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                                                                                        ZrO 2 modifikovaný uhlíkem – C-

                                                                                                6. Výsledky a diskuse

                                                                6.1. Chromatografické chování vybraných sorbentů v různých oblastech pH

                                
                    Pro pilotní studii byl použit 1.HPLC systém, pro vlastní měřění zde prezentovaných výsledků 
 byl použit 2. HPLC systém uvedený výše. 


Synergi fusion-RP 75 x 3,0; 4 μm 
 pH 2 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 1  Synergi fusion-RP 75 x 3,0 mm; 4 μm, pH 2, 
 MF: Acetonitril:0,085%H3PO4 - 20:80 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 
 Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 


0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 min
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Chromatogram 2  Synergi fusion-RP 75 x 3,0 mm; 4 μm, pH 2, 
 MF: Acetonitril:0,085%H3PO4 - 20:80 (3– desipramin, 4 - imipramin ) 


pH 7  


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 
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   1     2


Chromatogram 3  Synergi fusion-RP 75 x 3,0 mm; 4 μm, pH 7, 
 MF: Acetonitril:voda - 35:65 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 
 Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 


0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 min
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Chromatogram 4  Synergi fusion-RP 75 x 3,0 mm; 4 μm, pH 7, 
 MF: Acetonitril:voda - 35:65 (3– desipramin  4 – imipramin) 


Stacionární  fází  kolony  Synergi  fusion  je  sorbent  s vloženou  polární  skupinou 
 (Obr.7).  Polárně  vloženými  skupinami  mohou  být  amidy,  karbamáta,  sulfonamidy, 
 a ureáty.  Tato  kolona  využívá  polárně  vložený  a hydrofóbní  ligand  ,  aby  dosáhla 
 zlepšení  selektivity.  C18  ligand  poskytuje  dobrou  hydrofóbní  retenci  a selektivitu, 
 zatímco  polárně  vložená  skupina  umožňuje  lepší  retenci  polární.  Kolonu  lze  použít 
 v rozmezí pH 1,5 – 10. Výhodou je možnost použít vysokého procenta vodné mobilní 
 fáze, bez problému fázového kolapsu. 


U analyzovaných  látek  přesto  ,  že  dochází  k separaci  a rozlišení  je  téměř  1,5, 
 dochází  také  k tzv.  frontingu  a ve  vyšším  pH  i k značnému  chvostování  plus   velmi 
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nízká  retence  za  daných  podmínek  se  ve  výsledku  projevuje  v  eluci  daných  látek 
 společně s mrtvým objemem systému a tudíž zcela nevhodné pro analýzu biologického 
 materiálu bez excelentního odstranění balastních látek matrice. 


Obr.7   Sorbent s vloženou polárnou skupinou 


Zorbax Eclipse XDB – C18 75 x 4,6; 3,5 μm 


pH 2 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 5  Zorbax Eclipse XDB – C18 75 x 4,6 mm; 3,5 μm, pH 2 
 MF: Acetonitril:0,085%H3PO4 - 30:70 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 
 Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 


0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 min
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    3+4


Chromatogram 6  Zorbax Eclipse XDB – C18 75 x 4,6 mm; 3,5 μm, pH 2 
 MF: Acetonitril:0,085%H3PO4 - 30:70 (3– desipramin, 4 - imipramin ) 


0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 min


0
 100
 200


mAU


   


1+2 


pH 7 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 7  Zorbax Eclipse XDB – C18 75 x 4,6 mm; 3,5 μm, pH 7 
 MF: acetonitril:voda - 20:80 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 


Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 


Chromatogram 8  Zorbax Eclipse XDB – C18 75 x 4,6 mm; 3,5 μm, pH 7  
 (MF: Acetonitril:voda : 20:80) (3 – desipramin, 4 – imipramin) 


Stacionární  fází  kolony  Zorbax  Eclipse  je  sorbent  s extrémně  alkylovaným 
 vázáním  plus  dvojitý  „endcapping“.  (Obr.  8).  Jde  o porózně  silikagelové  mikrosféry. 


Kolona Zorbax Eclipse je první volbou při vývinu metod, poskytuje výborný tvar píků 
 bazických, kyselých i neutrálních látek, je možné ji použít v širokém rozsahu pH (2-9) 
 a má  dlouhou  životnost.  Objemné  substituenty  sa  vkládají  do  struktury  kvůli  stabilitě 
 kolony v daném rozsahu pH. 
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V  kyselém  ani  neutrálním  prostředí  nedošlo  k  separaci  látek,  píky  výrazně 
 chvostují.  Kolona  zřejmě  není  vhodná  pro  analýzu  tricyklických  antidepresiv. 


Možností,  jak  zlepšit  separaci  těchto  látek  by  mohlo  být  přidání  nějakého 
 nízkomolekulárního aminu do mobilní fáze např. triethylaminu. 


Obr.8  Sorbent s extrémně alkylovaným vázáním plus dvojitý „endcapping“ 


XTerra RP 18 100 x 3,0; 5 μm 


pH 2 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 9  XTerra RP 18 100 x 3,0 mm; 5 μm, pH 2 


MF: Acetonitril:0,085%H3PO4 - 20:80 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 
 Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 


0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 min
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   3+4 


Chromatogram 10   XTerra RP 18 100 x 3,0 mm; 5 μm, pH 2 
 MF: Acetonitril:0,085%H3PO4 - 20:80 (3– desipramin, 4 - imipramin ) 
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pH 7 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 11  XTerra RP 18 100 x 3,0 mm; 5 μm, pH 7  
 MF: Acetonitril:voda - 30:70 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 
 Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 


0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 min
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   3+4


Chromatogram 12  XTerra RP 18 100 x 3,0 mm; 5 μm, pH 7  
 MF: Acetonitril:voda - 30:70 (3– desipramin, 4 - imipramin ) 
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pH 9 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 13  XTerra RP 18 100 x 3,0 mm; 5 μm, pH 9  
 MF: Acetonitril:pufr(pH 9) - 60:40 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 
 Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 
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Chromatogram 14  XTerra RP 18 100 x 3,0 mm; 5 μm, pH 9  
 MF: Acetonitril:pufr(pH 9) - 60:40 (3– desipramin, 4 - imipramin ) 


Stacionární  fázi  kolony  XTerra  tvoří  sorbent  s hybridními  
 organicko-anorganickými  časticami.(Obr.9)  Tímto  typem  stacionární  fáze  sa  eliminují  některé 
 nevýhody  kolon  založených  na  silikagelových  částicích  (interakce  s aktivními 
 silanolovými skupinami, disoluce při vysokém pH a jiné). 


0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0min
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Obr.9   Sorbent – technologie hybridných částic 


V kyselém  ani  neutrálním  pH  nedošlo  vůbec  k separaci  analyzovaných  látek, 
přestože  jak  bylo  uvedeno  výše  jsou  negativní  reakce    zčásti  potlačeny.  V zásaditém 
prostředí  je  naopak  separace  velmi  dobrá,  rozlišení  se  u obou  směsí  pohybuje  okolo 
hodnoty  2,  přesto  píky  i v tomto  prostředí  mírně  chvostují  (  tailing  faktor  okolo 
hodnoty 1,3). 


Zorbax Extend –75 x 4,6 mm; 3,5 μm 


pH 2  


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 15  Zorbax Extend 75 x 4,6 mm; 3,5 μm, pH 2 


MF: Acetonitril:0,085%H3PO4 - 40:60 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 
 Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 
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Chromatogram 16  Zorbax Extend 75 x 4,6 mm; 3,5 μm, pH 2 
 MF: Acetonitril:0,085%H3PO4 - 40:60 (3– desipramin, 4 - imipramin ) 
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pH 7 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 17  Zorbax Extend 75 x 4,6 mm; 3,5 μm, pH 7 
 MF: Acetonitril:voda - 30:70 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 
 Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 
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Chromatogram 18  Zorbax Extend 75 x 4,6 mm; 3,5 μm, pH 7 
 MF: Acetonitril:voda - 30:70 (3+4 – desipramin+imipramin) 


Tato  kolona  je  tvořená  bidentátovou  C18  stacionární  fází  s dvojitým 


„endcappingem“, což poskytuje vysokou pH stabilitu. Bidentátové C18 stacionární fáze 
poskytují  nejen  stabilitu  při  vysokém  pH  (až  do  pH  11,5),  ale  i vyhovující  účinnost 
kolony  a retenčních  charakteristik  při  vysokém  i nízkém  pH.  Zorbax  Extend  dává 
zlepšené  rozlišení,  retenci  a tvar  píků  bazických  sloučenin  a vysokou  citlivost  pro 
LC/MS separace peptidůa proteinů. Přes výše zmíněnou charakteristiku na tomto druhu 


sorbentu  se  zvyšujícím  se  pH  docházelo  k  velmi  významnému  chvostování.viz 
 chromat. pH 7, proto analýza ve vyšším pH ani nebyla uskutečněna. 


Na základě experimentálních výsledků s kolonami na bázi silikagelu, které se při 
 stanovení  amitriptylinu,  nortriptylinu,  desipraminu  a imipraminu  neukázaly  jako 
 ideální, bylo přistoupeno ke kolonám na bázi ZrO2, které by mohli být pro tyto látky 
 vhodnějším  sorbentem.  Konkrétně  byla  vyzkoušena  kolona  zirkoniová  modifikovaná 
 polybutadienem.  


Jedná se o kolonu s nosičem ZrO2, polybutadien je chemicky vázaný na sférických, 
 porézních částicích o velikosti 5 μm. Částice sorbentu jsou mechanicky velmi stabilní, 
 nezávislé na iontové síle mobilní fáze, nebobtnají ani nedochází k jejich kompresi. Na 
 rozdíl od silikagelových nosičů je stabilní v širokém rozsahu hodnot pH (1-13). Kolona 
 je  tepelně  stabilní  až  do  100  °C.  Fáze  je  svými  separačními  vlastnostmi  nejvíce 
 podobná oktadecylovým kolonám se silikagelovým nosičem. Na rozdíl od nich má ale 
 výhodu v tepelné a pH stabilitě. Je určena pro separace bází, především aminů. 


Retenční parametry Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm 
 Mobilní fáze: acetonitril : pufr (70 : 30) 


Analýza směsi nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 
 Tabulka 7 – Parametry směsi nortriptylinu a amitriptylinu 


pH  tR1  tR2  Tf1  Tf2  Rs  k1  k2 


2,8  10,386  11,562  0,644  0,675  2,745  5,199  5,901 
 3,3  7,717  9,455  0,890  0,980  5,183  4,137  5,295 
 3,9  5,348  6,811  0,919  1,046  5,846  2,413  3,346 
 4,6  4,661  6,171  0,978  1,161  6,295  1,869  2,798 
 5,2  4,444  5,786  1,081  1,256  5,426  1,804  2,651 
 6,5  3,933  5,801  0,949  1,118  8,302  1,446  2,607 
 7,4  2,639  4,351  1,135  1,343  8,757  0,706  1,813 
 7,8  2,310  3,625  0,667  1,374  6,804  0,590  1,495 
 8,2  2,239  2,525  1,773  1,667  1,503  0,360  0,534 
 8,8  2,029  2,139  *  *  *  0,217  0,281 


pH –hodnota pH vodné složky mobilní fáze 


tR1 a tR2 – retenční časy nortriptylinu a amitriptylinu 


Tf1 a Tf2 – tailing factor (faktor symetrie píku) nortriptylinu a amitriptylinu 
 Rs – rozlišení 


k1 a k2 – kapacitní faktory nortriptylinu a amitriptylinu 


* - nelze vyhodnotit 


NORTRIPTYLIN 


Tabulka 8 – hodnoty pH a k1 nortriptylinu 


pH  k1 


2,8  5,199 
 3,3  4,137 
 3,9  2,413 
 4,6  1,869 
 5,2  1,804 
 6,5  1,446 
 7,4  0,706 
 7,8  0,590 
 8,2  0,360 
 8,8  0,217 


Závislost kapacitního faktoru k1 na pH  mobilní fáze
  - nortriptylin
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Graf 1 graf závislosti kapacitního faktoru k1  na pH mobilní fáze u nortriptylinu 


AMITRIPTYLIN 


Tabulka 9 – hodnoty pH a k2 amitriptylinu 


pH  k2 


2,8  5,901 
3,3  5,295 
3,9  3,346 
4,6  2,798 
5,2  2,651 
6,5  2,607 
7,4  1,813 
7,8  1,495 
8,2  0,534 
8,8  0,281 


Závislost kapacitního faktoru k2 na pH 
 m obilní fáze - am itriptylin
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Graf 2 graf závislosti kapacitního faktoru k2  na pH mobilní fáze u amitriptylinu 


Závislost rozlišení píků RS na pH mobilní fáze - směs nortriptylinu a amitriptylinu 


graf závislosti rozlišení Rs na pH mobilní fáze 
 - směs nortriptylinu a amitriptylinu
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Graf 3 graf závislosti RS na pH mobilní fáze u směsi nortriptylinu a amitriptylinu 


Analýza směsi desipraminu (3) a imipraminu (4)  
 Tabulka 10 – Parametry směsi desipraminu a imipraminu 


pH  tR3  tR4  Tf 3  Tf 4  Rs  k3  k4 
 2,8  10,301  11,548  0,648  0,684  2,987  5,544  6,560 
 3,3  7,703  9,521  0,889  0,952  2,276  3,805  4,940 
 3,9  5,962  7,549  0,821  0,912  2,329  2,558  3,506 
 4,6  4,864  6,446  1,002  1,137  2,520  1,970  2,934 
 5,2  4,375  5,685  1,135  1,290  3,068  1,754  2,579 
 6,5  4,166  5,902  1,029  1,169  6,811  1,586  2,664 
 7,4  2,635  4,389  1,152  1,234  5,839  0,709  1,847 
 7,8  2,301  3,840  0,999  1,225  5,419  0,413  1,136 
 8,2  2,250  2,553  1,437  1,538  1,767  0,386  0,573 
 8,8  1,949  2,087  *  *  *  0,172  0,256 


pH –hodnota pH vodné složky mobilní fáze 
 tR3 a tR4 – retenční časy desipraminu a imipraminu 
 Tf3 a Tf4 – tailing factor (faktor symetrie píku) 
 Rs – rozlišení 


k3 a k4 – kapacitní faktory desipraminu a imipraminu 


* - nelze vyhodnotit 


DESIPRAMIN 


Tabulka 11 – hodnoty pH a k3 desipraminu 


pH  k3 
2,8  5,544 
3,3  3,805 
3,9  2,558 
4,6  1,970 
5,2  1,754 
6,5  1,586 
7,4  0,709 
7,8  0,413 
8,2  0,386 
8,8  0,172 


závislost kapacitního faktoru k3 na pH  
 mobilní fáze - desipramin
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Graf 4 graf závislosti kapacitního faktoru k3 na pH vodné složky mobilní fáze u desipraminu 


IMIPRAMIN 


Tabulka 129 – hodnoty pH a k4 imipraminu 


pH  k4 
 2,8  6,560 
 3,3  4,940 
 3,9  3,506 
 4,6  2,934 
 5,2  2,579 
 6,5  2,664 
 7,4  1,847 
 7,8  1,136 
 8,2  0,573 
 8,8  0,256 


Závislot kapacitního faktoru k4 na pH 
 mobilní fáze - imipramin
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Graf 5 graf závislosti kapacitního faktoru k4 na pH vodné složky mobilní fáze u imipraminu 


Závislost rozlišení píků Rs na pH mobilní fáze - směs desipraminu a imipraminu 


graf závislosti rozlišení Rs na pH mobilní fáze
 - směs desipraminu a imipraminu
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Graf 6 graf závislosti rozlišení RS na pH mobilní fáze u směsi desipraminu a imipraminu 


pH 2,8 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 19  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 2,8 
 MF: Acetonitril:pufr - 70:30 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 


Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 


Chromatogram 20  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 2,8 
 MF: Acetonitril:pufr - 70:30 (3– desipramin, 4 - imipramin ) 
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pH 4,6 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 21  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 4,6 
 MF: Acetonitril:pufr - 70:30 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 


Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 


Chromatogram 22  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 4,6 
 MF: Acetonitril:pufr - 70:30 (3– desipramin, 4 - imipramin ) 


0.0  1.0  2.0  3.0  4.0  5.0  6.0  7.0  min 
 0 


25 
 50 
 75 
 100 
 125 
 150 mAU 


1 


2 


0.0  1.0  2.0  3.0  4.0  5.0  6.0  7.0 min 
 0 


50 
 100 
 150 
 200 
 250 
 300 mAU 


.  3 


4 


pH 7,4 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 23  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 7,4 
 MF: Acetonitril:pufr - 70:30 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 


Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 


Chromatogram 24  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 7,4 
 MF: Acetonitril:pufr - 70:30 (3– desipramin, 4 - imipramin ) 
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pH 8,8 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 25  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 8,8 
 MF: Acetonitril:pufr - 70:30 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 


Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 


Chromatogram 26  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 8,8 
 MF: Acetonitril:pufr - 70:30 (3– desipramin, 4 - imipramin ) 


0.0  0.5  1.0  1.5  2.0  min 


0 
 250 


mAU 


1+2  
.


0.


0 


1.


0 


2.


0 


3.


0 


4.


0 
 mi
 n 
 0 


25
 0 


mA
 U 


3+4 


Při pH 8,8 a poměru mobilní fáze : acetonitril:pufr - 70:30 nedošlo k separaci složek směsi, 
 proto byl poměr mobilní fáze upraven na poměr acetonitril:pufr - 50:50. 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 27  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 8,8 
 MF: Acetonitril:pufr - 50:50 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 


Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 


Chromatogram 28  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 8,8 
 MF: Acetonitril:pufr - 50:50 (3– desipramin, 4 - imipramin ) 


Separace  se  změnou  poměru  mobilní  fáze  mírně  zlepšila(RS  0,98),  nicméně  stále  nebyla 
 dostatečná. Proto při analýze látek s ještě vyšším pH mobilní fáze byl zaměněn acetonitril za 
 elučně slabší methanol. Separace se tím výrazně zlepšila při vyšším pH mobilní fáze. 
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pH 11,2 (Methanol : pufr – 60:40) 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 29  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 11,2 
 MF: Methanol:pufr - 60:40 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 
 Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 


Chromatogram 30  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 11,2 
 MF: Methanol:pufr - 60:40 (3 – desipramin, 4 – imipramin) 
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pH 12,0 (Methanol : pufr – 60:40) 


Směs nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) 


Chromatogram 31  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 12,0 
 MF: Methanol:pufr - 60:40 (1 – nortriptylin, 2 – amitriptylin) 
 Směs desipraminu (3) a imipraminu (4) 


Chromatogram 32  Discovery ZR-PBP  150 x 4,6; 5 μm, pH 12,0 
 MF: Methanol:pufr - 60:40 (3 – desipramin, 4 – imipramin) 
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Analýza směsi nortriptylinu (1) a amitriptylinu (2) – pH 11,2 a 12,0  


Tabulka 13 – Parametry směsi nortriptylinu a amitriptylinu (MF: Methanol:pufr - 60:40) 


pH  tR1  tR2  Tf1  Tf2  Rs  k1  k2 


11,2  3,870  5,241  1,055  0,811  4,184  1,764  2,744 
 12,0  3,682  5,442  0,960  0,795  5,429  1,249  2,324 


Analýza směsi desipraminu (3) a imipraminu (4) – pH 11,2 a 12,0 


Tabulka 14 – Parametry směsi desipraminu a imipraminu (MF: Methanol:pufr - 60:40) 


pH  tR3  tR4  Tf 3  Tf 4  Rs  k3  k4 
 11,2  3,493  4,426  1,151  0,855  3,076  1,169  1,749 
 12,0  3,231  4,579  1,125  0,884  4,515  1,543  2,604 


Změnou acetonitrulu za methanol se dosáhlo dobrého rozlišení.  


Stacionární  fáze  na  bázi  ZrO2  se  zdá  být  vhodnou  alternativou  k silikagelovým 
stacionárním  fázím  pro  stanovení  tricyklických  antidepresiv  nortriptylinu, 
amitriptylinu,  desipraminu  a  imipraminu.Separace  analyzovaných  směsí  byla  velmi 
dobrá.  Vliv  pH  mobilní  fáze  je  u  zirkoniových  kolon  daleko  výraznější  než  u 
klasických silikagelových. Výhodou zirkoniové kolony modifikované polybutadienem 
je možnost použití širokého rozsahu pH (1-13), dále možnost použití vyšších teplot (až 
100ºC).  Tvar  píků  byl  ve  srovnání  s předešlými  zkoušenými  kolonami  na  bázi 
silikagelu lepší, píky téměř nechvostovaly. 
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