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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceutick4 fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv
Autor: Mgr. Iva Coufalova

Konzultant: Ing. Vladimir Kubicek, CSc.

Nézev rigorozni prace: Stanoveni lipofility potencialnich 1é¢iv

Tato rigordézni prace se zabyva stanovenim lipofility u nové syntetizovanych
potencidlnich 1é¢iv na bdzi pyrazinu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
na reverznich fazich.

V teoretické Casti je obsaZzen strucny piehled vyvoje a klinického hodnoceni novych
1écivych latek, dale jsou zde shrnuty historické 1 v soucasnosti bézné¢ pouzivané postupy
stanovovani lipofility latek, véetné zakladnich principti chromatografie.

Dalsi cast prace se vénuje méfeni konkrétnich vzorki 1é¢iv na koloné Zorbax
ECLIPSE XDB-C8 600 Bar, 50,0x3,0 mm, 1,8 um. Tato kolona byla zvolena za ucelem
zkraceni retencnich ¢asti métenych latek oproti koloné s naplni C18. Za hodnoty lipofilit
zkoumanych 1é¢iv jsou povazovany hodnoty logaritmu kapacitniho faktoru, které byly
zjistény extrapolaci na nulovou koncentraci methanolu v mobilni fazi.

Na zavér bylo provedeno porovnani ziskanych vysledkii s hodnotami jiz diive
zjisténymi na koloné Zorbax ECLIPSE XDB-C18 600Bar, 50,0x4,6 mm, 1,8 pum a

s hodnotami ziskanymi matematickym vypoc¢tem v programu ChemDraw Ultra 12.0.

Klic¢ova slova: 1éCiva, vyvoj 1éCiv, lipofilita, kapalinova chromatografie na reverznich fazich,

kapacitni faktor



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control
Author: Mgr. Iva Coufalova

Consultant: Ing. Vladimir Kubi¢ek, CSc.

Thesis Title: Determination of Lipophilicity of Potential Drugs

This rigorous thesis deals with the determination of lipophilicity of new synthesized
potential drugs based on pyrazine structure by reversed phase high performance liquid
chromatography.

The theoretical part contains a brief overview of the drugs development and clinical
studies, there are also summarized historical and currently common used processes
for lipophilicity estimating, including the basic principles of chromatography.

Another part of thesis is engaged in to the measurement of specific samples of drugs
on a Zorbax ECLIPSE XDB-C8 600 Bar, 50.0x3.0 mm, 1.8 pm column. This column was
chosen in order to shorten the retention times of the measured samples compared with C18
column packing. For the lipophilicity values of the examined drugs are considered
the logarithm of capacity factor values which were determined by extrapolation to zero
concentration of methanol in the mobile phase.

In conclusion there was made a comparison of the results with the values previously
obtained on a Zorbax ECLIPSE XDB-C18 600Bar, 50.0x4.6 mm, 1.8 um column and
the values obtained by a mathematical calculation in program ChemDraw Ultra 12.0.

Keywords: drugs, drugs development, lipophilicity, reversed phase liquid chromatography,
capacity factor
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Faf UK
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FDA
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TLC
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MEKC

MEEKC

Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (z angl. Food and Drug
Administration)

Kvantitativni vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou (z angl.
Quantitative Structure — Activity Relationships)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. High Performance
Liquid Chromatography)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverznich fazich (z angl.
Reversed-Phase High Performance Liquid Chromatography)
Tenkovrstva chromatografie (z angl. Thin Layer Chromatography)
Tenkovrstvd  chromatografie na reverznich fazich (z angl.
Reversed-Phase Thin Layer Chromatography)

Micelarni  elektrokineticka — chromatografie (z angl. Micellar
electrokinetic chromatography)

Mikroemulzni elektrokineticka chromatografie (z angl. Microemulsion

electrokinetic chromatography)



1. UVOD

Znalost lipofility 1é¢iv je nesmirn¢ dilezitd pro hodnoceni jejich biologické aktivity.
Diky ni lze ptedvidat, jak se dané 1éCivo v organismu bude chovat. Jedna se totiz o jednu
z fyzikalné-chemickych vlastnosti, ktera ovliviiuje fadu déu v organismu v souvislosti
S podanim 1éCiva. Méa vliv zejména na prinik latek pfes biologické membrany, vazbu
na plazmatické bilkoviny, distribuci 1éCiva v téle, délku ucinku, ale i fadu dalSich procesi.
Neni proto piekvapenim, Ze lipofilita je jednim z parametri, ktery je tieba urcit jiz béhem

preklinického vyvoje novych 1é€ivych latek.

V odborné literatuie lze najit celou fadu informaci tykajicich se stanoveni lipofility
chemickych latek. V soucasné dobé se nejcastéji vyuzivaji metody nepiimé, mezi které patri
napf. kapalinovd chromatografie, elektrokinetickd chromatografie, rtizné matematické
vypocetni programy a dal$i. Metody ptimé (tradi¢ni ,,vytiepavani® a stanoveni rozdélovaciho
koeficientu v systému oktanol-voda) jsou dnes vyuzivany daleko méné, jelikoz maji fadu
nevyhod, zejména co se tyCe pozadavkll na rychlost stanoveni, zru¢nost laboratorniho

pracovnika a mnozstvi pouzitého chemického materialu.

V této rigordzni praci byla lipofilita stanovovana pomoci kapalinové chromatografie
na reverznich fazich (RP-HPLC). Prace byla vytvofena ve spolupraci s katedrou
Farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy (KFCHKL

Faf UK).



2. TEORETICKA CAST

V poslednich desetiletich dochazi k velmi rychlému rozvoji vyzkumu I1éciv a
k zavadéni velkého mnozstvi novych 1éka na trh. ProdluZzuje se vSak doba potfebna na vyvoj
1é¢ivo udrzi v praxi, se stale zkracuje. Proto jsou pro praci na vyvoji nové ucinné latky velmi
dilezité obecné poznatky o vlastnostech 1€¢iv. Tyto znalosti pak mohou vznik 1é¢iva vyrazné

zracionalizovat, urychlit a také zlevnit [1].

2.1 Zdroje novych chemickych 1é¢iv
Vyzkum novych chemickych 1é€iv 1ze rozdélit do péti zakladnich piistupt:

1.) Nahodily screening

Jedna se o velmi Casty zdroj pro ziskani nové ucinné latky, ale také velmi nakladny.
Sleduji se ucinky rozsahlych soubori sloucenin pfipravenych izolaci nebo syntézou
ve farmaceutickém vyzkumu nebo v jinych oborech. Predpoklada se, Zze v priméru
z 10000 latek ve screeningu ma Sanci na praktické vyuziti jako lé¢ivo pouze jedna

sloucenina.

2.) Objevovani ztraceného

Mnoho pozornosti je tieba také vénovat studiu starSich praci, ve kterych Ize nalézt a
nasledné vyuzit takové poznatky, které v dobé publikovani nebyly a nemohly byt dostatecné
docenény. Lze sem také zahrnout mnoho lé¢iv ptfirodniho ptivodu, kterd jsou objevovéana

na zaklad¢ vyuziti poznatkil lidového 1é€itelstvi.

3.) Obménovani struktur stavajicich 1é¢iv

Po objeveni nového 1é¢iva dochdzi k intenzivnimu studiu rznych chemickych obmén
dané molekuly za vyuziti poznatkli o vztazich mezi chemickou strukturou a U¢inkem. Tato
metoda vede nejcasteji ke kladnym vysledktim a k nalezeni pouzitelné slouceniny.

Z analyz mezinarodnich patent tykajicich se 1éciv vyplyva, Zze 87% vSech patenth
se tyka modifikaci zndmych molekul uvedenych ve star§ich patentech. Timto zpiisobem Ize

pfipravit napfiklad slouceniny s vy$8§im Gc¢inkem, S odliSnou délkou aktivity, ve zvySené mife



vyluované¢ do ur€ité¢ tkdné, s méné vyraznymi vedlejSimi nezaddoucimi ucinky nebo

s vyhodnéj$imi organoleptickymi vlastnostmi.

4.) Kombinatorialni chemie

Vyzaduje vyuziti vysoce spolehlivych, citlivych a automatizovanych analytickych
postuptl. Ptipravi se velky pocet novych sloucenin, tisice az desetitisice — tzv. knihovna, ktera
se pak podrobi testovani a pokud se prokaze potiebna aktivita, je tfeba danou substanci
identifikovat a dale provést cilené resyntézy. Postupné vznikaji timto tfidénim mensi

knihovny, az se docili definovanych aktivnich reakénich produktu.

5.) Vyuziti poznatki p¥ibuznych obori

Vyzkum 1é¢iv probihda na molekularni Grovni za vyuziti znalosti z biochemie a
biolékaistvi. Roli zde hraji hlavné poznatky o metabolismu, receptorech a mechanismu
ucinku, pricemz se ziskaji ptesné pozadavky na strukturu, véetné rozlozeni funkénich skupin,
prostorového uspotadani a elektrickych naboji. Vyhodou tedy je, Ze Se nemusi provéfovat tak

velké mnoZstvi slou¢enin jako u jinych postupti [1].

2.2 Vyvoj 1é¢iv

Jak jiz bylo uvedeno, vyvoj 1éCiv je asove i finanéné velmi nakladny proces. Prvotni
etapou zkouseni nové latky jsou preklinické studie. Jejich cilem je ziskat co nejvice informaci
o nové molekule, zejména informace o mechanismu ucinku a o toxicité. Vysledky se ziskavaji
z laboratornich in vitro zkouSek a dale testovanim na zivych organismech (in Vvivo,
na laboratornich zvitatech). Pokud 1éCivo prokédze v této fazi dostatecnou bezpecnost a
ucinnost, pristupuje se ke klinickému zkouSeni. Klinické hodnoceni 1é¢iv se obvykle
rozdéluje do Ctyt fazi, které se vzajemné prolinaji.

Béhem faze I se 1éCivo poprvé poda Cloveéku a stanovuje se jeho bezpecna davka,
detekuji se mozné nezadouci Uc¢inky a také se zjisStuje davka, pfi které se tyto nezadouci
ucinky objevuji. Testovani probiha na zdravych dobrovolnicich, ve vyjimeénych piipadech
pfimo na pacientech.

Faze II je charakteristickd posouzenim ucinnosti 1é¢iva, stanovenim zékladnich

indikaci a davkovanim. Dale se podrobnéji zkouma farmakokinetika, metabolismus,
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biologicka dostupnost a dal$i parametry. Tato faze jiz probiha na homogenni skupiné
pacientd.

Ve fazi III se sleduje Uc¢innost pifi vSech indikacich, hledaji se kontraindikace,
interakce a nezadouci uc¢inky v zavislosti na davce. Sleduje se také vliv dalSitho onemocnéni
nebo psychické zmény. LéCivo se testuje na co nejreprezentativnéjsi heterogenni skupiné
pacienti (déti, seniofi, pfipadné téhotné nebo kojici zeny).

Faze IV se odehrava jiz po zavedeni 1éCiva na trh a jedna se o tzv. postmarketingové
studie. Patra se po malo cCastych nezadoucich tucincich, interakcich s ostatnimi Iéky a
potravinami, hodnoti se rtizné 1ékové formy a doba trvani 1écby [2, 3]. Tyto poregistracni
studie zahrnuji zejména studie epidemiologické, farmakoekonomické a vyzkumné. Dohled
nad 1é¢ivy (farmakovigilanci) zajistuje drzitel rozhodnuti o registraci a spoéiva zejména
ve sbéru a vyhodnocovani dat tykajicich se nezadoucich G¢inkt [4]. Schéma vyvoje 1éCiv je

znazornéno na nasledujicim obrazku.

PREKLINICKE STUDIE  KLINICKE STUDIE POSTMARKETINGOVE STUDIE

VYCHOZI ' l l

SYNTEZY

NEZADOUCI UCINKY

TESTOVANI NA
ZVIRATECH

| Lécebné pouiiti

=l 1=

Podani Zadosti FDA Schvéleni FDA

\ Z

Obr. 1: Schéma procesu vyvoje novych 1é¢iv (pfevzato z [3], upraveno)

Nejbéznéjsim pfistupem vyuzivanym ve vyvoji 1éCiv je vytvafeni rlznych
molekularnich modeli. Cilem je ziskat vztah mezi strukturou a biologickou aktivitou
potencialniho 1éCiva v souvislosti se zakladnimi farmakokinetickymi pochody (absorpce,

distribuce, metabolismus a eliminace).
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Jako urcitou pomiicku pro vyvoj nového Iéku lze vyuzit empirické ,,pravidlo péti®,
znamé také jako Lipinského pravidlo. Toto pravidlo doporucuje nékteré zakladni vlastnosti,
které by méla chemicka sloucenina spliovat, aby mohla byt 1é¢ivem.

1.) molekula by neméla obsahovat ve své struktufe vice nez 5 donoru vodikovych vazeb

2.) molekula by neméla obsahovat ve své struktufe vice nez 10 akceptorti vodikovych vazeb
3.) molekulova hmotnost by méla byt vice nez 500

4.) hodnota rozdé¢lovaciho koeficientu by méla byt vice nez 5

Postupem casu se vSak zjistilo, ze toto pravidlo mé fadu vyjimek (napt. biologicka
1é¢iva, 1éciva prirodniho piivodu a jejich semisyntetické derivaty) a také bohuzel neptedvida,
zda je latka biologicky aktivni ¢ nikoli. Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv v USA (FDA)

dokonce upozoriiuje, Ze pouze polovina vSech 1é¢iv spliiuje pozadavky tohoto pravidla [3].

2.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti 1éCiv

Pro biologickou aktivitu potencidlnich 1é¢iv jsou dilezité fyzikalné-chemické
vlastnosti 1é¢iv. Nositelem téchto vlastnosti je chemicka struktura (tj. pofadi a zpuisob, jakym
jsou spolu jednotlivé atomy a atomové skupiny v molekule vazany).

Chemické vlastnosti jsou Casto zdkladnim ptfedpokladem ucinku léciv na zakladé
schopnosti interagovat s pfisluSnym partnerem v organismu, kdezto fyzikalni vlastnosti
ovlivituji distribuci 1é€iva v organismu, jeho vstfebavani, transport na misto pisobeni a
vylu€ovani. Kromé¢ téchto tzv. vnitinich faktort se uplatiuji jesté vnéjsi strukturalni faktory a
tam patfi zejména metabolismus (tj. pfeména lé¢iva v Zivém organismu a mechanismus
pusobeni, ktery ma za nasledek vyvolani a¢inku).

Nemaly vyznam z hlediska uc¢inku mé velikost molekuly. Divodem je skutecnost,
ze se 1éciva mnohdy podavaji do mist (intravaskularng, extravaskularn¢), kterd jsou znacné
vzdalena od mista ucinku. Pfi distribuci pak musi 1é¢ivo projit ptes fadu biologickych bariér,
které oddéluji jednotlivé ¢asti organismu (napf. bunécné membrany, sliznice Zaludku, sliznice
tenkého stfeva, Cervené krvinky a dalSi). To mohou absolvovat pouze molekuly, které maji
dostate¢nou schopnost diftize. U pfili§ velkych molekul mlzZe byt tato schopnost zpomalena,
ptipadné az znemoznéna. V nékterych pripadech je vSak tato vlastnost naopak vyhodou. Jako
ptiklad Ize uvést vysokomolekularni polysacharidy — dextrany, které se pouzivaji jako krevni
nahrady, jejich schopnost pronikat tkdnémi je sniZena, jsou proto schopny docasné zastavat

funkci krevnich bilkovin a udrzovat tak dostateCny onkoticky tlak. Naopak malé¢ molekuly
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snadno difunduji do centralniho nervového systému a toho se vyuzivd napf. U inhalacnich
anestetik.

Tvar a prostorové uspoiradani molekuly zastavaji dulezitou roli pfi vlastnim ucinku
1é¢iva. Vazou se na reaktivni mista stereo-specifickych receptorti. S tim souvisi jev rozdilného
prostorového uspotfadani oznacovany jako izomerie.

Jak jiz bylo vySe uvedeno, 1é¢ivo pfi pohybu v organismu podléha riznym procestim,
zejména rozdélovani mezi vodnou a lipofilni fazi, prostupuje pies biologické membrany a
vaze se na bilkoviny krevni plazmy. Z fyzikalné-chemickych vlastnosti, které¢ v uvedenych
procesech hraji velkou roli, jsou to pfedev§im rozpustnost 1é¢iva ve vod¢ a lipidech, dale
bazicita a kyselost a schopnost adsorpce. K dalsim vyznamnym fyzikalné-chemickym
vlastnostem patii napt. schopnost sraZet koloidy, povrchové napéti a t€kavost. VSechny tyto

vlastnosti maji obecny vyznam a jejich vliv a efekt se projevuje komplexné [1].

2.3.1 Rozpustnost ve vodé

Aby 1é¢ivo mohlo ucinkovat, je vétSinou nutné, aby bylo alespon ¢asteéné rozpustné
ve vodé. Vsechna léciva, krom¢ mistné podavanych, jsou totiz na misto svého ucinku
transportovana vodni cestou. Plati, Ze 1é¢iva, kterd jsou velmi dobfe rozpustna ve vod¢, jsou
také velmi rychle metabolizovana a vyloucena z téla, maji kratkodoby tcinek.

Rozpustnost ve vod¢ lze zvysit jednak na fyzikalné-chemickém zéklad€, a jednak
zasahem do chemické struktury léciva. Pii prvnim zpusobu se vyuZziva tfetich latek —
tzv. solubilizert, coz jsou latky zpravidla amfifilniho charakteru (hydrofilni a hydrofobni
zaroven). Principem je, Ze vznikaji ve vodé snadno rozpustné molekuldrni komplexy
1é¢ivo-solubilizer. Jako tato solubilizacni ¢inidla se daji pouzit soli slabych, nej€astéji
aromatickych kyselin (napf. benzoan sodny, salicylan sodny, ethylendiamin a dalsi).
K solubiliza¢nim Uc¢ellim je moZno vyuZit také povrchové aktivnich latek, tenzid
(napf. polysorbaty). Jejich Gc¢inek spociva v tom, Ze ve vodném prostiedi vytvaieji koloidni
micely, které okluduji nerozpustné Castice 1éCiv. Druhym zplisobem zvySeni rozpustnosti
ve vodé je chemickd obména struktury, nejcastéji se jednd o prevedeni kyselin nebo zasad
na vhodnou stl neutralizaci. U kyselin vétSinou na sodnou, draselnou nebo vapenatou sil a
u zasad prevedenim na chloridy, sulfaty, nitraty nebo fosfaty. Dalsi vyhodou je, Ze takto
vytvorené soli jsou navic vétSinou pevné latky, stabiln¢jsiho charakteru, a tak i daleko

vhodnéjsi pro formulaci 1€¢ivych ptipravki.
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Pokud neni mozné vytvofit stl, dosahuje se zvySeni rozpustnosti zavedenim
hydrofilnich skupin (napf. hydroxylové, hydroxyalkylové karboxylové, sulfonové, aminové
seskupeni) do molekuly. Tento zptsob ale nékdy miuize vést ke snizeni biologické aktivity
1é¢iva, zejména u latek s nizsi molekulovou hmotnosti.

V nékterych pfipadech je naopak zadouci snizeni rozpustnosti ve vod¢. Divodem
muze byt zpomaleni resorpce léCiva a nasledné dosazeni zvySeného hromadéni v miste,
kde ma 1é¢ivo pusobit anebo také prolongace jeho Géinku. Nékdy je také cilem odstranit
nepiijemnou chut’ 1é¢iva. Rozpustnost ve vodé se da snizit piipravou Spatné¢ rozpustné soli
nebo prevedenim na vhodny derivat. Dals§i moznosti je chemickd obména, napi. pfeména

na lipofilni ester [1].

2.3.2 Rozpustnost v tucich

Rozpustnost v tucich (lipofilita) je pro 1éCiva stejné dulezita jako rozpustnost ve vode.
Ovliviuje totiz predevS§im prinik latek pres biologické membrany a také vazbu
na plazmatické bilkoviny.

Rozpustnost v tucich a ve vod¢ spolu vzajemné souviseji. Jak jiz bylo diive uvedeno,
témer vSechna 1éciva jsou v organismu transportovana vodni cestou. VéEtSina organickych
latek se vSak soucasné rozpousti vice ¢i méné v lipidech a jejich prichod vodni cestou tak
vlastné pfedstavuje neustalé rozdélovani mezi vodnou a lipofilni f4zi v télesnych tekutinach.
Rozpustnost ve vodé a v lipidech jsou veli¢iny navzajem nepfimo umérné — ¢im vétsi je
rozpustnost v tucich, tim mensi ve vod¢ a naopak.

Podil hydrofobnich a hydrofilnich faktori v molekule daného 1éciva lze vyjadrit
rozdélovacim koeficientem P (viz dale).

Rozpustnost v lipidech lze zvysit substituci vhodnym lipofilnim substituentem
(napft. alkylové, alkoxylové nebo halogenové skupiny) nebo docasnym blokovanim
hydrofilnich skupin esterifikaci nebo etherifikaci. Vznikaji tak napf. prekurzory (proléciva),
které v téle uvoliuji 1éCivo aZ v cilovém organu. Cilem ptipravy lipofilngjSich latek je také

dosaZeni prolongovaného uc¢inku nebo zlepSeného vstiebavani [1, 5].
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2.3.3 Bazicita a kyselost

Velka c¢ast organickych 1é¢iv ma charakter slabych kyselin nebo zasad, které jsou
ve vodnych roztocich pfitomny v rovnovazném stavu svych ionizovanych a neionizovanych
molekul. Stupeni ionizace je vyjadfen zadpornym dekadickym logaritmem kyselé/bazické
disociacni konstanty a oznacuje se symbolem pK, Hodnota disocia¢ni konstanty ma vliv
na rozpustnost, absorpci, distribuci, metabolismus a exkreci léCiva. Kyseliny s nizkou
hodnotou pK, jsou silnymi kyselinami a naopak kyseliny s vy$§imi hodnotami pKj, jsou
slabsi. U zasad je tomu naopak. Hodnoty pKj se u vétsiny 1é¢iv pohybuji v rozmezi 2,0 — 10,8.
Stupeni ionizace zavisi nejen na pKs, ale i na pH prostiedi, ve kterém se latka nachazi.

Acidobazické vlastnosti hraji vyznamnou roli i pfi vazbé léCiv na plazmatické
bilkoviny. Tato vazba se uskuteciiuje podobné jako vazba 1é¢iva na receptor, a sice pomoci
vazebnych sil typu iontovych, vazeb vodikovymi mustky, hydrofobnich, dipolovych a
kovalentnich vazeb [1].

Béhem preklinického a klinického hodnoceni 1€¢iva je pozornost soustiedéna praveé na
stanoveni uvedenych fyzikalné-chemickych vlastnosti nové chemické latky. Jedna se
zejména o urceni disociacni konstanty, lipofility, stability, rozpustnosti, farmakodynamickych

vlastnosti atd. [3].

2.4 Historie stanoveni lipofility

Rozdé€lovani latky mezi dvé vzajemné nemisitelné faze je jiZ po mnoho let dilezitym
pfedmétem vyzkumu. Metoda rozdélovani latek byla v riznych podobach pouzivana uz
od nejstarsich dob. Jednalo se zejména o izolaci pfirodnich produktt, napt. esenci kvétin.

Prvni systematickd studie rozd€lovani latky mezi dvé rozpoustédla byla provedena
s bromem a jodem. Jako rozpoustédla se pouzivala voda a sirouhlik a podaftilo se pfesné urcit
koncentrace obou halogenil v jednotlivych fazich. Pozdéji se provadély obdobné analyzy
S riznymi dal§imi latkami (H,SO4, HCI, NH3) rozdélovanim mezi ethylether a vodu.

Z téchto prvnich jednoduchych vyzkumi byl ziskdn zakladni poznatek, Ze pomér
koncentraci latky rozd€lené ve dvou vzajemné nemisitelnych roztocich je konstantni a
nezavisi na objemech pouZitych roztokll. Déle bylo zjiSténo, Ze dochazi k mirnym zménam

rozdélovaciho koeficientu v zavislosti na teplot¢.
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Pozdéji vyslo najevo, Ze rozdé€lovaci koeficient je konstantni pouze v pfipade,
ze se jedna o jeden typ molekuly (ve smyslu ionizace), coz je i v soucasné dob¢ jeden
Z kritickych problémti béhem studia rozdélovacich koeficientt.

Na zacatku 20. stoleti byla provedena fada experimentl s cilem urcit ionizacni
konstantu ve vodné fazi u mirné ionizovanych kyselin a zésad.

Jiz vroce 1909 byly publikovany vzorce, které davaly do souvislosti rozdélovaci
koeficient a pocet extrakci potfebnych pro odstranéni dané hmotnosti rozpusténé latky
v roztoku.

Ve 20. stoleti ptisel rozvoj kapalinové chromatografie a od 40. let se zacaly vyuzivat
i dal§i techniky - vicendsobné extrakce, protiproudd chromatografie apod., coz vedlo
ke zlepSeni separace a charakterizace komplexnich smési.

V souCasné dob¢ dochazi kdalsimu vyvoji a zlepSovani metod v oblasti
chromatografickych a elektrokinetickych technik a také riznych matematickych vypocetnich
modell, napf. vyuzitim kvantitativnich vztahtit mezi strukturou a biologickou aktivitou
(QSAR) [5, 6].

2.5 Soucasné analytické metody k urceni lipofility

Lipofilita je charakterizovana rozdélovacim koeficientem P, ktery popisuje rozdéleni
dané latky v systému dvou vzajemné nemisitelnych kapalin. Je to vlastné pomér koncentraci
neionizované slouceniny mezi dvéma rozpousStédly. Vyjadiuje se ve formé dekadického

logaritmu:

log P = log (CC—:]), )

kde ¢, je koncentrace latky v organické fazi a cy je koncentrace latky ve vodné fazi v ptipadg,
kdy je cely systém v rovnovéaze.
U ionizovatelnych latek je tfeba vzit v potaz 1 pH vodné faze. Lipofilita se pak

vyjadiuje pomoci logaritmu tzv. distribu¢niho koeficientu logD:

1

log Dys = log P + log [—1+10PH-PKa] )
1

log D,ss = log P + log [—1+1op'<a— pH], 3
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ptficemz log Dyys je distribucni koeficient kyselé latky a log D, je distribuéni koeficient
zasadité latky.
V piipad¢, Ze sloucenina je ve velké mife ionizovana, plati:
pro kyseliny s (pH — pKa) > 1 je log Dyys = log P + pK, — pH
a pro zasady s (pKa —pH) > 1 je log D4 =~ log P — pK, + pH

Pokud je sloucenina z velké ¢asti neionizovana, pak:

log D= log P [5, 6]

Pro stanoveni lipofility je jako referencni systém obecné pfijiman systém
n-oktanol-voda [1].

Znalost hodnot lipofility je velmi dilezitd pro vyvoj a tvorbu lékovych forem.
Pro injekéni podani jsou vhodné velmi nizké hodnoty logP (okolo 0), 1éc¢iva pro peroralni
podani mivaji hodnoty logP vétSinou kolem 0-3 a transdermalni poddni naopak vyZzaduje
vysoké hodnoty (obvykle kolem 3-4). U I1éCiv s vysSimi hodnotami logP je také
pravdépodobnéjsi prunik do centralniho nervového systému. U vysoce lipofilnich latek hrozi
kumulace v organismu a z toho vyplyvajici toxicita, proto je béhem vyzkumu cilem ziskat

Studiu rozde€lovacich koeficientli je v posledni dobé vénovana stale vétsi pozornost,
protoZe se zjistilo, ze biologicka UCinnost koreluje s jejich hodnotami. Proto je také logP
jednim z hlavnich parametri QSAR, coz je odvétvi, které se zabyva pravé vztahy mezi

biologickou aktivitou l1é¢iva a jeho strukturou a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi [1, 5].

2.5.1 Tradi¢ni a pFfimé metody

Hodnotu rozdélovaciho koeficientu Ize ziskat vyuzitim tradi¢ni metody ,,vytfepavani‘.
Lécivo se vytiepavanim v délici nalevce spolu se smési dvou vzajemné nemisitelnych kapalin
rozdéli mezi ob€ rozpoustédla na zaklad¢ své afinity k jednotlivym kapalinam [5, 7].
Koncentraci latky vobou fazich lze pak pomémé presné stanovit napiiklad
spektrofotometricky nebo chromatograficky a poté pouzit k vypoctu lipofility [6].

Jedna se vSak o proces, ktery je pracny, casové zdlouhavy, naro¢ny na cistotu
pouzitého materidlu a vyzaduje velké mnozstvi rozpoustédla. Urcitd zlepSeni v nékolika
aspektech pfineslo vyuziti technik stir-flask, generator column, potenciometrické titrace a

vysokorychlostni protiproudé chromatografie.
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Pfimé metoda stanoveni vyuZziva také chromatografické méfeni (podrobnéji viz dale).
Nedavno byl popsan extrakéni rozdé€lovaci systém zalozeny na sekvencénim vstiikovani
vzorku rozpusténého ve vodné fazi a oktanolu na kolonu, pficemz detekci se pfimo urci
koncentrace latky v obou fazich. Metoda se nazyva vysokorychlostni protiprouda
chromatografie. Rovnovazny stav se monitoruje opacnym smérem proudu a cyklicky tak,
Ze Casti vodné faze a oktanolu prochézeji detektorem pribézné tam a zpét, dokud se neustali
koncentrace latky v obou fazich. Mezi vyhody této metody patii rychlost a také nizka
spotifeba rozpoustédel a stanovovanych latek. Omezenim vSak mutze byt relativni Cistota
pouzivanych chemikalii a nutnost ptiznivé absorbance v UV u stanovovaného 1éciva. Timto
zpusobem lze zjistit hodnoty logP v rozmezi -2 az 4 [5, 7].

Dalsi ptimou metodou stanoveni lipofility se zabyvali naptiklad autofi prace [8],
Schrader a Andersson. Uréovali hodnoty rozdélovacich koeficientl u $esti riznych lokalnich
anestetik a vyuzivali Ktomu dialyzacni trubici, kde dochéazelo Kk oddé€leni vodné faze
od oktanolové, ve které byl rozpustény analyzovany vzorek. Zjistilo se, ze touto vylepSenou
metodou za vyuziti ultrazvukového michani Ize vyrazné zkratit cas analyzy. Timto métenim
byla prokazana dobra shoda s hodnotami ziskanymi klasickou metodou vytfepavani v délici
nalevce, horsi vSak byla korelace s vysledky ziskanymi nepfimou metodou stanoveni pomoci

reverzni kapalinové chromatografie (viz dale) [8].

2.5.2 Nepfimé metody

2.5.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

V soucasné¢ dobé se nejcastéji urcuji hodnoty rozdélovaciho koeficientu nepiimo,
zavyuziti vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) [3]. Tato metoda byla
pro analyzu logP navrzena jiz v 70. letech 20. stoleti a od té doby se stala mnohokrat
predmétem fady vyzkumi [5].

Zékladnim principem HPLC je separace jednotlivych latek obsazenych ve vzorku
mezi stacionarni fazi, kterou je naplnéna chromatograficka kolona a mobilni fazi, jez
za vysokého tlaku touto kolonou protéka. Jelikoz rozd€lovani latek probihd na zakladé
vratnych dvoufazovych separacnich mechanismt (napt. adsorpce, iontova vymeéna), lze tuto
techniku pouzit k déleni smési prakticky vSech organickych latek rozpustnych ve vodé,

zfedénych kyselindch nebo v organickych rozpoustédlech. Pomoci této techniky lze, na rozdil
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od plynové chromatografie, analyzovat latky, které jsou tepelné¢ nestdlé a malo tékavé,
proto je HPLC mnohem vice vyuzivana nez naptiklad plynova chromatografie.

Klasické kolony pro HPLC maji vétSinou délku 10 — 25 cm a vnitini primér 3 — 5 mm,
vyrobené jsou obvykle znerezové oceli nebo skla a uvniti obsahuji vhodny sorbent.
Nejcasteji se vyuzivaji tzv. chemicky vazané stacionarni faze, kdy na hydroxylové skupiny
na povrchu silikagelovych ¢astic jsou vhodnou chemickou reakci navazany rtizné radikaly.
Témito radikaly byvaji nejcastéji uhlovodikové fetézce tvorené vétSinou 8 nebo 18 atomy
uhliku. V tomto ptipadé se jedné o nepoldrni chemicky vazané faze, tzv. reverzni faze.

Nékdy ovSsem muze byt radikal tvofen fetézcem o tfech atomech uhliku, na jehoz
konci jsou navazany skupiny -NHy, -CN a jiné. Takto vazané faze jsou pak stfedné polarni.

Chemicky védzané staciondrni faze se komercné vyrab¢ji ve velmi Sirokém sortimentu.
Jako nosiCe vlastnich staciondrnich fazi se kromé silikagelu pouzivaji i jiné materialy,
napiiklad vhodné pryskyfice.

Sorbenty v kolonach pro HPLC jsou n¢kdy tvofeny piimo silikagelem nebo oxidem
hlinitym (polarni sorbenty), ale tato varianta neni pfili§ Casta.

U iontové vyménné chromatografie se jako sorbenty pouzivaji vhodné ionexy a
pro chromatografickou analyzu enantiomert 1é¢iv jsou k dispozici také riizné druhy chiralnich
stacionarnich fazi [9, 10].

Pro stanoveni lipofility 1é¢iv se vyuziva zejména chromatografie na reverzni fazi
(RP-HPLC).

Jedna se o systém, kdy je stacionarni faze mén¢ polarni nez faze mobilni. Jak jiZ bylo
uvedeno, na povrch silikagelu vkoloné jsou chemicky navazané hydrofobni skupiny,
nejcasteji -CigHs7 a -CgHi7. Jako mobilni faze se vyuziva voda nebo vhodny pufr ve smési
s methanolem nebo acetonitrilem [11]. Separace latek pak probiha podle jejich rizné lipofility
— ve vodé rozpustné latky se vymyvaji nejdiive a naopak lipofilni slouceniny se na koloné
zadrzuji déle, maji delsi retencni Cas (viz dale).

Vyhodou HPLC je, Ze pro analyzu staci i velmi malé mnozstvi chemického materialu
a ve srovnani S tradicnimi metodami je rychld a lze ji relativné snadno automatizovat.
Moderni kapalinové chromatografy jsou vybaveny automatickymi davkovaci (autosamplery,
obr. 2) analyzovaného vzorku a jsou propojeny s kvalitnim pocitacovym softwarem, tudiz lze
po vhodném nastaveni jednotlivych parametrii méfeni provadét i nékolik desitek analyz

bez ptitomnosti obsluhy. Ziskané vysledky jsou reprodukovatelné a neovlivnéné pripadnymi
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necistotami. V neposledni fad¢ je vyhodou této metody také moznost urceni $irsi $kaly hodnot
lipofilit (v rozmezi od 0 do 6) oproti stanoveni pfimymi technikami [9, 10, 12].

Urcitd omezeni se vyskytuji u sloucenin projevujicich se strukturdlni odliSnosti a
nékdy mohou nastat nezadouci interakce latky s povrchem sorbentu. Jednim z hlavnich
divodi pro¢ RP-HPLC nemtze nikdy poskytnout pfesny model pro stanoveni logP je fakt,
ze intermolekuldrni interakce, které se ucastni rozdelovaciho procesu béhem rozdélovani
na chromatografické kolon¢€, jsou podobné, ale nikoliv stejné povahy jako interakce, které
jsou zodpovédné za rozdélovani mezi vodu a oktanol. Nejvetsi rozdily jsou vidét v prispévku
vodikovych interakei [5].

Obecné HPLC umoziuje kvalitativni i kvantitativni hodnoceni analyzovaného
materialu.

Kvalitativné popisuje jednotlivé latky ve smési jejich retencni (elucni) Cas tg, ktery je
charakterizovan jako ¢asovy usek od néstfiku vzorku na kolonu az po dosazeni maxima
chromatografického piku. Totoznost stanovované latky se pak hodnoti na zaklad¢ porovnani
naméfeného retenéniho Casu s retenénim ¢asem piku standardu. UV detektory s diodovym
polem jsou dokonce schopné v maximu chromatografického piku proméfit UV spektrum
vzorku, coz je dals$i vhodna identifika¢ni charakteristika pro ovéteni totoznosti latky [9, 10].

Hodnota retencniho Casu je dilezitou charakteristikou nejen pro urceni totoznosti
léciva, ale je také potifebnd k dalsim vypoltim. Pomoci nésledujiciho vzorce se spocita

kapacitni faktor:

tr—1t

o (4)

pii¢emz t; je retenéni Cas a to je mrtvy ¢as [3]. Mrtvy Cas je reten¢ni Cas latky, ktera neni

K =

Vv kolon¢ zadrZovana.

Kvantitativni zastoupeni jednotlivych sloZzek smési se hodnoti pomoci plochy
(popt. vysky) chromatografického piku. Cilem chromatografické analyzy je ziskat dobré
rozdéleni jednotlivych latek v co nejkratSim case. Rozdéleni muize byt Uplné, ¢astecné,
nedokonalé [8, 9].

Citlivost a selektivita chromatografické analyzy zavisi pfedev§im na pouzitém
detektoru (obr. 2). Kdispozici je cela fada ruznych typd detektort — napf.
spektrofotometrické, elektrochemické, refraktometrické nebo fluorescencni.

Nejbeznéjsi jsou detektory spektrofotometrické, pricemz k detekei 1é¢iv se mnohem
Castéji vyuzivd UV oblast spektra, nez viditelného nebo infracerveného zareni.

Spektrofotometrické detektory promeéiuji absorbanci elektromagnetického zafeni urcité
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vlnové délky slozkami eluatu, ktery protéka celou detektoru. Jednodussi UV detektory
umoznuji méfit pouze pii fixnich vinovych délkach (nejcastéji 254 nm nebo 280 nm), ale
u dokonalejsich UV-VIS detektorti lze libovolné nastavit vinovou délku na potiebnou
hodnotu (od 200 do 800 nm). Spektrofotometrické detektory jsou charakteristické vysokou
citlivosti (10 az 10™ g/ml), vykazuji dobrou selektivitu a daji se pouZit i pii gradientové

eluci [9, 10].

Detektor

Degasér

Rozpouitédlo  (Mobilni faze)

Obr. 2: Schéma usporadani kapalinového chromatografu (pfevzato z [35], upraveno)

Stanovenim logP za vyuZiti chromatografie na reverzni fazi se zabyvali napt. Pallicer
a spol., pfi¢emz ve své praci se zaméfili na slouceniny s rozmanitou chemickou strukturou a
hodnotami pK; vyssimi nez 9. Jako mobilni fazi pouzivali pufr s vys§im pH, aby se zabranilo
ionizaci sloucenin. Stanoveni provadéli na tiech riznych kolonach s vhodnou povrchovou
upravou, odolnou vuci zasaditému pH [14].

Autofi prace [15] studovali naopak kyselé slouCeniny a zaméfili se na rozdily
V hodnotach reten¢nich ¢asti naméfenych s pridavkem n-oktanolu ke smési mobilni fazi a
naopak bez jeho ptitomnosti. Ke stanovovani rovnéz vyuzivali RP-HPLC.

Stanoveni rozdélovacich koeficienti u 57 terpenoidd metodou chromatografie

nareverzni fazi se vénovali autofi prace [16]. Detekce probihala pomoci UV detektoru a
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refraktometrického detektoru. Rozd¢lovaci koeficienty byly nésledné porovnavany
S vypocitanymi hodnotami a hodnotami ziskanymi pfimou metodou vytfepavani v délici
nalevce. VSechny ziskané vysledky spolu pomérné dobie korelovaly.

HPLC analyza mtize probihat za konstantniho slozeni mobilni faze béhem celého
méfeni — jednd se o tzv. isokratickou eluci. Tato metoda se pouziva nejcastéji. Druha moznost
spociva v programové meénéném slozeni mobilni faze — tzv. gradientové eluci [9].

Urceni logP pomoci gradientové chromatografie na reverznich fazich je popisovano
napt. v Clanku [17]. Autofi zde zjistovali hodnoty rozd€lovacich koeficienti u nékterych
nosnich dekongestantti [17].

Jako dalsi ptiklad gradientové metody a také piiklad obtiznosti stanoveni hodnot
rozdé€lovacich koeficienti na koloné s chemicky vazanymi fazemi lze uvést praci [18].
K analyze autofi pouZzivali kolonu se stacionarni fazi C18, jako mobilni fazi smés
acetonitrilu/methanolu a vody, pfi¢emz pH bylo upraveno octanem amonnym u neutralnich
sloucenin na hodnotu 7,4, u slabych bazi na pH 10,5 a u slabé kyselych latek na hodnotu pH
2,0. Behem analyzy se ménilo sloZeni mobilni faze a zjistilo se, Ze jako vyhodnéjsi soucast
mobilni faze se osvédCil acetonitril a zaroven, Ze metoda je vhodnéjsi spiSe pro neutrdlni
slouceniny. Nelze ji pouzit pro riznorodou skupinu slouc¢enin uplatiiujici interakce pomoci
vodikovych vazeb [18].

Dalsim moznym zpGsobem pro ureni logP je vyuziti ,,obalenych“ coated kolon.
Na rozdil od chemicky vdzanych fazi a poréznich polymernich stacionarnich fazi nejsou tyto
kolony vyuzivané v takové mife, nicméné vyzkumy poskytuji rovnéz zajimavé vysledky.
Naptiklad prace [19, 20, 21] pojednavaji o oktanolem plnénych kolonach, kde jako mobilni
faze je pouzivan fosfatovy pufr ve smési s oktanolem a methanolem, a dale publikace [22]
0 kolonach se silikagelem obalenym fosfatidylcholinem, kde mobilni fazi tvoii smés
acetonitrilu avody. Vysledky ukazuji, ze tyto metody jsou vhodné pro stanoveni logP
U neutralnich a slabé zésaditych latek, nikoliv u slou€enin kyselych. Problémem u téchto
kolon je nedostatecna chemicka a tepelna stabilita.

Metody piimé a nepiimé lze také propojit. Toho ve své praci vyuzili napiiklad Hitzel a
spol. Tradi¢ni metodu vytfepavani prevedli do technologie 96 jamkové desticky, kde probihal
proces rozdélovani a pfiprava vzorkd, pfiCemz autosampler pak davkoval organické a vodné
faze ptimo z desticky a vlastni analyza probihala pomoci RP-HPLC. Tato metoda vedla

k vyraznému zkraceni doby analyzy a obchazi jakoukoliv potfebu ru¢niho zasahu [23].
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2.5.2.2 Tenkovrstva chromatografie

K jedné zdalsich technik, jak urcit rozd€lovaci koeficient, patfi tenkovrstva
chromatografie (TLC). Jedna se o obdobnou separa¢ni metodu jako HPLC s tim rozdilem,
Ze stacionarni faze je umisténa na pevném a plochém podkladu (nejcastéji na sklenéné desce
nebo hlinikové folii). Na tomto podkladu je naneseny vhodny sorbent, napft. silikagel, oxid
hlinity, praskova celuléza apod.

Na TLC desku se nanese vzorek analyzovaného 1éCiva a necha se vyvijet v prostoru
nasyceném parami mobilni fdze. Mobilni faze vzlind tenkou vrstvou pomoci kapilarnich sil a
unasi s sebou slozky vzorku tim rychleji, ¢im méné interaguji se stacionarni fazi. Obdobné
jako u HPLC je vysledkem hodnota retencniho ¢asu, u TLC je to tzv. retencni faktor Rp,

Z n¢hoz lze pak snadno, pomoci jednoduchého vzorce (5), sSpocitat hodnotu Ry:

Ry = loglz-— 1] (5)

Hodnota Ry odrazi strukturu chemickych sloucenin, jelikoz jeji hodnota je vlastné
sou¢tem hodnot Ry pro jednotlivé skupiny atomu v molekule [9, 10].

Vyhodou TLC je, ze vzorky jsou od sebe oddéleny paralelné a jsou pfistupné
pro rizné chemické reakce a pro pohodlnou detekci. Cena metody je pifizniva a moderni
vybaveni umoziluje vysokou uroven automatizace a zpracovani dat. Je vSak tieba
poznamenat, ze TLC je ovlivnéna mnoha parametry, které je nutné standardizovat pro ziskéani
reprodukovatelnych vysledkt [5].

O vyuziti tenkovrstvé chromatografie na reverzni fazi jiz byla publikovana fada studii,
mnoho znich je vSak omezeno na malé skupiny sloucenin s podobnymi vlastnostmi.
Vyjimkou je studie Drosse a kol. [24], kterd byla Uspé$né zhodnocena a potvrzena
Abrahamem a kol. [25].

Dross a kol. navrhli rovnici k vyuZziti hodnoty Ry ziskané extrapolaci ke stanoveni
logP. Jako stacionarni faze byla pouzita deska, potazena -C18, z ¢ehoz vyplyva, ze se jedna
0 obdobu RP-HPLC. Mobilni faze obsahujici smés vody a methanolu poskytla lepsi vysledky
oproti smési vody a acetonitrilu a dale dosli k zavéru, Ze metoda je vhodné&jsi pro neutralni
slouceniny [24].

Abraham a kol. [25] dokazali, ze reten¢ni vlastnosti charakterizované hodnotami Ry
koreluji s rozdélovacimi koeficienty a potvrdili tak domnénku, ze extrapolované hodnoty Ry

zjisténé pii RP-TLC mohou byt pouzity pro méfeni lipofility. Aromatické a dusikaté
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heterocyklické slouceniny musely vSak byt se studie vylouceny a metoda je omezena pouze

na neutralni latky a nelze ji proto zobecnit [25].

2.5.2.3 Miceldrni a mikroemulzni elektrokineticka chromatografie

Micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC) je v soucasné dob¢ predmétem
mnoha vyzkumi v souvislosti se stanovenim logP [5]. Tato technika spada pod metody
kapilarni elektroforézy.

Jednd se o elektromigracni techniku, ktera je vhodnd pro rozdéleni a kvantifikaci
elektricky nabitych latek ale i neutrdlnich molekul. Separace se provadi pii vysokém pH
(zajistuje dostate¢ny elektroosmoticky tok uvniti kapilary) v zakladnim roztoku elektrolytu,
ktery obsahuje povrchové aktivni latku (tenzid) v koncentraci vyssi nez je kritickd micelarni
koncentrace. Molekuly tenzidu za¢nou agregovat a vytvaiet micely (obr. 3), pfi¢emz
hydrofilni hlavi¢ky jsou umistény na vnéjsi stran¢ a hydrofobni fetézce tvoii nepolarni jadro,
v némz mohou byt rozpusStény slozky vzorku. Dojde tak k vytvofeni tzv. pseudostacionarni

faze.

HYDROFILNIi CAST

HYDROFOBNI CAST

A
ik

Obr. 3: Znazornéni struktury micely (ptevzato z [34], upraveno)

Jako nejcastéjsi tenzid se pouziva dodecylsiran sodny, dale
cetyltrimethylamoniumbromid, zlucové soli a dal$i. Pofet monomerit v micelach zavisi
na typu povrchové aktivni latky a také na pfitomnosti organického rozpoustédla v separaénim

pufru (narusuje tvorbu micel).
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Micely migruji kapildrou a slozky vzorku se rozd¢luji mezi pseudostacionarni fazi
v micelach a vodny pufr (mobilni fazi) a obdobné jako u HPLC nastava jejich retence. Latky,
které¢ jsou micelami méné zadrzované, maji kratSi retencni Casy a naopak. Vyhodou této
metody je, ze zde dochdzi krozdéleni na zdkladé naboje a hydrofobicity. Hydrofobni
interakce a nasledné déleni probihd na fazovém rozhrani elektrolytu a povrchu micel, kdezto
separace na zaklad¢ naboje probiha v elektrolytu. MEKC lze proto povazovat za kombinaci
elektroforézy a chromatografie.

V pripadé, Ze stanovovana latka je neutrdlni a tedy nemd -elektroforetickou
pohyblivost, rozdéli se mezi micely a vodny tlumivy roztok. Micely vlastné funguji jako
nahrada organické faze (methanolu nebo acetonitrilu). Migracni rychlost analyzované latky
pak zavisi na rozdélovacim koeficientu mezi micelou a tlumivym roztokem [26, 27, 28, 29].

RozliSeni analyzované latky je charakterizovano kapacitnim faktorem, jenz je déan
poméerem latkového mnozstvi rozpusténé latky v micelach a latkového mnozstvi rozpusténé

latky v mobilni fazi a 1ze jej vyjadfit vzorcem (6):
R emal (6)

kde t; je retencni Cas rozpusténé latky, to je reten¢ni ¢as nezadrzované slozky a ty je migracni
¢as micel.

Jak jiz bylo diive uvedeno, nejvice oblibenou povrchové aktivni latkou pro MEKC je
dodecylsiran sodny, ktery byl také jako prvni tenzid pouzit pro odhad logP [27, 30, 31, 32].
Zlu¢ové soli v roli tenzidu byly vyuzity napiiklad v praci [22].

Mikroemulzni elektrokinetickd chromatografie (MEEKC) je obdobnd metoda jako
MEKC. Analyzovana latka se rozdéluje mezi olejovou a vodnou fazi. Jedna se o soustavu
tvofenou kapickami oleje dispergovanymi ve vodné fazi (emulze).

Pro odhad hodnoty logP je Siroce pouzivany systém, kdy je mikroemulze pfipravend
z dodecylsiranu  sodného, butan-1-olu a heptanu. Neutralni a bazické slouéeniny
se analyzovaly za pouziti kfemenné kapilarni kolony s pufrem slozenym z boritanu sodného a
fosforeCnanu sodného pii pH 10. Slabé kyselé slouceniny vyzadovaly sulfonovanou
kiemennou kolonu a fosfore¢nano-sodny pufr pii pH 3 [33]. Zjistilo se a dal$imi studiemi
bylo potvrzeno, ze retence v tomto mikroemulznim systému siln¢ koreluje se systémem
n-oktanol-voda.

Existuji jest¢ mnohé dal$i emulzni a mikroemulzni systémy, které se mohou vyuzit
pro stanoveni logP, a které poskytuji ekvivalentni vysledky. Tyto systémy jsou nadale

predmétem vyzkumi [5].
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Separaéni ucinnost mikroemulznich systéma je podstatné vyssi nez u kapalinové
chromatografie a ocekava se, ze priprava mikroemulzi je vice reprodukovatelnd nez ptiprava
chemicky vazanych fazi u kapalinové chromatografie.

MEKC a MEEKC jsou metody rovnéz plné automatizovatelné a umoznuji téméf
bezobsluzny provoz. Jejich nevyhodou je, ze jsou vhodné pouze pro neutralni, slabé kyselé a
slabé¢ bazické slouceniny. Latky, které jsou ionizované podléhaji dalsi elektroforetické
migraci a elektrostatickymi silami interaguji s nabitymi slozkami separacniho systému, a tudiz
tak negativné ovliviuji vysledek retence [5].

Kromé experimentalnich metod zde popsanych, lze lipofilitu novych 1é¢iv odhadnout
také za pomoci pocitacovych softwaril, které jsou zalozeny na riznych matematickych

vypocetnich metodach [6].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

V této rigorozni praci byly pouzity nasledujici chemikalie:
« Methanol for gradient elution - CHROMASOLV®, Sigma - Aldrich
» Ultracista voda ptipravena reverzni osmézou, FaF UK
* Jodid draselny (KI), poskytnut prof. Dolezalem, KFCHKL

Vlastni mé&Feni probihalo s methanolickymi roztoky (c = 10™* mol/l) nové pfipravenych
potencidlnich 1éCiv. Tyto roztoky byly rovnéz poskytnuty pracovni skupinou prof. Dolezala

z KFCHKL. Ptehled téchto vzorku je uveden v tab. 1.

Tab. 1: Oznaceni a chemicka struktura vzorkd, v€etné jejich molekulovych hmotnosti

Molekulova

Kod Vzorec hmotnost

(X
0OJ 16 e

CONH,

/@ 229,24

CONH,

(X
0J 54 = H/?\O/NOZ 273,25

CONH,

N\ ]
0J 75 il/\é 263,68

CONH,

(X
0J76 - /U 263,68
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oJ 77

263,68

0J 78

274,24

0J 80

173,17

0J 81

187,20

0J 82

201,23

0J 83

215,25

0J 85

229,28

OJ 86

227,27

0J 87

243,31

OJ 88

241,29




NC N CHy
AN
0J 90 I I /O 255,32
G
NC N H
NC N CHs
AN
0J 92 I :[ )Q 299 28
Z
NC N u
NC. N\ CH,
0J 93 II Q 213,24
Nc;[NjiCH3
0J 94 A O 207,27
N\ CONH,
0J 95 [ I 152,15
N/ N/
!
N\ CONH,
0J 96 [ I 166,18
N/ N/\
N CONH,
0J 97 E ji 180,21
N/ N/\/
0J 98 [I Z 194,23
N/ N/\/\
0J 99 [\I 2 250,34
N/ N/CAHg
|
0J 100 E\I 2 208.26
N/ N/\/\/
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3.2 Pouzité pristroje

Bshem méfeni byl pouZivan kapalinovy chromatograf Agilent® Series 1200 SL
(Agilent Technologies) sestavajici z nasledujicich moduli:

* vakuovy mikrodegaser

* bindrni ¢erpadlo 1200 SL

« autosampler 1200 SL plus

» termostat autosampleru

» kolonovy termostat TCC Infinity 1290

* detektor s diodovym polem 1200 SL

Software: Agilent ChemStation, verze B.04.02.

Experimenty  probihaly na  chromatografické kolon¢ Zorbax ECLIPSE
XDB-C8 600 Bar, 50,0x3,0 mm, 1,8 um. Béhem vsech méfeni byla kolona termostatovana
na 30 °C.

3.3 Nastrik

V této praci bylo pii vSech pokusech nastfikovano na chromatografickou kolonu 10 pl

roztoku jednotlivych vzorki.

3.4 Podminky chromatografické detekce

UV detekce probihala pii vinovych délkach 210 nm a 270 nm.
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4. VYSLEDKOVA CAST

Na chromatografickou kolonu Zorbax ECLIPSE XDB-CS8 byly postupné nastiiknuty

jednotlivé vzorky a zjistény jejich retencni Casy.

Jako mobilni faze byla pouzita smés methanolu a ultracisté vody v riznych pomérech
slozek. Prutok byl nastaven na 0,5 ml/min, u latek s dlouhymi retencnimi ¢asy na 0,6 ml/min,

pfipadné 0,7 ml/min.

Ze ziskanych hodnot reten¢nich c¢asi a mrtvého casu kolony (za vyuziti
methanolického roztoku jodidu draselného o koncentraci 10 mol/l) byl podle rovnice (4)
uvsech vzorkli vypocitdin kapacitni faktor a nasledné jeho dekadicky logaritmus

pro jednotliva slozeni mobilni faze.

Vysledné hodnoty retencnich casti vzorkl, jodidu draselného a vypocitaného
kapacitniho faktoru pro jednotlivé latky jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach. V grafech je
pak znazornéna zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni
fazi, pricemz koncentrace methanolu je vyjadfena v objemovych procentech. Prislusné
zavislosti jsou matematicky vyjadieny pomoci rovnic regresnich piimek. Absolutni ¢len
Vv téchto rovnicich pfedstavuje hodnotu kapacitniho faktoru latky extrapolovaného na nulovou
koncentraci methanolu v mobilni fazi. Tato hodnota je povazovana za Ciselné vyjadieni

lipofility analyzovanych 1éCiv.
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Vzorek OJ 16

Tab. 2: Retencni Casy vzorku OJ 16 a jodidu draselného pfi rizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min) | RTk (min) K logK
30 9,64 0,50 18,25 1,261
40 4,22 0,50 7,38 0,868
50 2,12 0,50 3,27 0,515
60 0,79 0,49 0,63 -0,202
70 0,58 0,49 0,20 -0,695
1,500 -
logK
PN y = -0,0498x + 2,8402
R? = 0,9842
1,000 -
0,500 -
0,000 T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 70 80
-0,500 -
-1,000 -
% MeOH

Graf 1: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovend pro vzorek OJ 16



Vzorek OJ 54

Tab. 3: Retencni Casy vzorku OJ 54 a jodidu draselného pfi rizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 24,82 0,50 48,53 1,686
40 7,63 0,50 14,17 1,151
50 2,90 0,50 4,85 0,686
60 1,35 0,49 1,77 0,247
70 0,84 0,49 0,74 -0,132

2,000 -
logK
y =-0,0454x + 2,9977
1,500 - R?=0,996
1,000 -
0,500 -
0,000 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 \ﬁ 80
-0,500 - % MeOH

Graf 2: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 54



Vzorek OJ 75

Tab. 4: Reten¢ni Casy vzorku OJ 75 a jodidu draselného pfi rizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 18,20 0,50 35,34 1,548
40 6,45 0,50 11,83 1,073
50 2,69 0,50 4,43 0,646
60 0,78 0,49 0,61 -0,218
70 0,63 0,49 0,30 -0,524

2,000 -
logK
1,500 - y =-0,0544x + 3,223
R? = 0,9808
1,000 -
0,500 -
0,000 T T T T T T 1
10 20 30 40 50 a\:o 80
0,500 -
-1,000 -

% MeOH

Graf 3: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 75



Vzorek OJ 76

Tab. 5: Retencni Casy vzorku OJ 76 a jodidu draselného pfi rizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 50,70 0,35 142,62 2,154
40 31,89 0,50 62,39 1,795
50 10,06 0,50 19,28 1,285
60 3,38 0,49 5,94 0,774
70 1,54 0,49 2,17 0,336

2,500 -
logK
2,000 - y =-0,0466x + 3,5979
R? = 0,9968
1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 70 80
% MeOH

Graf 4: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 76



Vzorek OJ 77

Tab. 6: Retencni Casy vzorku OJ 77 a jodidu draselného pfi rizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 neméfeno 0,50 - -
40 30,91 0,50 60,46 1,781
50 9,88 0,50 18,91 1,277
60 3,35 0,49 5,88 0,770
70 1,54 0,49 2,17 0,336

2,000 -
logK
y = -0,0484x + 3,7051
1,500 - R? =0,9987
1,000 -
0,500 -
0,000 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
% MeOH

Graf 5: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 77



Vzorek OJ 78

Tab. 7: Retencni Casy vzorku OJ 78 a jodidu draselného pfi rizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min) | RTk; (min) K logkK
30 8,72 0,50 16,40 1,215
40 3,40 0,50 577 0,761
50 1,65 0,50 2,32 0,366
60 0,97 0,49 1,00 -0,001
70 0,72 0,49 0,47 -0,324
1,500 -
logK
1,000 - y =-0,0384x + 2,3231
R? = 0,9959
0,500 -
0,000 T T T 1
10 20 30 80
-0,500 - % MeOH

Graf 6: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 78



Vzorek OJ 80

Tab. 8: Reten¢ni Casy vzorku OJ 80 a jodidu draselného pii rizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 3,74 0,50 6,47 0,811
40 2,01 0,50 2,99 0,476
50 1,23 0,50 1,49 0,172
60 0,84 0,49 0,71 -0,146
70 0,67 0,49 0,38 -0,423

1,000 -
logK
y =-0,0309x + 1,7228
R?=0,9991
0,500 -
0,000 T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 70 80
-0,500 -
-1,000 - % MeOH

Graf 7: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 80



Vzorek OJ 81

Tab. 9: Reten¢ni Casy vzorku OJ 81 a jodidu draselného pfi rizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 8,40 0,50 15,76 1,197
40 3,84 0,50 6,63 0,822
50 1,93 0,50 2,89 0,460
60 0,89 0,49 0,83 -0,083
70 0,75 0,49 0,55 -0,262

1,500 -
logK
y =-0,0383x + 2,3392
1,000 - R? =0,9843
0,500 -
0,000 T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 & 70 80
@
-0,500 - % MeOH

Graf 8: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovend pro vzorek OJ 81



Vzorek OJ 82

Tab. 10: Retencni casy vzorku OJ 82 a jodidu draselného pfi rtizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 21,67 0,50 42,25 1,626
40 8,23 0,50 15,35 1,186
50 3,38 0,50 5,81 0,764
60 1,54 0,49 2,17 0,336
70 0,93 0,49 0,92 -0,038
logk 2000 -
y = -0,0418x + 2,8641
R2=0,9992
1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000 . . .
0 10 20 80
-0,500 -
% MeOH

Graf 9: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 82



Vzorek OJ 83

Tab. 11: Retencni casy vzorku OJ 83 a jodidu draselného pfi rtizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 44,12 0,35 123,99 2,093
40 19,49 0,50 37,74 1,577
50 6,67 0,50 12,44 1,095
60 2,48 0,49 4,08 0,611
70 0,80 0,49 0,65 -0,189

logk 2500 1

2,000 - y = -0,0553x + 3,8025

R? = 0,9882

1,500 -

1,000 -

0,500 -

0,000 T T T T T T N 1
T 10 20 30 40 50 60 7o 80

-0,500 % MeOH

Graf 10: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 83
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Vzorek OJ 85

Tab. 12: Retencni casy vzorku OJ 85 a jodidu draselného pfi rtizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 132,48 0,35 374,30 2,573
40 28,46 0,50 55,58 1,745
50 13,79 0,50 26,80 1,428
60 4,08 0,49 7,37 0,868
70 1,65 0,49 2,39 0,379

3,000 -
logK
2,500 - * y =-0,0527x + 4,0314
R? = 0,9825
2,000 -
1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
% MeOH

Graf 11: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 85



Vzorek OJ 86

Tab. 13: Reten¢ni Casy vzorku OJ 86 a jodidu draselného pii rizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 50,70 0,35 142,62 2,154
40 21,28 0,50 41,31 1,616
50 7,34 0,50 13,79 1,140
60 2,66 0,49 4,45 0,649
70 1,30 0,49 1,67 0,223

2,500 -
logK
2,000 - y =-0,0483x + 3,5714
R2 =0,9985
1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000 ; ; ; . .
0 10 20 30 40 50 70 80
% MeOH

Graf 12: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 86



Vzorek OJ 87

Tab. 14: Retencni casy vzorku OJ 87 a jodidu draselného pfi rdzném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 neméfeno 0,50 - -
40 49,00 0,50 96,42 1,984
50 15,96 0,50 31,18 1,494
60 7,03 0,49 13,43 1,128
70 2,37 0,49 3,89 0,590
2,500 -
logK
2,000 - y = -0,0455x + 3,8011
R?=0,9952
1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000 ; ; ; .
0 20 40 60 80
% MeOH

Graf 13: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 87



Vzorek OJ 88

Tab. 15: Retencni casy vzorku OJ 88 a jodidu draselného pfi rtizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 109,00 0,35 307,78 2,488
40 25,78 0,50 50,26 1,701
50 12,22 0,50 23,63 1,373
60 3,88 0,49 6,97 0,843
70 1,62 0,49 2,33 0,368

3,000 -
logK
2,500 - *
y =-0,051x + 3,9042
2,000 - R? = 0,9845
1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
% MeOH

Graf 14: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 88



Vzorek OJ 90

Tab. 16: Retencni casy vzorku OJ 90 a jodidu draselného pfi rtizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min) | RTk (min) K logkK
30 nemeéieno 0,50 - -
40 21,40 0,50 41,54 1,619
50 13,04 0,50 25,29 1,403
60 6,16 0,49 11,65 1,066
70 2,68 0,49 4,52 0,655
logk 2,000 -
y =-0,0323x + 2,9608
R2=0,9817
1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
% MeOH

Graf 15: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 90



Vzorek OJ 92

Tab. 17: Reten¢ni casy vzorku OJ 92 a jodidu draselného pfi rtizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 nemeéieno 0,50 - -
40 31,52 0,50 61,67 1,790
50 9,30 0,50 17,75 1,249
60 3,10 0,49 5,36 0,729
70 1,39 0,49 1,87 0,271
2,000 -
logkK
y = -0,0508x + 3,8025
R?=0,9986
1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
% MeOH

Graf 16: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 92



Vzorek OJ 93

Tab. 18: Retencni casy vzorku OJ 93 a jodidu draselného pfi rtizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH | RT (min) | RTk; (min) K logkK
30 15,92 0,50 30,78 1,488
40 5,70 0,50 10,34 1,014
50 2,43 0,50 3,89 0,590
60 1,24 0,49 154 0,188
70 0,80 0,49 0,65 -0,189
2,000 -
logK
1,500 - y =-0,0418x + 2,7086
R? = 0,9981
1,000 -
0,500 -
0,000 T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 \'o 80
-0,500 -

% MeOH

Graf 17: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 93



Vzorek OJ 94

Tab. 19: Retencni casy vzorku OJ 94 a jodidu draselného pii razném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH | RT (min) | RTk; (min) K logkK
30 39,82 0,35 111,81 2,048
40 16,44 0,50 31,68 1,501
50 5,62 0,50 10,33 1,014
60 2,20 0,49 3,52 0,546
70 1,10 0,49 1,26 0,100
logk 2,500 -
2,000 -
y = -0,0485x + 3,4675
1500 R2 = 0,9984
1,000 -
0,500 -
0,000 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
% MeOH

Graf 18: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 94
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Vzorek OJ 95

Tab. 20: Reten¢ni casy vzorku OJ 95 a jodidu draselného pfi rtizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 1,45 0,50 1,89 0,277
40 1,00 0,50 0,99 -0,006
50 0,76 0,50 0,54 -0,267
60 0,66 0,49 0,35 -0,452
70 0,57 0,49 0,18 -0,741

0,500 -
logk y =-0,0248x + 1,0032
R?=0,9957

0,000 T T T T T 1

10 20 30 50 60 70 80

% MeOH
-0,500 -
-1,000 -

Graf 19: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 95



Vzorek OJ 96

Tab. 21: Retencni casy vzorku OJ 96 a jodidu draselného pfi rtizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 3,46 0,50 5,91 0,772
40 1,82 0,50 2,61 0,417
50 1,09 0,50 1,19 0,075
60 0,88 0,49 0,82 -0,089
70 0,68 0,49 0,41 -0,391

1,000 -
logK
4
y =-0,0283x + 1,5726
R2 = 0,9862
0,500 -
0,000 ; . . .
) 20 40 80
% MeOH
-0,500 -

Graf 20: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 96



Vzorek OJ 97

Tab. 22: Reten¢ni casy vzorku OJ 97 a jodidu draselného pfi rtizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH | RT (min) | RTk; (min) K logkK
30 8,61 0,50 16,19 1,209
40 3,65 0,50 6,26 0,796
50 1,84 0,50 2,71 0,433
60 1,05 0,49 1,15 0,059
70 0,79 0,49 0,64 -0,196

1,500 -

logK
y = -0,0355x + 2,2342

1,000 - R = 0,994

0,500 -

0'000 T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 \Z 80

0,500 - % MeOH

Graf 21: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 97



Vzorek OJ 98

Tab. 23: Retencni casy vzorku OJ 98 a jodidu draselného pfi rtizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 23,87 0,50 46,63 1,669
40 8,37 0,50 15,64 1,194
50 3,41 0,50 5,88 0,769
60 1,61 0,49 2,31 0,363
70 1,01 0,49 1,09 0,037

2,000 -
logk y = -0,0409x + 2,8538
R2 = 0,9957
1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000 : : .
0 10 20 80
-0,500 -
% MeOH

Graf 22: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 98



Vzorek OJ 99

Tab. 24: Retencni casy vzorku OJ 99 a jodidu draselného pii rdzném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min) | RTk (min) K logkK
30 nemeéieno 0,50 - -
40 32,21 0,50 63,03 1,800
50 9,62 0,50 18,39 1,265
60 3,37 0,49 5,93 0,773
70 1,52 0,49 2,12 0,327
2,000 -
logK
y =-0,0491x + 3,741
1500 - R?=0,9983
1,000 -
0,500 -
0,000 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
% MeOH

Graf 23: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 99



Vzorek OJ 100

Tab. 25: Reten¢ni ¢asy vzorku OJ 100 a jodidu draselného pii rizném obsahu methanolu

vV mobilni fazi, vypocitany kapacitni faktor a jeho dekadicky logaritmus

% MeOH RT (min RTk (min K logK
30 51,81 0,35 145,76 2,164
40 20,09 0,50 38,94 1,590
50 6,77 0,50 12,65 1,102
60 2,49 0,49 4,10 0,613
70 1,32 0,49 1,72 0,234

logK 2,500 -

2,000 - y = -0,0484x + 3,5585
R2=0,9952
1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
% MeOH

Graf 24: Zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi

stanovena pro vzorek OJ 100

V tab. 26 jsou uvedeny lipofility vypocitané v programu ChemDraw Ultra 12.0
(sloupec clogP), dale hodnoty lipofilit chromatograficky zjisténé na kolon¢ Zorbax ECLIPSE
XDB-C18 600 Bar, 50,0x4,6 mm, 1,8 um (sloupec logk) a nakonec hodnoty lipofilit
naméfené za vyuziti kolony Zorbax ECLIPSE XDB-C8, 600 Bar, 50,0x3,0 mm, 1,8 um
(sloupec logK).



Tab. 26: Lipofility vypocitané v programu ChemDraw, hodnoty zjisténé na kolon¢ Zorbax
ECLIPSE XDB-C18 600 Bar, 50,0x4,6 mm, 1,8 um [36] a lipofility zjisténé na koloné

Zorbax ECLIPSE XDB-C8, 600 Bar, 50,0x3,0 mm, 1,8 pm

Kod cIogP Iogk IogK
0OJ 16 0,150 -0,232 2,840
0J 54 1,390 0,091 2998
0J 75 1,170 0,090 3,223
0J 76 1,170 0,590 3,598
0J 77 1,170 0,600 3,705
0J 78 0,540 -0,112 2323
0J 80 0,420 -0,233 1,723
0J 81 0,950 -0,053 2,339
0J 82 1,470 0135 2 864
0J 83 2,000 0,347 3,803
0J 85 2,530 0,565 4,031
0J 86 1,890 0,404 3,571
0J 87 3,060 0787 3,801
0J 88 2,450 0,552 3,904
0J 90 3,010 0,743 2,961
0J 92 2,180 0,428 3,803
0J 93 0,570 0,044 2,709
0J 94 1,130 0,338 3,468
0J 95 0,200 -0,403 1,003
0J 96 0,730 -0,201 1573
0J 97 1,250 0,004 2,234
0J 98 1,780 0,229 2,854
0J 99 3,400 0,520 3,741
0J 100 2,310 0,456 3,559
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V grafu 25 je znazornéna korelace mezi hodnotami logk a logK a mezi hodnotami

clogP a logK.
logk %
clogP 35 -
3 4 - m  v=0,7906x-0,8541
R?=0,4872
2,5 -
2 -
1,5 -
y =0,3541x - 0,8346
1 R?=0,7342
0,5 -
0 .
0,5 - >
logK @ logk
1 M clogP

Graf 25: Korelace mezi hodnotami logk a logK a mezi hodnotami clogP a logK.



5. DISKUZE

Tato rigordzni prace se zabyva stanovenim lipofilit u 24 vzorkl potencialnich 1é¢iv

pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverznich fazich.

Jako nepolarni staciondrni faze byla pouzita kolona Zorbax ECLIPSE
XDB-C8 600 Bar, 50,0x3,0 mm, 1,8 um a jako mobilni faze byla zvolena smés methanolu a

ultracisté vody s riznym pomérem obou slozek.

Meéfeni lipofilit provadéna v ramci spoluprace skupiny fyzikalni chemie s vyzkumnym
tymem prof. Dolezala z KFCHKL doposud vyuzivala kolonu Zorbax ECLIPSE
XDB-C18 600 Bar, 50,0x4,6 mm, 1,8 um, tedy kolonu, jejiz stacionarni faze obsahovala
oktadecylové fetézce (C18). Obecné plati, ze zkraceni alkylového fetézce staciondrni faze
vede ke zkraceni doby retence. Za Gielem zkraceni reten¢nich ¢astt métenych latek byla tedy

pii méfeni této prace pouzita kolona s oktylovym fetézcem (C8) navdzanym na silikagel.

Béhem analyzy se postupné snizovala polarita mobilni faze pfidavkem organické
slozky (poméry methanol voda: 30:70, 40:60, 50:50, 60:40 a 70:30), coz vedlo k rychlejsi
eluci nepolarnich latek z kolony. Timto zplisobem byly ziskany retenéni ¢asy métenych latek

pfi péti riznych sloZenich mobilni faze.

Na zacatku méfeni byl nastaven pritok na 0,5 ml/min, v pribéhu méfeni byl u latek

s dlouhymi reten¢nimi ¢asy zvySen na 0,6 ml/min, pozdéji na 0,7 ml/min.

Ze ziskanych hodnot retencnich casi a mrtvého casu kolony (za vyuZiti
methanolického roztoku jodidu draselného o koncentraci 10 mol/l) byl u vSech vzorkl
spocitan kapacitni faktor a nasledné jeho dekadicky logaritmus pro jednotliva slozeni mobilni
faze. Zvyseni pritoku mobilni faze nema vliv na kapacitni faktor, coz ve své diplomové praci
experimentalné ovéfovala Plevdkovd na stejném pfistroji a pifi velmi podobnych

chromatografickych podminkach [36].

Béhem meéfteni bylo zjisténo, Ze na pouzité kolon¢ dosahovaly tlaky dosti vysokych
hodnot, coz pomérné¢ omezovalo méteni, jelikoZ neslo zvysit pritok na hodnoty, pii kterych
by se dosahlo rozumnych hodnot reten¢nich ¢ast. To je zfejmée zplisobeno malym priimérem
kolony, ktery byl zvolen kvuli uspofe organické slozky mobilni faze. Vysledky tedy

nenaplnily pivodni ofekavani zkratit retencni Casy analyzovanych vzorkd lé¢iv. Moznym
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feSenim by mohlo byt pouziti acetonitrilu namisto methanolu v mobilni fazi. Vzhledem
k nizsi viskozité smes acetonitrilu a vody nevyviji tak vysoky tlak na kolonu jako smés
methanolu a vody. V dtsledku toho by Sel zvysit pritok mobilni faze kolonou a zkratit tak

retencni ¢asy méfenych latek.

Do grafu (1-24) byla vynesena zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci
methanolu v mobilni fazi pro kazdou analyzovanou slouc¢eninu. Ze ziskanych grafa vyplyva,
ze korelace zévislosti logK na obsahu organické slozky v mobilni fazi je u vétSiny latek
vyborna, coz potvrzuji i hodnoty koeficientii determinace (Rz) V rovnicich regresnich ptimek,
které jsou matematickym vyjadienim této zavislosti. Absolutni ¢len v téchto rovnicich
predstavuje hodnotu kapacitniho faktoru latky extrapolovaného na nulovou koncentraci
methanolu v mobilni fazi a tato hodnota je pokladana za Ciselné vyjadreni lipofility dané

latky.

Na zavér byly ziskané hodnoty lipofilit (logK) porovnany s hodnotami vypocitanymi
v programu ChemDraw Ultra 12.0 (clogP) a s hodnotami lipofilit chromatograficky
zjisténymi na kolon¢ Zorbax ECLIPSE XDB-C18 600 Bar, 50,0x4,6 mm, 1,8 pm (logk),
coz je zobrazeno v tabulce 26. Porovnani je nazorné uvedeno v grafu 25, v némz jsou
vyneseny ob¢ zavislosti, tj. clogP = f(logK) a logk = f(logK), v¢etné ptislusnych koeficienti

determinace (R?).

Z grafu 25 je zcela zfejmé, Ze korelace mezi hodnotami logk a logK je vyrazné lepsi
neZ mezi hodnotami clogP a logK. Oba koeficienty determinace jsou ovSem dost nizké.
ZlepSeni korelace je mozné dosdhnout vynechanim dvou odlehlych bodi pro latky OJ16 a

0J90, jak znazornuje graf 26.
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Graf 26: Upravena korelace mezi hodnotami logk a logK a mezi hodnotami clogP a logK.

Z grafu 26 je vidét, ze doSlo k vyraznému zlepSeni tésnosti korelovanych dat,
coz dokumentuje markantni nartist hodnot koeficienti determinace. To je potéSitelné zejména
u zavislosti logk = f(logK), nebot’ to znamena, ze hodnoty lipofilit zméfené na obou kolonach
si vzajemné velmi dobie odpovidaji. Horsi korelace mezi hodnotami clogP a logK neni tolik
ptekvapujici, nebot’ vypocet clogP nezohlediiuje naptiklad vSechny sterické aspekty

molekuly.

Zuveden¢ho je tedy mozné se domnivat, ze u latek OJ16 a OJ90 byla hodnota

lipofility stanovena pfinejmensim jednou metodou se znacnou chybou.

60



6. ZAVER

Cilem této prace bylo ur¢it hodnoty lipofilit u 24 potencidlnich 1é¢iv pomoci
kapalinové chromatografie na reverznich fazich na kolon¢ Zorbax ECLIPSE
XDB-C8 600 Bar, 50,0x3,0 mm, 1,8 um a tyto hodnoty pak porovnat s vysledky ziskanymi
vypocétem v programu ChemDraw Ultra 12.0 a s hodnotami lipofilit diive chromatograficky
zjisténymi na koloné Zorbax ECLIPSE XDB-C18 600 Bar, 50,0x4,6 mm, 1,8 um. Kolona
s krat§im alkylovym fetézcem (C8) byla zvolena s pfedpokladem zkratit retencni cCasy
méienych latek. V pribéhu meéfeni byla kazda latka stanovovana pii Ctyfech, resp. péti

riznych pomérech methanol/voda v mobilni fazi.

Béhem pokusti vSak hodnoty tlaku dosahovaly pomérné vysokych hodnot,
coz znemoznovalo zvysit pritok tak, aby bylo dosazeno kratSich reten¢nich ¢asi. Moznym

navrhovanym fe$enim by bylo nahrazeni methanolu v mobilni fazi acetonitrilem.

Po ziskani hodnot reten¢nich casti méfenych latek byl pro kazdou tuto latku sestaven
graf zavislosti logaritmu kapacitniho faktoru na koncentraci methanolu v mobilni fazi. Z grafii

jasné vyplyva, Ze tato zavislost je u vétSiny latek vynikajici.

Poté byly extrapolaci na nulovou koncentraci methanolu v mobilni fazi zjistény
hodnoty logaritmu kapacitniho faktoru, které jsou povazovany za hodnoty lipofilit

zkoumanych potencidlnich 1é¢iv.

Grafickym a numerickym porovnanim téchto hodnot shodnotami jiz dfive
naméfenymi na kolon¢ s del$im alkykovym fetézcem bylo dosazeno uspokojivych vysledkd,
za predpokladu vynechdni dvou nejvice odlehlych boda z grafu u dvou zkoumanych latek,

u kterych byla analyza pravdépodobné zatiZena chybou.

Korelace mezi hodnotami naméfenymi a hodnotami vypocitanymi v pocitaCovém
programu ChemDraw Ultra 12.0 uZ je o poznani hor§i. MoZnym vysvétlenim by mohl byt

fakt, ze vypocet nezohlediiuje vSechny sterické aspekty molekuly.
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