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Abstrakt

Pti charakterizaci zvolené iontové vyménné kolony Phenosphere™ SCX byl zvolen
nasledujici postup. Nejdiive byla vybrana sada biologicky zajimavych analytl, ktera
obsahovala nékolik bazickych 1é¢iv; konkrétné pét tricyklickych antidepresiv (TCA),
anestetikum prokain a latku s antimalarickym a antiarytmickym t¢inkem — chinidin. Pro
tuto fadu bazickych latek byly optimalizovany separacni podminky na charakterizované
iontoveé vymeénné kolon¢ Phenosphere™ SCX. Byl studovan vliv sloZzeni mobilni faze,
tedy vliv pouzitého pufru a jeho koncentrace, pH pufru a vliv piidavku organického
modifikatoru (v tomto ptipad¢é methanolu) na chromatografické chovani vybranych 1é€iv.
Za optimalizovanych chromatografickych podminek pro analyzu bazickych 1éCiv pak
byla iontové vyménna kolona charakterizovana pomoci metody LSER (model linearnich
vztahil solvataéni energie). Bylo zjiSténo chromatografické chovani sady testovacich
latek se znamymi hodnotami molekularnich deskriptori a nésledné¢ provedena
vicenasobnd linedrni regrese mezi retenénimi faktory testovacich latek a jejich
molekularnimi deskriptory. Vysledky vicenasobné linedrni regrese byly diskutovany a
poté byly vyhodnoceny interakce pfispivajici k retenci analytd na studované kationtové

vyménné kolon¢ Phenosphere™ SCX.

Kli¢ova slova: HPLC, iontové vyménna chromatografie, charakterizace, LSER,

tricyklicka antidepresiva



Abstract

The following evaluation procedure was selected for the charterized ion-exchange
column Phenosphere™ SCX. First of all, a set of biologically interesting analytes was
selected. This set contained several basic drugs, specifically five tricyclic antidepressants
(TCA), an anesthetic called procaine and a substance with antimalaric and antiarrythmic
effect — quinidine. For this set of basic substances were the separation conditions
optimized on a characterized ion-exchange column Phenosphere™ SCX. The effect of
the mobile phase composition on chromatographic behaviour of selected drugs was
investigated, for instance the effect of used buffer and its concentration, buffer pH and
the effect of addition of the organic modifier (in this case methanol). Under optimized
chromatographic conditions for basic drugs analysis the ion-exchange column was
characterized using LSER (Linear Solvation Energy Relationship). The chromatographic
behaviour of the test substances with known molecular descriptors was found and then
the multiple linear regression between retention factors of test substances and their
molecular descriptors was done. The results of the multiple linear regression were
discussed and then the interactions contributing to the analyte retention on the

investigated cation-exchange column Phenosphere™ SCX were evaluated.

Key words: HPLC, ion-exchange chromatography, characterization, LSER, tricyclic

antidepressants
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Seznam zkratek a symboli

A

A
ACN
AMI

CNS
DEA
DEAE
DES

ECL
GC
GIT
HPLC

IEC
IMI
KLO
LC
LSER

MF
MS
PDA
PRO

SFC

SCX

SF
SPME

celkova kyselost vodikové vazby analytu

absorbance pii dané vlnové délce

acetonitril

amitriptylin

celkova bazicita vodikové vazby analytu

centralni nervova soustava

diethylamin

diethylaminoethyl

desipramin

prebytkova molarni refrakce

elektrochemiluminiscen¢ni

plynova chromatografie (z angl. Gas Chromatography)

gastrointestinalni trakt

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (z angl. High Performance Liquid
Chromatography)

iontové vyménna chromatografie (z angl. lon Exchange Chromatography)
imipramin

klomipramin

kapalinova chromatografie (z angl. Liquid Chromatography)

model linearnich vztahi solvatacni energie (z angl. Linear Solvation Energy
Relationship)

mobilni faze

hmotnostni spektrometr (z angl. Mass Spectrometer)

diodové pole (z angl. Photodiode Array)

prokain

dipolarita/polarizovatelnost

superkriticka  fluidni chromatografie (z angl. Supercritical Fluid
Chromatography)

silny méni¢ kationtl (z angl. Strong Cation Exchanger)

stacionarni faze

mikroextrakce tuhou fazi (z angl. Solid Phase Microextraction)



IR
TCA
TRI
Tris

UHPLC

retencni ¢as

tricyklicka antidepresiva

trimipramin

tris(hydroxymethyl)aminomethan

ultra vysokouCinnd kapalinova chromatografie (z angl.
Performance Liquid Chromatography)

McGowantv charakteristicky objem

Ultra-High



1 Uvod

Cilem této prace je metodou LSER chromatograficky charakterizovat iontové vymeénnou
kolonu Phenosphere™ SCX (Phenomenex, USA).

Pti chromatografické charakterizaci kationtové vyménné kolony bude nejdiive pouzita
sada vybranych bazickych 1é¢iv, u nichz je ptedpoklad jejich retence na zvolené koloné.
Pro tuto sadu bazickych 1é¢iv budou nejdiive optimalizovany separacni podminky tak,
aby od sebe byly latky co nejlépe rozliSeny, a tyto separacni podminky poté budou
pouzity pro metodu LSER jako takovou. Za danych experimentalnich podminek bude
prométena i sada latek pro LSER, jejichz retencni faktory a molekuldrni deskriptory
budou nésledné podrobeny vicenasobné linedrni regresi. Na zavér budou na zakladé
vysledkli regrese vyhodnoceny interakce pfispivajici k retenci analyti na koloné

Phenosphere™ SCX.
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2 Teoreticky uvod

2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je zdkladni instrumentélni analytickd metoda,
ktera slouzi k separaci, identifikaci a kvantifikaci sledovanych analyti. Latky, jez je
mozno touto metodou analyzovat, mohou byt rizné povahy a podle té se pak lisi vybér
kolony, stacionarni faze, mobilni faze, detektoru atd.

V HPLC je vyuzivéano vicero separa¢nich mechanismi, které se rizni podle zpisobu
zadrzovani a dé€leni analyzovanych latek. Pti gelové permeacni chromatografii (GPC)
dochazi k déleni molekul analytti v porech gelu na zakladé jejich rozdilné velikosti;
rozdélovaci chromatografie (LLC) =zajistuje separaci latek na zaklad¢ rozdilné
rozpustnosti analyti mezi dvéma zcela nemisitelnymi kapalinami; adsorpcni
chromatografie (LSC) vyuziva rozdilné adsorpce analytli na povrch tuhé faze s aktivnimi
centry a iontové vyménna chromatografie (IEC), kterd je zaloZena na elektrostatické

interakci mezi nabitym analytem a nabitou funkéni skupinou stacionarni faze [1].

2.2 Tontové vyménna chromatografie

Iontové vyménna chromatografie je metoda, pii niz dochazi k separaci latek na zaklade

rozdilné vyménné adsorpce iontil analytu na povrchu iontového nosice [1].

2.2.1 Stacionarni faze pro IEC
Staciondrni faze (= ionexy, zangl. ion exchangers) v IEC se mohou liSit podle
chemického sloZeni, podle skupenstvi nebo podle ionogennich skupin.

Podle chemického sloZeni jsou SF déleny na anorganické, u nichZ je k interakcim
vyuzivana krystalovd miizka, a organické, jejichz funkéni skupiny jsou nerovnomeérné
rozmistény na polymernim fetézci. Mezi nejpouzivanéjsi ionexy patii silikagel (SiO2),
coz je anorganicka SF, kterd je vyuzivana bud’ nemodifikovana, poté slouzi jako slaby
katex [2], nebo je vyuzivana pouze jako nosi¢ vhodné funkéni skupiny — anexové nebo
katexové.

Stacionarni faze je dale mozno délit podle skupenstvi na pevné, pelikuldrni a kapalné.
Pevné ionexy jsou nerozpustné latky, do jejichz poért pronikd voda, ¢imZz dochézi
k bobtnani a vytvoteni pruzného gelu. Vyskytuji se v riznych formach — jako ionexové

membrany, trubice, kapilary atd. Pelikularni typ SF je tenkéd vrstva ionexu nanesena
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na povrchu pevné inertni Castice [3] a kapalné ionexy jsou latky obsahujici iontové
skupiny a nepolarni ¢asti, které¢ zajist'uji rozpustnost v organickych rozpoustédlech.

V neposledni fad¢ je mozno SF délit dle ionogennich skupin na anexy a katexy. Anex
(z angl. anion exchanger) je nerozpustna polymerni polyvalentni baze, kterd uvolnuje
a vyménuje anionty. Anexy je mozno dale dé€lit podle sily jejich funkéni skupiny na silné
bazické a slabé bazické, coz urcuje, které latky se na SF zachyti a které ne. Mezi slabé
bazické iontoménice patii aminy (primarni, sekundarni i tercidrni), mezi silné jsou pak
fazeny amoniové soli [4], [5].

Katex (z angl. cation exchanger) je rovnéz nerozpustna polymerni polyvalentni latka,
konkrétné kyselina, uvoliiujici a vymeénujici kationty. Stejné jako anexy je i katexy mozno
délit podle sily funkéni skupiny. Silné kysely katex obsahuje sulfoskupinu navazanou na

alkylovy fetézec, slaby katex pak mtize obsahovat napt. karboxy(methyl) skupiny [4], [5].

2.2.2 Mobilni faze pro IEC

Jako mobilni faze jsou u IEC vyuzivany roztoky pufrd, které je mozno piipadné
kombinovat s organickym modifikatorem. Jeho podil mé poté vliv na separaci, stejné tak
jako pH MF, iontova sila puftru, teplota, velikost iontii pufru a jejich ndboj. Rychlost eluce
je ovliviiovana zaroven teplotou, viskozitou roztoku a zrnitosti ionexu [2]. Eluci lze
provadeét izokraticky, kdy se slozeni MF neméni, nebo gradientove, kdy se béhem analyzy

plynule méni urcita vlastnosti MF, napt. iontova sila.

2.2.3 Detektory pro IEC

Pro detekci v IEC se pouzivaji podobné detektory jako u HPLC. NejcCastéji je vyuzivan
UV/VIS detektor, kde je pomoci Lambert-Beerova zikona ziskdna kvantitativni
informace o analytu, nasledné PDA detektor, ktery funguje v podstaté na stejném principu
jako UV/VIS detektor, ale s tim rozdilem, Ze snimé celé spektrum. Dals$i variantou je
vodivostni detektor, ktery méti elektrickou vodivost roztoku v prutokové cele [6]. Kvuli
vysoké vodivosti MF je ale nutné pred detektor prediadit supresor, coZ je zafizeni
potlacujici vodivost MF [7]. V neposledni fad¢ je mozné pouzit i elektrochemicky
detektor, jenz je vyuzivan k detekci latek, které na rozhrani elektroda-MF podléhaji

elektrochemické reakci [8].
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2.3 Model linearnich vztahi solvata¢ni energie

Model linearnich vztahti solvatacni energie (LSER) je zalozeny na vztahu mezi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi latek a jejich strukturnimi charakteristikami odvozenymi od
molekularnich vlastnosti. Jedna se o semiempiricky model, ktery kombinuje fyzikalné-
chemické vlastnosti latek s empirickymi parametry ziskanymi z experimentéalnich dat.
Pivodné byl model LSER pouzivan pro popis solvataéniho déje a interakci mezi
analytem a rozpoustédlem, ale v soucasnosti je model LSER vyuzivan pro popis
separacniho déje v chromatografickych technikdch a vyuziva chemometrického
zpracovani dat vicenasobnou linearni regresi pro nalezeni vztahu mezi retenci latky a
jejimi fyzikélné-chemickymi vlastnostmi [9]. Model LSER je pouzivan pro ziskani
informaci o rozdélovaci rovnovaze daného separaéniho systému v plynové
chromatografii, superkritické fluidni chromatografii a kapalinové chromatografii [10],
[11]. Popisuje zpusob, jakym se dané latky zadrzuji v koloné podle svych chemickych
struktur a fyzikalné-chemickych vlastnosti [12], tedy jednotlivé interakce separacniho
déje, a souCasné uvazuje i vliv separacniho prostiedi - SF a MF. Nejc¢astéji pouzivana
forma LSER rovnice, tzv. Abrahamova rovnice ¢i Abrahamiv solvata¢ni model, zahrnuje

pét aditivnich a na sob& navzajem nezavislych ¢lent:

logk =¢eE+sS+aAd+bB+vV+c (1)

kde k£ znamena retencni faktor dané latky, proménné psané velkymi pismeny (£, S, 4, B,
V) jsou deskriptory molekuly, proménné psané malymi pismeny (e, s, a, b, v) jsou
systémové koeficienty a c je konstanta, ktera vzdy charakterizuje dany systém za danych
podminek [10], ale nesouvisi s zddnou specifickou interakci.

Molekulové deskriptory popisuji charakteristické strukturalni vlastnosti vzdy jedné
urcité latky. Deskriptor E, pfebytkova molarni refrakce, popisuje polarizovatelnost
analytu ve srovnani se stejn¢ velkou molekulou nepolarniho alkanu. Parametr £ je pro
konkrétni molekulu vypocitan z experimentalné zjisténého indexu lomu a McGowanova
charakteristického objemu. Deskriptor S, dipolarita ¢1 polarizovatelnost, popisuje polarni
vlastnosti analytu, konkrétn€ schopnost vytvafet permanentni dipdl. Parametr S je pro
konkrétni latku zpétné€ pocitan ze solvatacni rovnice na zakladé¢ jeho retence na polarnich
staciondrnich fazich v GC. Parametr 4 je celkova kyselost vodikové vazby analytu, kterd

popisuje ochotu tvotit vodikové vazby s rozpoustédlem. Pii tvorbé vodikové vazby je
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analyt donorem vodikového kationtu a rozpoustédlo jeho akceptorem. Hodnota
deskriptoru A4 je ziskavana zpétnym vypoctem ze solvatacni rovnice na zaklad¢ retence
latek o rizné kyselosti na polarnich SF. Deskriptor B popisuje celkovou bazicitu vodikové
vazby analytu a vyjadiuje schopnost tvorby vodikové vazby, kde je analyt akceptorem
vodikového kationtu a rozpoustédlo jeho donorem. Hodnota parametru B je opét zpétné
pocitana ze solvatacni rovnice na zakladé retence analytli o riizné bazicité na polarnich
SF. Deskriptor ¥ je oznacovan jako McGowantiv charakteristicky objem nebo molarni
objem. Tento parametr udavad rozmér molekuly analytu a je vyuzivdn v souvislosti
s popisem tvorby kavity (dutiny) v rozpoustédle pii solvataci analytu a také pii popisu
disperznich nepoléarnich interakci analytu s rozpoustédlem. Tento parametr 1ze vypocitat
ze znalosti molarnich objemt jednotlivych atomi a poctu vazeb v molekule analytu. Pro
izomery se stejnym poctem atomii ma parametr V' totoznou hodnotu. McGowantv
charakteristicky objem tedy popisuje pouze objem molekuly, nikoliv jeji strukturni
usporadani. Deskriptory mohou byt bud’ nalezeny v literatufe, nebo vypocitany pomoci
predikénich pocitacovych softward.

Systémové koeficienty jsou regresnimi koeficienty Abrahamovy solvatac¢ni rovnice
a popisuji konkrétni typy interakci probihajici v daném separa¢nim systému. Pii popisu
retence v kapalinové chromatografii zohlediiuji vlastnosti SF a MF a jsou vyjadiovany
jako rozdil parametri pro SF a pro MF. Nizka hodnota regresniho koeficientu tedy
vyjadifuje maly rozdil mezi konkrétni vlastnosti stacionarni a mobilni faze. Regresni
koeficienty jsou zjistovany metodou vicenasobné linearni regrese mezi experimentalné
zjiSténymi retencnimi charakteristikami latek (typicky reten¢ni faktor v HPLC) a
deskriptory analytu.

Regresni koeficient e souvisi se schopnosti SF a MF interagovat s analytem pomoci
vazeb dipdl-indukovany dipol s vyuzitim m- a n-elektronil, interakcemi volnych
elektronovych parh a n-n interakcemi. Koeficient s popisuje interakce typu dipdl-dipdl
mezi SF, MF a analytem. Tento parametr byva v LC zaporny vlivem vétsi polarity MF.
Regresni koeficient a charakterizuje schopnost tvorby vodikové vazby mezi SF a MF a
analytem, kde analyt je donor a faze akceptory vodikového protonu. Regresni koeficient
b popisuje schopnost tvorby vodikové vazby, kde MF a SF funguji jako donory
vodikového protonu a analyt jako jeho akceptor. Koeficient v popisuje miru disperznich

(hydrofobnich) interakci mezi analytem a ob&ma fazemi. Zaroven charakterizuje
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schopnost SF a MF vytvaret kavity pro analyt.

Pokud je znaménko pied regresnim koeficientem kladné, znamena to, ze dochazi
k interakci se stacionarni fazi, a tim i k prodlouzeni retence dan¢ latky. Pokud mé regresni
koeficient hodnotu zapornou, retence se snizuje, protoze dand latka silnéji interaguje
s mobilni fazi [12].

Bylo zjisténo, ze rovnice (1) s péti deskriptory neni dostacujici pro popis retence latek
iontové povahy napt. v HILIC separa¢nim systému (hydrofilni interakéni
chromatografie), protoze pro tento typ latek je potfeba zahrnout i ptispévek iontovych
(elektrostatickych) interakci. Zakladni solvatacni rovnice proto byla rozsifena o dalsi dva

deskriptory [13], ¢imZ vznikl nasledujici tvar:

logk=eE+sS+aA+bB+vV+ d D"+ d*'D*+c¢c (2)

kde D™ odpovida zapornému néboji, ktery je nesen aniontem nebo zwitteriontem, a D+
odpovida kladnému naboji na kationtu nebo zwitteriontu. Tyto deskriptory, popisujici
stupenl disociace analytu vlivem pH pouzit¢ MF, se ziskavaji vypoctem z nésledujicich

vzorct [13]:

10(PH"=pK")

= 1+ 100HPK) 3)

. 10(PK*~pH") A
b= T3 10erm @

kde je pK" disociaéni konstanta kyseliny nebo baze ve vodné organické mobilni fazi,
v praxi se pouziva ptislu$na hodnota pK ve vodném prostiedi, a pH" hodnota pH mobilni
faze, které bylo zméfeno po smichani vodného pufru s organickou slozkou v daném
poméru pomoci elektrody kalibrované na vodné pufry [13]. Parametry d" a d jsou
regresni koeficienty popisujici pifispévek SF a MF k iontovym interakcim. Tuto

roz$ifenou variantu LSER rovnice lze pouZit i pro popis retence analyti v IEC.

2.4 Pouzita bazicka léCiva
Latky, které v této praci slouzily jako modelové analyty a pro které byly optimalizovany
separac¢ni podminky, jsou ze skupiny bazickych 1é¢iv. Pfevadzné byla vybrana tricyklicka

antidepresiva (TCA), ostatni dvé latky obsahuji jiné struktury (viz pododdil 2.4.8).
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2.4.1 Imipramin HCI

Imipramin hydrochlorid je zakladni tricyklické antidepresivum (TCA), z n¢hoz jsou
vytvatena dal§i antidepresiva (jeho analogy) — napi. amitriptylin, klomipramin,
trimipramin a dalsi [14]. V téle se metabolizuje demethylaci na desipramin, ktery je
rovnéz vyuzivan jako antidepresivum [ 14].

Funkci imipraminu je zvySovani koncentrace monoaminovych neurotransmiterti, coz
jsou slouceniny umoziujici ptenos vzruchti mezi neurony. Koncentrace monoaminovych
neurotransmiterii serotoninu a norepinefrinu je zvySovana pomoci neselektivni blokady
jejich zpétného vychytavani [15]. Po podani plisobi imipramin na CNS a nékteré
parasympatické nervy, ¢imz dochazi k sedaci, tedy utlumu fyzické i dusevni aktivity;
zaroven muze zpusobit i snizeni krevniho tlaku. Imipramin je hojné¢ vyuzivan k 1&écbé
deprese, bipolarni poruchy, poruchy pozornosti a panické poruchy. Komeréné je zndm

pod nazvem Tofranil [16] nebo Melipramin [17].

2.4.2 Amitriptylin HCI1

Amitriptylin hydrochlorid je TCA, analog imipraminu, které¢ brani v CNS stejné jako
imipramin zpétnému vychytavani monoaminovych neurotransmiteri - noradrenalinu a
serotoninu, pficemz preferuje vychytavani serotoninu [15]. ZvySena hladina téchto
neurotransmiterii v mozku pak vede ke zlepSeni nalady. Amitriptylin zaroven snizuje
vedeni bolestivych podnét do CNS, funguje tedy jako analgetikum, a je pouzivan i pii
lécbe insomnie [15]. V téle se metabolizuje na nortriptylin a obecné ma silngjsi t€inek
neZ imipramin, diky ¢emuz je vyuZzivan napiiklad k 1é€b& neuropatickych bolesti [14].
Komeréni nazev pro tuto latku je v zahrani¢i Elavil nebo Endep [18], v Ceské republice

je prodavan pod nazvem Amitriptylin [14].

243 Klomipramin HCI

Klomipramin hydrochlorid je analogem vySe zmifiovaného imipraminu a fadi se tedy opét
mezi TCA. Tato latka taktéZ inhibuje zpétné vychytdvani monoaminovych
neurotransmitert, na rozdil ale od ostatnich zminénych TCA preferuje serotonin [15]. Je
tedy vyuzivan k 1é¢be depresi, obsedantné-kompulzivni poruchy, fobii nebo také
k usnadnéni spanku a 1écb& chronickych bolesti. Diky svym uc¢inkim, naptiklad na
anticholinergni, antihistaminové a dal$i receptory, ma klomipramin Siroké uplatnéni

ve farmakologii, ale také velkou fadu neZadoucich ucinkid, mezi néZ patii napi. GIT
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poruchy, poruchy nervového systému, poruchy ledvin a mocovych cest apod [19].

Klomipramin hydrochlorid je prodavan pod komercénim nazvem Anafranil [20].

2.4.4 Trimipramin maleinat

Trimipramin maleinat je opét jako analog imipraminu fazen mezi TCA. Jeho ucinky jsou
shodné s vySe zminénymi 1éCivy, inhibuje zpétné vychytdvani monoaminovych
neurotransmitertl, diky cemuz je vyuzivan k 1é€b¢ depresi, nespavosti apod. Podobné jako
klomipramin ma téz antihistaminové, anticholinergni a dalsi G¢inky. Komer¢né je znam

pod jménem Stangil nebo Surmontil [14].

2.4.5 Desipramin HCI

Desipramin hydrochlorid jako metabolit imipraminu se také fadi mezi TCA. Rovnéz
brani zpétnému vychytdvani norepinefrinu a serotoninu z CNS a ma obdobné ptisobeni
jako amitriptylin. Diky pomalejsi eliminaci v téle maji jeho ucinky delsi trvani [14].

Prodéva se pod komerénim nazvem Pertofran [21].

2.4.6 Chinidin sulfat

Chinidin sulfat je optickym izomerem chininu, ktery je ziskavan z kary stromu
chinovniku. Chinidin je pouzivan k upravé srdecniho rytmu, ovliviluje i c¢innost
kosternich svali a ma antimalarické u¢inky. Jako antiarytmikum blokuje Na"-kanaly, kde
se vaze na proteiny receptorli v otevieném stavu, ¢imz blokuje vystup K' ionth
z buiiky [14]. Zaroven inhibuje Ca**-kanaly v srde¢nim svalu, a tim sniZuje silu jeho

kontrakce [15]. Chinidin sulfat je prodavan pod komerénim ndzvem Quinidex [22].

2.4.7 Prokain HCI

Prokain hydrochlorid je hojn€ vyuZivan jako lokalni anestetikum, které je pfidavano do
injekéni formy penicilinu pro sniZeni bolesti pfi intramuskularnim podéani. Kvili rychlé
hydrolyze, které v tkdnich podléhd, nemiize byt prokain pouzivan jako povrchové
anestetikum [14]. Jeho vyuziti ale spo¢iva 1 v tom, Ze jeho zavedenim do molekuly
G-penicilinu vznikd komplex prokain-G-penicilin, ktery méa oproti klasickému
G-penicilinu prodlouzeny u¢inek [15]. Prokain hydrochlorid je prodavan pod nazvem

Novocain nebo Allocaine [23].
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2.4.8 Vlastnosti pouzitych bazickych léciv

Veskeré nize uvedené struktury byly vytvofeny pomoci ChemDraw Professional 16.0.

| N
HCl \\L
HCl
T/ NH
Obr. 1: Struktura amitriptylin hydrochloridu Obr. 1: Struktura desipramin hydrochloridu
ﬁ
| .
HCl1 HCl
T/ N
Obr. 2: Struktura imipramin hydrochloridu Obr. 3: Struktura klomipramin hydrochloridu
o}
| OH
N OH
~ 0

N

Obr. 4: Struktura trimipramin maleinatu
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H,S0,

2H,0

HoN

Obr. 6: Struktura prokain hydrochloridu

Tabulka 1: Fyzikalné chemické viastnosti vybranych bazickych léciv. Relativni molekulové
hmotnosti a disociacni konstanty prevzaty z Chemaxom.com, informace o rozpustnosti a vzhledu
latek prevzaty z [24].

Latka M pKa Rozpustnost Vzhled
snadno rozpustny bily/téméft bily
Amitriptylin ve vodé, v 96% prasek nebo
HCl 313,87 9,76 ethanolu bezbarvé
a v dichlormethanu krystaly
dobfte rozpustny bily/témét bily
Desipramin HCI 302,85 10,20 ve vodé a v 96% krystalicky
ethanolu prasek
snadno rozpustny bily/svétle zluty
Imipramin HCI 316,87 9,20 ve vodé a v 96% krystalicky
ethanolu prasek
snadno rozpustny 44/ ae Fluty
Klomipramin ve vode krystalicky
351,32 9,20 a v dichlormethanu, é .
HCI prasek, slab¢

dobfte rozpustny

v 96% ethanolu hygroskopicky
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Latka M pKa Rozpustnost Vzhled

Trimipramin téZce rozpustny ve vodé a bily/témef bily
maleinat 410,51 9:42 96% ethanolu kryst’avhcky
prasek
tézce rozpustny ve vodé, b11y/tem§r b}ly
y , krystalicky
Chinidin dobfe rozpustny ve prések nebo
. 746,92 8,56 vrouci vod¢ a 96% . . .
sulfat . jemné bezbarvé
ethanolu, prakticky e,
nerozpustny v ethanolu jehlickovite
krystaly
bily/témér bily
velmi snadno rozpustny krystalicky
Prokain HC1 272,77 8,96 ve vod¢, dobie rozpustny prasek nebo
v 96% ethanolu bezbarvé
krystaly

2.5 Separa¢ni metody vyuzZivané pro analyzu vybranych bazickych
1é¢iv

Vybrana bazicka léCiva byla v minulosti analyzovana mimo jiné ndasledujicimi

separacnimi metodami:

Tabulka 2: Dalsi separacni metody a podminky pro analyzu vybranych bazickych [éciv.
AMI = amitriptylin, DES = desipramin, IMI = imipramin, KLO = klomipramin,
TRI = trimipramin, PRO = prokain, CHIN = chinidin, sulf. kys. = sulfonova kyselina,
elchem. = elektrochemicka, fluoresc. = fluorescencni.

Analyty  Metoda SF MF Detekce  Zdroj

10mM octan amonny
obsahujici 0,1 %

AMI, Y .
ML,  UHPLC c1g ~ waventikyselinyve © oy qn g s
KLO smesi s A(;N, gradient

20-60 obj. % ACN;

prutok 0,3 ml/min

LC: 50mM octan

AMI, amonny + 0,1 %
DES, SPME C18 triethylaminu, pH = 5,5; UV/VIS, [26]
IMI, alLC v objemovém pomeéru 214 nm
KLO s ACN 55:45; prutok

0,4 ml/min

20



Analyty  Metoda SF MF Detekce  Zdroj
AMI, kfemennd kapilara,
DES, 0,2M octanovy puftr, pH PDA
IMI, CE - =4,4 nebo IM HAc a 215 n;n [27]
KLO, 50mM octan amonny v
TRI ACN
35mM chloristan
AMI, amonny v roztoku
CHIN, sulf. s hydroxidem sodnym UV/VIS,
DES, HPLC kys. a methanolem, 240 nm [28]
IMI pH* =6,0 - 7,5; pritok
MF 0,5 ml/min
kifemenna kapilara,
IMI, 20mM Tris pufr, pH 2,0
TRI CE i ve smési s ACN 80:20 ECL [29]
(v/v)
triethylamin fosfatovy
RP- pufr (pH 3,0; 50mM) +
CHIN  ypre ©18 "ACNvpomeri gg:12  uorese. [30]
(v/v), prutok 0,4 ml/min
C0O2a 0,8% DEA ve
smési s 10% ACN a PDA,
CHIN SFC DEA 90% methanolem 275 nm [31]
97,7:2,3 (V/v)
30mM
dytrogmivtoson i
PRO HPLC C18 . RN 210 a [32]
triethylamin), pH 4,9 ve 290 nm
smési s ACN 63:37
(v/v)
10mM octan amonny,
PRO LC clg  PHIAvesmesis ACN, g g 33

gradient 40-65 % pufru,
priatok MF 0,2 ml/min

U TCA je casto provadéna HPLC, GC, spektrofotometrie apod, ale je mozné provést

také kvantitativni analyzu z mo¢i pomoci imunochemickych metod za pouziti

laboratornich kit ptimo od danych vyrobct [34].

Prokain byl v minulosti ¢asto stanovovan spektrofotometricky, mimo jiné napiiklad

spolu s dalSimi

hematoxylinu [36].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie
e Methanol CHROMASOLV®, gradient grade, for HPLC, >99,9% (Honeywell,
USA)
e Octan sodny, p.a. (Lachema, n.p., Ceska republika)
e Octan amonny, 99,7% (Lach-ner, s.r.0., Ceska republika)
e Kyselina octova, p.a. (Lachema, n.p., Ceska republika)
e Hydroxid sodny, p.a. (Lachema, n.p. Ceska republika)
e Amoniak — vodny roztok 25%, p.a. (Lach-ner, s.r.o., Ceské republika)
e Vzorky bazickych IéCiv:
— Chinidin sulfat, >80% (Sigma-Aldrich, Némecko)
— Prokain HCI, ¢isty (Merck, Némecko)
— Desipramin HCI, >98% (TLC) (Sigma-Aldrich, Némecko)
— Trimipramin maleinat, 298% (TLC) (Sigma-Aldrich, Némecko)
—  Amitriptylin HCI, 298% (TLC) (Sigma-Aldrich, Némecko)
— Imipramin HCI, 299% (TLC) (Sigma-Aldrich, Némecko)
— Klomipramin HCI, >98% (TLC) (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Vzorky latek pro LSER, 97-99% cistota (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Deionizovana voda (Ultra-pure water system Mili-Q plus, Merck Millipore,

Némecko)

3.2 Pouzité pristroje
e Pristroj pro HPLC Alliance 2690 Separations Module s 996 PDA detektorem
(Waters, USA), kolona LC column 150x4,6 mm PhenoSphere™ 5 pum SCX 80 A
(Phenomenex, USA)
e Analytické vahy 2004 MP (Sartorius, Némecko)
e Analytické vdhy Nimbus® NBL 254-i (Adam Equipment, USA)
e Jenway 4330 Conductivity & pH Meter

e Automatické pipety (Biohit, Finsko a Sartorius, Némecko)
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3.3 Priprava vzorki
Vzorky bazickych 1éCiv byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml - 5 mg latky bylo
rozpus$téno v 1 ml methanolu a doplnéno do 5 ml deionizovanou vodou.

Vétsina roztokl analyti pro LSER byla pfipravena o koncentraci 1 mg/ml (vzdy
rozpusténo v Cistém methanolu). Vyjimkou byly roztoky 2-amino-4-pikolinu;
2-fenylethylaminu a 2,6-dimethylchinolinu, které byly piipraveny o koncentraci
10 mg/ml, a roztoky tyrosinu a theobrominu, které byly kvili Spatné rozpustnosti
piipraveny o koncentraci 0,5 mg/ml (5 mg latky rozpusténo v 5 ml methanolu a 5 ml

deionizované vody).

3.4 Podminky méreni pro modelové analyty

Pro optimalizaci podminek separace bazickych 1é¢iv jakozto modelovych analyti byla
pouzita kolona LC column Phenosphere™ 5 um SCX 80 A o rozmérech 150%X4,6 mm
(Phenomenex, USA), na po¢atku nevytemperovana, pozdéji o teploté 35 °C. Jako pufry
byly pouzity roztoky octanu sodného a octanu amonného o koncentracich 10-200 mmol/l.
Nejprve byla zkousena MF bez ptidani organického modifikatoru, pozd¢ji pak smés pufru
a methanolu od 70:30 (v/v) az po 20:80 (v/v). Pritok MF byl pouzivan v rozsahu
0,5-1,2 ml/min a pH mobilni fdze mezi hodnotami 4,0 a 6,7. Pufry byly upravovany na
potiebnou hodnotu pH pomoci ziedéné kyseliny octové a hydroxidu sodného nebo
amoniaku. Pomoci autosampleru byly davkovany vzorky o objemu 2-10 pl. Absorpéni
spektrum latek bylo PDA detektorem sbirano v rozmezi 210-400 nm, piicemZ
k vyhodnoceni byly vyuZity vinové délky odectené z absorpénich maxim nebo v jejich
tésné blizkosti. Pro PRO, TRI, IMI a KLO ¢inila hodnota absorpéniho maxima 261 nm,
pro CHIN, DES a AMI to byla hodnota 245 nm. Vyhodnoceni namétenych dat bylo

provadéno pomoci méticiho a vyhodnocovaciho softwaru Empower (Waters, USA).

3.5 Podminky méfeni pro LSER

Pro metodu LSER byly pouzity nasledujici experimentalni podminky: octan amonny
o koncentraci 20 mmol/l (pH 6,7) v poméru 35:65 (v/v) s methanolem; pritok MF
1,2 ml/min, teplota kolony 35 °C. Davkovany objem analytl byl 5 pl, pficemz kazdy
vzorek byl davkovan dvakrat a v ptipadé nedostate¢né shody retencnich ¢ast byla analyza

zopakovana.
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4 Vysledky a diskuze

Pii vybéru pocatecnich experimentalnich podminek pro analyzu modelovych analyth
(bazickych 1é¢iv) byla vyuzita publikace M. Tsunody a T. Funatsu [37], kterd se zabyva
separaci bazickych latek na silném katexu.

V ¢lanku R. J. Flanagana a spol. [38] jsou pak shrnuty poznatky o efektech riznych
podminek méfeni na retenci bazickych 1é¢iv. Mezi ¢lanky, jejichz informace jsou v tomto
piehledovém ¢lanku shrnuty, patii napt. publikace K. Croese a spol. [39], ktefi sledovali
zmény retence na zédkladé zmén vlastnosti MF. Byl zjistovan napi. vliv pH mobilni faze,
vliv podilu vody v MF, vliv iontové sily apod. Pti optimalizaci slozeni MF byly tedy
Cerpany informace pfedevSim z vySe zminénych publikaci; byly pouzity rizné pufry
(s odliSnym typem protiontu), rizné koncentrace, pH a podil organického modifikatoru.

Na pocatku byl jako MF pouzit roztok octanu sodného o koncentraci 65 mmol/l a pH
3,5; pritokova rychlost ¢inila 0,5 ml/min a objem nastiiku 5 ul. Vétsina z modelovych
analyti byla pfili§ silné zadrzovana v koloné; jejich prichod detektorem nebyl
zaznamenan do 60 minut.

Pro zkraceni retence byl v nésledujicim kroku zvysen pritok na 0,7 ml/min a kolona
zahtata na 35 °C. Zaroven byl snizen objem nastiiku na 2 pl. Na zac¢atku chromatogramu
byl pozorovan Sum zptisobeny pravdépodobné tim, ze vzorek nebyl rozpustén v MF, ale
pouze v methanolu. Retenéni ¢asy analytl byly opé&t ptili§ dlouhé.

DalS$im krokem optimalizace bylo zvySeni koncentrace pufru na 150 mmol/l a upraveni
jeho pH na hodnotu 4,9; ostatni parametry byly ponechdny nezménéné. Nekteré analyty
se podatilo detekovat v relativné kratkych retencnich casech, nékteré se opét zadrzovaly
pfilis dlouho. Eluci analyti z kolony bylo potfeba opét urychlit, tudiz byl zvySena hodnota
pH pufru na 6,7; ostatni parametry zlstaly totozné s pfedchozim krokem. Podafilo se
snizit retenci vSech analytl natolik, aby byly do 60 minut detekovany.

Nasledujicim krokem bylo pfidani methanolu jako organického modifikatoru do MF.
Pii pouziti smé&si 100 mmol/l octanu sodného o pH 6,7 a methanolu v objemovém poméru
70:30 se reten¢ni Casy analytli vyrazné zkratily, nicméné se stdle pohybovaly v fadu
desitek minut. Ani zvySeni pratokoveé rychlosti MF na 1,0 ml/min nezkratilo reten¢ni ¢asy

separovanych latek.
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Pti zvySeni koncentrace octanového pufru na 150 mmol/l ve vodné methanolické¢ MF
doslo ke snizeni retencnich Casti cca o 5-10 minut; vSechny analyty se podatilo detekovat
do 30 minut.

Dal8im postupem byla zména zastoupeni methanolu v MF (viz Graf 1), vliv obsahu
methanolu v mobilni fazi byl studovan v rozsahu 30 az 50 obj. %. Pfi zvySeni obsahu
methanolu v MF na 50 obj. % byly zaznamenéany retencni Casy kratsi nez 10 minut, ale

rozliSeni jednotlivych analytli nebylo dostatecné.

35

30

0 1 1 1 1 1
25 30 35 40 45 50 55

podil methanolu v mobilni fazi [obj. %]

—6— Amitriptylin —@—Klomipramin —— Chinidin —e—Prokain

—&—Imipramin —&— Trimipramin —&— Desipramin

Graf'1: Zavislost retencnich casii analytii na podilu methanolu v MF. Experimentadlni podminky:
octan sodny o koncentraci 150 mmol/l, pH = 6,7; priitok MF 1,0 ml/min, teplota kolony 35 °C.

Nasledné byl pufr smichan s methanolem v objemovych pomérech 60:40 a 65:35.
Hodnoty retencnich ¢asii byly od 10 do 15 minut pro MF obsahujici 40 obj. % methanolu
a od 10 do 22 minut pro MF s 35 obj. % methanolu, jak je mozné vidét ve vySe uvedeném
Grafu 1. Hodnoty reten¢nich ¢asit u druhé z variant byly uspokojivé, ale Sitky piki
dosahovaly né€kolika minut. Bylo proto nutné provadét dal$i zmény ve slozeni MF, aby
bylo dosazeno mensiho rozmyti pika separovanych latek.

Za ucelem zmenseni Sitky pikli bylo vyzkouSeno zvySeni koncentrace octanového

pufru na hodnotu 200 mmol/l pfi zachovani ostatnich podminek (pH 6,7; objemovy

25



pomér pufr:methanol 65:35, pritok 1,0 ml/min, teplota kolony 35 °C) a nésledné také
zvyseni prutokové rychlosti MF na hodnotu 1,2 ml/min. Ani jeden z vyse uvedenych
krokt nevedl ke zlepSeni tvaru pikti. Proto byl v dalSich krocich optimalizace slozeni MF
vymeénén roztok octanu sodného za roztok octanu amonného, protoze amonny kation by
mél vykazovat lepsi afinitu k pouzité SF nez ion sodny, a tedy by mél mit oproti sodnému
kationtu i vetsi elu¢ni silu.

Nasledné byl tedy pouzit roztok octanu amonného o koncentraci 200 mmol/l,
s hodnotou pH 6,7 ve smési s methanolem v poméru 65:35 (v/v). Pritok MF byl
1,2 ml/min a teplota kolony 35 °C. Retenc¢ni Casy analytli se pohybovaly piiblizné ve
stejnych hodnotéach jako pfi pouziti pufru se sodnym iontem, stejné tak tvar pikt byl
srovnatelny.

V dalsich optimaliza¢nich krocich byla mé€néna koncentrace pufru octanu amonného
od hodnoty 200 mmol/l do hodnoty 50 mmol/l. Zména koncentrace pufru ovliviiovala

retencni Casy analytd, jak je vidét v Grafu 2; ke zlepSeni tvaru pikli ale bohuzZel nedoslo.

60
50 r
40 r
e}
E 30 t
&
20 r
10 r
0 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250
Coctan amonny [mmOI/ l]
—6— Amitripitylin —e—Klomipramin —2— Chinidin
—— Prokain —&— [mipramin —&— Trimipramin

—&— Desipramin
Graf 2: Zavislost retencnich casu analytii na koncentraci octanu amonného. Experimentadlni
podminky: octan amonny ve smési s methanolem v poméru 65:35 (v/v), pH = 6,7, priitok MF
1,2 ml/min, teplota kolony 35 °C.

V dalsim kroku byl pouzit octan amonny o koncentraci 50 mmol/l a byl ménén obsah
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methanolu v MF od 35 obj. % do 80 obj. %. Zavislost reten¢nich ¢asli separovanych
analytii na obsahu methanolu v MF je zndzornéna v Grafu 3. Zména obsahu methanolu
vMF v systtmu IEC vyrazné¢ ovliviluje retenéni Casy studovanych analyti.
Ve studovaném rozsahu objemového zastoupeni methanolu v MF méni eluc¢ni poradi
latek, pro nékteré analyty ma zavislost retencniho casu na obsahu methanolu tvar
pfipominajici parabolu, ale k optimalizaci tvaru pikt tento faktor vyrazné nepiispiva.
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Graf 3: Zavislost retencnich casii analytii na podilu methanolu v MF. Experimentdlni podminky:
octan amonny, koncentrace 50 mmol/l, pH = 6,7; priitok MF 1,2 ml/min, teplota kolony 35 °C.

Ve snaze dosdhnout separace vybranych bazickych 1éCiv v rozumném case,
s dostateénym rozliSenim a uspokojivym tvarem pikt, byl jesté pouzit pufr o koncentraci
20 mmol/l; ostatni parametry zlstaly stejné. Nejprve byl vyzkousen pomér pufru ku
methanolu 40:60 (v/v), kdy se reten¢ni €asy analyti pohybovaly do 30 minut a tvary pikl
se zlepsily, poté s pouzitym pomérem 35:65 (v/v) doSlo k mirnému zkraceni retence
a zlepSeni tvaru piki a na zavér byly proméfeny jesté objemové pomeéry 25:75 a 20:80,

kdy se retencni ¢asy opét zacaly prodluzovat (viz Graf 4).

27



55 60 65 70 75 80
podil methanolu v mobilni fazi [obj. %]

—6— Amitriptylin —@—Klomipramin —&— Chinidin —&— Prokain

—&—[mipramin —&— Trimipramin —&— Desipramin

Graf 4: Zavislost retencnich casti analytit na podilu methanolu v MF. Experimentadlni podminky:
octan amonny o koncentraci 20 mmol/l, pH = 6,7, prutok MF 1,2 ml/min, teplota kolony 35 °C.

Jako nejvhodnéjsi MF pro separaci bazickych 1é€iv byla nakonec zvolena smés octanu
amonného o koncentraci 20 mmol/l a pH = 6,7; v poméru s methanolem 35:65 (v/v),
prutok MF 1,2 ml/min a teplota kolony 35 °C. Hodnota pH vodn¢ organické mobilni faze
byla 7,3 (zmé&feno elektrodou kalibrovanou pro vodné pufry [13]). V Grafech 5, 6 a 7 jsou
uvedeny chromatogramy modelovych bazickych analyti zmétené pii optimalizovanych

experimentalnich podminkach.
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Graf 5: Separace smesi prokainu a imipraminu. Experimentalni podminky: octan amonny
o koncentraci 20 mmol/la pH 6,7; v objemovém poméru s methanolem 35:65, pritok MF
1,2 ml/min, teplota kolony 35 °C. Koncentrace jednotlivych latek ve vzorku 0,5 mg/ml, objem
nastriku 10 ul. Absorbance merena pri 261 nm. A = systémovy pik, B = prokain,; C = imipramin.
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Graf 6: Separace smési trimipraminu a klomipraminu. Experimentalni podminky: octan amonny
o koncentraci 20 mmol/l a pH 6,7; v objemovém pomeru s methanolem 35:65, pritok 1,2 ml/min,
teplota kolony 35 °C. Koncentrace jednotlivych latek ve vzorku 0,5 mg/ml, objem nastriku 10 ul.
Absorbance mérena pri 261 nm. A = systémovy pik, B = trimipramin, C = klomipramin.
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Graf 7: Separace smési chinidinu, desipraminu a amitriptylinu. Experimentalni podminky. octan
amonny o koncentraci 20 mmol/l a pH 6,7; v objemovém poméeru s methanolem 35:65, pritok
1,2 ml/min, teplota kolony 35 °C. Koncentrace jednotlivych latek ve vzorku 0,3 mg/ml, objem
nastriku 10 ul. Absorbance mérena pri 245 nm. A = systémovy pik, B = amitriptylin,
C = desipramin, D = chinidin.

Po zjisténi vhodnych separac¢nich podminek pro modelové analyty, vybrana bazicka
1é¢iva, byla zmétena ve zvolené MF sada latek pro LSER a ziskény tak jejich retencni
Casy a retenc¢ni faktory. V literatufe pak byly dohledany potfebné molekulové deskriptory
(viz Tabulka 3), vyjimkou byl McGowantv charakteristicky objem 2,4,6-kolidinu, ktery
byl vypocitan, a veskeré hodnoty deskriptort D a D*. Pokud néktery z deskriptorti nebyl
nalezen, nebyla latka zatfazena do konecné vicendsobné linearni regrese. Mrtvy cCas
pouzity ve vypoctu retencniho faktoru byl ziskan vypoctenim aritmetického priméru
zosmi Cast systétmovych pikti zméfenych béhem méteni latek pro LSER. Pomoci
priméru mrtvého Casu a naméfenych retencnich Casti latek pro LSER byly vypocitany

jejich retencni faktory.
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Po ziskani vSech potiebnych dat byla z 33 hodnot reten¢nich faktord latek a jejich
molekulédrnich deskriptori pomoci softwaru NCSS provedena vicenasobnd linearni
regrese (viz Tabulka 4), ¢imZ byly ziskany regresni koeficienty Abrahamovy solvata¢ni
rovnice (viz strana 15 v kapitole 2 Teoretickd ¢ast) pro konkrétni chromatografické
podminky, a to stacionarni fazi v kolon¢ Phenosphere™ SCX a mobilni f4zi s hodnotou
pH* 7,3 sloZzenou z octanu amonného o koncentraci 20 mmol/l a methanolu v objemovém

poméru 35:65.
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Tabulka 3: Hodnoty regresnich koeficientit Abrahamovy solvatacni rovmice pro dané
experimentalni podminky ziskané vicendasobnou linearni regresi. Koeficient determinace
vicendsobné linedrni regrese R’ je roven hodnoté 0,7044.

Deskriptor Hodnota regresniho koeficientu Standardni chyba

E 1,325 5,309

S 1,461 5,269

A -2,793 3,065

B 1,044 3,319

V -8,055 5,822

D73 -10,980 3,622
D73 19,270 2,673

c (usek) 5,738 4,040

Jak je ze ziskanych hodnot patrné, nejvetsi vliv na retenci analytd na této iontove
vyménné koloné maji deskriptory D; 5 a Dy 3, ¢imz byl potvrzen predpoklad z publikace
R. L. Chirity a spol. [13]. JelikoZ se jedna o kolonu se silnou katexovou funkéni skupinou,
je nejvétsi prispévek k prodlouzeni retence analyti dan deskriptorem D;3; naopak
deskriptor D73 plsobi nejvEtsi mérou na snizeni retence analyti. Prokazatelny vliv na
sniZzeni retence ma zaroven i deskriptor V, tedy McGowanuv charakteristicky objem.
Znamena to tedy, Ze pfi separaci na této koloné je retence nejvice ovliviliovana iontovymi
(elektrostatickymi) interakcemi mezi analytem, SF a MF a urcitou mérou se podileji
1 disperzni nepolarnimi interakcemi. Vliv ostatnich deskriptorti (koeficienty E, S, 4, B)
na retenci analytll je nepriikazny, protoze hodnota standardni chyby daného koeficientu
je vetsi nez samotny regresni koeficient.

Koeficient determinace provedené vicenasobné linedrni regrese je roven hodnoté
0,7044. Pro zlepSeni hodnoty koeficientu determinace bude nutné upravit testovaci sadu
LSER analytt tak, aby bylo zastoupeno vice latek s ionogennim charakterem, které budou

pii zvoleném pH MF nést nabo;.
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5 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo pro modelové latky, v tomto piipadé bazicka léCiva,
optimalizovat experimentalni podminky pro jejich separaci na kolon¢ Phenosphere™
SCX, nasledné¢ pomoci metody LSER tuto kolonu chromatograficky charakterizovat
a zjistit hodnoty jednotlivych regresnich koeficientdt Abrahamovy solvatacni rovnice,
které jsou charakteristické pfimo pro urcity typ interakci v separa¢nim systému tvoreném
zvolenou staciondrni a mobilni fazi.

Bylo zvoleno sedm bazickych 1é¢iv jako modelovych latek, pro néz byla
experimentalné zjist€éna vhodnd MF - smés 20mM octanu amonné¢ho a methanolu
0 objemovém pomeéru 35:65, zdanlivé pH* mobilni faze je rovno hodnoté 7,3; pritok MF
1,2 ml/min a teplota kolony 35 °C. Tyto experimentalni podminky byly nasledné pouzity
pro metodu LSER, pfi niz byl u 33 latek zjistén retencni faktor a potiebné molekulové
deskriptory. Hodnoty byly poté podrobeny vicenasobné linedrni regresi, jejimz
vysledkem byly regresni koeficienty Abrahamovy solvata¢ni rovnice: e = 1,325;
s=1,461;a=-2,793; b=1,044; v=-8,055; d =-10,980; d" = 19,270 a usek ¢ = 5,738.
Bylo zjisténo, Ze retenci nejvice ovliviuji deskriptory D; 5 a D75, tedy elektrostatické
interakce mezi nabitou ¢asti molekuly analytu a katexovou funkéni skupinou stacionarni

faze Phenosphere™ SCX.
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