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Tato bakalarska praca sa zaobera stanovenim distribu¢ného
koeficientu log D respektive rozdelovacieho koeficientu
log P pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
na obratenych fazach s gradientovou eluciou. Teoreticka Cast’
popisuje  dolezitost  distribuéného  koeficientu  ako
vyznamného parametru lipofility latok. Dalej poskytuje
prehladnu literarnu reser§ zameranu na moznosti stanovenia
distribu¢ného koeficientu priamymi metdédami trepania,
pomalého miesania a mikro trepania a stanovenie metédami
nepriamymi  pomocou  kvapalinovej  chromatografie,
s dorazom kladenym na HPLC na obratenych fazach.
Prakticka cCast' je venovana experimentalnemu overeniu
korelacie medzi chromatografickym spravanim analyzovanej
latky ajej lipofilitou, vyjadrenou distribu¢nym, respektive
rozdelovacim  koeficientom.  Analyzou  Standardov
s rozlicnymi fyzikalno-chemickymi vlastnostami pri réznych
experimentalnych podmienkach (vratane odlisného zlozenie
mobilnej fazy) na dvoch kolonach, bolo vytvorenych
niekol’ko regresnych modelov, pricom svojim rozsahom
spliuju  podmienku kladentt na tzv. ,high-throughput“
metddu. Spravnost’ tychto regresnych modelov bola nasledne
otestovana na troch vybranych latkach.
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Zoznam skratiek:

ACN acetonitril

HEPES kyselina 2[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]etansulfonova
HPLC vysokoucinna kvapalinova chromatografia

MF mobilna faza

MOPS kyselina 3-(N-morfolino)propansulfénova

Mr relativna molekulova hmotnost’

NP systém normalnych faz

PDA detektor detektor diodového pol'a

RP systém obratenych faz

SF staciondrna faza

TLC tenkovrstevna chromatografia
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1  UVOD

Hodnotenie lipofility predstavuje jeden z kl'icovych parametrov V postudeni
latky ako potenciondlneho kandidata na nové lieCivo. Znalost rozdelovacieho
respektive distribuéného koeficientu, ako parametru sliziaceho k vyjadreniu lipofility,
umoziuje priblizit spravanie skiimanej latky v Zivych organizmoch. Pre stanovenie
distribu¢ného koeficientu existuje niekol’ko metodd, pricom spoloénym menovatelom
je ich snaha o ¢o najpresnejsie urcenie rozdelenia latky medzi vodnt a organicka fazu.

Stale casto vyuzivana trepacia metdda sice poskytuje pomerne presny odhad
distribu¢ného koeficientu, ale nejde opomenit’ jej nevyhody ako st pracnost,
zdihavost, tvorba emulzii po¢as pretrepavania a naroky na &istotu stanovovanej latky.
Z tychto dovodov sa stale viac vyuzivaju chromatografické metody, ktoré tieto
nedostatky odstraiiuji. Pouzitie chromatografickych metéd je vyhodné z hladiska
automatizacie, niz$ich narokov na cistotu a relativne malé mnozstvo latky potrebnej
k analyze, ¢o predstavuje vel'ka vyhodu. V sucasnej dobe je neustala snaha o zlepSenie
metodiky tak, aby spliiovala podmienku tzv. high-throughput metody, ktora musi spinat
poziadavky na rychlost’, univerzalnost’ a jednoduchost’.

Této praca je zamerand na otestovanie experimentalnych podmienok veducich
k rychlemu stanoveniu distribu¢ného koeficientu pomocou RP-HPLC s gradientovou
eliciou, a to pre latky s rozdielnymi fyzikalno-chemickymi vlastnost'ami,

¢im by spliovala predpoklad pre univerzalnost’ tejto metody.



2  CIELE PRACE

Ciel prace mozno zhrnut’ do troch zakladnych bodov:

e teoretické oboznamenie sa s metdodami stanovenia distribu¢ného koeficientu,
s dorazom kladenym na nepriame stanovenie vysokoucinnou kvapalinovou
chromatografiou

e praktické zoznamenie sa  stechnikou vysokouéinnej  kvapalinovej
chromatografie a osvojenie si jej zakladnych principov

e pokusit’ sa najst’ a nasledne otestovat’ experimentalne podmienky pre stanovenie
distribuénych  koeficientov =~ vybranych  latok, ktoré sa  svojimi
fyzikalno-chemickymi vlastnostami natol’ko liSia, Ze zmienené experimentalne

podmienky by bolo mozné oznacit’ za tzv. high-throughput.



3  TEORETICKA CAST

3.1 DISTRIBUCNY KOEFICIENT

Lipofilita je jedna z najdolezitejSich fyzikalno-chemickych charakteristik latky.
Charakterizuje distribciu latky v dvojfazovom systéme, pricom vyjadruje, do akej
miery latka uprednostiiuje lipofilné prostredie pred vodnym. Ma rozhodujicu tlohu
vo farmakologickom spravani a aktivite lieCiv, nakol’ko prave ona rozhoduje
0 transporte latok z miesta podania na miesto ich ucinku, transporte cez biologické
membrany, ako aj o interakcii tychto latok s receptormi v mieste u¢inku.l™®
K vyjadreniu lipofility sluzi rozdel'ovaci koeficient.

Rozdel’ovaci koeficient P je definovany ako pomer aktivit latky v dvojfazovom
systéme v rovnovdZznom stave. Pri nizkych koncentraciach moZzno aktivitu nahradit
rovnovaznou koncentraciou arozdelovaci koeficient sa potom vypocita podla
nasledujuceho vztahu:

_ [HA], )
~ [HA],

kde [HA]o predstavuje rovnovaznu koncentraciu latky v organickom rozpustadle
a [HA]v je rovnovazna koncentracia latky vo vodnom rozpustadle.®

Z uvedeného vztahu vyplyva, Ze P je bezrozmerna veli¢ina. Vzhl'adom
k velkému rozsahu hodnét, ktoré s ziskavané pre rozne zlGceniny, je rozdelovaci
koeficient prevadzany na logaritmickt hodnotu log P.” Rozdelovaci koeficient je tieZ
nazyvany rozdelovacim koeficientom n-oktanol — voda. Toto pomenovanie vychadza
z faktu, Ze najCastejSie pouZzivané organické rozpustadlo pre meranie log P je prave
n-oktanol a predstavuje zjednoduseny model biologickej membrany. Z tohto dévodu
mozno v literatare pre rozdel'ovaci koeficient njst aj oznacenie Pokw.®

Rozdel'ovaci koeficient teda popisuje rozdielnu rozpustnost latky vo vodnej
a organickej faze pri konkrétnom tlaku ateplote. Urcovanie hodnoty log P
je smerodajné prevazne U latok, ktoré v roztoku nedisociuji/neprotonuji, ¢o znamena,
ze latka v roztoku nevytvara i6nova formu. V tomto pripade hodnota log P nezavisi
na pH. Viacsina biologicky aktivnych latok st vSak slabé kyseliny alebo bazy, teda
vo vodnom roztoku budi pritomné v oboch formach, v disociovanej/protonovanej
aj nedisociovanej/neprotonovanej forme. Disociovana/protonova forma sa vSak

prevazne nerozdel'uje do organickej fazy, takze sa da uvazovat’, Ze k rozdeleniu medzi
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vodné a organické rozpustadlo dochadza len pri nedisociovanej/neprotononovanej
forme.

Ked’ze celkova koncentracia latky zahfiia koncentraciu kazdej formy v kazdom
z rozpustadiel, bol zavedeny distribu¢ny koeficient D, nickedy oznacovany

ako distribu¢ny pomer alebo pravy rozdelovaci koeficient, ktory je dany vzt'ahom:

___ HA] @)
[HAL, + [A" 1,

pre slabu kyselinu a

B [Bl, 3)
P =181, + BAT,

pre slabu bazu.

Clen [HA]o, [B]o je rovnovazna koncentracia nedisociovanej/neprotonovanej formy
latky v organickom rozpustadle, [HA]y, [B]v je rovnovazna Kkoncentracia
nedisociovanej/neprotonovanej formy vo vodnom rozpustadle a [A]v, [BH']v
predstavuje rovnovaznu koncentraciu  disociovanej/protonovanej formy latky
vo vodnom roztoku.’

Distribu¢ny koeficient sa uvadza, tak ako rozdel'ovaci koeficient, v logaritmickej
forme ako log D. Ako uz bolo uvedené vyssie, hodnota rozdel'ovacieho koeficientu
nezavisi na hodnote pH. Naproti tomu je hodnota log D pH zavisla, pretoze stupen
disociacie/protonacie vo vodnej faze je ovplyvneny pH tejto fazy a pKa danej latky.
Poc¢as merania je pH vodnej fdzy kontrolované pomocou pufru. NajvhodnejSie
sa ukéazalo pufrovat’ vodny roztok na pH 7,4, ¢o je fyziologické pH krvi. Za optimalnu
hodnotu log D74 pre absorbciu lie¢iva pri peroralnom podani sa povazuje hodnota medzi
-0,5 az 2. ZIu€eniny s hodnotou log D74 mensou ako -0,5 respektive s hodnotou vic¢sou
ako 2 maju nizku absorbciu, nakol'ko v prvom pripade maju obmedzeni membranova
penetraciu, ateda nizku lipofilitu a vV pripade druhom slabt vodnt rozpustnost,

a teda nizku hydrofilitu.®
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Vztah medzi log P alog D pre slabé kyseliny a bazy, u ktorych je znama hodnota pKa

je dany rovnicami:

LogP = logD —lo ( ! ) )
gr =19 I\1 + 10vH-vKa
pre slabé kyseliny a
! 5)
Log P = log D — log (1 n 10pKa—pH)
pre slabé bazy.

U slabych kyselin plati, Ze Vv pripade, ze je pH vodnej fazy o 3 jednotky nizsie
ako pKa kyseliny, zla¢enina bude skoro vyluéne v nedisociovanej forme. U baz plati,
ze ak je pH o tri jednotky vyssie ako pKa jej konjugovanej kyseliny, bude zluc¢enina
v neprotonovanej forme, ateda ¢len v rovnici, ktory zohladnuje pKa a pH modzeme
zanedbat’. Namerané hodnoty log D st teda v tomto pripade ekvivalentné log P.’

Znalost’ rozdel'ovacieho a distribu¢ného koeficientu je potrebnd v mnohych
odvetviach. Povazuje sa za jeden znajvyznamnejSich parametrov pri Stidiu
kvantitativnych vztahov medzi chemickou $trukturou latky a jej biologickou aktivitou,
tzv. QSAR. Ako dolezity farmakokineticky parameter ma vyznamny vplyv
na absorbciu, distribiciu, metabolizmus a eliminaciu zlt¢eniny, teda na jej ADME
vlastnosti. Stanovenie rozdelovacieho koeficientu je dolezité tiez pre posudenie
bezpecnosti lieCiv. U lipofilnych latok s vysokou hodnotou log P moéze dochadzat
Kich zvySenej akumulécii v tukovych tkanivach, su tak pomalSie metabolizované
a pomalSie vylucené z organizmu, Co prispieva k zvySovaniu ich toxicity. Ideélne
dolezitych vlastnosti, ako je absorbcia a vdzba lieCiva na cielovy receptor. Urcenie
rozdel'ovacieho koeficientu je tiez kl'icové v ekologickej sfére. Tu sluzi k postdeniu
ekologického rizika organickych zlu¢enin, ako su absorbcia latky do pddy, do vody,

bio akumul4cia latky v organizme ryb a mnoho inych aplikacii.>810:1!
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3.2 STANOVENIE DISTRIBUCNEHO KOEFICIENTU

Rozdelovaci P alebo distribuény D koeficient sa experimentdlne stanovuje
nickol’kymi metdédami. Na jednej strane stoja metddy priame, kde dochadza priamo
k rozdeleniu latky medzi organickl a vodna fazu a na strane druhej metddy nepriame,
zalozené na vytvarani korelatného vztahu medzi retencnymi vlastnostami latky

a separa¢nym systémom.
321 PRIAME METODY

Priame metddy stanovenia log P respektive log D st zaloZené na vytrepavani

stanovovanej latky medzi n-oktanol a vodnt fazu.

3.2.1.1 Metéda trepania

NajpouzivanejSou priamou metddou je metodda trepania (z anglického ,,Shake
flask method®). Princip spociva v zavedeni stanovovanej latky do deliacej banky,
ktora obsahuje dve nemiesatel'né fazy — n-oktanol a vodu, priCom vodna faza méze byt
nahradend pufrom.®

Pred samotnym stanovenim sa na mechanickej trepacke nechavaji zasobné fTaSe
obsahujtice obe fazy 24 hodin trepat, ¢im sa zaisti, Ze vodna aj organicka faza budu
vzajomne nasytené.!? Po pridani stanovovanej latky sa nechava deliaca banka trepat
na mechanickej trepacke za laboratornej teploty niekolko hodin, pocas ktorych
sa ustanovi rovnovdha danej latky medzi vodnou a organickou fazou. Po dosiahnuti
rovnovahy sa obsah odstred’uje, aby sa zvodnej fizy odstranili malé kvapocky
n-oktanolu vznikajuce v dosledku tvorby emulzie podas pretrepavania.® Nakoniec
sa pomocou UV-VIS spektrometrie zmeria hodnota absorbancie vodnej fazy
pred vytrepanim a po vytrepani a distribu¢ny koeficient sa nasledne vypocita pomocou
rovnice:

D:AO_Al_ |4 (6)
Al Voct

kde Ao je hodnota absorbancie pred vytrepavanim, A: hodnota absorbancie

po vytrepani, Vaq je objem vodnej fazy a Vot Objem oktanolovej fazy.™
Téato metdda ma vSak viacero nevyhod. Experimentdlne moZno metddu trepania
pouzit' pre stanovenie hodnét distribu¢ného koeficientu v rozsahu 2 — 4.2 Je ¢asovo

naro¢nd, pracna, horSie opakovatel'nd a vyzaduje vysSie mnozstvo stanovovanej latky.
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Taktiez je kladeny doraz ako na Cistotu stanovovanej latky, tak na Cistotu oboch faz.
Pri stanoveni log P U bazickych latok je vhodné pouzitie skla so silanizovanym
povrchom, aby sa zabranilo interakcii silanovych skupin. Dal§im problémovym
faktorom sa ukazala tvorba emulzii, ktoré skresl'uji vysledky merania. Preto sa u latok,
ktoré podliehaju micelarnej agregacii, pracuje so zriedenymi roztokmi, kedy maximalna

koncentracia stanovovanej latky v oboch fazach je 0,01 mol/1.

3.2.1.2 Metéda pomalého mieSania

V snahe odstranit’ niektoré nedostatky trepacej metody sa vyvinula metoda
pomalého mieSania (z anglického ,,Stir flask method*). Kym pri trepacej metode
dochadza k trepaniu oboch faz so stanovovanou latkou, tato metdda spociva v pomalom
mieSani celého systému. Do nadoby sa spolo¢ne vnesie voda s magnetickou mieSacou
tyCou potiahnutou teflonom a za¢ne sa zahrievat. Ked dosiahne pozadovanu teplotu,
opatrne sa prevrstvi oktanolovou fdzou obsahujicou stanovovanu latku tak, aby nedoslo
K vytvoreniu emulzie. Cely systém je mieSany najmenej 36 hodin do ustanovenia
rovnovahy. Nasledne je vodna faza opit  analyzovana podobne ako u trepacej metody.®

VysSie popisanym postupom sa odstrafiuje nielen moznost’ hrubej kontaminacie
jednej vrstvy druhou, ale sa aj minimalizuje vznik emulzie. Vysledky merani ziskané
pouzitim metody stir flask sa ukdzali ako dobre reprodukovatelné a v relativne dobrej
zhode s hodnotami distribu¢ného koeficientu stanoveného pomocou inych metod.

Napriek ur¢itym vyhodam sa vSak €as potrebny na stanovenie jednej latky neskratil.

3.2.1.3 Metéda mikro trepania

Metodou mikro trepania (z anglického ,,Micro shake flask method®) mozno
analyzovat az 24 vzoriek za dei, €o je oproti vysSie popisanym metdédam vel'ka vyhoda.
Metdda vyuziva 4 vialky — prva (Standard) obsahuje stanovovanu latku len vo vodnom
roztoku pufru a ostatné tri obsahuju rozne pomery oktanolu a pufru so vzorkou. Vialky
st pretrepavané do dosiahnutia rovnovahy. Nasledne sa vodna faza vzoriek stanovuje
pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie s UV detekciou alebo detekciou

pomocou hmotnostnej spektrometrie.®
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Distribu¢ny koeficient sa nasledne urcuje podl'a rovnice:

A V
000 = g (2-1)7]
w oct

Clen As je plocha piku $tandardu, Ay je plocha piku stanovovanej latky rozpustenej

Vo vodnej faze, Vi a Voct predstavuju objem vodnej a oktanolovej fazy.
Hlavnym obmedzenim metddy je poziadavka na dobra rozpustnost' vzorky
vo vodnom roztoku pufru, ¢o vysoko lipofilné latky nespliiuji. Okrem toho je metdda

pouzitena len pre stanovenie log D v rozmedzi od -1,5 do 3,5.1

3.2.1.4 Automatizovana 96-jamkova doska

Vzhl'adom na poziadavku rychlej analyzy velkého mnozstva latok bola tradi¢na
trepacia metdda automatizovana a prenesend na 96-jamkova dosku. Tato technoldgia
vyuziva roboticki obsluhu pre pripravu vzoriek. Po dosiahnuti rovnovahy
je analyzované presne rovnaké mnozstvo oboch faz pomocou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie s UV detekciou. Vzhl'adom na to, Ze analyza jednej latky
trva radovo niekol’ko mintt, je tato metdda vhodna pre rychlu analyzu latok. Vysledky
merani ziskané touto metodou sa ukazali ako dobre reprodukovate'né a v dobrej

korelécii s vysledkami merani inymi metodami. 8

3.2.2 NEPRIAME METODY

Nepriame metody st metddy vyuzivajice korelacny vztah medzi reten¢nymi
vlastnostami latky a separacnym systémom. VyuZivaji stanovenie rozdel'ovacieho
koeficientu analyzovanej latky korelaciou jej retenéného ¢asu s podobnymi zli¢eninami
0 zname] hodnote log P. Patria sem metddy chromatografické, pricom prakticky
sa pouziva chromatografia na obratenych (reverznych) fazach (z anglického ,,Reversed
phase”, RP), ato ako tenkovrstevna chromatografia (z anglického ,,Thin layer
chromatography*, TLC), tak vysokoucinna kvapalinova chromatografia (z anglického
,High performance liquid chromatography”, HPLC). Medzi nepriame metody
stanovenia  rozdelovacieho koeficientu patri tiez micelarna  kvapalinova

chromatografia.®
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Stanovenie rozdelovacieho koeficientu pomocou chromatografickych metod
prindsa mnoho vyhod. Oproti klasickej trepacej metdde je ich velkou vyhodou rychla
analyza pomerne vel’kého mnozstva latok a tieZ sa znizuje manipulacia so vzorkami.
Na meranie je dostacujuce mensie mnozstvo latky, ktora za predpokladu, ze bude pocas
chromatografickej separacie rozdelena od pripadnych necistét, nemusi byt uplne
v Cistej forme. Taktiez je odstraneny problém tvorby emulzii, ktoré u trepacej metody
vytvarali povrchovo aktivne latky. Pouzitim chromatografickych metdd je umoznené
stanovovat’ hodnoty log P respektive log D v SirSom rozsahu, ato pre hodnoty
od 0 do 6.7

3.2.2.1RP-HPLC

Principom RP-HPLC je rozdelenie latky medzi dve fazy, nepolarnu
(hydrofébnu) stacionarnu fazu (SF) a polarnu (hydrofiln) mobilna fazu (MF).

Svstém normalnvch a obratenvch faz

Jedna z moznosti, ako rozdelit' chromatografické metddy je rozdelenie podl'a
toho, ¢i je potreba separovat’ latky polarne alebo nepolarne. Od toho sa odvija aj povaha
SF, MF a princip rozdelenia medzi tieto dve fazy. Na zéklade tohto principu mozno
chromatografiu rozdelit na chromatografiu na normalnych fazach a chromatografiu
na obratenych fazach.

Systém normalnych faz (z anglického ,,Normal phase®, NP) je oproti systéme
s obratenymi fazami historicky starSou technikou. Podstata separacie v NP je zaloZena
na tom, ze SF, ktord je polarna, obsahuje na povrchu aktivne adsorbéné centra
a analyzovana latka o ne sutazi s MF, ktora je nepolarna. Retencia latky tak zavisi
od toho, ako bude interagovat analyt a MF so SF.8

Ako SF sa pre separacie v NP najéastejSie pouziva silikagél, polarne chemicky
viazané fazy (napriklad kyanova skupina, nitro skupina, dioly atd’.) na silikagélovom
nosici alebo menej Casto oxid hlinity. U silikagélu su adsorbéné centra vol'né silanové
skupiny, pomocou ktorych interaguje s analyzovanou latkou. Tieto interakcie majl
elektrostatickt povahu (interakcia dipdl — dip6l) alebo analyzovana latka vytvéara so SF
vodikové vizby.1820
Ako MF sa v NP pouzivaju organické rozpustadla, ktoré st menej polarne ako

je SF, napriklad hexdn, diethylether alebo propanol. NajcastejSie sa voli binarna
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(dvojzlozkovd) zmes rozpusStadiel, ktoré maju odlisSni polaritu (nepoldrna zlozka
MF — alifaticky uhlovodik a polarnejsia zlozka MF — napr. propanol), ¢im sa zaisti
dostato¢na selektivita delenia latok. U MF je dolezitym faktorom obsah vody v danom
rozpustadle. Naviazanim vody na adsorbéné centrda na povrchu silikagélu dojde
k zmene jeho aktivity, ¢im sa znizuji retencné objemy analyzovanej latky. Vysledkom
je tak zla reprodukovatelnost’ v opakovanych meraniach. Preto je vhodné pouzivat
uzavrety systém s kontrolovanou vlhkost'ou, kde MF preteka cez predkolonu naplnenu
silikagélom o zndmom obsahu vody.'*?° Systém NP sa pouziva najmi v analyze
polarnych latok. V dnesnej dobe sa vo viac¢Sej miere vyuziva separacia na obratenych
fazach.

Systém reverznych faz ma uplatnenie v 80 az 90 % vSetkych analyz. Jeho

vel'kou vyhodou je moznost’ separacie jednak latok nepolarnych, ale aj latok so strednou
a vysokou polaritou, u ktorych je nutné vhodne nastavit' pH MF.
SF je nepolarna, najcastejSie tvorena chemicky modifikovanym silikagélom, popripade
sa pouzivaju polymérne SF (Kapitola 3.2.2.1. — Stacionarna faza v RP-HPLC).
MF ma polarny charakter, priCom ide ozmes vodnej zlozky (voda, pufor)
a polarneho organického  rozpustadla (methanol, acetonitril, tetrahydrofuran),
ktory zvySuje eluéni silu MF. MF pre systtm RP podrobnejSie popisuje
kapitola 3.2.2.1. — Mobilna faza v RP-HPLC.

Princip retencie v RP je odliSny od NP, a to hlavne z toho dovodu, Ze na SF
v systtme RP sa skoro nevyskytuju aktivne adsorbéné centrd. Podstata retencie
sa tak pripisuje viacerym faktorom. Jednak je rozdelenie vysledkom rovnovahy
rozpustnosti medzi dve kvapalné fazy — kvapalinu, ktoré je chemicky viazana na pevny
nosi¢ (C8, C18) akvapalinu, ktora slizi ako MF. Retencia latky tak zavisi
na jej rozpustnosti v tychto dvoch kvapalinach. Dal§im faktorom vplyvajucim
na retenciu latky je tzv. solvofobny efekt. Na jeho zaklade sa predpoklada, ze hnacou
silou retencie s polarne interakcie medzi jednotlivymi molekulami MF (hlavne vody),
ktoré su silnejSie ako interakcie medzi molekulami MF a analyzovanou latkou,
&¢im dochadza k vytesiovaniu latky z MF do SF. Cim je latka menej polarna a MF viac

polarna, tym bude analyt viac zadrzovany.%-%!
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Stacionarna faza v RP-HPLC

SF tvori naplin chromatografickej kolény, na ktorej prebiehaju separacné
procesy. Najpouzivanej$im sorbentom je silikagél (gél kyseliny kremicitej, SiO2.xH20),
ktory sa pouziva jednak ako SF pre systém NP, ale sluzi tiez pre pripravu chemicky
viazanych faz vyuzivanych v RP systéme. Ako je mozné vycitat’ z chemického vzorca
silikagélu, voda je v Struktire viazana v nestechiometrickom mnozstve za vzniku
roznych typov silanovych skupin. Tie st v systéme NP zodpovedné za interakciu SF
s analyzovanou latkou tvorbou vodikovych vézieb alebo vézbou dipdl — dipol. Prave
vd’aka nim je povrch silikagélu slabo kysly a bude tak vo vicsej miere interagovat’
S bazickymi latkami, ¢o sa prejavi chvostovanim ich pikov. V snahe predchadzat
tomuto chvostovaniu, sa do MF pridavaju organické aminy (najCastejSie trietylamin
alebo trioktylamin), ktoré sa dynamicky naviazu na volné silanové skupiny a ddjde
kich pokrytiu bez toho, aby doSlo kstalej chemickej modifikacii silikagélu.
Ukézalo sa vSak, ze tento sposob ma vplyv na retencné Casy analyzovanych latok.
Navyse, pridavok baze musi byt taky, aby sa neprekrocilo pH 8, kedy dochadza
k rozpusteniu silikagélu.231722

V systéme RP je vSak situacia ina a SF by mala byt nepolarna. Ked'ze silikagél
ma polarny charakter, musi byt’ pre syst¢ém RP povrchovo modifikovany. NajcastejSou
modifikaciou je naviazanie alkylovych retazcov, najcastejSie oktadecylovych C18
alebo oktylovych C8. Fazy, kde je silikagél modifikovany fenylovymi, difenylovymi
alebo alkylfenylovymi skupinami, vykazuji vys$siu polaritu a selektivnu afinitu hlavne
k aromatickym latkam a nitrozli¢eninam, %%

Tato modifikacia vSak nie je vzdy stopercentna, ateda SF obsahuje urcité
percento nezreagovanych vol'nych silanovych skupin, ktoré su polarne. Z tohto dévodu
je snaha pokryt’ tieto volné silanové skupiny a docielit’ tak Uplne nepolarnu SF,
¢o mozno docielit pouzitim sféricky objemnych substituentov ako st diisobutyl,
diisopropyl alebo fenyl, ktoré ich sféricky zatienia, ¢im st nepristupné pre reakciu
s analytom (Obr. 1B). Takéto SF vykazuju vyssiu stabilitu vo¢i MF o nizkom pH (~1).
Proces, ktory redukuje pocet volnych silanovych skupin sa nazyva endcapping. Tato
technika vyuziva mensSiu molekulu organosilanu napriklad trimetylchlorsilanu alebo
hexametyldisilazanu, ktora méa dobry sféricky pristup k vol'nym silanovym skupindm

a preto dojde k jej efektivnemu naviazaniu (Obr. 1A).
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Nevyhoda je, ze pouzitie tychto faz je limitované pre pH 2 az 9. Preto sa vyvinula
technika dvojitého chrdanenia (z angl. ,,double endcapping®), kde naviazanim dvoch
C18 skupin aich vzijomnym spojenim propylénovym mostikom dochadza k este
lepSiemu zatieneniu silanovych skupin (Obr. 1B). S takto upravenou SF je mozné

pracovat’ pri pH od 1,7 do 11,5.21%%

Cip

HyC = Gi=—=CHy

Eld

HyC—8&I—GH,
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Obr. 1 Eliminacia vplyvu volnych silanovych skupin. Prevzaté z 18

V snahe zvacsit' teplotna stabilitu a hlavne chemickt stabilitu ndplni kolon,
vznikli polymérne SF, ktoré umoziuju separaciu pri celom rozsahu pH. Pre systém RP
je najcastejSie vyuzivany kopolymér styrénu a divinylbenzénu (PS-DVB), popripade

polyvinyl alkohol (PVA).18

Mobilna faza v RP-HPLC

Ako uz bolo uvedené, MF v RP-HPLC je polarna, pricom sa pouZziva voda
popripade pufor o vhodnom pH v kombinAcii s organickym rozpustadlom.!

Pouzitie pufru ako MF zohrava velku ulohu pri latkach, ktoré obsahuju
ionizovatel'né funk¢né skupiny, ¢i uz kyslé (sulfénové, karboxylové) alebo bazické
(aminoskupiny). Retencia takychto latok velmi zavisi na disocidcii/protondcii
ich funkénych skupin ata je mozné prave upravou pH MF ovplyvnit. VSeobecne
su pufry definované ako zmesi slabych kyselin a ich soli alebo zmesi slabych zasad
a ich soli.

Kazdy pufor je charakterizovany pufra¢nou kapacitou (B), ktora je definovana
ako pocet molov silnej kyseliny alebo zasady, potrebnych na vyvolanie jednotkovej
zmeny pH jedného litru pufru.?® Pufratna kapacita zavisi na dvoch faktoroch:

(1) na koncentracii pufru a (2) na rozdiele medzi pH pufru a pKa latky, z ktorej je pufor
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pripraveny. Oblast’ pH, v ktorej je pufor u¢inny je pKa pufru + 1,5. Aby bola zaistena
dobra reprodukovatel'nost’ vysledkov, je potrebné, aby mal pufor dostatocnu pufraénti
kapacitu. Pre meranie je vhodna koncentracia pufru 50 mM, avsak ak sa pouziva MF
s vysokym podielom organického rozpustadla a hrozilo by, Ze sa pufor vyzraza, pracuje
sa snizSou koncentraciou, napriklad 10 mM.?*?® Pre stanovenie rozdelovacieho
koeficientu, a teda pre posudenie lipofility latok pomocou RP-HPLC sa za najlep$iu
vol'bu povazuje pufor MOPS. Vykazuje schopnost’ pufrovat’ v pH rozmedzi 6,7 — 7,9
a vd’aka svojej povahe obojakého i6nu neinteraguje ani s analytom, ani so SF.2 Navyse
ide o0 organicku sol, ktora sa ukazala ako menej nachylnou na zrazanie pri vyssich
koncentracidch organického rozpustadla.?® Na druhej strane sa k napodobeniu
fyziologickych podmienok v 'udskom organizme ¢asto pouziva fosfatovy pufor alebo
fosfatom pufrovany fyziologicky roztok obsahujici NaCl a KCI.?

V RP-HPLC sa vsak zriedkakedy pouziva len Cista voda alebo teda vodny roztok
pufru, pretoze ma slabu elucnu silu, ateda pri pouziti ¢istej vody ako MF, by mali
stanovované latky neprimerane dlhé retenc¢né Casy. Z tohto dovodu sa musi pridat
organicky modifikétor, najéastejsie acetonitril (ACN) alebo metanol (MeOH).?> MeOH
je najpouzivanej$i organicky modifikator pre stanovenie log P.2}" Je to protické
rozpustadlo (podobne ako voda), apreto je schopny vytvarat vodikové vizby.
Zohrava aktivnu tlohu v priebehu separacie, kedy dochadza k interakcii s volnymi
silanovymi  skupinami na povrchu sorbentu SF. Vdaka tejto vlastnosti
je uprednostiiovany aj v analyze bazickych latok. Na druhej strane ACN je aprotické
rozpustadlo a s volnymi silanovymi skupinami bude preto reagovat’ veI'mi obmedzene,
nakol’ko s nimi nevytvara vodikové vazby. Touto skuto€nost'ou sa vysvetl'uje aj fakt, ze
ACN produkuje vel’ké mnoZstvo asymetrickych pikov pri analyze organickych baz.?4

Tiez bolo pozorované, Ze pridavkom n-oktanolu do MF bolo dosiahnuté
zvysenie Statistickej vyznamnosti vztahov medzi log P a retencnymi vlastnostami latky.
n-Oktanol v MF posobi ako maskovacie ¢inidlo, ktory redukuje sekundarne interakcie
medzi analyzovanou latkou auZ niekolkokrat zmienovanymi volnymi silanovymi
skupinami. Potlacenim tychto interakcii bolo preukdzané zlepSenie koreldcie medzi
log P alog k. Pouzitie n-oktanolu ako maskovacicho ¢inidla v MF navySe poskytuje
realnej$i model rozdelenia latky v systéme oktanol — voda, ¢o vedie k presnejSiemu

odhadu lipofility.%26-28
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Izokraticka a gradientova eliicia

Dalsia z moZnosti, ako rozdelit' chromatografické metody, je rozdelenie podla
toho, ¢i je zlozenie MF konsStantné, alebo sa Vv priebehu separacie jej zloZenie meni.
Na tomto principe sa rozliSuju dva typy elucie — izokraticka a gradientova.

Pri izokratickej elucii sa zlozenie MF Vv priebehu analyzy nemeni. Je vhodna
predovSetkym pre latky, ktoré maju podobné fyzikdlno-Chemické vlastnosti.
V analytickej chémii je vSak potreba analyzovat’ hlavne zlozitejSie zmesi latok, ktoré
sa vyrazne liSia v polarite, a teda aj Vv retencii. Ich analyza izokratickou eltciou
by vyzadovala vel'mi dlhy cas.

Preto sa v praxi cCastejSie pouziva gradientova eltcia, pri ktorej sa v priebehu
merania meni pomer zloziek MF tak, Ze vzrastd jej elu¢nd sila. U analyz na RP
to znamend, Ze s ¢asom dochddza k narastu obsahu organického rozpustadla na ukor
vodnej zlozky MF. NajcastejSie sa vyuziva gradient binarny, kde sa miesaju dve zlozky,
pricom sa vzijomne vyrazne liSia svojou elucnou silou. Podla elucnej sily,
ateda polarity, su rozpustadla usporiadané do tzv. eluotropického radu. Napriklad
pre systtm RP elu¢na sila rozptstadiel vzrasta s klesajucou polaritou v poradi
voda < metanol < acetonitril < tetrahydrofuran.’®?° Casova zmena obsahu zlozky
svySSou elucnou silou saoznaCuje ako profil gradientu. Moéze mat charakter
kontinualny, kedy dochddza k zmene zlozenia MF plynulo, alebo k zmene dochadza

skokom a profil gradientu ma tak stuptiovity charakter (Obr.2).

I e 1

(A) (8) (c) (D}

Obr. 2 Rozne typy profilov gradientu mobilnej fazy.
(A), (B) — kontinualny gradient s nulovou (A) a nenulovou (B) pociatocnou
koncentréciou, ¢ierna priamka — linearny gradient, ¢ervend krivka — konvexny, modra —
konkavny. (C) — stupnovity gradient. (D) — linedrny gradient (1) nasledovany obratenym

linearnym gradientom (2).Upravené podl'a®
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Gradient mdze byt tvoreny dvojakym sposobom: v nizkotlakovej
alebo vysokotlakovej ¢asti chromatografického systému, podl'a ¢oho sa rozliSuje
vysokotlakovy a nizkotlakovy gradient. Pri nizkotlakovom gradiente dochadza
k zmieSavaniu zloziek MF Vv zmieSavacej komorke, ktora je predradena pumpe
(Obr. 3A). Pomer jednotlivych zloziek je programovo riadeny pomocou otvarania
a zatvarania proporcionalneho ventilu. Pri vysokotlakovom gradiente ma kazda
zo zloziek MF svoju vlastni pumpu, ktora ju davkuje do zmieSavacej komorky.

K zmieSavaniu teda dochadza az za pumpou, vo vysokotlakovej oblasti systému
(Obr. 3B).19:3031

Gradient
proportioning
valve

Obr. 3 Tvorba gradientu. (A) — tvorba vysokotlakového gradientu. (B) — tvorba

nizkotlakového gradientu. Prevzaté z 3!

Gradient tvoreny v nizkotlakovej casti systému je presnej$i a ekonomicky
vyhodnejsi, ked'Ze je potrebnd len jedna pumpa (vo vysokotlakovom usporiadani
je potreba dve, popripade viac, ak je zmieSavanych viac zloziek). Nevyhodou vsSak
je, ze oproti vysokotlakovému systému je zmena zlozenia MF na kolone vdaka
mitvemu objemu vo ventile registrovana pomalSie. Okrem toho vyZzaduje dokonale
odplynena MF, nakol’ko v pripade, Ze je v MF rozpusteny plyn dochddza k viacerym
problémom ako su nestabilita zakladnej linie, zla opakovatelnost’ analyzy a taktiez
problémy s pumpou, kde dochadza k uvol'neniu bublin vo ventiloch a zavzdusnovaniu

hlavy pumpy. Vyhodou vysokotlakového systému je, ze jednotlivé rozpustadla

22



sa mieSaju pod tlakom, atak bubliny, ktoré by vznikali za atmosférického tlaku,
zostavajil v roztoku prave kvoli zvysenému tlaku. 303!

Pri porovnani izokratickej a gradientovej elucie, izokraticka elucia ponuka urcité
vyhody, ako su moznost zmieSavania MF pred analyzou, nizSiu narocnost
na prevedenie, ako aj na inStrumentaciu. Kym u izokratickej elucie S rastiicou retenciou
dochadza k postupnému rozsirovaniu pikov, pri gradientovej elucii by Sirka pikov mala
byt rovnakd a piky s ostrejsie (Obr.4).¥32 Ako bolo uvedené vyssie, v praxi
je preferovana gradientova elucia, a to hlavne vd’aka moznosti rychlejSej separacie latok

s roznou chemickou povahou.
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Obr. 4 Porovnanie izokratickej (A) a gradientovej (B) elucie pri separécii. Prevzaté z 32
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Popis retenénvch dat

Pre stanovenie log P respektive log D pomocou RP-HPLC sa sleduju dve
retencné charakteristiky: retenny ¢as tr @ mftvy retencny cas tw.

Distribacia analytu medzi SF a MF je charakterizovand jej retenénym ¢asom.
Je to Cas od nastreku vzorky po maximum jej piku, nezavisi na koncentracii
stanovovane] latky ana jej mnozstve nastrieknutej na kolonu. Retenény cas latky,
ktora nie je na koléne zadrzovand, a teda sa pohybuje rovnakou rychlostou ako MF,
je oznaCovany ako mftvy retenény ¢&as. Pomocou tychto dvoch parametrov
je definovany kapacitny faktor, uvadzany aj ako reten¢ny faktor k, ktory je vyjadreny

pomocou nasledujticej rovnice®*34:

P Sl | (8)

Kapacitny faktor predstavuje mieru interakcie medzi molekulou a danym
chromatografickym systémom. Vyjadruje, ako vel'mi je latka zadrzovana na SF oproti
latke, ktora sa vymyva VvV mitvom cCase, ateda so SF neinteraguje. Kapacitny faktor
je zavisly na parametroch, ktoré charakterizuju interakciu analyzovanej latky so SF
ako su typ a vlastnosti SF (velkost” a druh ¢Castic, pouzity endcapping atd’.), zlozenie MF
a teplota na kolone. Na druhej strane je nezavisly na podmienkach ako st prietok MF
alebo rozmery kolony, preto je tento parameter vhodny k porovnavaniu vysledkov,

ktoré boli obdrzané na roznych kolonach.?

Stanovenie log P/log D pomocou RP-HPLC

Princip stanovenia log P respektive log D pomocou RP-HPLC je zaloZeny
na analyze latok (Standardov) 0 znamom log P pomocou série izokratickych merani
a naslednom vytvoreni korelaéného modelu, ktory méze byt pouzity k vypoctu log P
analyzovanej latky o podobnej Strukture. Kazdé zo série tychto merani obsahuje vzdy
rozne percentualne zastupenie organického rozpustadla (30 — 70 %) voci vodnej zlozke
Vv MF. Zo zaznamenanych retenénych Casov sa nasledne vypocita kapacitny faktor
pre kazdy standard podl'a rovnice (8).

Izokratické kapacitné faktory predstavuju relativny rozsah lipofility. Avsak,
ako bolo uvedené vyssie, log P predstavuje rozdelenie latky medzi organicku a vodnu
fazu. SF v podstate zastupuje oktanolovil fizu v pdvodnej trepacej metode a MF

predstavuje fdzu vodnt. Vzhl'adom na to, Ze do vody sa priddva organicky modifikator,
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je vhodné vykonat’ extrapolaciu na 0 % organického podielu , respektive na 100%
vodnu fazu a eliminovat’ tak uc¢inok organického rozpustadla. Touto upravou sa dostane
kapacitny faktor pre ¢isti vodnt fazu log kw, pricom existuje vzt'ah medzi izokratickym

k a extrapolovanym kw podla nasledujicej rovnice:
logk = logky, + SO ©)

kde ¢len @ oznaCuje objem pridaného organického rozpustadla a Surcuje sklon
priamky ziskanej z rovnice regresnej zavislosti. Po izokratickych meraniach, vypocte
kapacitného faktora pre kazdy zo Standardov a jeho extrapolacii, sa vytvori korelacny
graf medzi nameranymi hodnotami log kw a znamymi hodnotami log P.

Hodnoty rozdel'ovacieho koeficientu nezndmych latok sa nasledne vypoditaju
z danej rovnice regresie:

logP =p + q.log k,, (10)

kde log kw je kapacitny faktor po extrapolacii a ¢leny p, g st koeficienty zname z grafu
vytvoreného pre §tandardy.?333°

V sucasnosti je neustdla snaha o vyvoj a zlepSenie metodiky, pretoze aj cez
urcité vyhody oproti priamym metédam (Kapitola 3.2.2.), pouzitie RP-HPLC prinésa
mnoho nevyhod. Chromatografické metédy neposkytuji presny model rozdelenia latky
Vv systéme oktanol — voda, ked’Ze sa tu objavuju Specifické interakcie medzi analytom
a SF (Kapitola 3.2.2.1. — Stacionarna faza v RP-HPLC.), ktoré u priamych metdd
chybaju. TaktieZ reprodukovatelnost vysledkov vramci réznych Sarzi rovnakych
naplihovych materidlov kolon méze byt nedostacujica, nakolko jednotlivé Sarze
sa moZu nepatrne odliSovat’ v zloZeni a usporiadani SF, ¢o mézZe prinaSat’ odchylku
merania. Nevyhoda viacnasobnej izokratickej elucie je tiez Cas potrebny na analyzu
jednej latky. Navrhované rieSenia tychto problémov zahiaju skimanie SF so zlepSenou
stabilitou pH, pouzitie chemicky viazanych faz navrhnutych tak, aby Co najviac
imitovali systém oktanol — voda, pouzitie micelarnych MF, ¢i vyvoj gradientovych

eluénych metod. >
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Stanovenie log P/log D pomocou gradientovej elucie

Pouzitie gradientovej elucie k stanoveni lipofility latok sa zda byt vyhodnou
metodou hlavne vo vzt'ahu k latkam, ktorych stanovenie pomocou série izokratickych
merani by bolo v prili§ zdihavé, nakolko maju prili§ dlhé reten¢né &asy. Princip
gradientovej elucie ajej porovnanie s izokratickou eliciou je uvedeny vyssie
(Kapitola 3.2.2.1 — Izokratick4 a gradientova elucia). Valko et al 3 popisuje pouzitie
kratkych ~ kolon v kombinacii s rychlym  gradientom  (5min.) K stanoveniu
chromatografického indexu hydrofobicity CHI (z anglického ,,chromatographic
hydrophobicity index*), ktory moze byt korelovany s hodnotami log P alebo priamo
slizit ako miera lipofility. Bolo pouzité vacSie mnozstvo Standardov s rozsiahlym
spektrom Struktiry a lipofility, pokryvajiice rozmedzie -0,35 — 5,52. MF bola tvorena
organickou zlozkou a vodnou zlozkou. Ako organicka zlozka MF bol pouzity MeOH
a nasledne pre porovnanie ACN. Vodna zlozka MF bola tvorend rozdielnymi puframi,
v zavislosti na vlastnostiach analyzovanych latok: (1) octanovy pufor spH 7,4
pre neutralne latky, (2) octanovy pufor spH 10,5 pre stanovenie bazickych latok
a (3) fostatovy pufor s pH 2,0 pre stanovenie latok kyslych. Pouzitim r6zneho pH MF
pre latky réznych acidobazickych vlastnosti sa potlaci ich disociacia/protonacia a latka
tak bude pri analyze v nenabitom stave. Latky boli najskor merané za izokratickych
podmienok podl'a vSeobecnej metodiky popisanej v Kapitole 3.2.2.1. — Stanovenie
log P/log D pomocou RP-HPLC. Z chromatografickych dat boli podl'a rovnice (9)
vypocitané hodnoty S a log kw, ktoré sa nasledne dosadili do rovnice (11), sliziacej
pre vypocet izokratického stupna hydrofébnosti ¢o.

9o=—logk,/S (11)

Clen ¢o uréuje percentudlne zastipenie organického rozpustadla vo vodnej MF
pozadované na dosiahnutie rovnomerného rozdelenia analyzovanej latky medzi MF
a SF. Nasledne sa tieto latky merali za pomoci linedrnej gradientovej elicie a ukazalo
sa, ze bola dosiahnut4 dobra korelacia medzi hodnotami gradientového retenéného ¢asu
trg @ izokraticky determinovanym ¢o. Konstanty tejto linearnej koreldcie a gradientovy
retencny Cas sa pouzili k vypoctu CHI podl'a rovnice:
CHI = A-tg, + B (12)
Po zavedeni regresného modelu pre standardy, méze byt CHI vypocitany z jej

gradientového retencéného Casu pre akukol'vek latku pouZitim rovnakého gradientového
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systému. Ukazalo sa, ze na korelaciu medzi vypocitanym CHI alog P ma vplyv
disociacia/protonacia latky, nakolko najlepSia korelacia bola dosiahnuta pre latky
v nenabitom stave. % Chromatograficky index lipofility je zavisly na type pouzZitej
SF, na type organického modifikatora pridaného do MF a tiez od pH MF. Bohuzial’, tak
ako aj iné metody, je tito metdda poskytuje vhodny odhad lipofility len pre neutrdlne

latky, respektive pre slabo bazické latky.3373841

3.2.22RP-TLC

Separa¢ny systém pre RP-TLC je zhodny ako pre RP-HPLC, preto by sa mohlo
zdat, ze obmedzenia, ktoré platili v HPLC platia rovnako pre TLC. Toto tvrdenie
je pravdivé vsak iba z Casti, nakol'ko Struktara a hustota SF v TLC je in4, ako u koldon
pouzivanych v HPLC. Taktiez v TLC je iny prietok MF ako v HPLC ato vdaka
kapilarnych sildm. Vyhodou je tiez detekcia latok, ktoré neobsahuji chromofor a taktiez
RP-TLC poskytuje vyssi rozsah stanovenia rozdel'ovacieho koeficientu, a to v rozsahu
0 az 12.% Pre stanovenie lipofility sluzi lipofilny parameter Ru, Ktory sa vypoéita podl'a
nasledujucej rovnice:

Ry = log <RLF — 1) (13)
Clen Rr je retardadny faktor, ktory je dany ako podiel vzdialenosti stredu $kvrny
od Startu a vzdialenosti ¢ela MF od Startu. Ked’Ze hodnota Rwm je zavisla na organickom
rozpust'adle, pridaného do MF, je podobne, ako u RP-HPLC, preferovana extrapolovana
hodnota na 100% vodnii fazu Rmw.*

Aj ked sa ukazalo, ze retencné vlastnosti obdrzané pomocou RP-TLC
sa priblizuju vysledkom ziskanych priamymi metdédami, teda imituji rozdelenie
Vv systéme oktanol — voda, nie su tieto vysledky uspokojivé. Opédt, podobne ako
u vSetkych nepriamych metod, st tieto odchylky vysvetl'ované polarizaciou latky a tiez
pritomnost'ou kyslého vodiku v $truktire analyzovanych latok. Preto stanovenie log P
metodou RP-TLC je vhodnejSie pre analyzu neutrdlnych a slabo bazickych latok oproti

kyslym latkam.3
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3.2.2.3 Micelarna kvapalinova chromatografia

Micelarna kvapalinova chromatografia je istou variantou RP-HPLC, ktora
pouziva povrchovo aktivnu latku (surfaktant) vo vodnom alebo vodne — organickom
roztoku ako MF. Vo viésine pripadov bol ako surfaktant pouzity dodecylsulfat sodny
alebo tetradecyltrimetylaménium — bromid.®*44  So  stipajucou  koncentraciou
surfaktantu v MF dochadza taktiez k jeho adsorpcii na povrch SF. V pripade, Ze obsah
surfaktantu v MF dosiahne tzv. kriticki miceldrnu koncentrdaciu (CMC), nebude

sa uz nad’alej adsorbovat’ na povrch SF, ale dojde k tvorbe micel v MF.

Retencia latky zavisi od sucasnej distribucie vzorky medzi micely a vodny roztok, ktory
ich obklopuje a MF a SF pokryta povrchovo aktivnou latkou. Kapacitny faktor je potom
dany rovnicou:

kde km je kapacitny faktor pri nulovej koncentracii micel, kam je konStanta urcujuca
viazbu medzi micelou arozpustenou latkou a [M] predstavuje celkovi koncentraciu
povrchovo aktivnej latky v MF, od ktorej je od¢itanda CMC. Do MF sa tiez pridava maly
obsah organického rozpustadla, napriklad 2-propanolu, ¢im sa nielen dosiahne zvysSenie
chromatografickej u€innosti, ale sa aj zvysi elu¢na sila micelarneho roztoku, ktora moze
byt’ v niektorych pripadoch mala. Aj ked bolo zistené, Ze niektoré systémy moZu svojou
presnostou konkurovat’ priamym metdédam, v praxi sa tito metoda vel'mi nepouZiva

hlavne kvoli dizke analyzy, ale aj kvoli kompatibilite surfaktantu so SF.2543:44

3.2.2.4 Vypoctové metody

Mimo experimentalne stanovenie log P respektive log D, existuji aj viaceré
vypoctové programy schopné na zaklade Struktary a vlastnosti danej latky predpovedat’
jej lipofilitu. Napriklad vypocet podl’a Reekera, ktory poskytuje vypocet log P
na zéklade jednotlivych hydrofobnych fragmentov molekuly.

Za zmienku stoji aj tzv. Solvataény model (z anglického ,,Solvation parameter
model), ktory popisuje, ako velmi vplyvaju jednotlivé intermolekularne interakcie
(napriklad vodikové vdzby) na rozdelenie neutralnych latok v systéme oktanol — voda.
Vypoctové metddy st Casto pouzivané hlavne pre ich rychlost, ale pre presné

stanovenie log P sa stale pouzivaju skor experimentalne postupy. 3
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4  EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Skumané latky

Pre experiment bolo vybranych 9 Standardov s hodnotami log P pokryvajuce

rozmedzie od -1,22 do +3,16. Prehlad sktimanych latok, ich chemicka Struktara

a vybrané vlastnosti su uvedené v Tab. 1.

Tab. 1 Struktira a vlastnosti pouZitych §tandardov. Hodnoty prevzaté z 4°

NAZOV Mr CHEMICKA
. pKa | Log P . ,
LATKY [g/mol] STRUKTURA
Klaritromycin 747,96 | 8,38 3,16
Labetalol 364,87 | 8,05 | 3,09
HO
. HCI
07~ "NH,
NH,
Takrin 23473 | 895 | 271 m . HCI
—
N
Remacemid 304,82 | 8,14 | 2,23 O

29




NAZOV Mr CHEMICKA
, pKa | Log P ,
LATKY [g/mol] STRUKTURA
Kyselina i
148,16 | 4,44 | 213 X" “0oH
Skoricova
(@]
1
E\NH
Sulfametoxazol | 25328 | 6,16 | 0,89 )Q
HoN N\ /
CHs
N
0
Sulfatiazol | 25531 | 7,20 | 0,54 [S\ N_gONHZ
I
H o
o OH
Acetamidofenol | 151,17 | 9,46 | 0,46 I /O/
H,C™ N
H
NH
HN™ “NH,
0=S=0
Sulfaguanidin 214,24 | 11,28 | -1,22
NH»,

* latky su v tabul’ke usporiadané zostupne podl'a hodnoty log P
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4.2  Pristrojové vybavenie

Merania boli vykonavané na ultravysokouc¢innom kvapalinovom chromatografe
UPLC Acquity H-Class (Waters, MA, USA) s kvartérnou pumpou, autosamplerom
a PDA detektorom. Chromatogramy boli spracované a vyhodnotené pomocou programu
MassLynx.

Pri merani atprave pH mobilnych faz bol pouzity pH meter Bench
pHenomenal® IS 2100L (VWR International, PA, USA) so sklenenou kombinovanou

elektrodou Blue Line (Schott Instrumentals GmbH, Mainz, Nemecko).

4.3 Chromatografické kolony

Pre Givodné experimenty bola pouzita kolona XSelect HSS T3 XP, v praci d’alej
oznadend ako W (Waters, MA, USA) s nasledujicimi parametrami: dizka 50 mm,
vnitorny priemer 3 mm, velkost &astic 2,5 pm, velkost pérov 100 A. Silikagél
bol modifikovany oktadecylovymi skupinami CI18. Stabilita kolony je v rozmedzi
pH 2 az 8.

Pre overenie robustnosti experimentalnych podmienok bola nésledne pouzita
druha kolona znacky Kinetex® C18, v praci dalej oznacena ako K (Phenomenex, CA,
USA), ktora mala nasledujuce parametre: dizka 50 mm, vnutorny priemer 2,1 mm,
velkost ¢astic 2,6 pm, velkost poérov 100 A. Silikagél je taktiez modifikovany
oktadecylovymi skupinami CI18 a endcappingom pomocou trimetylsilanu (TMS).
Stabilita koléony je vyrobcom uvddzand vrozmedzi pH 1,7 az 8,5 za pouzitia

gradientovej eltcie a 1,5 aZ 10 za izokratickych podmienok.

4.4  Chemikalie

Ultra cCistd voda Cistena reverznou osmézou (Milli-Q RG, Milipore, Intertech,
Bedford, MA, USA), acetonitril (pre HPLC — Super Gradient, VWR International, PA,
USA), MOPS (99,5%), HEPES (99,5%), n-oktanol (pre HPLC) vsetky (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nemecko), kyselina fosfore¢na (p.a.), kyselina chlorovodikova (p.a.) obe
(Lach-ner, Neratovice, Ceska republika), hydroxid draselny (p.a.), §tandardné roztoky
pufrov pre kalibraciu pH-metra (pH 4,01 + 0,01 a 7,00 = 0,01, XS Instruments, Capri,
Italy), sulfametoxazol (99,5%), tryptofan (pre biochémiu) obe (VWR International, PA,
USA), labetalol (p.a.), sulfatiazol (99%), ibuprofén (p.a.), takrin (99%), nikotin (99%),

remacemid (p.a.), klaritromycin (p.a.) vSetky (SigmaAldrich, Steinheim, Nemecko),
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acetaminofenol (p.a.), sulfaguanidin (98%), kyselina Skoricova (98%) vsetky (Thermo
Fisher Scientific, Acros Organics, USA). Standardy labetalol, takrin a remacemid

boli dostupné vo forme hydrochloridu.

4.5 Priprava vzoriek a mobilnych faz

Boli pripravené zasobné roztoky skimanych latok v metanole o koncentracii
1 mg/ml. Ich desatndsobnym riedenim ultra ¢istou vodou boli do vialiek pripravené
roztoky k HPLC analyze, o koncentracii 0,1 mg/ml.

MF bola tvorenda ACN a vodnym roztokom pufru. Boli pripravené tri pufry:
MOPS, HEPES a fosfatovy pufor (d’alej v praci oznaceny ako FOS), vSetky o celkovej
koncentracii 0,01 mol/l. Pufor MOPS a HEPES boli pripravené navazenim presne
vypocéitaného mnozstva latky, jeho naslednym rozpustenim vo vode a doplnenim vodou
na pozadovany objem. Fosfatovy pufor bol pripraveny z vypocitaného objemu 85%
kyseliny fosfore¢nej a doplneny vodou na pozadovany objem. pH bolo ur¢ené pomocou
pH metru, ktory bol pred meranim kalibrovany pomocou Standardnych kalibraénych
pufrov o pH 4,00 a 7,00. Nasledne bolo pH pufrov upravené pomocou 50% roztoku
hydroxidu draselného a35% kyseliny chlorovodikovej na hodnotu 7,4 a pufry
boli odplynené na ultrazvuku po dobu 15 minut.

Po sérii merani, kde sa ako MF pouzil ACN adany pufor, bola metodika
prevedend na MF s pridavkom n-oktanolu, kedy bolo do ACN aj do pufrov pridané
0,25 % (v/v) n-oktanolu a takto pripravena MF sa nechala sytit’ priblizne 24 hodin.

4.6 Separacné podmienky

Pri vSetkych meraniach bol pouzity rovnaky linearny gradient 0 objemovom
zlozeni a prietoku MF, ktoré st uvedené v Tab. 2. UV detekcia bola v rozmedzi
210 — 500 nm. Davkovanie vzorky bolo vykonavané pomocou autosampleru

s nastrekom 5 pl.
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Tab. 2 Separa¢né podmienky

Cas [min]

Pufor [%]

ACN [%]

Prietok [ml/min]

0

95

5

0,6

13:00

20

80

0,6

13:20

95

5

0,6

15:00

95

5

0,6
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Obr. 5 Profil pouzitého gradientu
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5  VYSLEDKY a DISKUSIA

5.1 Vyvoj metodiky

Ako uz bolo uvedené (Kapitola 3.2.2.1. — Stanovenie log D/log P pomocou RP-
HPLC), log D respektive log P sa stanovuje pomocou série izokratickych merani
S roznym percentudlnym zastipenim organického rozpustadla voci vodnej zlozke MF,
naslednym vypoc¢tom kapacitného faktora k z reten¢nych dat a jeho extrapolaciou na k.
Nevyhodou tohto postupu je, Ze vyzaduje pomerne dlhy ¢as na stanovenie jednej latky.
Hlavnym cielom bolo preto pokusit sa navrhnut a otestovat metdédu stanovenia
distribu¢ného koeficientu, ktora by skratila cas potrebny k stanoveniu jednej latky
a zaroven by umoziovala stanovovat’ latky r6znej chemickej Struktury a vlastnosti.

Preto bola navrhnutd metéda, kde sa pouzila takmer vodna MF,
ktord by odstranovala nutnost’ viacnasobné¢ho merania latky s naslednou extrapolaciou
k na 100% vodnu fazu a priamo z nameranych retenénych ¢asov by poskytovala
informaciu o log kw z jediného merania. MF pozostavala z vodnej zlozky a malého
percenta organického rozpustadla (0 — 10 %). Ako vodné zlozka bol pouzity fosfatovy
pufor (FOS) o celkovej koncentracii 0,01 mol/l. Ako organicky modifikator bol pouzity
MeOH, kedze v literatare bol popisany ako najvhodnejSie organické rozpustadlo
pre stanovenie log D. K otestovaniu bolo vybranych 6 latok sroéznou chemickou
Struktirou as Sirokym rozsahom hodnét log P (histidin -3,32; tyrozin -2,26;
acetaminofenol 0,46; nikotin 1,17; kyselina Skoricova 2,13; takrin 2,71). Tychto 6 latok
bolo postupne analyzovanych izokratickou eliciou s pouzitim MF tvorenou FOS
s pridavkom 10, 5, 3 a0 % MeOH. Bola pouzita koléona XSelect HSS T3 XP,
S parametrami charakterizovanymi v Kapitole 4.3. a prietok MF 2 ml/min.

Na zéklade chromatografického spravania latok a nameranych retencnych dat,
sa tento postup ukdzal byt nevyhovujuci, nakolko latky polarnejSieho charakteru
(histidin, tyrozin a acetaminofenol) neboli na koléne zadrzované a boli tak vymyvané
z kolony v mftvom case. Naopak, latky menej polarne (takrin a kyselina Skoricova),
boli vzhl'adom na nizku elu¢nt silu MF na koléne zadrzované vo velkej miere
akich analyze by bol potrebny neprimerane dlhy cas. Uspokojivy retencny cas
bol dosiahnuty len pre nikotin, ktorého retencny cas aj pri 100% vodnej faze bol kvoli
horsej opakovatel'nosti analyz medzi 2 — 3 min. Na tomto priklade mozno vidiet’ d’alsi

problém, ato meniace sa retencné casy latky pri jej opakovanom néstreku,
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ateda zhorsenie opakovatelnosti analyzy, o bolo spdsobené vysokym a nestalym
pracovnym tlakom v chromatografickom systéme.

Z tychto dovodov bolo navrhnuté pouzitie gradientovej elicie, ktord vyuziva
meniace sa zlozenie MF v priebehu analyzy tak, ze sa postupne zvysuje eluc¢na sila MF,
atym sa docieli elucia aj menej polarnych latok v primeranom case. Bol zvoleny
a otestovany linearny gradient s Casom analyzy 15 minlt, pricom zvoleny gradient
bol natol’ko robustny, ze sa oCakavalo, ze bude vhodny pre stanovenie ako lipofilnych
latok, tak latok menej lipofilnych. Vsetky testované latky, ¢i uz nepolarnejsie alebo viac
polarne boli z kolony vymyvané v ¢ase 0,5 — 10 minat, ¢im sa preukazala vhodna
elucna sila zvoleného gradientu. Na zaklade tohto testovania bol tento gradient zvoleny

pre d’alSie analyzy.
5.2 Stanovenie log P pomocou RP-HPLC s gradientovou eliciou

Pre experiment bolo vybranych 9 latok, ktoré predstavovali Standardy.
Standardné latky boli vyberané tak, aby pokryvali réznu chemicki $truktiru a zaroven
spliiovali poziadavku pokrytia Sirokého rozsahu hodnét log P. Néazov, chemicku
Struktiru a vlastnosti tychto latok prehl'adne zobrazuje Tab. 1.

MF bola tvorend vodnou a organickou zlozkou. Ako vodna zlozka boli pouzité
tri pufry: MOPS, HEPES aFOS. pH pufrov bolo upravené na hodnotu 74,
ktoré sa pre stanovenie lipofility pouziva vel'mi €asto, vzhl'adom na to, Ze tato hodnota
odpoveda fyziologickému pH krvi. Ako organickd zlozka MF boli pouzit¢ MeOH
a ACN, ktoré boli v literatire popisané ako najCastejSie pouzivané organické
rozpustadla pre stanovenie lipofility. Po tuvodnych analyzach s pouzitim MeOH
ako zlozkou MF sa vsak ukazalo, Ze dochadza ku velkému kolisaniu tlaku
v chromatografickom systéme v priebehu analyzy, ¢o malo vplyv na retencné Casy
analyzovanych latok a opakovatelnost’ analyzy. Z tohto dovodu sa v d’alSich analyzach
ako organicka zlozka MF pouzival len ACN.

Kazda z latok bola analyzované na danej koldne a pri danom zloZeni MF celkom
5 krat. Latky boli analyzované najskér pri troch roznych MF: ACN/MOPS,
ACN/HEPES, ACN/FOS. Nasledne bol do MF pridany n-oktanol a latky boli znovu
analyzované pri nasledujtcich troch r6znych MF: ACN/MOPS + oktanol, ACN/HEPES
+ oktanol a ACN/FOS + oktanol. Pre ivodné experimenty bola zvolena kolona XSelect

HSS T3 XP. Nasledne sa robustnost’ experimentalnych podmienok overila na kolone
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Kinetex® C18. Specifikacie tychto kolén st uvedené v kapitole 4.3.
Experimentalne podmienky vratane zvoleného gradientu su blizsie popisané v kapitole
4.6. Analyza latok, vybranych ako Standardy, posluzila k vypoctu kapacitného faktora.
Jeho naslednou korelaciou s tabul’kovymi hodnotami ich log P bola vytvorena regresna
zavislost, na zéklade ktorej bolo mozné vypocitat experimentalne ur¢eni hodnotu
log Pexp. pre tri vybrané latky — ibuprofén, tryptofan a nikotin (Struktaru

aich vlastnosti popisuje Tab. 3) a porovnat’ ho s tabul’kovymi hodnotami 10g Ptap.

Tab. 3 Struktira a vlastnosti analyzovanych latok

NAZOV LATKY | Mr[g/mol] | pKa | LogP | CHEMICKA STRUKTURA
CHj
OH
Ibuprofén 206,29 491 | 3,97 CHj
H3C ©
NH»>
OH
Tryptofan 204,23 7,38 | -1,06 \ ¢
N
H
Nikotin 162,24 850 | 1,17 NN
N/ CH3

5.3 Retencné charakteristiky a Statistické ukazovatele

Pre experiment boli sledované vybrané chromatografické parametre:
e Reten¢ny cas
e Mrtvy retenény Cas

e Kapacitny faktor vypocitany podl'a rovnice (8)
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Pomocou nameranych dat boli nasledne vypocitané nasledujtice Statistické ukazovatele:

e Aritmeticky priemer

tp =

Sk

' i tri (15)
i=1

e Smerodajna odchylka

n—1

1 < _
S = : z (tr: — tR)Z (16)
n=1

kde n je podet merani, tp je aritmeticky priemer retenénych casov a t; predstavuje

retencny Cas pre kazdu latku.

e Absolutna chyba
A= |p-X| (7)
¢ Relativna chyba
4 -100
R=——
il

(18)

kde ¢len u predstavuje skutoénu hodnotu (log Pwp) aclen X je priemerna

experimentalna hodnota (log Pexp.).

e (Odrahlé body
Pre vylucenie odl'ahlych bodov zo suboru hodndt existuji dva testy: (1) Grubsov
test pre rozsiahle stibory a (2) Dean-Dixonov test pre sibory obsahujice 1 — 30 hodnot.
Ked'Ze kazda z analyzovanych latok bola merand 5 krat, pre vypocet odl'ahlych bodov

bol pouzity Dean-Dixonov test s nasledujiicim testovacim kritériom:

_ Xn T (xn—l)
W=

Clen x, je hodnota, ktora je povaZzovand za potencidlne odlahla. V tabulkich

(19)

pre kritické hodnoty testu bola na hladine vyznamnosti a = 0,05 ndjdena kriticka
hodnota Q; pre n stupiov volnosti (n=5) aV pripade, ze Q; > Q,, mozno bod

povazovat za odl'ahly a bol tak vyluéeny zo suboru.*
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54 Regresné modely — Kolona XSelect HSS T3 XP - W

Na koléne W boli Standardné latky analyzované postupne pri 6 roznych MF.
Kazda z latok bola analyzovand 5 krat, pricom priemerny reten¢ny ¢as trpriem. bol ureny
podl'a rovnice (15). Z neho bol nasledne vypocitany logaritmus kapacitného faktora log
Kpriem. podl'a rovnice (8). Na zaklade tychto dat bol vytvoreny graf zavislosti medzi
tabul’kovym log P a log Kpriem., ¢im sa ziskala rovnica regresie pre dané zlozenie MF.
Namerané a vypocitané data pre latky pri danom zlozeni MF su pre prehladnost
uvedené v prilohe Tab.10 — 15.

Ako mozno vy¢itat z grafov (Obr. 6 — 11) koeficient determinicie R? sa
pohyboval v rozmedzi 0,7332 — 0,8497. Najvyssi R? bol dosiahnuty pri zlozeni MF
ACN/HEPES + okt. (0,8497) a ACN/FOS + okt. (0,8497). V literatire?®? bolo
popisané, ze pridavkom n-oktanolu do MF doslo k zlepSeniu korelacie medzi log P
a log k. Na kolone W bolo toto tvrdenie potvrdené len Ciastocne, kedy pri zlozeni MF
ACN/HEPES + okt. a ACN/FOS + okt. bolo naozaj pozorované malé zlepSenie
tejto korelacie. TaktieZ je zaujimavé, ze pridavkom n-oktanolu do MF doslo k zlepSeniu
korela¢ného vztahu pre urcitu skupinu latok: (1) pre latky viac lipofilné pri zlozeni MF
ACN/MOPS + okt. (2) pre skupinu latok menej lipofilnych pri MF ACN/FOS + okt.
Dalej mozno pozorovat’ (Obr. 6 — 11), Ze korelacia medzi log P a log k je napriek
ur¢itym odchylkam, linearna. V analyze bola najvécsia odchylka od linearity tohto
regresného modelu korelacie pozorovana u kyseliny Skoricovej (log P 2,13; pKa 4,4),
ato pri kazdom testovanom zlozeni MF (Obr. 6 — 11). Mozno predpokladat,
ze dovodom by mohlo byt zvolené pH pufrov tvoriacich vodnu zlozku MF, pretoze
vSetky analyzované latky mali vlastnosti slabej bazy, kym kyselina Skoricova je slaba

kyselina.
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Obr. 6 Zavislost log Kpriem. — l0g P pri zlozeni MF ACN/MOPS na kolone W
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Obr. 7 Zavislost log Kpriem. — l0g P pri zlozeni MF ACN/MOPS + okt. na koléne W
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Obr. 8 Zavislost’ log Kpriem. — l0g P pri zloZeni MF ACN/HEPES na kolone W
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Obr. 10 Zavislost log Kpriem. — log P pri zlozeni MF ACN/FOS na kolone W

24,00
oo
e}
3,00 o ..o
o
°
2,00 L4
1,00 o y = 3,0456x - 0,192
e ® R? = 0,8497
0,00 -
-0,50 ..+0,00 0,50 1,00 1,50
o |0g kpriem.
71,00
[ ]
-2,00

Obr. 11 Zavislost’ log Kpriem. — log P pri zlozeni MF ACN/FOS + okt. na kolone W
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5.5 Regresné modely — Kolona Kinetex® C18 — K

Po experimentoch na kolone W bola metodika prevedena na kolénu K. Analyza
a vyhodnocovanie dat prebiehalo rovnako ako na koléne W. Namerané a vypocitané
data su opat’ pre prehl'adnost’ uvedené v prilohe Tab. 16 — 21.
Z grafov (Obr. 12 — 17) mozno vy¢itat, Zze koeficient determinacie R? sa pohyboval
vrozmedzi 0,7863 — 0,8445, pricom najvyssi bol dosiahnuty pri zlozeni MF
ACN/MOPS (0,8445). Na kolone K zlepSenie korelacie medzi log P a log k pridavkom
n-oktanolu do MF nebolo pozorované. Podobne ako u kolony W, bola opét’ pozorovana
vyrazna odchylka od linearity u kyseliny Skoricove;.

U oboch kolon bolo dosiahnutej dobrej opakovatelnosti, nakol’ko retenéné ¢asy
jednej latky pri opakovanom nastreku sa 1iSili len minimdlne, ¢o je vidiet

na smerodajnych odchylkach v tabulkach 10 — 21 uvedenych v prilohe.

a 4,00
[eT]
ke
3,00 °o .9
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Obr. 12 Zavislost’ log Kpriem. — l0g P pri zlozeni MF ACN/MOPS na kolone K
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Obr. 15 Zavislost’ log Kpriem. — l0g P pri zlozeni MF ACN/HEPES + okt. na kolone K
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Obr. 17 Zavislost log Kpriem. — l0g P pri zlozeni MF ACN/FOS + okt. na kolone K
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5.6 Aplikacia experimentilnych podmienok na vybrané latky

Experimentalne podmienky pouzité¢ pre Standardné latky boli nasledne pouzité
k analyze troch vybranych latok — ibuprofénu, tryptofanu a nikotinu. Namerané
a vypocitané hodnoty pre tieto latky pri roznom zlozeni MF a na kolénach W a K su

prehl'adne zobrazené v tabul’kach 4 — 6.

Tab. 4 Namerané data a vypocitané hodnoty pre ibuprofén

IBUPROFEN
Mobilna faza Koléna tm tRpriem. kpriem. log kpriem. S ['10-3]
oS W | 044 | 551 | 11532 1,062 0,47
K 026 | 421 | 15,192 1182 2.20
W | 059 ]| 527 | 7,932 0,899 0,01
NGRS < @ideinel K 025 | 366 | 13,632 1135 0,57
EPES W | 060 ]| 528 | 7,803 0,892 121
K 025 | 380 | 14184 1,152 2,69
W | 059 | 521 | 7,831 0,894 0,66
AZPES & ELEe! K 024 | 363 | 14,125 1,150 1,60
co W | 059 ]| 541 | 8173 0,912 0,40
K 022 | 399 | 17,127 1234 126
£05 + oxtano) W | 059 ]| 545 | 8241 0,916 0,40
K 022 | 389 | 16,682 1222 0,01

Tab. 5 Namerané data a vypocitané hodnoty pre tryptofan

TRYPTOFAN
MOb“né féza KO|6na tM tRpriem_ kpriem, Iog kpriem. S ['10-3]
OPS W 044 | 187 | 3255 0,512 254
K 026 | 063 | 1438 0,153 33,87
W 059 | 1,75 | 1,963 0,294 412
NI s G K 025 | 056 | 1,256 0,093 755
EPES W 060 | 1,84 | 2122 0,315 2,93
K 025 | 058 | 1,328 0,121 10,99
W 059 | 1,76 | 1,990 0,297 6,20
AIEPES > G K 024 | 056 | 1,344 0,125 13,58
o W 059 | 1,75 | 1,969 0,294 1,67
K 022 | 061 | 1,773 0,249 0,01
05 + oktanol W 059 | 1,77 | 2,003 0,301 1,64
K 022 | 054 | 1,455 0,163 0,01
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Tab. 6 Namerané data a vypocitané hodnoty pre nikotin

NIKOTIN
Mobilna faza Koléna tm trpriem. kpriem. log kpriem. S ['10-4]

MOPS w 0,44 2,96 5,578 0,758 0,01
K 0,26 1,61 5,192 0,715 2,27
w 0,59 3,24 4,492 0,652 0,01
MOPS + oktanol K 025 | 1,91 | 6640 | 0,822 0,01
HEPES W 0,60 3,93 5,654 0,744 0,58
K 0,25 2,30 8,575 0,914 2,76
w 0,59 3,74 5,346 0,727 2,09
HEPES + oktanol K 024 | 2,24 | 8333 0,921 2,82
FOS w 0,59 3,34 4,661 0,668 0,01
K 0,22 1,87 7,500 0,875 1,86
FOS + oktanol w 0,59 3,42 4,800 0,681 0,69
K 0,22 1,87 7,500 0,875 0,01

Dosadenim experimentalne  ziskaného kapacitného faktora log  Kpriem.

do regresnych rovnic grafov pre prislusnt MF (Obr. 6 — 17) bol vypocitany

experimentalny log Pexp., ktory bol nasledne porovnany s tabul’kovou hodnotou log Ptab.

abola uréena relativna chyba stanovenia podla rovnice (18). Vysledky zobrazuja

tabulky 7 — 9.

Tab.7 Porovnanie experimentalne ziskaného (log Pexp) atabulkového (log Prab.)

rozdel'ovacieho koeficientu pre ibuprofén

IBUPROFEN
Mobilna faza Koldna LOg Pexp. Log P:ab. Rel. chyba [%]
W 2,73 31,2
MOPS K 2,70 31,9
W 2,67 32,7
MOPS + oktanol K 2.70 320
HEPES w 2,54 36,1
K 2,70 397 32,1
HEPES + oktanol w 2,60 ' 34,4
K 2,72 31,5
W 2,45 38,3
FOS K 2,74 30,9
W 2,60 34,6
FOS + oktanol K 2,75 308
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Tab.8 Porovnanie experimentalne ziskaného (log Pexp.) atabulkového (log Ptab.)

rozdel'ovacieho koeficientu pre tryptofan

TRYPTOFAN
Mobilna faza Kolona LOg Pexp. Log Ptab. Rel. chyba [%]
W 0,77 172,8
MOPS K 0,64 160,8
w 0,88 183,4
MOPS + oktanol K 0,79 174.7
HEPES w 0,86 181,1
K 0,67 106 163,3
HEPES + oktanol w 0,85 ’ 180,2
K 0,79 174,3
W 0,84 179,1
FOS K 0,48 145,0
W 0,72 168,4
FOS + oktanol K 0,48 1455

Tab.9 Porovnanie experimentalne ziskaného (log Pexp.) atabulkového (log Ptab.)

rozdel'ovacieho koeficientu pre nikotin

NIKOTIN
Mobilna faza Koléna LOg Pexp. Log Ptav. Rel. chyba [%]
w 1,65 41,0
MOPS K 1,77 51,2
W 1,94 66,0
MOPS + oktanol K 213 81,9
HEPES W 2,11 80,1
K 2,23 117 90,4
W 2,11 ’ 80,7
HEPES + oktanol K 229 95 6
W 1,82 55,2
FOS K 1,92 63,9
W 1,88 60,8
FOS + oktanol K 201 714

Z vysledkov je viditel'né, Ze v pripade ibuprofénu bola dosiahnutd priemerna
relativna chyba 33,0 %, v pripade nikotinu 69,9 % av pripade tryptofanu bola
priemerna relativna chyba 169,0 %. Mozno teda usudzovat, ze len v pripade ibuprofénu
zvolené experimentalne podmienky poskytovali relativny odhad lipofility. Dalo by sa
uvazovat, ze vysledky su ovplyvnené lipofilitou latok, nakol'’ko na rozdiel od nikotinu
(log P 1,17) atryptofanu (log P -1,06) je ibuprofén latka viac lipofilna
(log P 3,97). U korelacnych zavislosti standardov (Obr. 6 — 17) taktiez mozno sledovat’
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podobny trend, kedy pri odliSnom zlozeni MF sa vo vécSine pripadov od linearnej
regresnej priamky v mensej miere odchyluju viac lipofilné latky ako latky menej
lipofilnej povahy. Je nutné dodat’, Ze zloZzenie MF a vyber kolony pre tieto tri latky malo

len maly vplyv na relativnu chybu stanovenia.
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6 ZAVER

Tato bakalarska praca poskytuje prehladnti literdrnu reSer§ zamerant
na moznosti stanovenia distribu¢ného koeficientu D respektive rozdelovacieho
koeficientu P, pricom st diskutované vyhody inevyhody jednotlivych metod. ReSers
poskytuje prehl'ad jednak priamych metdd trepania, pomalého miesania, mikro trepania
a automatizovanej dosky, ale aj nepriame metédy stanovenia pomocou
chromatografickych metéd s doérazom kladenym na vysokoucinnu kvapalinova
chromatografiu na obratenych fazach.

Ked'ze je Cas, potrebny k experimentalnemu stanoveniu log P/log D jedne;j latky
pomocou RP-HPLC vd’aka viacndsobnej izokratickej elucii, relativne dlhy, bola tato
praca zamerand na snahu navrhnut také experimentdlne podmienky, ktoré by cas
analyzy jednej latky vyrazne znizili a zaroveii by umoziiovali analyzu latok, ktoré maji
aj vyrazne odliSné vlastnosti. Bol navrhnuty experiment, kde sa ako MF pouzila takmer
vodna zlozka, bohuzial' tato metdoda neposkytovala jednak rychlu analyzu viac
lipofilnych latok, a taktiez dobri opakovatelnost retenénych c¢asov v opakovanych
meraniach. Preto bol zvoleny postup vyuzivajici gradientovi elaciu, ¢im sa
predpokladala eltcia aj viac lipofilnych latok v prijatelnom ¢ase. Po zvoleni vhodného
gradientu boli pri rdéznych experimentdlnych podmienkach na dvoch kolénach
otestované vybrané Standardné latky stak rozdielnymi fyzikalno-chemickymi
vlastnostami, aby sa dalo uvazovat’ o univerzalnosti tohto postupu. Na zdklade ich
chromatografickych dat bolo vytvorenych niekol’ko regresnych modelov, ktoré boli
pouzité¢ k vypoctu experimentdlne ziskaného log P pre vybrané latky. Na zaklade
porovnania s tabul’kovou hodnotou log P bola uréena relativna chyba stanovenia.

Nastavené experimentdlne podmienky poskytovali rychlu analyzu (15min)
anizke smerodajné odchylky retenénych casov latok pri ich opakovanom nastreku
ukazovali dobri opakovatelnost. Najlepsi regresny model na oboch koldnach bol
dosiahnuty pri zlozeni MF ACN/MOPS a ACN/FOS + okt., oba s R? > 0,842. Napriek
tomu vypocet experimentdlne stanoveného log P nepriniesol tuplne uspokojivé
vysledky, kedy relativna chyba u nikotinu bola 69,9 % a u tryptofanu 169,0 %. Jedine
U ibuprofénu poskytovali aplikované podmienky relativny odhad lipofility,
S priemernou relativnou chybou 33 %. Na zaklade tychto informécii moZno povedat’, ze

sa nepodarilo Uplne naplnit’ podmienku univerzalnosti testovanej metody.
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8 PRILOHY

Tab. 10 Namerané data a vypocitané hodnoty pri MF ACN/MOPS na koléne W

Nazov Iétky tm | tre | tR2 | tr3 | tra | trs | tRpriem. kpriem. |0g kpriem. S ['10-3]
REMACEMID 0,4416,4316,32|6,32(6,32|6,32| 6,34 |13,414 1,128 3,60
KLARITROMYCIN |0,42|7,73|7,68|7,72|7,66|7,61| 7,68 |17,286 1,238 2,90
SULFAMETOXAZOL |0,46{1,96|1,95|1,95|1,96|1,95| 1,95 | 3,248 0,512 1,59
ACETAMIDOFENOL | 0,4411,89(1,921,91(1,90({1,89| 1,90 | 3,323 0,521 3,87
TAKRIN 0,44|3,67(3,68|4,26|3,66|3,66| 3,67 | 7,341 0,866 1,29
LABETALOL 0,44\5,17|5,17|5,18 5,16 |5,16| 5,17 |10,745 1,031 0,77
SULFATIAZOL 0,442,4212,43|2,3412,35|2,35| 2,38 | 4,405 0,644 9,65
KYS. SKORICOVA |0,44|2,33|2,33|2,33(2,33(|2,33| 2,33 | 4,295 0,633 0,01
SULFAGUANIDIN |0,44|0,89|0,89(0,89|0,89/0,89| 0,89 | 1,023 0,010 0,01

* hodnota oznacena ¢ervenou farbou je odl'ahly bod urc¢eny podl'a rovnice (19)

Tab. 11 Namerané data a vypocitané hodnoty pri MF ACN/MOPS + okt. na kolone W

Nazov |étky tm tr1 | tr2 | trs | tra | trs | tRpriem. kpriem. |Og kpriem. S ['10-3]
REMACEMID 0,61 |6,56|6,61/6,61/6,61|6,62| 6,60 | 9,823 0,992 1,73
KLARITROMYCIN | 0,62 |7,74|7,78|7,73|7,72 (7,73 | 7,74 |11,484 1,060 1,43
SULFAMETOXAZOL | 0,59 |1,47(1,48|1,47|1,48|1,48| 1,48 | 1,502 0,177 2,69
ACETAMIDOFENOL| 0,59 {1,81(1,81|1,81|1,81(1,81| 1,81 | 2,068 0,316 0,01
TAKRIN 0,59 [4,04|4,04(4,03(4,04|4,04| 4,04 | 5,844 0,767 0,56
LABETALOL 0,59 |5,42|5,42(5,42|5,42|5,43| 5,42 | 8,190 0,913 0,40
SULFATIAZOL 0,59 [2,2412,22(2,2312,22(2,23| 2,23 | 2,776 0,443 2,22
KYS. SKORICOVA | 0,59 |1,95|1,94|1,96/1,96|1,96| 1,95 | 2,312 0,364 2,85
SULFAGUANIDIN | 0,59 |0,86|0,86|0,85|0,86|0,86| 0,86 | 0,454 -0,343 7,33

Tab. 12 Namerané data a vypocitané hodnoty pri MF ACN/HEPES na kolone W

Nazov |étkv twm tr1 | tr2 | tr3 ‘ tra | trs | trpriem. kpriem. |0g kpriem. S ['10-3]
REMACEMID 0,611732(7,22(7,23|7,20|7,19| 7,23 | 10,856 1,036 3,38
KLARITROMYCIN | 0,62 9,26 |9,25|9,26|9,25(9,25| 9,25 | 13,926 1,144 0,28
SULFAMETOXAZOL | 0,59 { 1,48 1,48|1,50(1,49/1,49| 1,49 1,522 0,182 4,04
ACETAMIDOFENOL | 0,59 ({1,9411,93|1,91|1,92|1,92| 1,92 2,261 0,354 3,71
TAKRIN 0,59 | 4,26 4,27 | 4,26 (4,28 14,26 | 4,27 6,231 0,795 1,06
LABETALOL 0,59 |5,585,58(5,595,57|5,58| 5,58 8,458 0,927 0,62
SULFATIAZOL 0,59 2,17(2,17(2,16 2,16 |1 2,16 | 2,16 2,668 0,426 1,51
KYS. SKORICOVA | 0,59 |2,222,22|2,21(2,23(2,20| 2,22 2,756 0,440 3,05
SULFAGUANIDIN | 0,59 |0,88|0,87|0,87|0,88(0,87| 0,87 | 0,481 -0,318 8,35
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Tab. 13 Namerané data a vypocitané hodnoty pri MF ACN/HEPES + okt. na kolone W

Nazov Iétky tm tr1 | tR2 | tr3 | tra | trs |tRpriem. kpriem. |0g kpriem. S ['10-3]
REMACEMID 0,59 (6,89(6,95(6,96|6,96|6,96| 6,94 |10,769 1,032 2,09
KLARITROMYCIN | 0,60 |8,01|8,01(8,03|8,01|8,01| 8,01 |12,357 1,092 0,52
SULFAMETOXAZOL| 0,59 (1,49(1,49|1,48|1,46|1,49| 1,48 | 1,512 0,180 6,40
ACETAMIDOFENOL | 0,59 |1,85(1,84|1,85|1,85(1,85| 1,85 | 2,132 0,329 1,55
TAKRIN 0,59 (4,16 (4,17 |4,17|4,17|4,16| 4,17 | 6,061 0,783 0,67
LABETALOL 0,59 |5,47|5,47|5,46|5,46|5,47| 5,47 | 8,264 0,917 0,49
SULFATIAZOL | 0,59 |2,10(2,10(2,10|2,09|2,10| 2,10 | 2,556 | 0,408 1,29
KYS. SKORICOVA | 0,59 |2,16(2,16(2,16(2,17|2,16| 2,16 | 2,664 0,426 1,23
SULFAGUANIDIN | 0,59 |0,86(0,87|0,86|0,86 (0,87 | 0,86 | 0,464 -0,333 8,65
Tab. 14 Namerané data a vypocitané hodnoty pri MF ACN/FOS na koléne W
Nazov |étky tm tr1 | tr2 | tr3 | tra | trs | tRpriem. kpriem. ‘log kpriem. S ['10.3]
REMACEMID 0,55 16,89|6,87|6,88|6,89|6,87| 6,88 |11,509 1,061 0,69
KLARITROMYCIN | 0,57 {9,199,21|9,21|9,20|9,20| 9,20 |15,144 1,180 0,42
SULFAMETOXAZOL| 0,57 (1,19|1,19|1,87|1,19|1,19| 1,19 | 1,088 0,037 0,01
ACETAMIDOFENOL | 0,59 {1,84|1,84|1,84|1,84(1,85| 1,84 | 2,122 0,327 1,55
TAKRIN 0,59 [3,75|3,75|3,74 3,74 3,74| 3,74 | 5,346 0,728 0,75
LABETALOL 0,59 |5,28|5,27|5,27 |5,28 5,27 | 5,27 | 7,939 0,900 0,51
SULFATIAZOL 0,41 |{2,40|2,40|2,40|2,41(2,40| 2,40 | 4,859 0,687 0,97
KYS. SKORICOVA | 0,59 |2,47|2,47 | 2,47 |2,47|2,47 | 2,47 | 3,186 0,503 0,01
SULFAGUANIDIN | 0,59 |0,88|0,88|0,88|0,88|0,88| 0,88 | 0,492 -0,308 0,01

* hodnota oznacena ¢ervenou farbou je odl'ahly bod urc¢eny podl'a rovnice (19)

Tab. 15 Namerané data a vypocitané hodnoty pri MF ACN/FOS+ okt. na kolone W

Nazov |étkv tm tr1 | tr2 | tr3 | tra | trs | trpriem. kpriem. |0g kpriem. S ['10-3]
REMACEMID 0,56 [6,89(6,92(6,92|6,92|6,92| 6,91 |11,346 1,055 0,92
KLARITROMYCIN | 0,58 |8,23(8,23|8,24(8,23|8,23| 8,23 |13,193 1,120 0,25
SULFAMETOXAZOL| 0,58 |1,871,87|1,87 (1,87 (1,87 | 1,87 | 2,224 0,347 0,01
ACETAMIDOFENOL| 0,59 (1,85|1,86(1,841,83|1,85| 1,85 | 2,129 0,328 3,95
TAKRIN 0,59 |3,82(3,82/3,82|3,81|3,82| 3,82 | 5,471 0,738 0,60
LABETALOL 0,59 |5,33|5,32(5,33|5,33|5,32| 5,33 | 8,027 0,905 0,50
SULFATIAZOL 0,59 | 24 1(239(2,39|2,39|2,39| 2,39 | 3,054 0,485 1,08
KYS. SKORICOVA | 0,59 |2,49|2,49|2,48|2,48|2,48| 2,48 | 3,210 0,507 1,26
SULFAGUANIDIN | 0,59 |0,87|0,87|0,87|0,87|0,87| 0,87 | 0,475 -0,324 0,01
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Tab. 16 Namerané data a vypocitané hodnoty pri MF ACN/MOPS na kolone K

Nazov Iétky tm tr1 | tR2 | tr3 | tra | trs |tRpriem. kpriem. |Og kpriem. S ['10-3]
REMACEMID 0,26 |4,59| 4,6 1491(490|4,90| 4,78 |17,385 1,240 16,35
KLARITROMYCIN | 0,26 |8,05|8,05|8,05|8,05|8,04| 8,05 |29,954 1,476 0,25
SULFAMETOXAZOL | 0,26 (0,72|0,71|0,71|0,70|0,69| 0,71 | 1,715 0,234 11,14
ACETAMIDOFENOL | 0,26 |0,65|0,66(0,65|0,65|0,65| 0,65 | 1,508 0,178 4,92
TAKRIN 0,26 12,49|1,88|2,56(2,51|2,52| 2,52 | 8,692 0,939 5,64
LABETALOL 0,26 {3,93(3,95|3,95(3,92|3,92| 3,93 |14,131 1,150 1,79
SULFATIAZOL 0,26 |1,21(1,21|1,21{1,21|1,23| 1,21 | 3,669 0,565 4,05
KYS. SKORICOVA | 0,26 [0,92(0,93|0,93|0,91{0,92| 0,92 | 2,546 0,406 5,50
SULFAGUANIDIN | 0,26 |0,31|0,31(0,31|0,31|0,31| 0,31 | 0,192 -0,716 0,01

* hodnota oznac¢ena Cervenou farbou je odl'ahly bod uréeny podl'a rovnice (19)

Tab. 17 Nameran¢ data a vypocitané hodnoty pri MF ACN/MOPS + okt. na kolone K

Nazov |étky tm tr1 | tr2 | tr3 | tra | trs | trpriem. kpriem. |0g kpriem. S ['10-3]
REMACEMID 0,25 {4,50(4,89(4,89|4,89|4,88| 4,89 |18,550 1,268 16,95
KLARITROMYCIN | 0,25 |5,63|5,67|5,67|5,65|6,04| 5,66 |21,620 1,335 13,43
SULFAMETOXAZOL | 0,25 |0,46/0,46(0,47|0,46|0,46| 0,46 | 0,848 -0,072 9,04
ACETAMIDOFENOL | 0,25 {0,60/0,59|0,60|0,60{0,59| 0,60 | 1,384 0,141 6,90
TAKRIN 0,25 [2,7212,71(2,72|2,71(2,71| 2,71 | 9,856 0,994 0,97
LABETALOL 0,25 [4,01|4,01(4,01({4,01(4,01| 4,01 |15,040 1,177 0,01
SULFATIAZOL 0,25 |{0,82/0,82(0,82(0,81|0,82| 0,82 | 2,272 0,356 3,44
KYS. SKORICOVA | 0,25 |0,56|0,55|0,55|0,55/0,55| 0,55 | 1,208 0,082 6,37
SULFAGUANIDIN | 0,25 |0,30|0,30|0,30|0,30/0,30| 0,30 | 0,200 -0,699 0,01

Tab. 18 Namerané data a vypocitané hodnoty pri MF ACN/HEPES na kolone K

Nazov létkv tm tr1 | tR2 | trR3 | tra | trRs | tRpriem. kpriem. |0g kpriem. S ['10-3]
REMACEMID 0,25 |5,39(5,39/5,36(5,39|5,39| 5,38 |20,536 1,313 1,14
KLARITROMYCIN | 0,25 |6,94|6,99|6,95|6,95|6,90| 6,95 |26,784 1,428 2,08
SULFAMETOXAZOL | 0,24 |0,47|0,48/0,48/0,48|0,45| 0,47 | 0,967 -0,015 25,17
ACETAMIDOFENOL | 0,25 |0,66(0,66|0,73|0,72|0,73| 0,70 | 1,800 0,255 36,02
TAKRIN 0,25 |2,71|2,66(2,62(2,61|2,61| 2,64 | 9,568 0,981 7,80
LABETALOL 0,25 |3,88(3,91(3,90(3,90|3,89| 3,90 |14,584 1,164 1,36
SULFATIAZOL 0,25 |0,74|0,75(0,72|0,75|0,74| 0,74 | 1,960 0,292 10,97
KYS. SKORICOVA | 0,25 |0,72|0,69|0,69|0,69|0,70| 0,70 | 1,792 0,253 12,46
SULFAGUANIDIN | 0,24 |0,31|0,31|0,31|0,26|0,31| 0,31 | 0,292 -0,535 0,01

* hodnota oznac¢ena cervenou farbou je odl'ahly bod uréeny podl'a rovnice (19)
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Tab. 19 Namerané data a vypocitané hodnoty pri MF ACN/HEPES + okt. na kolone K

Nazov Iétky tm tr1 | tr2 | trs | tra | trs | tRpriem. kpriem. |Og kpriem. S ['10-3]
REMACEMID 0,24 |4,90|5,08|5,07|5,07|5,07| 5,07 |20,135 1,304 7,07
KLARITROMYCIN | 0,24 |5,73|5,74|5,74|5,75|5,74| 5,74 |22,927 1,360 0,56
SULFAMETOXAZOL | 0,24 |0,41/0,41|0,41|0,41|0,42| 0,41 | 0,719 -0,143 11,10
ACETAMIDOFENOL | 0,24 |0,59|0,58(0,58(0,60|0,59| 0,59 | 1,448 0,161 10,41
TAKRIN 0,24 (2,7012,70|2,68|2,70|2,71| 2,70 |10,240 1,010 1,94
LABETALOL 0,24 |13,91(3,93|3,92(3,92|3,92| 3,92 |15,344| 1,186 0,83
SULFATIAZOL 0,24 |10,69|0,69/0,69(0,70|0,69| 0,69 | 1,885 0,275 4,27
KYS. SKORICOVA | 0,24 [0,65|0,65|0,65|0,65|0,65| 0,65 | 1,708 0,233 0,01
SULFAGUANIDIN | 0,24 |0,30(0,30|0,30|0,30|0,30| 0,30 | 0,250 -0,602 0,01

Tab. 20 Namerané data a vypocitané hodnoty pri MF ACN/FOS na kolone K

Nazov |étky tm tr1 | tr2 | tr3 | tra | trs | tRrpriem. kpriem. |Og kpriem. S ['10.3]
REMACEMID 0,22 |5,10|5,08 (5,08 5,08 |5,08| 5,08 |22,109 1,345 0,80
KLARITROMYCIN | 0,22 |6,75|6,75(6,75|6,75|6,75| 6,75 |29,682 1,472 0,01
SULFAMETOXAZOL | 0,23 |0,68|0,69|0,69/0,69(0,47| 0,69 | 1,989 0,299 4,77
ACETAMIDOFENOL | 0,22 |0,67|0,67|0,67|0,68|0,66| 0,67 | 2,045 0,311 6,83
TAKRIN 0,22 12,33|2,35(2,35(2,33|2,33| 2,34 | 9,627 0,984 2,24
LABETALOL 0,22 |3,83|3,83(3,82(3,82|3,82| 3,82 |16,382 1,214 0,66
SULFATIAZOL 0,22 (1,10f1,11|1,12|1,11 1,22 | 1,211 | 4,045 0,607 3,45
KYS. SKORICOVA | 0,22 [1,02(1,03(1,03|1,03|1,03| 1,03 | 3,673 0,565 2,41
SULFAGUANIDIN | 0,22 |0,32|0,32(0,32|0,32|0,32| 0,32 | 0,455 -0,342 0,01

* hodnota oznacena ¢ervenou farbou je odl'ahly bod urc¢eny podl'a rovnice (19)

Tab. 21 Namerané data a vypocitané hodnoty pri MF ACN/FOS + okt. na kolone K

Nazov |étkv tm tr1 | tR2 | tr3 | tra | trs | tRpriem. kpriem. |0g kpriem. S ['10-3]
REMACEMID 0,20 |4,784,97 (4,97 4,96 |4,96| 4,97 |23,825 1,377 7,70
KLARITROMYCIN | 0,20 |5,74|5,75|5,74|5,75|5,74| 5,75 |27,725 1,443 0,43
SULFAMETOXAZOL | 0,22 |0,58|0,58|0,58/0,58(0,57| 0,58 | 1,625 0,211 5,47
ACETAMIDOFENOL | 0,22 |0,59/0,58|0,580,58|0,58| 0,58 | 1,636 0,214 5,32
TAKRIN 0,22 12,31{2,30(2,30(2,30|2,30| 2,30 | 9,455 0,976 0,93
LABETALOL 0,22 |3,7613,77(3,79|3,76 (3,80| 3,78 |16,182 1,209 2,22
SULFATIAZOL 0,22 10,93/0,96{0,93|0,93|0,92| 0,94 | 3,250 0,512 9,13
KYS. SKORICOVA | 0,22 [0,91(0,91(0,74[0,92|0,94| 0,88 | 2,989 0,475 8,71
SULFAGUANIDIN | 0,22 |0,30|0,30(0,30|0,30|0,30| 0,30 | 0,364 -0,439 0,01

* hodnota oznac¢ena cervenou farbou je odl'ahly bod uréeny podl'a rovnice (19)
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