.
ACN/voda+kys.fosforecna
CYKLIS8 0,6 30 210 10 50/50+0,5%bj.
CYKLISY 0,6 30 210 10 ACN/pufr 50/50
CYKLIS10 0,6 30 210 10 ACN/pufr 50/50
CYKLIS11 0,6 30 210 10 ACN/pufr 50/50
CYKLIS12 0,6 30 210 10 ACN/pufr 50/50
CYKLIS13 0,6 30 210 10 ACN/pufr 50/50
CYKLIS14 0,6 30 240 10 THF/voda 30/70
CYKLIS15 0,6 30 240 10 THF/voda 50/50
CYKLIS16 0,6 30 240 10 THF/voda 45/55
CYKLIS17 0,6 30 240 10 ACN/THF/voda 30/20/50
CYKLIS18 0,6 30 240 10 ACN/THF/voda 25/25/50

Provedené metody ndm umozZfiuji mimo jiné srovnat chovani studovanych latek

v systémech, které jako polarnéjsi slozku mobilni faze obsahuji vodu nebo pufr. Jak

ukazuji obrazky 12a a 12b, separace u obou pouZitych metod je srovnatelnd (rozdily

v absorbanci jsou zpUsobeny nestejnym namichanim prvni modelové smési).
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Obr. 12a chromatogram metody CYKLIS1 (viz tabulka 1)
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Obr. 12b chromatogram metody CYKLIS3 (viz tabulka 1)

Porovnavame-li chovani studovanych latek v zavislosti na pH pufru pouZitého v mobilni
fazi, mGzeme pozorovat postupné, avsak pomérné malé, zlepsSeni separace s klesajicim

pH (viz obr. 12b, 13a-b).

34



PDA Chromatogram

mAbs B - S SRS
250 | ID#1(210)*1.00
200-]
150 i
1
4 it
100- rJ' :
I ] ]
I ,ﬂ
5 [ ’ I‘H
50 ‘ j || ’
| A
] & i I
0——r— g, & .F Jl_i_i‘_< B \L
e S e SEULS B S | e I T 1
10 20 30
Obr. 13a Chromatogram metody CYKLIS9
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Obr. 13b chromatogram metody CYKLIS10

ZvySeni koncentrace pufru nemélo vyznamny efekt na rozliSeni latek, jak ukazuje

porovnani obrazkd 13b a 14.
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PDA Chromatogram
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Obr. 14 Chromatogram metody CYKLIS11
Vyraznou zménu v separaci nepfinesla ani zména v soli pouzité k pfipravé pufru, jak
dokazuje porovnani obrazkd 13b a 15. Obrazek 13b vyobrazuje chromatogram metody,

ve které byl na pfipravu pufru pouiZit dihydrogenfosforecnan draselny, ve druhém

pripadé je pouzit dihydrogenfosforecnan amonny.
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Obr. 15 Chromatogram metody CYKLIS12

Znatelné zlepsSeni separace jsme mohli pozorovat, pokud byla k mobilni fazi ACN/voda

pfidana kyselina. Jako pridavek k mobilni fazi byla volena nejprve kyselina octova
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(obr. 16a-b), a potom také kyselina fosforeénd (obr. 17a-b). Pfi ptidavku 1% (v/v)
kyseliny octové bylo dosaZzeno Uplného vydéleni piku latky 9a" (obr.16b). Pro detekci
pfi analyze v pfipadé MF obsahuijici kyselinu octovou byla pouzita vinova délka 240 nm,
protoZe pfi béiné pouzivanych 210 nm tato kyselina zareni absorbuje. V pfipadé
kyseliny fosfore¢né doslo k viditelnému oddéleni latek, ale separace nebyla dostatecna
(viz obr. 17b).
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Obr. 16a Chromatogram metody CYKLIS5
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Obr. 16b Chromatogram metody CYKLIS6
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Obr. 17a Chromatogram metody CYKLIS7
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PDA Chromatogram
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Obr. 17b Chromatogram metody CYKLIS8

V ramci dalSiho testovani, respektive pokracujiciho vyvoje metody, bylo pfistoupeno
ke zméné selektivity systému zménou organické slozky mobilni faze, pficemz byl volen

takovy pomér organicka faze/voda, aby zUstala zachovana eluéni sila mobilni faze.

Nejprve byl acetonitril nahrazen methanolem a analyza byla provedena pro kaZzdou
l[atku samostatné. Porovname — |i retencni Casy latek v systému s mobilni fazi
ACN/voda a MeOH/voda, zjistime, Ze se vyrazné snizila zadrZz latek na koloné (viz

tabulka 8).

Tab. 8 retencni Casy v zdvislosti na organickém rozpoustédle pouZitém v mobilni fdzi

bilni f4 retencni ¢as
moblint faze latka 6a latka 7a latka 8a latka 9a
ACN/voda 12,248 12,560 21,297 13,177
MeOH/voda 5,135 5,981 11,474 11,527
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Samostatné analyzy navic odhalily nestabilitu ldtky 8a° (viz obr. 18a-b).
Z tohoto dlvodu byl methanol jako soucast mobilni faze zavrhnut. Produkty, které

v tomto rozpoustédle vznikaji, dale studovany nebyly.
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Obr. 18a Chromatogram metody CYKLIS2 — Idtka rozpusténa tésné pred ndstrikem
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Obr. 18b Chromatogram metoda CYKLIS2 — ndstrik cca 60minut od rozpusténi latky

Druhou volbou pro zménu organické slozky mobilni faze byl tetrahydrofuran, ktery
méni selektivitu systému a ma vétsi eluéni silu na nepoldrni koloné. U metod
pouzivajicich toto rozpoustédlo byla vinova délka detekce opét 240 nm, protoze

pfi 210 nm tetrahydrofuran absorbuje.

Prvni metoda vyuZivajici toto rozpoustédlo méla nastaven pomér THF/voda 30/70.
PFi pouZiti této mobilni faze se ukazalo, Ze jeji elucni sila nestadi k vymyti studovanych
latek z kolony za dobu nastavenou pro jednu analyzu (35minut). Proto byla zvysSena

elucni sila a zvoleny pomér sloZzek mobilni faze byl uréen 50/50 (viz obr. 19a).
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PDA Chromatogram

i; 1D#1(24w7);1.07)§

150
100 ‘

50- I

10 20 30

Obr.19a Chromatogram metody CYKLIS15

Z chromatogramu je zfetelné vidét, Ze zvoleny pomér slozek znacné zvysil elu¢ni silu.
Déle byla testovana mobilni faze THF/voda 45/55, ktera ma nizsi eluéni silu (viz obr.

19b). Pfi porovnani obrazk(i 19a a 19b mlzZeme pozorovat, Ze ke zlepseni separace

témér nedochazi.
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Obr. 19b Chromatogram metody CKLIS16

Po identifikaci jednotlivych signdlG v zaznamu bylo zjisténo, Ze se vyznamné zmeénila

selektivita systému, byla proto vyzkousena kombinace ACN/THF/voda.
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U prvni metody, ktera méla organickou slozku obsahujici tetrahydrofuran i acetonitril,

byl pomér vsech rozpoustédel stanoven 30/20/50 (ACN/THF/voda).

vvvvv

idealni (viz obr. 20).

mAbs
250 | ID#1(240)*1.00

0967

Obr. 20 Chromatogram metody CYKLIS17

Pro Upravu selektivity systému byl zvolen vyssi obsah tetrahydrofuranu a nizsi obsah
acetonitrilu. Vysledné sloZzeni mobilni faze potom bylo ACN/THF/voda 25/25/50. Volba
této smési se ukazala byt UspéSnou. Separace je zcela uspokojivad (rozliSeni vSech
separovanych komponent by mélo byt min 1.5) a metodika je vyuZitelna pro praktické

aplikace a pro pripadné ovéreni a optimalizaci syntézy. (viz obr. 21 a vypocet rozlisSeni).

43



PDA Chromatogram
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Obr. 21 Chromatogram metody CYKLIS18

Rozliseni dvou nejblizsich signalu:

_2-(t,,—t,)  2-(9,262-8587)
W, + W, 0,309+0,292

R, 2,25

Kde wj ; jsou Sifky pfisluSnych signald na zékladni linii.

Posledni uvedend metoda, jako metoda Uspésné separace, byla vyzkousena i na latky
substituované fluorem. Srovndme — li rozliSeni nejblizsich signdll latek z obou syntéz,
zjistime, Ze nalezend metoda je jeSté o néco vhodnéjsi pro latky substituované
fluorem, u kterych je rozliSeni o nékolik desetin lepsi nez u latek obsahujicich vodik

(viz obr. 22 a vypocet rozliseni).
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PDA Chromatogram
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Obr. 22 Chromatogram metody CYKLIS18 — substituovand syntéza

Vypocet rozliseni

_2-(t,, -t,) 2-(10,764—9,897)

R
MW +w, 0,349 + 0,325

=257

Z retencnich casl studovanych latek, které jsou eluovany jako posledni, Ize usuzovat,

Ze k analyze jedné smési je dostacujicich 20 minut.
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9. Souhrn vysledki
V experimentdlni ¢asti prace bylo vyzkouseno nékolik metod s vétsi ¢i mensi Uspésnosti

separace. Metody, u nichZ byla separace brdna za dostate¢nou, jsou uvedeny v tabulce

9a10.

Tab. 9 Vysledné metody pro TLC

studované latky sloZzeni mobilni faze stacionarni faze detekce
. . I hyl : e
latky, kde R je H to uen/;t/ly acetat oxid hlinity UV 254 nm
. . I hyl : s
latky, kde R je F to uen/;t/ly acetat oxid hlinity UV 254 nm
Tab. 10 Vysledné metody pro HPLC
Stul(;illljne mobilni faze kolona | detekce pratok nastrik teplota
latky, kde | THF/ACN/voda LUNA uv 240 6 10 ul 30 °C
Rje H 25/25/50 18 nm ml/min W
latky, kde | THF/ACN/voda LUNA UV 240 6 10 ul 30°C
RjeF 25/25/50 18 hm ml/min K
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10. Zaver

V predloZené préci jsem se zabyvala vyvojem HPLC a TLC metod pfi syntéze derivat(
heterocyklickych sloucenin. Jednalo se o derivaty indolu, které jsou zajimavé svoji

biologickou aktivitou.

Podobné derivaty jsou existujicimi |é¢ivy a metodiky pro jejich testovani jsou uvedeny
v |ékopise, ale tyto nejsou pfriliS vhodné pro rychly analyticky servis, nebot jsou

specifické pro danou latku a nejsou univerzalné vyuzitelné.

Teoretickd c¢ast prace byla vénovana zakladnim principim vhodnych a pro dany ucel
pouzitych analytickych technik, jejich zakladni instrumentaci a obecnym moZnostem

optimalizace metod.

V experimentdlni ¢asti jsem podrobné rozepsala postup vyvoje metodiky, volbu
experimentalnich parametr( a diskutovala jsem davod pro zménu téchto parametrq,
ktera poté vedla k nalezeni findIni metodiky. HPLC metodika Uspésné (s dostatecnym
rozliSenim a v kratkém case) déli vSechny derivaty resp. meziprodukty dané syntézy

a je tudiz pfinosem pro dalsi vyzkumnou (syntetickou) praci na téchto latkach.
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