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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Veronika Mrazova

Skolitel: PharmDr. Pavel J&¢, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Testovani potencialniho vyuziti chirdlnich iontovych kapalin s

dlouhym retézcem pro chiralni separace v kapilarni elektroforéze |

Hlavnim cilem diplomové prace bylo testovani nové nasyntetizovanych
chirdlnich iontovych kapalin jako chirdlnich selektord kapilarni elektroforézou
pro potencialni vyuziti v chirdlnich separacich modelovych sloucenin (vétsSinou
farmaceutického  vyznamu). Analyza probihala  prostfednictvim  micelarni
elektrokinetické chromatografie, nebot chirdIni iontové kapaliny maji charakter
kationickych surfaktantl. Testované elektrolyty byly tvoreny rGznymi pufry o rlizné
hodnoté pH a srldznymi koncentracemi pridavkd chirdlnich iontovych kapalin.
Separace probihala v kiemenné kapilafe (prdmér 50 um, celkova délka 48,5 cm,
efektivni délka 40cm) svyuzitim UV detekce pfi rlznych vinovych délkach
dle vlastnosti analyzovanych modelovych slouéenin. Vysledkem byl vidy jeden pik, to
znamena, Ze testované chiralni iontové kapaliny nebyly schopny rozseparovat
modelové analyty na jednotlivé enantiomery. Toto pozorovani lze pravdépodobné
vysvétlit tim, Ze dochazi k tak silné elektrostatické interakci mezi zaporné nabitym
analytem a kladné nabitym chirdlnim selektorem, kterd zabranuje rozdéleni

modelovych analytd na jednotlivé enantiomery.

Pro porovnani byla dale uskutecnéna chirdlni separace enantiomer(

modelovych sloucenin za konvencnich podminek, které byly jiz dfive publikovany.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Veronika Mrazova

Supervisor: PharmDr. Pavel Ja¢, Ph.D.

Title of diploma thesis: Testing of potential capability of chiral ionic liquids with long

alkyl chain in capillary electrophoresis chiral separations |

The main aim of this diploma thesis was testing of novel chiral ionic liquids as
chiral selectors in capillary electrophoresis for the potential application in chiral
separations of model compounds (mainly of pharmaceutical importance). The analysis
was realized by micellar electrokinetic chromatography since the tested chiral ionic
liquids were cationic surfactants. The examined electrolytes were formed by different
buffers of various pH values and with different concentration of chiral ionic liquids.
The separation took place in fused silica capillary (50 um diameter, 48.5 cm total
length, 40 cm effective length). The UV detection was performed at different
wavelengths according to the structural features of model compounds. The separation
always resulted in one peak; it means that the tested chiral ionic liquids did not show
any capability in enantioseparation of model analytes. This observation can probably
be explained by electrostatic interaction (between negatively charged solute
and positively charged chiral selector) that hindered the separation of model analytes

into individual enantiomers.

The enantioseparation of model compounds under earlier published conventional

conditions was realized as well.



1. Uvop

Chiralita a chirdlni separace maji ve farmacii zasadni vyznam. Chiralita ovliviiuje
nejen ucinek léciva, ale i jeho farmakokinetiku. Zatimco jeden enantiomer muze mit
zadouci terapeuticky ucinek, druhy se muZe projevovat nezadoucimi az toxickymi

ucinky [1], [2].

lontové kapaliny jsou slouceniny, které jsou sloZeny vyhradné z iontt [3]. Pro svoji
stalost a bezpecnost jsou mnohé z nich povazovany za tzv. zelend rozpoustédla, nejsou
tedy ve vétsiné pripadl Skodlivé pro své okoli, coZ je v dnesni dobé Casto diskutované
téma, jak v oblasti chemie, tak i v jinych oborech zabyvajicich se Zivotnim prostredim.
lontové kapaliny nachazeji Siroké uplatnéni i vanalytické chemii véetné separacnich
metod, kde jsou pouzivany k ovlivnéni selektivity separace. Chiralni iontové kapaliny

Ize vyuZit jako chiralni selektory [4], [5], [6].

VyuZiti chirdlnich iontovych kapalin jako chirdlnich selektor( v separacnich
metodach je intenzivnéji studovano v poslednim desetileti, ale pouze z mala studii
vyplyva prima schopnost chiradlnich iontovych kapalin plsobit jako chiralni selektor.
Relativné vice publikaci popisuje synergisticky efekt s jinym chirdlnim selektorem [5],

[6].

Inspiraci pro tuto diplomovou praci jsou vysledky publikované v Casopise
AnalyticalChemistry skupinou profesora Shamsiho [7]. Autofi této studie
nasyntetizovali a otestovali iontové kapaliny odvozené od leucinolu a pyrrolidinolu.
Nasyntetizované slouCeniny obsahovaly dlouhy alkylovy fetézec s terminalni dvojitou
vazbou, karbamatovou a kvartérni amoniovou skupinu. Kromé toho byly pfipraveny
také prislusné polymery. Pfipravené chirdlni selektory byly schopny separovat
enantiomery modelovych sloucenin (+)-a-bromofenyloctové a (+)-2-(2-
chlorophenoxy)propanové kyseliny. Klicovou roli v separaci dle autorl predstavuje
elektrostatickd interakce mezi opacné nabitou chirdlni iontovou kapalinou a analyty.
Svoji roli zde ma také strukturni kompatibilita mezi chirdlni iontovou kapalinou

a analytem [7].



Nové testované iontové kapaliny obsahuji kvartérni amoniovou skupinu a dlouhy
alkylovy tfetézec. Jejich chiralni centrum je tvoreno aminokyselinou, ktera je s dalSimi
¢astmi molekuly spojena peptidickou a esterovou vazbou. Tyto nové slouceniny byly
nasyntetizovany PharmDr. Marcelem Spuldkem, Ph.D. na Katedie anorganické
a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Struktury jednotlivych
sloucenin a jejich zakladni vlastnosti jsou uvedeny v kapitole 4.1.4. Pro testovani nové
pfipravenych chirdlnich selektord byly zvoleny vétSinou farmaceuticky vyznamné
slouceniny kyselého ¢i amfoterniho charakteru. Jednalo se o nesteroidni antiflogistika
flurbiprofen a ketoprofen, kumarinové antikoagulans warfarin, chinolonové
antibiotikum  ofloxacin a 1,1'-binaftyl-2,2"diylhydrogenfosforeCnan  sodny.
Pro nezbytné porovnani vysledkd byly modelové molekuly také separovany

v achirdInim prostredi a jiném, v literature popsaném, chiralnim prostredi.



2. CiL A ZADANI PRACE

Cilem prace je testovani nové nasyntetizovanych chirdlnich iontovych kapalin jako
chirdlnich selektorl pro chirdlni separace modelovych sloucenin (vétsSinou
farmaceutického vyznamu) pomoci kapilarni elektroforézy. Pro porovnani vysledku
chirdlni separace a poradi migrace enantiomerl byly modelové slouceniny také
separovany za konvencnich podminek, které byly jiz dfive publikovany [8], [9]. Kromé

toho byly také provedeny analyzy v achiralnim prostredi.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE z anglického capillary electrophoresis) je separacni
metoda zaloZzena na migraci elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmérném elektrickém
poli. Systém CE je tvoren kapilarou, elektrolytem, vzorkem, zdrojem vysokého napéti
s elektrodami a detektorem. Elektroforeticky analyzator je propojen s pocitacem,
ktery slouzi k ovladani pfistroje a také k zaznamu a vyhodnocovani namérenych dat —

viz obrazek 1 [10].

V porovnani s ostatnimi separacnimi metodami ma jisté vyhody. Patfi mezi né
nizka spotreba vzork( a cinidel, které jsou potrebné pro separaci, nizké naklady
na analyzy, rychlost analyz a vysokd ucinnost. Naopak mezi nevyhody patfi nizsi

citlivost, horsi opakovatelnost, pripadné i nizsi robustnost.

CE nachazi wvyuZiti vraznych oborech viéetné chemické, biochemické,
mikrobiologické, potravinové, forenzni, environmentdlni a farmaceutické analyzy.
Pomoci CE mliZeme separovat nejen makromolekuly, ale také aminokyseliny, vitaminy,
pesticidy, chiralni 1éCiva, organické kyseliny, anorganické ionty, povrchové aktivni latky,
barviva, bilkoviny, sacharidy a mezi zajimavé vyuziti také urcité patfi analyza vird

a nanocastic [11].

Obrdzek 1: Schéma kapildrni elektroforézy

Integrator
nebo pocita

.-"'U'\f\_ﬁ
Anoda ‘J - | Katoda
Pufr Pufr

Vstupni vialka Vialka se vzorkem Vystupni vialka
Zdroj vysokého
napeti

Kapilara

Prevzato a upraveno ze zdroje [12].
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3.2 Elektroforeticka pohyblivost

Elektroforetickd pohyblivost je zakladni veli¢ina popisujici migraci nabitych latek
v elektrickém poli [13]. Rychlost migrace elektricky nabitych ¢astic je pfimo umérna

elektroforetické pohyblivosti a intenzité elektrického pole — viz rovnice 1.

Rovnice 1

v —rychlost iontu [m/s]

U - elektroforeticka pohyblivost [m?/Vs]

E —intenzita elektrického pole [V/m]

Elektroforeticka pohyblivost je specifickou charakteristikou konkrétniho iontu.
Vysledny pohyb iont(l v roztoku charakterizuje plsobeni dvou sil. lont s nabojem je dan
do pohybu silou elektrického pole. Pohyb je vsak brzdén frikéni silou prostredi,
kterou urcuje Stokestiv zakon [13]. Vysledny vztah popisuje rovnice 2. Zrovnice
vyplyvd, Ze malé vysoce nabité ionty dosahuji velkych pohyblivosti, zatimco velké

minimalné nabité ionty maji pohyblivosti malé [14].

Rovnice 2

__4
é6nnr

u

U - elektroforeticka pohyblivost [mz/Vs]
g — naboj iontu [C]
n — viskozita roztoku [kg/ms]

r — polomér iontu [m]

Tabelované hodnoty elektroforetické pohyblivosti jsou ¢asto odlisSné od téch
skute¢né nameérenych. Tabulky uvadi hodnoty pro plné ionizované molekuly
v nekonecné zfedéném roztoku. Vredlném roztoku vyjadifujeme tzv. efektivni
pohyblivost (Ue), kterd je odrazem skutecnosti, Ze se Cdstice vzajemné ovliviiuiji.
Je zavisla na stupni disociace analytu a je charakteristicka vzdy pro konkrétni podminky
(pH a sloZeni pufru). Zdanliva elektroforeticka pohyblivost (,) je stanovena na zakladé
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migracniho ¢asu — viz rovnice 3. Migracni Cas je dan podilem vzdalenosti a rychlosti,

charakterizuje dobu, za kterou doputuje rozpusténa latka k mistu detekce [14], [15].

Rovnice 3

l
o =L E "tV

M,— zdanliva pohyblivost [cm?/Vs]

V — pouzité napéti [V]

| — efektivni délka kapilary [cm]

L — celkova délka kapildry [cm]

t, — migracni ¢as analyzovaného iontu [s]

E —intenzita elektrického pole [V/cm]

Pro vypocet efektivni pohyblivosti je dale vyuzito rovnic 4 a 5.
Rovnice 4

Ha = He T UgoF
M. — efektivni pohyblivost [cm?/Vs]
Meor — pohyblivost elektroosmotického toku [cmz/Vs]
Rovnice 5

N}
teorE  tgorV

UgoF =
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3.3 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF z anglického electroosmotic flow) je hybnou silou
umozZiujici separaci jak kationtl, tak i aniontl béhem jedné analyzy. EOF vznikd
v kiemennych kapildrach o malém vnitinim priméru (25-100 pm) plsobenim
stejnosmérného elektrického pole. Stény téchto kapilar jsou tvorené silanolovymi
skupinami, které mohou disociovat pfi vyssim pH elektrolytu (pH > 2,5). Diky
této disociaci vznikd na vnitfnim povrchu kapilary zaporny naboj [13], [16].
Nasledné se u stény vytvari dvojita vrstva kationt(; vzdalenéjsi od stredu kapilary je
stabilni elektricka vrstva — tzv. Sternova vrstva. Ta je pevné spjata se silanolovymi
skupinami. Druha vrstva vznika bliZze ke stfedu kapilary, je pohybliva a nazyva se difuzni

vrstva. Na rozhrani obou vrstev vznika elektrokineticky potencial — tzv. zeta-potencial.

VloZzenim napéti zacnou kationty difuzni vrstvy putovat smérem ke katodé; timto
se uvede do pohybu i cely objem roztoku v kapilare. Stejnym smérem jsou
prostfednictvim EOF unaseny také neutralni latky, které se pohybuji stejnou rychlosti
jako EOF. Anionty, které oproti EOF vykazuji opa¢nou pohyblivost (smérem k anodé),
ktera ale dosahuje nizsich hodnot neZ pohyblivost EOF, jsou také unaseny ke katodé.
Pohyblivost kationtl sméruje stejnym smérem jako pohyblivost EOF a tak je vysledné

poradi migrace latek: kationty, neutrdlni [atky a anionty [11], [13].

Vliv na rychlost EOF maji predevsim pH, napéti a teplota. Cim jsou tyto hodnoty
vysSi, tim vysSi je i hodnota zeta potencidlu a rychlost EOF stoupa. Je-li zvySena
koncentrace zakladniho elektrolytu (BGE z anglického background elektrolyte), tak zeta

potencial klesa a rychlost EOF je zpomalena [10], [17].
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Obrazek 2: Schéma rozloZzeni ndaboje na vnitfnim povrchu kapildry. Vznik elektrické
dvojvrstvy a EOF v zdvislosti na pH

Vyssi pH

sténa kfemenné

o ['si i Si SiS S s S
kapilary -
Sternova > 4 25+ 4
vistva = [ —— L zeta potencial
+ EOF -
d|fuzn|' PPV VT TIVE T TV e TEVE s &%
vrstva Nizsi pH
[si Sisi sisisi s s
al H 7 HUH f H M
EOF

Prevzato a upraveno ze zdroje [17].

Modifikaci vnitfni stény kapildry mGzZzeme EOF obratit ¢i potlacit. Obraceni EOF
muzZe zpUsobit maly pridavek kationického tenzidu (napft. cetyltrimethylammonium
bromid, CTAB), ktery je pfidan k BGE v mnozstvi, které obvykle neptresahuje kritickou
micelarni koncentraci. Migrace iontd pak probiha v opacném poradi: anionty, neutralni

latky a kationty.

Na obrazku 3 mlzeme pozorovat (od shora): EOF sméfuje ke katodé — zadna
modifikace vnitini stény kapilary, uprostied vidime potlaceni EOF a ve spodni casti

modifikaci, diky niz je EOF obracen [14].

15



Obrazek 3: Modifikace elektroosmotického toku

Vysvétlivky: No flow — Zadny tok. Pfevzato ze zdroje [14].

3.4 Instrumentace

3.4.1 Kapilary

Nejvice pouzivanymi jsou kapilary z taveného kiemene. Prednostmi tohoto
materidlu jsou elektrickd a chemicka neutralita, propustnost UV zareni, flexibilita
a v neposledni radé nizka cena. Kfemenné kapildry jsou charakteristické svoji kiehkosti,
proto jsou zvnéjsi strany potazeny polyimidovou vrstvou, kterd umozZnuje
mechanickou manipulaci. Vmisté UV detekce byva polyimidova ochranna vrstva
odstranéna. Priimér téchto kapilar se pohybuje v rozmezi 25-100 um a celkova délka
¢ini cca 25-100 cm [10], [13]. Kromé celkové délky rozliSujeme jesté efektivni délku
kapilary, kterd je vzdalenosti mezi mistem nastfiku a mistem detekce. Dale se mohou

pouzivat kapilary teflonové a pyrexové [14], [18].

3.4.2 Zdroj vysokého napéti

Zdroj vysokého napéti je hnaci silou pohybu iontl v kapildfe. Zpravidla se

pouziva zdroj stejnosmérného napéti do 30 kV. Konce kfemenné kapilary naplnéné

16



BGE jsou ponoreny do vialek s elektrolytem, ktery vede proud. Vygenerovany proud
mUzZe dosahovat stovek pA. Limitni hranici je 300 pA, vyssi hodnoty nejsou Zadouci

kvali moZné teplotni destrukci analytd.

Zcela zasadni je mozZnost prepindni polarity. Je-li EOF obracen, je nutné zménit
i polaritu - to znamena nastfik vzorku je realizovan na katodickém konci kapilary [14],

[18].

3.4.3 Regulace teploty

Prostfedi, kde se nachazi kapilara, musi byt temperovano pro spravny pribéh
separace, zajistuji se tak stalé podminky separace. Definované teploty také zlepsuji

opakovatelnost. Teplota muzZe byt regulovana vzduchem nebo kapalinou [14].

3.4.4 Davkovani vzorku

Vzorek je vétSinou davkovan na konec kapilary vzdalenéjsi od detektoru.
Primér kapilary limituje objem vzorku. Zpravidla jde o 1 — 2% celkového objemu
kapilary, coz odpovida 10-100 nl. Vzorek muZe byt davkovan tlakem, plsobenim
elektrického pole nebo rozdilem hladin. V praxi se uplatiuji dva zplGsoby ddvkovani:
hydrodynamické (davkovani tlakem nebo aplikaci vakua) a elektrokinetické vyuzivajici

aplikaci napéti [10], [13].

3.4.5 Detektory

Mezi nejpouzivanéjsi detektory patfi UV/VIS detektor (UV/VIS zanglického
ultraviolet/visible) a to hlavné vzhledem k jeho univerzalnosti. Jeho prostfednictvim lze
detekovat analyty pfi vinovych délkach od 200 nm az do 800 nm. Existuji ale latky,
které prostrednictvim UV/VIS detekovat nelze a proto je nutné vyuzit alternativy. Mezi
dalsi typy detekce patfi laserem indukovand fluorescenéni detekce, bezkontaktné
vodivostni detekce, elektrochemicka detekce a ke specifickym typdm také patfi

detekce pomoci hmotnostni spektrometrie.

Zakladni predpokladem detektord je citlivost, presnost a spolehlivost, také je ale

nutno zohlednit jejich vlastnosti z hlediska béZzného pouzivani a ceny [10], [14].
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3.5 Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE z anglického capillary zone electrophoresis)
je nejjednodussi formou CE. Kapildra je naplnéna elektrolytem, nadavkuje se vzorek
avloZi se napéti. Kseparaci dojde diky faktu, Ze nabité latky maji za separacnich
podminek rGzné pohyblivosti a béhem migrace v kapildfe dojde kjejich rozdéleni
do rGznych zon, které jsou na druhém konci kapilary detekovany vhodnou detekéni
technikou. Malé vicendsobné nabité ionty se pohybuji rychle, zatimco vétsi ionty
s malym nabojem se pohybuji pomaleji. Rozpusténé latky migruji k elektrodé
s opa¢nym nabojem, tzn. anionty putuji k anodé, kationty ke katodé, mimoto je ale
migrace ovlivnéna prostfednictvim EOF (viz kapitola 3.3). Pokud neni zménén povrch
kapilar, EOF ve vétSiné pripadl pohani latky smérem ke katodé. Diky své relativné
vysoké rychlosti unasi kationty i anionty smérem k detektoru, ty pak mohou byt
analyzovany v pribéhu jednoho experimentu. Neutralni latky jsou nerozseparované
unaseny EOF stejnou rychlosti. Za pomoci detektoru ziskdvame zaznam,
tzv. elektroferogram, ktery nam poskytuje informace o migracnim Case a ploSe piku
jednotlivych sloZzek separované smési [13]. Na obrazku 4 mizZeme pozorovat rozdilnou
migraci rozpusténych latek ovlivnénou EOF. Kationt (1) ma nejvyssi pohyblivost,

nasleduje ho neutralni analyt (N) a dva anionty (2, 3) [14].

Obrdzek 4: Znazornéni separace CZE a pFislusny zaznam separace — elektroferogram

?Néstl"ik ? Detekce

1 n

Signal

Pfevzato a upraveno ze zdroje [14].
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3.6 Micelarni elektrokineticka chromatografie

Micelarni elektrokinetickda chromatografie (MEKC zanglického micellar
elektrokinetic chromatography) je obménou CE svyhodou moZnosti separovat
neutralni  latky. Vyuzivd principy elektrokinetické (tj. elektroosmotické,
elektroforetické) a zdroven chromatografické. Je charakterizovdna pfidavkem
povrchové aktivni latky k BGE a to ve vyssi koncentraci nez je kritickd miceldrni
koncentrace. Casto je pouZivan dodecylsulfat sodny (SDS). Ve vodném BGE jsou pak
pritomny micely s hydrofobnim jddrem a zaporné nabitym povrchem. V MEKC dochazi
nejen k elektromigraci, analyty se také rozdéluji mezi micelu — tzv. pseudostacionarni

fazi a BGE [14].

Pravé diky micelarni pseudostacionarni fazi dochazi k separaci neutralnich latek
v tzv. Casovém oknu, tedy v migracnim ¢ase mezi to (migracni ¢as EOF) a t,, (migracni
¢as micel). Situaci popisuje obrazek 5. Separace tak mulze byt vyrazné ovlivnéna
pouzitim rliznych povrchové aktivnich latek, které vykazuji rizné vlastnosti a mohou
tak zplsobit zmény fyzikdlnich vlastnosti micel, jako je velikost, naboj

nebo rozmér [13].

Obrazek 5: Migrace neutrdlnich analyti v MEKC

f Casové okno |

Anal
]w Micely
EOF | ’ J i
i
| 1 | ] | |
Cas

Prevzato a upraveno ze zdroje [14].
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3.7 Kapilarni elektroforéza v nevodném prostredi

Nevodné prostredi mlZe hrat dllezitou roli vseparaci prostfednictvim
elektroforézy. Kapilarni elektroforéza v bezvodém prostfedi (NACE z anglického non-
aqueous capillary electrophoresis) je zaloZzena na elektrolytech, které jsou tvoreny
organickymi rozpoustédly. Toto sloZzeni nabizi velké mnoZstvi znakl, které mohou
zlepsit selektivitu jako je napf. lepsi rozpustnost hydrofobnich sloucenin a snizeni
pohyblivosti EOF. Hlavni vyhodou bezvodého prostredi je moZznost rozpustit ve vodé
nerozpustné organické slouceniny, které je pak mozno separovat za pomoci NACE.
Dalsi faktem jsou rozdilné fyzikalni a chemické vlastnosti mezi vodou a organickymi
rozpoustédly. Organickd rozpoustédla je mozno vyuZit pro separace latek, které maji

prilis slabé nebo neméfritelné interakce ve vodném prostiedi [19].

3.8 Chiralita

Chiralni objekt neni totozny se svym zrcadlovym obrazem, nemad tedy stred
ani rovinu symetrie, muZe mit ale rotacni osu symetrie. V chemii ma chiralita velky
vyznam predevsim u organickych sloucenin, které maji centrum chirality. Chiralni
organické slouceniny nemusi obsahovat pouze stereogenni centrum, jako je
napf. ¢tyfvazny uhlik srlznymi substituenty, ale mohou vykazovat i tzv. axialni
Ci helikalni chiralitu. Vliv chirality na biologickou aktivitu dokazuje asi nejvétsi aféra
ve farmaceutickém pramyslu, tj. thalidomidova aféra, kdy R-enantiomer thalidomidu

ma sedativni Ucinky, ale nikoli teratogenni Ucinek jako S-enantiomer [20].

3.9 Chiralni separace

ChirdIni separace je separace enantiomerU opticky aktivnich latek. Enantiomery
jsou dvé konstitu¢né stejné molekuly, ale odlisuji se ve vzajemném postaveni atoma
a vazeb v prostoru, jsou charakteristické stejnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi,
mohou se vSak odliSovat svymi biologickymi, farmakologickymi a toxikologickymi
vlastnostmi. Jelikoz je fada lécCiv chirdlniho charakteru, je hodnoceni kvality
a bezpecnosti chiralnich [éCiv dulleZitou soucdsti farmaceutické praxe. V téchto
procesech predstavuji vyznamnou roli chirdlni separace. U chirdlné cistych Iéciv je
druhy (nezddouci) enantiomer povazovdn za necistotu a jeho obsah ve findlnim
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produktu je limitovan. V praxi je nezbytné zabyvat se analyzou pritomnosti
jednotlivych enantiomerd v rlznych matricich a sledovat interakce enantiomerd
s cilovym objektem. K hodnoceni se mimo jiné pouziva i CE. Pro Uspésné provedeni

separace je nutné vytvofit chirdlni prostredi [2].

Neptfima chirdlni separace je charakteristickd tvorbou diastereomert
mezi enantiomery a chiralné Cistym derivatizacnim cinidlem pred samotnou separaci.

Separace pak probiha v achirdlnim prostredi [2].

Pfima chirdlni separace je charakterizovdna tvorbou diastereomert
béhem samotné separace, je zajisténa pridavkem chirdlniho selektoru (CS)
k zakladnimu elektrolytu. CS wvytvafi sopticky aktivnimi analyty prechodné
diastereomerni komplexy, které se musi liSit svoji stabilitou, aby doslo k chirdlni
separaci. Pfi tvorbé téchto komplext se uplatiuji slabé intermolekularni interakce
a sterické faktory. CS vyuzivané pro chiralni separaci v CE jsou cyklodextriny (CD),
crown-ethery, chirdlni micely, selektory fungujici na principu vymény ligand(,
makrocyklické  glykopeptidy, proteiny, polysacharidy a jejich  derivaty,
mezi experimentdlné pouzivané pak patfi chirdini iontové kapaliny (CIL z anglického

chiral ionic liquids) [2].

3.9.1 Cyklodextriny

Mezi nejpouzivanéjsi CS v kapilarni elektroforéze patfi CD. CD jsou cyklické
oligosacharidy skladajici se z molekul D-glukézy spojenych a-(1 - 4) glykosidickou
vazbou. Pfirodni CD vznikaji enzymatickym travenim skrobu prostfednictvim bakterii
z kmene Bacillus. NejdllezitéjSimi pramyslové produkovanymi CD jsou tzv. nativni
cyklodextriny: a-CD, B-CD a y-CD. Lisi se mezi sebou poctem glukdzovych jednotek —
viz obrazek 6 [8]. a-CD je tvoren Sesti, B-CD sedmi a y-CD osmi jednotkami glukdzy.
Cyklodextriny svym tvarem pripominaji dutinu, jejiz vnitfni ¢ast ma lipofilni charakter,
zatimco vnéjsi ¢ast je hydrofilni a charakteristicka svymi hydroxy skupinami. Pravé tyto
skupiny poskytuji prostor pro vznik mnoha derivatu [8].

vvvvvv

molekuly do dutiny CD, ¢imZ dochazi k ustanoveni dynamické rovnovahy. Na vzniku
takového komplexu se podili van der Waalsovy sily a vodikové mustky mezi polarni
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funkéni skupinou analytu a hydroxylovou skupinou CD. Stabilita komplexu je ovlivnhéna
rGznymi faktory. NejdlleZitéjsSimi z nich je prostorové usporadani a polarita

analyzované molekuly, vlastnosti pufru a teplota [8].

Hlavni vyhoda CD spociva v moznosti jejich vyuZiti jak ve vodném, tak nevodném

prostredi CE [8].

Obrazek 6: Struktura a-CD, 8-CD a y-CD

[ “'éffé%m% «Jﬁf

m DFl

0-CD B-CD vCD
Prevzato ze zdroje [8].

3.10 lontové kapaliny

lontové kapaliny (IL z anglického ionic liquids) jsou organické soli vyznacujici se
krystalickou strukturou. Vykazuji unikatni fyzikalné - chemické vlastnosti v zavislosti
na svém sloZeni. Jsou stalé i pfi vyssich teplotach, neodparuji se. Jejich teplota tani se
pohybuje pod 100°C, ¢asto muze byt ale i nizSi nez pokojovd teplota. Mohou
nahrazovat organickd rozpoustédla. Tento fakt je zakladnim rozdilem
mezi IL a tavenymi solemi. Samy mohou byt rozpustné v polarnich i nepolarnich

rozpoustédlech [21].

Chemicky byvaji slozeny zkationické Casti tvorené nejcastéji z dusikatych
slouéenin (pyridiniové, imidazoliové, thiazoliové, amoniové a pyrrolidiniové soli)
Ci fosforu (fosfoniové soli) — viz obrazek 7. Kationicka ¢ast je Casto substituovana alkyly.
Anionicka ¢ast molekuly mizZe byt tvofena jak anorganickymi, tak organickymi anionty
— viz obrazek 8. Znamé struktury IL jsou zaloZeny na kvartérnich amoniovych
a fosfoniovych soli, které deklaruji elektrochemickou stdlost, dobrou elektrickou
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vodivost, velkou iontovou pohyblivost, zanedbatelné odpafovani, vynikajici chemickou
a teplotni stabilitu. Kvartérni amoniové skupiny jsou také zndmy pro své emulgujici
schopnosti, dale se vyuziva jejich antimikrobidlni aktivity, jsou slozkami kosmetickych

produktl, maji antikorozni vlastnosti, slouzi jako katalyzatory [7].

Obrdzek 7: Priklad struktur pouZivanych v IL - imidazoliové, pyridiniové, amoniové,
fosfoniové soli
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Ddvod nizkého bodu tani iontovych kapalin neni zcela jasny, ale je
pravdépodobné, Ze velky anorganicky aniont v kombinaci s delokalizovanym nabitym
kationtem zabranuji vzniku stabilni krystalické mfFizky. Mezi kationtem a aniontem
nesmi dochdzet k zZadné koordinaci a pravé tuto podminku spolehlivé splnuji velké

ionty, které stericky brani okolni substituenty [21].

Obrazek 8: Priklad objemnych aniont( — tetrafluoroborat, acetat, trifluoroacetdt,
tosylat
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Chemickeé vlastnosti jsou zavislé i na strukture aniontové ¢asti, napf. sloucenina
se stejnym kationtem, ale rGznymi anionty mdzZe byt misitelna s vodou ¢i organickym
rozpoustédlem v zavislosti na struktufe aniontu. Ztohoto dlvodu jsou vhodné

jako modifikatory EOF v NACE [19].

Syntéza IL se provadi v téchto dvou zakladnich krocich: tvorba kationtu pomoci
kvarternizace a vyména aniontu. Kvarternizace je uskuteiovana pomoci
alkylhalogenidu a vymeéna pak prostfednictvim halogenidového aniontu. Vyména je
vétsinou zavisla na nerozpustnosti jednoho z produktll v daném rozpoustédle (IL nebo
vznikajici anorganické soli) nebo na Lewisové neutralizaci [21]. Identita a Cistota

slouceniny je posuzovana pomoci NMR spektroskopie (NMR zanglického nuclear
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magnetic resonance). Obsah vody v Cisté a suché latce je stanoven pomoci titrace
dle Karla Fischera. Pfiprava je relativné jednoducha. Nékteré IL je mozné skladovat

bez vyznamnych pozadavku delSi dobu, avsak nékteré IL jsou hygroskopické [22].

Obrdzek 9: Schéma syntézy IL
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X = halogen AX,
Y = CF3S02, CHaCsH4S0; \LX"-', \E_R
Z = BF4, PFg, N(CF3S02)2, NO; -
A =B, Al, Au. Cu, Sn
M = H, Ag, Li, Na, K

Prevzato a upraveno ze zdroje [21].

Dle svého slozeni mohou byt vyuZity jako rozpoustédlo ¢i jako katalyzator
pro Siroké spektrum organické syntézy, predevsim pro elektrofilni, ale i nukleofilni
substituce. Oproti béZznym organickym rozpoustédliim jsou IL cenény pro moZnost
recyklace, snadnéjsi ziskavani produktu z reakcni smési a svoji netékavost. Témito
vlastnostmi se jevi jako bezpeénéjsi a proto jsou také spojovany s tzv. zelenou chemii,
cozZ je technologicky smér zabyvajici se preventivnimi kroky proti znecisténi Zivotniho
prostiedi a celkovym sniZzenim spotfeby neobnovitelnych zdroji. IL se ddle vyuZivaji
jako rozpoustédla vatomové absorpcni spektrometrii, jako médium v extrakci
z kapaliny do kapaliny, ve fyzikalni chemii, v lithiovych bateriich a jako lubrikanty.
V analytické chemii nachazi vyuziti jako soucast mobilni faze ve vysokoucinné
kapalinové chromatografii, jako elektrolyty v CE, v hmotnostni spektrometrii, jako

stacionarni faze v plynové chromatografii a pseudostacionarni faze v MEKC [21].

3.11 Chirdlni iontové kapaliny a jejich vyuZiti jako selektorti v CE

Chirdlni iontové kapaliny jsou IL, které obsahuji ve své strukture alespon jedno
chirdlni centrum. Vyuziti jejich potencidlu jako CS bylo intenzivnéji studovano

v poslednim desetileti, avSsak madlo studii dokazuje jejich pfimé vyuziti jako CS.
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Relativné vice publikaci popisuje synergisticky ucinek CIL sjinymi tradi¢nimi CS
(zminéné v kapitole 3.9) v CE. Prehled literatury ukazuje zajimavé a slibné vysledky

inspirujici k podrobnéjsimu testovani véetné navrhu a syntézy novych CIL [5], [6].

Yuan s kolektivem publikovali jednu z prvnich studii popisujici vyuziti CIL v CE.
V této studii byl pouzit (R)-N,N,N-trimethyl-2-aminobutanol-2-hydroxy-
bis(trifluoromethansulfon)imidat jako samostatny CS umoznujici separovat modelové
slouceniny. Tato CIL byla také testovana v enantioselektivnich separacich pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie i pomoci plynové chromatografie [23].
Skupina profesora Shamsiho predstavila undecenoxykarbonyl-L-leucinol bromid (L-
UCLB) a undecenoxykarbonyl-L-pyrrolidinol bromid (L-UCPB) a jejich polymery. Tyto CIL
maji povahu kationickych surfaktantl abyly pouZity v separacich prostfednictvim
MEKC. Vnitfni sténa kapilary byla potazena monomery a polymery zminénych CIL, coz
zpUsobilo obraceni EOF a naslednou separaci enantiomer modelovych sloucenin (*)-
a-bromofenyloctové a (t)-2-(2-chlorophenoxy)propanové kyseliny [7]. CIL zaloZené na
struktufe L-alaninu byly dale uUspésné pouZity jako samostatné CS v separaci 1,1'-
binaftyl-2,2"-diylhydrogenfosfatu [24]. Dalsi pfiklady CIL, které funguji jako samostatny
CS, zahrnuji tetramethylammonium-laktobionat, ktery byl pouZit pro chiralni separaci
[éCiv (napf. atenolol, nefopam, duloxetin) [25] a také CIL obsahuijici efedrin, ktera byla
pouZita pro separaci enantiomer(l rabeprazolu [26]. Tyto jedine¢né ptiklady CIL, které
jsou pouzitelné jako chiralni selektory v CE, ilustruji mozny potencial pro dalsi vyzkum

a jejich nasledné Sirsi vyuZiti v chiralnich separacich.

CIL, které wvykazuji synergisticky efekt a které byly pouzity jako surfaktanty
spolu s nativnim CD pro separaci aniontd a neutrdlnich analyt(, testovala skupina
profesora Shamsiho. Ve srovnani samostatného CD a kombinace CD s CIL jako BGE
dosahovala kombinace lepSich vysledkd [27]. Podobnych vysledk( dosdahli i Stavrou
s kolektivem, ktefi testovali kombinaci cyklofruktand s CIL. Vysledky ukazuji zlepSeni
separacnich vlastnosti s pridavkem laktatu t-butylesteruD-alaninu [28]. Dalsi moznosti

zlepSeni separaci predstavuje zména ve strukture CIL [29].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

4.1.1 Zakladni chemikalie a reagencie na pripravu pufri a zakladnich

4.1.2

elektrolytt

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, > 99,0%; Sigma-Aldrich
Ethanol; Chromasolv (pro HPLC), 2 99,9%, Sigma-Aldrich
Hydroxid sodny

Kyselina borita pro elektroforézu; Sigma-Aldrich

Kyselina fosforecna, 85%; Merck

Kyselina chlorovodikova

Kyselina mravenci, 2 98%, Sigma-Aldrich

Kyselina octova, = 99,7%; Sigma-Aldrich

Methanol; Chromasolv (pro HPLC), > 99,9%, Sigma-Aldrich
Octan amonny, > 98%, Sigma-Aldrich

Trizma; Sigma-Aldrich

Voda, |ultradistd, produkovana systémem Milli-Q, Milipore,

(odpor 18 MQ.cm™)

Standardy chiralnich sloucenin
(R)-(-)-1,1"-binaftyl-2,2"-diylhydrogenfosfat, > 98%; Sigma-Aldrich
(S)-(+)-1,1"-binaftyl-2,2"-diylhydrogenfosfat, 97%; Sigma-Aldrich
Flurbiprofen; Sigma-Aldrich

Ibuprofen, > 98%, Sigma-Aldrich

(S)-Ibuprofen, ReagentPlus, 99%, Sigma-Aldrich
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e Ketoprofen racemat; Sigma-Aldrich

o (S)-(+)-Ketoprofen, 99%; Sigma-Aldrich

e Levofloxacin; Sigma-Aldrich

e Ofloxacin; Sigma-Aldrich

e Warfarin, analytical standard, Sigma-Aldrich

e (R)-Warfarin, = 97%, Sigma-Aldrich

4.1.3 Cyklodextriny
e [B-cyklodextrin; Fluka
e B-cyklodextrin, sulfatovany, sodna sul; Sigma-Aldrich

e Heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-B-cyklodextrin; > 98%, Sigma-Aldrich

4.1.4 Testované iontové kapaliny

Testované CIL byly pfipraveny a charakterizovany
PharmDr. Marcelem Spuldkem, Ph.D. z Katedry anorganické a organické chemie
Farmaceutické  fakulty v Hradci Kralové. Kritické miceldarni  koncentrace
(CMC z anglického critical micellar concentration) pro ILA-1 a ILA-2 byly stanoveny
tensiometricky PharmDr. Barborou Vranikovou, Ph.D. na Katedie farmaceutické

technologie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

ILA-1

/\N*/ﬁ( \)J\ ——(CHy)1sCHs

Ollln

(5)-1-methyl-3-{2-ox0-2-[1-0x0-1-(tetradecyloxy)propan-2-ylamino]ethyl}-1H-

imidazol-3-ium bromid
Mr: 488,51
[0]*p = -28.35 ° (c=0,04g/|, MeOH)

CMC = 0,304 mM (v H,0)
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ILA-2

\)J\ ——(CH,)15CHs
Br

Ollln

(5)-{2-ox0-2-[1-0x0-1-(tetradecyloxy)propan-2-

ylamino]ethyl}(trimethyl)ammonium bromid
Mr: 465,52

[a]®p =-13.17 ° (c=0 ,09g/1, MeOH)

CMC = 0,281 mM (v H,0)

ILA-3

O /ﬁ( \)J\o_(CHz)mCHg

HO

Ollll

(5)-1-(3-hydroxypropyl)-1-{2-oxo-2-[1-ox0-1-(tetradecyloxy)propan-2-

ylamino]ethyl}piperidin-1-ium bromid
Mr: 549,64
[0]*p = -13.04 ° (c=0,07g/|, MeOH)

ILB-1
\ Br- H
N? O——(CH,)13CH3
HO

(R)-(2-hydroxyethyl){2-oxo-2-[2-ox0-2-(tetradecyloxy)-1-fenylethan-1-

ylamino]ethyl}(dimethyl)ammonium bromid
Mr: 557,61

[0]%, = +34.76 ° (c=0,05g/l, CHCl3)
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4.2 Pristrojové vybaveni
e Kapilarni elektroforéza CE 7100, Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko
e UV spektrofotometr HP 8453, Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko

e pH metr Sentron SI 400 s pH elektrodou Sentron SI (rozsah pH 0-14); Sentron,

Holandsko

a ostatni standardni vybaveni laboratore (vahy, UV lazen, pipety, ...)

4.3 Podminky méreni

Pro vSechny analyzy byla pouZita kiemenna kapilara o vnitfnim prdméru 50 um,
celkové délce 48,5 cm a efektivni délce 40 cm. Jedna sada zakladniho elektrolytu byla
tvorena 3 zasobniky elektrolytl (vialkami) — jeden vstupni, jeden vystupni a jeden
na promyti kapilary; takova sada roztokl byla pouZita max. na 9 analyz. Mistnost,

ve které byly analyzy provadény, byla klimatizovana na 25°C.

4.3.1 Separace v achiralnim prostredi

Kapilara byla promyta pred prvnim pouzitim 30 minut 1 M hydroxidem sodnym,
dale 30 minut 0,1 M hydroxidem sodnyma nakonec 10 minut vodou. Denné pak byla
kapildara pred prvnim mérenim a po poslednim méreni proplachovana 10 minut
1 M NaOH a 10 minut vodou. Pfed kaZdou analyzou byla kapilara promyta 3 minuty
1 M NaOH, 10 minut vodou a 3 minuty vlastnim elektrolytem, vSechny kroky pfi tlaku
1000 mBar. Davkovani analyzovaného vzorku probihalo pfi tlaku 50 mBar po dobu
5 sekund. Kapilara byla temperovana na 25°C. Vkladané napéti bylo 30 kV (katodicky
EOF). Detekce probihala pfi vinovych délkdch 200 nm, 254 nm a 300 nm. SloZeni

zdkladnich elektrolyt(i je uvedeno v Kapitole 4.4.1.
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4.3.2 Chirdlni separace

4.3.2.1 Chirdlni separace enantiomeri 1,1°-binaftyl-2,2 -diylhydrogenfosfdatu
a ofloxacinu

Kapilara byla kondiciovdana 10 minut 0,1 M kyselinou fosforecnou, 20 minut
1 M hydroxidem sodnym, 20 minut 0,1 M hydroxidem sodnym, 10 minut vodou
a 10 minut BGE. Mezi jednotlivymi analyzami byla kapilara promyvana 2 minuty
0,1 M kyselinou fosfore¢nou, 2 minuty 0,1 M hydroxidem sodnym, 2 minuty vodou
a4 minuty BGE. Po dokonceni denniho méreni byla kapilara promyvana 10 minut
0,1 M kyselinou fosfore¢nou, 10 minut 0,1 M hydroxidem sodnym a 10 minut

vodou [8].

4.3.2.1.1 Separace enantiomer(i1,1’-binaftyl-2,2 -diylhydrogenfosfdatu

Davkovani analyzovaného vzorku probihalo pii tlaku 50 mBar po dobu
5 sekund. Kapildra byla temperovana na 20°C. Vkladané napéti bylo -30 kV. Detekce
probihala pfivinové délce 210 nm. Priprava zakladniho elektrolytu je uvedena

v Kapitole 4.4.2.1 [8].

4.3.2.1.2 Separace enantiomert ofloxacinu

Davkovani analyzovaného vzorku probihalo pfi tlaku 50 mBar po dobu
5 sekund. Kapilara byla temperovana na 20°C. Vkladané napéti bylo -20 kV. Detekce
probihala pfi vinové délce 291 nm. Pfiprava zakladniho elektrolytu je uvedena

v Kapitole 4.4.2.2 [8].

4.3.2.2 Chiralni separace ketoprofenu, flurbiprofenu a warfarinu

Kapilara byla promyta pfed prvnim pouzitim 30 minut 1 M NaOH, ddle 30 minut
0,1 M NaOH a nakonec 10 minut vodou. Denné pak byla kapilara pred prvnim mérenim
a po poslednim méreni proplachovana 10 minut 1M NaOH a 10 minut vodou.
Pfed kazdou analyzou byla kapilara promyta 3 minuty 1 M NaOH, 10 minut vodou
a 3 minuty vlastnim elektrolytem, vSechny kroky pfi tlaku 1000 mBar. Davkovani
analyzovaného vzorku (plati pro ketoprofen, flurbiprofen, warfarin) probihalo pfi tlaku

50 mBar po dobu 5 sekund. Kapilara byla temperovana na 25°C. Vkladané napéti bylo
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30 kV. Detekce probihala pfi vinové délce 254 nm. Pfiprava zakladniho elektrolytu je

uvedena v Kapitole 4.4.2.3. [9].

4.3.3 Separace s testovanymi CIL

Kapilara byla kondiciovana a promyvana roztoky a elektrolyty v zavislosti
na postupné ziskanych zkusenostech s CIL. Vzhledem k nezndmému chovani latek se
jednalo o metodu screeningu. V rliznych fazich experimentdlni cCinnosti v pribéhu
feSeni mé diplomové prace byly analyzy uskute¢fiovany s rdznymi koncentracemi IL
arlznymi analyty. Presné slozeni BGE, promyti kapilary, vloZzené napéti a vhodna
vinova délka pro detekci chirdlnich analytd jsou uvedeny u jednotlivych pfikladl
v Kapitole 8. Davkovani analyzovaného vzorku probihalo pti tlaku 50 mBar po dobu
5 sekund. Kapilara byla temperovana na 25°C. Pfiprava zdakladniho elektrolytu je

uvedena v Kapitole 4.4.3.1.

4.3.3.1.1 Separace v nevodném prostredi (s ILB-1)

Kapilara byla promyta 15 minut metanolem, 15 minut 1 M kyselinou mravenci
v metanolu a nakonec 15 minut vlastnim elektrolytem. Mezi analyzami byla promyvana
5 minut 1 M kyselinou mravendi, 5 minut metanolem a 3 minuty vlastnim elektrolytem,
vSechny kroky pfi tlaku 1000 mBar. Davkovani analyzovaného vzorku probihalo
pfi tlaku 50mBar po dobu 5 sekund. Kapilara byla temperovana na 25°C. Vkladané
napéti bylo -30 kV. Detekce probihala pfi vinové délce 254 nm. Pfiprava zdkladniho

elektrolytu je uvedena v Kapitole 4.4.3.2 [30].

4.4 Priprava roztoki zdakladnich elektrolytii

4.4.1 Separace v achiralnim prostredi

Vsechny elektrolyty byly pred pouzitim filtrovany za pomoci nylonového filtru

o velikosti porl 0,45 um a poté byly odplynény v ultrazvukové lazni po dobu 5 minut.
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4.4.1.1 Priprava 60 mM octanového pufru o pH 5,0

Do kadinky scca 30 ml vody bylo napipetovano 0,347 ml kyseliny octové;
pH bylo upraveno na hodnotu 5,0 1 M roztokem NaOH. Tento roztok byl kvantitativné

preveden do 100 ml odmérné bariky a doplnén vodou po rysku.

4.4.1.2 Priprava 50 mM fosfatového pufru o pH 7,5

Do kadinky bylo navazeno 780 mg NaH,P04.2H,0, toto mnoistvi bylo
rozpusténo v cca 30 ml vody. Hodnota pH byla upravena na hodnotu 7,5 roztokem
1 M HCI. Tento roztok byl kvantitativné preveden do 100 ml odmérné banky a doplnén

vodou po rysku.

4.4.1.3 Priprava 50 mM fosfdatového pufru o pH 2,0

Do kadinky s cca 30 ml vody bylo napipetovano 0,340 ml kyseliny fosforecné;
pH bylo upraveno na hodnotu 2,0 1 M roztokem NaOH. Tento roztok byl kvantitativné

preveden do 100 ml odmérné barky a doplnén vodou po rysku.

4.4.1.4 Priprava 20 mM trizmového pufru o pH 8,5

Do kadinky bylo navadzeno 0,2430g trizmy, toto mnoiZstvi bylo rozpusténo
v cca 30 ml vody. Hodnota pH byla upravena 1 M HCl na hodnotu 8,5. Tento roztok byl

kvantitativné preveden do 100 ml odmérné banky a doplnén vodou po rysku.

4.4.1.5 Priprava 20 mM bordatového pufru o pH 9,0

Do kadinky bylo navdzeno 0,1240g kyseliny borité, toto mnozstvi bylo
rozpusténo v cca 30 ml vody. Hodnota pH byla upravena 1 M HCl na hodnotu 9,0.
Tento roztok byl kvantitativné preveden do 100 ml odmérné barky a doplnén vodou

po rysku.
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4.4.2 Separace v chirdlnim prostredi

Dle dfive sepsané literatury [8], [9] byly pfipraveny nasledujici elektrolyty. Byly
filtrovany za pomoci polytetrafluorethylenového filtru o velikosti pérd 0,45 um a dale

pak byly odplynény v ultrazvukové Iazni po dobu 5 minut.

4.4.2.1 50 mM fosfatovy pufr o pH 3,0 a 8-CD (2,5 mg/ml)

Do kadinky s cca 50 ml vody bylo napipetovano 0,340 ml kyseliny fosforecné;
pH bylo upraveno na hodnotu 3,0 1 M roztokem NaOH. Tento roztok byl kvantitativné
preveden do 100 ml odmérné banky a doplnén vodou po rysku. Dale bylo navazeno
25 mg B-cyklodextrinu, ktery byl rozpustén v cca 5 ml pufru za pomoci ultrazvukové
[azné. Vysledny roztok byl kvantitativné preveden do 10 ml odmérné barky, ktera byla

doplnéna pufrem po rysku [8].

4.4.2.2 50 mM fosfatovy pufr o pH 2,5 s 30 mg/ml sulfatovaného 6-CD

Do kadinky s cca 50 ml vody bylo napipetovano 0,340 ml kyseliny fosforecné;
pH bylo upraveno na hodnotu 2,5 1 M roztokem NaOH. Tento roztok byl kvantitativné
preveden do 100 ml odmérné banky a doplnén vodou po rysku. Dale bylo navazeno
300 mg sulfatovaného B-cyklodextrinu, ktery byl rozpustén v cca 5 ml pufru za pomoci
ultrazvukové lazné. Vysledny roztok byl kvantitativné preveden do 10 ml odmérné

bariky, kterda byla doplnéna pufrem po rysku [8].

4.4.2.3 60 mM octanovy pufr o pH 5,0 s 50 mM TM-8-CD

V pripadé literatury [9] byl pfipraven elektrolyt — 60 mM octanovy pufr o pH 5,0
stejnym zplUsobem jako pfipfipravé pro separace v achirdlnim prostredi -
viz Kapitola 4.4.1.1. Dale bylo navazeno 0,715 g trimethyl-B-cyklodextrinu do kadinky
a nasledné rozpusténo v 10 ml 60 mM octanového pufru. Koncentrace této navazky

odpovida 50 mM trimethyl-B-cyklodextrinu.
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4.4.3 Separace v BGE obsahujicim nové pripravené CIL

4.4.3.1 Separace ve vodném prostredi

Elektrolyty byly pfipraveny rozpusténim pfislusného mnozstvi CIL v urcitém
pufru. Pufry byly pfipraveny dle postupu v kapitole Separace v achiralnim prostredi —
viz Kapitola 4.4.1. Navazky CIL podle poZadovanych koncentraci byly vypocitany
podle vzorce m = ¢+ M -V, kde ¢ odpovida molarni koncentraci [mol/l], M je molarni
hmotnost [g/mol] CIL a V je objem pufru [l]. Ziskané Cislo je navazka CIL [g]. Roztok byl
umistén do ultrazvukové lazné po dobu nutnou k uplnému rozpusténi IL v pufru.
Roztok byl zfiltrovan pomoci nylonového filtru o velikosti port 0,45 um a odplynén

v ultrazvukové lazni po dobu 5 minut. Roztoky byly uchovavany pfi pokojové teploté.

4.4.3.2 Separace v nevodném prostredi

Elektrolyty byly pfipraveny rozpusténim CIL v pufru. 60 mM octan amonny byl
pfipraven nasledujicim zpldsobem. Do kadinky bylo navaZeno 462 mg octanu
amonného, toto mnoiZstvi bylo rozpusténo v cca 30 ml metanolu. Roztok byl
kvantitativné preveden do 100 ml odmérné banky a doplnén metanolem po rysku.
Dale byla navazena CIL dle pozadované koncentrace a rozpusténa v pufru. Roztok byl
zfiltrovan za pomoci polytetrafluorethylenového filtru o velikosti pdérd 0,45 pum
a odplynén v ultrazvukové lazni po dobu 5 minut. Roztoky byly uchovavany

pri pokojové teploté.

4.5 Priprava roztoki standardi modelovych analyti

Vsechny roztoky byly uchovavany v lednici pti 5 - 8°C.

4.5.1 Priprava zasobnich roztoki

4.5.1.1 Priprava racemickych roztokii

Do mikrozkumavky typu Eppendorf bylo navdzeno pfrislusné mnoiZstvi
ketoprofenu, ibuprofenu, flurbiprofenu ¢i warfarinu. Kazdy ze standard(i byl rozpustén

v1ml25% metanolu. Koncentrace ketoprofenu byla 5 mg/ml, ibuprofenu 1mg/mi,
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flurbiprofenu 1 mg/ml a warfarinu 2 mg/ml. Pro rozpusténi byla pouZita michacka

Vortex a ultrazvukova lazen (po dobu 4 minut).

Pro elektroforézu v nevodném prostfedi byly roztoky pfipravovany stejnym

zpUsobem za pouziti 100% metanolu.

4.5.1.2 Priprava roztoku jednotlivych enantiomerti

Do mikrozkumavky typu Eppendorf byl navazen (S)-ketoprofen, (S)-ibuprofen,
¢i (R)-warfarin. Kazda navazka byla rozpusténa v 1 ml 25% (v/v) metanolu. Koncentrace
(S)-ketoprofenu byla 5 mg/ml, (S)-ibuprofenu 1 mg/ml a (R)-warfarinu 1 mg/ml.

Pro rozpusténi byla pouzita michacka Vortex a ultrazvukova lazen (po dobu 4 minut).

Do mikrozkumavky typu Eppendorf byl navazen priblizné presné 1 mg (R)-(-)-
1,1"-binaftyl-2,2 -diylhydrogenfosfatu i 1 mg (S)-(+)-1,1"-binaftyl-2,2"-
diylhydrogenfosfatu. Kazdy byl rozpustén v 1 ml metanolu. Pro rozpusténi byla pouzita

michacka Vortex a ultrazvukova lazen.

Do mikrozkumavky typu Eppendorf byl navazen priblizné presné
1 mglevofloxacinu a 1 mg racemického ofloxacinu. Kaidy byl rozpustén

v 1 ml metanolu. Pro rozpusténi byla pouzita michacka Vortex a ultrazvukova lazen.

4.5.1.3 Priprava pracovnich roztoki standardii

Pracovni roztoky ketoprofenu, flurbiprofenu a warfarinu byly pfipraveny
zfedénim zdsobnich roztokl, ptip. smichanim konkrétnich zasobnich roztok(
pro pripravu fortifikovanych pracovnich roztok(l. Do mikrozkumavky typu Eppendorf
bylo napipetovano mnozstvi zdsobniho roztoku tak, aby koncentrace pracovniho
roztoku odpovidala 100 pg/ml. Napipetovany objem byl doplnén 25% (v/v) metanolem

a roztok byl radné promichan.
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Priklad.: Pfesna navazka warfarinu 2,23 mg byla rozpusténa
v1ml25% (v/v) metanolu. Vznikl zasobni roztok o koncentraci 2,23 mg/ml.

Pro pfipravu 1 ml pracovniho roztoku o koncentraci 100 pg/ml byla pouZita smésovaci

rovnice:
Rovnice 6
Vieir+Vy-cy=V3 ¢c3
2230V, +0-V, =100-1000
2230 -V; = 100000
Vi, = 44,84 nl
V,=V3=V1;
V, = 1000 — 44,84
V, = 955,16 pl
V — objem [ul]

¢ —koncentrace [pg/ml]
1 — zasobni roztok
2 — 25% (v/v) metanol

3 — pracovni roztok

Vysledkem smésSovaci rovnice je pipetovany objem zasobniho roztoku (Vy),

v nasem pfipadé tedy 44,84 pl, ke kterému bylo pridano 955,16 pl 25% MeOH.

Pro separaci dle dfive sepsané literatury [8] byl pouZit pracovni roztok v tomto
sloZeni: 20 ul zasobniho roztoku (S)-(+)-1,1"-binaftyl-2,2’-
diylhydrogenfosfatu a 10 ul zasobniho roztoku (R)-(-)-1,1"-binaftyl-2,2"-
diylhydrogenfosfatu doplnény 10% metanolem na celkovy objem 1 ml. Vysledny roztok

tedy obsahoval 20 pg/ml (S)-izomeru a 10 pg/ml (R)-izomeru.

Pro separaci dle dfive sepsané literatury [8] byl pouZit pracovni roztok v tomto
slozeni: 40 ul zasobniho roztoku racemického ofloxacinu a 20 ul zasobniho roztoku
levofloxacinu doplnény vodou na celkovy objem 1 ml. Koncentrace levofloxacinu byla

tedy 40 pug/ml a koncentrace (R)-izomeru byla 20 pg/ml.
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4.6 Vypocty

4.6.1 Elektroforeticka pohyblivost

Viz rovnice 3 v kapitole 3.2.

4.6.2 Zdanlivy pocet teoretickych pater [31]

Rovnice 7
2

t
N =5,54- (—R)

Wp

tg— migracni ¢as nebo vzdalenost podél zakladni linie mezi bodem nastriku a kolmici spusténou z vrcholu
sledovaného piku [s]

wy, — Sitka piku v poloviné jeho vysky [s]

4.6.3 Rozliseni [31]

Rovnice 8

_ 1,18 - (tpy — tr1)
Wh1 + Whpy

S

tre > tre

try a tg; — migracéni ¢asy nebo vzddlenosti podél zakladni linie mezi bodem nastfiku a kolmicemi
spusténymi z vrcholl dvou sousednich pika [s]

Wh1 @ Why — Sitky pik( v poloviné jejich vysky [s]

4.6.4 Faktor symetrie piku [31]

Rovnice 9

_ Wo,05

A =
s 2d

W05 — Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky [s]

d — vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku vjedné dvacetiné jeho
vysky [s]
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4.6.5 Opakovatelnost

4.6.5.1 Primér hodnot [32]

Rovnice 10
7= Z?=1 Xi
n
4.6.5.2 Smérodatnad odchylka [32]
Rovnice 11
oo [Tl = %)
n—1

n — pocet jednotlivych méreni

x; — hodnota vysledku jednotlivého méreni

4.6.5.3 Relativni smérodatnad odchylka [31]

Rovnice 12

SD
RSD =100 "
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Popis a chovani iontovych kapalin

5.1.1 ILA-1

Jako Cista sloucenina je bila, sypka, s tendenci tvofit Supiny, bez zapachu. Je
hygroskopicka, proto byla skladovana v exsikatoru. Jeji rozpustnost je zavisla
na koncentraci pfipravovaného roztoku, teploté a pH rozpoustédla. Po delSim stani,
tj. minimalné po 72 hodinach, dochazi k tvorbé amorfni srazeniny. Naslednou sonifikaci

a michanim se ale opét rozpusti.

V kyselejSim pH se rozpousti snadnéji, se zvySujicim se pH se rozpousti obtizné
¢i se nerozpousti vibec. Ve fosfatovém pufru o pH 2,0 se bez problému rozpusti
i30 mM pridavek ILA-1, avSak separace stimto elektrolytem poskytuji pouze
chvostujici a nereprodukovatelné piky. V octanovém pufru o pH 5,0 se rozpousti ILA-1
obtiznéji a to do koncentrace 20 mM, pfi koncentraci 25 mM a vyssi je jiz vtomto
pufru ¢astecné nerozpustna. Ve fosfatovém pufru o pH 7,5 byly pozorovany problémy
s rozpustnosti i pfi nizSich koncentracich. Po 72 hodinovém stani bylo pozorovano
vysrazeni ILA-1 bez ohledu na koncentraci. V trizmovém pufru o pH 8,5 se rozpousti
ILA-1 pomalu, po 15 minutach sonifikace dochazi k rozpusténi. V boratovém pufru

o pH 9,0 je ILA-1 nerozpustna.

ILA-1 reaguje s hydroxidem sodnym. Je pravdépodobné, Ze zde dochazi
k hydrolyze v alkalickém prostfedi za vzniku srazeniny. K alkalické hydrolyze muze byt
nachylna jak esterova vazba, tak i amidickd vazba. Z téchto dlvod( se nesmi kapilara
promyvat mezi analyzami hydroxidem sodnym. K promyvani kapilary byla pozdéji
zvolena kyselina chlorovodikovd, nebot s ILA-1 nebyly pozorovany Zadné

makroskopické zmény roztoku.

Tato sloucCenina byla nasyntetizovana jako prvni a proto byla zkoumdna

nejdlkladnéji. S dalsSimi nové nasyntetizovanymi jevila velice podobné chovani.
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5.1.2 ILA-2

Jako Cista sloucenina je bild, sypkda, lehce zapacha po aminech.
Je hygroskopicka, proto byla skladovana v exsikatoru. Svym chovanim velice pripomina
ILA-1. Jeji rozpustnost je témér identicka sILA-1 — viz tabulka 1, ale obtiznéji se
rozpousti i ve fosfatovém pufru o pH 2,0. Pfi koncentraci 20 mM a vyssi je ILA-2

v tomto pufru nerozpustna.

5.1.3 ILA-3

Jako ¢Cista sloucenina je bild, sypkd, bez zapachu. Je hygroskopicka, proto byla

skladovéana v exsikatoru. Svymi vlastnostmi v podstaté kopiruje predchozi ILA.

5.1.4 ILB-1

Jako Cista sloucenina je bild, sypka a bez zapachu. Je hygroskopicka, proto byla

skladovana vexsikatoru. Je nerozpustna ve vodé. Nerozpustnost ve vodé
pravdépodobné zplsobuje substituce fenylem. Touto substituci se také ILB-1 zdsadné
odliSuje od ILA1-3; pro syntézu ILB-1 byla pouZita aminokyselina fenylglycin, zatimco
pro syntézu ILA1-3 byl pouzit alanin. Je rozpustna v metanolu. V bezvodém octanovém

pufru se rozpoustéla dobre i ve vyssSich koncentracich.

Tabulka 1: Rozpustnost IL v jednotlivych pufrech

VODA OCTANOVY PUFR | FOSFATOVY PUFR | FOSFATOVY PUFR | TRIZMOVY PUFR | BORATOVY PUFR
pH 5,0 pH 7,5 pH 2,0 pH 8,5 pH 9,0
ILA-1]| R R (20) R (20) R R (10) N
ILA-2]| R R (20) R (20) R (20) R (10) N
ILA-3]| R R (20) R (20) R (20) - -
ILB-1 | N* - - - - -

R —rozpustny

R (Cislo) — rozpustny do urcité koncentrace, hodnoty odpovidaji mM

N* — nerozpustny, zpracovano za pomoci nevodného prostredi

- —nezkouseno

Na zakladé téchto udaja byly ILA1-3 testovany jako chirdlni selektory v BGE

zaloZenych na octanovém pufru o pH 5,0 a fosfatovém pufru o pH 7,5. ILB-1 byla

testovana v nevodném prostiedi.
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5.2 UV spektra testovanych CIL a volba vhodné vinové délky

Vzhledem k pouzivané UV detekci bylo zapotrebi stanovit vhodnou vinovou
délku tak, aby se vinova délka detekce neprekryvala s absorbanci testovanych CIL,
které jsou soucasti BGE. Namérena UV spektra jsou uvedena v pfiloze 1. Na zakladé
téchto vysledkl pak byly uréeny pouzité vinové délky (254 nm, 300 nm) a zadroven
vylouceny nékteré slouceniny, napf. ibuprofen ¢i histidin, se kterymi bylo plvodné
vplanu CIL testovat. UV ,cut off” testovanych ILA1-3 a ILB-1 je vrozmezi

cca 230-240 nm.

5.3 Modelové slouceniny

Zakladnim prvkem vybéru sloucenin pro tuto praci je jednoznacné jejich opticka
aktivita. Jak jiz bylo zminéno v pfedchozim textu, tato diplomova prace je inspirovana
publikaci Rizviho a Shamsiho [7]. Jelikoz nami testované CIL jsou inspirované
strukturou L-UCLB a L-UCPB, byly modelové analyty vybrané takovym zpUsobem, aby
méli podobné vlastnosti jako modelové analyty (+)-a-bromofenyloctova kyselina a (%)-
2-(2-chlorophenoxy)propanova kyselina, jejichz enantiomery byly v praci Rizviho
a Shamsiho Uspésné rozseparovany. Jako prvni volbu predstavuji slouceniny ze skupiny
nesteroidnich antiflogistik (ketoprofen, flurbiprofen a ibuprofen), které strukturné
odpovidaji arylpropionovym kyselinam. Pro rozsiteni portfolia modelovych analytd byl
do studie zahrnut také warfarin (slabsi kyselina nez nesteroidni antiflogistika), 1,1'-
binaftyl-2,2"-diylhydrogenfosfat, ktery nema chiralni centrum, ale vykazuje axialni

chiralitu a amfoterni antibiotikum ofloxacin.

5.3.1 Nesteroidni antiflogistika

Nesteroidni protizanétliva |éCiva se pouZivaji k potlaceni zanétu a bolesti. Kysely
charakter slouceniny je podminkou jejich ucinku, nebot pfi inhibici cyklooxygenazy
kompetuji s kyselinou arachidonovou. Prostorové usporadani molekuly umoznuje

optimalni interakci s mistem ucinku [33].

41



5.3.1.1 Ketoprofen

Ketoprofen, chemicky 2-(3-benzoylfenyl)propanovd kyselina, konkrétné
nekoplanarni usporadani se dvéma aromatickymi jadry, které jsou spojené
karbonylovou skupinou. Nejprve byl do klinické praxe zaveden racemat, ale vzhledem
k pozdéjsim farmakologickym poznatklim jednotlivych enantiomer( byl schvéalen také
dexketoprofen [9]. Hodnota pKa karboxylové skupiny je 3,88. Ztoho vyplyva,
Ze ptipH 7,5, a téZ i pfi pH 5,0 je plné ionizovan (deprotonovan), to znamena, ze ma
zaporny naboj. Vybér této slouceniny byl vhodny i vzhledem kjeho UV spektru

a moznosti detekce v pritomnosti CIL. VInova délka UV detekce byla 254 nm.

Obrdzek 10: Strukturni vzorec ketoprofenu

ﬁ CH,

J\/OH
A
0

5.3.1.2 Ibuprofen

Ibuprofen, chemicky2-(4-(2-methylpropyl)fenyl)propanova kyselina. V klinické
praxi je pouZzivan jak racemat, tak dexibuprofen. Hodnota pKa cini 4,85. Z toho vyplyva,
Ze pfi pH 7,5 je pIné ionizovan, ale pfi pH 5,0 je jen ¢astecné deprotonovan. Vybér této
slouceniny byl nevhodny vzhledem k jeho UV spektru a moZnosti detekce v pfitomnosti

CIL, a proto s nim nebylo v separacich s CIL pracovano.

Obrdzek 11: Strukturni vzorec ibuprofenu
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C ~ 0

5.3.2 Flurbiprofen

Hs

Flurbiprofen, chemicky (2RS)-2-(2-fluorbifenyl-4-yl)propanova  kyselina,
obsahuje dvé pfimo spojena aromaticka jadra. V klinické praxi je pouZivan racemat.
Hodnota pKa ¢ini 4,42. Z toho vyplyva, Ze pfi pH 7,5 je plné ionizovan, ale pfi pH 5,0 je
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jen casteCné deprotonovan. Vybér této slouceniny byl vhodny i vzhledem kjeho
UV spektru a moznosti detekce v pritomnosti CIL. Vinova délka UV detekce byla

254 nm.

Obrdzek 12: Strukturni vzorec flurbiprofenu
O
CH,
F

5.3.3 Warfarin

Warfarin, chemicky (RS)-3-(a-acetonylbenzyl)-4-hydroxykumarin, je peroraini
antikoagulans, antagonista vitaminu K. Je pouZivan pfi poruchach srazlivosti krve
ve formé sodné soli. V klinické praxi je pouZivan racemat, ackoli je dokdazano, ze
S-izomer je ucinnéjSi nez R-izomer. Jednotlivé izomery maji také rozdilné lékové
interakce, at uZ sjinymi lécivy, tak i s potravou [34]. Hodnota pKa ¢ini 5,08. Z toho
vyplyva, Ze pfi pH 7,5 je plné ionizovan, ale pti pH 5,0 je jen malo deprotonovan. Vybér
této slouceniny byl vhodny i vzhledem kjeho UV spektru a moZinosti detekce

v pritomnosti CIL. VInova délka UV detekce byla 300 nm.

Obrazek 13: Strukturni vzorec warfarinu

5.3.4 1,1'-binaftyl-2,2"-diylhydrogenfosfat

1,1"-binaftyl-2,2 -diylhydrogenfosfat je axialné chiralni slouceninou. V klinické
praxi se nepouziva. Pro experimenty byla pouzita sodnd sul. VInova délka UV detekce

byla 254 nm.
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Obrdzek 14: Strukturni vzorec 1,1°-binaftyl-2,2 -diylhydrogenfosfdatu
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5.3.5 Ofloxacin

Ofloxacin, chemicky 9-fluor-3-methyl-10-(4-methylpiperazin-1-yl)-7-oxo-2,3-
dihydro-7H-pyrido[1,2,3-de][1,4]benzoxazin-6-karboxylova kyselina, je chinolinové
chemoterapeutikum. Mechanismus ucinku spociva v inhibici prokaryontni DNA gyrasy.
Ma baktericidni uc¢inek. Pouziva se na zakladé mikrobiologického vysSetieni a stanoveni
citlivosti mikroorganismu, napf. na infekce mocovych cest. V klinické praxi se uziva
budto vracemické podobé anebo ve formé S-izomeru, pro ktery se pouZiva nazev
levofloxacin. R-izomer je spjat s projevy neurotoxicity [35]. Ze strukturniho vzorce
vyplyva, Ze se jednd o amfoterni slouceninu. pKa karboxylové skupiny je 5,45, to
znamena, Ze pfi pH 7,5 je tato sloucenina pfevazné zaporné nabita. pKa dusikového
heteroatomu v poloze 4 piperazinového kruhu ¢ini 6,20. Z toho vyplyva, Ze pfi pH 5,0
bude molekula ofloxacinu vyznamné protonovana a bude se tak chovat jako kationt.
pl hodnota je 5,97; to znamen3, Ze pfi tomto pH je kladny a zaporny naboj v rovnovaze
a molekula ofloxacinu se nebude pohybovat v elektrickém poli. VInova délka UV

detekce byla 254 nm.

Obrdzek 15: Strukturni vzorec ofloxacinu
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5.4 Separace modelovych sloucenin v BGE s konvencnim
chiralnim selektorem

Separace enantiomer( ketoprofenu byla uskutecnéna dle dfive popsané
literatury  [9]  prostfednictvim  trimethylovaného-B-cyklodextrinu  jako  CS
v 60 mM octanovém pufru o pH 5,0. Touto metodou byly rovnéz separovany
enantiomery dalSich chiralnich analytd: ibuprofen, flurbiprofen a warfarin. Byly voleny
vzhledem ke svym vlastnostem a podobnosti s ketoprofenem, jehoz chirdlni separace
je ve zdroji [9] popsana. Jako prvni migruji R-enantiomery (viz obrazek 16-19), které
tvofi sCS pevnéjsi komplex. Analyty migruji smérem kanodé (vzhledem
k pKa hodnotam a pH elektrolytu migruji jako anionty), neutrdlni CS je vlivem EOF
unasen ke katodé. Vliv EOF je silnéjsi, proto jsou analyty nasledné unaseny ke katodé.
Zpramérované vysledky ze trech rdznych méreni ukazuje tabulka 2, kterd zaroven
obsahuje udaje o zplsobilosti systému, tedy faktor symetrie, separacni ucinnost
charakterizovanou poctem teoretickych pater a opakovatelnost migracnich ¢as(
charakterizovanou RSD. RozliSeni mezi jednotlivymi enantiomery jsou shrnuty

v tabulce 3.
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Tabulka 2: Vysledky separaci v BGE: 60 mM octanovy pufr pH 5,0; 50 mM trimethyl-
6-cyklodextrin

Analyt tm (analytu) | t., (EOF) Mo He Meor A, N SD |RSD

(R )-ketoprofen 3,23 2,68 |3,34*10™|-6,89*10°| 4,03*10™| 0,85|625638] 0,66 |0,34

(S )-ketoprofen 3,32 2,68 |3,24*10™|-7,84*10°| 4,03*10™| 0,78(398167] 0,71 | 0,36
(R)-ibuprofen 2,81 2,64 |3,84*10™|-2,36*10™| 4,08*10™| 0,96 |500345] 0,10 | 0,06

(S )-ibuprofen 2,84 2,64 |3,79*10*|-2,88*10"| 4,08*10*|0,84|421978| 0,11 | 0,07
(R)-warfarin 2,99 2,62 |3,60*10®|-5,07*10"| 4,11*10™|0,86(527192] 0,90 |0,50

(S )-warfarin 3,07 2,62 |3,51*10™|-6,02*10"| 4,11*10™|0,95|622738] 1,00 |0,54
flurbiprofen - izomer 1 2,90 2,63 |3,71*10%|-3,81*10"| 4,09*10™| 0,86 | 446814| 0,10 | 0,06
flurbiprofen - izomer 2 2,95 2,63 |3,65%10%|-4,40%10"|4,09*10™|0,83|470439] 0,11 | 0,06

tm (analytu) — migracni ¢as analytu [min]
tm (EOF) — migracni ¢as EOF [min]

M, — zdanliva pohyblivost [cm?/Vs]

M. — efektivni pohyblivost [cm?/Vs]

Heor — pohyblivost EOF [cm?/Vs]

As — faktor symetrie

N — pocet teoretickych pater

SD — smérodatnd odchylka

RSD - relativni smérodatna odchylka [%)]

Tabulka 3: Rozliseni pik( enantiomer( ketoprofenu, ibuprofenu, warfarinu a
flurbiprofenu

Rozliseni pikd analyt Rs

R -ketoprofen - S -ketoprofen 2,91
R -ibuprofen - S -ibuprofen 1,47

R -warfarin - S -warfarin 3,57

R -flurbiprofen - S -flurbiprofen 1,71

Z tabelovanych udaji vyplyva, Ze vtomto BGE s konvenénim CS lze docilit
separace jednotlivych enantiomerl ketoprofenu, warfarinu a flurbiprofenu
az na zakladni linii (Rs > 1,5). Separace enantiomer( ibuprofenu byla témér na zakladni

linii (Rs =1,47).
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Obrdzek 16: Elektroferogram separace enantiomerti ketoprofenu (koncentrace (R)-
ketoprofenu byla 25 ug/ml a (S)-ketoprofenu byla 75 ug/ml).
BGE: 60 mM octanovy pufr pH 5,0; 50 mM trimethyl-8-cyklodextrin

mAU
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25 1 2 — R-ketoprofen
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Obrazek 17: Elektroferogram separace enantiomert ibuprofenu (koncentrace (R)-
ibuprofenu byla 25 ug/ml a (S)-ibuprofenu byla 75 ug/ml). BGE: 60 mM
octanovy pufr pH 5,0; 50 mM trimethyl-8-cyklodextrin
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Obrdzek 18: Elektroferogram separace enantiomeri warfarinu (koncentrace (R)-
warfarinu byla 75 ug/ml a (S)-warfarinu byla 25 ug/ml).BGE: 60 mM octanovy
pufr pH 5,0; 50 mM trimethyl-8-cyklodextrin
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Obrazek 19: Elektroferogram separace enantiomert flurbiprofenu (koncentrace
racemdtu byla 100 ug/ml), BGE: 60 mM octanovy pufr pH5,0;
50 mM trimethyl-8-cyklodextrin
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Separace dle dfive sepsané literatury [8] byla uskutecnéna presné podle
protokolu. Pro separaci enantiomer(il,1 -binaftyl-2,2"-diylhydrogenfosfatu byl pouzit

nativni B-CD, zatimco pro separaci enantiomerl ofloxacinu byl pouZit zaporné nabity
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sulfatovany B-CD. Prubéh separaci ukazuji obrazky 20 a 21. Zprimérované vysledky
ze tfech rliznych méreni jsou shrnuty v tabulkadch 4 a 5, které zaroven obsahuji udaje
o zpUsobilosti systému, tedy faktor symetrie, uclinnost charakterizovanou poctem
teoretickych pater a opakovatelnost migracnich ¢ast charakterizovanou RSD. Hodnoty
rozliseni uvadi tabulka 6.

Tabulka 4: Vysledky separaci v BGE: 50 mM fosfatovy pufr pH 3,0;
2,5 mg/ml B-cyklodextrin

Analyt t., (analytu) | t,, (EOF) Ma He Meor A, N SD | RSD
(R )-(-)-1,1"-binaftyl- 4
7,20 - * - - 1,18| 2540931 13,49(3,12
2,2’-diylhydrogenfosfat ! 1,50%10 ’ ¢ ’
(8)-(+)-1,1"-binaftyl- 4
8,03 - 1,34*%10 - - 1,33]210612| 15,59( 3,24

2,2’-diylhydrogenfosfat

Tabulka 5: Vysledky separaci v BGE: 50 mM fosfatovy pufr pH 2,5;
30 mg/ml sulfatovany-8-cyklodextrin

Analyt ty, (@nalytu) | t,, (EOF) TR He Meor A, N SD |RSD
levofloxacin 10,69 - 1,01”‘10‘4 - - 2,621148682|30,52|4,76
R -ofloxacin 12,03 - 0,90*10" - - 2,07|195282| 38,53 5,34

tm (analytu) — migracni ¢as analytu [min]
tm (EOF) — migracni ¢as EOF [min]

M, — zdanliva pohyblivost [em?/Vs]

He — efektivni pohyblivost [cm*/Vs]

Heor — pohyblivost EOF [cm?/Vs]

As — faktor symetrie

N — pocet teoretickych pater

SD — smérodatna odchylka

RSD - relativni smérodatna odchylka [%]

Tabulka 6: RozliSeni pikii enantiomeri 1,1°-binaftyl-2,2°-diylhydrogenfosfdtu
a ofloxacinu

Rozliseni pikd analytl Rs
R -binaftyl - S -binaftyl 9,18
levofloxacin - R -ofloxacin 7,70
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Obrdzek 20: Elektroferogram separace enantiomeri  1,1-binaftyl-2,2°-
diylhydrogenfosfatu (koncentrace (R)-enantiomeru byla 10 ug/ml
a koncentrace (S)-enantiomeru byla 20 ug/ml). BGE: 50 mM fosfdatovy pufr
pH 3,0; 2,5 mg/ml B-cyklodextrinu
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Obrdzek 21: Elektroferogram separace enantiomert ofloxacinu (koncentrace
levofloxacinu byla 40 ug/ml a koncentrace (R)-ofloxacinu byla 20 ug/ml.

mAU

BGE: 50 mM fosfatovy pufr pH 2,5; 30 mg/ml sulfatovaného 8-cyklodextrinu
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5.5 Separace s nové pripravenymi CIL

Separace s CIL byly inspirovany diive popsanou literaturou [7], kde pouzité CIL
jevi jistou podobnost s nami testovanymi, nové nasyntetizovanymi slouceninami.
Stejné jako ve zminéné literature byly proméreny rdzné typy BGE o rlznych
koncentracich, riznych pH a rliznych koncentracnich pridavcich CIL. JelikoZ pfipravené
CIL maji charakter kationickych surfaktantll, dochdzelo kromé obraceni EOF ik tvorbé
micel, to znamena, Ze se dle mechanismu separace jednalo o MEKC. Rozpusténé
analyty se délily mezi pufr a pseudostacionarni fazi tvorenou micelami. Pohyblivost
EOF ma zaporné znaménko — EOF, jak jiz bylo zminéno, sméfuje k anodé. Zdanliva
pohyblivost se rovnéz vyznacuje zapornym znaménkem, nebot analyty migruji vlivem
EOF také kanodé. Efektivni pohyblivost je ale kladna, protoze analyty interaguiji
s kladné nabitymi micelami, jejichZ vlastni pohyblivost sméruje ke katodé. V absolutni
hodnoté je efektivni pohyblivost mensi nez pohyblivost EOF a tim padem byly

modelové analyty detekovany na anodickém konci kapilary.

Jako vysledek v téchto analyzach bylo vidy moZné pozorovat pouze jeden pik
a je tedy evidentni, Ze nedochazi k o¢ekavané chirdlni separaci. Opakovatelnost byla
stanovena vrdzné dny. Vzorky byly pfipravovany vidy cerstvé pred analyzou
ze zasobnich roztok(l. Z naméfenych migracnich cas byla vypocétena RSD.
Pro pfiblizeni pribéhu analyz je u kazdé IL uveden skutecny elektroferogram analyz
ketoprofenu v octanovém pufru o pH 5,0 Ci ve fosfatovém pufru o pH 7,5 s konkrétnim

pridavkem CIL.

5.5.1 ILA-1

Z vysledkl je patrné, Ze migracni casy jednotlivych vzorkl jsou opakovatelné.
Mezi jednotlivymi analyzami mGzZeme pozorovat podobné migracni casy pro jednotlivé
modelové sloucéeniny, které byly voctanovém pufru pfi pH 5,0 zdporné nabité
(z tabulek 7, 8 a 11vyplyva, Ze se migracni ¢asy pohybuji v rozmezi 3,20 - 3,34 minut
a efektivni pohyblivosti jsou témé&f identické; 4,03*10™ - 4,07*10™ cm?/Vs). Podobné
migroval i warfarin, ktery byl ale analyzovan v BGE s koncentraci ILA-1 15 mM. NejspiSe

zde dochazi ksilné elektrostatické interakci, kterd zabrarfuje nejen rozdéleni
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enantiomer(, ale i separaci jednotlivych standard(l. Jediny ofloxacin (viz tabulka 10),

ktery byl pti pH 5,0 kladné nabity, migroval odlisSné od ostatnich modelovych analytt

(Me=1,81*10™ cm?/Vs). | ve fosfatovém pufru pfi pH 7,5 miZeme pozorovat velmi

podobné chovani modelovych sloucenin. Migracni Casy jsou blizké pro analyty, které

byly analyzovany se stejnym koncentra¢nim ptidavkem ILA-1 (dvojice ketoprofen —

warfarin a flurbiprofen a

1,1"-binaftyl-2,2 diylhydrogenfosfat), avsSak efektivni

pohyblivosti si jsou blizké (2,02*¥10™ — 2,16%10 cm?/Vs) i pres rozdilnou koncentraci

ILA-1 (10 vs 20 mM). Efektivni pohyblivost ofloxacinu

(Me=2,02%10” cm?/Vs).

Tabulka 7: Analyzy ketoprofenu s ILA-1

se opét vyrazné odlisuje

Analyt BGE t, (analytu)| t, (EOF) | U TR He Meor A, N SD RSD
ketoprofen 60mM acetat pH 5.0, 3.20 1,45 -30|-3.37%10%|2.07%10%-7 aa*10| 1,70 | 87796 | 2,00 | 1,00
racemat 10mM ILA-1 ! ! !
ketoPrOf,en S0mM fosfat pH 7.5, 11,87 4,78 |-20|-1,36*10™"|2,02*10%-3,38*10| 3,28 |131353| 0,82 | 0,11
racemat 20mM ILA-1
Tabulka 8: Analyza flurbiprofenu s ILA-1
Analyt BGE tm (@analytu)| t., (EOF) | U Ha Ue Ueor A N SD RSD
flurbiprof 60mM acetat, pH 5.0, . . .
urotproen | Bm aceah P 3,34 148 |-30|-3,23*10°|4,03*10*(-7,27*10| 181 | 54672| 450 | 2,25
racemat 10mM ILA-1
flurbiprofen | 50mM fosfat pH 7.5, | = o oo 515 |-20{-1,03*10%|2,10¥10%|-3,14*10°| 1,19 | 39584 | 6,15 | 0,65
racemat 10mM ILA-1 ’ ’ !
Tabulka 9: Analyza warfarinu s ILA-1
Analyt BGE t., (analytu)| t., (EOF) | U Ha He Meor A, N SD RSD
fari 60mM acetat, pH 5.0, . . .
wartarin mivi acetat, p 3,11 144 |-30[-3,46*10%|4,04*10%|-7,50*10% 1,63 |153439| 0,29 | 0,15
racemat 15mM ILA-1
fari 50mM fosfat pH 7.5
wartarin MVITOSIAtPHAS, 1 1534 4,66 |-20|-1,31¥10"[2,16*107|-3,47*10°| 0,73 | 47113 | 3,81 | 0,51
racemat 20mM ILA-1 ! ’ !
Tabulka 10: Analyza ofloxacinu s ILA-1
Analyt BGE t, (analytu)| t., (EOF) | U Ha He Meor A, N SD RSD
floxaci 60mM acetat, pH 5.0
orioxacin mivl acetat, pri>.5, 1,96 1,48 |-30[.550%107|1,81*10%|-7,31*10% 1,36 | 55693 | 2,00 | 1,78
racemat 10mM ILA-1 ! ’ !
floxaci 50mM fosfat pH 7.5, . . .
otloxacin mittosiat p 5,49 514 |-20|-2,94*10%|2,02%10°]-3,15*109 1,98 |107901| 0,61 | 0,18
racemat 10mM ILA-1
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Tabulka 11: Analyza 1,1°-binaftyl-2,2 -diylhydrogenfosfatu s ILA-1

Analyt BGE tm (@nalytu)| t,, (EOF) | U Ha Ue Meor A N SD RSD
binaftyl 60mM acetat, pH 5.0, ] ] ]

inatty mivi acetat, p 333 1,48 |-30|-324*10%|4,06*10%|-7,30*107| 1,48 | 17757 | 3,94 | 1,97
racemat 10mM ILA-1

binaftyl 50mM fosfat pH 7.5

fnarty mVitostat pr 7.5, 16,39 517 |-20|-086%10%]2,14%10%|-3,13*10% 0,87 | 58012 | 2,23 | 0,23
racemat 10mM ILA-1 ! ’ !

tm (analytu) — migracni ¢as analytu [min]

tm (EOF) — migracni ¢as EOF [min]

U —vkladané napéti [kV]

W, — zddnliva pohyblivost[cm?®/Vs]

H.— efektivni pohyblivost [cm?/Vs]

Ueor — pohyblivost EOF [cm?/Vs]

As — faktor symetrie

N — pocet teoretickych pater

SD — smérodatnd odchylka

RSD - relativni smérodatna odchylka [%]

53




Obrazek 22: Analyza ketoprofenu v BGE: 60mM octanovy pufr pH 5,0, 10mM ILA-1,
-30kv
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Obrazek 23: Analyza ketoprofenu v BGE: 50mM fosfatovy pufr pH 7,5; 20mM ILA-1,
-20kV

mAU
257 1—EOF

2 — ketoprofen
20 1

15 1

10 1

-10]

15 4

2 4 6 8 10 12 14 16 18 min

54



5.5.2 ILA-2

Tabulka 12 uvadi zprimérované migracni cCasy analytll, napéti pouzité
pfi téchto analyzach, vypoctené elektroforetické pohyblivosti, faktor symetrie pik(,
pocet teoretickych pater, ddle smérodatnou a relativni smérodatnou odchylku.
MUlzeme zde pozorovat analogii s chovanim ILA-1, nebot migracni ¢asy nesteroidnich
protizanétlivych latek si jsou v octanovém pufru o pH 5,0 v podstaté velmi podobné
(5,17 a 5,30 minut). Migrace warfarinu v octanovém pufru s ILA-2 byla opét podobnd
jako u arylpropionovych kyselin. Vzhledem kvelké podobnosti sILA-1 a horSim
chovanim ILA-2 z hlediska rozpustnosti byl testovan ve fosfatovém pufru o pH 7,5
pouze ketoprofen. Vysledky této analyzy uvadi taktéz tabulka 12. Od dalSich analyz

s ILA-2 bylo upusténo.

Tabulka 12: Analyzy s ILA-2

Analyt BGE t, (@analytu)| t,, (EOF) | U Ha Ue Meor A, N SD RSD
ketoprof 60mM acetat, pH 5.0, . ) .
etoproten MVl acetat, p 5,30 2,38 |-20|-3,05*10%|3,75*10%|-6,80*104 1,32 |141757| 13,20 | 4,15
racemat 10mM ILA-2
ketoprof 50mM fosfat pH 7.5,
etoproren mv fostat b 11,97 514 |-20]-1,35*10"|1,79*10%-3,14*10 6,73 | 46683 | 10,85 [ 1,51
racemat 10mM ILA-2
flurbiprof 60mM acetat, pH 5.0, . ) .
urbiprofen mivi acetat, p 5,17 2,32 [-20]-3,13*10%|3,83*107|-6,95%10"| 1,74 | 46051 | 0,28 | 0,09
racemat 10mM ILA-2 ! ’ !
fari 60mM acetat, pH 5.0, . . .

wartarin mivt acetat, b 5,03 233 |-20|-3,21*10"|3,72*107[-6,93*10° 1,19 |620601| 051 | 0,17
racemat 10mM ILA-2

tm (analytu) — migracni ¢as analytu [min]
tm (EOF) — migracni ¢as EOF [min]

U — vkladané napéti [kV]

M,— zdanliva pohyblivost[cmZ/Vs]

H.— efektivni pohyblivost [cm?/Vs]

Heor — pohyblivost EOF [cm?/Vs]

As — faktor symetrie

N — pocet teoretickych pater

SD — smérodatna odchylka

RSD — relativni smérodatna odchylka [%)]
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Obrazek 24: Analyza ketoprofenu v BGE: 60 mM octanovy pufr pH 5,0; 10 mM ILA-2,

-20kV
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Obrazek 25: Analyza ketoprofenu v BGE: 50 mM fosfatovy pufr pH 7,5; 10 mM ILA-2,

-20kVv
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5.5.3 ILA-3

Z vysledkl je evidentni, Ze migracni ¢asy jednotlivych vzork( jsou opakovatelné.
Mezi jednotlivymi analyzami mlZeme opét pozorovat podobné migracni casy
pro jednotlivé modelové slouceniny, které byly v octanovém pufru pfi pH 5,0 zdporné
nabité (ztabulek 13-16 vyplyva, Ze se migracni casy pohybuji v rozmezi
3,27 - 3,56 minut a efektivni pohyblivosti jsou pomérné blizké;
3,75*10™ - 3,92*10’4cm2/Vs). Srovname-li zde konkrétni vysledky sILA-1 i sILA-2,
mulZeme pozorovat podobné hodnoty efektivnich pohyblivosti pro vSechny tfi ILA
v octanovém pufru o pH 5,0. NejspiSe i zde dochazi ksilné elektrostatické interakci,
kterd zabranuje nejen rozdéleni enantiomerd, ale i separaci jednotlivych standardu.
Jediny ofloxacin, ktery byl pfi pH 5,0 kladné nabity, migroval odliSné od ostatnich
modelovych analytl, avsak i tady mUZeme pozorovat témér totozny vysledek jako
u analyzy ofloxacinu s ILA-1 (pe=1,83*10™ cm?/Vs). Fosfatovy pufr zde byl pouzivan
o koncentraci 20 mM, nebot s vyssi koncentraci trvaly analyzy déle. Ve fosfatovém
pufru pfi pH 7,5 miZeme pozorovat velmi podobné chovani modelovych sloucenin.
Migracni ¢asy se od sebe odlisuji, avSak efektivni pohyblivosti jsou opét velmi blizké
& identické pro dvojice ketoprofen — warfarin (1,58 *10* a 1,52 *10“cm?/Vs)
a flurbiprofen — 1,1"-binaftyl-2,2’-diylhydrogenfosfat (oba 1,77*10™* cm?/Vs). Ofloxacin

se diky svym odlignym vlastnostem opét fadové odliduje (pe = 1,35%10° cm?/Vs).

Tabulka 13: Analyza ketoprofenu s ILA-3

Analyt BGE t., (analytu)| t., (EOF) | U Ha He Ueor A N SD RSD
ketoprof 60mM acetat, pH 5.0
etoproten mVi acetat, pi 5.5, 3,56 1,58 |-30|-3.03*10%|378*10%|-6.81*107 1,58 | 58799 | 28,18 | 13,20
racemat 10mM ILA-3 ! ! !
ketoprof 20mM fosfat pH 7.5,
etoproten mivitostatp 12,22 556 |-20|-1,32%107|1,58*10%[-2,01*109 6,18 | 40892 | 14,69 | 2,00
racemat 10mM ILA-3

Tabulka 14: Analyza flurbiprofenu s ILA-3

Analyt BGE t., (analytu)| t., (EOF) | U Ha He Meor A, N SD RSD

flurbiprof 60mM acetét, pH 5.0, . . .

urbiproven mivi acetat, p 3,39 1,52 |-30[-3,18*10"|3,89*10%|-7,07*10%| 1,87 | 28094 | 3,81 | 1,87
racemat 10mM ILA-3

flurbiprof 20mM fosfat pH 7.5

urbiprofen mVitostat pr 7.5, 13,40 544 |-20(-1,21¥10%(1,77*107[-2,97*10% 4,87 | 32809 | 20,34 | 2,53
racemat 10mM ILA-3 ! ’ !
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Tabulka 15: Analyza warfarinu s ILA-3

Analyt BGE tm (@nalytu)| t,, (EOF) | U Ha Ue Meor A N SD RSD
fari 60mM acetét, pH 5.0, ) ) ]
wartarin mivacetat, p 3,27 1,53 |-30|-3,30*10*(3,75*10%|-7,05*10"] 1,66 | 52942 | 0,44 | 0,22
racemat 10mM ILA-3
fari 20mM fosfat pH 7.5
wartarin MMVITOSIEEPH L | 95 15 568 |[-20(-1,33*10"|1,52%10"[-2,87*107| 6,39 | 25214 | 6,63 | 0,91
racemat 10mM ILA-3 ’ ’ !
Tabulka 16: Analyza 1,1°-binaftyl-2,2 -diylhydrogenfosfat s ILA-3
Analyt BGE tm (@nalytu)| t, (EOF) | U Ha Ue Ueor A N SD RSD
binaftyl 60mM acetdt, pH 5.0, ) ) ]
inarty MVl acetat, p 3,44 1,53 |-30|-3,14*10%[3,92*10%|-7,06*10| 1,60 | 12825 | 1,56 | 0,75
racemat 10mM ILA-3
binaftyl 20mM fosfat pH 7.5, . ) .
inatty mivitostatp 13,78 550 |-20|-1,17*10%|1,77*10%|-2,04*10% 3,78 | 25447 | 3,64 | 0,44
racemat 10mM ILA-3
Tabulka 17: Analyza ofloxacinu s ILA-3
Analyt BGE t., (analytu)| t., (EOF) | U Ha He Ueor A N SD RSD
floxaci 60mM acetét, pH 5.0
otioxacin mVi acetat, pr >0, 2,14 1,57 |-30|-504%10%|183*10%|-6.87*107 2,99 | 57754 | 9,21 | 7,18
racemat 10mM ILA-3 ! ’ !
floxaci 20mM fosfat pH 7.5, ) . ]
orioxacin mivitostatp 5,73 547 |-20|-2,82%10%1,35*10°]-2,06*104 0,82 | 43624 | 0,40 | 0,12
racemat 10mM ILA-3

tm (analytu) — migracni ¢as analytu [min]

tm (EOF) — migracni ¢as EOF [min]

U —vkladané napéti [kV]

W, — zddnliva pohyblivost[cm?®/Vs]

H.— efektivni pohyblivost [cm?/Vs]

Heor — pohyblivost EOF [cm?/Vs]

As — faktor symetrie

N — pocet teoretickych pater

SD — smérodatna odchylka

RSD - relativni smérodatna odchylka [%]
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Obrdzek 26: Analyza ketoprofenu v BGE: 60 mM octanovy pufr pH 5,0; 10 mM ILA-3,
-30kV
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154
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Obrdzek 27: Analyza ketoprofenu v BGE: 20 mM fosfatovy pufr pH 7,5; 10 mM ILA-3,
-20kV

mAU
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10 1
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5.5.4 ILB-1

| zde nejspiSe dochazi k silné elektrostatické interakci, ktera zabranuje separaci
analyt(. Z tabulky 18 vyplyva opét jista podobnost migracnich ¢asu (6,37 — 7,21 minut).
Ackoli se tedy ILB-1 castecné strukturné lisSi od ILA 1-3, neschopnosti fungovat jako

chirdlni selektor je s nimi naprosto srovnatelna.

Tabulka 18: Analyzy s ILB-1

Analyt BGE tm (analytu)| tm (EOF) | U Uy He Heor A, N D RSD
ketoprofen 60mM octan amonny
raczmét v MeOH, 7,14 - -30]-1,51*10" - - 3,42 |128008| 5,53 | 1,09
10mM ILB-1
flurbiprofen 60mM octan amonny
racsmét v MeOH, 7,08 - -30|-1,52*10% - - 3,11 |181945| 3,73 | 0,11
10mM ILB-1
warfarin 60mM octan amonny
A v MeGH, 6.37 ) -30(-1,69*10°% - - 4,21 |250431| 2,70 | 2,25
racemat
10mM ILB-1
. 60mM octan amonny
binaftyl .
racemat v MeOH, 7,31 - -30|-1,48*10 _ R 1,11 |368085| 2,80 | 0,65
10mM ILB-1

tm (analytu) — migracni ¢as analytu [min]
tm (EOF) — migracni ¢as EOF [min]

U — vkladané napéti [kV]

M,— zdanliva pohyblivost[cmZ/Vs]

M. — efektivni pohyblivost [cm?/Vs]

Ueor — pohyblivost EOF [cm?/Vs]

As — faktor symetrie

N — pocet teoretickych pater

SD — smérodatnd odchylka

RSD - relativni smérodatna odchylka [%)]
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Obrazek 28: Analyza ketoprofenu v BGE: 60 mM octanovy pufr v metanolu;
10 mM ILB-1, -30kV
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5.6 Separace v achiralnim prostredi

V achirdInim prostfedi bylo zaznamenano ocekavané chovani. Pro priklad a

porovnani jsou uvedeny jen analyzy ketoprofenu, ktery v octanovém pufru pfi pH 5,0

migroval v ¢ase 5,49 minut a ve fosfatovém pufru pfi pH 7,5 migroval v ¢ase 2,63 minut

—viz tabulka 19.

Tabulka 19: Analyza ketoprofenu v achirdlnim prostredi

Analyt BGE tm (analytu)| tm (EOF) | U Ha Me Meor A, N SD RSD
ketoprof

iazz::;n 60mM acetat, pH 5.0, 5,49 2,68 | 30]1,96*10™|-2,05%104,01*10™| 0,62 [200008| 7,45 | 1,09
ketoprof

?acc):::é:n 50mM fosfat, pH 7,5 2,63 1,64 | 30|410*10*|2,46*10]6,57*10%| 0,73 [216593| 3,19 | 0,11

tm (analytu) — migracni ¢as analytu [min]

tm (EOF) — migracni ¢as EOF [min]

U —vkladané napéti [kV]

W, — zddnliva pohyblivost[cm?®/Vs]

M— efektivni pohyblivost [cm?/Vs]

Ueor — pohyblivost EOF [cm?/Vs]

As — faktor symetrie

N — pocet teoretickych pater

SD — smérodatnd odchylka

RSD - relativni smérodatna odchylka [%]
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Obrazek 29: Elektroferogram separace ketoprofenu (koncentrace racemdtu byla
100 pg/mil), BGE: 60 mM octanovy pufr pH 5,0
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Obrazek 30: Elektroferogram separace ketoprofenu (koncentrace racemdtu byla
100 pg/ml), BGE: 50 mM fosfdatovy pufr pH 7,5
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6. ZAVER

Testované nové nasyntetizované struktury CIL bohuzel nevykazuji chovani
chirdiniho selektoru pti separaci nami zvolenych chirdlnich modelovych analytd.
Modelové slouceniny se vsemi testovanymi IL migruji vtémér podobném case
(v zavislosti na povaze modelové slouceniny), coz poukazuje na velkou elektrostatickou
interakci mezi negativné nabitym analytem a kladné nabitou CIL. Vyjimku z tohoto
chovani predstavuje ofloxacin, ktery mda odlisné acidobazické vlastnosti od ostatnich
modelovych slou€enin charakteru kyselin. Ale ani v pfipadé ofloxacinu jako
modelového analytu nebylo dosazeno chirdlni separace. V porovnani se studii
profesora Shamsiho [7] zde zfejmé sehrava negativni roli vzdalenost mezi
permanentné nabitou hlavou CIL a jejim chirdlnim centrem. Svyhledem
do budoucnosti tedy zUstava potencidl strukturdm podobnym testovanym v této praci,
avSak za predpokladu zkraceni vzdalenosti mezi kvartérni amoniovou skupinou
a chirdlnim centrem selektoru. Nefunkénost separace také muzZe byt zplsobena
i pritomnosti jinych funkénich skupin (ester, amid) v porovnani s dfive popsanou

karbamatovou skupinou [7].

Separace modelovych sloucenin s konvenénimi CS i vachirdlnim prostredi

probéhly dle ocekavani.
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11. PRILOHY

Priloha ¢. 1: UV spektra testovanych CIL
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