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ABSTRAKT
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Kandidat: Mgr. Lenka Komirkova
Skolitel: doc. PharmDr. Radim Kucera, Ph.D

Nazev rigordzni prace: Stacionarni faze na bazi iontovych kapalin pro separaci

necistot ibuprofenu

Rigordzni prace byla zamérena na stanoveni ibuprofenu a jeho 1ékopisnych necistot B,
E, F a] pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Analyza byla provedena
na kapilarni koloné SLB-IL 100 se stacionarni fazi na bazi iontové kapaliny -1,9-di(3-
vinyl-imidazolium)nonan bis(trifluormethyl)sulfonyl imidu.

Ibuprofen byl derivatizovan pomoci alkylchloroformiatu (isobutylchloroformiat,
ethylchloroformiat, heptafluorochloroformiat) za pritomnosti prislusného alkoholu
(isobutanol, ethanol, heptafluorbutan-1-ol). Derivatiza¢ni reakce probéhla tdspésné
uvSech pouZivanych derivatiza¢nich cinidel. AvsSak nejlepsi se jevilo pouziti
Nasledné byl zkouSeno mnoZstvi pridaného alkoholu, derivatizace ibuprofenu
v zavislosti na setrvani vzorku v ultrazvukové lazni a vliv rozpoustédla ibuprofenu
na derivatizaci a naslednou analyzu. Posléze byla vyvinutda metoda aplikovana
na analyzu lékopisnych necistot ibuprofenu v koncentracich 0,1 % pro necistoty F, B
a 0,15 % pro necistoty E a J. Byly testovany vybrané valida¢ni parametry.

Klicova slova: ibuprofen, plynova chromatografie, iontové kapaliny, derivatizace



ABSTRACT
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Title of diploma thesis: Stationary phase based on ionic liquids for separation of

ibuprofen impurities.

Rigorous thesis was focused on the determination of ibuprofen and its pharmacopoeial
impurities B, E, F and ] using gas chromatography coupled with mass spektrometry.
The analysis was performer on a SLB-IL 100 capillary column with a stationary phase
based on ionic liquid - 1,9-di(3-vinylimidazolium)nonane bis(trifluoromethy) sulfonyl
imide. Ibuprofen was derivatized with alkyl chloroformate (isobutyl chloroformate,
ethyl chloroformate, heptafluorochloroformate) in the presence of the appropriate
alcohol (isobutanol, ethanol, heptafluorobutan-1-ol). The derivatization reaction was
successful for all derivatizing agents used. However, the use of ethyl chloroformate
appeared to be the best due to the negligible amount of non-derivatized ibuprofen
residue. Subsequently, the amount of added alcohol, the derivatization of ibuprofen
depending on the retention of the sample in the ultrasonic bath and the influence of the
ibuprofen solution on the derivatization and subsequent analysis were investigated.
The developed method was applied to the analysis of pharmacopoeial impurities of
ibuprofen in concentrations of 0,1 % for impurities F, B and 0,15 % for impurities E
and J. Selected validation parameters were testes.

Key words: ibuprofenum, gas chromatography, ionic liquid, derivatization
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1 Uvod

Rigor6zni prace je zameérena na pouZiti iontové kapaliny jako stacionarni faze
v plynové chromatografii pro separaci necistot ibuprofenu.

Chromatografie je fyzikalni separa¢ni metoda, jejiZ principem je rozdilna distribuce
analytu mezi mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi.

Plynova chromatografie pouziva jako mobilni fazi plyn. Je vhodna predevSim pro
analyzu tékavych latek. V pripadech, kdy latka neni dostatecné tékava, ma Spatnou
tepelnou stabilitu, je hiifre detekovatelnd na urcitém typu detektoru, lze upravit
strukturu ptivodni latky pomoci chemické reakce - derivatizace. Derivatizovana latka
ma lepsi fyzikalné - chemické vlastnosti (napit. vyssi tékavost, stabilitu, atd.).

Iontové kapaliny (IL) jsou kapaliny sloZené z organického kationtu a organického nebo
anorganického aniontu. Maji vysoké wuplatnéni voborech chemie, biologie
Ci bioinZenyrstvi z divodu jejich vlastnosti - vysoka vodivost, chemicka a tepelna
stabilita ¢i nehorlavost. Dale se IL diky svym vlastnostem jako je vysoka viskozita,
moznost zmény selektivity (obména kombinace kationtd a aniontti) a vysoka tepelna
stabilita, pouZzivaji jako stacionarni faze v plynové chromatografii.

Hmotnostni spektrometrie ve spojeni s plynovou chromatografii je dnes jiZ rutinni
analytickd metoda, pri které je vzorek ionizovan v plynné fazi a vzniklé ionty jsou
separovany podle hodnoty podilu jejich hmotnosti a ndboje (m/z).

Teoreticka Cast rigorézni prace se zabyva plynovou chromatografii, iontovymi
kapalinami, hmotnostni spektrometrii, derivatizaci, nesteroidnimi antiflogistiky
a problematikou stanoveni 1ékopisnych necistot ibuprofenu.

Experimentalni ¢ast prace se vénuje optimalizaci podminek pro separaci necistot

ibuprofenu na iontovych kapalinach jako stacionarni fazi.



2 Teoreticka cast

2.1 Plynova chromatografie
Plynova chromatografie - Gas Chromatography (GC) patfi mezi unikatni
a vSestrannou separacni techniku. PouZziva se pro analyzu tékavych latek, které jsou
za zvySené teploty prevedeny na pary, aniz by doslo k jejich rozkladu. JestliZe vzorek
neni tékavy, lze ho prevést vhodnou chemickou reakci s derivatizacnimi cinidly
na tékavéjsi derivaty. (1)
Plynova chromatografie se pouziva v rtiznych oblastech. NiZe jsou uvedeny nékteré
piiklady:
1. Environmentalni analyza - analyza organickych latek znecistujicich vzduch,
vodu a odpadni vody.
2. Ropny primysl - GC zde slouZi k separaci a identifikaci komponent ropy
3. Klinické studie - Kklinické, farmaceutické a forenzni laboratote analyzuji 1éky
z moci, krve a jinych biologickych tekutin.
4. Potravinaisky primysl - stanoveni konzervacnich latek, antioxidantd,
primési. (2)
Pti plynové chromatografii se vzorek, ktery mtize byt plynny nebo kapalny, vstirikne
do injektoru, kde dojde pripadné k jeho zplynéni a dale je unaSen mobilni fazi kolonou,
kde se slozky vzorku oddéluji na zakladé jejich schopnosti distribuovat se mezi mobiln{
a stacionarni fazi.
Obrazek 1 znazornuje plynovy chromatograf, ktery se sklada z téchto ¢asti: zasobnik
mobilni faze, regulator tlaku a pritoku, davkovaci zarizeni (injektor), termostat,
chromatograficka kolona, detektor, PC s prisluSnym chromatografickym softwarem

pro ovladani chromatografu a vyhodnoceni jednotlivych chromatogramd. (3)



Obrazek 1 Plynovy chromatogram (prevzato a upraveno (3))

1 - zdroj nosného plynu, 2- regulace pritoku a tlaku, 3 - injektor - ndstrik vzorku,
4 - kolona v termostatu, 5 - detektor, 6 - zpracovdni vysledkii PC

211 Mobilni faze

Nejbéznéjsi mobilni faze pro GC jsou helium (He), vodik (H) a dusik (Nz). Tyto plyny
jsou chemicky inertni viic¢i vzorku i stacionarni fazi. Vybér nosného plynu je ur¢ovan
typem detektoru pristroje. Pritok u naplnovych kolonou je obvykle vrozmezi

25-150 ml /min, zatimco v kapilarnich kolonach je pritok 1-25 ml/min. (2)(4)

212 Regulace tlakti a priitoku

Nedilnou soucasti plynového chromatografu je regulator tlaku plynu. Ten umozZnuje
staly pritok nosného plynu kolonou a detektorem, bez ohledu na typ nosného plynu,
teplotu a rozméry kolony. Tlak je potom proménnou veli¢inou. Je nastaven tak, aby byl

pritok nosného plynu konstantni. (4)

2.1.3 Davkovaci zarizeni

Injektor (Obrazek 2) je misto, kde je aplikovan vzorek do proudu mobilni faze. Vzorek
je vstrikovan pres septum autosamplerem nebo rucné. Soucasti injektoru je sklenéna
vlozka (liner). Teplota musi dosahovat alesponi o 50 °C vic, neZ je teplota varu
analyzované latky. (2)(5)

Kapilarni kolony maji urcité omezeni, a to v mnozstvi vstrikovaného vzorku na kolonu.
Je to dano tim, Ze kapilarni kolony lehce dosahuji pretiZeni, které se projevi napriklad

neoddélenim pikt dvou analyzovanych latek, které maji blizky retenc¢ni Cas. PretiZeni



miiZzeme predejit napriklad dostatecnym naredénim vzorku nebo efektivnéjsi

metodou, a to zvySenim splitovaciho poméru ve split/splitless injektoru. Tento injektor

je rizen softwarové. Pred analyzou se nastavi split ratio (pomér toku splitovacim

ventilem a kolonou). Doporucené splitovaci poméry dle priiméru kapilarni kolony jsou

uvedeny v Tabulce 1. (6)

0,1 1:50 - 1:75
0,18-0,25 1:10 - 1:20

0,32 1:8 -1:15

0,53 1:2-1:5

Tabulka 1 Splitovaci poméry dle priiméru kapildrni kolony (6)

Vzorek muze byt nastiiknut pomoci tii technik:

a)

b)

Split - technika pro vstrikovani vzorku na kolonu, kde pouze malé mnoZstvi
vzorku je nasledné separovano na koloné (0,1-1 % vzorku
se analyzuje, zbytek vzorku je pomoci splitovaciho ventilu odvedeno
do odpadu). Nevyhodou této metody je diskriminacni efekt (nékteré slozky
vzorku, svysokou molekulovou hmotnosti, maji rozdilnou tékavost).
Z tohoto diivodu se pro kvantifikaci doporucuje pouzivat metodu vnitiniho
standardu nebo standardniho pridavku.

Splitless - technika, pri které cely davkovany objem vzorku je zaveden
strikackou pres septum do lineru. Objem par vzorku/rozpoustédla po jeho
odpareni nesmi piekrocit 50 % objemu lineru, z diivodu nebezpeci vzniku
tzv. ,backflash“ (Gnik vzorku mimo liner a nebezpeci kontaminace dalsiho
vzorku). V. momenté ddvkovani je uzavien déli¢ toku a cely vzore je unasen
nosnym plynem do kolony. PouZiva se u stopové analyzy nebo pri analyze
smési latek, které maji vyrazné odlisSny bod varu.

On column injection - primé vstriknuti tepelné nestabilniho vzorku

na kapilarni kolonu (2)(5)




SPLIT/ SPLITLESS INJEKTOR

= Oplach septa

. [ —
Nosny ?‘ N
P 14
——Splitovaci ventil

Vyhrivany blok —

Sklenény liner - Odpaiovaci komora

Obrdzek 2 Injektor ((prevzato a upraveno (7))

Kolona

214 Kolona
Chromatograficka kolona je mistem, kde probiha separace analytu mezi stacionarni
amobilni fazi. Aby bylo dosazZeno dobré separace analytu, je kolona uloZena

v termostatu. Pri isotermické metodé je v koloné udrZzovana konstantni teplota, ktera

vV

Nevyhodou isotermické metody je skutecnost, Ze teplota, kterd uprednostiiuje separaci
rozpusténych latek s nizkou teplotou varu, miizZe zpisobit nepiijatelné dlouhé retenc¢ni
Casy pro rozpusténé latky s vyssi teplotou varu. Dal$i moZnou teplotni metodou je
gradientova metoda, pfi nizZ se teplota po dobu separace méni. (2)

V plynové chromatografii rozeznavame zakladni dva druhy kolon kapilarni
a naplnova.

1. Naplnova kolona

Napliiova kolona je vyrobena ze skla nebo z nerezové oceli. Jeji délka je
obvykle 2-6 m, vnitini priimér 2-4 mm. Primérna velikost ¢astic 37-44 pm
az 250-354 pm. Kolona je naplnéna bud’ nosicem se zakotvenou kapalnou
fazi (GLC) nebo absorbentem (GSC). Napliové kolony jsou jiz nahrazovany

kapilarnimi kolonami, které maji vyssi uc€innost. (2)(8)(9)



2. Kapilarni kolona

Kapilarni kolony maji mnohem mensi priimér oproti napliiovym kolonam
a to 0,1-0,53 mm. Délka kolony muze byt az 100 m. Kolony jsou obvykle
kifemenné potazené ochrannym polymerem (polyimidem) z diivodu vyssi
pevnosti a pruznosti. (2)(8)(9)
Kapilarni kolony délime na tyto typy (Obrazek 3):
1. WCOT wall-coated open tubular - NejbéZnéjsi typ kolony. Obsahuje tenkou

vrstvu kapalné stacionarni faze, ktera je uvniti kolony.

2. SCOT support-coated open tubular - Obsahuje nosi¢ potaZeny tenkou

vrstvou kapalné stacionarni faze. V porovnani s WCOT ma vyssi kapacitu, ale
nizsi efektivitu.

3. PLOT porous layer open tubular - Je obdoba SCOT. Absorbent je zachycen

na vnitrni strané kapilary. (10)

A Cc
WCOT SCOT PLOT

Obrazek 3 Typy kapildrnich kolon (prevzato a upraveno (3))

2.15 Stacionarni faze

Stacionarni faze (SF) by méla byt chemicky inertni, teplotné stabilni, s nizkou tenzi par.
Nizka tenze par zabranuje ,krvaceni“ kolony (degradace SF a jeji Unik z kolony) pri
analyze za vysSich teplot. Dale je dulezita pritomnost polarnich/nepolarnich skupin.
Plati, Ze nepolarni 1atky se snadnéji separuji na nepolarni SF a polarni latky na polarni
SF. U kapilarnich kolon se vsoucasné dobé pouzivaji nejcastéji tri druhy SF:

polysiloxany, polyethylenglykoly a iontové kapaliny. (2)



1) Polysiloxanové SF

Zakladni jednotkou je methylsiloxanova jednotka s rliznym stupném polymerace.
Zakladni struktura polysiloxanové SF je na Obrazku 4. Polysiloxanové SF jsou
teplotné odolné a snadno se do jejich struktury zavadéji polarnéjsi skupiny (fenyl,
vinyl, kyanopropyl atp.). Maji Siroké rozmezi pouziti od velmi nepolarnich az po
velmi polarni SF. U nepolarnich SF je separace zaloZena predevsim na velikosti
molekul analytu a jejich tvaru. PouZivaji se pro separaci neutralnich aZ slabé
kyselych 1éciv. Stredné polarni faze se pouZivaji k separaci latek s nékolika - OH
skupinami (napf. steroidy). (11)

V porovnani siontovymi kapalinami je jejich nevyhodou aktivni hydroxylova
skupina (-OH), ktera zptisobuje tzv. ,back - biting“ reakce (intramolekularni reakce
koncovych skupin) v pritomnosti kysliku a vlhkosti. Dale dochazi k degradaci SF

a ,krvaceni”. (12)

R, Rs
OH S|i O S|I (0] H
R, Ra
X Ty

Obrazek 4 Polysiloxanovd SF (12)
2) Polyethylenglykolové SF
Polyethylenglykolové SF maji pouZiti hlavné jako polarni faze pro analyzu silné
bazickych soucenin.(11)
Zakladni struktura polyethylenglykolové SF je na Obrazku 5. Problematika
koncovych hydroxylovych skupin je stejnd jako u polysiloxanovych SF. Dalsi
nevyhodou oproti IL je jejich teplotni stabilita do 230 °C. (12)

OH—CH2—CH2+O—CH2—CHZ%O—CHZ—CHz—OH
n

Obrdzek 5 Polyethylenglykolovd SF (12)



3) Iontové kapaliny SF

Iontové kapaliny jako stacionarni faze jsou popsany v samostatné kapitole 2.3.4

2.1.6 Detektor
Posledni ¢asti plynového chromatografu je detektor. Detektor zaznamenava signal,
ktery odpovida fyzikdlnim nebo chemickym vlastnostem analyzované latky
separované na chromatografické koloné. Vysledkem je chromatogram, ktery ukazuje
velikost signalu v zavislosti na Case. Idealni detektor ma nékolik dlilezitych vlastnosti,
a to nizky detekcni limit, linedrni odezvu na Sirokou skalu koncentraci rozpusténych
latek, citlivost, selektivitu a rychlou odezvu. (2)(13)
V plynové chromatografii se pouziva nékolik typt detektorii:
1. Tepelné vodivostni detektor (TCD - Thermal conductivity detector)
TCD je univerzalni detektor, jehoZ principem je porovnani tepelné vodivosti
analytu s nosnym plynem. Slouzi k analyze anorganickych plynt a malych
molekul uhlovodiku. TCD nenici vzorek, ale mlze vykazovat nizsi citlivost
v porovnani s jinymi detektory. (14)(15)

2. Hmotnostni spektrometr (MSD - Mass selective detector)

Principem metody je ionizace latky v ionizacni komorte. Vzniklé ionty jsou
dale separovany a detekovany na zakladé poméru hmotnosti k naboji (m/z).
Kazdd latka mda charakteristickou fragmentaci na mensi ionty
a proto lze tuto metodu pouZit k identifikaci urcité latky. Pii identifikaci
neznamé latky ve vzorku mohou pomoci knihovny hmotnostnich spekter.
(2)(16)

3. Detektor elektronového zachytu (ECD - Electron capture detector)

Je prikladem selektivniho detektoru. Principem je ionizace mobilni faze
(obvykle N2) B zarenim (zdrojem ©3Ni). Vzniklé elektrony vedou elektricky
proud mezi dvéma elektrodami. Pokud se ve vzorku objevi analyt
s elektronegativni funkéni skupinou (halogen, nitroskupina) dochazi

k vychytavani elektroni a tim sniZeni proudu (signal na detektoru). (2)



4. Plamenoionizac¢ni detektor (FID - Flame ionization detector)

Principem metody je spalovani organickych sloucenin v kysliko-vodikovém
plameni a vznik iontti, které jsou nadale detekovany. FID je selektivni,

destruktivni detektor organickych sloucenin. (2)

2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd separa¢ni metoda, pii které je vzorek
preveden na ionizovanou plynnou fazi a vzniklé ionty jsou separovany podle hodnoty
podilu jejich hmotnosti a ndboje (m/z). (4)
Velmi vyznamnym prikopnikem této metody byl nositel Nobelovy ceny ].J. Thomson,
ktery v letech 1912-1913 studoval hmotnostni spektra atmosférickych plyni a dokazal
existenci izotopu 22Ne ve vzorku s 20Ne. DalSimi vyznamnymi osobnostmi, které ziskali
Nobelovu cenu ve spojeni s MS jsou F.W. Aston, W. Paul ¢i ].B.Fenn a K. Tanaka. (17)
V dnesSni dobé patii hmotnostni spektrometrie k nepostradatelné metodé, ktera se
pouziva ve farmaceutickém primyslu ve vSech fazich vyvoje 1é¢iva - objeveni ucinné
latky, zjiSténi struktury, syntéze, farmakokinetice, farmakodynamice a metabolismu
léciva. V klinické praxi se pouziva hmotnostni spektrometrie takika denné pfi
testovani télnich tekutin, ve kterych jsou obsazeny hledané komponenty v ritzné
koncentraci tzv. markery. Markery ndm mohou signalizovat naptiklad onemocnéni
rakovinou. Pri 1é¢bé rakoviny se dale mize sledovat obsah markerii v télni tekutiné
v zavislosti na davce 1éku tzv. jestli je 1é¢ba dostatecna ¢i nikoliv. Dalsi oblasti, ve které
se MS pouzivj, je Zivotni prostiedi. Pomoci MS se sleduje kvalita vody a vzduchu.
V neposledni fadé se MS pouZziva v biotechnologii kidentifikaci proteint, lipida
¢i polysacharidi. (17)
Hmotnostni spektrometr se sklada z nékolika ¢asti (Obrazek 6)

1) systém vstupu vzorku

2) iontovy zdroj (vznik ionti)

3) hmotnostni analyzator (separace iontli na zakladé m/z)

4) iontovy detektor

molekulami plynu)

6) pocitac (generovani dat, kontrola systému) (18)
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Obrdzek 6 Zakladni ¢dasti hmotnostniho spektrometru (4)

Analyt miZe byt ve formé kapaliny, pevné latky nebo plynu, ale do iontového zdroje
vstupuje v plynné formé. Vzorek miize byt zaveden do iontového zdroje primo nebo
do iontového zdroje usti vystup z kolony plynového chromatografu. V tomto pripadé
dochéazi k analyze jiz separovanych slozek vzorku. V iontovém zdroji jsou neutralni
molekuly vzorku ionizovany (vznikaji nabité castice). Vzniklé ionty jsou dale
transportovany do analyzatoru, kde jsou separovany na zakladé poméru hmotnosti
k naboji (m/z). Poté jsou detekovany na detektoru a signal je zaznamendan a zpracovan
v datovém systému (PC). Vystupem je hmotnostni spektrum (Obrazek 7) - horizontalni
osa hmotnostniho spektra je oznacena m/z, kde m je hmotnostiontu a z je poCet nabojt
iontu. Obecné plati, Ze ioniza¢ni metody pouzivané v GC/MS produkuji ionty
s jednotkovym nabojem tj. Z=1 a proto lze m/z povaZovat za hmotnost iontt. Svisla osa
hmotnostniho spektra nam ukazuje intenzitu signalu. Nejvyssi iont ve spektru je
nazyvan “base peak", jehoz intenzita je povazovana za 100 %. Tento iont predstavuje
s pojmem molekulovy iont. To je iont, ktery vznikd z molekuly ztradtou jednoho
elektronu. Base peak miize odpovidat molekulovému iontu. Dale na hmotnostnim
spektru miiZzeme najit tzv. fragmentované ionty, které vznikaji rozpadem
molekulovych ionti viontovém zdroji. RozloZeni iontovych fragmenti odrazi

chemickou strukturu sloucenin. (17)(19)(20)
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Obrdzek 7 Priklad hmotnostniho spektra derivatizovaného ibuprofenu z experimentdlni
Cdsti prdce (osa x-m/z, osa y-intenzita signdlu)

221 Ionizacni techniky

Hmotnost atomu je vétSinou pripisovana jadru, které je sloZeno z protonti a neutronf.
Celkovy pocet protonii a neutronti se nazyva nukleonové Cislo. Pocet protona se nazyva
protonové Ccislo a charakterizuje chemické vlastnosti prvku. Atomy stejného
chemického prvku, které se liSi nukleonovym c¢islem nazyvame izotopy. Napriklad
uhlik ma dva izotopy: 12 C a 13 C. Oba maji stejné chemické vlastnosti, protoZe maji
stejné protonové Cislo, ale hmotnost uhliku 13 C je vétsi nez 12 C z dlivodu jednoho
neutronu navic. Pro vyjadreni hmotnosti atomu nebo molekul pouzivame jednotku
atomové hmotnosti (u). Tato jednotka je definovana jako 1/12 hmotnosti atomu
izotopu 12 C. Hmotnostni spektrometry rozliSuji atomovou hmotnost aZz na
6 desetinnych mist. Tato presnost umoZziiuje zjistit elementarni sloZeni iontu. (19)(20)
Ionizace produkuje pozitivné nebo negativné nabité ionty (atomy, molekuly nebo
fragmenty). Podle mnoZstvi dodané energie se ioniza¢ni techniky déli na mékké (mensi
pravdépodobnost fragmentace) a tvrdé. Vybér ionizacni techniky zavisi na stanoveném
ucelu méreni. Napriklad pokud je nasSim cilem zjistit molekulovou hmotnost latky,
volime mékkou ioniza¢ni techniku. Pokud potiebujeme urcit strukturu molekuly,
volime tvrdou ionizacni techniku, pti které vznikaji fragmenty primarniho iontu. Tyto
fragmenty jsou pro kazdou slouceninu charakteristické. Grafickym zobrazenim
rozdéleni iontl je poté hmotnostni spektrum. Z hmotnostniho spektra mizeme ziskat
informace o molekulové hmotnosti a molekulové struktufe a tim identifikovat
i nezname vzorky. (19)(20)

Ioniza¢ni techniky vhmotnostni spektrometrii jsou: elektronova ionizace (EI)

a chemicka ionizace (CI). (18)(19)
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1) Elektronova ionizace (EI)
nejcastéji pouzivanou metodu v GC/MS. Radime ji k tvrdym technikam, pii kterych
vznikaji fragmenty molekuly, které jsou duleZité pro identifikaci vzorku slouceniny
z hmotnostniho spektra. (19)
Principem metody je interakce analyzované latky s proudem elektronli za vzniku
radikal-kationtu (M+*). (19)

M +e- —» M+ +2e- (20)
Zdrojem elektront je rheniové nebo wolframové rozzhavené vlakno. V El se pouzivaji
elektrony s energii 70 eV Tyto elektrony maji dostatek energie, aby doslo k ionizaci
sloucenin a vznikly z nich fragmenty. Napriklad pro methan je molekularni iont CHs*.
Pokud se odstépi vodikovy radikal vznika fragment CHs*. Pravdépodobnost vytvoreni
kazdého iontu je konstantni a tim lze ziskat reprodukovatelné spektrum, pokud
se zachovaji stejné analytické podminky. Mluvime o takzvaném otisku prstu (tzv.
Jfingerprinting). (19)(21)
Pro zjednodusSeni prace se dnes pouZivaji knihovny hmotnostnich spekter, se kterymi
muzete porovnat hmotnosti spektra analyzované latky (spektra jsou métena pfri
energii 70 eV, proto je doporuceno pri analyze pouzivat také napéti 70 eV). (19)
V experimentalni ¢asti této prace byl pouzit hmotnostni spektrometr s elektronovou
ionizaci.

2) Chemicka ionizace (Cl)
Chemicka ionizace patii mezi mékké techniky, pti kterych se pouzivaji reak¢ni plyny
napriklad methan, isobutan nebo amoniak. V CI se pouziva ionizovany reakcni plyn,
ktery interaguje s analytem. Dochazi k prendSeni protonu na analyt a vznikaji molekuly
[M+H]*. Pri této metodé dochazi k mensi fragmentaci analytu, a proto je tato technika

vhodna ke kvantitativni analyze. (18)(21)

222 Analyzatory

Poté, co je vzorek ionizovan viontovém zdroji, ionty jsou pomoci iontové optiky
privedeny do hmotnostniho analyzatoru, ktery je rozdéli podle poméru jejich
hmotnosti a ndboje m/z. Separace iontl je umoZnéna na zakladé jejich odliSného
chovani v magnetickém poli, elektrickém poli nebo rozdilné rychlosti letu. Analyzatory
se daji rozdélit na zakladé schopnosti separace iontdi s blizkych hodnot m/z
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na analyzatory s nizkym a vysokym rozliSenim. Mezi analyzatory s nizkou rozliSovaci
schopnosti patfi: kvadrup6l a iontova past. Analyzatory s vysokym rozliSenim jsou
analyzatory s dobou letu (TOF), orbitrap a iontova cyklotronova rezonance. (4)(22)

V experimentalni ¢asti této prace byl pouzit hmotnostni spektrometr s kvadrupdélem.

Kvadrupdl (QP)

NejbézZnéjsim hmotnostnim analyzatorem je kvadrupdl (QP). QP se sklada ze Ctyt tyci
0 délce cca 20 cm, které jsou paralelni. Zarovnani tyc¢i musi byt presné, aby doslo
k vytvoreni symetrického elektrického pole, které je potiebné k oddéleni iontl
sriznymi poméry hodnot m/z. Na kaZdou z ty¢i kvadrupélu je aplikovano napéti,
piitom na dvou protilehlych tycich je aplikovano kladné stejnosmérné napéti a na dalsi
dvé tycCe stejnosmérné zaporné napéti (Obrazek 8). Na vSechny tyce je dale
superponovano vysokofrekvencni stfidavé napéti. lonty, které jsou privedeny do QP
zacnou oscilovat Pouze ionty s urcitou hodnotou m/z maji stabilni oscilaci a mohou
projit analyzadtorem a jsou detekovany detektorem. Ostatni ionty maji nestabilni
oscilace. (18)(19)

Kvadrupdl - hmotnostni analyzator
)
lontovy zdroj Detektor
l—l"' )
- J

Obrdzek 8 Hmotnostni analyzdtor - kvadrupdl (prevzato a upraveno)(23)

Dale se miizeme setkat s pojmem trojity kvadrupdl. Jedna se o tfi kvadrupdly razeny
za sebou, pritom prostiredni kvadrupél funguje jako kolizni cela. V tomto kvadrupdlu
se dale nachazi kolizni plyn, (napf. argon), ktery napomaha fragmentaci molekuly.
Ziskaneé fragmenty jsou v poslednim kvadrupdlu separovany dle jejich poméru m/z.

Tento typ analyzatoru se pouziva prevazné v kvantitativni analyze. (18)(22)
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Sféricka iontova past (Ion Trap IT)

Tvori ji stredova a dvé koncové elektrody, na které je vloZen pomér stejnosmérného
a stfidavého napéti, diky kterému jsou ionty zadrZeny uvnitt pasti. Zménou poméru
jsou ddle dle jejich m/z vypuzovany na detektor. (22)

Linedrni iontova past (LIT)

Linearni iontova past je nastupcem iontové pasti. Tvoii ji v podstaté kvadrupol
najehoz koncich jsou vloZeny elektrody s urcitym potencidlem, ktery umoZiuje
uchovavani iontl. lonty mohou byt vypuzovany radidlné nebo axidlné. Ve srovnani
s iontovou pasti ma vyssi kapacitu a vyssi uc¢innost detekce ionti. (22)(24)

Analyzator doby letu (TOF)

lonty jsou pulzné urychleny a leti trubici analyzatoru. lonty s mensi hodnotou m/z pri
vloZeni stejné kinetické energie se pohybuji rychleji, a proto se dostanou na detektor
jako prvni. TOF neumoZnuje fragmentaci iontu, a proto byva cCasté spojeni
s kvadrupolem za vzniku hybridniho Q-TOF. (22)

Orbitrap

Je nejnovéjsi typ hmotnostniho analyzatoru. Je sloZzen z dvou elektrod - vnéjsi
a stredové, na které je vloZeno napéti. lonty osciluji okolo stiredové elektrody a jejich
oscilace je zaznamenana. Hmotnostni spektrum je ziskano po Fourierové transformaci
signalu. (22)(24)

Iontova cyklotronova rezonance s vyuzitim Fourierovy transformace (FT- ICR)

Princip FT-ICR je zaloZen na pohybu ionti v homogennim magnetickém poli. ICR cela
se nachazi v homogennim supravodivém magnetu s vysokym statickym magnetickym
polem. Dochazi zde k zachytu iontovych oblakii pomoci vnéjSitho magnetického pole.
Pokud se ion dostane do magnetického pole, zacne se pohybovat epicykloidani
trajektorii s cyklotronovou frekvenci. Kazdd hodnota m/z ma charakteristickou
cyklotronovou frekvenci. Kratké vlozeni stfidavého proudu zplisobi simultanni
excitaci vSech iontd vcele. Pomoci Fourierovy transformace se prepoctou

cyklotronové frekvence do stupnice m/z a tim se ziskd hmotnostni spektrum. (24)(25)
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2.2.3 Detektor
Detektor je zarizeni, které detekuje ionty separované hmotnostnim analyzatorem.
Dochazi zde k prevadéni proudu dopadajicich iontli na proud elektroni.

Faradayova klec

Jednoduchy detektor tvoreny dynodou s povrchem zBeO nebo GaP. Pokud ion
dopadne na dynodu, zptlsobi vyraZeni elektronu z povrchu. Elektron dale dopada
na anodu. Vznikly elektricky proud je dale zesilen zesilovacem.

Elektronovy nasobic

Konverzni dynoda umozZnuje konvertovat ionty na sekundarni elektrony a ty dale
emituji dalsi elektrony. Elektrody zde zesiluji elektronovy proud 104 az 108krat.

Detektor s konverzni dynodou a fotondsobi¢em

Konverzni dynoda umozZnuje konvertovat ionty na sekundarni elektrony a ty dale
interaguji s fosforem (fosforescencni stinitko) a emituji fotony. Tento signal je zesilen

ve fotonasobici. (4)(26)

2.2.4 Rezim skenovani SIM vs FULL SCAN

Pfi analyze neznamého vzorku je primarné volen rezim FULL SCAN. Pri tomto reZimu
je skenovan vybrany hmotnostni rozsah m/z.

ReZim SIM (selected ion monitoring) umoziuje detekci specifickych iontt se zvySenou
citlivosti (10 - 100x). Obvykle se voli 1-4 hodnoty m/z, které jsou charakteristické pro
sledovanou slouceninu v o¢ekdvaném reten¢nim case. Tato metoda je vhodnd, pokud
zname strukturu analyzované latky, pri stopové a kvantitativni analyze. (27)(24)

U experimentalni casti byly pouZivany oba reZimy skenovani. Vzorek byl nejprve
méien v reZimu FULL SCAN a nasledné byly ziskany hodnoty m/z pro méreni v rezimu

SIM.
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2.3 Iontové kapaliny

Iontové kapaliny (IL) jsou pozoruhodné chemické slouceniny jejichZ vyvoj jde stale
kupredu. Jsou pouZivany v mnoha oblastech moderni védy. Diky svym vyjimecnym
vlastnostem se staly dileZzité v oblastech - syntézy, katalyzy, extrakce, elektrochemie,
analytiky a biotechnologie. (28)

Voblasti chemie jsou IL pouZivana jako unikdtni a neobvykld rozpoustédla.
Rozpoustéji organické i anorganické latky. IL mohou poskytnou nékteré vlastnosti,
které nemaji klasickd rozpoustédla napi. - vysokou vodivost, vysokou chemickou
a tepelnou stabilitu v Sirokém teplotnim rozmezi, nehorlavost

a nizkou tenzi par. (29)(30)

2.3.1 Slozeni

Iontové kapaliny se skladaji z organického kationtu a organického nebo anorganického
aniontu (Obrazek 9, Obrazek 10). Dle typu Kkationtu se obvykle déli
na imidazoliové, pyridiniové, pyrrolidiniové, alkylamoniové, alkylsulfoniové
a alkylfosfoniové soli.

IL maji bod tani pod 100 °C. Nékteré jsou dokonce kapalné i pti béZné pokojové teploté
RTILs (room temperature ionic liquids). Kapalnost iontovych kapalin je zplisobena
objemnymi ionty, jejichZ naboj je delokalizovan. (31)(32)(33)

Beiné kationty
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Obrazek 9 BeéZné pouZivané kationty v iontovych kapalindch (prevzato a upraveno(34))
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Obrdzek 10 BéZné pouZzivané anionty v iontovych kapalindch (prevzato a upraveno(34))

2.3.2 Historie

Prvni nizkotajici iontovou kapalinu pfipravil vroce 1914 Walden. Jednalo se
o ethylammonium nitrat (EAN), s bodem tani 12 °C. EAN byla latka vodiva, bezbarva,
bez zapachu a viskézni. (33)(35)(36)

Vroce 1951 Hurley a Wier zkouseli vlastnosti iontovych kapalin vzniklych reakci
alkylpyridinium chloridu s chloridem hlinitym. Tyto IL se vyznacovaly nedostate¢nou
stabilitou ve vlhkém a vzduSném prostredi. (36)

Dal$im meznikem ve vyvoji IL je rok 1992. Wilkes a Zaworotka vytvorili IL na bazi
imidazolu a tetrafluoroboratu, které byly stabilni ve vzdu$ném i vlhkém prostiredi
a kapalné pii pokojové teploté. (36)

V soucasné dobé se vyzkum IL stdva multidisciplinarni. Zajem je o né v oblastech

chemie, fyziky, biologie ¢i inZenyrstvi. (36)

2.3.3 Vlastnosti a pouziti

Vlastnosti iontovych kapalin se odviji od jejich struktury. Za velmi diileZité povaZujeme
vlastnosti jako je teplota tani, termostabilita, viskozita a vodivost. Pro vysokou
tepelnou stabilitu a mnohocetné interakce jsou pouzivany jako stacionarni faze pro
plynovou chromatografii, vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, kapilarni

elektrochromatografii i kapilarni elektroforézu. (33)(37)(38)
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Teplota tani
Hlavnimi faktory ovliviiujici bod tani jsou delokalizace naboje, schopnost vodikové
vazby a symetrie kationtu. Pfi porovnani bodu tani IL s anorganickymi solemi (napf.
NaCl 803 °C a 60 °C u 1-propyl-3-methylimidazoliumchloridu) je ziejmé, Ze sniZeni
teploty tani je zplisobené nahrazenim malych anorganickych kationtl objemnymi
asymetrickymi organickymi kationty. Bod tani u nékterych iontovych kapalin je nejisty,
protoZe podléhaji podchlazeni, tzn. jsou kapalné i za nizsi teploty, nez je jejich teplota
tani. Obecné plati, Ze s rostouci délkou alkylového retézce obvykle dochazi ke sniZeni
teploty tani. (33)

Termostabilita a rozpustnost
Termostabilita je zavisld na velikosti aniontu. Srostouci velikosti aniontu roste
i termostabilita. Plati zde toto poradi: N(CF3S02)2 > PFs ~ BF4 > Cl. Tepelnou stabilitu
lze zvysit alkylovou substituci. Nicméné Awad a kol. prokazali, Ze pouze linearni
alkylové retézce zvySuji tepelnou stabilitu, zatimco sekundarni a tercialni alkylova
substituce miize ve skutecnosti celkovou tepelnou stabilitu snizit. (37) (38)
Podobné poradi IL plati i pro rozpustnost intovych kapalin. Imidazolium
hexafluorofosfaty a bis(trifluormethylsulfonyl)imidy jsou nemisitelné s vodou,
zatimco halogenidy, acetaty, nitraty a trifluoracetaty s vodou misitelné jsou. Dale
ovlivituje rozpustnost délka alkylovych ftetézcli Kkationtu. Nékteré IL (napf.
chloroaluminaty) pokud jsou ve styku svodou hydrolyzuji, a musi byt, proto
skladovany tak, aby byla vylou¢ena vzdusna vlhkost. (31)

Viskozita
Viskozita IL je opét zavisla na sloZzeni a pohybuje se rozmezi 35-500 mPa. Vysokou
viskozitu maji hlavné hexafluorofosfaty, perfluoralkansulfonaty a perfluoralkanoaty.
Vysoka viskozita IL je srovnatelna s béznymi organickymi rozpoustédly a miize byt
jednou z nevyhod, ktera se objevi pri jejich pouziti. Naptiklad pti operacich jako je
rozpousténi tuhych latek, michani a filtrace.
Viskozita IL coby stacionarni faze ovliviiuje celkovou efektivitu separace a Zivotnost
kolony. Idealni stacionarni faze pro plynovou chromatografii by méla mit vysokou
viskozitu, ktera se vyrazné neméni se zménami teplot. Viskozita IL je ddna prevazné
vodikovou vazbou a van der Waalsovymi interakcemi mezi kationtem a aniontem.

Nejvyssi viskozitu vykazuji IL se silné koordinovanymi anionty a to Cl-, Br- a I-. Naopak
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velké anionty, jako je napriklad bis(trifluormethylsulfonyl)imid
a trifluormethansulfonat, ve kterych je naboj rozptylen, maji nizsi viskozitu.
(32)(39)(40)

Vodivost
Vodivost iontovych kapalin je vyuzivdna v oblasti elektrochemie. Pritom nejvyssi
vodivost vykazuje imidazoliovy kation oproti kationtim - tetraalkyamonium,
pyrrolidinium a piperidinium. V porovnani s amoniovymi analogy maji fosfoniové IL
vyssi vodivost. (40)

Tenze par
Iontové kapaliny maji zanedbatelnou tenzi par - neodparuji se ani pti zvySené teploté.
Povrchové napéti souvisi se strukturou a vyrazné klesa se zvySujici se délkou

alkylového retézce. (40)

234 Vyuziti iontovych kapalin jako staciondrni faze v plynové chromatografii
IL splituji vétSinu pozadavki idealni stacionarni faze v plynové chromatografii jako je

vysoka viskozita, moznost zmény selektivity (obména kombinace kationti a aniontti)

a vysoka tepelna stabilita.(12) (31)

Iontové kapaliny jako stacionarni faze nemaji aktivni hydroxylové skupiny, existuje
mnohem vétsi Skala jejich modifikace a jsou stabilni pfi vyssich teplotach. Jejich

polarita je obecné vyssi nez SF s polyethylenglykolem nebo polydimethylsiloxanem.
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Nazorné je uvedena zvySujici se polarita u stacionarnich fazi na Obrazku 11. (12)
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Obrdzek 11 Chemickd struktura a hodnota celkové polarity vybranych komercné
dostupnych staciondrnich fazi GC (polarita vypoctena na zdkladé celkovych hodnot
polarity ref. (41)

U vysoce az extrémné polarnich SF miZeme pozorovat fenomén teplotniho efektu

(méné cCasto Ize efekt pozorovat i u stiedné polarnich a polarnich SF). Tento fenomén

byl pozorovan pfi analyze na SLB-IL 100, kde bylo analyzovano pét latek - alkan

(n- tridekan) a aromatické latky (toluen, ethylbenzen, p-xylen a isoprolybenzen)

(Obrazek 12)

Méreni probihalo za izotermickych podminek - 80 °C, 100 °C a 110 °C. Ostatni

podminky méteni zlstavaly konstantni. Teplota 110 °C v porovnani s teplotou 80 °C

zpusobila sniZzenou retenci a zménu v selektivité vSech analytti. Bylo to zptisobeno tim,

ze vysSSi teplota oslabuje interakce mezi analytem a SF. Alkany jsou primarné

zadrzovany diky disperznimi silami, zatimco aromatické latky jsou zadrzovany diky
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dipdl-indukovany dip6l interakcemi. Interakce SF - analyt jsou vysokou teplotou
oslabeny, nicméné nedochazi k tomu ve stejnou dobu. Alkany ztraci retenci rychleji nez

aromatické latky.(12)

Praveé SLB - IL 100 byla pouZita v experimentalni ¢asti prace. (kapitola 4)

80 °C isothermal 1 5
5 2
= = ; e = -
8 20 22

=

1 2.4
100 °C isothermal | Peak IDs (in boiling point order)
3 1. Toluene
18 i 2. Ethylbenzene
E\_M 3. p-Xylene
4. |Isopropylbenzene
5. n-Tridecane (C13)
1.8 20 22 24

110 °C isothermal

column: SLB-IL100, 30 m x 0.25 mm |.D., 0.20 pm (28884-U)
1 4 inj.: 250 °C

5 2 det.. FID, 250 °C

carrier gas: helium, 30 em/sec

injection: 1.0 pL, 100:1 split

liner: 4 mm 1.D., split, cup design

Time (min) sample: each analyte at various concentrations in isooctane

T T T T T

1.8 2.0

Obrdzek 12 Fenomén teplotniho efektu u SLB-IL 100(12)

21



V Tabulce 2 je uvedeno zakladni rozdéleni komer¢né dostupnych stacionarnich fazi

na bazi iontovych kapalin od firmy Sigma Aldrich (mimo SLB-IL100, ktera je uvedena

v samostatné kapitole 2.3.5)

SLB-IL111 SLB-IL82
1,12-di(2,3-
’ 1,5-di(2,3-dimethylimidazolium)pentan , ) ( - :
Nazev IL . L NazevIL |dimethylimidazolium)dodekan
bis(trifluoromethanesulfonyl)imid oo o
bis(trifluoromethylsulfonyl)imid
Po koloné SLB-I1L100 to byla druhd
komercné dostupna kolona pro GC. Staciondrnifaze je vhodna pro
Vlastnosti |Separace polarizovatelnych analytl Vlastnosti [analyzu neutrdlnich a stfedné
(obsahujicich dvojné a trojné vazby C-C) bazickych analytd.
z nepolarnich analytd
Teplotnilimit |50 °C - 270 °C Teplotnilimit|50 °C - 270 °C
extrémné polarni SF nenivdzand chemicky
SLB-IL76 SLB-IL61
tri(tripropylphosphoniumhexanamido) 1,12-di(tripropylfosfonium)dodekan
NazevIL [triethylamin Nézev IL |bis (trifluormethylsulfonyl)imid
bis(trufluormethylsulfony)imid trifluoromethylsulfonat
Stacionarnifaze je schopna mnoha
. . J . po Jednad se o upravenou verzi SLB-IL59 s
interakénich mechanism( s analytem. ver. ,
. L, L : . |vySsiinertnostni.
Vlastnosti [V porovnénis ostatnimi kolonami s Vlastnosti , i L,
. . . , Vhodna pro analyzu neutralnich a
podobnymi hodnotami polarity SF ma o
, - slabé bazickych latek
rozdilnou selektivitu.
SF nenivazana chemicky SF nenivazana chemicky
Teplotnilimit|270 °C Teplotni limit |40 °C - 290 °C
SLB-IL60 SLB-IL59
’ 1,12-di(tripropylfosfonium)dodekan bis ’ 1,12-di(tripropylfosfonium)dodekan
Nazev IL . .. Nazev IL L .
(trifluormethylsulfonyl)imid bis (trifluormethylsulfonyl)imid
V porovnani's PEG ma vyssi teplotni
Jedna se o upravenou (deaktivace) . p. . Z . P
) limit (300 °C vs 270-280 °C), je
. |verzi SLB-IL59. . © vaws L vavs
Vlastnosti , R , Vlastnosti |selektivnéjsi pro polarnéjsianalyt.
V porovnani s PEG ma vyssi teplotni Vhodn bro analvzu neutrélnich a
limit (300 °C vs 270-280°C) e Pro ancly st e
slabé bazickych analytd.
SF nenivdzana chemicky SF nenivdzana chemicky
Teplotnilimit|35 °C - 300 °C Teplotni limit|do 300 °C

Tabulka 2 Komercné dostupné kolony s iontovou kapalinou jako SF (12)




2.3.5 Staciondrni fadze pouzivana v experimentalni ¢asti prace

V experimentalni ¢asti prace byla pouzivana kolona se stacionarni fazi SLB-IL100.
SLB-IL100 byla prvni komerc¢né dostupnd kolona pro plynovou chromatografii
na svété. Pouziva se pro analyzu neutralnich a polarizovatelnych latek obsahujicich
dvojnasobné a/nebo trojndsobné vazby mezi uhliky. Polaritou je podobna
1,2,3-tris(2-kyanoethoxypropan) tzv. TCEP jedné z nejpolarnéjsich stacionarnich fazi,
ktera je vsoucasné dobé komerc¢né dostupnd (analyza aromatickych sloucenin).
Vyhoda SLB-IL100 je vys$si maximalni teplota 230 °C oproti pouZitelnosti TCEP

do 140 °C. Chemicka struktura je znazornéna na Obrazku 13. (12)

>/ N
/ / o
=~ / . A

\ N%\N J /s</
F3c \2 \\/ CF,

Obrdzek 13 Chemickd struktura SLB-IL100 (41)

2.4 Derivatizace

Derivatizace je proces, pti kterém je sloucenina chemicky zménéna na slouceninu zcela
novou, slepSimi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi (sniZuje polaritu analytu, méni
rozpustnost ve vodné nebo organické fazi, tékavost). Dlivodi vedouci k derivatizaci

v plynové chromatografii je vice, nej¢astéji jsou to tyto:

1. zlepsSeni vlastnosti slouceniny, které nelze analyzovat z diivodu nedostatecné
tékavosti ¢i stabilité (organické kyseliny, amidy, hydroxyslouceniny,
aminokyseliny)

2. zlepSeni chromatografického chovani (predevsim zlepSeni selektivity)

3. zamezeni nezadouci sorpce funkcni skupiny analytu se stacionarni fazi

4. zlepSeni detekce

Dilezitym krokem derivatizace je zvoleni spravného derivatiza¢niho ¢inidla, aby byla

chemicka reakce reprodukovatelna a efektivni.
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Analyt (A-X), svhodnou funkéni skupinou, vstupuje do chemické reakce
s derivatizacnim €inidlem (D-Y) a vznika produkt - derivat (A-Y) jak je znazornéno na

Obrazku 14.

A-X + D-Y » A-Y + D-X

Obrdzek 14 Obecnd chemickd reakce s derivatizacnim cinidlem (42)

K optimalizaci derivatizacni reakce je dileZité i spravné zvolené rozpoustédlo analytu.
Rozpoustédlo nesmi reagovat s derivatizacnim €inidlem a musi byt bez necistot. BéZné
pouzivana rozpoustédla jsou acetonitril, pyridin, dimethylformamid, dimethylsulfoxid
a tetrahydrofuran. Plynova chromatografie rozliSuje tfi zakladni typy derivatiza¢nich

reakci a to silylaci, acylaci a alkylaci. (43)

24.1 Silylace
Silyla¢ni ¢inidla se pouZivaji prevazné ke zvysSeni tékavosti analytu a sniZeni absorpce
na povrch stacionarni faze. Silylové derivaty se tvori vytésnénim aktivniho vodiku
ze skupin -OH, -SH a -NH (kyseliny, alkoholy, thioly, aminy, amidy, aldehydy).. Takto
vzniklé silylové derivaty jsou obecné vice tékavé, méné polarni a teplotné stabilnéjsi.
Stericky branéné skupiny jsou méné reaktivni, ale poskytuji stabilnéjSi derivaty
po probéhlé silylaci. Chemicka reakce silylace je uvedena na Obrazku 15.

CH3_ CHa CHs

8t 5 |
Sample —0: + CHy —Si—X —> [Sample—a—Si—X] —> Sample—O—S8j—CHg * HX

CHg

H GHg H CHs CH3

Obrdzek 15 Schéma chemické reakce - silylace (X= chlorid)(44)

V plynové chromatografii jsou nejvice pouzivané trimethylsilyl (TMS) derivaty.
BSTFA (N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid) a BSA
(N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid) jsou nejpouZivanéjsi derivatiza¢ni cinidla, ktera
poskytuji trimethylsilyl vyménou za aktivni vodik. Kreakci je zapotrebi pouZiti
katalyzatoru — TMCS (trimethylchlorosilan), TFA (trifuoroacetamid), piperidin nebo

pyridin. Katalyzator zvySuje schopnost vymény aktivniho vodiku za - silyl.
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vvvvv

e alkohol > fenol > karboxyl > amin > amid > hydroxyl
Pritom alkoholy nejsnadnéji reaguji v tomto poradi:
e primdarni > sekundarni > tercialni (43)(45)(46)
Nevyhody silylace:
1) Silylové derivaty jsou citlivé na vlhkost, ktera rozklada TMS cinidla
i derivaty. To se da minimalizovat pouzitim vétStho mnozZstvi
derivatiza¢niho Cinidla
2) Silylace vyZaduje zahrivani.
3) Doba derivatizace je dana konkrétni slouCeninou, ktera ma byt
derivovana. Je zapotiebi dobra rozpustnost latky v rozpoustédle
(popiipadé zahrivani). (45)(46)
Silylace se nejcastéji pouZziva pri derivatizaci cukrli, mastny Kyselin, steroidi

a aminokyselin. (42)

242 Alkylace

Pri alkylacni derivatizaci se nahrazuje kysely vodik (karboxylové skupiny, fenoly)
alifatickou nebo aromatickou skupinou. Po derivatizaci vznikaji estery, ethery,
thioethery, N-alkylaminy, amidy a sulfonamidy. Obecna chemicka reakce je uvedena na
Obrazku 16. Slabé kyselé funkc¢ni skupiny jako jsou alkoholy, pottebuji k reakci bazicky
kazalyzator (methoxid sodny, methoxid draselny). Kyselejsi funk¢ni skupiny jako jsou

fenoly, karboxylové kyseliny, vyZaduji méné zasadité katalyzatory (fluorid bority). (45)

RCOOH + PhCHX — RCOOCH,Ph + HX

Obrdzek 16 Obecnda alkylacni reakce (X= halogen, alkylovy skupina R, H= dalsi alkylovd
skupina R)

24.3 Acylace

Pri acylaci je acylova skupina zavedena do organické slouceniny. Pri acylaci se také

vyuziva aktivniho vodiku ve funk¢nich skupinach -OH, -SH, -NH analytu. Po chemické

reakci vznikaji estery, thioestery a amidy. V pripadé karboxylové kyseliny acylova

skupina nahrazuje hydroxy skupinu. Priklad chemické reakce je uveden niZe

na Obrazku 17.
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H~™(Catalyst)

CH3OCOCOCH;3 + HOR > CH30COR + HOCOCH3

Obrazek 17 Priklad chemické reakce - acylace

Nejcastéji pouzivanymi acylaénimi ¢inidly jsou anhydridy Kkyselin (acetanhydrid,
trifluoracetyl-, pentafluoropropionyl-, heptafluorobutyryl-),halogenidy kyselin
(perluorokranoyl, pentafluorobenzoyl-) acylamidy (N-methylbis(trifluoracetamid))
a acylimidazoly.

Acylace se nejcastéji pouziva pti derivatizaci aromatickych aminii a chirdlni analyze
aminokyselin. Kromé toho acyla¢ni reagencia umoziuji zavedeni skupin do molekuly
analytu, které zachycuji elektrony a zvySuji tak detekovatelnost béhem

analyzy. (42)(45)

2.5 Derivatizace s alkylchloroformiaty

Derivatizace pomoci alkylchloroformiati je typ reakce - acylace. Alkylchloroformiaty
(RCF) jsou derivatizacni cinidla, kterd reaguji s funkénimi skupinami i ve vodném
prostiedi béhem par sekund. Pouzivaji se k derivatizaci aminoskupin, mastnych
kyselin, organickych kyselin, alkaloidli a herbicid. Zakladni chemicka struktura

derivatiza¢niho c¢inidla je uvedena na Obrazku 18. (44)(47)

0]

cl 0" R=alkyl

Obrdzek 18 Zdkladni chemicka struktura alkylchloroformidtu

Vétsina derivatizacnich reakci probihd vorganickém prostredi rozpoustédla
za bezvodych podminek. Vlhkost je pro reakci nezadouci, naptiklad pro silylaci
(kapitola 2.4.1). S alkylchloroformiaty lze pracovat i ve vodném prostiedi. Pouziti
alkylchloroformiatii jako derivatizacnich Ccinidel karboxylovych a aminoskupin
ve vodném prostiredi popsal ve své praci Petr HuSek. (48)

Optimalizace derivatizace s alkylchloroformiaty spocivd v nalezeni vhodného

reak¢niho média, které je sloZeno z alkoholu, katalyzatoru a rozpoustédla. Reak¢ni

26



médium je vurcitém pomeéru, tim se minimalizuje tvorba vedlejSich produkti
a maximalizuje se ucinek derivatizace. (42)(47)

V experimentalni casti prace bylo pouzito reak¢ni médium sloZené z acetonitrilu
(rozpoustédlo), pyridinu (PYR) (katylazdtor) a piisluSného alkoholu (ROH)
k derivatizacnimu ¢inidlu - isobutanol, ethanol nebe heptafluorbutan-1-ol v poméru

22 (ACN):2(PYR):1(ROH).

251 Derivatizace karboxylovych kyselin alkylchloroformiaty

Derivatizace  karboxylovych  kyselin probihda za  pritomnosti alkoholu
arozpoustédla/katalyzatoru. Jako katalyzator se pouziva pyridin, 3-pikolin,
4- (dimethylamino)pyridin a N-methylpiperidin. Pfidani alkoholu do reakéniho media
je nezbytné z diivodu reakce - esterifikace karboxylové skupiny. Pouzity alkohol
by mél mit identickou alkylovou strukturu k derivatizacnimu ¢inidlu (napf. ethanol,
ethylchloroformiat). V pripadé pridani alkoholu s odliSnou alkylovou skupinou
by vznikla smés esterdi, které by vytvarely na chromatogramu vice pik.
U alkylchloroformiatu miize dojit k hydrolyze a uvolnéni alkoholu, ktery reaguje
s anhydridem. K dekarboxylaci anhydridu dochazi v malém rozsahu, coZ vede k tvorbé
esteru obsahujiciho alkylovou skupinu z ¢inidla - Obrazek 19. Derivatizace ve vodném
prostiedi probihad rychle. Méné polarni derivaty se poté extrahuji do organického
rozpoustédla jako je chloroform nebo isooktan. Cely postup derivatizace 1ze snadno

automatizovat. Pracuje se s minimalnim mnoZstvim vzorku. (48)(49)

o]
o\\ _OH ﬁ /U\
o] e R%0 NH O 0
HzN—(|‘,—H + ro” %o- |=:1—cl:—c|—o—c|—0|=z2
L R30OH 'L
R20H* R30OH
ﬂ / YCOZ ﬁ Hlavni produkt
: C
R20/ \‘NH 0 o RZO/ \NH 0
R‘—l—!:!—ORZ c‘ R‘—l—!:‘—om
RZO/ \NH 0 ‘

§ 0 "
R'—C——C—0R?

H
Obrdzek 19 Reakcni schéma chemické reakce alkylchloroformidtu (48)
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2.6 Nesteroidni antiflogistika

Nesteroidni antiflogistika (non-steroidal anti-inflammatory drugs NSAID) jsou léciva
pouzivana na bolest (analgetika), horecku (antipyretika) a pri vysSi davce
na zanéty. Jsou to prevazné symptomaticka 1éCiva potlacujici bolest na irovni periferie
a centralni nervové soustavy. Neplisobi na visceralni bolesti. Vyhodou oproti dalsi
skupiné pouzivané na lé¢bu bolesti, opiati, je nenavykovost. Casto se pouzivaji
pro potlaceni zanétu u revmatickych onemocnéni a z tohoto diivodu jsou znamy také
pod ndzvem nesteroidni antirevmatika. Néktera 1é¢iva maji také ucinek antiagregac¢ni
(kyselina acetylsalicylova). Jejich mechanismus ucinku spociva predevsim v inhibici

syntézy prostaglandint. (50)(51)(52)

2.6.1 Rozdéleni NSAID
NSAID lze rozdélit dle nékolika faktor(i, napt. podle chemické struktury (Obrazek 20),
podle selektivity k cyklooxygenaze 1 (COX-1)/cyklooxygenaze 2 (COX-2) nebo podle

l1éky biologického polocasu. VSeobecné se jedna o latky kyselé povahy, ktera je ddna

vyskytem karboxylové funkéni skupiny nebo enolovou, sulfonamidovou funkéni

Arylalkanove Heterocyklické
kyseliny enoly

skupinou. (50) (51)

Aromatické Arylsulfonamidy

karboxylové Arylsulfony

kyseliny Arylsulfonanilidy
(
Derivaty kyseliny Fenaky e e .
salicylové —  indometacin || Pyrazolindidiony Koxiby
B kyselina diklofenak fenylbutazon celekoxib
acetylsalicylovd L
Profeny -
Oxikamy
. — ibuprofen || Ostatni
Fena maty | piroxikam . .
— ketoprofen nimesulid
flufenamovad L meloxikam
kyselina

Obrdzek 20 Rozdéleni NSAID dle chemické struktury (53)
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2.6.2 Mechanismus ucinku

NSAID pisobi prevazné na inhibici cyklooxygenazy (COX). Tento enzym pomdaha
pfi syntéze prostaglandint, prostacyklinli a tromboxant, které se vyznamné podileji
na rozvoji bolesti, horecky a zanétu.

V lidském téle existuje nékolik izoforem cyklooxygenazy. Konstitu¢ni cyklooxygenaza
(COX-1) se podili na tvorbé prostaglandinti, které jsou dtlezité pro fyziologické
procesy v téle (agregace trombocytt, protekce Zalude¢ni sliznice proti kyselému pH
atd.). Indukovatelna forma cyklooxygenazy (COX-2) odpovédna za vznik prostanoidd,
které maji patologicky vliv na organismus (zanét, horecka, bolest). NSAID se daji
rozdélit na tfi skupiny 1é¢iv dle mechanismu pisobeni na COX - preferen¢ni COX-2,

selektivni COX-2, neselektivni. (50)(51)

2.6.3 Farmakokinetika

VétSina NSAID se rychle vstiebava z gastrointestinalniho traktu a dosahuje maximalni
koncentrace do 2-3 hodin po podani. Potrava snizuje rychlost absorpce léku,
ale mnozstvi vstrebané latky nesnizuje.

interakce sjinymi léCivy vazajicich se na plazmatické bilkoviny. Dobte pronikaji
do kloubti i do centralni nervové soustavy.

Eliminace nejCastéji probihd jaternim metabolismem a exkreci ledvinami. Proto

se nedoporucuje uzivani NSAID u vazného onemocnéni ledvin nebo jater. (50)(51)

2.6.4 Nezadouci ucinky a interakce

NeZadouci ucinky Casto souvisi s inhibici COX-1. Nej¢astéji to byvaji nezadouci ucinky
v gastrointestindlnim traktu - abdomindalni bolesti, nauzea, prijmy, perforace,
ulcerace, perforace. Dale snizuji aktivitu krevnich desticek, coZz vede kzvySené
krvacivosti a vzniku krevnich podlitin. Vlivem sniZeni prostaglandinti v ledvinach
dochazi k retenci sodiku a vody (otoky), sniZeni ucinku antihypertenziv a diuretik,
sniZenému vylucovani kyseliny mocové a hyperkalemii.
U nékterych jedincl se vyskytuje i hypersenzitivita - angioedém, astma, koprivka,

fotosenzitivita (ketoprofen). (50)(51)(52)
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2.7 Ibuprofen
Ibuprofen (IBU) patfi mezi jedno z nejpouzivanéjSich léciv v terapii bolesti, zanétu
a horecky. V 1é¢bé revmatickych onemocnéni je volbou ¢islo jedna. IBU je lécivo patrici

do skupiny profeni. (54)

271 Historie ibuprofenu

Za objevitele ibuprofenu je povaZovan profesor Stewart Adams, ktery pracoval pro
spolecnost Boots Company v anglickém Nottinghamu. Jeho objev je datovan do 50. let
20. stoleti. Cilem bylo nalézt novou chemickou strukturu nesteroidniho léciva na 1é¢bu
revmatoidni artritidy. Do té doby se Iécila revmatoidni artritida salicylaty
a kortikosteroidy. V roce 1961 byl ibuprofen patentovan a po radé klinickych zkousek

byl v roce 1969 schvalen pro 1é¢bu revmatoidni artritidy ve Velké Britanii. (55)

2.7.2 Chemicka struktura a vlastnosti

Ibuprofen (2-(4-isobutylfenyl)propanova kyselina) je bily nebo témér bily krystalicky
prasek nebo se vyskytuje ve formé bezbarvych krystali. Ma dobrou rozpustnost
v acetonu, methanolu a v dichlormethanu. Neni rozpustny ve vodé. Jeho molarni
hmotnost je 206, 28 g mol-1. Teplota tani 75 °C aZ 78 °C. Chemicky vzorec ibuprofenu
je na Obrazku 21. Ibuprofen se vyskytuje ve dvou izomerech (R a S), pritom u S-(+)

izomeru se predpoklad, Ze ma protizanétlivé ucinky. (56)

__;"'/ - L e :__’:-"'
H,!C S S

Obrazek 21 Chemicky vzorec ibuprofenu (56)

2.7.3 Syntéza ibuprofenu

Za priikopnika v syntéze ibuprofenu se da povaZovat firma Boots Pure Drug Company.
Jejich postup syntézy ibuprofenu predstavuje Obrazku 22- Syntéza ibuprofenu prvni
metodou. Vprvni fadé dochazi k Friedel-Craftosové acylaci a vzniku
4 - isobutylacetofenonu (II). Dale Darzenovou reakci vznika epoxyester (III), nasleduje
hydrolyza, dekarboxylace a vznikd aldehyd, ktery naslednou oxidaci dava vzniku

ibuprofenu. Na Obrazcich 23-26 nasleduji jiné moZnosti syntézy ibuprofenu.
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Obrdzek 22 Syntéza ibuprofenu prvni metodou (57)
HsC
- N Hip
3
I+ HCN —3 OH —3 [BUPROFEN
HsC
Obrdzek 23 Syntéza ibuprofenu druhou metodou (57)
HCl CH, cl NaCN CH, CN
1 * HCHO —3 —
H3C H3C
1. NaNH2 1. NaOH VI
2.H3C ---1 CH, cN  2.HCl
VI ———3 —— > [BUPROFEN

Obrdzek 24 Syntéza ibuprofenu treti metodou (57)
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Obrazek 25 Syntéza ibuprofenu ctvrtou metodou (57)

CHs,

? Q HF, 80 C Raneyuv Nikl, H2 CH
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I % ne Hy——3 1 ———— 3

H5;C
IX

PdCI2, P(C6H5)3, CaCl2 , HCI, HSCJ‘\/CHs

X + €O Y [BUPROFEN

Obrdzek 26 Syntéza ibuprofenu pdtou metodou (57)

274 Zkouska éistoty ibuprofenu - pﬁbuzné latky

nebo vznikaji z ibuprofenu jeho degradaci (1-(4-isobutylfenyl)ethan-1-on, kyselina
(2RS)-2-(2-isobutylfenyl)propanova). Piitomnost necistot ovliviiuje teplotu tani,
degradaci ibuprofenu a tim jeho ucinnost. Dale nékteré necistoty plisobi toxicky

na organizmus ¢i Zivotni prostredi, proto je jejich sledovani objektem zajmu. (58)(59)

Nejcastéjsi necistoty ibuprofenu:

necistota A = kyselina (2RS)-2-(3-isobutylfenyl)propanova

necistota B = kyselina (2RS)-2-(4-isobutylfenyl)propanova

necistota E = IBF = 1-(4-isobutylfenyl)ethan-1-on

necistota F = kyselina 3-(4-isobutylfenyl)propanova

necistota ] = BOPA = (2RS)-2-[4-(2-methylpropanoyl)fenyl|propanova kyselina
Dle Ceského lékopisu 2017 se zkouSka na specifikované necistoty provadi pomoci

kapalinové (A, ] a N) a plynové chromatografie (F).
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V HPLC metodé se pouziva stacionarni faze se silikagelem (oktadecylsilylovany R)
s velikosti ¢astic 5 um. Jako mobilni faze A se pouziva smés objemovych dilt kyseliny
fosforecné, acetonitrilu a vody (0,5+340+600). Mobilni faze B je acetonitril. Detekce
probihd pomoci spektrofotometrického detektoru pii vinové délce 214 nm.
K identifikace necistot ibuprofenu A, ] a N se pouziva ibuprofen pro identifikace piki
CRL (obsahuje necistoty A, ] a N). K ovéfeni separacni ucinnosti se pouZiva roztok
ibuprofenu necistoty B CRL a ibuprofenu CRL. Limit pro kaZdou necistotu (4, ] a N) je
0,15 %. Pro kaZdou dalsi necistotu je to 0,05 %. Celkovy obsah necistot je maximalné
0,2 %. Tato metoda je pomérné ¢asoveé naro¢na (retenc¢ni ¢as ibuprofenu 21 min). (56)
Plynovou chromatografii, metodou normalizace, se stanovuje necistota F (kyselina
3- (4-isobutylfenyl)propanova). V této metodé se pouzivad kolona o délce 25 m
s vnitfnim primérem 0,53 mm. Stacionarni faze s makrogolem 20 000 R (tloustka
filmu 2 pm). Teplotni program - kolona 150 °C, nastrikovy prostor 200 °C a detektor
250 °C. Detekce probiha pomoci plamenoioniza¢niho detektoru. Limit pro necistotu F
je 0,1 %. Tato metoda je pomérné casové narocnd na pripravu vzorku k analyze.

Retencni Cas ibuprofenu je 17 min a necistoty F 25,5 min. (56)

2.7.5 Soucasny pristup k analyze nedéistoty F

Pristup k hodnoceni ibuprofenu a jeho necistot se lisi mezi celosvétové uznavanymi
1ékopisy. Evropsky 1ékopis a Britsky 1ékopis vyuZiva gradientovou metodu s pouZitim
silikagelové Cis kolony (kromé necistoty F). Zkouska Ize hodnotit, pokud je dostatecna
separace hlavniho piku ibuprofenu a necistoty B. Pomér vysky piku necistoty B k sedlu
je minimalné 1,5.(56)(60)(61)

Kyselina 3-(4-isobutylfenyl)propanova jako necistota F byla zavedena do Evropského
lékopisu v dodatku 4.2. Na rozdil od jinych necistot ibuprofenu, které jsou hodnoceny
pomoci HPLC, obsah necistoty F se stanovi plynovou chromatografii, které predchazi
derivatizace latky methylaci. Schéma této reakce je uvedeno niZe na Obrazku 27.
Po methyla¢nim postupu (100 °C, 20 min) se produkt ochladi a susi pod proudem
dusiku. Poté se rozpusti v ethylacetadtu a je analyzovany pomoci GC-FID. Relativni
retence necistoty F k ibuprofenu je 1,5. Limit pro necistotu F je 0,1 %. Americky 1ékopis
pouzivd metodu RP-HPLC pro odhad pribuznych latek. Plocha pikd necistot nesmi
prekrocit limit 0,3 % a limit pro soucet vSech jednotlivych necistot je 1 %. (56)(62)
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Necistota F a ibuprofen jsou pozi¢ni izomery a rozdil mezi jejich fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi je velmi maly. Separace téchto analytd je proto obtiZna. (62)

Zadné jiné oficidlni 1ékopisné metody na stanoveni necistoty F nejsou k dispozici.
V literatuie jsem dohledala jesté jednu metodu pro hodnoceni necistoty F. P. Kalafut a
spol. se zabyvali vyvojem a validaci HPLC metody pro stanoveni necistoty F na uhlikem
potazené zirkoniové stacionarni fazi s ohledem na evropsky lékopis. Jako detektor byl
pouzit fluorescenc¢ni detektor. PoZadovana separace analytd byla do 25 minut. (62)

Z divodu casové narocnosti Upravy vzorku pred analyzou dle evropského lékopisu,
jsme se rozhodli v experimentalni ¢asti prace vyvinout jednoduchou GC metodu pro
stanoveni vybranych necistot B, E, F a ] ve vzorku s ibuprofenem. Necistoty B, E, F a]
byly vybrany z diivodii - necistota E a ] jsou rozkladné produkty ibuprofenu a necistota

B a F jsou polohové izomery ibuprofenu.

COOH \Cgc COOCH,
)\/@/\/ - )\/@N
=

Obrazek 27 Derivatizace necistoty F (62)
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2.7.6 Popis necistot ibuprofenu pouzivanych v experimentalni ¢asti prace

V Tabulce 3 jsou uvedeny zadkladni informace o ibuprofenu a jeho necistotach, které
byly pouZity v experimentalni c¢asti prace. Necistoty E a ] jsou rozkladné produkty
ibuprofenu a necistoty A, B a F jsou polohové izomery ibuprofenu. U ibuprofenu
a necistot je uvedena molekulovd hmotnost a log (P). Tyto hodnoty byly zjiStény

z programu ChemDraw.

nazev: 2-(4-isobutylfenyl) propanova kyselina

Molekulova hmotnost 206,28 g/mol
Log (P) 3,75
Teplota varu 400,2 °C

nazev: kyselina (2RS)-2-(3-isobutylfenyl) propanova

HaC

Necistota A

zkratka: 2, 3" derivat ibuprofenu

Molekulova hmotnost 206,28 g/mol
Log (P) 3,75
Teplota varu 400,2 °C

nazev: kyselina (2RS)-2-(4-isobutylfenyl)propanova

CH3

Molekulova hmotnost 206,13 g/mol
Log (P) 3,27
Teplota varu 399,9°C

nazev: 1-(4-isobutylfenyl)ethan-1-on

zkratka: IBF

Molekulova hmotnost 176,12 g/mol
Log (P) 3 CHj CH,4
Teplota varu 286,10 °C
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nazev: kyselina 3-(4-isobutylfenyl)propanova

Molekulova hmotnost 206,13 g/mol
Log (P) 3,6
Teplota varu 400,6 °C

nazev: (2RS)-2-[4-(2-

HsC

CHs

COOH

zkratka: BOPA

Molekulova hmotnost 220,26 g/mol
Log (P) 2,63
Teplota varu 4541 °C

nazev: kyselina (2RS)-2-(4-ethylfenyl)propanova

Molekulova hmotnost 178,10 g/mol
Log (P) 3,01
Teplota varu 354,86 °C

H3C

Tabulka 3 Ibuprofen a jeho necistoty pouZivané v experimentdlni cdsti prdce
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3 Cil prace

Cilem rigordzni prace bylo otestovat moznost vyuZziti stacionarni faze na bazi iontovych
kapalin pro dostatecné citlivou GC analyzu ibuprofenu a jeho vybranych necistot B, E,
F,]. NecCistoty B a F piredstavuji polohové izomery ibuprofenu a necistoty E a ] jsou jeho
degradacni produkty. Dale bylo cilem popsat vliv vybranych experimentalnich

podminek na derivatizaci analyti pomoci chloroformiat.
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4 Experimentalni cast

4.1 Pouzité chemikalie, pfistroje a metody

4.1.1 Chemikalie

ethanol, acetonitril, pyridin - Sigma Aldrich, Ceska republika

isobutylalkohol (IbOH)- Reachim, Ruska federace

heptafluorobutan-1 - ol 98 %, Sigma Aldrich, Ceska republika.

ethylchloroformiat (ECF)- Sigma Aldrich, Ceska republika

isobutylchloroformiat (ICF)- Sigma Aldrich, Ceska republika
heptafluorobutylchloroformiat (HFBCF) - Aneclab, Ceska repuplika

ibuprofen (IBU) - Sigma Aldrich, St. Louis, USA

necistota A = kyselina (2RS)-2-(3-isobutylfenyl)propanova = 2, 3’derivat ibuprofenu -
Sigma Aldrich

nedistota B = kyselina (2RS)-2-(4-isobutylfenyl)propanova -EDQM, Strasburg, Francie
necistota E = IBF = 1-(4-isobutylfenyl)ethan-1-on - Lancester, UK

nedistota F = kyselina 3-(4-isobutylfenyl)propanova - EDQM, Strasburg, Francie
necistota ] = BOPA = (2RS)-2-[4-(2-methylpropanoyl)fenyl]propanova kyselina - USP,
Sigma Aldrich

ibuprofen pro identifikace pikéi CRL - EDQM, Strasburg, Francie
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412 Ptistroj

plynovy chromatograf Shimadzu Gas Chromatograph, GC-2010, Japonsko
hmotnostni spektrometr Shimadzu- GCMS-QP2010 Plus, Japonsko

vortex - Velp Scientifica, Italie

ultrazvukova lazen - K 10, Kraintek, Slovenska republika

analytické vahy, Sartorius, Ceska republika

413 Pocitacové programy
GCMS solution Version 2.70, Schimadzu Corporation

ChemDraw Professional 17.1, PerklinElmer

4.1.4 Pomticky
laboratorni sklo, mikropipety, vialky pro GC
kolona: SLB - IL -100, Sigma-Aldrich, Ceska republika- technické data testované kolony

jsou uvedena v Tabulce 4

Délka | Prumér |VrstvaSF| Maximalni

Nazev kolony Stacionarni faze (m) ) (um) | teplota (°C)

1,9-di(3-vinylimidazolium)nonan
SLB-IL - 100 |bis(trifluoromethanesulfonyl) 30 0,25 0,2 230
imid

Tabulka 4 Technickd data testované kolony

4.2 Derivatizacni ¢inidla

V experimentalni c¢asti prace Dbyla pouZita tfi derivatizatni Cinidla -
heptafluorobutylchloroformiat, isobutylchloroformiat a ethylchloroformiat. K reakci
byly pridany prislusné alkoholy se stejnou alkylovou skupinou jako u prisluSného
chloroformiatu - heptafluorbutan-1-ol, isobutylalkohol a ethanol. Zakladni informace
k jednotlivym derivatiza¢nim ¢inidlim jsou uvedeny v Tabulce 5 Dale jsou uvedeny
produkty derivatizace alkylchloroformiatt sibuprofenem. Hodnoty teploty varu a

log P byly zjiStény pomoci programu ChemDraw.
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Heptafluorobutylchloroformiat

zkratka: HFBCF F
Molekulova hmotnost 262,52 g/mol 0 F F
Sumarni vzorec CsH,CIF,0, | | F
Teplota varu 105 -107 °C Cl—C—0
F
F F
Derivatizovany ibuprofen CHs F F
F
388 g/mol o
P
Teplota varu | 389,6 °C CHs c
Log P 6,2 I F F
(6] F
H,C
Isobutylchloroformiat
zkratka: ICF 5
Molekulovid hmotnost 136,58 g/mol ” CH;
Sumadrni vzorec CsHoClO, Cl c—o0
Teplota varu 128,8 °C
CHs
Derivatizovany ibuprofen CH,
262 g/mol
o
Teplota varu 403,97 °C CH, C/
Log P 5,24 ||
(0]
HsC
Ethylchloroformiat
zkratka: ECF

Molekulovi hmotnost

108,52 g/mol

Sumarni vzorec C3H;5ClO, | ‘ /\
Teplota varu 93 °C Cl C 0 CHy
Derivatizovany ibuprofen CH,
234 g/mol
0]
Teplota varu 358,65 °C CHs C/ \/

Log P 4,35 ||

0]
HsC

Tabulka 5 Derivatizacni cCinidla a produkty derivatizace ibuprofenu
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4.3 Ptiprava vzorku

Ibuprofen/necistota ibuprofenu reaguje s derivatizacnim Cinidlem
(isobutylchloroformiat, ethylchloroformiat, heptafluorochloroformiat) za pritomnosti
prislusného alkoholu (isobutanol, ethanol, heptafluorobutan-1-ol)
a katalyzatoru/rozpoustédla (pyridin v acetonitrilu). Obecny princip reakce je popsan
v kapitole 2.5.1 Obrazek 19. Pri reakci vznika nejprve anhydrid a nasledné ester. Pokud
je pri reakci pouZzit odpovidajici alkohol tzv. ma stejny alkyl (napf. ethanol -
ethylchloroformiat) tak majoritni a minoritni produkt bude stejny (Obrazek 28).(48)
Vyjimku tvoii necistota E, ktera nepodléhd derivatizaci, protoZe neobsahuje

karboxylovou funkéni skupinu.

(0] OR
N AT
COOH 0 R;—OH ﬁ i
i CI_C_OTR ACN, PYR 0
CO, o
c” R
Il
6]
v Minoritni produkt
o}
7 \R1

Majoritni produkt
Obrazek 28 Reakcni schéma derivatizace ibuprofenu (Prevzato a upraveno (48))

Priprava vzorkt probihala v digestori za pouziti ochrannych nitrilovych rukavic.

43.1 Porovnani chromatografického chovani jednotlivych derivatii na koloné
SLB-IL 100

Byly pripraveny tfi vzorky. Navazka vzorku ibuprofenu (1 mg) byla rozpusténa v 1 ml

ACN. Pote se pridalo 90 ul PYR, dale pak 45 pl alkoholu (EtOH nebo IbOH nebo HFBOH),

nasledné pak 45 pl odpovidajiciho derivatiza¢niho Cinidla (ECF nebo ICF nebo HFBCF).

Po pridani derivatiza¢niho Cinidla byly vzorky vloZeny do ultrazvukové lazné po dobu

1 min.
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43.2 Vliv zmény teploty v nastfikovém prostoru na mnozstvi
nezderivatizovaného ibuprofenu

Navazka vzorku ibuprofenu 1 mg byla rozpusténa v 1 ml ACN. Poté se pridalo

do vialky 90 pl PYR, 45 ul HFBOH, 45 ul derivatiza¢niho ¢inidla HFBCF. Po ptidani

derivatiza¢niho ¢inidla byl vzorek vloZen do ultrazvukové lazné po dobu 1 min.

4.3.3 Derivatizace ibuprofenu v zavislosti na setrvani vzorku v ultrazvukové
lazni

Byly pripraveny tri identické vzorky. Navazka vzorku ibuprofenu 0,1 mg byla

rozpus$téna v 1 ml ACN, poté se odebralo 100 pl rozpusténého IBU do vialky a pridalo

90 ul PYR, 45 ul EtOH, 45 pl derivatizacniho cinidla ECF. Nasledné se tii pripravené

vzorky vloZily do ultrazvukové 1lazné po dobu 1 min / 5 min nebo 8 min.

434 Vliv mnozstvi alkoholu na derivatizaci ibuprofenu ECF

Byly pripraveny dva vzorky. Navazka vzorku ibuprofenu 0,1 mg byla rozpusténa v 1 ml
ACN, poté se odebralo do vialky 100 ul IBU a pridalo 90 ul PYR, 45 ul nebo100 ul EtOH,
45 ul derivatizacniho cinidla ECF. Nasledné se dva pripravené vzorky vlozily

do ultrazvukové lazné po dobu 1 min.

4.3.5 Vliv rozpoustédla na derivatizace ibuprofenu ECF

Byly pripraveny dva vzorky. Navazka vzorku ibuprofenu 0,1 mg byla rozpusténa v 1 ml
ACN nebo chloroformu, poté se odebralo 100 pl IBU a pridalo 90 ul PYR, 45 pul EtOH,
45 pl derivatiza¢niho cinidla ECF. Nasledné se dva pripravené vzorky vloZily

do ultrazvukové 1azné po dobu 1 min.

43.6 Derivatizace 1ékopisné smési k identifikaci pikt necistot ibuprofenu
100 pl 1ékopisné smési (necistoty ibuprofenu 4, ], N) (15 pg/ml v ACN) se pridalo
k900 ul ACN, 90 ul PYR, 45 pl EtOH, 45 pl derivatiza¢niho c¢inidla ECF. Po pridani

derivatiza¢niho ¢inidla byl vzorek vloZen do ultrazvukové 1azné po dobu 1 min.
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4.3.7 Derivatizace necistot ibuprofenu v koncentraci odpovidajici limitu 0,1 %
pomoci ECF

Navazka vzorku ibuprofenu 1 mg byla rozpusténa v 1ml ACN. Nasledné se pridaly
necistoty B, E, F, ] o koncentraci 0,1 % ibuprofenu (ze zasobnich roztokii necistot E, F a
] 1 mg/ml se odebral 1 pl, zdsobni roztok necistoty B 0,6 mg/ml odebralo se 1,7 pl).
Poté se pridalo 90 ul PYR, 45 pl EtOH, 45 pl derivatizacniho ¢inidla ECF. Po pridani

derivatiza¢niho ¢inidla byl vzorek vloZen do ultrazvukové lazné po dobu 1 min.

4.3.8 Validacni parametr — linearita

Bylo pripraveno 5 vzorkil se vzriistajici koncentraci ibuprofenu 1 pg/ml, 2,5 pg/ml,
5 pug/ml, 7,5 pg/ml, 10 pg/ml. Ibuprofen byl rozpustén v ACN. Poté bylo pridano 90 pl
PYR, 45 pul EtOH, 45 pl derivatiza¢niho ¢inidla ECF. Po pridani derivatiza¢niho ¢inidla
byl vzorek vloZen do ultrazvukové lazné po dobu 1 min.

Postup pro pripravu vzorku - linearita ibuprofenu v zavislosti na velikosti nastriku:

Do vialky bylo priddano 1 ml IBU (1 pg/ml v ACN), 90 pl PYR, 45 pl EtOH, 45 pl

derivatiza¢niho cinidla ECF. Po pridani derivatiza¢niho cinidla byl vzorek vloZen

do ultrazvukové lazné po dobu 1 min.

43.9 Valida¢ni parametr — linearita u necistot - smeés ibuprofenu v koncentraci
odpovidajici 40- 120 % povoleného obsahu nedistot.

Bylo pripraveno 6 vzorkil s koncentraci necistot ibuprofenu od 0,4 pg/ml - 1,42 pg/ml
(40-120 % povoleného obsahu necistot ve vzorku). Limit pro necistoty E a ] odpovida
0,15 % a pro necistoty Ba F 0,1 %.

Do vialky byl ptfidan 1ml IBU o koncentraci 1 mg/ml, mnoZstvi pridanych necistot je
uvedeno v Tabulce 6. Dale bylo ptridano 90 ul PYR, 45 pl EtOH, 45 pl derivatiza¢niho
¢inidla ECF. Po pridani derivatiza¢niho ¢inidla byl vzorek vloZen do ultrazvukové lazné
po dobu 1 min.

Zasobni roztoky pro necistotu E, ] a F byly o koncentraci 1 mg/ml. Pro necistotu B byl
zasobni roztok o koncentraci 0,6 mg/ml.

Priprava vzorku pro porovnani odezvy detektoru:

Pro porovnani odezvy detektoru na analyt o koncentraci 1 pg/ml byly pouZity vzorky
¢.3 necistoty B a F (1 pg/ml) - Tabulka 6. Dale byly pripraveny vzorky ibuprofenu,
necistoty E a necistoty ] o koncentraci 1 ug/ml. Priprava vzorki byla nasledujici - Do

vialky se pridal 1 ul IBU/E/] (zasobni roztok 1 mg/ml v ACN) a 999 ul ACN. Dale bylo
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pridano 90 pl PYR, 45 pl EtOH, 45 pl derivatizacniho c¢inidla ECF. Po pridani

derivatizacniho c¢inidla byl vzorek vloZen do ultrazvukové lazné po dobu 1 min.

¢.1 140% 2,1ul 2,1ul 2,38 ul 1,4 ul
c.2 120% 1,8 ul 1,8 ul 2,04 ul 1,2 ul
¢.3 100% 1,5l 1,5ul 1,7 ul 1ul

c.4 80% 1,2 ul 1,2 ul 1,36 ul 0,8l
¢.5 60% 0,9 ul 0,9 ul 1,02 pl 0,6 ul
¢.6 40% 0,6 ul 0,6 ul 0,68 pl 0,4 ul

Tabulka 6 Souhrnnd tabulka k pripravé vzorkii v limitu 40-140 % necistot

4.3.10  Valida¢ni parametr — opakovatelnost

Bylo ptipraveno Sest identickych vzorki. Navazka ibuprofenu 1 mg byla rozpusténa
v 1ml ACN, necistoty F a B o koncentraci odpovidajici 0,1 % ibuprofenu (ze zasobniho
roztoku necistoty F 1 mg/ml se odebral 1 ul, ze zdsobniho roztoku necistoty B
0,6 mg/ml se odebralo 1,7 ul), necistoty ] a E o koncentraci odpovidajici 0,15 %
ibuprofenu (ze zasobniho roztoku 1 mg/ml se odebral 1,5 pl), 90 ul PYR, 45 pl EtOH,
45 pl derivatiza¢niho ¢inidla ECF. Po pridani derivatiza¢niho ¢inidla byl vzorek vloZen

do ultrazvukové lazné po dobu 1 min.

43.11  Validacni parametr — limit detekce a kvantifikace
Pro vypocet limitu detekce a kvantifikace necistot ibuprofenu byly pouZity
chromatogramy necistot B, E, F a ], jejichZ postup pripravy vzorku je uveden niZe.

1. Vzorek necistoty B - Ze zasobniho roztoku necistoty B 0,6 mg/ml se odebralo
1,7 ul a doplnilo se ACN do 1ml. Poté se pridalo 90 ul PYR, 45 ul EtOH, 45 pl
derivatiza¢niho cinidla ECF. Po pridani derivatiza¢niho ¢inidla byl vzorek
vloZen do ultrazvukové lazné po dobu 1 min.

2. Vzorek necistoty E - Ze zadsobniho roztoku necistoty E 1 mg/ml se odebralo 1 pl
a doplnilo se ACN do 1ml. Poté se piidalo 90 ul PYR, 45 ul EtOH, 45 ul
derivatiza¢niho cinidla ECF. Po pridani derivatiza¢niho ¢inidla byl vzorek
vloZen do ultrazvukové lazné po dobu 1 min.

3. Vzorek necistoty F - Ze zasobniho roztoku necistoty F 1 mg/ml se odebralo 1 pl
a doplnilo se ACN do 1ml. Poté se pridalo 90 ul PYR, 45 ul EtOH, 45 pl
derivatiza¢niho cinidla ECF. Po pridani derivatiza¢niho cinidla byl vzorek

vloZen do ultrazvukové lazné po dobu 1 min.
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4. Vzorek necistoty ] - Ze zasobniho roztoku necistoty | 1 mg/ml se odebralo 1 pl
a doplnilo se ACN do 1ml. Poté se pridalo 90 ul PYR, 45 pl EtOH, 45 ul
derivatizacniho cinidla ECF. Po pridani derivatizacniho ¢inidla byl vzorek

vloZen do ultrazvukové lazné po dobu 1 min.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Porovnani chromatografického chovani jednotlivych
derivatt na koloné SLB-IL 100

Na koloné SLB-IL-100 byly analyzovany tfi vzorky, které se liSily pouZitym

derivatiza¢cnim cinidlem. Priprava vzorku je popsana v kapitole 4.3.1. Hmotnostni

detektor pracoval v reZimu FULL SCAN (m/z 100 - 500).

Chromatografické podminky jsou uvedeny v Tabulce 7.

~ C(hromatograficképodminky

Teplota kolony (°C){Teplota v nastrikovém prostoru (°C)]  Split  [Pritok kolonou (ml/min)
110 140 10 1
d(1€ DV EL0dd
Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
- 110 0
5 200 3

Tabulka 7 Chromatografické podminky — porovndni jednotlivych derivatizacnich
Cinidel na koloné SLB-IL-100

Pti porovnani chromatografického chovani jednotlivych derivatt na koloné SLB-IL 100
(Obrazek 29) je vidét, Ze nejrychlejsi analyza ibuprofenu byla pfi pouziti
heptafluorobutylchloroformiatu. Poradi eluovanych latek ovliviiuje teplota varu
analytu, polarita a mezimolekularni interakce (kapitola 2.3.4).

U ibuprofenu derivatizovaného HFBCF a ICF miiZzeme pozorovat zlistatek
nezderivatizované latky.

Na Obrazku 30 mizeme vidét hmotnostni spektra jednotlivych derivati ibuprofenu.
Ve spektrech je Cervené oznacen molekularni ion prislusného derivatu. Hlavni
fragment 161, ktery miizeme vidét u vSech hmotnostnich spekter, vznika odStépenim

derivatizované karboxylové skupiny (Obrazek 31).
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Obrdzek 29 Porovndni chromatografického chovdni jednotlivych derivdtii na koloné

SLB-IL 100
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a) Derivatizovany ibuprofen heptafluorobutylchloroformiatem:

%
] 161.2
1007 345.1
501 UT'I 289.1 388.1
SRR SR N T S 2690 | 3170 | 37310 4142 4642
100 150 200 250 300 350 400 450
b) Derivatizovany ibuprofen ethylchloroformiatem:
%
100- 161.2
50-
] 119.1 1911 234.2
0l ‘\“H\‘ ‘145‘.2‘\‘ ‘ ‘\"2‘91_‘ 2652 3122 3642 4142 4632 5002
100 150 200 250 300 350 400 450 500

c) Derivatizovany ibuprofen isobutylchloroformiatem:

%
50] 16].2
25
1 1191 262,
1 206.1
1 105.1‘ |
ol Ll 1452] 189212202 2642 303333123571 4012 4502 4972
100 150 200 250 300 350 400 450 500

Obrazek 30 Hmotnostni spektra derivdtii ibuprofenu

Obrazek 31 Vznik fragmentu 161
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5.2 Vliv zmény teploty v nastfikovém prostoru na mnozstvi
nezderivatizovaného ibuprofenu

Predchozi vysledky nas vedly kvyzkouSeni zmén teplot v nastfikovém prostoru.

Domnivaly jsme se, Ze dochazi v nastfikovém prostoru k odStépeni derivatiza¢niho

Cinidla od ibuprofenu. Proto byly chromatografické podminky upraveny dle Tabulky 8.

SloZeni vzorku je popsano v kapitole 4.3.2.

Metoda 1.
Teplota kolony (°C)|Teplota v nastrikovém prostoru (°C)|  Split  |Priitok kolonou (ml/min)
110 220 10 1
Metoda 2.
Teplota kolony (°C)|Teplota v nastfikovém prostoru (°C)|  Split |Priitok kolonou (ml/min)
110 160 10 1
Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
110 0
5 200 3

Tabulka 8 Chromatografické podminky - vliv zmeény teploty v nastrikovém prostoru na

mnoZstvi nezderivatizovaného ibuprofenu

Pii snizené teploté v nastiiku na 160 °C se snizuje mnoZstvi nezderivatizovaného
ibuprofenu, tim se nam potvrdila naSe domnénka, Ze dochazi v nastrikovém prostoru
k odsStépeni derivatiza¢niho Cinidla od ibuprofenu (Obrazek 32).

Vzhledem ke zjiSténym vysledkiim jsme se rozhodli v dal$i analyze pokracovat

s ethylchloroformidtem jako derivatizacnim c¢inidlem.
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(x1,000,000)
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7.5 10.0 12.5 15.0 17.5

Obrdzek 32 Vliv zmény teploty na mnoZstvi nezderivatizovaného ibuprofenu

5.3 Vlastnosti a fragmenty necistot ibuprofenu

Nasledujici tabulka (Tabulka 9) nam ukazuje struktury necistot ibuprofenu po
derivatizaci ECF. Necistota E nepodléha derivatizaci z davodu chybéjici COOH
skupiny. Dale jsou v tabulce uvedeny hlavni fragmenty analytti. Hodnoty teploty varu
a log P byly zjistény pomoci programu ChemDraw.

Mezi nejcastéjsi fragmenty ibuprofenu a jeho necistot patri fragment 161, ktery
vznika odStépenim derivatizované karboxylové skupiny. Obdobné vznika i fragment
133 u necistoty N. Fragment 117 u necistoty F vznika po odStépeni derivatizované
karboxylové skupiny a nasledné se odstépuje z isobutylu skupina tif uhlikd.
Chromatogramy jednotlivych necistot jsou uvedeny v kapitolach 5.8 a 5.9 Obrazek 40
a Obrazek 42.
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Necistota A

Molekulova hmotnost der. 234 g/mol
Teplota varu 358,65 °C

Log (P) der. 4,35

m/z hlavniho fragmentu 161

HyC

Molekulova hmotnost der. 234,33 g/mol
Teplota varu 359,09 °C
Log (P) 4,44
m/z hlavniho fragmentu 161

HsC

Molekulova hmotnost der. 176,12 g/mol
Teplota varu 286,10 °C
Log (P) 3
m/z hlavniho fragmentu 161

HsC
Necistota F
(0]

CH3 161 CH3

Molekulova hmotnost der. 234,16 g/mol
Teplota varu 381,85 °C
Log (P) 4,62
m/z hlavniho fragmentu 117

m/z vedlejsiho fragmentu

Molekulova hmotnost der. 248,14 g/mol
Teplota varu 411,85 °C
Log (P) 3,24
m/z hlavniho fragmentu 205

Molekulova hmotnost der. 206,13 g/mol
Teplota varu 313,33°C
Log (P) 3,61
m/z hlavniho fragmentu 133

H ”///,

/ C/"\/
CH, ||
205 ©

H3C

H;C

Tabulka 9 Prehled vlastnosti a hlavnich fragmentii necistot ibuprofenu
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5.4 Derivatizace ibuprofenu v zavislosti na setrvani vzorku
v ultrazvukové lazni

Sonikace vzorku v ultrazvukové lazni byla nedilnou soucasti experimentalni prace.
Ultrazvuk mitze puisobit fyzikalné-chemicky (emulgace, homogenizace, extrakce
a urychleni rozpousténi) a dale miiZe ovliviiovat rychlost a priibéh chemickych reakci,
tvorbu volnych radikald, urychleni oxidace a katalyzatorovych procesii.(63)

Byly upraveny chromatografické podminky (Tabulka 10). SloZeni vzorku je popsano v
kapitole 4.3.3. Po pridani derivatiza¢niho ¢inidla byl vzorek vloZen do ultrazvukové
lazné po dobu 1 min, 5 min nebo 8 min a nasledné se sledoval vliv doby sonikace
na derivatizaci ibuprofenu (Obrazek 33).

Chromatografické podminky

Teplota kolony (°C)|Teplota v nastrikovém prostoru (°C)]  Split  JPriitok kolonou (ml/min)
110 140 10 1
d(1€ DVd etoad
Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
- 110 11
25 250 5

Tabulka 10 Chromatografické podminky - Derivatizace ibuprofenu v zavislosti na
setrvdni vzorku v ultrazvukové lazni.

Pii porovnavani ploch piki ibuprofenu bylo zjisténo, Ze prodlouZeni doby sonikace
vzorku v ultrazvukové lazni z 1 minuty na vice minut vyznamné neovlivnil vytézek
derivatiza¢ni reakce pti pouZité ECF. Proto jsme v dalSich experimentech nechavali

vzorek v ultrazvukové lazni po dobu 1 minuty.

(x100,000)
] Ultrazvuk: 8 min
8.0+ 5 min
] Imin
] Plochy pod pikem: & 548 662
7 0+ 6 057 255
i 6 341 350
6 0
5 0
4 0
3 0
2 0
1.0
: : T . . ; 7 : T T T T T : : T T : T T T T T
3.0 9.0 100 11.0 12.0

Obrazek 33 Derivatizace ibuprofenu v zavislosti na setrvani vzorku v ultrazvukové
1azni.
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5.5 Vliv mnozstvi alkoholu na derivatizaci ibuprofenu ECF

Pri optimalizaci podminek derivatizace jsme se také zamérili na slozeni reakcniho
média. Presny pomér sloZek v reakénim médiu je esencialni (47)(48). SloZeni vzorku
je popsano v kapitole 4.3.4.

Chromatografické podminky byly stejné jako v kapitole 5.4 Tabulka 10. Pri
porovnavani ploch pikli ibuprofenu bylo zjisténo, Ze zvySené mnozZstvi alkoholu
vreakénim médiu nema zdsadni vliv naucinnost derivatizace ibuprofenu

(Obrazek 34).

{x100,000)

7.0+ MnoZstvi alkoholu: 100 ul
1 asyl

j Plochy pod pikem: 5475 140
6.0+ 5 982 227

5 0

404

3.04

2 0

4

T T T [ T T T T T T | T ¥ T T 1 T T 0 T T T T T T I

80 9.0 10.0 110 12.0 13.0

Obrdzek 34 Vliv mnoZstvi alkoholu na derivatizaci ibuprofenu ECF

5.6 Vliv rozpoustédla na derivatizaci ibuprofenu
ethylchloroformiatem

Rozpoustédlo je jedno ze tii sloZzek reakéniho média (Kapitola 2.5). Zamérili jsme se
proto na vliv rozpoustédla na rozpustnost ibuprofenu a naslednou derivatizaci. Vybrali
jsme dvé rozpoustédla - chloroform a acetonitril. Ktomuto vybéru jsme dospéli
na zakladé prace P. Huska a P. Simka (48). Odborny ¢élanek se vénoval mimo jiné
esterifikaci ve vodném/nevodném prostiedi. Pravé chloroform v kombinaci
s pyridinem a acetonitril v kombinaci s pyridinem je zde doporucovan jako vhodné

reakéni médium. SloZeni vzorku je popsano v kapitole 4.3.5. Chromatografické
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podminky byly stejné jako v kapitole 5.4 Tabulka 10. Porovnanim ploch piki
ibuprofenu bylo zjisténo, Ze volba rozpoustédla ACN/chloroform nehraje vyznamnou

roli v nasledné derivatizaci a separaci ibuprofenu na koloné SLB-IL-100 (Obrazek 35).

(x1.000.,000%

1.?5; ACN
plocha pod pikem 6 836 573
1.50
] Chlaroform
1.2 plocha pod pikem 6 810 914
1.00
0.7
0.50]
025
0.00]
0.25]
Y7777
7.0 8.0 5.0 10.0 11.0 12.0 13.0

Obrdzek 35 Vliv rozpoustédla na derivatizaci ibuprofenu ECF

5.7 Linearita odezvy ibuprofenu v zavislosti na koncentraci a
nastriku vzorku

K stanoveni linearity bylo pripraveno pét vzori se vzristajici koncentraci ibuprofenu
(1-5 pg/ml). Dale byla zmérena zavislost plochy piku ibuprofenu (1 pg/ml)
na mnozstvi nastriku. SloZeni vzorkil je popsano v kapitole 4.3.8. Chromatografické
podminky se od predchozi metody liSily pocatecni teplotou 110 °C, ktera piechazela
do gradientové metody aZ po 15 minutach oproti ptivodnim 11 minutdm. ProdlouZil se

tim retencni ¢as analytu (Tabulka 11).

Chromatografické podminky

Teplota kolony (°C) | Teplota v nastfikovém prostoru (°C)| Split | Pritok kolonou (ml/min)

110 140 10 1
Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
- 110 15
25 250 5

Tabulka 11 Chromatografické podminky meéreni
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Mérenim jsme zjistili, Ze odezva detektoru byla v daném koncentra¢nim rozmezi
linedrni (R%0,9914), viz Obrazek 36
Linedrni zavislost plochy piku na koncentraci

2 _
.. R?=0,9914

y =48020x- 16685

250000

Plocha piku

0 2 - 6 8 10 12

koncentrace ibuprofenu (pg/ml)

Obrdzek 36 Linedrni zdvislost plochy piku na koncentraci ibuprofenu

Zavislost plochy piku na mnoZstvi nastriku vyrazné neovliviiuje linearitu viz

Obrazek 37. Vysledna hodnota RZje 0,9689.

Linedrni zavislost plochy piku na mnozstvi nastriku

300000

250000 e

R? = 0,9689
200000 o«
y = 108186x - 48258

150000

plocha piku

100000

50000 o

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
nastrik (ul)

Obrdzek 37 Linearita ibuprofenu v zdvislosti na mnoZstvi ndstriku
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5.8 Derivatizace lékopisné smeési k identifikaci pikti necistot
ibuprofenu

Nasim cilem bylo vyvinout jednoduchou a rychlou metodu, diky které bude mozné
stanovit vybrané necistoty ibuprofenu. Necistoty B a F predstavuji polohové izomery
ibuprofenu a necistoty E a ] jsou jeho degradacni produkty. V Ceském lékopise se ke
stanoveni specifikovanych necistot pouziva kapalinova chromatografie.(56) Soucast
zkousKy je i identifikace necistot s ibuprofenem pro identifikace pikii CRL (necistoty A,
], N). VnaSem pripadé jsme pouZili ibuprofen pro identifikaci pikii CRL z divodu,
abychom zjistili, jestli nedochazi ke koeluci necistot A a N sndmi vybranymi
necistotami B, E F a]. Dale jsme si ovérili identifikaci necistoty ] (Obrazek 38). K analyze
byl pripraven vzorek, jehoZ sloZeni je popsano v kapitole 4.3.6. Chromatografické
podminky byly stejné jako v kapitole 5.7 Tabulka 11

Vzorek byl méfen ve FULLSCANU a nasledné byly ziskany hodnoty m/z pro
méreni v rezimu SIM 206 (molekularni iont neCistoty A), 234 (derivatizovana necistota
A), 133 (fragment bez derivatizované karboxylové skupiny necistoty N). Jak miizeme
vidét na Obrazku 39 necistota N je na koloné SLB-IL 100 zadrZovana nejkratsi dobu,
nasleduje necistota A a nakonec necistoty J. Retence je nejspis ovlivnéna teplotou varu
jednotlivych necistot. Derivatizovana necistota N 315,85 °C < necistota A 357,85 °C
<necistota ] 411,85 °C. Také jsou separovany neznamé latky, u kterych je
v hmotnostnim spektru nejcastéjsi fragment 205, 130 a 147. Hmotnostni spektra

jednotlivych analytii jsou uvedené s popisky niZe (Obrazek 40).
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(3100,000)

3.0—: F

2.57 th/\_‘, Ibuprofen s nedistotami B, E,Fa]

2.07

0.5

0.0
N A Ibuprofen pro identifikei pilod CRL

.ﬂ. [netistota A, N, ])

0.5

-1.0+

-1.54

I 125 15.0 175 20.0 225
Obrdzek 38 Chromatogram k porovndni separace necistot A, B, E, F, Ja N

{00 0011}
JH
0 0 (20.00)
3253800 2000
3300 { 10.00)

3.00]

025

1] jiijamm 1

025

Obrdzek 39 Derivatizace lékopisné smési k identifikaci pikii neCistot ibuprofenu
(N - necistota N, A - necCistota A, X - nezndmd necistota, | - necistota J, Y - nezndmd
necistota)
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a) Hmotnostni spektrum necistoty N:

(x1,000)

100 150 200 250 300 380 400 450 500

b) Hmotnostni spektrum necistoty A:

(x1,000)
4.04 161
30
2,07
] 105 191
0.0] ol L 146 | 205 L 246 268 296 329 352 382 411 434447 467 489
100 150 200 250 300 350 400 450 500

c) Hmotnostni spektrum necistoty J:

(x10,000)
1 205
5.0
2.5
104 130 17
00— I L A 221 .. 281 305 334 356 382 417420 455 477 500
100 150 200 250 300 350 400 450 500

d) Hmotnostni spektrum neznamé latky X:

(x1,000)
403 0 2%
3.04
2.04
1 355
(R i 221 281 429
] | 17 248 295 341 415
0.0 o L"l Maasnsalis ||.| wll H 1l L L 327 L, h L 388 " A | 459 475 491
e O [ O L L L I B
100 150 200 250 300 350 400 450 500
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e) Hmotnostni spektrum neznamé latky Y:

(x10,000)

] 147
1.04

205
0.5 130

104

| I| l157 177

0.0l alli ull 2L, L L) 286 281 311 336 365 304 429 451 480
100 150 200 250 300 350 400 450 500

Obrdzek 40 Hmotnostni spektra necistot ibuprofenu - A, N, ] a nezndmych Idtek X a Y.
zelené oznaceni - hlavni fragment, Cervené oznaceni - derivatizovand necistota

5.9 Derivatizace necistot ibuprofenu v koncentraci
odpovidajici limitu 0,1 % pomoci ECF

Na koloné SLB-IL-100 byl separovan vzorek necistot ibuprofenu v limitu 0,1 % (dle
Lékopisu limit pro necistotu F). Kanalyze byl pripraven vzorek, jehoZ sloZeni je
popsano v kapitole 4.3.7. Jedina necistota E nepodléha derivatizaci z diivodu chybéjici
karboxylové funkéni skupiny. Chromatografické podminky byly stejné jako v kapitole
5.7 Tabulka 11. Na Obrazku 41 miiZzeme vidét, Ze jednotlivé latky eluuji v poradi:
ibuprofen, necistota E, necistota B, necistota F a necistota ]J. Na separaci necistot maji
vliv mezimolekularni interakce, teplota varu a polarita analytu. Pokud bychom
porovnavali eluci dle teploty varu derivatizovanych necistot (Tabulka 12). Méla by byt
eluovana jako prvni necistota E. Na separaci necistoty E bude mit nejspis vliv interakce
karbonylové skupiny se stacionarni fazi, popripadé fenomén teplotniho efektu (kdy

jsou nékteré interakce zeslabeny vzristajici teplotou). (12)

E IBU B F J

log (p) 3 4,35 4,44 4,62 3,24
teplotavaru | 286°C | 358,65°C|359,09°C|381,85°C| 411,85 °C

Tabulka 12 Hodnoty log P a teploty varu eluovanych ldtek zjistény pomoci programu
ChemDraw

Vyhodou této metody je separace necistot do 21 minut. Nevyhodou metody je blizka
retence necistot E a B. V porovnani s 1ékopisnymi metodami (kapalinova a plynova
chromatografie) je ptiprava vzorku jednodusi, rychlejsi a doba separace kratsi. U HPLC

lékopisné metody je nejdelSi doba separace necistoty B a to priblizné 23 minut (u nasi
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metody 16,9 minut). V porovnani s lékopisnou metodou dochazi také k lepsi separaci
necistoty B od ibuprofenu. U GC lékopisné metody je predepsand doba analyzy

34 minut. Tato doba odpovida dvojnasobku reten¢niho ¢asu necistoty F. (56)
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Obrazek 41 Derivatizace necistot ibuprofenu ethylchloroformidtem v limitu 0,1%

Na Obrazku 42 jsou uvedeny hmotnostni spektra jednotlivych latek. Zelené jsou
uvedeny hlavni fragmenty a Cervené fragmenty derivatizované necistoty ibuprofenu
(kromé necistoty E, u které nedochazi k derivatizaci. V erveném ramecku je uveden

molekularni iont)
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c) Hmotnostni spektrum necistoty B
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Obrdzek 42 Hmotnostni spektra analyzovanych ldtek

5.10 Vybrané validacni parametry

Validace metody znamena prokazani toho, Ze pouZity postup je vhodny pro zamyslené
pouziti. V experimentalni praci jsme se zamérili na linearitu, opakovatelnost, spravnost

a limit detekce a kvantifikace. (1)

5.10.1 Linearita

Linearita je schopnost metody poskytovat odezvu, které je pfimo umérné koncentraci
stanovované latky. Obvykle se stanovuje minimalné z péti rtiznych koncentraci.(1)
Linearita byla hodnocen na zakladé zavislosti plochy pikd necistot E, B, F, ]
na koncentraci. Vzorky byly pripraveny i spridavkem ibuprofenu, ktery byl

v koncentraci 1 mg/ml. Obsah necistot vroztoku na urovni 0,1 % (neclistota B,

61



necistota F) a 0,15 % (necistota E a ]J) ¢astecné odpovida lékopisnému limitu necistot.
Lékopis uvadi povolené mnoZstvi specifickych necistot (A, ] a N) 0,15 %,
nespecifikovanych necistot 0,05 % a 0,1 % pro necistotu F. (56)

Celkem bylo pripraveno 6 vzorki s koncentraci necistot B, E, F a ] v rozmezi 40-120 %
povoleného obsahu necistot. Kazdy vzorek byl analyzovan celkem trikrat.

SloZeni jednotlivych vzorkil je popsano v kapitole 4.3.9. Chromatografické podminky
byly stejné jako v kapitole 5.7 Tabulka 11

Necistota B E F J
Korelacni faktor 0,9971 0,9955 0,9997 0,9963
Rovnice prijimek y=67940x+ 1369 | y=35448x+48080 | y=31527x-12670 | y=152804x+138621
Koncentracni rozmezi pg/ml 0,6-14 0,6-21 0,8-1,4 0,6-2,1

Tabulka 13 Vysledky z méreni linearity rozsahu metody

Vysledky méreni jsou uvedeny v Tabulce 13. Necistota B md linedrni rozsah v limitu
60-140 % (0,6-1,4 pg/ml), necistota E 40-140 % (0,6-2,1 pg/ml), necistota F 80-140 %
(0,8-1,4 pg/ml) a necistota ] 40-140 % (0,6-2,1 pg/ml). Z méreni vyplyva, Ze metodu

lze pouzit pro limitni test necistot ibuprofenu.

5.10.2  Opakovatelnost

Opakovatelnost hodnoti opakovatelnost navrZzeného pracovniho postupu, ktery
se provede jednim pracovnikem se stejnymi Cinidly na stejném pfristroji. (1)

K vyhodnoceni opakovatelnosti méreni bylo pripraveno Sest identickych vzorkd,
jejichZ sloZeni je popsano v kapitole 4.3.10. Chromatografické podminky byly stejné
jako v kapitole 5.7 Tabulka 11. Kazdy vzorek byl méren trikrat.

V Tabulce 14 jsou uvedeny primérné hodnoty ploch pod pikem analytli a spocteny

relativni smérodatné odchylky méteni.

Prameér plochy pod Prameér plochy pod Prameér plochy pod Prameér plochy pod

pikem necistoty E pikem necistoty B pikem necistoty F pikem necistoty ]
vzl 139851 138619,67 40788 539836
vzZ2 171447,67 136290,33 36412,33 800926
vz3 159574 164156 41734,67 567031,33
vz4 185104 158408 48028,67 713053
vz5 160057,67 147398 46652,67 702117,33
vz6 149300 161459 42717,33 740004
pramér 160889,1 151055,2 42722,3 677161,3
smér.odch. 15982,3 11999,6 4198,5 102141,8

Tabulka 14 Opakovatelnost derivatizacniho postupu s vyuzitim ECF sledovanych
necistot a ibuprofenu o koncentraci 0,1% (pro necistoty B a F) a 0,15% (pro necistoty E

aj)
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Presnost metody pro necistoty ibuprofenu se pohybuje vrozmezi 7,9 - 15,1 %.
Nejvyssi hodnota relativni smérodatné odchylky je u necistoty ] a to 15,1 %.
V Tabulce 14 miiZeme vidét, Ze pravé u vzorki vz1 a vz6 je rozdil plochy pod pikem
znacny. Je to dano nejspiSe nastiikem vzorku. Pro sniZeni variability by mohl poslouzit
vhodny vnitini standard. Ddale byla porovndna odezva detektoru pro stejné
koncentrace necistot a ibuprofenu (1 pg/ml). Spocitané hodnoty jsou uvedeny
v Tabulce 15. Bylo zjiSténo, Ze nejvétsi odezvu detektoru ma necistota | a nasleduji

analyty v tomto poradi: E>B>F>IBU.

Plocha pod pikem u koncentrace 1 pg/ml 9332 18857 69309 83528 | 291425

Odezvovy faktor viici ibuprofenu 2,02 7,43 8,95 31,23

Tabulka 15 Porovndni odezvy detektoru pro stejnou koncentraci necistot a ibuprofenu
(1u1g/ml) a odezvovy faktor jednotlivych necistot viici ibuprofenu

5.10.3  Spravnost metody

Spravnost metody (recovery) nam vyjadiuje miru shody mezi nalezenou a skute¢nou
hodnotou. (1)

Pro vypocet spravnosti metody byly pouzity priimérné hodnoty ploch pod pikem
jednotlivych necistot z Tabulky 14 a tyto hodnoty byly dosazeny do rovnice prijimek
(Tabulka 13). Vysledné koncentrace byly porovnany se skute¢nymi koncentracemi
analytu. Bylo zjisténo, Ze plochy pod pikem stejnych koncentraci jsou vyssi v porovnani
s plochou analytu z méteni linearity. Vzorky byly méreny v riizné dny, a proto plocha
pikGi byla nejspiS ovlivnéna rozdilnou ionizaci. Toto vysvétleni je podpoieno i
uspokojivymi vysledky ztestu opakovatelnosti. Pro porovnadni méfeni mezi
jednotlivymi dny by bylo vhodné pouZit vnitini standard, ktery by rozdily v ionizaci

kompenzoval. Na zadkladé téchto hodnot spravnost metody nelze posoudit.

5.10.4  Limit detekce a kvantifikace

koncentraci latky. Limit detekce se vypocita jako koncentrace analyzované latky, kdy
pomér signalu k Sumu ma hodnotu 3. (1)

Pro vypocet limitu detekce a kvantifikace necistot ibuprofenu byly pouZity
chromatogramy necistot B, E, F, ], jejichZ postup pripravy vzorku je uveden vyse jako

v kapitole 4.3.11. Chromatografické podminky méreni jsou uvedeny v kapitole 5.7
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Tabulka 11. Vysledné chromatogramy byly v rezimu SIM pro dominantni fragmenty
necistot (kapitola 5.3). Vysledné LOD u necistot jsou uvedeny v Tabulce 16.

latky, ktera je stanovitelna s prijatelnou presnosti a spravnosti. Limit kvantifikace se
vypocita jako koncentrace analyzované latky, kdy pomér signalu k Sumu ma hodnotu
10. (1) Vysledné LOD u necistot jsou uvedeny v Tabulce16.

Pro sniZeni limitu detekce a kvantifikace by bylo k zvazeni pouziti vy$$i navazky

ibuprofenu nebo zdvojnasobit nastrik.

LOD 0,24 pg/ml | 0,29 pg/ml | 0,33 pg/ml | 0,17 pg/ml
LOQ 0,78 ug/ml | 0,97 pg/ml | 1,1 ug/ml | 0,58 pg/ml

Tabulka 16 Vypocitané LOD a LOQ pro necistoty ibuprofenu B, E, Fa |
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6 Zaver

V prvni ¢asti experimentalni prace jsme se zamérili na volbu vhodného derivatizacniho
Cinidla. Ibuprofen byl derivatizovan pomoci alkylchloroformiatu
(isobutylchloroformiat, ethylchloroformiat, heptafluorochloroformiat). Nejkratsi doba
separace derivatizovaného ibuprofenu byla u heptafluorochloroformiatu, dale
isobutylchloroformidtu a nakonec ethylchloroformiatu. V porovnani s ostatnimi
derivatiza¢nimi c¢inidly byl ibuprofen derivatizovany beze zbytku pouze za pouziti
ethylchloroformiatu. Z tohoto diivodu bylo pouziti heptafluorochloroformiatu a
isibutylchloroformiatu v dalSich experimentech vylouceno.

Stacionarni faze na bazi iontové Kkapaliny 1,9-di(3-vinyl-imidazolium)nonan
bis(trifluormethyl)sulfonyl imidu ma dostatecnou selektivitu pro separaci necistot
ibuprofenu po derivatizaci ethylchloroformiatem. NecCistoty ibuprofenu byly
separovany do 21 minut. Dale bylo zjisténo, Ze za danych podminek lze separovat
kromé necistot B, E, F a] i necistoty A a N.

Dale byly zkouSeny modifikace derivatizacniho postupu (48). Byl testovan vliv
nasledujicich parametrii na derivatizaci: mnozstvi pridaného alkoholu, rozpoustédlo
ibuprofenu a setrvani vzorku v ultrazvukové 1azni na derivatizaci. Pokud bylo mnozstvi
alkoholu vyssi, doslo spiSe ke sniZeni vytéZnosti derivatizace. Rozpoustédlo ibuprofenu
a prodlouZeni doby vzorku v ultrazvukové lazni nemélo na derivatizaci a naslednou
analyzu vliv.

Pri stanoveni spravnosti metody bylo zjiSténo, Ze se nejspis liSi ionizace analytu
u vzorkd, které byly métreny v rozdilné dny. Proto by bylo vhodné pro porovnani
vysledkl pouziti vnitiniho standardu.

Presnost metody pro necistoty ibuprofenu, ktera se vyjadiruje relativni smérodatnou
odchylkou, byla v rozmezi z 7,9 - 15,1 %. Metoda je linearni pro necistoty v rozsahu
koncentraci B 0,6-1,4 pg/ml, E 0,6-2,1 pg/ml, F 0,8- 1,4 ug/ml a ] 0,6-2,1 pg/ml. Limit
kvantifikace necistot ibuprofenu byl nasledujici - B 0,78 pg/ml, E 0,97 pg/ml, F 1,1
ug/mlaj 0,58 pg/ml.

U metody derivatizace necistot ibuprofenu by bylo vhodné zvysit navazku ibuprofenu.
SniZil by se tim limit detekce a kvantifikace. Metoda je rychla a nenaroc¢na ve srovnani
s lékopisnou metodou ke stanoveni necistoty F. Jeji vyhodou je také soucasné stanoveni

degradacnich produktt (E. ]) i polohovych izomert ibuprofenu (A, B, F).
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8 Seznam zkratek

ACN - acetonitril

BOPA - (2RS)-2-[4-(2-methylpropanoyl)fenyl]propanova kyselina
BSA - N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid

BSTFA - N,0-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetami
COX - cyklooxygenaza

COX-1 - cyklooxygenaza 1

COX-2 - cyklooxygenaza 2

EAN - ethylammonium nitrat

ECD - electron capture detector

ECF - ethylchloroformiat

FID - flame ionization detector

FT-ICR - orbitrap a iontova cyklotronova rezonance
GLC - plynova chromatografie s kapalnou stacionarni fazi
GSC - plynova chromatografie

IBF - 1-(4-isobutylfenyl)ethan-1-on

IbOH - isobutylalkohol

IBU - ibuprofen

ICF - isobutylchloroformiat

IL - iontové kapaliny

IT - sféricka iontova past

LIT - linearni iontova past

LOD - limit detekce

LOQ - limit kvantifikace

MCF - methylchloroformiat

MeOH - methanol

MSD - mass selective detector

NSAID - nesteroidni antiflogistika

HFBCF - heptafluorobutylchloroformiat

HFBOH- heptafluorobutan-1-ol

PLOT - porous layer open tubular

68



PYR - pyridin

QP - kvadrupdl

RCF - alkylchloroformiat

ROH - alkohol

SCOT - support-coated open tubular
SF - staciondarni faze

TCD - thermal conductivity detector
TCEP - 1,2,3-tris(2-kyanoethoxypropan)
TFA - trifuoroacetamid

TMCS - trimethylchlorosilan

TMS - trimethylsilyl

TOF - analyzator doby letu

WCOT - wall- coated open tubular
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