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      (1)Zbytkové silanolové skupiny na povrchu silikagelu také 
 značně komplikují separační proces12. Tyto nežádoucí 
 vlastnosti silikagelu vedly k vývoji nových nosičů stacio-
 nární fáze, které by rozšířily pracovní rozsah hodnot pH 
 a teploty a poskytly tak nové možnosti při vyvíjení analy-
 tických metod13. 


Výzkum vlastností některých kovů (Zr, Ti, Al) a je-
 jich oxidů vedl k perspektivním výsledkům1315. Oxid zir-
 koničitý (ZrO2) se zdá být teplotně a chemicky nejstabil-
 nější ze studovaných oxidů1621. ZrO2 je amfoterní oxid, 
 vykazující kationtově- i aniontově-výměnné interakce, 
 které závisejí na hodnotě pH a povaze použitého 
 pufru14,22,23. Pro látky iontové povahy tedy existují sekun-
 dární interakce (iontově-výměnné) s povrchem nosiče, 
 které významně ovlivňují selektivitu a retenci analytů. 


Atom Zr ve vazbě Zr-O-Zr má volné d-orbitaly, což ho 
 činí akceptorem elektronového páru, je tedy Lewisovou 
 kyselinou. To umožňuje silné ligandově-výměnné interak-
 ce s Lewisovými zásadami, mezi které patří např. fosforeč-
 nanové, fluoridové, octanové nebo karboxylové ionty či 
 hydroxyskupiny2326. Dochází k silné adsorpci těchto iontů 
 z mobilní fáze na povrch částic ZrO2, který je tak dyna-
 micky modifikován. Adsorbovaná Lewisova zásada se pak 
 chová jako iontově-výměnná skupina a může se účastnit 
 iontově-výměnných interakcí s ionizovatelnými analyty. 


Modifikací povrchu ZrO2 organickými polymery 
 (polybutadienem a polystyrenem) byly vyvinuty nové sta-
 cionární fáze27 stabilní v celém rozsahu pH (114) a při 
 teplotách do 200 °C, které lze využít v reverzním módu 
 HPLC. Separace je založena jednak na hydrofobních in-
 terakcích molekul analytů se stacionární fází, a dále na 
 iontově-výměnných interakcích s adsorbovanou Lewiso-
 vou bází. Tento smíšený retenční mód lze s úspěchem 
 aplikovat na separaci peptidů18. 


Nonapeptidy, Arg-vasopresin, oxytocin a další struk-
 turně i funkčně blízké peptidy, vykazují značnou biologic-
 kou aktivitu nejen v lidském organismu. Arg-vasopresin, 
 známý pod označením antidiuretický hormon (ADH), má 
 fyziologickou úlohu v ledvinách28, reguluje retenci vody 
 a zvyšuje  její  zpětné vstřebávání29. Vyvoláním vasokon-
 strikce také zvyšuje krevní tlak. Oxytocin má vliv na frek-
 venci a sílu kontrakce hladké svaloviny dělohy; toho se 
 využívá v porodnictví. Nové poznatky v oblasti zkoumání 
 fyziologických funkcí nonapeptidů se týkají procesů učení 
 a paměti, sociálního a sexuálního chování, úzkosti, deprese 
 a agresivity3034. Arg-vasopresin mj. podporuje agresi 
 a dominanci34, charakteristické znaky samčího sociálního 
 chování. Oxytocin má vliv na sexuální a sociální chování 
 u obou pohlaví, ale hraje významnou roli v mateřství. Arg-
 vasotocin31,32,35,36 je vývojově starší hormon, vyskytující se 
 u nižších obratlovců. Působí antidiureticky jako Arg-
 vasopresin a má vliv na sexuální chování podobně jako 
 oxytocin. Lys-vasopresin je syntetický derivát Arg-
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Úvod 


Studium a analýza biologicky aktivních látek je před-
 mětem výzkumu mnoha vědních oborů, zejména bioche-
 mie, analytické chemie, molekulární biologie, farmakolo-
 gie a medicíny. Schopnosti detegovat, kvantifikovat a mo-
 delovat biologicky významné molekuly jsou nepostradatel-
 né pro studium základních životních funkcí1. Z pohledu 
 analytické chemie jde o vývoj selektivních a účinných 
 separačních metod pro analýzy složitých směsí těchto lá-
 tek. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie tyto poža-
 davky splňuje; poskytuje rychlé a účinné separace 
 s vysokým rozlišením. Tuto metodu lze s úspěchem apli-
 kovat na analýzu biologicky aktivních peptidů2, látek sla-
 bého až výrazného bazického charakteru. Separace těchto 
 látek o velmi nízkých koncentracích je umožněna vhodnou 
 volbou stacionární a mobilní fáze. 


V technice HPLC zaujímá dominantní pozici reverzní 
 separační mód (RP-HPLC)39. Nejrozšířenějším nosičem 
 stacionární fáze v RP-HPLC se stal silikagel, polymerní 
 oxid křemičitý. Silikagelové částice jsou mechanicky sta-
 bilní a mají velký povrch, který lze modifikovat navázá-
 ním stacionární fáze a získat tak rozmanité systémy 
 s různými mechanismy dělení. Hlavní nevýhodou silikage-
 lu je jeho nestabilita při extrémních hodnotách pH a vyš-
 ších teplotách10,11. Při nízkých hodnotách pH (pH < 2) je 
 siloxanová vazba nestabilní a dochází ke ztrátě navázané 
 stacionární fáze; při vyšších hodnotách pH (pH > 8) se 
 silikagel rozpouští. Omezení v hodnotách pH mobilní fáze 
 je limitující faktor zvláště  při separacích bazických látek. 



LABORATORNÍ PŘÍSTROJE A POSTUPY 



(2)vasopresinu s nižší antidiuretickou aktivitou. 


V této práci bylo studováno chromatografické chová-
 ní nonapeptidů na moderních separačních médiích 
 s nosičem ZrO2 a reverzními stacionárními fázemi polybu-
 tadienem (PBD) a polystyrenem (PS). Tyto stacionární 
 fáze byly nejdříve charakterizovány Waltersovým testem, 
 jedním z testů pro reverzní stacionární fáze. Dále byly na 
 těchto stacionárních fázích optimalizovány separační pod-
 mínky, tzn. byl studován vliv složení mobilní fáze (typ, 
 koncentrace a pH pufru, typ a množství organického modi-
 fikátoru) a vliv teploty na separační parametry (retenční 
 faktor, účinnost, rozlišení, symetrie píků) jednotlivých 
 analytů. V optimalizovaných separačních systémech byly 
 určeny kvantifikační parametry – limity detekce a stanovi-
 telnosti pro vybrané nonapeptidy. 


Experimentální část 
 Přístroje a zařízení 


Veškerá měření byla prováděna na kapalinovém chro-
 matografu, který se skládal z gradientového čerpadla 
 Ecom Beta 10, UV-VIS spektrofotometrického detektoru 
 Sapphire 800 a vakuového odplyňovače mobilní fáze 
 Ecom Vacuum Degasser DG 3014 (vše Ecom, Praha, ČR). 


K dávkování byl použit dávkovací ventil Rheodyne, model 
 7725i s 5 l dávkovací smyčkou (Cotati, USA). Pro sběr 
 dat a vyhodnocení chromatogramů byl použit program 
 Clarity, verze 2.3.0.174 od firmy Data Apex (Praha, ČR).  


Roztoky pufrů a peptidů byly připravovány odváže-
 ním příslušných množství na analytických vahách APX-
 100 (Denver Instruments, USA). Hodnota pH pufru byla 
 kontrolována pH-metrem 3510 (Jenway, Velká Británie). 


Kolony byly termostatovány v termostatu Column Oven 
 LCO 101 (Ecom, ČR). 


K separaci byly použity kolony Discovery Zr-PBD 
 a Discovery Zr-PS (Supelco, Bellefonte, USA). Obě kolo-
 ny mají shodné parametry, tj. rozměry  25 cm × 4,6 mm, 
 velikost částic 5 m, velikost pórů 300 Å. 


Chemikálie a vzorky 


Acetonitril Chromasolv® pro HPLC byl získán od 
 firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Fosforečnanový 
 pufr (NaH2PO4·2 H2O, p.a.; Na2HPO4 · 12 H2O, p.a.) byl 
 produktem firmy Penta (Chrudim, Česká republika), kyse-
 lina fosforečná (p.a., 85%) a hydroxid sodný (p.a.) pro 
 úpravu pH pufru byly od firmy Lach-Ner (Neratovice, 
 Česká republika). Deionizovaná voda byla připravována 
 v přístroji Milli Q (Millipore, Milford, USA). 


Pro Waltersův test byly použity následující chemiká-
 lie: antracen (purum, >98%, HPLC; Fluka Chemie AG, 
 Buchs, Švýcarsko), N,N-diethyl-m-toluamid (N,N-DETA; 


purum, >99%, GC, Fluka Chemie AG) a benzen (HPLC 
 grade, Sigma-Aldrich). 


 Vzorky nonapeptidů byly komerční syntetické prepa-
 ráty, produkty firmy Sigma-Aldrich. Jejich pořadí amino-


kyselin ukazuje tabulka I. Mezi cysteinovými zbytky 
 v poloze 1 a 6 se tvoří disulfidický můstek. Bez dalších 
 úprav byly tyto látky rozpuštěny v deionizované vodě 
 a byly tak získány zásobní roztoky o koncentraci 1 mg ml1. 
 Z těchto zásobních roztoků byla připravena směs peptidů 
 pro jejich analýzu a sada roztoků pro kvantifikaci jednotli-
 vých peptidů. K určení mrtvého času byl použit uracil 
 (Sigma-Aldrich), jehož zásobní roztok měl koncentraci 
 0,1 mg ml1. 


Výsledky a diskuse 


Pro analýzu nonapeptidů byl použit systém reverzní 
 vysokoúčinné kapalinové chromatografie (RP-HPLC). 


Byly použity dvě kolony se zirkoniovým nosičem modifi-
 kovaným polybutadienem (Discovery Zr-PBD) a polysty-
 renem (Discovery Zr-PS). Tyto stacionární fáze byly 
 nejdříve otestovány Waltersovým testem, dále byly na 
 těchto stacionárních fázích optimalizovány podmínky pro 
 separaci čtyř biologicky aktivních nonapeptidů a pro opti-
 malizované separační systémy byly určeny kvantifikační 
 parametry – limity detekce a stanovitelnosti. 


Na základě údajů z literatury18,37 byly mobilní fáze 
 pro optimalizaci separace nonapeptidů zpravidla složeny 
 z acetonitrilu (ACN) a fosforečnanového pufru a pro de-
 tekci peptidů byla zvolena vlnová délka 214 nm. 


Waltersův test – testování vlastností reverzních  
 stacionárních fází 


Z několika testů pro reverzní stacionární fáze byl 
 vybrán test podle Walterse38, určující index hydrofobnosti 
 a silanolový index v prostředí acetonitrilu. Označení sila-
 nolový index není příliš vhodné pro stacionární fáze na 
 bázi oxidu zirkoničitého, avšak jeho hodnota vypovídá 
 o polárních interakcích analytů se stacionární fází a jejím 
 nosičem. Silanolový index byl z těchto důvodů označen 
 v této práci jako index polarity. 


Index hydrofobnosti (HI) je podíl retenčních faktorů 
 antracenu a benzenu, při použití mobilní fáze ACN/voda 
 (65/35, v/v). Index polarity (SI) je podíl retenčních faktorů 
 N,N-dietyl-m-toluamidu (N,N-DETA) a antracenu, při 
 použití čistého ACN jako mobilní fáze. Mrtvý čas kolony 
 je určen retenčním časem uracilu v mobilní fázi ACN/voda 
 (65/35, v/v). Experimentální podmínky, předepsané pro 
 tento test, jsou: průtoková rychlost 1 ml min1, dávkován 
 Tabulka I  


Struktury studovaných nonapeptidů 


Peptid Sekvence aminokyselin 


Oxytocin Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly 
Arg-vasotocin Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly 
Arg-vasopresin Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly 
Lys-vasopresin Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly 



(3)1 l testovací směsi, UV detekce při 254 nm. 


Z výsledků v tab. II je patrné, že obě kolony na bázi 
 oxidu zirkoničitého mají velmi podobné separační vlast-
 nosti pro nepolární analyty. Tyto kolony vykazují značně 
 nepolární charakter, uplatňují se výrazné nepolární interak-
 ce stacionární fáze s analyty. Kolony se silikagelovým 
 nosičem a reverzní stacionární fází poskytují hodnoty HI 
 nižší; pro oktadecylové stacionární fáze (C18) jsou běžně 
 hodnoty HI menší nebo rovny 4, oktylové stacionární fáze 
 (C8) mají hodnoty HI menší nebo rovny 3 (cit.2). 


Hodnota indexu polarity SI poskytuje informaci 
 o polárních interakcích analytů se stacionární fází a jejím 
 nosičem. Kolony se silikagelovým nosičem by měly mít 
 hodnotu SI co nejmenší, protože pak nežádoucí interakce 
 analytů a zbytkových silanolových skupin jsou minimální. 


U kolon na bázi ZrO2 jsou hodnoty indexu polarity SI vět-
 ší, což odpovídá předpokládanému mechanismu separace, 
 kdy sekundární iontové interakce jsou žádoucí, jsou pod-
 porovány a navíc aktivovány dynamickou modifikací po-
 vrchu částic adsorbovanou Lewisovou zásadou. 


Separace nonapeptidů na koloně Discovery Zr-PBD 
 Na koloně Discovery Zr-PBD bylo studováno chro-
 matografické chování čtyř nonapeptidů. Změny iontové 
 síly, pH a složení mobilní fáze a také pracovní teploty 
 ovlivňují separaci a tyto vlivy byly během optimalizace 
 studovány. Na základě údajů z literatury18,37,39 byly mobil-
 ní fáze pro optimalizaci separace nonapeptidů složeny 
 z ACN  a  fosforečnanového pufru a pro detekci peptidů 
 byla zvolena vlnová délka 214 nm. 


Vliv pH a koncentrace pufru na retenční chování 
 nonapeptidů 


Interakce mezi analyty a reverzními kolonami na bázi 
 zirkonia silně závisejí na použitém pufru. Literatura39 pou-
 kazuje na vhodnost použití fosforečnanového pufru vzhle-
 dem k jeho nízké absorbanci a možnosti použití v celém 
 rozsahu pH. 


Výchozí podmínky separace nonapeptidů na koloně 
 Discovery Zr-PBD byly následující: mobilní fáze složená 
 z 20 obj.% ACN a 80 obj.% fosforečnanového pufru; kon-
 centrace fosforečnanového pufru byla 50 mmol l1 a hod-
 nota pH byla 12. Tyto podmínky byly zvoleny na základě 
 údajů z literatury37 a také hodnot isoelektrických bodů 
 zkoumaných nonapeptidů, které se nacházejí v alkalické 
 oblasti. Zároveň chemická stabilita stacionárních fází na 
 bázi oxidu zirkoničitého dovoluje použití vyšších hodnot 


pH mobilní fáze než stacionární fáze na bázi silikagelu. Za 
 těchto podmínek oxytocin eluoval s mrtvým časem, hod-
 noty rozlišení pro ostatní analyty byly uspokojivé, avšak 
 eluční křivky všech analytů byly nesymetrické, hodnoty 
 faktorů asymetrie byly větší než 2. 


Vliv pH použitého pufru na chování analytů byl stu-
 dován v rozmezí hodnot 4–12. Vyšší hodnoty pH vodné 
 složky mobilní fáze vedly ke zkrácení doby analýzy, ale ne 
 ke zhoršení rozlišení analytů. Retence analytů v kyselé 
 oblasti byla větší, oxytocin vykazoval retenci při pH 4 a 5, 
 kdy však doba analýzy byla větší než 25 min, píky ostat-
 ních analytů byly rozmyté a hodnoty rozlišení zbytečně 
 vysoké. Píky analytů nevykazovaly uspokojivou symetrii. 


Pro další optimalizaci bylo vybráno pH vodné složky mo-
 bilní fáze 10. Za těchto podmínek sice oxytocin eluoval 
 s mrtvým časem, analýzy ovšem byly krátké (do 6 min), 
 poskytovaly rozlišení větší než 1,2 a faktory asymetrie 
 kolem hodnoty 2. 


V dalším optimalizačním kroku bylo sledováno chro-
 matografické chování nonapeptidů v rozmezí koncentrace 
 fosforečnanového pufru 10–100 mmol l1. Obr. 1 ukazuje 
 závislost retenčních faktorů k jednotlivých analytů na kon-
 centraci použitého pufru. Nižší koncentrace fosforečnano-
 vého pufru způsobovala větší retenci všech analytů. Nízká 
 iontová síla pufru o koncentraci 10 mmol l1 byla příčinou 
 velké retence Lys-vasopresinu (k=4,4), kdy analýzy byly 
 delší než 14 min a píky analytů rozmyté. Oxytocin při 
 vyšších koncentracích pufru koeluoval s uracilem, při kon-
 centracích menších než 50 mmol l1 vykazoval malou re-
 tenci, která se ovšem při snižující se koncentraci pufru 
 nezvyšovala. Retenční faktor oxytocinu pro koncentrace 
 Tabulka II  


Hodnoty indexů hydrofobnosti a polarity pro použité sta-
 cionární fáze 


Kolona Stacionární fáze HI SI 


Discovery Zr-PBD  Zr-PBD  5,40  1,00 
 Discovery Zr-PS  Zr-PS  5,52  0,98 


Obr. 1. Závislost retenčních faktorů k na koncentraci fosforeč-
 nanového pufru; separace na koloně Discovery Zr-PBD; mobilní 
 fáze ACN/fosforečnanový pufr, pH 10 (20/80, v/v); průtoková 
 rychlost 1 ml min1; dávkovací smyčka 5 l; UV detekce při 
 214 nm; ■ oxytocin, □ Arg-vasotocin, ● Arg-vasopresin, ○ Lys-
 vasopresin 
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(4)10–40 mmol l1 byl 0,06. Hodnoty rozlišení ostatních ana-
 lytů  při koncentracích nižších než 50 mmol l1 byly větší 
 než 2,4, a tudíž dostatečné. Pro další optimalizaci byla 
 tedy zvolena koncentrace fosforečnanového pufru 
 40 mmol l1. Při této koncentraci byla hodnota rozlišení 
 oxytocinu nejvyšší, časy analýz byly kratší než 6 min 
 a hodnoty faktorů asymetrie se stále pohybovaly kolem 2. 


Vliv poměru organického modifikátoru  
 a fosforečnanového pufru na retenční chování  
 nonapeptidů 


Pro studium vlivu poměru organického modifikátoru 
 a fosforečnanového pufru byly použity výsledné podmínky 
 výše uvedené. Mobilní fáze byla složena z ACN a fosfo-
 rečnanového pufru o koncentraci 40 mmol l1 a hodnotě 
 pH 10. Obsah ACN v mobilní fázi byl zkoušen v rozmezí 
 15–25 obj.% a byl měněn vždy po 1 %. Separace peptidů 
 obecně je velmi citlivá na změnu obsahu organické složky 
 v mobilní fázi, takže i malá změna v obsahu ACN, typicky 
 jedno objemové procento, znamená významnou změnu 
 v separačním chování těchto látek. Na obr. 2 je vynesena 
 závislost retenčních faktorů k jednotlivých  analytů na ob-
 sahu ACN v mobilní fázi. 


Ze získaných výsledků je patrné, že s rostoucím obsa-
 hem organického modifikátoru v mobilní fázi klesala re-
 tence všech studovaných látek. Větší eluční síla způsobo-
 vala nedostatečné rozlišení oxytocinu a jeho následnou 
 eluci v mrtvém čase při použití mobilní fáze obsahující 23 
 a více obj.% ACN. Nižší obsah ACN sice vedl ke zlepšení 
 rozlišení oxytocinu, ale rozlišení ostatních analytů se prak-


ticky neměnilo. Faktory asymetrie se stále pohybovaly 
 kolem 2. Při použití mobilní fáze obsahující 18 obj.% 


ACN byly hodnoty rozlišení všech analytů dostatečné 
 (větší než 2) a doba analýzy byla kratší než 7 min. Proto 
 byly tyto podmínky z hlediska složení mobilní fáze zvole-
 ny jako optimální pro separaci vybraných nonapeptidů na 
 koloně Discovery Zr-PBD. 


Vliv separační teploty na retenční chování  
 nonapeptidů 


Poslední parametr, jehož vliv na separaci byl studo-
 ván, byla teplota kolony při analýze. Obecně zvýšená se-
 parační teplota zrychluje přenos hmoty během separačního 
 procesu, a tak může pozitivně ovlivnit analýzu. Kolony na 
 bázi oxidu zirkoničitého umožňují použití vyšších pracov-
 ních teplot než kolony se silikagelovým nosičem. Použitá 
 kolona Discovery Zr-PBD byla termostatována a byly 
 provedeny analýzy při teplotách 25–75 °C. Získané vý-
 sledky jsou shrnuty v tab. III.  


Vyšší separační teplota snižuje viskozitu mobilní 
 fáze; analýzy za vyšších teplot obecně vedou ke snížení 
 retence analytů a ke zlepšení faktorů asymetrie. Použití 
 vyšších teplot při analýzách na koloně Discovery Zr-PBD 
 sice vedlo ke snížení retence analytů, avšak hodnoty fakto-
 rů asymetrie se výrazně nezlepšily. Píky analytů sice změ-
 nily tvar, byly vyšší a užší, ale stále vykazovaly jistou 
 asymetrii. Na základě hodnot faktorů asymetrie 
 a s přihlédnutím k  zachování biologické aktivity studova-
 ných látek byla vybrána jako nejvhodnější teplota 45 °C. 


Obr. 3 ukazuje optimalizovanou separaci nonapeptidů 
 na koloně Discovery Zr-PBD. 
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Obr. 2. Závislost retenčních faktorů  k na obsahu ACN 
 v mobilní  fázi; separace na koloně Discovery Zr-PBD; mobilní 
 fáze  ACN/40 mmol l1 fosforečnanový pufr, pH 10; průtoková 
 rychlost 1 ml min1; dávkovací smyčka 5 l; UV detekce při 
 214 nm; ■ oxytocin, □ Arg-vasotocin, ● Arg-vasopresin, ○ Lys-
 vasopresin 


Obr. 3. Separace směsi nonapeptidů na koloně Discovery Zr-
 PBD; mobilní fáze ACN/40 mmol l1 fosforečnanový pufr, pH 10 
 (18/82, v/v); pracovní teplota 45 °C; průtoková rychlost 1 ml min1; 
 dávkovací smyčka 5 l; UV detekce při 214 nm, 1 – uracil, 2 – 
 oxytocin, 3 – Arg-vasotocin, 4 – Arg-vasopresin, 5 – Lys-
 vasopresin 
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(5)Separace nonapeptidů na koloně Discovery Zr-PS 
    


Chromatografické chování vasopresinů bylo studová-
 no také na koloně Discovery Zr-PS. Dle údajů výrobce má 
 tato kolona nejméně hydrofobní stacionární fázi ze všech 
 komerčních zirkoniových kolon a je kompatibilní s čistě 
 vodnou mobilní fází. Proces optimalizace separace a vý-
 chozí podmínky byly stejné jako u kolony Discovery 
 Zr-PBD. Mobilní fáze byla složena z 20 obj.% ACN 
 a 80 obj.%  fosforečnanového pufru; koncentrace pufru 
 byla 50 mmol l1 a hodnota pH byla 12. Oxytocin eluoval 
 s mrtvým časem a ostatní analyty vykazovaly ještě nižší 
 retenci než na koloně Discovery Zr-PBD, nedošlo k jejich 
 rozdělení na základní linii. Bylo tedy přistoupeno 
 k jednotlivým krokům optimalizace. 


Vliv pH a koncentrace pufru na retenční chování 
 nonapeptidů 


   


Vliv pH fosforečnanového pufru byl studován 
 v rozmezí 5–12. Obr. 4 ukazuje závislost retenčních fakto-
 rů k na pH vodné složky mobilní fáze. Z vypočtených hod-
 not retenčních faktorů k, rozlišení RS a faktorů asymetrie 
 AF jednotlivých analytů vyplývá, že nižší pH vodné složky 
 mobilní fáze vedlo ke zvýšení retence a rozlišení analytů, 
 ale ke zhoršení tvaru píků (faktorů asymetrie AF). Oxyto-
 cin vykazoval retenci až při hodnotě pH 5, kdy ale retenční 
 faktor Lys-vasopresinu měl hodnotu 21,6; čas analýzy tak 
 byl velmi dlouhý (60 min) a píky později eluujících analy-
 tů byly značně rozmyté. Použití fosforečnanového pufru 


o hodnotě pH 7 zkrátilo významně dobu analýzy (14 min), 
 ale píky analytů stále vykazovaly značnou asymetrii. Při 
 pH 11 došlo ke koeluci Arg-vasopresinu a Lys-
 vasopresinu. Pro další fázi optimalizace separace bylo tedy 
 vybráno pH 9. Za těchto podmínek sice oxytocin nevyka-
 Tabulka III  


Hodnoty retenčních faktorů k, rozlišení RS a faktorů asymetrie AF v závislosti na teplotě; separace na koloně Discovery Zr-
 PBD; mobilní fáze ACN/40 mmol l1 fosforečnanový pufr, pH 10 (18/82, v/v); průtoková rychlost 1 ml min1; dávkovací 
 smyčka 5 l; UV detekce při 214 nm 


Veličina Analyt  Teplota [°C] 


25 35 45 55 65 75 


k 


oxytocin  0,12 0,11 0,10 0,08 0,07 0,06 


Arg-vasotocin 0,45 0,44 0,41 0,39 0,37 0,36 


Arg-vasopresin 0,85 0,80 0,75 0,68 0,63 0,58 


Lys-vasopresin  1,41 1,30 1,17 1,02 0,92 0,81 


       


RS


oxytocin  1,9 1,9 1,8 1,7 1,5 1,5 


Arg-vasotocin 3,5 3,6 4,0 4,2 4,4 4,7 


Arg-vasopresin 2,9 2,9 3,1 3,2 3,0 3,1 


Lys-vasopresin  3,5 3,5 3,5 3,3 3,0 2,6 


       


AF


oxytocin  2,3 1,7 1,4 1,4 1,8 1,8 


Arg-vasotocin 2,5 2,3 2,0 2,1 2,0 2,1 


Arg-vasopresin 2,1 1,7 1,8 1,9 1,8 2,0 


Lys-vasopresin  2,0 1,9 1,9 1,8 1,9 2,0 


Obr. 4. Závislost retenčních faktorů k na  hodnotě pH vodné 
 složky mobilní fáze; separace na koloně Discovery Zr-PS; mo-
 bilní fáze ACN/50 mmol l1 fosforečnanový pufr (20/80, v/v); 


průtoková rychlost 1 ml min1; dávkovací smyčka 5 l; UV de-
 tekce při 214 nm; ■ oxytocin, □ Arg-vasotocin, ● Arg-vasopresin, 


○ Lys-vasopresin 
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(6)zoval retenci, hodnoty rozlišení ostatních analytů ale byly 
 dostačující (v rozmezí hodnot 1,2–3,8) a faktory asymetrie 
 lepší než pro hodnotu pH 8. 


Vliv koncentrace použitého pufru na retenci analytů 
 byl sledován v rozmezí 10–100 mmol l1. Bylo zjištěno, že 
 iontová síla vodné složky mobilní fáze má velký vliv na 
 chromatografické chování studovaných analytů. Nízká 
 koncentrace fosforečnanového pufru (10 mmol l1) vedla 
 k prodloužení doby analýzy na 15 min, bylo dosaženo 
 nejlepšího rozlišení pro Arg-vasopresin, ale rozlišení Arg-
 vasotocinu a Lys-vasopresinu bylo zbytečně velké. Za 
 těchto podmínek vykazovaly píky největší asymetrii. Zvý-
 šením iontové síly, tzn. zvýšením koncentrace pufru na 
 100 mmol l1 došlo sice ke zkrácení doby analýzy na 
 5 min, ale i k výraznému zhoršení rozlišení všech zadržo-
 vaných analytů, Arg-vasotocin a Arg-vasopresin byly neú-
 plně rozdělené. Oxytocin stále nevykazoval retenci. Na 
 základě hodnot faktorů asymetrie byla pro další experi-
 menty vybrána koncentrace fosforečnanového pufru 
 o hodnotě 50 mmol l1. 


Vliv obsahu organického modifikátoru v mobilní 
 fázi na retenční chování nonapeptidů 


Pro tuto fázi optimalizace byly použity výše popsané 
 výsledky. Mobilní fáze byla složena z ACN a fosforečna-
 nového pufru o koncentraci 50 mmol l1 a pH 9. Obsah 
 ACN v mobilní fázi byl měněn v rozmezí 3–40 obj.%. Na 
 obr. 5 je naměřená závislost retenčních faktorů k na obsa-
 hu ACN v mobilní fázi. Ze získaných dat vyplynulo, že 
 vyšší obsah ACN v mobilní fázi (30 a 40 obj.%) vedl ke 


koeluci Arg-vasotocinu a Arg-vasopresinu a k eluci oxyto-
 cinu v mrtvém čase. Snižováním obsahu ACN v mobilní 
 fázi se zvyšovala retence všech analytů, tzn. i oxytocinu, 
 který doposud retenci nevykazoval. Použitím mobilní fáze 
 obsahující 5 obj.% ACN bylo dosaženo uspokojivých hod-
 not rozlišení i faktorů asymetrie všech analytů. Rozlišení 
 bylo v rozmezí 1,9–4,4 a faktory asymetrie v rozmezí 
 0,95–1,8, a proto byla tato mobilní fáze zvolena jako nej-
 vhodnější pro separaci studovaných látek. 


Vliv separační teploty na retenční chování  
 nonapeptidů 


   


Kolona Discovery Zr-PS byla termostatována a za 
 optimalizovaných podmínek bylo sledováno retenční cho-
 vání analytů  při teplotách 25 °C, 35 °C, 45 °C a 55 °C. 


Tabulka IV shrnuje výsledky získané při tomto optimali-
 začním kroku. Analýzy za vyšších teplot vedly ke zlepšení 
 faktorů asymetrie všech analytů, avšak zároveň se snížilo 
 rozlišení s výjimkou Arg-vasotocinu. Při 55 °C se výrazně 
 zhoršilo rozlišení oxytocinu. Z toho důvodu byla vybrána 
 teplota 45 °C, při které je rozlišení všech analytů větší než 
 2 a faktory asymetrie menší než 1,6. 


Chromatogram, ukazující separaci nonapeptidů na 
 koloně Discovery Zr-PS za optimalizovaných podmínek, 
 je na obr. 6. 


Kvantifikace vybraných nonapeptidů 


V optimalizovaných mobilních fázích na obou zirko-
 niových kolonách byly kvantifikovány tři vybrané nona-


Obr. 5. Závislost retenčních faktorů  k na obsahu ACN 
 v mobilní  fázi; separace na koloně Discovery Zr-PS; mobilní 
 fáze  ACN/50 mmol l1 fosforečnanový pufr, pH 9; průtoková 
 rychlost  1 ml min1; dávkovací smyčka 5 l; UV detekce při 
 214 nm; ■ oxytocin, □ Arg-vasotocin, ● Arg-vasopresin, ○ Lys-
 vasopresin 
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Obr. 6. Separace směsi nonapeptidů na koloně Discovery Zr-
PS; mobilní fáze ACN/50 mmol l1 fosforečnanový pufr, pH 9 
(5/95, v/v); pracovní teplota 45 °C; průtoková rychlost 1 ml min1; 
dávkovací smyčka 5 l; UV detekce při 214 nm; 1 – uracil, 2 – 
oxytocin, 3 – Arg-vasotocin, 4 – Arg-vasopresin, 5 – Lys-
vasopresin 



(7)peptidy, tj. Arg-vasotocin, Arg-vasopresin a Lys-
 vasopresin. Oxytocin nebyl kvantifikován vzhledem 
 k eluci  blízké  mrtvému času. Byla proměřena závislost 
 velikosti odezvy jednotlivých analytů na vlnové délce 
 v rozmezí  210–220 nm.  Při vlnové délce 214 nm měly 
 odezvy analytů maximální hodnotu, tudíž byla tato vlnová 
 délka použita pro kvantifikaci. 


Na koloně Discovery Zr-PBD byly kalibrační závis-
 losti proměřeny v koncentračním rozmezí 1,56104 až  
 1,00 mg ml1. Byly vyhodnoceny závislosti plochy (resp. 


výšky) píku na koncentraci příslušného analytu a určeny 
 parametry normálních a logaritmických forem kalibračních 
 křivek studovaných analytů. Směrnice logaritmických 
 forem kalibračních křivek se pohybovaly v rozmezí 0,97 
 až 1,02. Korelační koeficienty ležely v intervalu <0,9988; 


0,9999>, a proto mohly být kalibrační závislosti prohláše-
 ny za lineární. 


Kvantifikační studie byla také provedena na koloně 
 Discovery Zr-PS při použití optimalizované mobilní fáze. 


Kalibrační závislosti byly proměřeny v koncentračním 
 rozmezí 3,13104–1,00 mg l1. Směrnice logaritmických 
 forem kalibračních křivek studovaných analytů ležely 
 v intervalu <0,98;1,02>, korelační koeficienty se pohybo-
 valy v rozmezí 0,9979–0,9999. Tato fakta svědčí o lineari-
 tě kalibračních závislostí. 


Parametry kalibračních závislostí posloužily 
 k výpočtu mezí detekce (LOD) a mezí stanovitelnosti 
 (LOQ) studovaných nonapeptidů. 


Mez detekce (LOD) odpovídá koncentraci, pro kterou 
 je analytický signál statisticky významně odlišný od šumu. 


Pro odezvu meze detekce platí: 


yD = 3  hmax 


kde hmax je maximální kolísání základní linie slepého po-
 kusu v oblasti dané 20násobkem pološířky píku stanovova-
 ného analytu. 


Pro odezvu meze stanovitelnosti  (LOQ) platí: 


yS = 10  hmax 


Tabulka IV  


Hodnoty retenčních faktorů k, rozlišení RS a faktorů asymetrie AF v závislosti na teplotě; separace na koloně Discovery Zr-
 PS; mobilní fáze ACN/50 mmol l1 fosforečnanový pufr, pH 9 (5/95, v/v); průtoková  rychlost  1 ml min1; dávkovací 
 smyčka 5 l; UV detekce při 214 nm 


Veličina Analyt  Teplota [°C] 


      25  35  45  55 


k 


oxytocin  0,15 0,15 0,13 0,09 


Arg-vasotocin  0,46 0,47 0,44 0,36 


Arg-vasopresin  0,79 0,80 0,71 0,56 


Lys-vasopresin  1,45 1,40 1,23 0,95 


       


RS


oxytocin  2,5 2,5 2,4 1,6 


Arg-vasotocin  4,2 4,4 4,9 5,2 


Arg-vasopresin  3,2 3,2 3,1 2,7 
 Lys-vasopresin  4,3 4,2 4,2 4,1 


       


AF


oxytocin  1,2 1,1 1,0 1,0 


Arg-vasotocin  1,7 1,6 1,5 1,2 


Arg-vasopresin  1,6 1,6 1,6 1,4 
 Lys-vasopresin  1,8 1,9 1,6 1,4 


Tabulka V  


Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) nonapeptidů na kolonách Discovery Zr-PBD a Discovery Zr-PS 


Analyt  LOD [g ml1] LOQ [g ml1] 


Zr-PBD Zr-PS Zr-PBD Zr-PS 


Arg-vasotocin 1,0 2,4 3,3 8,0 


Arg-vasopresin 2,4 6,7 7,9 22,3 


Lys-vasopresin 1,8 5,6 5,8 18,7 



(8)Při výpočtu meze detekce a meze stanovitelnosti bylo 
 využito závislosti výšky píku na koncentraci analytu. 


Vypočtené hodnoty LOD a LOQ jednotlivých analytů 
 na obou kolonách shrnuje tab. V. 


Závěr 


Chromatografické chování biologicky aktivních nona-
 peptidů bylo studováno na dvou reverzních kolonách na 
 bázi ZrO2, a to Discovery Zr-PBD s polybutadienovou 
 stacionární fází a Discovery Zr-PS s polystyrenem jako 
 stacionární fází. Ze získaných výsledků vyplývá velká 
 podobnost použitých kolon. Chromatografické chování 
 nonapeptidů se na obou kolonách výrazně nelišilo; trendy 
 v retenci analytů při změnách separačních podmínek byly 
 stejné či velmi podobné. Na koloně Discovery Zr-PS bylo 
 dosaženo úspěšné separace při použití mobilní fáze slože-
 né z fosforečnanového pufru a obsahující pouze 5 obj.% 


ACN. Tyto podmínky separace jsou šetrné a umožňují 
 zachování biologické aktivity analytů; zároveň  přinášejí 
 výhody v podobě úspory organického rozpouštědla. Lepší 
 kvantifikační parametry ovšem poskytla kolona Discovery 
 Zr-PBD. 


Reverzní kolony na bázi ZrO2 se ukázaly jako dobrá 
 alternativa ke kolonám se silikagelovým nosičem pro sepa-
 raci biologicky aktivních nonapeptidů. Odlišný retenční 
 (interakční) mechanismus, široké možnosti modifikace 
 povrchu ZrO2 a možnost použití v celém rozsahu pH a při 
 teplotách do 200 °C předurčují tyto stacionární fáze 
 k dalším úspěšným aplikacím v separacích biomolekul. 


Autoři děkují za finanční podporu výzkumnému pro-
 jektu MSM 0021620857 (MŠMT ČR) a projektu Kontakt 
 ME 895. 
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Separation of biologically active peptides was per-
 formed on polybutadiene (PBD) and polystyrene (PS) re-


versed phases based on zirconium dioxide. ZrO2 as an 
alternative carrier to silicagel offers ion-exchange interac-
tions, which are useful for separation of ionizable com-
pounds. The parameters like buffer concentration and pH, 
the amount of organic modifier and temperature affected 
separation of nonapeptides.  The retention characteristics 
(retention factor, resolution, peak symmetry, separation 
efficiency) were investigated. The systems consisting of 
acetonitrile and phosphate buffer of basic pH were found 
suitable for separation of vasopressin-related peptides. 
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