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1. POUZITE SYMBOLY

a aktivita

a aktivita i-té slozky

C analytick4 koncentrace latky

C molarni koncentrace i-tého iontu

E intenzita elektrického pole

Y, aktivitni koeficient i-tého iontu

I iontova sila

I elektricky proud

n dynamicka viskozita prostredi

K termodynamicka konstanta stability

K' zdanliva konstanta stability

K, aciditni disociacni konstanta

. celkova delka kapilary

l4 délka kapilary od vstupniho konce k detektoru

Moy aktualni pohyblivost i-teho iontu

Mo efektivni pohyblivost molekuly

Zlef prumérnd efektivni pohyblivost molekuly

Hetror efektivni pohyblivost molekuly korigovana na viskozitu zakladniho
elektrolytu

Heor elektroforetick& pohyblivost markeru elektroosmotického toku

U, elektroforeticka pohyblivost i-tého iontu

i limitni pohyblivost i-tého iontu

Hooi pozorovana elektroforeticka pohyblivost i-tého iontu

V, rychlost i-tého iontu v elektrickém poli

pK, zaporny dekadicky logaritmus aciditni disociaéni konstanty

pK, zaporny dekadicky logaritmus zdanlivé disociacni konstanty



celkovy naboj i-tého iontu

polomér i-tého iontu

¢as prtichodu markeru elektroosmotického toku detektorem
migra¢ni ¢as i-tého iontu

napéti vioZzené na elektrody

viskozitni korekéni faktor

nabojove Cislo i-tého iontu



2. POUZITE ZKRATKY

ACE
BGE
DMSO
COX
CZE
EOF
HVL
TM-B-CD
UVIVIS
NMR

afinitni kapilarni elektroforéza

zakladni elektrolyt

dimethylsulfoxid

cyklooxygenaza

kapilarni zénova elektroforéza
elektroosmoticky tok

Haarhoff-Van der Lindeho funkce
heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-B-cyklodextrin
ultrafialova a viditelna oblast spektra

nuklearni magneticka resonance



3. MOTIVACE A CiL DIPLOMOVE PRACE

Profeny jsou chiralni latky pouzivané jako Uuc€inné slozky léku
s protizanétlivym ucinkem (napf. Ibalgin, Fastum gel, Strefen a jiné). Za IéCivy
efekt je ve vétSiné pfipadd odpovédny pouze jeden z enantiomeru, pficemz
druhy ma obvykle pro organismus nezadouci Uc€inky. PfedevSim z tohoto
davodu jsou farmaceutické firmy nuceny monitorovat obsah nezadouci formy
pouzitého profenu v produkovaném IéCivu.

Jednotlivé enantiomery profend se shoduji ve vSech fyzikalné-
chemickych charakteristikach kromé& sméru otaceni roviny polarizovaného
svétla, a proto jsou v nechiralnim prostfedi nerozliSitelné. Jednim z moznych
Zzpusobu jejich separace je metoda kapilarni zonové elektroforézy s pridavkem
vhodného chiralniho aditiva (selektoru), které stereoselektivné rozpozna
jednotlivé enantiomery. Rozdilna afinita enantiomert ke zvolenému chiralnimu
aditivu, tedy rozdilna ,ochota“ jednotlivych enantiomert k tvorbé komplexu se
zvolenym chiralnim selektorem, je podstatou jejich CZE separace. Fyzikalni
veli¢inou popisujici afinitu enantiomeru k chirdlnimu selektoru je konstanta
stability. Cim je jeji hodnota vy3si, tim ,ochotné&ji* dany enantiomer vytvaii se
zvolenym chiralnim selektorem komplex. Konstanta stability tedy obecné hraje
kliCovou roli pfi navrZzeni a optimalizaci separacniho systému pro zkoumany
analyt.

Vzhledem k farmakologické vyznamnosti profent se jejich chiralni
separaci pomoci CZE zabyvala jiz fada vyzkumnych tymua. Nékteré svou
pozornost soustfedily na nalezeni optimalnich podminek pro jejich Uspésnou
enantioseparaci (volba pufru, pH, chiralniho selektoru, koncentrace slozek), jiné
tymy se pokusily na zakladé ziskanych experimentalnich dat stanovit konstantu
stability. VétSina publikovanych konstant stabilit profend s danym chiralnim
selektorem je tedy pevné svazdna s experimentalnimi podminkami pfi jejich
stanoveni (pH separaéniho pufru, iontova sila, atd.).

Cilem této diplomové prace je navrhnout postup pro stanoveni konstant

stability vybranych profent vyuzitim CZE tak, aby zavislost stanovovanych



hodnot na zvolenych separacnich podminkach byla co mozna nejmensi.
Z tohoto duvodu jsou dil€imi cili pfedkladané prace:
e sledovani tvaru pikd zkoumanych analytt a snim souvisejicim
zpusobem odectu jejich migracnich ¢asu,
* navrZzeni a testovani nékolika zpusobl korekce experimentélné
stanovenych pohyblivosti sledovanych latek na viskozité pouzitého

separacniho prostredi.



4. TEORETICKA CAST

4.1 KAPILARNI ZONOVA ELEKTROFOREZA
4.1.1 ZAKLADNI PRINCIP

Kapilarni zénova elektroforéza (capillary zone electrophoresis, CZE) se
fadi do skupiny kapilarnich elektromigraénich separacnich metod. Zakladnim
separaénim principem CZE je rozdilna elektroforetickd pohyblivost iontu
v separacnim pufru (tzv. zakladnim elektrolytu, background elektrolyte, BGE) po
vloZeni stejnosmérného elektrického pole. Lze ji tedy pouZit jen pro separaci
nabitych analytd. Pokud je do separa¢niho systému pfidano vhodné nabité
aditivum (napf. nabity cyklodexrin, nabité makrocyklické antibiotikum, nabity
polymer nebo jiné), mize byt CZE vyuZzita i pro separaci neutralnich analytd [1].
Nabité aditivum vytvofi s neutralnim analytem komplex, kterému udéli naboj.
Tento nabity komplex se pohybuje jinou rychlosti nez volny neutralni analyt.
Rozdilnd pohyblivost komplexu a volného neutralniho analytu pak muze vést

k jejich separaci.

4.1.2 INSTRUMENTACE

Pfistroj pro kapilarni zonovou elektroforézu je sloZzen ze vstupni
a vystupni nadobky (tzv. vialky), separaéni kapilary, zdroje vysokého napéti,
dvou elektrod, detektoru a pocitace, ktery zobrazuje vysledek separace a
souCasné umozniuje ovladani celé aparatury. ZjednoduSené schéma CZE
aparatury znazornuje Obr. 1.

Separacni kapilara je nejCastéji realizovana velmi tenkou kfemennou
trubi¢kou (o vnitfnim praméru mezi 25-100 um), jejiz vnéjSi povrch je pokryt
vrstvou polyimidu umoZiujici jeji tvarovou flexibilitu. Vzorek muze byt do
separacni kapilary davkovan dvéma zpusoby. NejCastéji se vyuZiva
hydrodynamického davkovani, kdy se napf. nadobka se vzorkem utésni a na
hladinu vzorku je pusobeno tlakem v podobé stlaéeného vzduchu. Pretlak ve

vialce zpUsobi nadavkovani vzorku do separacni kapilary. Nadavkovana zéna



vzorku ma pak stejné slozeni jako vzorek ve vialce. Druhy zplGsob davkovani je
elektrokineticky. Elektrokinetické davkovani je realizovano tak, Ze se na
elektrody po dobu nékolika sekund vlozZi tzv. davkovaci napéti. Elektrické pole
generované napétim zpasobi naputovani malého mnozstvi vzorku do kapilary.
Slozeni vzorku v kapilafe vSak neni identické se sloZzenim vzorku v davkovaci
nadobce, protoze vlivem elektrického pole dochazi ke zvyhodnéni kationtll nebo
aniontd.

K detekci analytu v kapilafe se stale Castéji vyuziva propojeni CZE
s hmotnostnim spektrometrem. Velmi cenné informace o procesu separace
prinasi také detekce vodivostni. NejCastéji se vSak vyuziva UV/VIS detekce, kdy

je méfena absorbance roztoku uvniti kapilary.

zdroj vysokeho
wy  napeti

separacni kapilara

UZEmnena
eleltroda

deteltor

zapisovac

vatupni  vzorek vyshapnd
nadobla nado

Obrazek 1: Schématické znazornéni CZE aparatury [2].



4.1.3 ELEKTROOSMOTICKY TOK

V pfipadé nej¢astéji pouzivanych kfemennych kapilar dochazi pfi pH
separacniho pufru vysSim nez dvé jednotky k disociaci silanolovych skupin na
vnitfnim povrchu kapilary. Vnitini povrch kapilary je tedy tvofen negativné
nabitymi kfemicitanovymi skupinami a vodikové kationy jsou pfichyceny
k vnitini sténé kapilary diky elektrostatickému pfitahovani. Po vloZeni napéti na
elektrody se vodikové kationty zacnou pohybovat ke katodé a strhavaji s sebou
veskery roztok v kapilafe. Tento pohyb se oznacuje jako elektroosmoticky tok
(electroosmotic flow, EOF). Velikost a smér EOF zavisi na typu kapilary. Pfi
pouziti kiemennych kapilar Ize smér i velikost EOF meénit v zavislosti na
separacnich podminkach (pH, koncentraci zakladniho elektrolytu, pfidavku
organického rozpoustédla ¢i povrchové aktivni latky).

Pro zjisténi sméru a pohyblivosti EOF se pouzivaji tzv. markery
elektroosmoézy, coz jsou latky bez naboje, které tedy nevykazuji vlastni
elektroforetickou pohyblivost a pohybuiji se rychlosti EOF.

4.1.4 DISPERZNI JEVY V CZE

Jako disperze v CZE jsou oznacovany jevy, které negativné pusobi na
tvar piku analytu — pfispivaji k jeho rozmyvani a deformaci. Mezi takové jevy se
fadi:

e podélna difaze,
» tepelné efekty (Jouleovo teplo),
» elektromigracni disperze (elektrodisperze),

e adsorpce na sténu kapilary.

Difazi je mysSlen tok hmoty v dusledku koncentra¢niho gradientu, ktery
rozmyva piky analytd. Nedeformuje vSak jejich gaussovsky tvar na
trojuhelnikovity. Difuzi nelze v kapilarni zénové elektroforéze eliminovat.

Po vloZzeni napéti na elektrody vznika v kapilafe elektricky proud

generujici Jouleovo teplo. Tim dochazi k ohfivani roztoku v kapilafe a zméné



jeho viskozity, coz vede ke zméné pohyblivosti vSech iontd pfitomnych
v separac¢nim elektrolytu. Vznik Joulova tepla Ize omezit napf. redukci praméru
kapilary, sniZzenim vodivosti zakladniho elektrolytu ¢i redukci separacniho
napéti.

K elektrodisperzi piku analytu dochazi tehdy, je-li nadavkovan analyt
o takové koncentraci, kterd ovliviiuje vodivost a pH zakladniho elektrolytu.
Pusobenim elektrodisperze se gaussovsky pik analytu deformuje na
trojuhelnikovity. Vlivem elektrodisperze rozliSujeme dva typy deformaci piku
analytu — tzv. tailing“ pik (rozmyta zadni hrana piku) nebo ,fronting” pik (pik
rozmyty vpredu). Elektrodisperze téz Uzce souvisi s pohyblivosti analytu a co-
iontu (ion BGE se stejnym nabojem jako analyt). Pohybuje-li se analyt rychleji
nez co-ion BGE, objevi se na elektroferogramu pik rozmyty vpfedu. Pohybuje-li
se analyt pomaleji nez co-ion, vytvofi se pik rozmyty vzadu. Potlageni
elektrodisperze lze docilit davkovanim vzorkd o velmi nizkych koncentracich a
vhodnou volbou slozeni zékladniho elektrolytu.

Deformaci piku €i Uplnou ztrdtu analytu ze vzorku miZe téz zpusobit
adsorpce analytu na vnitini sténu kapilary. Adsorpci Ize predejit vhodnou volbou

separacnich podminek (napf. pH, modifikaci vnitfniho povrchu kapilary).

415 ELEKTROFORETICKA POHYBLIVOST [3], [4]

Elektroforetick&d pohyblivost (mobilita) je pohyb ionta v elektrickém poli,
ktery je zplUsoben elektrostatickym pfitahovanim naboje iontu k opa¢né nabité

elektrodé. Elektroforeticka pohyblivost i-tého iontu 4 je definovana vztahem

M=, 1)

kde v, vyjadfuje rychlost i-tého iontu v elektrickém poli o intenzité E.
V realném roztoku je pohyblivost iontd vyrazné ovlivihiovana jejich
vzajemnym elektrostatickym pfitahovanim a je tedy zavisla na iontové sile

separac¢niho elektrolytu |  ktera je definovana vztahem



I =%Zcizf, )

kde c, je molarni koncentrace a z je nabojove Cislo i-tého iontu.

Pohyblivost i-tého iontu elektrolytu v roztoku o dané iontové sile je

oznacovana jako aktualni pohyblivost x4, . Ta s klesajici hodnotou iontové sily

roste a v nekone¢né zfedéném roztoku nabyva maximalni hodnoty, ktera je
oznacovana jako limitni (iontova) pohyblivost ;. ;. Limitni pohyblivost daného
iontu je zavisla pouze na pouZitém rozpoustédle a teploté. Limitni pohyblivosti
béZnych iontl Ize pro vodna rozpoustédla a teplotu 25 °C nalézt v tabulkach.
Slabé elektrolyty se v roztoku mohou vyskytovat ve vice formach.
O zastoupeni jednotlivych forem rozhoduje hodnota pH prostiedi. Pro slabé

elektrolyty byla tedy zavedena tzv. efektivni pohyblivost ., ktera vyjadfuje

pohyblivost molekuly jako celku a je definovana vztahem

n
zci M |Zi|

Hey =5—, ®3)
C

kde c je analyticka (celkova latkova) koncentrace slabého elektrolytu.
Pouzijeme-li u, definovanou timto vztahem, povazujeme pak pohyblivosti
vSech latek za kladné hodnoty.

Elektroforetickd pohyblivost i-tého iontu je pfimo Uumérna celkovému
naboji iontu Q,, nepfimo Umérna poloméru iontu r, a dynamické viskozité

prostfedi 77, jak vyplyva ze vztahu

(4)



Z tohoto vztahu také plyne velmi vyznamna zavislost pohyblivosti na teploté.
S rostouci teplotou se totiz snizuje viskozita prostfedi, a tim dochazi ke zvySeni

pohyblivosti vSech pfitomnych sloZek.

4.1.5.1 VYPOCET POHYBLIVOSTI Z ELEKTROFEROGRAMU

Elektroferogram je €asovy zaznam signalu detektoru. Zobrazuje zony
separovanych latek vzniklych béhem CZE analyzy v separacni kapilare
v podobé pikd, které nesou kvantitativni i kvalitativni informaci o analyzovanych
latkach.

Elektroforeticka pohyblivost markeru elektroosmozy

Elektroosmoticky tok pasobi v CZE neselektivng, avSak jeho smér a
velikost Uzce souvisi s pohyblivosti zkoumanych analytd. Elektroforetickou

pohyblivost EOF /... Ize vypoditat z ¢asu prichodu markeru elektroosmozy
detektorem t..-, ze znalosti celkové délky separacni kapilary |, délky kapilary

k detektoru |, a vlozeného napéti U

c_ (5)

Pozorovana elektroforeticka pohyblivost

Pozorovanou (zdanlivou) elektroforetickou pohyblivost i-tého iontu

Ize uréit z rovnice

/'Ipoz,i = : ! (6)



kde t,;,; je migracni Cas i-teho iontu.
Pokud se analyt a EOF pohybuji v separacni kapilafe stejnym smérem,

je mozné skute¢nou elektroforetickou pohyblivost i-teého iontu g vyjadfit

vztahem

:ui = :upoz,i _IUEOF' (7)

Pohybuiji-li se analyt a EOF opa¢nymi sméry, pak pro g plati

lui = IUEOF - :upoz,i ' (8)

4.1.5.2 APLIKACE HVL FUNKCE PRO STANOVENi MIGRA €NicH CASU
ANALYTU

Stanoveni pohyblivosti analytu z elektroforetickych experimentl a jejiho
vyuziti pro dalSi vypocty je vyznamné ovlivnéno tvarem piku sledovaného
analytu. Vykazuje-li pik zkoumaného analytu gaussovsky tvar (Obr. 2 (c)), pak
pro vypocet jeho pozorované pohyblivosti (6) pouzivame &as, ktery odpovida
vrcholu piku. Vrchol rozmytého (trojuhelnikovitého) piku se v Casové ose
posouva, a tudiz odecet migraéniho €asu z vrcholu piku zanaSi do vypoctu
pohyblivosti sledovaného analytu chybu. Odectem migracnich ¢asu analyt(
vykazuijici trojuhelnikovity tvar piku se v HPLC a CZE zabyvali Erny, Bergstrom
a Goodall [5], [6]. Pro odecteni migraéniho ¢asu navrhli vyuzit tzv. HVL funkci
(Haarhoff-Van der Linde function), jiZ jsou fitovany rozmyté piky zkoumanych
analytd. Prokazali, Ze jeden ze C¢tyf parametrd charakterizujici prolozeni
experimentalniho piku HVL funkci vypovida o hodnoté ,spravneho” migra¢niho
Casu analytu. K prolozeni experimentalné ziskanych pikd analytd rozmytych
vlivem elektrodisperze funkci HVL Ize v principu pouzit bézné dostupné
pocCitaové programy pro matematické a grafické zpracovani a zobrazeni

experimentalnich dat.



Obrazek 2: (a), (b) rozmyté (trojuhelnikovité) piky; (c) gaussovsky pik; (d), (e) piky fitované
HVL funkci. Pfevzato z [6].

4.2 CHIRALNI SEPARACE KAPILARNI ZONOVOU ELEKTROFORE ZOU
4.2.1 CHIRALNI LATKY [4], [7]

Molekuly se stejnou strukturou, ale ruznou konfiguraci (s rGzné
usporadanymi atomy €i skupinami atomu v prostoru) se nazyvaji stereocizomery.
Jako optické izomery se oznaduji stereoizomery, které obsahuji minimalné
jedno chirdlni centrum. Optické izomery otaceji rovinu polarizovaného svétla
o stejny dhel, ale opaénymi sméry. Takové molekuly jsou samy sobé
zrcadlovym obrazem a oznaduji se enantiomery. Enantiomer stacejici rovinu
polarizovaného svétla vlevo se nazyva levotoCivy (znacCi se D ¢i R) a
enantiomer stacejici rovinu polarizovaného svétla vpravo se oznacuje jako
pravotoCivy (zna¢i se L ¢i S). Racemat je smés obou forem enantiomeru
o stejnych koncentracich, ktera je tedy opticky neaktivni. Diastereoizomery jsou

optické izomery, u nichZ se mira otaceni lisi.

4.2.1.1 PROFENY

Profeny jsou derivaty 2-arylpropionové kyseliny. VSechny tyto kyseliny
jsou chiralni latky obsahujici chiralni uhlik v a—pozici propionové jednotky.

Z fyzikalné-chemického hlediska se jednd o slabé jednosytné kyseliny



s hodnotou aciditni disociaéni konstanty fadové 10™. Miru jejich disociace ve
vodnych roztocich Ize tedy ovlivnit volbou pH separacniho pufru. V zavislosti na
pH se v roztoku mohou vyskytovat jako neutralni molekuly a/nebo jako anionty,
tedy ve své disociované formé. Tab.1l zobrazuje struény prehled

systematickych néazv( a hodnot pK, vybranych profend. Na Obr. 3 jsou

znazornény jejich chemické struktury.

Tabulka 1: Néazvy vybranych profen.

Genericky nazev Systematicky (chemicky) nazev p K; [81, [9]
Flurbiprofen 2-(2-fluoro-4-bifenylyl)propionova kyselina 4,13
Ibuprofen 2-(4-isobutylfenyl)propionova kyselina 4,12
Ketoprofen 2-(3-benzoylfenyl)propionova kyselina 4,03
(S)-Naproxen (S)-(+)-2-(6-methoxynaftalen-2-yl)propionova kyselina 4,26

CHj;
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COOH H;C O
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FLURBIPROFEN IBUPROFEN
CH,
CH;
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HCO

KETOPROFEN NAPROXEN

Obréazek 3: Struktura vybranych profenu [8], [10].



Z farmakologickeho hlediska se profeny fadi do skupiny nesteroidnich
jako racematy €i s pfimési neaktivni formy. Lécivé ucinky ma ve vétsiné pfipadu
S-forma. V organismu dochazi k metabolické inverzi profenové R-formy na S-
formu [11], [12]. Rozsah této inverze zavisi na struktufe arylpropionové kyseliny
a zivocisném druhu [13]. Néktefi pacienti, zejména ve vysSim véku, mohou mit
metabolismus pomalejSi. Neaktivni enantiomer se potom vyskytuje v téle ve
vy8Sim mnozZstvi, coZ ma na organismus nepfiznivé Uc€inky. Kontrola optické
Cistoty IéCiva a separace jednotlivych enantiomert profenu je z tohoto hlediska
nezbytna.

Mechanismus pusobeni profenl je zaloZen na inhibici cyklooxygenaz
COX-1 a COX-2 (jedna se o enzymy na endoplazmatickém retikulu, které se
Gcastni premény kyseliny arachidonové, jez se uvolni z poSkozené membrany,
na prostaglandiny hrajici vyznamnou ulohu pfi zanétlivych procesech) [14].
LécCivy ucCinek vyplyva z inhibice cyklooxygenazy COX-2. Inhibici COX-1, které
se nelze vyhnout, je dosdhnuto spiSe nezadoucich uc€inka (napf. dysfunkce
krevnich desti¢ek) [15].

Profeny maji pfevazné analgeticky, antipyreticky a protizanétlivy ucinek.
Proto se uzivaji ke snizeni horecky, k potlaCeni bolesti, proti menstruaénim
kfe€im, k IéCbé zanétu, tkanovych zranéni, artritidy a jinych muskoskeletarnich
onemocnéni. K hlavnim nezZzadoucim G¢inkim uzivani profenu patfi problémy
s gastrointestinalnim traktem (nauzea, krvaceni, perforace), kardiovaskularnim
systémem (porucha krvetvorby, zvySené riziko infarktu myokardu), zrakové a
sluchové potize, naruSeni rovnovahy, hypertenze, porucha funkce jater nebo
ledvin a dalSi [14], [16]-[20].

4.2.2 PRINCIP CHIRALNI SEPARACE KAPILARNI zONOVOU
ELEKTROFOREZOU

Jednotlivé enantiomery opticky aktivniho analytu vykazuji v nechirainim
prostfedi shodnou elektroforetickou pohyblivost a jsou tedy z elektromigraéniho

hlediska nerozliSitelné. Jejich CZE separace vyZzaduje pfitomnost vhodného



aditiva, tzv. chiralniho selektoru, ktery je bud pfidan do BGE, nebo je navazan
na vnitfni sténu kapilary. Chiralni selektor tvofi s jednotlivymi enantiomery
zvoleného analytu diasterecizomerni komplexy stabilizované slabymi
(nekovalentnimi) mezimolekularnimi interakcemi (vazbami hydrofobnimi,
elektrostatickymi, van der Waalsovymi a vodikovymi mastky). Velmi ¢asto se na
vzniku vazby podili vice mechanismu a slabych interakci soucasné. Je-li afinita
k chirdlnimu selektoru pro jednotlivé enantiomery odliSna, liSi se pak jejich
elektroforetické pohyblivosti a muze dojit k jejich separaci.

4.2.2.1 FAKTORY OVLIVNUJICI CHIRALNI SEPARACI KAPILARNI
ZONOVOU ELEKTROFOREZOU

Chiralni separaci ovliviiuje fada faktord. Napf. pouZzitd koncentrace
zvoleného chirélniho selektoru ovliviiuje migracni ¢asy analytd, a tim i rozdily
v migra¢nich ¢asech mezi enantiomery. Za optimalni koncentraci selektoru je
povazovana ta koncentrace, pfi které je rozdil v migraCnich €asech mezi
enantiomery pouzitého analytu maximalni. Mezi dalSi faktory majici vliv na
chiralni separaci patfi pH a sloZeni separa¢niho pufru [21], [22], [23]. Hodnota
pH zakladniho elektrolytu ur€uje naboj analyzovanych latek, a také velikost a
smér EOF v kapilafe. Pfidavkem organické latky do zakladniho elektrolytu lze
ovlivnit rozpustnost analytu a selektoru, docilit zmény jejich vzajemné interakcni
rovnovahy, vodivosti BGE a pohyblivosti EOF [24]. Vlivem rozmér( kapilary na
chirani separaci se zabyval Pettersen [25]. Cim je pramér kapilary mensi a jeji
délka vétsi, tim se enantiomery analytu lépe rozdéli. Vyrazny vliv na oddéleni
enantiomerd ma i naboj vnitini stény kapilary. Ten Ize ménit tzv. coatingem.
Coating mize byt realizovan tak, Zze se vnitfni sténa kapilary pokryje latkou
modifikujici jeji ndboj, coZ m& za nasledek sniZeni interakce slozek separacniho
systému se sténou kapilary ¢i zménu pohyblivosti elektroosmotického toku.
V neposledni fadé ovliviiuje chiralni separaci také teplota a napéti viozené na

elektrody.



4.2.3 CYKLODEXTRINY

Mezi popularni a nejvice prostudované chiralni selektory patfi
cyklodextriny (CD) a jejich derivaty. Hojné se vSak pouZzivaji také makrocyklicka
antibiotika, necyklické oligosacharidy, polymerni chiralni selektory, peptidy a
proteiny ¢i crown ethery [26].

Nativni cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy, jejichZz strukturu tvofi
6 az 12 B-1,4-D-glykosidu spojenych a-1,4 vazbami. Nejcastéji se pouzivaji
cykly o Sesti, sedmi a osmi jednotkdch oznaCované jako a-, B- a y-cyklodextrin,

jejichz struktura je zobrazena na Obr. 4.

. <
a-cyclodextrin B-cyclodextrin Y-cyclodextrin
1 1.37nm | 1. 1.53nm 1.69 nm
0.57 0.78 0.95
. —
(5 >
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@ -cyclodextrin B-cyclodextrin 7 - cyclodextrin

Obréazek 4 : Struktura a, B, y-cyklodextrinu a schémata kavit cyklodextrin(i [1].

Ve vodnych roztocich pfipominaji nativni cyklodextriny tvarem duty
komoly kuzel. Pramér kavity se liSi v zavislosti na typu cyklodextrinu. Vné&jSi
povrch kavity je hydrofilni (diky sekundarnim 2- a 3-hydroxylovym skupinam na
SirSim okraji a primarnim 6-hydroxylm na uzSim okraji kavity). Vnitfni povrch
kavity je diky pfitomnosti vodikl a etherickych kyslik( hydrofébni. Vybrané

vlastnosti a-, - a y-CD jsou shrnuty v Tab. 2.



Tabulka 2 : Stru¢ny prehled vlastnosti a-, 3- a y-CD [1], [27].

Charakteristika a-CD B-CD y-CD
pocet glukosovych jednotek 6 7 8
relativni molekulova hmotnost 972 1135 1297
rozpustnost ve vodé [g/100ml] 14,5 19 23,2
pramér kavity [nm] 0,47-0,53 0,6-0,65 0,75-0,83
hloubka kavity [nm] 0,79+0,01 0,79+0,01 0,7940,01
PK, 12,33 12,20 12,08
vnittni objem kavity [nm?] 17,4 26,2 47,2

Nativni cyklodextriny jsou nenabité molekuly a z tohoto divodu mohou
byt vyuzity pouze pro CZE separaci nabitych analytd. Vhodnou substituci
nativnich CD se pfipravuji derivaty vykazujici lepSi rozpoznavaci schopnost vuci
vybranym typum analytd. NejcastéjSimi substituenty na cyklodextrinovém kruhu
jsou methyly a hydroxypropyly. Napf. methylovany B-CD je flexibilngjsi a m&
oproti nativnimu B-CD hlubSi kavitu kvuli redukci vodikovych muastka [1].

Pro separaci nabitych, ale i neutralnich latek se vyuZivaji nabité
cyklodextrinové  derivaty, které vykazuji v elektrickém poli vlastni
elektroforetickou pohyblivost. Oproti nativnim CD se vyznacuji téz vyrazné vysSi
rozpustnosti ve vodé. K €asto vyuzivanym nabitym selektordm patfi sulfatované
cyklodextriny. PodrobnéjSi popis vlastnosti a vyuZiti nékterych typa chiralnich

selektord byla vénovana kap. 3.3 bakalarské prace [26].



4.3 KONSTANTA STABILITY
4.3.1 DEFINICNI VZTAHY

Konstanta stability K (affinity, association, binding, complexation,
formation constant) popisuje tvorbu komplexu AS zvolného analytu A a
selektoru S. UvaZujeme-li interakci analytu a selektoru v jednotkovém

stechiometrickém poméru podle rovnice
A+S = AS, 9
pak je termodynamicka konstanta stability definovana relaci

a Cc
K - AS , reSp. K - ASyAS
aA aS CAyACSyS

(10)

kde a oznacuje aktivitu, ¢ molarni koncentraci a y aktivitni koeficient pfislusné
slozky reakce (9).

Nahrazenim aktivit jednotlivych sloZzek reakce pfisluSnymi molarnimi
koncentracemi (pfislusné aktivitni koeficienty povazujeme za jednotkové)

ziskame tzv. zdanlivou konstantu stability K [dm* mol™]

_ [AS]

K |A||S|’

(11)

kde symbol [ i ] vyjadfuje molarni koncentraci i-té slozky reakce.

4.3.2 FAKTORY OVLIVNUJICI HODNOTU KONSTANTY STABILITY

Hodnota termodynamické konstanty stability (10) je zavisla pouze na
teploté. Zdanlivad konstanta stability (11) vSak pfi zvolené teploté zavisi také na
iontové sile separacniho elektrolytu. V pfipadé vyuziti CZE pro stanoveni

konstant stability je ziskand hodnota konstanty navic ovlivhéna viskozitou



pouziteho zakladniho elektrolytu. Viskozita BGE ma na konstantu stability
neprimy vliv. Pfimo pusobi na pohyblivosti iontl v separaénim systému, které

jsou pak pouzity pro vypocet konstanty stability.

4.3.2.1 IONTOVA SILA

Pro stanoveni termodynamické konstanty stability je nezbytny vypocet
pFislusnych aktivitnich koeficientt, jak vyplyva ze vztahu (10). Aktivitni
koeficient zavisi na hodnoté iontoveé sily separacniho roztoku, na vlastnostech
pouzitého rozpoustédla a pfislusného iontu. Vypocet aktivitnich koeficientd
znesnadnuji ¢asto nedostupné hodnoty nabojovych cisel pfisluSnych iontd
(napf. v pfipadé tvorby komplexu s komeréné dostupnymi sulfatovanymi
cyklodextriny [28]). Vypocet iontové sily je moZzny pouze pfi znalosti pfesného
sloZzeni separacniho elektrolytu. V mnohych pfipadech je vSak poZadované
hodnoty pH zakladniho elektrolytu dosazeno titraci, coz nasledné vypocet

iontové sily znemoznuje.

4.3.2.2 VISKOZITA

Ke zméné viskozity separacniho systému dochazi tehdy, pfidavame-li
chiralni selektor pfimo do zakladniho elektrolytu. Se zvySujici se koncentraci
chiralniho selektoru roste viskozita zakladniho elektrolytu, a tim dochazi
k ovlivnéni pohyblivosti vSech pfitomnych latek.

V literatufe bylo popsano nékolik zpusoblu korekce pohyblivosti
sledovanych iontd na viskozitu BGE. Jednou z moznosti je vyuziti tzv. markeru
viskozity, tj. latky, jejiz pohyblivost je ovliviiovana pouze zmeénou viskozity
zakladniho elektrolytu. Nalezeni takového viskozitniho markeru je pomérné
problematické, nebot pohyblivost tohoto markeru by neméla byt ovlivnéna
interakci se Zzadnou ze slozek separacniho systému (analytem, selektorem ani
pufrem) ani se sténou kapilary. Jeho velikost, ndboj a struktura by se mély co
mozna nejvice ,podobat‘ vlastnostem sledovaného komplexu. Pfi pouZiti

markeru viskozity lze viskozitni korekéni faktor o wur€it jako pomér



elektroforetickych pohyblivosti viskozitniho markeru M v BGE bez pfidavku

selektoru 4, , a v BGE s urcitou koncentraci selektoru g,

Huo

U= .
Hy

(12)

Analogicky jako pfi pouziti viskozitniho markeru lze korekéni faktor v

ziskat pomoci poméru proudu [29] v BGE bez pfidavku selektoru |, a pfi urcite

koncentraci selektoru 14
I
v=—2 (13)

Dalsim mozZnym zpUsobem korekce pohyblivosti iontl na viskozitu BGE
je pouziti metody mobilitnich pomérd [30]. Korekéni faktor v Ize ziskat

z poméru pozorované elektroforetické pohyblivosti i-tého iontu 4, a

z pohyblivosti markeru EOF i ¢

p=Fos (14)
Heor

Neéktefi autofi provadéji stanoveni viskozitniho korekéniho faktoru
pfimym méfenim viskozity pouzivanych pufri viskozimetrem. Tento pfistup
ovSem zameénuje tzv. makroskopickou viskozitu (veli€ina, jejiz hodnotu lze
stanovit viskozimetrem) s tzv. mikroskopickou viskozitou, jak zminhuje Erdey-
Graz [31]. Pohyblivost ,malych* iontd je ovliviiovana mikroviskozitou
separa¢niho prostfedi. Pokud vSak ,mala“ molekula analytu komplexuje
s ,velkym*“ selektorem jako je napf. cyklodextrin, je pak pohyblivost vzniklého

komplexu zavisla na makroviskozité prostredi [32].



4.3.3 PUBLIKOVANE POSTUPY STANOVENI KONSTANT STABIL ITY
METODOU CZE

Ke stanoveni konstant stability je mozno vyuzit rizné experimentalni
pfistupy a metody (napf. UV/VIS, NMR) vcéetné postupl elektroforetickych.
Kapilarni zénovou elektroforézu pro stanoveni konstant stability vyuZila cela
fada vyzkumnych tym [8], [33], [34], [35]. Konstanty stability konkrétné profena
se zvolenym chiralnim selektorem byly elektroforeticky stanoveny Lelievrem a
Gareilem [8]. VyuZili separacnich pufrd o rlznych hodnotach pH, v nichz
stanovili pfislusné efektivni pohyblivosti zkoumaného profenu pfi dvou rdznych
koncentracich pouzitého chirainiho selektoru. ReSenim soustavy dvou rovnic
o dvou neznamych pak vypocitali hledanou konstantu stability a pohyblivost
vzniklého komplexu. Takto navrzeny postup stanoveni konstant stability profen(
vSak nebere v Gvahu nékteré podstatné aspekty. Pfi jedné ze zvolenych hodnot
pH separacniho pufru (pH 4) se profeny vyskytuji jak ve své nabité, tak i
nenabité formé, pfiCemz obé formy se zvolenym chiralnim selektorem
interaguji. Interakce nenabité formy profenu s pouzitym chiralnim selektorem
nebyla autory zmifiované prace vzata v Uvahu. Vypocet hodnoty iontové sily
zékladnich elektrolytd je do znac¢né miry ovlivnén zpusobem pfipravy
separacnich pufrd. Pufry byly pfipravovany titraci pouzité kyseliny hydroxidem
sodnym, aby bylo dosazeno pozadované hodnoty pH, tudiz pfesné slozeni
pufrd (koncentrace jednotlivych slozek) pravdépodobné neni znamo. Navic
autory uvadéna hodnota iontové sily pouZivanych pufri (75 mmol dm?) je
pomérné vysoka a stanovené zdanlivé konstanty stability se tedy budou

vyznamné liSit od termodynamickych.



5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 POUZITE CHEMIKALIE

Monohydrat hydroxidu lithného (99%) a heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-3-
cyklodextrin (TM-B-CD) (98%) byly dodany firmou Fluka (Seelze, Némecko). B-
Alanin (99%), dimethylsulfoxid (DMSO) (99,9%), (S)-(+)-flurbiprofen (98%), (R)-
(-)-flurbiprofen (97%), (S)-(+)-ibuprofen (99%), (S)-(+)-ketoprofen (99%), (S)-
(+)-naproxen (98%) byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (Praha, Ceskéa
republika). Racemick& smés flurbiprofenu pochazela od firmy Boots Chemicals
(Londyn, Velkd Britanie). Kyselina octova (99%) byla vyrobena spolecnosti
Penta (Praha, Ceskéa republika). Thiomo&ovina (99%) a chlorid draselny (p.a.)

byly dodény firmou Lachema (Brno, Ceska republika).

5.2 INSTRUMENTACE A PROGRAMY

Instrumentace

Méfeni pH bylo provadéno na digitalnim pH-metru PHM 220
s kombinovanou sklenénou elektrodou od firmy Radiometer (Kopenhagen,
Dansko). Ke kalibraci pH-metru byly pouzity technické pufry od firmy
Radiometer (Kopenhagen, Dansko). V kyselé oblasti pH byl pouzit technicky
pufr o hodnoté pH 1,679, v neutralni oblasti o hodnoté pH 7,000 a v zasadité
oblasti o hodnoté pH 12,45.

V&echny elektroforetické experimenty byly proméfeny na HP*°CE
systému pro kapilarni elektroforézu (Agilent Technologies, Waldbronn,
Némecko). Tento pfistroj byl vybaven spektrofotometrickym UV/VIS detektorem
s diodovym polem a bezkontaktnim vodivostnim detektorem [36].

Pro vSechny experimenty byla pouzZita nepokryta kiemenna kapilara
(Composite Metal Services LTD, Hallow, Velka Britanie) s vnitinim primérem
50 um o celkoveé délce pfiblizné 60 cm. Nova kapilara byla promyvana 15 minut
destilovanou vodou, 5 minut 0,1 mol dm™ NaOH, 15 minut destilovanou vodou

a 10 minut pfislusnym separac¢nim pufrem. Pro ustaleni elektroosmotického



toku byla kapilara naplnéna prislusnym separa¢nim pufrem a na elektrody bylo
vloZzeno napéti 15 kV po dobu 30 minut. Pfed kazdym experimentem byla
kapilara proplachovana pfislusnym zakladnim elektrolytem po dobu 3 minut.
VSechny elektroforetické experimenty probihaly pfi napéti 20 kV. Termostat
zajistujici temperovani kazety s kapilarou byl nastaven na teplotu 25 °C.
VSechny roztoky byly pfipraveny z destilované vody, produkované
purifikatorem od firmy Miele (Brno, Cesk& republika). Pomoci filtr o velikosti
pord 0,2 um od firmy Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika) se filtrovaly

vSechny pouzité pufry.

Programy

Aparaturu  HP®PCE systému ovladal a Fidil software Agilent
ChemStation, ktery slouZil také ke sbéru a vyhodnoceni experimentalnich dat.
Pro nalezeni slozeni vhodnych zakladnich elektrolytd bylo vyuZzito programu
PeakMaster [37]. Pro vyhodnoceni a grafické znazornéni experimentalnich dat

byl pouzit program Origin 8 (Origin Corporation, Northampton, MA, USA).

5.3 PRIPRAVA SEPARA CNIiCH ROZTOKU

Acetatovy pufr o pH 4,88 byl pfipraven smichanim pfislusného objemu
zasobniho roztoku kyseliny octové o koncentraci 0,0965 mol dm™ a pevného
hydroxidu lithného.

B-alaninovy pufr o hodnoté pH 10,30 byl pfipraven navazenim
prislusného mnozstvi B-alaninu a hydroxidu lithného. Tab. 3 shrnuje zakladni
Udaje tykajici se vlastnosti a sloZeni pouzitych pufru.

Zasobni roztoky vSech profent o koncentraci 0,3 mmol dm™ byly
pfipraveny navazenim pfislusného mnozstvi pevného analytu a jeho
rozpusténim v separaénim pufru. VSechny zasobni roztoky analytd byly
sonifikovany. K pfipravé vzorku pro CZE separaci bylo dané mnoZstvi
zasobniho roztoku analytu rozpusténo v pouzitém pufru tak, aby vysledna

koncentrace analytu ve vzorku byla 0,125 mmol dm.



Zasobni roztok chiralniho selektoru o koncentraci 60 mmol dm™ byl
pfipraven navazenim pfislusného mnozstvi heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-p-
cyklodextrinu a jeho rozpusténim v separa¢nim pufru. Separacni pufry o dané
koncentraci TM-B-CD pak byly pfipraveny smichanim pfislusného objemu
zasobniho roztoku TM-B-CD a pufru. Zakladni elektrolyty byly filtrovany.

Zasobni roztok DMSO (2% obj.) vznikl smichanim 99,9% DMSO
s acetdtovym pufrem. Koncentrace DMSO v analyzovaném vzorku byla
0,033%.

Zasobni roztok thiomogoviny o koncentraci 10 mmol dm™ byl pfipraven
rozpusténim pfislusného mnozstvi thiomocoviny v B-alaninovém pufru.
Koncentrace thiomog&oviny ve vzorku pro CZE analyzu byla 0,5 mmol dm™,

Zasobni roztok KCI o koncentraci 10 mmol dm™ byl ziskan navaZenim
daného mnozstvi KCI. V separa¢nim vzorku byl tento marker viskozity pfitomen

v koncentraci 1,7 mmol dm.

Tabulka 3 : Slozeni pufrd, jejich teoretické a experimentalni pH (pPHiweor. @ PHexp,) @ iontova sila

().
oufr C(L|OH-H2_(3)) C(CH3CO(?3H) C(B-alamz) PHeor.  PHexp. |
[mmol dm™] [mMmol dm™]  [mmol dm™]

acetatovy 4,80 8,00 - 490 4,88 4,81
B-alaninovy 5,00 - 10,00 10,18 10,30 4,99

[mmol dm'3]




6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 NAVRZENi METODY PRO STANOVENi KONSTANT STABILITY
METODOU CZE
6.1.1 ODVOZENi TEORETICKYCH VZTAHU

Profeny se fadi do skupiny slabych kyselin o hodnotach pK, pfiblizné

Ctyfi jednotky, jak je uvedeno v Tab. 1. V prostfedi o pH v intervalu pfiblizné 2-7
jednotek se profeny tedy vyskytuji ve své neutralni i nabité (aniontové) formé.
Je-li v takovém prostfedi navic pfitomen jeSté nenabity cyklodextrin vytvarejici
komplex sobéma formami pfitomného profenu a za predpokladu, ze
stechiometrie komplexotvornych reakci je 1:1, Ize takovy systém popsat

nasledujicimi rovnicemi

HP + H,0O K= P~ + H30"
+ -+
CD CD , (15)
1 Kieeo f Keeo
HPCLC PCD

kde HP znaci neutralni molekulu profenu, P~ anion profenu, CD oznaduje
neutralni cyklodextrin a HPCD a PCD™ symbolizuji nenabity komplex neutralni
formy profenu s CD, respektive nabity komplex CD-anion profenu.

Aciditni rovnovaha profenu je popsana zdanlivou disociacni konstantou

_ |not||P]

Ka _[m_.

(16)



Symboly K,oep @ Kpep Ve schématu (15) oznaluji konstanty stability
charakterizujici tvorbu komplexu pfislusné formy profenu a pouZitého

neutralniho CD. Zdanlivé konstanty stability K, .., @ K. ze tedy vyjadfit

[HPCD|

. —[HP] [CD] (17)

[elog

e e Jleo] 4o

Pouzijeme-li vySe popsany systém, tedy separacni pufr o pH vrozmezi 2-7
jednotek s pfidavkem neutrainiho cyklodextrinu, jako zakladni elektrolyt pro

CZE a davkujeme-li profen, Ize efektivni pohyblivost profenu vyjadfit vztahem

PO Y e (19)

o) o) aktPCD ™

kde c oznacuje celkovou latkovou (analytickou) koncentraci profenu. Analyticka
koncentrace profenu je dana souctem koncentraci vSech forem, v nichz se

vybrany profen v separa¢nim systému vyskytuje, tedy
c= [P |+[HP]+[HPCD] + |PCD|. (20)

Vyjadfenim napf. koncentraci forem P, HP, a PCD™ (ze vztaht (16), (17), (18))

a jejich dosazenim do rovnice (20) dostavame vyraz

K,[HPcD] , [HPCO)
KI'-IPCD [CD] I.H 30+J KI'-IPCD [CD]

Koo Ko [HPCD)

+[HPCD] + ,
e+ o]

(21)

ze kterého Ize vyjadfit koncentraci neutralniho komplexu HPCD



c
: a . - 1 +1+ ‘K":’CQ Ka R
KHPCD[CD] I.H 30 J KHPCD [CD] KHPCD |_H3O ]

[HPCD] = (22)

Dosazenim zmifovanych vztaht a naslednou matematickou Upravou ziskame

vztah pro efektivni pohyblivost zvoleného profenu ve tvaru

K’

a

Hor = K, + [H30+]+ K pco [H30+] [CD] + Koo K, [CD] ('UaktP’ * Ko [CD] Hyapco )
(23)

Vztah (23) vyjadfuje zavislost efektivni pohyblivosti vybraného profenu na
koncentraci pouzittho CD. Proméfenim experimentalni zavislosti efektivni
pohyblivosti zvoleného profenu na koncentraci chiralniho selektoru Ize vztah

(23) pouzit k nelinearni regresi experimentalné ziskanych dat. V separa¢nim

pufru o zvolené hodnoté pH (tedy urcité hodnoté [H30+J) jsou parametry této
nelinearni regrese zdanlivé konstanty stability vznikajicich komplext K, .., a

Koep, aktualni pohyblivosti nabitych forem profenu My @ Mygpey @ hodnota

piisludné zdanlivé disociacéni konstanty K.

6.1.2 VOLBA SEPARA CNiCH PODMINEK

Experimentalni proméreni zavislosti efektivni pohyblivosti vybraného
profenu na koncentraci zvoleného chiralniho selektoru Ize realizovat napf.
metodou tzv. afinitni kapilarni elektroforézy (affinity capillary electrophoresis,
ACE) [38]. Experimentalni usporadani ACE spociva v pfidavani jedné ze slozek
(analytu nebo selektoru) do pufru a davkovani druhé slozky, pficemz
koncentrace slozky pfidavané do pufru se méni.

Pomérné obsahla skupina profenl byla pro nasSe Ucely zredukovana a
jako analyty byly vybrany enantiomery (S)-(+)-ibuprofen, (S)-(+)-ketoprofen, (S)-
(+)-naproxen, (S)-(+)-flurbiprofen, (R)-(-)-flurbiprofen a racemicka smés



flurbiprofenu. Na zakladé publikovanych vysledkd chiralnich separaci profen(
[8], [39] byl jako vhodny chiralni selektor zvolen heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-3-
cyklodextrin, ktery se ve vodnych roztocich vyskytuje jako nenabita molekula a
vykazuje dobrou rozpustnost.

Acetatovy pufr o teoretické hodnoté pH 4,90 a iontové sile pfiblizné 5
mmol dm™ byl zvolen jako separaéni pufr a DMSO jako marker EOF. P¥i dané
hodnoté pH acetatového pufru je DMSO neutralni molekula, jejiz interakce se

sloZzkami separacniho systému nebyly v literatufe popsany.

6.1.3 EXPERIMENTY V ACETATOVEM PUFRU

V acetatovem pufru byla proméfena zavislost efektivni pohyblivosti (S)-
(+)-,(R)-(-)-flurbiprofenu a racemické smeési flurbiprofenu na koncentraci TM-[3-
CD v rozmezi 0-50 mmol dm™. Koncentrace TM-B-CD v separaénim pufru byly
0,1, 3,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 a 50 mmol dm™. Pro koncentrace 0, 1,
3, 5, 10, 15, 20, 25 a 30 mmol dm™® TM-B-CD v separaénim pufru byly
promeéreny efektivni pohyblivosti pro (S)-(+)-ibuprofen a (S)-(+)-naproxen. Pro
koncentrace o hodnotach TM-3-CD 0, 2, 4, 5, 8, 10, 13, 15, 18, 20, 23, 25,28 a
30 mmol dm™ byly proméreny efektivni pohyblivosti (S)-(+)-ketoprofenu. KaZdy
experiment byl opakovan tfikrat. Na Obr. 5 a 6 je znazornén typicky zaznam
UVIVIS detektoru pro (S)-(+)-,(R)-(-)-flurbiprofen v acetatovém  pufru

s pridavkem TM-B-CD o koncentracich 0, 10 a 30 mmol dm.
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Obrazek 5: Zaznam UV/VIS detektoru pro (S)-(+)-flurbiprofen v acetatovém pufru o pH 4,88
obsahujicim (a) 0 mmol dm™, (b) 10 mmol dm™, (c) 30 mmol dm™ TM-B-CD.
Separacni kapilara o vnitfnim praméru 50 ym, 50,7/59,2 cm detektor/celkova
délka; separacni napéti 20 kV; teplota 25 °C. Davkovany vzorek (S)-(+)-
flurbiprofenu 0,125 mmol dm™ a DMSO 0,033%; davkovani 15 mbar 6s.
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Obrazek 6: Zaznam UV/VIS detektoru pro (R)-(-)-flurbiprofen v acetatovém pufru o pH 4,88
obsahujicim (a) 0 mmol dm™, (b) 10 mmol dm™, (c) 30 mmol dm™® TM-B-CD.
Separacni kapilara o vnitfnim praméru 50 ym, 47,8/56,3 cm detektor/celkova
délka; separac¢ni napéti 20 kV; teplota 25 °C. Déavkovany vzorek (R)-(-)-
flurbiprofenu 0,125 mmol dm™ a DMSO 0,033%, davkovani 15 mbar 6s.



Obr. 7 znazorfiuje sadu elektroferogram( racemické smeési flurbiprofenu
v acetatovém pufru s 0, 25 a 50 mmol dm™ TM-B-CD. K separaci jednotlivych
enantiomeru racemické smési flurbiprofenu doslo pfi koncentraci TM-B-CD
vy$8i nez 25 mmol dm™, co? je v souladu s publikovanymi vysledky [39].
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Obrazek 7: Zaznam UV/VIS detektoru pro racemickou smés flurbiprofenu v acetatovém pufru
0 pH 4,88 obsahuijicim (a) 0 mmol dm™, (b) 25 mmol dm?, (c) 50 mmol dm™ TM-B-
CD. Separacni podminky: stejné jako u Obr. 5.

Typické elektroferogramy (S)-(+)-ibuprofenu, (S)-(+)-ketoprofenu a (S)-
(+)-naproxenu v acetatovém pufru obsahujicim TM-B-CD o koncentracich 0, 10

a 30 mmol dm™ jsou zobrazeny na Obr. 8, 9, 10.
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Obrazek 8: Zaznamu UV/VIS detektoru pro (S)-(+)-ibuprofen v acetatovém pufru o pH 4,88
obsahujicim (@) 0 mmol dm™, (b) 10 mmol dm™, (c) 30 mmol dm™ TM-B-CD.
Separacni kapilara o vnitinim prméru 50 ym, 47,8/56 cm detektor/celkova délka;
separacni napéti 20 kV; teplota 25 °C. Davkovany vzorek (S)-(+)-ibuprofenu 0,125
mmol dm™ a DMSO 0,033%, davkovani 15 mbar 6s.
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Obrazek 9: Zaznam UV/VIS detektoru pro (S)-(+)-ketoprofen v acetatovém pufru o pH 4,88
obsahujicim (a) 0 mmol dm™, (b) 10 mmol dm™, (c) 30 mmol dm™ TM-B-CD.
Separacni podminky: stejné jako u Obr. 8.
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Obrazek 10: Zaznam UV/VIS detektoru pro (S)-(+)-naproxen v acetatovém pufru o pH 4,88
obsahujicim (a) 0 mmol dm™, (b) 10 mmol dm™, (c) 30 mmol dm™ TM-B-CD.
Separacni podminky: stejné jako u Obr. 8.

6.1.4 ODECET MIGRACNICH CASU ANALYTU V ACETATOVEM PUFRU

Piky sledovanych analyt ziskané pfi CZE experimentech v acetatovém
pufru vykazovaly vlivem elektromigracni disperze rozmyty trojuhelnikovity tvar.
Pro odecet migracnich ¢asl bylo vyuZito fitovani experimentalnich pikd analytl
HVL funkci. Porovnanim pozorovanych pohyblivosti analytu vypocitanych
z migracnich ¢asu ziskanych pomoci HVL funkce a pozorovanych pohyblivosti
analytu vypocitanych pomoci migra¢nich ¢asu ziskanych z vrcholu pikd byla
zjisténa odchylka pfiblizné 1,9 %. Ztohoto davodu Ize pfispévek
elektromigracni disperze k rozmyvani pikd sledovanych analytd povazovat za
zanedbatelny, tedy nemajici vliv na vypoCet pozorované pohyblivosti
zkoumanych analytu z jejich migra¢nich ¢asu. Proto se HVL funkce pro odecet

migracnich ¢asu analytl v acetatoveého pufru dale nepouzivala.



6.1.5 ZAVISLOST EFEKTIVNICH POHYBLIVOSTIi NA KONCENTRACI
CYKLODEXTRINU V ACETATOVEM PUFRU

Efektivni  pohyblivosti sledovanych analytd v acetatovém pufru
o riznych koncentracich TM-B-CD byly vypocitany pomoci vztaht (6) a (8) a
zaznamenany do grafll v zavislosti na koncentraci TM-B-CD v zakladnim
elektrolytu. Pro vSechny zkoumané analyty jsou ziskané zavislosti zobrazeny na
Obr. 11 az 17. Tab. 4 az 10 uvadi pramérné hodnoty stanovenych efektivnich
pohyblivosti sledovanych analyti. Pro grafické znazornéni vSak byly vyuzity
vSechny efektivni pohyblivosti vypoctené ze tfi provedenych experimentd pfi
dané koncentraci TM-B-CD v BGE. Z grafického zobrazeni zavislosti efektivnich
pohyblivosti na koncentraci TM-B-CD vBGE (Obr. 11 az 17) i z hodnot
efektivnich pohyblivosti uvedenych v Tab. 4 az 10 je patrné, Ze se vzrustajici
koncentraci TM-B-CD v separa¢nim pufru klesa efektivni pohyblivost analytd.
Dlvodem sniZzovani efektivni pohyblivosti profenu s rostouci koncentraci TM-[3-
CD v zakladnim elektrolytu je pfedevSim tvorba komplexu mezi profenem a TM-

B-CD a také rostouci viskozita BGE.
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Obrazek 11:  Zavislost efektivni pohyblivosti (S)-(+)-flurbiprofenu na koncentraci TM-B-CD
v acetatovém pufru.

Tabulka 4: Primérné hodnoty efektivnich pohyblivosti (S)-(+)-flurbiprofenu v acetatovém
pufru s pfidavkem TM-B-CD.

Crm -B-CD /'Ief,(s)—(+)—flurbiprofen
[mmol dm™] [10° m?VisY]
0 19,43
1 11,17
3 7,73
5 6,82
10 5,67
15 5,01
20 4,62
25 4,30
30 3,97
35 3,74
40 3,53
45 3,32

50 3,41
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Obrazek 12:  Zavislost efektivni pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu na koncentraci TM-B-CD
v acetatovém pufru.

Tabulka 5: Primérné hodnoty efektivnich pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu v acetatovém
pufru s pfidavkem TM-B-CD.

Crm-p-cp H et (Ry~(~)~flurbiprofen
[mmol dm™] [10° m*V?'s™]
0 19,67
1 11,29
3 7,81
5 6,65
10 5,46
15 3,67
20 4,36
25 3,97
30 3,74
35 3,69
40 3,39
45 3,17

50 3,01
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Obrazek 13:  Zavislost efektivni pohyblivosti (S)-(+)-flurbiprofenu z racemické smési na
koncentraci TM-B-CD v acetatovém pufru.

Tabulka 6: Primérné hodnoty efektivnich pohyblivosti (S)-(+)-flurbiprofenu z racemické
smési v acetatovém pufru s pfidavkem TM-B3-CD.

Crm -B-CD luef,(S)—(+)—f|urbiprofenracemét
[mmol dm™] [10° m2Vis

0 18,88

1 10,75

3 7,60

5 6,47

10 5,29

15 4,95
20 4,43
25 4,21
30 4,03
33 3,99
35 3,83
38 3,73
40 3,76
45 3,50

50 3,38
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Obréazek 14: Zavislost efektivni pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu z racemické smési na
koncentraci TM-B-CD v acetatovém pufru.

Tabulka7:  Pramérné hodnoty efektivnich pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu z racemické
smési v acetatovém pufru s pfidavkem TM-3-CD.

Crm -B-CD Iuef,(R)—(—)—flurniprofen;acemét
[mmol dm] [10° m?Vvis?

0 18,88
1 10,75

3 7,60

5 6,47

10 5,29

15 4,95

20 4,43

25 3,96

30 3,73

33 3,68

35 3,51

38 3,37

40 3,39

45 3,10

50 2,96
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Obrazek 15:  Zavislost efektivni pohyblivosti (S)-(+)-ibuprofenu na koncentraci TM-B-CD
v acetatovém pufru.

Tabulka 8: Pramérné hodnoty efektivnich pohyblivosti (S)-(+)-ibuprofenu v acetatovém
pufru s pfidavkem TM-B-CD.

Crm -B-CD /'Ief,(s)—(+)—ibuprofen
[mmol dm] [10° m?Vvis?
0 16,89
1 11,39
3 7,52
5 5,86
10 4,32
15 2,55
20 3,12
25 2,35

30 2,55
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Obrazek 16:  Zavislost efektivni pohyblivosti (S)-(+)-ketoprofenu na koncentraci TM-B-CD
v acetatovém pufru.

Tabulka 9: Prdmérné hodnoty efektivnich pohyblivosti (S)-(+)-ketoprofenu v acetatovém
pufru s pfidavkem TM-3-CD.

CTM -B-CD /'Ief,(s)—(+)—ketoprofen
[mmol dm™] [10° m?Vis
0 18,56
2 16,84
4 15,06
5 14,18
8 12,89
10 10,92
13 10,74
15 10,21
18 9,31
20 8,87
23 8,35
25 7,99
28 7,56

30 7,30
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Obrazek 17:

Tabulka 10:

20

16

12

X
X
X
¥
X
X X X X
X
[ R T R R RPN
0 5 10 15 20 25 30
CTM-B-CD [mmol dms]

Zavislost efektivni pohyblivosti (S)-(+)-naproxenu na koncentraci TM-3-CD
v acetatovém pufru.

Pramérné hodnoty efektivnich pohyblivosti (S)-(+)-naproxenu v acetatovém
pufru s pfidavkem TM-B-CD.

Crm -B-CD luef,(S)—(+)—napr0xen
[mmol dm™®] [10° m*V?'s™]

0 18,26

1 13,47

3 9,11

5 6,95

10 4,73

15 2,54

20 3,09

25 2,26

30 2,40




6.1.6 STANOVENI KONSTANT STABILITY V ACETATOVEM PUF RU

V acetatovem pufru o pH 4,88 se profeny ucastni vSech rovnovah
uvazovanych ve schématu (15). Dochazi tedy k ustaveni rovnovahy mezi
nedisociovanou a disociovanou formou sledovaného profenu (viz Tab. 1),
pficemZ obé formy profenu komplexuji s pouzitym chiralnim selektorem TM-[3-
CD. Vztah (23) Ize vyuzit k nelinearni regresi experimentalné ziskané zavislosti
efektivni  pohyblivosti zkoumaného profenu na koncentraci TM-B-CD
v zdkladnim elektrolytu. Provadime-li stanoveni efektivnich pohyblivosti
sledovanych profend v pufru o znamé hodnoté pH, Ize pfi nizké iontové sile
pouzitého pufru (viz. Tab. 3) prakticky ztotoZnit aktivitu s relativni koncentraci
HsO" iontti a do vztahu (23) dosadit relaci [H,0*| ~ 10P" = 10 = 1,32.10°,
Zbylé parametry nelinearni zavislosti efektivni pohyblivosti sledovaného profenu

na koncentraci TM-B-CD v BGE, tedy Kpep, Kypeps Koo 4, @ Ize

’uakt,PCD"
v principu ziskat regresi experimentélnich zavislosti.

Fitované parametry vSak vykazuji chyby stanoveni az o nékolik fadl
vySSi nez je samotna hodnota stanovovanych veli€in. Redukce poctu hledanych
parametrd nelinearni regrese experimentalnich dat se tedy ukazuje jako
nezbytnd. Hodnota zdanlivé disociaéni konstanty K, resp. pK_, vystupujici téZ
jako parametr diskutované nelinearni regrese, je experimentalné dostupnou
veli¢inou, ktera je pro vétSinu bézné pouzivanych slabych analytt tabelovana i
publikovana v literatufe. Konkrétné v pfipadé zkoumanych profent jsou

z literatury dostupné hodnoty pK_ uvedeny vTab. 1. Nafitujeme-li

experimentalni data navrzenym vztahem (23) za pfedpokladu znamé hodnoty
K., chyby hledanych parametri jsou opét o nékolik Fadi vyssi nez vlastni
stanovované hodnoty. Uk&zka takové nelinearni regrese pro (S)-(+)-flurbiprofen
s tabulkou zobrazujici stanovené parametry nelinearni regrese je uvedena na
Obr. 18. Hodnoty hledanych parametri jsou zobrazeny ve tvaru stanovena
hodnota + chyba stanoveni. Nulova chyba stanoveni znamena, Ze dana

hodnota byla pouzita jako tzv. ,fixni“, tedy nebyla fitovana.
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Obrazek 18:  Nelinearni regrese zavislosti efektivni pohyblivosti (S)-(+)-flurbiprofenu na
koncentraci TM-B-CD v acetatovém pufru dle vztahu (23). BlizSi popis v textu.

Pro vyuziti vztahu (23) ke stanoveni hledanych parametri je tedy
nezbytnd nejen znalost hodnoty K, zvoleného analytu a koncentrace HzO"
iontd v pouzivaném pufru, ale také znalost hodnoty miniméiné jednoho ze
zbyvajicich parametrd vztahu (23).

Z elektroforetického hlediska nelze stanovit hodnotu K,.., popisujici
komplexa¢ni rovnovahu mezi nedisociovanou formou sledovaného profenu a
TM-B-CD (viz. schéma (15)), nebot vSechny zucastnéné slozky nevykazuji
vlastni elektroforetickou pohyblivost vzhledem k nulové hodnoté jejich
ndbojového &isla. Stanoveni zdanlivé konstanty stability K,.., pomoci CZE je

tedy mozné pouze vyuZzitim nelinearni regrese zavislosti efektivni pohyblivosti
na koncentraci TM-B-CD dle vztahu (23).



Relativné jednoduchym zpusobem je elektroforeticky mozné stanovit

aktualni pohyblivost disociované formy profenu Hoyep - V separac¢nim pufru bez

pfidavku TM-B-CD s hodnotou pH vySSi o dvé jednotky a vice nez je pK,
zkoumaného profenu (pro zajisténi prakticky Uplné disociace) neni problém
stanovit aktualni pohyblivost pfislusné disociované formy. OvSem ani zaclenéni
této hodnoty pro nelinearni regresi experimentalnich dat vztahem (23) nevede
k uspokojivym hodnotam hledanych veli¢in a chybam fitovanych parametr(, jak
ukazuje Obr. 19.
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Obrazek 19:  Nelinearni regrese zavislosti efektivni pohyblivosti (S)-(+)-flurbiprofenu na
koncentraci TM-B-CD v acetatovém pufru dle vztahu (23). BlizSi popis v textu.

Stanoveni pohyblivosti komplexu disociovany profen-TM-B-CD x_ .-

je neefektivni predevsim z dldvodu nadmérné spotfeby finanéné relativné

nakladného TM-B-CD zajistujiciho prakticky ,uplnou” komplexaci sledovaného

profenu. VyuZitim kapilarni zénové elektroforézy Ize vSak stanovit hodnotu K.,



popisujici tvorbu komplexu disociované formy zkoumaného profenu s TM-B-CD
(viz. schéma (15)). Pro tento uc€el by byl vhodny separacni systém o vysokeé
hodnoté pH, kde by se zkoumany analyt nachazel prakticky jen ve své
disociované formé. V takto zvoleném separa¢nim systému se ustavuje pouze
rovnhovaha mezi disociovanou formou sledovaného profenu a vznikajicim

komplexem s TM-B-CD, ktera je charakterizovana zdanlivou konstantou stability

K pnep dle vztahu (18).

6.2 STANOVENI KONSTANT STABILITY K,., V B-ALANINOVEM

PUFRU

Pro stanoveni zdanlivé konstanty stability disociované formy profenu
s TM-B-CD K,., byly jako modelové analyty ze sledovanych profent vybrany

pouze (S)-(+)- a (R)-(-)-flurbiprofen a racemicka smés flurbiprofenu. Jako
zakladni elektrolyt byl zvolen separacni pufr sloZzeny z B-alaninu a hydroxidu
lithného o experimentalnim pH 10,30 (viz. Tab. 3). Vtakto zasaditém
separa¢nim elektrolytu se sledované profeny vyskytuji prakticky jen
v disociované formé a v takovém systému lze tedy uvaZovat pouze ustaveni

rovnovahy disociovany profen-TM-B-CD charakterizované konstantou K.,

(schéma (15)). Kombinaci efektivni pohyblivosti zvoleného profenu (3) a rovnice

(11) dostavame vztah

’uaktP_ + 'uakt,PCD‘ KI‘:’CD [CD]
1+ KI':’CD [CD]

:uef = ’ (24)

ktery Ize pouzit k nelinearni regresi zavislosti experimentalné promeérenych
efektivnich pohyblivosti profenu na koncentraci TM-B-CD. Tato rovnice byla
vyuZzita pro stanoveni zdanlivych konstant stabilit vybranych profend v prostfedi

B-alaninového pufru.



6.2.1 EXPERIMENTY V B-ALANINOVEM PUFRU

V B-alaninovém pufru byly proméfeny efektivni pohyblivosti (S)-(+)-
flurbiprofenu, (R)-(-)-flurbiprofenu a jejich racemické smési v zavislosti na
koncentraci TM-B-CD. Koncentrace TM-3-CD v separac¢nim pufru byly 0, 1, 3,
5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 a 50 mmol dm™ a kazdy experiment s ur&itou
koncentraci TM-B-CD byl opakovan tfikrat. Jako marker EOF byla zvolena
thiomocovina, ktera je pfi zvoleném pH separaéniho pufru neutralni molekula, a
jeji interakce s kteroukoliv ze sloZek systému neni prokazana. Obr. 20 a 21
znazornuje zaznam UV/VIS detektoru pro (S)-(+)-flurbiprofen a (R)-(-)-
flurbiprofen v B-alaninovém pufru s pfidavkem TM-B-CD o koncentracich 0, 10
a 30 mmol dm™. Na Obr. 22 je znazornén zéznam UV/VIS detektoru pro
racemickou smés flurbiprofenu. Z obrazku je patrné, Ze k separaci enantiomeru
nedoslo ani pfi 50 mmol dm™ koncentraci TM-B-CD.
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Obrazek 20: Zaznam UV/VIS detektoru pro (S)-(+)-flurbiprofen v B-alaninovém pufru o pH
10,30 obsahujicim (a) 0 mmol dm™, (b) 10 mmol dm™, (c) 30 mmol dm™ TM-B-
CD. Separacéni kapilara o vnitfnim praméru 50 ym, 50,7/59,2 cm detektor/celkova
délka; separac¢ni napéti 20 kV; teplota 25 °C. Davkovany vzorek (S)-(+)-
flurbiprofenu 0,125 mmol dm™ a thiomogoviny 0,5 mmol dm™, davkovani 15
mbar 6s.
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Obrazek 21: Zaznam UV/VIS detektoru pro (Rg—(-)—flurbiprofen % P—alaninovém pufru o pH
10,30 obsahujicim (a) 0 mmol dm™, (b) 10 mmol dm™, (c) 30 mmol dm™ TM-B-
CD. Separac¢ni podminky: stejné jako u Obr. 20.
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Obrazek 22: Zaznam UV/VIS detektoru pro racemickou smés flurbiprofenu v B-alaninovém
pufru o pH 10,30 obsahujicim (a) 0 mmol dm?, (b) 25 mmol dm™, (c) 50
mmol dm™ TM-B-CD. Separa&ni podminky: stejné jako u Obr. 20.



6.2.2 ODECET MIGRACNICH CASU ANALYT U V B-ALANINOVEM PUFRU

Piky (S)-(+)-, (R)-(-)-flurbiprofenu a jejich racemické smési, které byly
ziskany z experimentl v B-alaninovém pufru, byly rozmyty vlivem
elektrodisperze a vykazovaly tedy trojuhelnikovity tvar. Proto bylo pro odeclet
migracnich ¢asu vyuzito fitovani pika analytt HVL funkci.

Pfi porovnani pozorovanych pohyblivosti zkoumaného profenu, jez byly
vypocitany z migra¢nich ¢asu ziskanych pomoci HVL funkce, a pozorovanych
pohyblivosti profenu vypocitanych pomoci migracnich ¢asu, které byly ziskany
z vrcholu pikd, byla zjisténa odchylka pfiblizné 5,5 %. Hodnota této odchylky je
vyznamna, a proto vliv elektromigracni disperze na rozmyvani pika nelze
zanedbat. Z toho dlvodu byly vSechny experimentalné ziskané piky profend
fitovany HVL funkci a migraéni ¢asy ziskané touto Upravou byly pouzity pro

vypocet pozorovanych pohyblivosti.

6.2.3 ZAVISLOST EFEKTIVNICH POHYBLIVOSTIi NA KONCENT RACI
CYKLODEXTRINU V B-ALANINOVEM PUFRU

Efektivni  pohyblivosti  (S)-(+)-flurbiprofenu, (R)-(-)-flurbiprofenu a
racemické smési flurbiprofenu v prostfedi [-alaninového pufru s riznymi
koncentracemi TM-B3-CD byly vypodéteny podle vztaht (6) a (8). Jejich hodnoty
byly vyneseny do grafu v zavislosti na pouzité koncentraci TM-B-CD
v separacnim elektrolytu. Tyto zavislosti jsou pro (S)-(+)-, (R)-(-)-flurbiprofen a
jejich racemickou smés zobrazeny na Obr. 23, 24 a 25. Tab. 11, 12 a 13 shrnuji
primérné hodnoty stanovenych efektivnich pohyblivosti zvolenych profenu.
Z uvedenych obrazku i tabulek vyplyva, Ze s rostouci koncentraci TM-B-CD
v BGE klesa efektivni pohyblivost promérenych profend. PFicinou je prfedevsim

vytvareni komplexu profen-TM-B-CD a rostouci viskozita separa¢niho prostfedi.
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Obrazek 23: Zavislost efektivni pohyblivosti (S)-(+)-flurbiprofenu na koncentraci TM-B-CD v -
alaninovém pufru.

Tabulka 11: Prdmérné hodnoty efektivnich pohyblivosti (S)-(+)-flurbiprofenu v B-alaninovém
pufru s pfidavkem TM-f3-CD.

Crwm -B-CD /'Ief,(s)—(+)—flurbiprofen
[mmol dm™] [10° m?Vis Y]
0 22,28
1 16,35
3 12,77
5 11,62
10 10,35
15 9,74
20 9,27
25 8,76
30 8,50
35 8,38
40 8,08
45 7,69

50 7,33
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Obrazek 24: Zavislost efektivni pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu na koncentraci TM-3-CD v B-
alaninovém pufru.

Tabulka 12: Pramérné hodnoty efektivnich pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu v p-alaninovém
pufru s pfidavkem TM-f3-CD.
4...Efektivni pohyblivosti korigované na viskozitu BGE dle rovnice (13).
® . Efektivni pohyblivosti korigované na viskozitu BGE dle rovnice (12).

CTM-B-CD H ef (R)-(-)-flurbiprofen H ef kor,(R)-(~)-flurbiprofen 2 H ef kor,(R)-(~)-flurbiprofen °
[mmol dm™®] [10°m?Vvis?  [10° m?visY [10° m?VisY
0 22,39 22,39 22,39
1 16,37 18,12 17,34
3 12,89 14,47 13,82
5 11,48 12,24 12,22
10 10,06 10,23 10,46
15 9,41 9,65 9,96
20 9,01 9,36 9,80
25 8,79 10,12 9,56
30 8,49 10,02 9,35
35 8,29 9,86 9,23
40 8,01 9,80 8,89
45 7,78 9,66 8,71

50 7,47 9,29 8,52
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Obréazek 25: Zavislost efektivni pohyblivosti racemické smési flurbiprofenu na koncentraci TM-
-CD v B-alaninovém pufru.

Tabulka 13: Pramérné hodnoty efektivnich pohyblivosti racemické smési flurbiprofenu v -
alaninovém pufru s pfidavkem TM-3-CD.

CTM -B-CD /'Ief,flurbiprofen,racemét
[mmol dm] [10° m?Vvis?
0 22,64
1 16,31
3 12,62
5 11,47
10 10,19
15 9,56
20 9,11
25 8,80
30 8,46
35 8,12
40 7,95
45 1,74

50 7,51




6.2.4 KOREKCE POHYBLIVOSTI NA VISKOZITU BGE

Pfidavek TM-B-CD do separac¢niho pufru zpusobuje vzrlst viskozity
BGE. Viskozita je jednim z faktord, ktery ma vliv na efektivni pohyblivost
profend. Z toho ddavodu je provedeni korekce pohyblivosti iontll na viskozitu
separacniho prostfedi nezbytnym krokem. Také Penn, Bergstrom a Goodall
[40] zdUraznili vyznam provedeni korekce pohyblivosti iontd na viskozitu BGE
v systému, v némz je pouzivana vysoka koncentrace neutralniho cyklodextrinu.
Proto byly zvoleny tfi zplUsoby korekce, jez byly aplikovany na (R)-(-)-
flurbiprofen jako na modelovy analyt s cilem zjistit, ktery ze zvolenych zpasobl
korekce je nejvhodnéjSi. Ten byl pak pouZit i na (S)-(+)-flurbiprofen a
racemickou smés flurbiprofenu.

Prvni zplGsob korekce pohyblivosti nabitého (R)-(-)-flurbiprofenu na
viskozitu BGE byl proveden pomoci pomérd proudd. Dle rovnice (13) byly
vypocteny pro vSechny pouZzité koncentrace TM-B-CD korekéni faktory, jimiz
byly vyndsobeny pfislusné elektroforetické pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu. Pro
dalSi zpusob korekce pohyblivosti byl vyuzit marker viskozity, draselny kation
molekuly KCI. Interakce tohoto viskozitniho markeru s profeny, TM-B-CD ani se
slozkami separa¢niho pufru neni znama. TudiZz by jeho pohyblivost méla byt
ovlivnéna pouze zménou viskozity zakladniho elektrolytu v disledku rostouciho
pridavku TM-B-CD. Promérenim elektroforetickych pohyblivosti draselného
kationtu pfi vSech pouzitych koncentracich zvoleného chirainiho selektoru byly
ziskany korekéni faktory vypocitané podle rovnice (12). Témi byly nasobeny
prislusné elektroforetické pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu. Posledni zpusob
korekce pohyblivosti tohoto profenu na viskozitu BGE opét vyuzival korekénich
faktori ziskanych z poméru elektroforetickych pohyblivosti draselného kationtu.
Vynesenim zavislosti téchto korekénich faktorl na koncentraci TM-B-CD byla
ziskana linearni funkce v=a+b [CD], kterou byl vynasoben vztah pro vypocet
efektivni pohyblivost (R)-(-)-flurbiprofenu, jeZ je popséan rovnici (24). Symboly a,

b jsou koeficienty linearni funkce. Vysledny vztah mél tedy podobu

Hoep T Hoiper K;’CD [CD] 1

1+ K, [CD] a+b[cD|’ (23)

,U efkor =



Posledni zminény zpusob korekce na viskozitu byl za¢lenén do vztahu
pro nelinearni regresi zavislosti efektivnich pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu na
koncentraci TM-B-CD. V Tab. 12 jsou primérné efektivni pohyblivosti (R)-(-)-
flurbiprofenu v B-alaninovém pufru pfi dané koncentraci TM-B-CD nekorigované
na viskozitu BGE porovnany s efektivnimi pohyblivostmi (R)-(-)-flurbiprofenu,
u nichz byla provedena korekce na viskozitu BGE. Efektivni pohyblivosti byly
korigovany na viskozitu BGE pomoci korekénich faktord vypod&itanych z poméru
proudl a z poméru pohyblivosti K*. Obr. 26 zobrazuje nelinearni funkce, jez
byly ziskany nelinearni regresi (vztah (24) a (25)) zavislosti efektivni
pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu na koncentraci TM-3-CD. Dale tento obrazek
znazorfiuje nelinearni funkce, které byly ziskany regresi (vztah (24)) zavislosti
efektivni pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu korigované na viskozitu BGE pomoci
poméru proudd a poméru pohyblivosti K na koncentraci TM-B-CD. Tab. 14 a

15 shrnuje parametry nelinearnich funkci znazornénych na Obr. 26.
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Obrazek 26:  Nelinearni regrese (vztah (24), (25)) zavislosti efektivnich pohyblivosti (R)-(-)-
flurbiprofenu na koncentraci TM-B-CD a nelinearni regrese (vztah (24))
zavislosti korigovanych efektivnich pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu na viskozitu
BGE pomoci viskozitniho korekéniho faktoru ziskaného z poméru proudl a
z poméru pohyblivosti K* na koncentraci TM-B-CD.

X Efektivni pohyblivost (R)-(-)-flurbiprofenu nekorigovand na viskozitu BGE pii dané

koncentraci TM-B-CD v BGE.

— Nelinearni regrese (vztah (24)) zavislosti efektivni pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu na
koncentraci TM-B-CD v BGE.

X Efektivni pohyblivost (R)-(-)-flurbiprofenu korigovana na viskozitu BGE pomoci poméru
proud pfi dané koncentraci TM-B-CD v BGE.

— Nelinearni regrese (vztah (24)) zavislosti efektivni pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu,
korigované na viskozitu BGE pomoci poméru proudd, na koncentraci TM-3-CD v BGE.
Efektivni pohyblivost (R)-(-)-flurbiprofenu korigovana na viskozitu BGE pomoci poméru
pohyblivosti K* pfi dané koncentraci TM-B-CD v BGE.

Nelinearni regrese (vztah (24)) zavislosti efektivni pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu,
korigované na viskozitu BGE pomoci poméru pohyblivosti K*, na koncentraci TM-B-CD
v BGE.

— Nelinearni regrese (vztah (25)) zavislosti efektivni pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu na

koncentraci TM-B-CD.



Tabulka 14: Parametry nelinearnich regresnich funkci (vztah (24)) z Obr. 26.

Cervena data: Parametry nelinearni regrese zavislosti efektivnich pohyblivosti (R)-(-)-
flurbiprofenu na koncentraci TM-3-CD v BGE.

Cerna data: Parametry nelinearni regrese zavislosti efektivnich pohyblivosti (R)-(-)-
flurbiprofenu korigovanych na viskozitu BGE pomoci poméru proudl na
koncentraci TM-B-CD v BGE.

Parametry nelinearni regrese zavislosti efektivnich pohyblivosti (R)-(-)-
flurbiprofenu korigovanych na viskozitu BGE pomoci poméru pohyblivosti K™ na
koncentraci TM-B3-CD v BGE.

0,99416
R? 0,98311

22,2379 E-9 + 0,179419 E-9
7. 22,5622E-9 +0,288007 E-9

7,60454 E-9 +0,0849529

8,82802 E-9 +0,140445 E-9
Hakpco

| 589,37 + 28,12
Keeo  541,8 +44,42

Tabulka 15: Parametry nelinearni regresni funkce (vztah (25)) z Obr. 26.

Modra data:  Parametry nelinearni regrese zavislosti efektivnich pohyblivosti (R)-(-)-
flurbiprofenu na koncentraci TM-B-CD.

R? 0,99747

Hoep- 23,1916 E-9 +0,123517 E-9
Howpco  8,54511 E-9 +0,0592573 E-9
Koo 666,72 + 22,06

a 1,03957 +0

b 0,00193  +0

Korekce efektivnich pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu na viskozitu
zakladniho elektrolytu, jez byla provedena pomoci pomérd proudd, zpusobila
velky rozptyl experimentalné ziskanych efektivnich pohyblivosti (R)-(-)-

flurbiprofenu. Korekce pohyblivosti zvoleného profenu pomoci pomeér(



pohyblivosti draselného kationu se ukazala jako pfijatelngjSi, ponévadz tento
zpusob korekce experimentalni data vyrazné nerozptylil. Navic nelinearni
regresni funkce zavislosti efektivni pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu, ktera byla
korigovana pomoci poméru pohyblivosti K*, na koncentraci TM-B-CD
prochazela vynesenymi body v této zavislosti lépe nez nelinearni funkce
zavislosti efektivni pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu na koncentraci TM-B-CD,
kde byla pohyblivost (R)-(-)-flurbiprofenu korigovana pomoci poméru proudd. To
dokazuje hodnota R? (Tab. 14), vyjadtujici, jak ,dobfe* dané funkce prochazi
vynesenymi body zavislosti. Cim bliZe je hodnota R? jedniéce, tim Iépe funkce
body prochazi.

Ve zplsobu korekce pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu pomoci poméru
pohyblivosti K* byla ztotoZn&na velikost volné formy profenu a jeho komplexu
s TM-B-CD s velikosti zvoleného viskozitniho markeru. Vhodné zvoleny marker
viskozity by mél mit podobnou velikost molekuly jako méfeny analyt. Tato
podminka byla spinéna v pfipadé, kdy se v separacnim systému vyskytovala
pouze volna forma profenu, jejiz velikost je mozné pfirovnat k velikosti K*. Po
pfidani TM-B-CD do zakladniho elektrolytu doslo k tvorbé& komplexu profen-TM-
B-CD, ktery ma nesrovnatelné vétsSi velikost, nez je velikost volné formy
profenu. Draselny kation je tedy vhodnym markerem viskozity pro systém bez
pfitomnosti TM-B-CD, v némzZ je sledovany profen ve své volné formé. Pro
separacni systém, ve kterém se vyskytuje komplex tohoto chiralniho selektoru
s analyzovanym profenem, by mél byt zvolen jeSté dalSi zplsob korekce
zohlednujici velikost vznikleho komplexu.

V ndmi zvoleném separac¢nim systému je tedy tfeba provést dva
zpusoby korekce pohyblivosti na viskozitu BGE, jeZz by zohledhovaly jak
pfitomnost volného analytu, tak i jeho nékolikanasobné vétSiho komplexu
s chiralnim selektorem. Aby mohly byt provedeny sou¢asné dva riizné zplsoby
korekce na viskozitu BGE, bylo nezbytné ziskat dvé korekéni funkce. Ty by se
zaclenily do rovnice nelinearni regrese (24) slouzici ke stanoveni zdanlivé
konstanty stability. Za timto u€elem byla korekce na viskozitu pomoci poméru
pohyblivosti K* upravena tak, abychom ziskali prvni ze dvou koreké&nich funkci

zohlednuijici pfitomnost volného profenu. Druhy zplsob korekce na viskozitu,



ktery zohlednuje pfitomnost komplexu profen-TM-B-CD z ¢asovych divodu
nebyl proveden. Vztah (25), do néhoz byla za¢lenéna prvni ze dvou korekénich
funkci, je prvnim krokem na cesté k ziskani spravného zpusobu korekce na
viskozitu separacniho prostfedi a byl aplikovan na vSechny ostatni proméfené
optické formy flurbiprofenu.

Tab.16 shrnuje rovnice regrese, jez byly ziskany ze zavislosti
korek&nich faktort (rovnice (12)) na koncentraci TM-B-CD a které byly pouZity
pro korekci pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu, (S)-(+)-flurbiprofenu a racemickeé

smeési flurbiprofenu na viskozitu B-alaninového pufru.

Tabulka 16: Rovnice regrese v :a+b[CD] ziskané ze zavislosti korekénich faktord (rovnice
(12)) na koncentraci TM-B-CD, které byly pouzity pro korekci pohyblivosti (R)-(-)-
flurbiprofenu, (S)-(+)-flurbiprofenu a jejich racemické smési na viskozitu -
alaninového pufru.

profen rovnice regrese
(R)-(-)-flurbiprofen v =1,03957+ 0,0019:{CD]

(S)-(+)-flurbiprofen v =1,01251+ 0,00247[CD]
racemat flurbiprofenu v =1,02704+ 0,00229[CD]

6.2.5 STANOVENI KONSTANT STABILITY

Pro stanoveni zdanlivych konstant stabilit aniontovych forem (S)-(+)-
flurbiprofenu, (R)-(-)-flurbiprofenu a racemické smési flurbiprofenu v prostfedi 8-
alaninového pufru byl pouzit vztah (25), ktery slouzi k nelinearni regresi
experimentalné ziskané zavislosti efektivnich pohyblivosti zkoumanych profenu
na koncentraci TM-B-CD v zakladnim elektrolytu. Soucasti vztahu (25) je
linearni funkce korigujici pohyblivost daného profenu na viskozitu separa¢niho
prostfedi. Parametry nelinearni funkce (25) jsou aktualni pohyblivost volné

aniontove formy profenu H o aktualni pohyblivost komplexu aniontové formy

profenu s TM-B-CD u_ .. @ zdanliva konstanta stability komplexu nabite



formy profenu a TM-B-CD K,,. VSechny tyto parametry Ize ziskat regresi
experimentalni zavislosti efektivnich pohyblivosti profenu na koncentraci TM-B-
CD v BGE. Obr. 27, 28 a 29 znazornuje zavislost efektivni pohyblivosti (S)-(+)-
flurbiprofenu, (R)-(-)-flurbiprofenu a racemické smési flurbiprofenu na
koncentraci TM-B-CD, nelinearni regresi této zavislosti (vztah (25)) a tabulku
s hodnotami fitovanych parametra. Tab. 17 shrnuje hodnoty zdanlivych konstant
stabilit K., (S)-(+)-, (R)-(-)-flurbiprofenu a jejich racemické smési v prostredi -

alaninového pufru.
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Obrazek 27:  Nelinearni regrese zavislosti efektivni pohyblivosti (S)-(+)-flurbiprofenu na
koncentraci TM-B-CD v B-alaninovém pufru dle vztahu (25) s tabulkou
fitovanych parametrq.
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Obrazek 28:  Nelinearni regrese zavislosti efektivni pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu na
koncentraci TM-B-CD v B-alaninovém pufru dle vztahu (25) s tabulkou

fitovanych parametrq.

Lol ,
& R 0,99689
£
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Obrazek 29: Nelinearni regrese zavislosti efektivni pohyblivosti racemické smési flurbiprofenu
na koncentraci TM-B-CD v B-alaninovém pufru dle vztahu (25) s tabulkou
fitovanych parametr(.



Tabulka 17: Hodnoty zdanlivych konstant stabilit K,;CD(ziskané ze vztahu (25)) aniontovych

forem (S)-(+)-, (R)-(-)-flurbiprofenu a racemické smési flurbiprofenu. Pohyblivosti
korigovany na viskozitu B-alaninového pufru. Hodnoty zdanlivych konstant stabilit
zobrazeny ve tvaru stanovena hodnota + chyba stanoveni.

analyt K oep [mol*dm?]
(S)-(+)-flurbiprofen 681 + 33
(R)-(-)-flurbiprofen 667 + 22

racemat flurbiprofenu
((S)-(+)-, (R)-(-)-flurbiprofen)

734 £ 27

Nelinearni regresi (vztah (25)) experimentalné promérené zavislosti
efektivnich pohyblivosti zkoumanych profentd na koncentraci TM-B-CD v -

alaninovém pufru byly ziskany hodnoty aktualnich pohyblivosti volné x  _ a
komplexované aniontové formy Hyper  PTO (S)-(+)-, (R)-(-)-flurbiprofen,

racemickou smés flurbiprofenu a jejich zdanlivé konstanty stability K,.s.
Uvedené hodnoty byly pouZity jako fixni parametry pro vztah (23). Znamymi

parametry v tomto vztahu jsou tedy kromé K a [H3O+J take Mo+ Myepco

Koeo- Na zakladé jejich znalosti je mozno nafitovat experimentalni data
proméfena v acetatovém pufru navrzenym vztahem (23). Fitovanym
(neznamym) parametrem zUstava pouze zdanliva konstanta stability komplexu
neutralni profen-TM-B-CD Koo

Pro korekci efektivnich pohyblivosti profend na viskozitu acetatového
pufru byl opét pouzit jako viskozitni marker draselny kation. Ze zavislosti
korek&nich faktora (vypoditany dle rovnice (12)) na koncentraci TM-B-CD byla
ziskana linearni korekéni funkce v =a+b [CD], jez byla zabudovana do vztahu
(23). Symboly a, b vyjadfuji koeficienty linearni funkce. Vztah (23) byl tedy

upraven na tvar
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Tab.18 shrnuje rovnice regrese ziskané ze zavislosti korekénich faktor
(rovnice (12)) na koncentraci TM-B-CD, které byly vyuzity pro korekci
pohyblivosti  (R)-(-)-flurbiprofenu, (S)-(+)-flurbiprofenu a racemické smési

flurbiprofenu na viskozitu acetatového pufru.

Tabulka 18 : Rovnice regrese v :a+b[CD] ziskané ze zavislosti korekénich faktord (rovnice

(12)) na koncentraci TM-B-CD, které byly pouzity pro korekci pohyblivosti (R)-(-)-
flurbiprofenu, (S)-(+)-flurbiprofenu a jejich racemické smési na viskozitu
acetatového pufru.

profen rovnice regrese

(R)-(-)-flurbiprofen v = 099821+ 0,0031[CD]
(S)-(+)-flurbiprofen v = 098073+ 0,0021[CD]
racemat flurbiprofenu v = 0,9953+ 0,00269[CD]

Obr. 30 az 33 znazornuje zavislost efektivni pohyblivosti (S)-(+)-
flurbiprofenu, (R)-(-)-flurbiprofenu, (S)-(+)-flurbiprofenu z racemické smési a (R)-
(-)-flurbiprofenu z racemické smési na koncentraci TM-B-CD v acetatovém
pufru, pribéh nelinearni regrese této zavislosti vychazejici ze vztahu (26) a
tabulku s hodnotami fitovanych parametrd. Uvedené hodnoty K,.,, jeZ shrnuje
Tab. 17, jsou vzhledem k chybé stanoveni zaokrouhleny na desitky. Tab. 19
shrnuje hodnoty zdanlivych konstant stabilit K, .., (S)-(+)-flurbiprofenu, (R)-(-)-
flurbiprofenu a (S)-(+)-, (R)-(-)-flurbiprofenu z racemické smési v prostfedi
acetatového pufru. Tab. 20 kompletné shrnuje hodnoty zdanlivych konstant
stabilit K., @ K, »cp Pro nabité a neutralni formy (S)-(+)-flurbiprofenu, (R)-(-)-

flurbiprofenu a jejich racemické smési ziskané z experimentl v B-alaninovém a

acetatovéem pufru.
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Obrazek 30:  Nelinearni regrese zavislosti efektivni pohyblivosti (S)-(+)-flurbiprofenu na
koncentraci TM-B-CD v acetatovém pufru dle vztahu (26) s tabulkou fitovanych
parametrd.
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Obrazek 31:  Nelinearni regrese zavislosti efektivni pohyblivosti (R)-(-)-flurbiprofenu na

koncentraci TM-B-CD v acetatovém pufru dle vztahu (26) s tabulkou fitovanych
parametrd
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Obrazek 32: Nelinearni regrese zavislosti efektivni pohyblivosti  (S)-(+)-flurbiprofenu
z racemické smési na koncentraci TM-B-CD v acetatovém pufru dle vztahu (26)
s tabulkou fitovanych parametr(.
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Obrazek 33: Nelinearni regrese zavislosti efektivni  pohyblivosti  (R)-(-)-flurbiprofenu
z racemické smési na koncentraci TM-B-CD v acetatovém pufru dle vztahu (26)
s tabulkou fitovanych parametr(.



Tabulka 19: Hodnoty zdanlivych konstant stabilit K,;PCD (ziskané ze vztahu (26)) neutralnich

forem (S)-(+)-, (R)-(-)-flurbiprofenu a racemické smési flurbiprofenu. Pohyblivosti
korigovany na viskozitu acetatového pufru. Hodnoty zdanlivych konstant stabilit
zobrazeny ve tvaru stanovena hodnota + chyba stanoveni.

analyt K pep [Mol™t dm?®]
(S)-(+)-flurbiprofen 4392 + 110
(R)-(-)-flurbiprofen 4559 + 130

(S)-(+)-flurbiprofen 5143 + 158
racemat flurbiprofenu

(R)-(-)-flurbiprofen 5549 + 208

Tabulka 20:  Hodnoty zdanlivych konstant stabilit Kpcp (vztah (25)) @ Kypep (vztah (26)) pro
nabité a neutralni formy (S)-(+)-flurbiprofenu, (R)-(-)-flurbiprofenu a jejich
racemické smési. Pohyblivosti korigovany na viskozitu separacniho pufru.
Hodnoty zdanlivych konstant stabilit zobrazeny ve tvaru stanovena hodnota +
chyba stanoveni.

analyt Koep [moltdm?] Koo [mol*dm?]
(S)-(+)-flurbiprofen 681 + 33 4392 + 110
(R)-(-)-flurbiprofen 667 + 22 4559 + 130
racemat (S)-(+)-flurbiprofen 5143 £ 158

734 + 27

flurbiprofenu oy ) flurbiprofen 5549 + 208




6.3 TERMODYNAMICKA KONSTANTA STABILITY

Ke stanoveni termodynamické konstanty stability je nezbytné znat
hodnoty aktivitnich koeficientd analyzovanych profenti, TM-B-CD a jejich
komplexu, presnéji FeCeno parametry, které jsou Kk vypocltu prislusného
aktivitniho koeficientu potfebné. Z divodu nedostupnosti téchto parametrd
(pfedevsSim neznamé velikosti sledovanych &astic) nebyly hodnoty aktivitnich
koeficientll vypocteny. Separacni pufry byly navoleny tak, Ze jejich iontova sila
byla velmi nizka (~5 mmol dm™) a tedy vliv iontové sily na stanoveni konstanty

|ze povaZovat za zanedbatelny.



Hlavni vyznam této prace spocival ve stanoveni zdanlivych konstant stability
vybranych profenl. Ktomuto celu byla vyuZita metoda nelinearni regrese
experimentalni zavislosti efektivnich pohyblivosti profend na koncentraci TM-B-CD
v BGE. Podafilo se stanovit zdanlivé konstanty stability pro nabité a neutralni formy
(S)-(+)-flurbiporfenu, (R)-(-)-flurbiprofenu a racemické smési flurbiprofenu. Pro
stanoveni zdanlivych konstant stability (S)-(+)-ibuprofenu, (S)-(+)-naproxenu a (S)-
(+)-ketopofenu je jeSté nutné experimentalné ziskat jejich efektivni pohyblivosti
v zavislosti na koncentraci TM-B-CD v prostfedi separacniho elektrolytu, v némz se
budou vyskytovat pouze ve své disociované formé. Pomoci vztahu pro nelinearni
regresi této zavislosti je pak mozné ziskat potfebné parametry pro nafitovani
zdanlivych konstant stability téchto profena.

DalSim ukolem této diplomové prace bylo sledovat tvary pikd zkoumanych
analytd a v zavislosti na nich zvolit spravny zplUsob odectu jejich migra¢nich ¢asu.
Ukazalo se, ze piky analyzovanych profend v acetatovém i B-alaninovém pufru
vykazovaly trojuhelnikovity tvar. AvSak rozmyti pikd profend v prostfedi acetatového
pufru bylo ve srovnani s rozmytim pikd v B-alaninovém pufru zanedbatelné. Z toho
didvodu byly migracni &asy pikd ziskanych experimenty v acetatovém pufru
odecitany zjejich vrcholl a pro odecet migracnich ¢ast pika ziskanych z -
alaninového pufru bylo vyuzito fitovani tvaru pikd HVL funkci.

Pro korekci efektivnich pohyblivosti profend na viskozitu separacniho
prostfedi byly testovany tfi zpasoby. Prvni z nich vyuZival korekéni faktory ziskané
z poméru proudd. Druhy zvoleny postup vychazel z korek&nich faktorG ziskanych
z poméru pohyblivosti viskozitniho markeru (draselného kationtu). Posledni zplisob
korekce, ktery se ukazal jako nejlepsi, rovnéz vyuZzival korekéni faktory vychézejici
z poméru pohyblivosti draselného kationtu. Tyto korekéni faktory byly vyneseny do
grafu v zavislosti na koncentraci TM-B-CD, ¢imz jsme ziskali linearni regresni funkci,
jiz jsme vynasobili vztah pro nelinearni regresi zavislosti efektivni pohyblivosti
profenu na pouzité koncentraci TM-B-CD. Tento vztah slouZil pro stanoveni
zdanlivych konstant stability komplexu profen-TM-3-CD.

V dostupnych studiich zabyvajicich se volbou spravného zpusobu korekce

pohyblivosti analyzovanych latek na viskozitu separa¢niho prostfedi bylo zjisténo, ze
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velikost zvoleného markeru viskozity by méla odpovidat velikosti analyzované latky.
Velikost draselného kationtu jako markeru viskozity odpovida velikosti profenu jako
analytu. S pfidavkem TM-B-CD do zakladniho elektrolytu vSak dochazi ke vzniku
komplexu profen-TM-B-CD o nesrovnatelné vétSi velikosti, neZ ma draselny kation.
Z toho vyplyva, Ze velikost zmifiovaného komplexu tedy nelze ztotoznit s velikosti
pouzitého viskozitniho markeru. Pro korekci pohyblivosti profent, jez jsou
v komplexu s TM-B-CD, na viskozitu BGE je nezbytné pouzit jesSté jiny zplsob
korekce na viskozitu, ktery by zohledioval pfitomnost komplexu. Ten nebyl
z ¢asovych duvodu proveden. Proto lze povaZovat tuto préci za prvni krok pro
navrzeni vhodného zplasobu korekce pohyblivosti zvolenych analytd na viskozitu

separacniho pufru, coz by mohlo byt naplni dalSi navazujici prace.
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