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1. Seznam pouzitych symboli a zkratek

a nejkratsi vzdalenost stiedUi protiiontd
a,. aktivita aniontu kyseliny

aya aktivita neutralnich molekul kyseliny
ay,o aktivita oxoniovych iontli

c celkova analytickd koncentrace latky
C,- koncentrace aniontu

CHA koncentrace neutralnich molekul kyseliny
Ci koncentrace i-té formy

e elementarni naboj

E intenzita elektrického pole

Fe elektricka sila

Fr tfeci sila

iontova sila

L. celkova délka kapilary

L4 délka kapilary k detektoru

Ka termodynamicka disocia¢ni konstanta
KX smisena disocia¢ni konstanta

P aplikovany tlak

r polomér Castice

ta detekéni Cas analytu

tN1 detek¢ni Cas neutralniho markeru N1
tn2 detek¢ni ¢as neutralniho markeru N2
Imigr ¢as, po ktery je aplikovano napéti

Iy ¢as odpovidajici zacatku aplikace tlaku ve findlnim kroku
U aplikované napéti

% rychlost

VEOF rychlost elektroosmotického toku

z nabojové Cislo

zZi nabojové &islo i-tého iontu

Z4 nabojové ¢islo kationtu

z nabojové ¢islo aniontu



BGE

CE

Cox
Cox-1, Cox-2
CZE
DAD
DMSO
EOF
MES
NSAIDs
PACE

PreMCE

UV-VIS

aktivitni koeficient aniontu kyseliny

viskozitni koeficient
elektroforeticka pohyblivost, aktualni pohyblivost

aktualni pohyblivost aniontu

pozorovana pohyblivost
efektivni pohyblivost
elektroosmoticka pohyblivost
aktualni pohyblivost i-t¢ formy
limitni pohyblivost

limitni pohyblivost aniontu

limitni pohyblivost kationtu

anion kyseliny HA

neutralni forma kyseliny

zékladni elektrolyt, background electrolyte
kapilarni elektroforéza, capillary electrophoresis
cyklooxygenasa

isoenzymy cyklooxygenasy

kapilarni zénova elektroforéza, capillary zone electrophoresis

spektrofotometricky detektor s diodovym polem, diod array detector

dimethylsulfoxid
elektroosmoticky tok, electroosmotic flow

kyselina 2-morpholinoethansulfonova

nesteroidni protizanétliva 1é¢iva, non-steroidal antiinflammatory drugs

tlakem podporovana kapilarni elektroforéza, pressure-assisted capillary

electrophoresis

tlakem zprostfedkovana kapilarni elektroforéza, pressure-mediated capillary

electrophoretic method

ultrafialova a viditelna oblast spektra



2. Uvod a cil prace

Tato bakalafska prace navazuje na diplomovou praci J. Skokanové ‘" zabyvajici se
stanovenim konstant stability vybranych profent (S-flurbiprofen, R-flurbiprofen, S-ibuprofen,
S-ketoprofen a S-naproxen) s neutralnim chiralnim selektorem, heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-
B-cyklodextrinem. Byla vypracovana metoda stanoveni konstant stability jak komlexu aniontu
ptislusného profenu, tak i jeho neutrdlni molekuly s danym cyklodextrinem. Ke stanoveni
téchto konstant stability byla vyuzita metoda nelinearni regrese experimentalnich zavislosti
efektivnich pohyblivosti pfislusného profenu na koncentraci cyklodextrinu v separa¢nim
prosttedi o dvou rozdilnych hodnotach pH. Nezbytnym vstupnim udajem regresni analyzy pro
hodnotu pH, pfi které je dany profen pfitomen jak v disociované, tak nedisociované formé, je
jeho aciditni disocia¢ni konstanta. V citované praci byly pouzity disociaéni konstanty
nalezené v literatufe (pro ibuprofen ), pro ostatni profeny ¢ ). Dalsimi udaji potiebnymi pro
stanoveni pfislusnych konstant stability jsou aktudlni pohyblivosti profeni pti zvolené iontové
sile. Tyto hodnoty byly ziskany jako variabilni parametry pfislu§nych regresnich funkci.

Plvodnim zdmérem této bakalarské prace bylo ovéfit, zda pfi pouziti takto stanovenych
konstant stability pro vypocet efektivnich pohyblivosti profenti v prostfedi cyklodextrinu, jsou
tyto vypoctené efektivni pohyblivosti ve shodé s experimentdlné zjisténymi pii jinych
experimentéalnich podminkéch, pfedevsim pfi jinych hodnotach pH prostiedi, nez pfti kterych
byly konstanty stability stanoveny.

OvSem jiz pfi stanoveni efektivnich pohyblivosti profenti pii nulové koncentraci
cyklodextrinu se ukazalo, Ze experimentalné zjiS§téné pohyblivosti nejsou ve shodé
s teoreticky vypocétenymi. Odchylky se pohybovaly fadové v desitkach procent (13-43%).
Nejmensi odchylka teoreticky vypocétené a experimentalné zjisténé pohyblivosti byla nalezena
u S-naproxenu, nejveétsi odchylku vykazoval S-ibuprofen. Moznym vysvétlenim této
skute¢nosti jsou nespravné hodnoty disocia¢nich konstant profenii pievzatych z literatury. Na
zakladé téchto zjisténi bylo rozhodnuto stanovit disociaéni konstanty pouZitych profeni
metodou kapilarni zonové elektroforézy. Tato metoda ovSem umoziiuje soucasné s disociaéni
konstantou stanovit téz aktudlni pohyblivost iontové formy analyzované latky. Nezavislé
stanoveni aktudlnich pohyblivosti aniontd profenti by pfispélo ke zvySeni presnosti
1 spravnosti stanovovanych konstant stability.

Konstanty stability byly stanovovany mimo jiné pro R- i S-konfiguraci flurbiprofenu.
Teoreticky maji oba enantiomery stejnou disociaéni konstantu i pohyblivost. Pfesto byly ob&

konfigurace pouzity ke stanoveni téchto hodnot. Diléim cilem piedkladané prace tak bylo
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ovetit, do jaké miry lze této teoretické shody dosdhnout pifi experimentdlnim stanoveni

pouzitou metodou.

Hlavni cile prace:

= Stanovit smiSené disocia¢ni konstanty a aktudlni iontové pohyblivosti vyjmenovanych
profenti pfi iontové sile, pti které byly stanovovany jejich konstanty stability
v diplomové praci J. Skokanové.

= Uréit pravé termodynamické disociatni konstanty a limitni pohyblivosti

stanovovanych profeni.



3. Teoreticka cast

3.1 Teoretické zaklady kapilarni zé6nové elektroforézy (4:5: 6:7)

Kapilarni zénova elektroforéza je separacni metoda zaloZend na rozdilné rychlosti
migrace nabitych Castic vroztoku vystaveném pusobeni elektrického pole. Separace se
obvykle provadi v kfemenné kapilate s vnitinim primérem nékolik desitek mikrometru.
Nespornou vyhodou kapilarnich elektromigra¢nich metod jsou velmi malé spotieby vzorku
a Cinidel potfebnych pro separaci, velkd u¢innost separace a moznost zautomatizovani
metody. Naopak nevyhodou byva horsi reprodukovatelnost experimentd.

Kli¢ovou veli¢inou vsech elektromigraénich metod je tzv. elektroforeticka pohyblivost

(kratce pohyblivost ¢i mobilita).

Elektroforeticka pohyblivost
Je-li kulova ¢astice o nabojovém ¢&isle z umisténa do elektrického pole o intenzité E,

pusobi na ni hnaci sila elektrického pole F,
F, = |z|eE, 1)

kde e je elementarni naboj. Intenzita elektrického pole E uvniti separacni kapilary je déana

podilem napéti U vlozeného mezi elektrody a celkové délky kapilary L.

E- Q)

S

Zarovern pohyb ¢astice o poloméru r v prostiedi o viskozitnim koeficientu # brzdi protichtidna
tieci sila Fy, ktera je zplsobena srazkami s ostatnimi ¢asticemi v kapalném prostiedi

a popisuje ji Stokestiv zakon
Fy = 6myrv, 3)

ve kterém v je rychlost dané ¢astice. Velikosti té€chto protichtidnych sil se ovSem za kratky ¢as
vyrovnaji a ¢astice se pohybuje konstantni rychlosti v

|zle

“4)

~ 6myr



Pro porovnavani rychlosti migrace ionti byla zavedena veli¢ina elektroforeticka pohyblivost

u, definovana vztahem

u= 5)

=l <

Elektroforetickd pohyblivost tedy ptedstavuje rychlost pohybu nabité &astice v kapalném
prostiedi vystaveném pulsobeni stejnosmérného elektrického pole o jednotkové intenzité.
Z kombinace vyrazi (4) a (5) plyne pro elektroforetickou pohyblivost iontu v idealné
ziedéném roztoku vztah

|zle

H= G (6)
podle kterého mé pohyblivost iontu vZdy kladnou hodnotu. Obvykle se vak zavadi konvence,
podle které ma pohyblivost kationtli kladnou hodnotu a pohyblivost aniontii hodnotu
zapornou. Tato konvence je pouzita i v této praci. Vztah (6) byl odvozen za ptedpokladu
idealniho chovani roztoku, plati tedy pouze pro tzv. limitni pohyblivost iontu ujim. Limitni
pohyblivosti jsou tabelované jako fyzikalné chemické konstanty iontd. V realnych roztocich
zavisi elektroforeticka pohyblivost na iontové sile roztoku. Elektroforeticka pohyblivost iontt
pti nenulové iontové sile prostiedi se nazyva aktualni pohyblivost a dale je oznaCovana
symbolem .

lIontova sila 7 je definovana vztahem

1 2
I = 52 CiZi 7
i

ve kterém c; a z; je koncentrace a ndbojové ¢islo i-tého iontu v roztoku.

Zavislost aktualni pohyblivosti iontu binarniho elektrolytu na iontové sile vyjadiuje

®

rozSifeny Onsagertiv limitni zdkon ™, ktery popisuje relaci mezi aktudlni a limitni

pohyblivosti iontu. Vysledna rovnice pro aktualni pohyblivost aniontu u Az nabyva tvaru

q VI
=My . — . .|z_|1z. B + By)l|z_| | ———, 8
Haz ™ Hiim, o (/‘hm,A 2| 11_'_\/5 2l |>1 T Bl ®

ve kterém ., je limitni pohyblivost dan¢ho aniontu, z. a z_ jsou nabojova ¢isla kationtu

a aniontu, B;, B, a B jsou konstanty (pro vodné roztoky pii teplot¢ 25 °C:



By = 0,7853 dm*” mol™?, B, =31,38:10° m* V"' s' dm*? mol™"%, B =3,291-10° m™" dm*?
mol %) a a predstavuje nejkrat3i vzdalenost, na jakou se mohou piiblizit stiedy aniontu

a kationtu. Hodnota souginu Ba pfiblizné odpovida 1,5 dm*?

mol™? a s touto hodnotou je
vztah (8) pouZivan v této praci.
Parametr g v rovnici (8) je dan vyrazem
zlz|  Hymxe T Hiim a2

q =
z. + |z_| Iz_I,u“m' k= T2 a2

, ©))

kde gy, = znaci limitni pohyblivosti kationtu v daném binarnim elektrolytu.

Pro latky, které se v roztoku vyskytuji ve vice formach, mezi nimizZ dochazi k rychlému

ustavovani rovnovahy, se definuje efektivni pohyblivost ues vztahem

n
i=1Cil4;
Hep =~ L (10)

ve kterém y; je aktualni pohyblivost i-té formy dané latky a c je jeji analytickd koncentrace.
Pojem efektivni pohyblivost se formdlné¢ pouzivd 1 pro ionty silnych elektrolytd,
u kterych ma ale vyznam aktualni pohyblivosti.

V pripadé slabych elektrolytd je efektivni pohyblivost zavisla na hodnoté pH. V roztoku
o vhodném pH disociuji a jsou tak v roztoku pfitomny v neutrdlni formé& a ve form¢ iontu/
(aniontu A v ptipadé jednosytnych kyselin nebo kationtu BH" v ptipadé jednosytnych bazi).
Mezi témito formami dochazi vzdy k ustavovani rychlé dynamické rovnovahy a latka se

pohybuje jako celek svou efektivni elektroforetickou pohyblivosti.

Elektroosmoticky tok

Dal$im transportnim jevem, ktery ovliviiuje chovani v kapilaie, je elektroosmoticky tok
(electoosmdtic flow, EOF) neboli elektroosmédza. K vytvofeni elektroosmotického toku dojde
vloZenim napéti n€ékolika desitek kilovolti mezi elektrody na koncich kapilary. V ptipad¢, ze
je kfemenna kapildra naplnéna vhodnym elektrolytem, dojde na vnitini sténé kapilary
k hydrolyze siloxanovych skupin za vzniku silanolovych, které disociuji, a povrch kapilary
tak ma negativni naboj (=Si-O"). Volné pohyblivé oxoniové kationty v roztoku, uvolnéné po
disociaci, vytvoti kladn€ nabitou vrstvu pfilehlou ke stén¢ kapilary. VloZenim napéti mezi
elektrody se docili pohybu hydratovanych oxoniovych iontd smérem ke katodé. Tyto
pohybujici se ionty s sebou strhnou cely obsah kapilary a tim dojde ke vzniku

elektroosmotického toku.



Rychlost elektroosmotického toku veor je pfimo umémna intenzité elektrického pole E

a konstantou umérnosti je tzv. elektroosmoticka pohyblivost (pohyblivost EOF) ueor

VEOF = ‘uEOFE . an

Elektroosmoticky tok sméfujici ke katodé se oznaCuje jako kationicky a pfifazuje se mu
kladna hodnota pohyblivosti, analogicky elektroosmoticky tok sméfujici k anod€é se nazyva
anionicky a pfifazuje se mu pohyblivost zdporna.

Vyznamnou roli ve velikosti a sméru EOF hraje pH roztoku v kapilafe. Hodnota pH
ovliviuje disociaci silanolovych skupin a tim naboj na vnitinim povrchu kapiléry. Cim je pH
roztoku uvnitt kapilary vy3si, tim vétsi negativni naboj je rozprostfen na vnitini st€éné kapilary
a tim rychlejsi je elektroosmoticky tok. P¥i pH niz§im neZ 4 jednotky se elektroosméza
vyrazné zpomaluje, piipadné¢ miize dojit k otoceni jejiho sméru. Kromé pH mé na rychlost
elektroosmozy vliv také iontova sila. Niz8i iontova sila roztoku vede k rychlejsimu
elektroosmotickému toku.

Rychlost nebo pohyblivost elektroosmotického toku se zjistuje pomoci tzv. markerd EOF.
Jako markery EOF se voli elektroneutralni latky, které una$i kapilarou pouze
elektroosmoticky tok, tudiZz z jejich detekéniho €asu lze pozadovanou pohyblivost snadno
spocitat.

Castice nesouci naboj jsou téZ transportovany elektroosmotickym tokem roztoku, ale
navic také svou vlastni migraci. Jejich tzv. pozorovana (apparent) pohyblivost uap, je déna

souctem jejich efektivni pohyblivosti a pohyblivosti EOF
‘uapp = Heor +1ueff' (12)

Ziakladni experimentalni uspofadani a princip CZE

Na Obr. 1 je schematicky zndzornéno experimentalni uspoiddani hlavnich komponent
ptistroje pro kapilarni zonovou elektroforézu. Zakladem je kiemenna kapilara pokryta vné;jsi
vrstvou polyimidu, ktery odstraiiuje pfiliSnou kiehkost kapilary a naopak dodava ji potfebnou
pruznost. Vnitini primér kapilary byva obvykle vrozmezi 25-100 um a délka se voli
v rozsahu 30-100 cm. Oba konce kapilary jsou ponofeny do elektrodovych nadobek (vialek),
které obsahuji vhodny separa¢ni elektrolyt, tzv. zdkladni elektrolyt (BGE). Na elektrody se
vklada napéti v fadu desitek kilovoltl ze zdroje stejnosmérného konstantniho napéti. Soucasti
aparatury je detektor umistény pobliZ vystupniho konce kapilary. V CZE se nej€astéji pouziva

absorp¢ni fotometricky detektor pracujici v UV-VIS oblasti spektra.



zdroj vysokého napéti

o o
I

separacéni kapilara

detektor

anoda

vstupni vzorek vystupni
vialka vialka

Obr. 1 Schéma pfistroje pro kapildrni z6novou elektroforézu (prekresieno podle (").

Pied vlastni analyzou je kapildra naplnéna zakladnim elektrolytem. Poté se nadavkuje
vzorek obsahujici smés analytu/ a markeru EOF v zdkladnim elektrolytu. Davkovani lze
realizovat dvéma zplsoby. Pfi elektrokinetickém davkovani je na elektrody vlozeno
davkovaci napéti a vlivem elektroosmoézy a samotné elektroforetické migrace ionti je vzorek
transportovan do kapilary. Timto zpisobem déavkovani oviem dojde ke zméné sloZeni
v nadavkované zéné oproti piivodnimu pfipravenému vzorku z diivodu rozdilné pohyblivosti
analytt. Cast&ji vyuzivanym zpiisobem je hydrodynamické davkovani, kdy je roztok vzorku
do kapilary natlacen vytvofenim ptetlaku na hladinu ve vialce se vzorkem. Po nadavkovani
vzorku a vloZeni napéti vyputovavaji elektricky nabité slozky znadavkované zény do
prostiedi zadkladniho elektrolytu a liSi-li se dostatecné svoji elektroforetickou pohyblivosti,
rozdéli se do samostatnych zon. Pfi vhodné zvolené polarité¢ zdroje a nenulové pozorované
pohyblivosti doputuji zény analytu/i i markeru EOF k detektoru (pro usporadani zndzonéné
na Obr. 1 tato situace nastane v ptipad¢, Ze pozorované pohyblivosti analyti i markeru EOF
budou mit kladnou hodnotu). Na ¢asovém zaznamu detektoru, tzv. elektroferogramu, se pti

nenulové odezvé projevi zony slozek vzorku jako piky.
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3.2 Tlakem zprostiedkovana kapilarni elektroforéza (PreMCE)

Tlakem zprostredkovana kapilarni elektroforéza je metoda, kterou zavedli Williams
a Vigh @ ' Metoda PreMCE eliminuje problémy s kolisanim EOF b&hem separace,
eliminuje nedostatky pfi separaci v netermostatované ¢asti kapilary a také umoziuje rychle
a reprodukovatelné¢ méfit velmi nizké mobility analytti i EOF. Jednou z nejvétsich vyhod této
metody je moZnost stanoveni pohyblivosti kationtl a aniontd v jednom experimentu nezavisle

na velikosti a sméru EOF.

Detektor N1, K

N1

w
<

N1 N2

O
N <

termostatovana ¢ast kapilary

Obr. 2 Poradi kroku PreMCE metody k urceni elektroforetické pohyblivosti kationtu K (pfekresleno podle (9’). N1a N2
znaci elektroneutralni latky. BlizSi popis je uveden v textu.

Obr. 2 ukazuje schematické znazornéni ur¢eni efektivni pohyblivosti kationtu, pro anion
je urCeni analogické. V prvnim kroku A se do kapilary naplnéné BGE nadéavkuje davkovacim

tlakem vzorek, ktery obsahuje analyt a neutralni marker N1 rozpustény v BGE. V kroku B je
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z6na vzorku natlacena do termostatované ¢asti kapilary konstantnim tlakem p. Poté v kroku C
je aplikovano separacni napéti U po ¢as Imigr tak, aby ani analyt ani neutrdlni marker
»hepiesly” pres detektor nebo nevyputovaly vstupnim koncem kapilary. V tomto kroku
dochazi k separaci neutralniho markeru a kationtu. Neutralni marker se pohybuje smérem ke
katod¢ (v pfipadé kationického EOF), kation putuje smérem ke katod¢ kombinaci své
elektroforetické pohyblivosti a pohyblivosti elektroosm6ézy. Po vypnuti napéti je
v nasledujicim kroku D nadavkovan dal$i neutrdlni marker N2 rozpustény v BGE. Nakonec
v kroku E je opét aplikovan konstantni tlak p po dobu, nez se na zdznamu detektoru objevi pik
markeru N2.

Popsany zpisob umoznuje stanoveni efektivni pohyblivosti analytu. K pfesnému
stanoveni pohyblivosti EOF metoda zahrnuje jesté dalsi kroky. Princip vypoétu efektivni
pohyblivosti analytu je nasledujici. Pfes detektor prochazeji zény v kroku E rychlosti
hydrodynamického toku. Tato rychlost se ur¢i z ¢asu, za ktery marker N2 doputuje v kroku E
k detektoru. Z této rychlosti a rozdilu detekénich ¢asii markeru N1 a analytu K pak lze
vyjadfit drahovy rozdil, na ktery se od sebe vzdali analyt a marker N1 béhem kroku C, kdy je
aplikovano separa¢ni napéti. Tento drahovy rozdil je dan soucinem efektivni pohyblivosti

analytu, doby fmigr a intenzity elektrického pole.

3.3 Princip stanoveni disocia¢nich konstant a elektroforetickych
pohyblivosti metodou CZE (7: 11:12)

Stanoveni disocianich konstant a iontovych pohyblivosti kapildrni zdénovou
elektroforézou je zaloZeno na proméieni zavislosti efektivni pohyblivosti zkoumaného analytu
na pH zakladniho elektrolytu. Efektivni pohyblivost je vSak funkci nejenom pH, ale je také
ovliviiovana iontovou silou. V praxi to tedy znamena pouziti série zdkladnich elektrolytti
o ruzném pH s prakticky konstantni iontovou silou, coZ umoziuje vynést efektivni
pohyblivost v zavislosti na jediné proménné — pH. Experimentdlné ziskana zévislost se
proloZi vhodnou regresni funkci. Optimalni regresni funkci je teoreticky odvozeny vztah mezi
efektivni pohyblivosti, disociaéni konstantou a aktualni pohyblivosti. Nésledujici odvozeni je
uvedeno pro jednosytnou kyselinu.

Ve vodném roztoku slabé jednosytné kyseliny se ustavuje rovnovdha popsana

stechiometrickou rovnici

HA + H,0=2H;0"+ A", (13)
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kde HA symbolizuje nedisociovanou formu a A"~ anion této kyseliny. Odpovidajici

termodynamické disocia¢ni konstanta K, je vyjadiena vztahem

aa - ay,o0*
Kp=—", (14)
aya

ve kterém a,. znati aktivitu aniontu kyseliny, ay,o+ je aktivita oxoniovych iontil a ayp

aktivita nedisociované formy této kyseliny. Vychazi-li stanoveni disociaéni konstanty
z experimentalné zjisténé hodnoty pH, ktera je umérna aktivité oxoniovych iontl, a efektivni

pohyblivosti, kterd je imérna koncentraci aniontu c,-a neutralnich molekul kyseliny cyju, je
vhodné zavést tzv. smisenou disociaéni konstantou K~ vztahem
_ 9n0°€A”

KTX = % (15)

CHA

Relace mezi termodynamickou a smiSenou disociaéni konstantou je dana vyrazem

KA = Kf/;lixyA_ > (16)

kde e piedstavuje aktivitni koeficient aniontu kyseliny. Tento vztah plati za pfedpokladu, Ze
aktivitni koeficient neutralnich molekul HA je jednotkovy.
V piipadé, Ze iontova sila je men$i nez 10 mmol dm™, lze pro vypolet aktivitniho

koeficientu univalentniho iontu Ya- pouzit McInnesovu aproximaci ve tvaru

—AV1

_ 17
14 1,5V1 {1n

logy,- =

kde I je iontova sila v jednotkach mol dm™ a 4 je konstanta, ktera ma pro vodny roztok pi
teploté 25 °C hodnotu 0,5085 dm*? mol™”>.
Pro efektivni pohyblivost dané kyseliny podle rovnice (10) plati

CA-
'ueff='uA'cHA+cA_ > (18)

kde Hy- znaci aktudlni pohyblivost aniontu kyseliny.
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Kombinaci rovnic (15) a (18) dostaneme vyraz

, M
Kmix — lo-pH eff , 19
* Ha- — Hegr (15

ktery po upravé poskytne hledany vztah pro zavislost efektivni pohyblivosti na pH ve tvaru

My

e 0

Hest
Tato funkce se vyuzije jako regresni funkce k proloZeni experimentalni zavislosti efektivni

pohyblivosti na pH. Parametry funkce jsou aktudlni pohyblivost aniontu H,- 2 smiSena

disocia¢ni konstanta pK}"™ pfi dané iontové sile. Korekci téchto parametrii na nulovou

iontovou silu (nekone¢né zfedéni) dostaneme limitni pohyblivost aniontu B o
m,

a termodynamickou disociaéni konstantu K.

3.4 Profeny

Profeny jsou derivaty 2-arylpropionové kyseliny > '¥). Z fyzikaln& chemického hlediska
se jedna o slabé jednosytné kyseliny. VSechny tyto kyseliny patii mezi latky
chiralni. ®
16¢iv (NSAIDs). ¢ ') NSAIDs jsou b&zné pouzivanymi léCivy, ktera efektivné utiSuji bolest,
sniZuji hore¢ku a ve vysSich davkach maji protizanétlivy uc¢inek. Soucasti 1é¢iv jsou racematy
profend nebo jejich R-forma. ** % '® L¢givy Gginek profend ma enantiomer s S-konfiguraci.
V organismu dochazi k metabolické preméné R-konfigurace na S-konfiguraci. Rozsah této
piemény zavisi na struktufe kyseliny a na Zivo¢isném druhu. ©

Vétsina NSAIDs pusobi jako inhibitor aktivity enzymu cyklooxygenasa (Cox). Isoenzymy
cyklooxygenas, Cox-1 a Cox-2, katalyzuji pfeménu kyseliny arachidonové na prostaglandin
H,, ktery je poté metabolizovan tkanové specifickymi isomerdsami na dalsi formy
prostaglandinti. Nékteré prostaglandiny jsou latky, které podporuji sraZeni krevnich desticek,
chrani obsah zaludku pied poskozenim kyselinami, jiné se vyznamné podili na zénétech,
bolestech a hore¢kach. Isoforma Cox-1 je oznafovana jako pfiznivd pro organismus,

vyskytuje se ve vétsiné tkani a bunék, hraje roli pfi homeostaze a produkuje prostaglandiny
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s pozitivnimi U¢inky, zatimco nepfiznivd isoforma Cox-2 produkuje prostaglandiny
zpusobujici horetky, zanéty a podnécuje vznik rakovinnych bunék. 7
Existuje pfes 50 dostupnych NSAIDs, které se déli do skupin podle chemické struktury,

farmakokinetického hlediska a podle toho, zda vykazuji Cox-1 selektivitu nebo Cox-2

selektivitu. '7

V této praci byly pouzity ctyfi profeny, a to flurbiprofen, naproxen, ketoprofen

a ibuprofen, konkrétn¢ jejich S-forma, od flurbiprofenu také R-forma. Struktury téchto latek
3; 19; 20; 21; 15)

jsou na Obr. 3. "® Jejich pKa hodnoty se podle literarnich zdroji pohybuji

v rozmezi 3,9-4.4.

R-flurbiprofen

H3C-——O

S-ketoprofen S-naproxen

H CH,

HaC

S-ibuprofen

Obr. 3 Strukturni vzorce vybranych profenu, S-flurbiprofen, R-flurbiprofen, S-ketoprofen, S-naproxen, S-ibuprofen
(pfekresleno podle ‘"’)

1 © se primarn& zabyva chirlni separaci profenii

Clanek autorti F. Leliévre a P. Garei
v pufrech o hodnotach pH 4, 6, 8 a 10 a iontové sile 75 mmol dm™ obsahujicich neutralni
cyklodextriny metodou CZE. Ov§em pro pochopeni chovani studovanych profenii a vzhledem
k nedostupnosti aciditnich konstant nékterych studovanych profent, se ¢lanek zabyva také

stanovenim hodnot disocia¢nich konstant. Experimenty pro uréeni pK byly provedeny pouze

15



ve dvou pufrech o hodnotich pH 4 a 10 a iontové sile 75 mmol dm™. Hodnota pKa byla
vypoctena z aktualni pohyblivosti profenu pii pH 10, kdy je tato latka plné disociovéna,
a zefektivni pohyblivosti profenu pii pH 4, kdy je latka disociovana pfiblizné€ z 50%.
Pro pfepocet smiSené disociaéni konstanty na termodynamickou byla pouzita Mclnnesova
aproximace. Separace probihaly pii napéti 30 kV a teplota se pohybovala v rozmezi
2627 °C. Piesnost autoii odhaduji lepsi nez 0,1 jednotky pKa. Spravnost stanovenych hodnot
vSak miiZe byt nepfiznivé ovlivnéna nejen kolisanim teploty, ale také vypoétem pKa pouze ze
dvou experimentalnich bodu.

V publikaci M. Melouna a kol. !® se autofi zabyvaji uréenim disociaénich konstant
ibuprofenu, flurbiprofenu a ketoprofenu pH-titraci v kombinaci se spektrofotometrii. Metoda
je zalozena na titraci vodnych roztoki obsahujicich analyty o koncentraci
1-10~° mol dm™, kyselinu chlorovodikovou o koncentraci 0,1 mol dm™ a KCI pro udrzeni
konstantni iontové sily. Zkoumany roztok je titrovan 0,1 M KOH a pfi daném pH je ihned
proméiena absorbance pii vinovych délkach v intervalu 200-330 nm. Tyto tfi hodnoty, pH,
absorbance a vlnova délka, poté slouzi k vytvofeni trojrozmémé (3D) zavislosti. Pomoci
specialnich programi a pouZitim regresni analyzy byly z téchto zavislosti vypo€itany smiSené
disocia¢ni konstanty pfi rdznych hodnotach iontové sily v intervalu 0,018-0,139 mol dm™.
Termodynamické disociaéni konstanty byly ziskany proloZzenim experimentalnich dat
(pK'/;‘ix vs. I'"?) Debyeovym-Hiickelovym rozsifenym vztahem s linearnim &lenem %?. Popsana
spektrofotometrickd pH-titrace je metoda velmi slozita jak z hlediska instrumentace, tak
z hlediska statistického zpracovani experimentalnich udaji. Divéryhodnost popsané metody
vSak sniZzuje skute¢nost, Ze autory uvedené hodnoty iontové sily mensi nez 0,1 mol dm™
neodpovidaji sloZeni titrovaného roztoku.

V praci S. K. Poole a kol. @9 byly proméieny disociatni konstanty mimo jiné také
ibuprofenu a ketoprofenu v sérii dvanacti pufrd o pH 2-11,4 s ekvidistantnim krokem pH
(ApH = 0,85) aiontovou silou roztoki 50 mmol dm™ metodou CE podporovanou tlakem
(pressure-assisted capillary electrophoresis, PACE). Siroké rozmezi pH bylo zvoleno proto,
aby stejné zakladni elektrolyty mohly byt pouzity pro Sirokou S$kélu latek o riznych
hodnotach pKa, ovSem pro profeny je vyuzitelnd pouze oblast pH 2,85-6,25. Pufry
v elektrodovych nadobkach byly pouzity vzdy pro vSech 20 stanovovanych latek, aniz by
doslo Kk jejich vyméné. Autofi predpokladaji, Ze zména pH v naddobkéach neni vétsi nez
0,07 jednotky pH. Z popsaného ¢lanku vyplyva, Ze ziskané hodnoty pKs jsou smiSené

disocia¢ni konstanty pfi iontové sile 50 mmol dm™.
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Y. Ishikama a kol. ? vyvinuli velmi rychlou metodu pro uréeni hodnot pKs 96 latek
béhem jednoho dne metodou CE podporovanou tlakem (PACE) s pouZitim fotometrického
detektoru. Pro separace byly ptipraveny tfi sady pufri (pH 3-8; 6-11; 3-11) o konstantni
iontové sile 50 mmol dm™ s ekvidistantni zménou pH (ApH = 1). Vybér sady pufri zavisel na
povaze analytu, tudiz pro profeny byla zfejmé zvolena sada o pH 3-8. Promé&feni vzorku
v jedné sadé pufri bylo spojeno do jednoho experimentu. Kapilara byla naplnéna prvnim
pufrem, byl naddvkovan vzorek a aplikovano napéti 10 kV po velmi kratkou dobu
(0,9-1,5 min). Poté byl do stejné kapilary natlacen dalsi pufr, znovu nadavkovan vzorek
a aplikovéano napéti. Po natlaceni posledniho pufru, naddvkovani a aplikaci napéti byl obsah
kapilary protlacen konstantnim tlakem ptes detektor, takZe z jednoho elektroferogramu byly
ziskany efektivni pohyblivosti daného analytu pifi vSech hodnotich pH dané série pufri.
Ziskana data byla vyhodnocena a aplikaci Debyeovy-Hiickelovy rovnice (blize
nespecifikované) byly uréeny termodynamické disociaéni konstanty.

SmiSené disociaéni konstanty téméf 100 riznych latek véetné dvou profend, ibuprofenu
a naproxenu, urCili autofi ¢lanku (2'), M. Shalaeva a J. Kenseth, za pouziti aparatury s 96
kapilarami (multiplexed 96-capillary array electrophoresis) a sady 24 pufri v rozmezi pH
1,75-11,2 s iontovou silou 50 mmol dm™. Teplota v kapilarach pfi separaci se pohybovala
v intervalu 20-25 °C, coZ podle autori mohlo byt zdrojem variability méfenych efektivnich
pohyblivosti. Mozny vliv teploty na hodnotu disociaéni konstanty ale nepiipoustéji
s odlivodnénim nevyznamné zavislosti pKa na teploté. Experimentélni data, tedy efektivni
pohyblivosti, z nichZ je pKa stanovena, se vSak se zménou teploty o 1 K zméni pfiblizné
02 %.

Publikace autori L. A. Hergert a G. M. Escandar ¥ se zabyva spektrofotometrickym
a spektrofluorimetrickym stanovenim smisenych disocia¢nich konstant ibuprofenu samotného
a ibuprofenu vazaného v komplexu s B-cyklodextrinem. Nejprve byla proméfena zavislost
absorbance (pfi vlnové délce 225 nm) na pH tak, Ze roztok obsahujici kyselinu
chlorovodikovou (koncentrace neuvedena) a ibuprofen o koncentraci 1,40-10™* mol dm™ byl
titrovan roztokem NaOH (1-0,1 mol dm™). Roztok NaOH byl pfidavan po malych objemech
(0,05-0,2 ml) a po dosazeni uréeného pH bylo vzdy prométeno absorpéni spektrum. V ¢lanku
je udano pouze rozmezi pH (2-12), nikoliv pfesné pH, pfi kterych bylo spektrum méfeno.
Vliv pH na fluorescenci byl studovan analogicky jako pifedchozi zavislost. Pocate¢ni
koncentrace ibuprofenu v roztoku byla 3,7-10™ mol dm™. Hodnota pKj z obou zavislosti byla
stanovena s piesnosti 0,08 jednotky pKa. Ob¢ titrace probihaly pfi teploté 25 °C a iontova

sila byla udrzovéana na hodnoté 0,1 mol dm™.
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Hodnoty disocia¢nich konstant jsou shrnuty v Tabulce 1.

Tabulka 1 Hodnoty pK';"‘ a pK, zkoumanych profeni z literatury

latka pK’/;lix pKa

a) b) Cp) o) d) €) f)
Flurbiprofen | - - - - 4,13 4,17 3,91
Naproxen - 4,27 - - 4,26 - 4,20
Ketoprofen | 4,02 - - - 4,03 4,07 4,14
[buprofen 4,14 4,35 4,12 4,10 - 4,38 4,27

a) @Y CE, I =50 mol dm™, 25 °C

b) Y CE, I= 50 mol dm™, 20-25 °C

c1) @ spektrofotometricka pH-titrace, /= 100 mol dm™, 25 °C

cn) @ spektrofluorimetricka pH-titrace, /= 100 mol dm™ ,25°C

d) ¥ CE, 26-27 °C

e) ¥ spektrofotometricka pH-titrace (3D), 25 °C

) " PACE, 25 °C
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie

K piipravé zakladnich elektrolyti byla pouzita kyselina mravenéi HCOOH
a kyselina octova CH;COOH (Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika), kyselina 2-morpholino-
ethansulfonovd MES a monohydrat hydroxidu litného LiOH-H,O (Sigma-Aldrich, Némecko).
K uréeni pohyblivosti EOF slouzil dimethylsulfoxid DMSO (99%) (Sigma-Aldrich,
Némecko). Studovano bylo pét profenti, a to S-flurbiprofen (98%), R-flurbiprofen (97%),
S-naproxen (98%), S-ketoprofen (99%) a S-ibuprofen (99%) (Sigma-Aldrich, Némecko).
Vsechny roztoky byly pfipraveny z deionizované vody (Rowapur 100 + Ultrapur, Watrex,
Ceska republika). K proplachovani kapilary byl pouzit 0,1 M NaOH (Agilent Technologies,
Némecko). Ke kalibraci pH-metru slouzily [UPAC pufry (Radiometr, Dansko) o hodnotach
pH 1,679+0,010 a 7,000+0,010.

4.2 Instrumentace a programy

Elektroforetické experimenty byly provedeny na pfistroji PCE (Agilent Technologies,
Némecko), ktery je vybaven vestavénym fotometrickym UV-VIS detektorem s diodovym
polem (DAD). Souéasti aparatury je pocita¢ s nainstalovanym programem Agilent
ChemStation, pomoci kterého je aparatura fizena, je provadén sbér dat a vyhodnocovani dat.

Elektroferogramy byly zaznamenavany pii vinové délce 229 nm (pro S-naproxen)
a 198 nm (pro ostatni profeny). Vinové délky byly vybrany na zakladé spekter profent
proméfenych na spektrofotometru UV-240 (Shimadzu, Japonsko).

Experimenty probihaly v kfemenné kapilafe s vnitinim primérem 50 pm a vnéjSim
prumérem 375 um (Polymicro, U.K.) o celkové délce 59 cm. Délka kapilary k detektoru
¢inila 50,5 cm.

Teplota v termostatované ¢asti aparatury byla nastavena na hodnotu 25 °C.

pH pufri bylo méfeno digitadlnim pH-metrem PHM 220 s kombinovanou sklenénou
elektrodou (Radiometer, Dansko).

Program Origin 8.0 (OriginLab, USA) byl vyuzit ke grafickému zpracovani

experimentalné zjisténych zéavislosti a k regresni analyze dat.
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4.3 Volba a priprava zakladnich elektrolyti

Pro stanoveni limitnich pohyblivosti ionti slabych elektrolytli je Zadouci proméfit
zavislost efektivnich pohyblivosti do hodnoty pH, pfi které jsou tyto elektrolyty prakticky
uplné disociovany; pro stanoveni jejich disocia¢nich konstant je vhodné méfeni provadét
v okoli jejich pKa hodnot, kde je tato zavislost nejstrméjsi. Podle literatury se hodnoty pKa
vybranych profenii pohybuji pfiblizn¢ v oblasti 3,9—4,4. Hodnoty pH zakladnich elektrolyti
proto byly zvoleny v rozmezi 3,6-6,2 s ptiblizné ekvidistantnim krokem pH (ApH ~ 0,3). Pro
danou oblast pH byly vybrany pufry tvofené slabymi kyselinami (kyselina mravenéi,
pKa = 3,75, kyselina octova, pKa = 4,75, MES, pKa = 6,095) a hydroxidem litnym. Hodnota
iontové sily (5:10 mol dm™) zékladnich elektrolyti byla zvolena stejna jako byla pouzita
v praci ") ke stanoveni konstant stabilit danych profent. Formiatové a acetatové pufry byly
ptipravovany z faktorovanych zasobnich roztoki pfislusnych kyselin o koncentraci
0,1 mol dm™. SloZeni zékladnich elektrolyti o pozadovanych hodnotach pH a iontové sile
bylo spo¢itano pomoci programu PeakMaster **. Tabulka 2 udava sloZeni t&chto roztokd,

teoretické a experimentélni hodnoty pH a velikost iontové sily.

Tabulka 2 Programem PeakMaster urcené teoretické pH (pH,..), iontova sila zakladnich elektrolytl (/gge) a sloZeni
zékladnich elektrolytt. pH,,, odpovida experimetndlné zméfenému pH zdkladnich elektrolytu.

PHeeor m slozeni BGE PHexp
3,73 4,95 9,75 mM HCOOH + 4,75 mM LiOH 3,61
3,92 5,03 8,20 mM HCOOH + 4,90 mM LiOH 3,86
4,22 5,02 6,60 mM HCOOH + 4,95 mM LiOH 4,09
4,52 5,03 13,00 mM CH;COOH + 5,00 mM LiOH 4,43
4,81 5,02 9,15 mM CH3;COOH + 5,00 mM LiOH 4,72
5,21 5,01 6,65 mM CH3COOH + 5,00 mM LiOH 5,11
5,50 5,00 23,30 mM MES + 5,00 mM LiOH 5,56
5,81 5,00 14,00 mM MES + 5,00 LiOH 5,87
6,10 5,00 9,55 mM MES + 5,00 LiOH 6,17

4.4 Priprava vzorki
Profeny byly méfeny ve vzorku jednotlivé a v pofadi: S-flurbiprofen, R-flurbiprofen,
S-naproxen, S-ketoprofen, S-ibuprofen. Ptislusné navazky profenti byly rozpustény ve 100 ml

kazdého zékladniho elektrolytu o daném pH tak, aby koncentrace profeni v tomto zdsobnim
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roztoku byla 1,5 mmol dm™. Profeny vykazuji $patnou rozpustnost, proto se roztoky vzdy
sonifikovaly po dobu 10 minut. Také zasobni roztoky markeru DMSO o koncentraci 2% obj.
byly pfipraveny smisenim pfislusného objemu DMSO (99% obj.) a zakladniho elektrolytu
o daném pH.

Vsechny experimenty byly provadény metodou PreMCE. Pii pouziti této metody se
davkuje dvakrat. Pro prvni davkovani byl vzorek pfipravovan vzdy smisenim 475 pl
zakladniho elektrolytu, 25 pl zasobniho roztoku DMSO (2% obj.) a 100 pl zasobniho roztoku
profenu. Vysledna koncentrace analytu ve vialce se vzorkem &inila 0,25 mmol dm™, vysledna
koncentrace DMSO ve vzorku byla 0,083% ob;.

Pro druhé davkovani vzorek obsahoval 575 pl zdkladniho elektrolytu a 25 pl zésobniho
roztoku DMSO. Koncentrace DMSO v tomto vzorku ¢inila také 0,083% oby;.

4.5 Dalsi experimentalni podminky a postupy

Separa¢ni napéti bylo nastaveno na hodnotu —15 kV. Znaménko ,,minus“ znali, Ze
u vstupniho konce kapilary (inlet) byla nastavena zaporna polarita (-). Prochazejici proud se
pohyboval v rozsahu 2,9-3,2 pA. Doba tyig, po kterou bylo napéti aplikovéano, se lisila
v zavislosti na hodnot¢ pH. Po dobu 8 minut bylo separa¢ni napéti aplikovano u BGE
o hodnotach pH 3,61-4,43 (pii pH 4,43 byl v tomto médu proméfen pouze S-flurbiprofen a
R-flurbiprofen), 4 minuty bylo separa¢ni napéti aplikovano u BGE o pH 4,43 pro
S-naproxen, S-ketoprofen a S-ibuprofen, a dale u vyssich hodnot pH (4,72—6,17) pro vSechny
profeny.

Tlak p pouzity k natlaeni prvni davkované zény do termostatované Casti kapilary a
k protlateni druhé davkované zény pies detektor byl nastaven na 40 mbar. K nadavkovani
vzorku se pouzilo hydrodynamické davkovani 10 mbar x 6 sekund ve vSech experimentech.
Jednotliva méfeni byla opakovana 3 az 7krat vzdy s erstvym pufrem ve vstupni i vystupni
vialce.

Pied prvnim méfenim byla kapilara proplachovana tfikrat 3 minuty vodou, nasledné
5 minut 0,1 M NaOH, tfikrat 5 minut vodou, 10 minut prvnim separa¢nim pufrem. Pro
stabilizaci elektroosmotického toku bylo vloZeno napéti 15 kV po dobu 30 minut. Pied
zménou pH separa¢niho elektrolytu byla kapilara proplachovana tfikrat 3 minuty vodou a poté
5 minut separaénim elektrolytem o aktualnim pH. Mezi jednotlivymi experimenty bylo
provadéno proplachovani 3 minuty aktualnim pufrem. VSechny roztoky byly pfed pouzitim

prefiltrovany ptes filtry Sartorius (Minisart, Germany) o velikosti pérd 0,45 pm.
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5. Vysledky

Nejprve byla provedena sada experimentii za ucelem vytipovani vhodnych podminek
metody PreMCE. Tato metoda byla pouzita z divodu oto¢eni sméru elektroosmézy v prvnich
experimentech provadénych piinejnizSi hodnot¢ pH zakladniho elektrolytu. Oproti
ofekavanému kationickému EOF byl EOF anionicky. V pribéhu proméfované série
experimentd se smér elektroosmoézy zménil na kationicky, metoda PreMCE vsak jiz byla
pouzita pro celou sérii. Pii vysSich hodnotaich pH zakladniho elektrolytu vsak bylo téeba
zkratit dobu aplikace separa¢niho napéti z ptivodnich 8 minut na 4 minuty. Kationicky smér
EOF v kombinaci s jeho rostouci rychlosti pfi zvySujicim se pH totiz zpisobil vyputovani

prvniho davkovaného vzorku vstupnim koncem kapilary.

2 -
1 krok C
04
DMSO
5 DMSO
< 24
E
D B
<
S
> S-ketoprofen |
N J B
(0] :
“8 :
-6
I krok B
-8 W
1 b kokE |
-10 T — T 4 T r —— T
0 10 b 0t by be 30

t/min

Obr. 4 Elektroferogram potizeny DAD pfi vinové délce 198 nm, v pufru o pH 5,56, / =5 mM, U = -15 kV, t;,, = 4 min. Krok
B odpovida natlageni prvni davkované zény vzorku do termostatované Easti kapilary, v kroku C je aplikovano napéti U po
dobu t,;.. Findlni aplikace tlaku p odpovida kroku E. Analyt byl S-ketoprofen a marker elektroosmézy byl DMSO.
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Na Obr. 4 je ukazka elektroferogramu potfizeného DAD se schematicky vyznacenymi
kroky B, C a E metody PreMCE (viz odstavec 3.2) a potiebnymi ¢asovymi udaji pro vypocet
efektivni pohyblivosti analytu. Krok B odpovida natlaéeni prvni davkované zony vzorku do
termostatované ¢asti kapilary tlakem p, v kroku C je aplikovano napéti U ptisobici po dobu
Imigr.

Ze vsech ziskanych elektroferogramti byly pomoci integraéni funkce programu
ChemStation odecteny detek¢ni Casy analytll #, a neutrdlnich markert #y; a fn2. Doba fmigr,
po kterou bylo vloZeno separatni napéti, a Cas f, odpovidajici zaCatku aplikace tlaku ve
findlnim kroku E, nebyly odecitany z elektroferogramu. Jejich hodnoty jsou vstupnimi udaji
metody PreMCE.

Efektivni elektroforetické pohyblivosti analyti byly spo¢teny podle vztahu

U= Lch(tNl - ta)
T Upig(tne = 1,)

@1

ve kterém L4 je délka kapilary k detektoru.
V Tabulce 3 jsou shrnuty absolutni hodnoty vypoétenych efektivnich pohyblivosti

analytt.

Tabulka 3 Experimentalni hodnoty efektivnich pohyblivosti analytl vypoétené z primarnich experimentalnich udaju
podie rovnice (21)

S-flurbiprofen  R-flurbiprofen  S-naproxen S-ketoprofen S-ibuprofen

3,61 4,63 4,75 3,92 5,25 3,53
3,61 4,61 491 3,99 5,48 3,48
3,61 4,39 5,05 3,97 5,19 3,57
3,61 - - 3,82 5,37 -

3,86 6,85 6,81 5,48 6,90 4,30
3,86 6,91 6,87 5,44 6,83 4,29
3,86 7,37 7,06 5,44 6,99 4,30
4,09 9,69 10,1 8,44 9,86 6,65
4,09 9,83 10,1 8,46 9,82 6,65
4,09 9,80 10,1 8,32 9,88 6,55
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Tabulka 3 pokracovani

u
PHos 107 r|n2ef\f/|“ 5!
S-flurbiprofen ~ R-flurbiprofen  S-naproxen S-ketoprofen S-ibuprofen
4,43 15,0 14,9 13,6 14,5 11,4
4,43 15,2 14,9 13,3 14,6 11,4
4,43 15,0 15,1 13,6 14,5 11,4
4,43 -- - 13,4 - -
4,72 17,2 17,4 16,3 17,0 14,4
4,72 17,3 17,3 16,3 16,7 14,4
4,72 17,4 17,3 16,3 16,8 14,3
5,11 20,6 20,4 20,2 19,7 18,2
5,11 20,5 20,4 20,2 19,6 18,2
5,11 20,6 20,6 19,7 19,3 18,4
5,11 19,6 20,1 19,4 - --
5,56 20,9 21,3 21,5 20,4 20,2
5,56 20,4 21,3 21,5 20,3 20,2
5,56 21,0 21,1 21,6 20,6 20,4
5,56 21,1 - - 20,4 -
5,87 21,8 21,8 22,0 20,6 20,9
5,87 21,6 21,7 21,7 20,7 20,7
5,87 21,9 21,7 21,8 20,7 20,9
5,87 21,2 21,5 -- - 21,1
5,87 21,5 21,6 - -- -
5,87 21,9 21,7 - - -
5,87 21,8 - - - -
6,17 21,7 21,5 223 21,2 21,5
6,17 21,4 21,6 22,7 21,1 21,4
6,17 21,5 21,3 222 21,3 21,6
6,17 -- - -- 20,7 21,9
6,17 -- - -- 21,8 --

24



Hodnoty efektivnich pohyblivosti jednotlivych zkoumanych profenti byly vyneseny do
grafu v zavislosti na zméfené hodnoté pH zédkladnich elektrolyti. Aplikaci regresni funkce
popsané rovnici (20) na tyto experimentalni zavislosti byly ziskany kfivky s poZadovanymi
parametry: aktudlni pohyblivosti aniontu u,- daného profenu a jeho smiSené disociatni
konstanty pK?ix pfi iontové sile 5 mmol dm™. Grafy pro jednotlivé profeny jsou uvedeny na

Obr. 5-9. Soudasti obrazkd pro jednotlivé profeny je tabulka s vyslednymi nafitovanymi
parametry.

S-flurbiprofen

24,0
L - ”'”I' ......... 2
20,0 i
T
| 4
"-U) 1610 A //
& y
£ 7
q) /)
© 12,04 Adj. R-Square 0,995
= K
[ ,
3’ % Value Standard Error
8,0 - PR 4,162 0,012
A . 2,206E-8 0,012E-8
h /
4,0 1 ¢
I 1 1
3 4 5 6
pH

Obr. 5 Z4vislost efektivni elektroforetické pohyblivosti S-flurbiprofenu na pH zdkladnich elektrolytd. Kfivka zndzoriiuje
regresni funkci dle vztahu (20). Symboly m odpovidaji experimentalnim hodnotam.
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R-flurbiprofen
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Obr. 6 Zavislost efektivni elektroforetické pohyblivosti R-flurbiprofenu na pH zdkladnich elektrolyta. KFfivka zndzoriiuje
regresni funkci dle vztahu (20). Symboly m odpovidaji experimentdlnim hodnotdm.

S-naproxen
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Obr. 7 Zavislost efektivni elektroforetické pohyblivosti S-naproxenu na pH zdkladnich elektrolytl. Kfivka zndzorfiuje
regresni funkci dle vztahu (20). Symboly m odpovidaji experimentainim hodnotdm.
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S-ketoprofen
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Obr. 8 Zdvislost efektivni elektroforetické pohyblivosti S-ketoprofenu na pH zdkladnich elektrolytl. KFivka znazoriiuje
regresni funkci dle vztahu (20). Symboly m odpovidaji experimentdlnim hodnotdm.
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Obr. 9 Zivislost efektivni elektroforetické pohyblivosti S-ibuprofenu na pH zdkladnich elektrolytd. K¥ivka zndzoriiuje
regresni funkci dle vztahu (20). Symboly m odpovidaji experimentalnim hodnotdm.
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SmiSené disocia¢ni konstanty byly podle rovnice (16) pfepoteny na disociaéni konstanty

termodynamické. Z aktuélnich pohyblivosti aniontl profent byly podle rovnice (8) vypoéteny

hodnoty jejich limitnich pohyblivosti. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 4.

Tabulka 4 Vysledné hodnoty aktudlnich pohyblivosti aniontu u,-, smiSenych disociaénich konstant pK:"", limitnich
iontovych pohyblivosti Ho - a termodynamickych disociaénich konstant pK, stanovovanych profenu.
im,

profen 10-9;‘+\_/_15_] PK,T . % PKa

S-flurbiprofen 22,1+0,1 4,16 + 0,01 24,5+ 0,01 4,19+ 0,01
R-flurbiprofen 22,1 +0,1 4,16 £ 0,01 24,5+ 0,01 4,19+ 0,01
S-naproxen 22,7+ 0,1 4,30+ 0,01 25,1+ 0,01 4,33+ 0,01
S-ketoprofen 21,3+ 0,1 4,13 +£0,01 23,7+ 0,01 4,16 +£ 0,01
S-ibuprofen 21,8+ 0,1 4,42 + 0,01 24,2+ 0,01 4,45+ 0,01
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6. Diskuse

Stanovené smiSené disocia¢ni konstanty a aktudlni pohyblivosti profent vykazuji vysokou
ptesnost. Hodnoty pKTix byly stanoveny s pfesnosti +0,01 jednotky pK, ktera odpovida
presnosti hodnot pH pufrii pouzitych ke kalibraci pH-metru. Standardni chyba aktualnich
pohyblivosti je u vSech profenii nizsi nez 0,5%. Této vysoké pfesnosti bylo dosazeno tim, Ze
pro regresni analyzu byl pouzit velky pocet experimentdlnich dat (minimalné¢ 29 hodnot
efektivnich pohyblivosti pii deviti riznych hodnotach pH pufrti). Vysokou piesnost pouzité
metody potvrzuje i vynikajici shoda stanovenych hodnot pKT" a aktudlnich pohyblivosti
obou enantiomeru flurbiprofenu.

Spravnost stanovovanych veli¢in se zpravidla posuzuje na zdklad€ srovnani s literarnimi
udaji. Pro elektroforetické pohyblivosti profeni v odborné literatute zadnd data nalezena
nebyla. U disocia¢nich konstant by k porovnani mély slouzit termodynamické disociaéni
konstanty, které teoreticky zéaviseji pouze na teploté. Porovnani termodynamickych
disocia¢nich konstant nabizi Tabulka 5. Rozdily mezi hodnotami ziskanymi riznymi
metodami se pohybuji v setinach az desetinach jednotek pK. Z odstavce 3.4, kde je uveden
struény popis metod pouzitych v nalezenych literarnich pramenech, v3ak vyplyva, Ze ziskané

hodnoty lze povazovat spiSe za odhady téchto konstant.

Tabulka 5 Hodnoty pK, zkoumanych profenl stanovenych v této praci v porovnani s hodnotami z literatury

pKa

latka tato prace © T35) )
CZE,25°C | CE,26-27°C spektrofotometricka pH- PACE, 25 °C
titrace (3D), 25 °C

Flurbiprofen 4,19 4,13 4,17 3,91
Naproxen 4,33 4,26 - 4,20
Ketoprofen 4,16 4,03 4,07 4,14
Ibuprofen 4,45 - 4,38 4,27
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V Tabulce 6 jsou porovnany hodnoty disocia¢nich konstant pKL"ix stanovenych v této
praci s hodnotami, které byly pouzity v praci J. Skokanové ". Porovnani téchto hodnot
vysvétluje rozdily, které byly zjiStény mezi experimentalné stanovenymi efektivnimi
pohyblivostmi u stanovovanych profenti pfi pH = 3,61 a teoretickymi hodnotami vypoé&tenymi
s pouzitim pKa hodnot pfevzatych z literarnich zdroji. Nejvétsi odchylka byla zjisténa u
ibuprofenu. ZvySeni hodnoty pKa o 0,3 jednotky znamena u této latky pfi hodnoté pH 3,6

sniZeni stupné disociace a tim i efektivni pohyblivosti téméf o 50%.

Tabulka 6 Porovnani hodnot disociacnich konstant stanovenych v této praci s hodnotami pouzitymi v citované diplomové
praci

latka PR
tato prace z literatury
Flurbiprofen 4,16 4,13 ()]
Naproxen 430 4,26 ()
Ketoprofen 4,13 4,039
Ibuprofen 4,42 4,12 @
7. Zavér

Vyty€ené cile této bakalarské prace byly splnény. Byly stanoveny smiSené disociacni
konstanty a aktualni iontové pohyblivosti zkoumanych profeni pii iontové sile
5-10 mol dm™. Tyto hodnoty budou pouzity pro piehodnoceni konstant stability vybranych
profeni stanovenych v diplomové praci J. Skokanové. Déle byly uréeny termodynamické
disociaéni konstanty a limitni pohyblivosti profent, coz jsou hodnoty pattici mezi zakladni

fyzikalné-chemické charakteristiky latek.
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