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ABSTRAKT

Katedra: Katedra analytické chemie
Kandidat: Katetina Miillerova
Skolitel: PharmDr. Pavel Ja¢, Ph.D

Nézev diplomové prace: Testovani potencidlniho vyuziti chirdlnich iontovych kapalin

s dlouhym fetézcem pro chiralni separace v kapilarni elektroforéze 11

Chiralni iontova kapalina (—)-N-dodecyl-N-methylephedrinium bromid (DMEB) byla
testovana jako selektor pro chiralni separace vybranych 1é¢iv (chinolonovéa antibiotika,
ketoprofen a flurbiprofen) pomoci kapilarni elektroforézy (CE). Byl zkouméan vliv
nékolika parametri na enantioseparaci: (i) typ a pH pufru, (ii) typ a mnozstvi organického
modifikatoru a (iii) koncentrace DMEB. Pfi pouziti tohoto chirdlniho selektoru byla
pozorovana enantioseparace pouze u ofloxacinu, u zbylych chirdlnich 1é¢iv separace za

danych podminek neprobéhla.

Jako dalsi krok byla vyvinuta CE metoda pro stanoveni levofloxacinu, aby bylo mozné
ptedvést potencial DMEB jako chirdlniho selektoru v kontrole kvality chirdlné ¢istych
1é¢iv. Nejlepsi separace bylo dosazeno se zékladnim elektrolytem o slozeni: 20mM
trizmovy pufr o pH 8,5 se 100 mM DMEB a 20 % (v/v) acetonitrilu. Separace probihala
v kiemenné kapiléie (80,5 cm / 72 cm) s vnitinim primérem 50 pm pii —30 kV s UV
detekci pfi 291 nm. RozliSeni mezi piky S- a R-ofloxacinu bylo 4,22 + 0,02 (n = 3).
Linearita metody byla prokdzana vrozsahu 10 az 100 pg/ml levofloxacinu
(y = 0,0305x — 0,0107, R? = 0,9975); s pouzitim gatifloxacinu (40 pg/ml) jako vnitiniho
standardu. Metoda byla aplikovadna na analyzu tablet s obsahem 500 mg levofloxacinu.
Stanoveny obsah byl 100,1 + 4,6 % (n = 3) deklarovaného mnozstvi levofloxacinu.
Podruhé byla linearita ovéfena ve stejném rozsahu se stejnym vnitinim standardem
(y =0,0332x — 0,087, R?=0,9993) a nasledné byla metoda aplikovana na analyzu o¢nich
kapek s koncentraci 5 mg/ml levofloxacinu. Stanoveny obsah byl 91,56 % (n = 2)

deklarovaného mnozstvi levofloxacinu.



ABSTRACT

Department: Department of Analytical Chemistry
Candidate: Katetina Miillerova

Supervisor: PharmDr. Pavel Ja¢, Ph.D.

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

alkyl chain in capillary electrophoresis chiral separations II

Chiral ionic liquid (—)-N-dodecyl-N-methylephedrinium bromide (DMEB) was tested as
a selector for chiral separations of selected drugs such as chiral quinolones, ketoprofen,
and flurbiprofen by capillary electrophoresis (CE). The effect of several parameters on
enantioseparation was examined: (i) type and pH of the separation buffer, (ii) type and
amount of organic modifier, and (iii) the concentration of DMEB. When using this chiral
selector, only the separation of ofloxacin enantiomers was observed, while the
enantiorecognition of other chiral model analytes was not successful under the conditions

tested.

As a next step, a CE method for the assay of levofloxacin was developed to demonstrate
the potential of DMEB as a chiral selector in quality control of single-isomer drugs. The
best separation was achieved with 20 mM tris buffer of pH 8.5 containing 100 mM
DMEB and 20 % (v/v) of acetonitrile as the background electrolyte. The separation took
place in 50 um id fused silica capillary (80.5 cm / 72 cm) at =30 kV with UV detection
at 291 nm. The resolution between the peaks of ofloxacin enantiomers was 4.22 + 0.02
(n=3). Linearity of the method was proved for the range 10 to 100 pg/ml of levofloxacin
(y = 0.0305x — 0.0107, R? = 0.9975); gatifloxacin (40 pg/ml) was employed as internal
standard. The method was applied to the analysis of tablets containing 500 mg of
levofloxacin. The content determined was 100.1 + 4.6 % (n = 3) of the declared amount
of levofloxacin. Later, the linearity was proved again for the same range and with the
same internal standard (y = 0.0332x — 0.087, R? = 0,9993) and the method was applied to
the analysis of eye drops containing 5 mg/ml of levofloxacin. The content determined

was 91.56 % (n = 2) of the declared amount of levofloxacin.
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1. Uvod

Tato diplomova prace (DP) navazuje na DP Mgr. Veroniky Mrazové [1]. Ve zminéné
praci byly pouzity nové syntetizované chiralni iontové kapaliny (CIL) na testovani jejich
vyuziti pro chiralni separace pomoci kapilarni elektroforézy (CE). Pomoci testovanych

CIL se nepovedlo zadné enantiomery rozseparovat.

V této praci byla pouzita komeré¢né dostupnd CIL (—)-N-dodecyl-N-methylephedrinium
bromid (DMEB), jejiz vyuziti v chiralnich separacich bylo jiz diive publikovano pro

separaci atropizomert metakvalonu [2].

Iontové kapaliny jsou soli s teplotou tani pod 100 °C. Chirdlni iontové kapaliny ve své

struktufe obsahuji alespon jedno centrum chirality.

CE je separatni metoda probihajici v uzkych kfemennych kapilardch naplnénych
zakladnim elektrolytem. Na separaci se podili rozdilné pohyblivosti nabitych castic
v elektrickém poli a elektroosmoticky tok (EOF), ktery je hybnou silou v CE separacich,

a diky kterému je mozna separace jak kationtu, tak i aniontl v ramci jedné analyzy.

Pti chiralnich separacich pomoci CE je pouzit pfidavek chirdlniho selektoru k zdkladnimu
elektrolytu. Chirélni selektor vytvaii s opticky aktivnimi analyty labilni diastereomerni
komplexy, které pii rozdilnych konstantach asociace nebo pii rozdilnych pohyblivostech
umoziuji chirdlni separace. Nejcastéji pouzivané chirdlni selektory jsou cyklodextriny.
V této praci byl jako chiralni selektor pouzit DMEB, ktery je ptikladem CIL. Pouziti CIL

jako chiralnich selektorii neni pfili§ bézné.

VétSina novych 1écivych latek je chirdlni, a n€které se vyrabi pouze ve formé Cistého
izomeru; v tomto ptipad¢ je druhy izomer povaZzovan za necistotu a jeho obsah je tieba
kontrolovat pomoci vhodnych analytickych metod. K tomuto ui€elu se pouzivaji separacni
metody vysokouUc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC), chromatografie na tenké

vrstvé (TLC) a Casto i CE.
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2. Cil a zadani prace

Diplomova prace ma za cil ovéfit pouzitelnost chiralni iontové kapaliny DMEB jako
chirdlniho selektoru pro separace chiralnich 1é¢iv pomoci CE. Navazuje na DP
Mgr. Veroniky Mrazové, ktera pouzivala jako chiralni selektory syntetizované iontové
kapaliny [1]. V této praci je pouzita iontova kapalina komer¢ni, jejiz potencial pro chiralni

separace byl jiz prezentovan v ¢asopise Pharmazie [2].
Dil¢i cile jsou shrnuty v néasledujicich bodech:

1) Screening chirdlni separace na piikladu vybranych chiralnich [éciv jako
modelovych analyti.

2) Testovani vlivu slozeni BGE na vyslednou enantioselektivitu: rizné typy a pH
pufrt, pridavek organického modifikatoru, koncentrace DMEB.

3) Ov¢éfeni linearity separace.

4) Aplikace na 1é¢ivy ptipravek obsahujici chirdlné ¢isté 1é¢ivo.

12



3. Teoreticka cast

3.1. Kapilarni elektroforéza

3.1.1. Princip

Kapilarni elektroforéza je analytickd separa¢ni metoda, kterd vyuziva elektroforetické
pohyblivosti nabitych castic v elektrickém poli. Separace probiha v kapilarach s vnitinim
primérem v fadu desitek mikrometra (nejcastéji 50 az 100 um). Pti separaci jsou konce
kapilary a elektrody ponoifené do malych nadobek (vialek) se zakladnim
elektrolytem (BGE). Elektrické pole vznikd vlozenim vysokého napéti mezi elektrody,
prostiedi mezi elektrodami je tvofeno BGE. Regulace teploty v systému je fizena

termostatem [3, 4, 5].

Zakladni druhy kapildrnich elektromigracnich technik jsou: kapilarni zénova
elektroforéza (CZE), kapilarni gelova elektroforéza, micelarni elektrokineticka
chromatografie (MEKC), kapilarni elektrochromatografie (CEC), kapildrni izoelektricka
fokusace a kapilarni izotachoforéza. Metody MEKC a CEC jsou vhodné jak pro separaci

iontd, tak i neutralnich molekul [3].

Vyhodou CE je velmi mala spotieba Cinidel a vzorku, a s tim spojené malé mnoZzstvi
organického odpadu. Metoda ma vysokou separacni ucinnost — pocet teoretickych pater
N byva vétsi nez 10°. Detekce miize probihat pfimo na kapilafe (tzv. on-capillary
detection). Jednoduchy je také vyvoj metody. Mezi nevyhody patii nizsi citlivost a horsi

opakovatelnost, pfi porovnani s kapalinovou chromatografii [3, 4].

Vlivem elektrického proudu, ktery prochazi kapildrou, dochazi k zahtivani jejiho
vnitiniho obsahu. Kapildra tak musi byt pro zajisténi stalych podminek chlazena, coz se
provadi bud’ proudem vzduchu, nebo chladici kapalinou. Generovany elektricky proud
by se mé¢l pohybovat pod 100 pA, aby nedochazelo k ptehiivani kapilary. Typicka
vkladana napéti jsou 5-30 kV. Roztok BGE je tvofen pufrem pro zachovani konstantniho

pH v priibéhu separace [3].

Principem separace je rozdilna rychlost v (m/s) pohybu analytii v elektrickém poli. Ta je
zavisla dle rovnice 3-1 na intenzit¢ elektrického pole £ (V/m) a elektroforetické

pohyblivosti iontu u (m?/Vs).

v =uE (3-1)
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Vysledny pohyb iontl zavisi na plsobeni sily elektrického pole, proti které ptsobi treci
sila prostiedi — tu definuje Stokestiv zakon [4]. Elektroforeticka pohyblivost konkrétniho
iontu je zavisla dle rovnice 3-2 na jeho celkovém naboji g (C) a poloméru  (m), a zaroven

na dynamické viskozité # (kg/ms) BGE.

__4
6nnr

! (3-2)
Z rovnice 3-2 vyplyva, ze malé ionty s velkym nabojem se pohybuji rychleji nez velké
ionty s malym nabojem. Elektroforetickou pohyblivost 1ze ovlivnit zménou pH BGE nebo

ptidavkem organickych modifikéatorta ¢i tenzidu [3, 4].

Pomoci migrac¢nich ¢asit miizeme podle rovnice 3-3 spocitat zdanlivou elektroforetickou
pohyblivost i, (cm?/Vs). Ta je zavisla na efektivni délce kapilary / (cm), migraénim &ase
iontu 7, (s) a intenzité elektrické¢ho pole £ (V/cm). Misto E 1ze dosadit pomér napéti U
(V) a celkové délky kapilary L (cm).

=— (3-3)

l
e T E T U

Pro u, plati zarovef i rovnice 3-4, kde uror (cm?/Vs) je pohyblivost elektroosmotického
toku vypoctena dle rovnice 3-5, fzor (s) je migracni cas EOF [4]. Z rovnice 3-4 l1ze také
jednoduchou tpravou vypocitat efektivni elektroforetickou pohyblivost u. (cm?/Vs)

(rovnice 3-6).

g = He + Wgor (3-4)

)
teorE  tgorU

Hgor = (3-5)

He = Ha — HrorF (3-6)
3.1.2. Elektroosmoticky tok

EOF je transportni jev, ktery je typicky pro kiemenné kapildry a ktery umoZziuje
soucasnou separaci aniontl i kationtli v prib¢hu separace v kiemennych kapilarach.
Vlivem EOF se smérem ke katod¢ pohybuji i anionty, jelikoz pohyblivost EOF je za

vhodné zvolenych podminek vétsi neZ pohyblivost aniontil.
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Vznik EOF v kifemennych kapilarach je mozny z diivodu disociace volnych silanolovych
skupin (viz obrazek 1a) na vnitinim povrchu kapilary (SiOH — SiO™ + H") pfi vhodném
pH BGE. Na z4porné nabitém povrchu se utvofi dvojvrstva kationtl (viz obrazek 1b).
Vlivem elektrického pole nastane v kapilafe mechanicky pohyb kationti obalenych
molekulami vody, veskery obsah kapilary se pohybuje s nimi, a tim vznikd EOF (viz

obrazek Ic), ktery se pfi zdkladnim uspofadani pohybuje smérem ke katode¢.

a) \5

b)

c)

Obrazek 1: Vznik EOF, prevzato a upraveno ze zdroje [4]
Disociace silanolovych skupin je pii pH pod 4 mala a EOF je tak velmi slaby, nejsilnéjsi
je pii pH nad 9. Rychlost EOF zévisi nejen na pH, ale i na teploté a koncentraci BGE. Se

zvySujici se koncentraci BGE se EOF zpomaluje [4, 5].

EOF zéroven unasi nenabité Castice, které se pohybuji stejnou rychlosti jako EOF. Tok
EOF ma plochy rychlostni profil, diky tomu se zony analyt rozmyvaji jen minimalné,
coZz zvySuje separacni Ucinnost; piky jsou oproti HPLC analyze uzsi. EOF se v
nemodifikované kiemenné kapilafe pohybuje od anody ke katod¢. Jak miZzeme vidét na
obrazku 2, pfi tomto uspofaddni migruji jako prvni malé kationty a jako posledni malé

anionty. Mezi kationty a anionty je zona nerozdélenych neutralnich latek [4].
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Obrazek 2: Poradi migrace analytii, prevzato a upraveno ze zdroje [4]

Zménou pH nebo ptidanim aditiv do BGE miZze dojit k potlaceni az obraceni EOF.
K obraceni EOF dochazi pfidanim kationaktivniho tenzidu do BGE, tento tenzid
modifikuje vnitini sténu kapilary, jak miizeme vidét na obrazku 3. Na kladné nabitém
povrchu se poté utvoii dvojvrstva aniontt, které se vlivem elektrického pole pohybuji
smérem k anodé. Pro tyto separace je nutné vkladat zaporné napéti, aby EOF smétoval

k detektoru na anodickém konci kapilary [4].

EOF

Obrazek 3: Obraceni EOF, prevzato a upraveno ze zdroje [4]
3.1.3. Kapilara

Kapilara je nejcastéji vyrobena z taveného kiemene, coZ je prakticky Cisty oxid kfemicity,
ktery je 1épe prostupny pro UV zéieni nez sklo, coz je vyhodné pro UV/VIS detekci
provadénou piimo na kapilafe. Dal§i materialy pouzivané pro vyrobu kapilar jsou teflon
a sklo. Kiemenna kapilara je velmi kiehkd a manipulace sni je umoZnéna diky

polyimidovému potahu, ktery kapilafe dodava pruznost a mechanickou odolnost.

Délka kapilary se rozliSuje na celkovou a efektivni. Efektivni délka kapilary je métena
od mista nastiiku vzorku, po detek¢ni okno. Efektivni délka byva o pét az deset
centimetrli krat$i nez délka celkova. Pro detektory, které se nachazi mimo kapilaru, se

efektivni délka rovna délce celkové [3, 4].

Po kazd¢ analyze musi byt kapilara fadné promyta, aby byla pfipravena k dalsi analyze.
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3.1.4. Detektory

Nejcastéji pouzivany detektor pro CE je spektrofotometricky, ktery méti absorbanci
v ultrafialové a viditelné oblasti spektra (UV/VIS). Je umistén v blizkosti vystupniho
konce kapilary, paprsek prochazi skrz kapilaru v misté detekéniho okna, které je tieba

vytvorit odstranénim polyimidového potahu [3].

Dale se pouzivaji detektory fluorescencni, vodivostni, elektrochemicky, hmotnostni (MS)

a radioaktivni [6]. MS detektor je napojen za kapilarou.
3.1.5. Instrumentace

Instrumentace CE je pomérné jednoduché. Jak vidime na obrazku 4, konce kapilar jsou
spolu s elektrodami ponoieny do zasobnikl (vialek) se BGE. Kapildra je stejnym BGE
také naplnéna. Davkovani vzorku probiha automaticky po vyméné vstupni vialky se BGE
za vialku se vzorkem. Po nadavkovani se na vstupni konec kapilary vrati vialka se BGE
a mezi elektrody je vloZeno vysoké napéti. Vzorek poté prochazi kapilarou, kde probiha
separace na jednotlivé slozky. Obsah kapilary nakonec projde ptes detektor. Vystupem
analyzy je elektroferogram, ktery dokumentuje zavislost odezvy detektoru na case.
Zaznam ma tvar pikd, jejichZ migracni ¢as urcuje totoznost analytu, oproti tomu plocha

pikt urcuje jeho obsah ve vzorku [4, 5].

Davkovani vzorku probiha nejcastéji tlakem (hydrodynamické davkovani). DalSimi
moznostmi jsou rozdil hladin, zaloZeny na principu spojenych nadob, nebo
elektrokinetické davkovani, jehoZ nevyhodou je néasledné rozdilné slozeni vzorku ve

vialce a v kapilafe, jelikoZ pohyblivéjSich iontd do kapilary migruje vice. Signaly

z detektoru jsou zpracovany pocitaCem s vhodnym softwarem [3, 4].
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Obrazek 4: Schéma CE, prevzato a upraveno ze zdroje [7]

3.1.6. Micelarni elektrokineticka chromatografie

Tato metoda byla vyvinuta zejména pro analyzu nenabitych molekul, které se pti CZE
nedéli. Pii MEKC se BGE sklada nejen z pufru, ale je v ném také pridavek povrchové
aktivni latky (PAL) — nejcastéji je vyuzivan anionaktivni dodecylsiran sodny (SDS). PAL
v pufru po ptekroceni kritické miceldrni koncentrace (CMC) tvoii micely. CMC je pro
kazdou PAL a prostfedi specifickd. Pro SDS je 8 az 9 mM ve vodé, ale v bézné
pouzivanych pufrech je CMC nizs§i, kolem 3 mM [4]. Ve vodném BGE je uvniti micel
prostiedi hydrofobni a mtize tam dochazet k rozpousténi nepolarnich latek. Kazdy analyt
se takto rozd€luje dle své polarity mezi vodnou a hydrofobni micelarni fazi. PAL je
obvykle nabitd, coZz ddva naboj i micelam, a ty diky tomu migruji k opa¢né nabité
elektrod€. Pro MEKC se pouzivaji BGE o vysokém pH, pro zajisténi dostatecné siln¢ho
EOF [4, 5]. Micely a viechny analyty jsou pomoci EOF unaseny smérem ke katods. Cim
silné€jsi je interakce mezi analytem a micelou, tim déle je zadrZovan analyt v micelach, a
tim je ovlivnén jeho migracni Cas. Tato interakce mezi micelou a analytem zplsobi
rozdéleni 1 nenabitych c¢astic dle jejich polarity. Micely se v tomto ptipadé chovaji
podobné jako stacionarni faze v HPLC, ale kviili jejich vlastnimu pohybu se oznacuji jako

pseudostaciondrni faze [3].

Analyt, ktery neni zadrZovany micelami, migruje v €ase #y. Pfikladem takové slouceniny
mize byt MeOH. Cas, za ktery urazi tu samou drahu micela je #u.. Jako indikator fme se
Casto pouziva barvivo Sudan III. Neutralni analyty migruji vzdy mezi 9 a tnc, toto rozmezi

se nazyva migracni okno [6].
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PAL pouzivané k MEKC mohou byt anionaktivni, kationaktivni, amfolytické nebo
neionogenni. Mezi anionaktivni PAL fadime jiz zminény SDS nebo kyselinu cholovou.
Casto pouzivané kationaktivni tenzidy jsou dodecyltrimethylamonium bromid,
tetradecyltrimethylamonium bromid nebo hexadecyltrimethylamonium bromid.

Neionogenni tenzid je naptiklad Triton X-100 [3, 4].

Anionaktivni PAL vytvaii zdporné nabité micely, které podobné jako SDS migruji
k anodg¢, tedy proti EOF. Kationaktivni PAL maji micely nabité kladné, a ty migruji ke
katod¢€. OvSem kationaktivni PAL méni naboj na vnitini sténé kapilary a tim obraci smér
EOF. Tudiz i kladné nabité micely migruji proti EOF. Pfi takovychto separacich se
pouziva zaporné napéti, aby EOF sméfoval smérem k detektoru, ktery je na anodické
stran¢ kapilary. Rychlost EOF je obvykle vétsi neZ rychlost micel, tudiz 1 ty migruji

smérem k detektoru [3, 4].

Chiralni PAL, napt. CIL s dlouhym alkylovym fetézcem nebo tenzidy odvozené od
zluCovych kyselin jako je napt. cholat sodny, mohou slouzit pti chiralnich separacich jako

chirélni selektory [4].

V MEKC se podobné jako v chromatografii pouzivaji organické modifikatory
napt. methanol (MeOH), acetonitril (ACN) nebo 2-propanol. Po jejich piidavku do BGE

mohou oslabit interakce mezi analytem a micelami, a tim zménit selektivitu separace [4].
3.1.7. Chiralni separace

Chiralita 1é¢iv je v souCasnosti dillezity problém, protoze se stereoizomery mohou lisit
v ucinnosti a toxikologickém profilu. Kviili tomu je tieba stale vyvijet analytické metody
pro kontrolu stereochemické Cistoty chiralnich 1é¢iv. Nejcastéji pouzivana technika je
HPLC, ale i CE je velmi G¢inna. Chirdlni CE se pouZziva u n¢kterych zkouSek na ¢istotu
(napf. zkouska enantiomerni Gistota galantaminu) v Ceském lékopise [8]. Ve
farmaceutickém primyslu je ovSem castéji pouzivana HPLC, kterd je povazovana za

metodu s vyssi robustnosti. Nejvetsi vyuziti CE je v akademickych laboratofich [9].

Pomoci CE lze provadét chirdlni separace zejména piidavkem chirdlnich selektorti do
BGE. Nejcastéji jsou takto pouzivany makromolekuly na cukerné bazi, mezi néz patii
cyklodextriny (nativni nebo modifikované), déle streptomycin, nebo polysacharidy
(maltodextrin, glukosaminoglykany). Také jsou pouzivany chiradlni PAL, které tvofi

micely [4, 10].
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Pokud jeden stereoizomer interaguje siln¢ji s chirdlnim selektorem, je tim vice ovlivnéna
doba jeho migrace kapilarou v porovnani se stereoizomerem, ktery s nim vykazuje slabsi

interakci. Pti dostate¢né rozdilné mife této interakce dochazi k chiralni separaci [9].

3.2. Iontové kapaliny

3.2.1. Iontové kapaliny a moZnosti jejich vyuziti v analytické chemii

Iontové kapaliny (IL) jsou definované jako chemické slouceniny tvotfené kationtem a
aniontem, s teplotou tani pod 100 °C. lontova struktura urcuje jejich fyzikalné-chemické
vlastnosti, mezi které patii neté¢kavy charakter, nehoilavost, vysoka teplotni stabilita,
chemicka stabilita, vysoka polarita, vysoka vodivost a schopnost rozpoustét anorganické
i organické slouceniny. IL s dlouhym alkylovym fetézcem jsou zaroven PAL. Jejich
struktura miiZze byt navrzena tak, aby méla pozadované fyzikalné-chemické vlastnosti
[11]. Na pfelomu tisicileti zacaly byt iontové kapaliny komeréné dostupné ve vysoké
kvalité a za pfijatelnou cenu. Tim se staly dostupnymi i pro vyzkumné skupiny, které
nem¢ély moznost vlastni syntézy IL, a diky tomu se rozsifilo jejich vSeobecné pouzivani

[10].

IL jsou pouZzitelné mj. i pro velké mnozstvi aplikaci v analytické chemii, naptiklad jako
nahrada za tékava organickd rozpoustédla nebo jako stacionarni faze v plynové
chromatografii (GC). V HPLC se IL daji pouzit jako stacionéarni faze, ale také jako aditiva
do mobilni faze pro zvySeni rozliSeni. V MS mohou byt sou¢asti matric pro laserovou
desorpci/ionizaci za ucasti matrice. PouZivaji se 1 v CE jako aditiva do BGE, jsou schopné
obratit EOF. Pokud tvoti micely, mohou se vyuZzivat jako pseudostacionarni faze [12, 13,

14, 15].

Mimo analytickou chemii se IL pouZivaji také. V poslednich letech se naptiklad zkouma

vyuziti IL jako protiplisiovych latek pro ochranu dreva [16].
3.2.2. Chiralni iontové kapaliny

CIL jsou podskupina IL, maji alespon jedno chirdlni centrum na kationtu, na aniontu,
nebo na obou iontech. V poslednim desetileti se vyvijeji nové metody syntézy stabilnich
chirdlnich iontovych kapalin a roste jejich vyuziti v riiznych separacnich technikéch.
Vlastnosti iontovych kapalin mohou byt upraveny zménou struktury. Syntézy CIL jsou
dobte popsany ve zdroji [13]. Velkd rozmanitost chirdlnich iontli a jejich kombinace

davaji vznik velké pestrosti struktur CIL, kterd zaroveil zvysuje Sanci na jejich riiznorodé
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uplatnéni. Odhaduje se, Ze je mozné pripravit az 10'® rlznych IL, coZ umoziuje

obrovskou variabilitu jejich vlastnosti [11].

CIL se daji pouzit jako chiralni selektory, jako reagencia pro asymetrické syntézy, své
uplatnéni najdou také v biologii a fyzice [11, 17]. Pro uplatnéni v chiralnich separacich
pomoci CE se vyuziva bud’ synergického efektu CIL v pfitomnosti jiného chirdlniho
selektoru, nebo je CIL pouzita jako samotny chirdlni selektor [17]. Dudlni systémy
s ptfidavkem CIL k jinému chirdlnimu selektoru mohou vyrazné zlepsit enantioseparaci,
naptiklad pti chiralnich separacich pomoci cyklodextrini ma ptidavek IL do BGE
synergicky efekt a zlepSuje separaci. Pouziti CIL jako samostatného chiralniho selektoru
je dle mnozstvi publikovanych praci vyrazné méné Casté. Pro enantioseparaci musi mit
CIL vhodnou strukturu s dostatenym poctem mist pro interakci s enantiomery

[11, 14, 17].

CIL v GC tvoti novy typ stacionarni faze, jejich vyhodou je hlavné vysoka termalni
stabilita a nehoflavost. V HPLC se daji pouzit jako stacionarni faze nebo jako chiralni

selektory v mobilni fazi [18, 19].
3.2.3. (—)-N-Dodecyl-N-methylephedrinium bromid

DMEB je komeréné dostupna CIL a zaroven kationaktivni PAL. Jak mtizeme vidét na
obrazku 5, v jeho struktufe se nachazi dvé centra chirality. Systematicky nézev této latky
je (1R,25)-dodecyl(2-hydroxy-1-methyl-2-fenylethyl)dimethylamonium bromid.
Molekulova hmotnost DMEB je 428,49 g/mol. Je to bily prasek s teplotou tani 80-82 °C.

Skladuje se v uzavienych nadobach na suchém misté, naptiklad v exsikatoru.

Br

OH\/

N o~
A

Obrazek 5: Struktura DMEB

Prvni publikace o pouziti této CIL v analytické chemii vysSla v roce 1997. DMEB byl
pouzit k separaci atropizomert metakvalonu pomoci CE. Separace byla GspéSnd, ale
viditelna pouze pfi vysSich koncentracich DMEB, nejlépe pfi koncentraci 20 mM DMEB
ve 150mM boratovém pufru o pH 9,4 a SOmM fosfatovém pufru o pH 8,0. OvSem za

téchto podminek nebylo dosaZeno rozliSeni enantiomerii az na zakladni linii, zaroven byl
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velmi dlouhy cas analyz. S boritovym pufrem probihala analyza pies hodinu, s

fostatovym kolem 30 minut [2].

v

DMEB byl pozd¢ji pouzit také na chiralni separace nesteroidnich protizanétlivych latek
(karprofen, flurbiprofen, fenoprofen, ibuprofen, indoprofen, ketoprofen, naproxen,
suprofen) pomoci MEKC. Slo o teprve druhy publikovany pokus o vyuziti DMEB pfi
MEKC. Vzorky byly rozpustény ve smeési MeOH a vody (1:1, v/v), s koncentracemi mezi
100-200 pg/ml. K separaci byly pouzity racemické smeési analytd. Iontova sila vSech
pufri byla upravena na 0,05 pomoci ptidavku 0,5M roztoku NaCl. CMC DMEB byla
v ramci tohoto vyzkumu namétena 1,8 mM ve 20mM fosfatovém pufru o pH 7,0. Pti
konstantni iontové sile je CMC nezavisla na pH. Koncentrace DMEB byla pouzita
v rozmezi 5-20 mM, chiralni separace probihala nejlépe pii koncentracich 10 mM. Pii
vysSich koncentracich separace neprob¢hla, nebo se nezménila, coz mohlo byt zplisobeno
zménou struktury micel pfi vysSich koncentracich DMEB. RozliSeni pika bylo nejlepsi u
ketoprofenu a naproxenu, ¢asy separaci se pohybovaly okolo 28 minut. Chiralni separace
zavisela na pH BGE, optimum bylo podle konkrétniho analytu 7,4 nebo 7.,9.
Enantioseparace probihala diky elektrostatickym interakcim mezi kladné nabitymi
micelami a zaporné¢ nabitym analytem. Migracni casy zalezi také na intenzité
hydrofobnich interakci mezi analytem a micelou. DosaZené vysledky dokazuji, Ze DMEB
lze jako chiralni selektor pouZzit a hodi se k dalSimu vyzkumu. Dokonce se podafilo

uskutecnit chiralni separaci péti riznych NSAID v rdmci jedné analyzy [20].

Dalsi vyzkum DMEB se tykal jeho rozpustnosti a CMC ve vodé. Na obrazku 6 miZeme
vidét zavislost rozpustnosti a CMC na teploté. Pfi pokojové teploté (20 °C = 293,15 K)
se CMC nachdzi v minimu. MiZeme také vidét Krafftovu teplotu Tk (neboli kritickou
miceléarni teplotu), coZ je teplota, kdy je shodnd CMC s koncentraci nasyceného roztoku.
Pro vodny roztok DMEB je hodnota Tk 280 K a rozpustnost pfi této teploté ¢ini 4,5 mM.
Od Krafftovy teploty rozpustnost velmi rychle stoupa diky tvorbé micel [21].
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Obrazek 6: Zavislost rozpustnosti a CMC na teplote, prevzato a upraveno ze zdroje

[21]
3.3. Chinolonova antibiotika

Chinolonové antibiotika jsou skupina baktericidnich antibiotik. Jejich mechanismus
ucinku spociva v inhibici bakteridlni DNA gyrazy a topoisomerasy IV. Jde o enzymy
zodpovédné za spravné fetézeni bakterialni DNA béhem replikace. Plivodné se pouzivaly
na infekce mocCovych cest, ale svyvojem novych struktur se znich staly jedny
z nejpouzivanéjsich antibiotik na svété. S tim se bohuzel také poji vysokeé riziko vzniku

rezistenci. Chinolonova antibiotika se fadi do ¢tyf generaci.

Chinolony prvni generace se pouzivaji k1é¢bé mocovych infekci, plsobi na
enterobakterie a gonokoky. Ze zastupcli sem patii napiiklad kyselina nalidixova a
oxolinova. Chinolony druhé generace maji vysSi ucinnost vici gramnegativnim
bakteriim. Plsobi i na obligatné intracelularni patogeny jako jsou mykoplazmata a
chlamydie. PouZivaji se proti stafylokokiim. Ze zastupcii sem patii ciprofloxacin,
ofloxacin, pefloxacin a lomefloxacin. Chinolony tfeti generace oznaCované také jako
,respiracni  chinolony®, jsou U€inn€j§i proti grampozitivnim bakteriim, zejména
pneumokoktm, také vici mykoplazmatim a chlamydiim. Jsou pouzitelné na témef
vSechny bakteridlni patogeny vyvolavajici respira¢ni onemocnéni, ale jejich hromadné
pouzivani nese riziko vzniku rezistence. Levofloxacin mad vyznamny Uc¢inek proti
pneumokokiim. Ze zéastupcti sem patii sparfloxacin, temafloxacin, levofloxacin a
gatifloxacin (zatfazeni levofloxacinu se 1i8i dle zdroje — bud’ 2. [22] nebo 3. generace [23]).
Chinolony ctvrté generace maji velmi Siroké spektrum tuc¢inku, jsou uU¢inné na
grampozitivni 1 gramnegativni bakterie, na intracelularni patogeny i1 na anaeroby. Ze

zastupcl sem patii moxifloxacin, gemifloxacin a gatifloxacin [23, 24].
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Zakladem struktury chinoloni je chinolinovy skelet. Nejcastéji pouzivané jsou
fluorochinolony, které maji navdzany atom fluoru v poloze 6 chinolinového jadra, a
pfipadné i na dalSich mistech struktury. VétSina chinolonti je chiralnich a syntetizuji se
ve formé racemickych smési. Pokud je farmakologicka aktivita vdzana pouze na jeden
enantiomer (druhy muize byt neaktivni az toxicky), je zadouci podévat pouze Cisté

enantiomery [24].

Nejcastéjsi nezadouci ucinky chinolonii jsou nauzea, prijem, bolest hlavy, zavrate,
fototoxicita a poruchy jater. Nékteré nezadouci ucinky mohou byt vazané u chiralnich
chinolonti pouze na jeden izomer, t€ém se d& zabranit uzivanim ¢istého izomeru. Napiiklad
u molekuly ofloxacinu je eutomerem S-izomer, ktery se vyrabi pod ndzvem levofloxacin.

R-ofloxacinu (distomer) jsou pfisuzovany neurotoxické nezadouci u€inky [22].

Z téchto diivodi je tieba vyvijet analytické metody pro hodnoceni totoZznosti, Cistoty a
stanoveni obsahu chirdlné ¢istych chinolonovych antibiotik. K témto analyzam lze pouzit
HPLC nebo CE, jejichz ptehled byl publikovan v roce 2017. Nejcastéji se jako chiralni
selektory vyuZivaji cyklodextriny. V CE se také pouzZivaji vankomycin nebo chiralni

crown ethery [24].

V Americkém I€kopise (USP) miizeme najit nejen monografie Gcinnych latek, ale
zaroven také 1€Civych ptipravkl, napt. roztoku a tablet s levofloxacinem. Ke stanoveni
levofloxacinu se pouziva chirdlni HPLC metoda na bazi vymény ligandl. R-izomer je
povazovan za necistotu a jeho povoleny obsah je maximalné 0,8 %. Pro stanoveni
levofloxacinu v tabletach se jako rozpoustédlo pouziva 20% ACN (v/v). Mobilni faze se
skladd ze siranu méd’naté¢ho (874 mg/l), L-isoleucinu (918 mg/l) a octanu amonného
(5,94 g/1) rozpusténych ve smési vody a MeOH (7:3). Pfedepsand stacionarni faze je
tvofena oktadecylsilanem s velikosti ¢astic 5 um. Analyza probihd po dobu dvojnasobku
retencniho €asu levofloxacinu. Zasobni roztok (ZR) vzorku se pfipravuje z minimalné
peti tablet s pouzitim 20% ACN tak, aby jeho vysledné koncentrace byla 5 mg/ml. Do
odmérné banky se vlozi tablety levofloxacinu, banka se do tfi ¢tvrtin doplni 20% ACN a
necha se 15 minut stat. Poté se 30 minut intenzivné micha a nakonec se doplni stejnym
roztokem po rysku. Cast obsahu banky se piefiltruje vhodnym filtrem o velikosti pori
0,45 pm, prvni 1-2 ml filtratu se odstrani. Pozd¢ji se ZR natfedi na pracovni roztok o
koncentraci 0,2 mg/ml, opét s pouzitim 20% ACN. Pro analyzu je pouzita UV detekce pti
360 nm. Tablety musi obsahovat 90,0-110,0 % deklarovaného mnozstvi levofloxacinu

[25].
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V Ceském 1ékopise se pro stanoveni levofloxacinu pouZiva bezvoda titrace 0,IM
kyselinou chloristou za potenciometrické indikace ekvivalenéniho bodu. Pro zkousku na
piibuzné latky je predepsana HPLC metoda, R-ofloxacin je definovan jako necistota A.
Jako mobilni faze je pouzita smés MeOH a tlumivého roztoku (30:70, v/v). Tlumivy
roztok se skladé ze siranu méd’natého pentahydratu R (1,25 g/l), isoleucinu R (1,3 g/l) a
octanu amonného R (8,5 g/1) rozpusténych ve vod¢ pro chromatografii R. Stacionarni faze
je tvofena silikagelem pro chromatografii (oktadecylsilylovany se stinénymi

silanolovymi skupinami deaktivovany pro bazické latky R), s velikosti ¢astic 5 um [26].
Struktury a vlastnosti vybranych chinolonii jsou shrnuty v tabulkach 1 a 2.

Tabulka 1: Struktury vybranych chinolonovych antibiotik

ofloxacin levofloxacin (S-ofloxacin)
O O 0] O
F F
| OH | OH
(\ N N (\ N N
7~ N \) O\)\ 7~ N \) O\)\
gatifloxacin pazufloxacin
O O
OH

0 0
| OH
\*/\ N

F
N N
HN\) /O A O\)*\

tosufloxacin lomefloxacin

O O 0] O
F X OH F
L] | OH
/N7 N7 N
F\i
F
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Tabulka 2: Vlastnosti vybranych chinolonovych antibiotik [24, 27]

ofloxacin levofloxacin gatifloxacin
zluty krystalicky svétle zluty bily krystalicky
Vzhled b C T -
prasek krystalicky prasek prasek
M (g/mol) 361,37 361,37 375,39
pKa 6,05; 8,22 6,05; 8,22 5,97;9,13
pl 7,14 7,14 7,55
/ detekce (nm) 291 291 2901
pazufloxacin tosufloxacin lomefloxacin
bily krystalicky bily krystalicky bily krystalicky
Vzhled - - -
prasek prasek prasek
M (g/mol) 318,90 576,54 351,35
pKa 5,7; 8,6 5,22:; 9,80 5,49; 8,78
pl 7,15 7,14 7,14
/A detekce (nm) 245 274 274

3.4. Nesteroidni protizanétlivé latky (NSAID)

Jako modelové analyty byla pouzita také léCiva ze skupiny NSAID — ketoprofen a

flurbiprofen. Jejich struktury a vlastnosti jsou uvedeny v tabulkéach 3 a 4.

Tabulka 3: Struktury ketoprofenu a flurbiprofenu

ketoprofen

flurbiprofen

~__OH
AR

26




Tabulka 4: Vybrané viastnosti ketoprofenu a flurbiprofenu [8, 28, 29]

ketoprofen flurbiprofen
Vzhled bily, krystalicky prasek bily, krystalicky prasek
M (g/mol) 254,28 24426
Teplota tani (°C) 94-97 114-117
Rozpustnost ve vodé prakticky nerozpustny prakticky nerozpustny
pKa 4,45 4,27
Absorpéni maximum (nm) 255 247
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4. P

4.1.
4.1.1

4.1.3.

4.14

rakticka ¢ast

Pouzité chemikalie
. Standardy

Ofloxacin, > 99%, Sarze BCBQ5434V a BCCB4624V, Sigma-Aldrich.
Levofloxacin, > 98%, Sarze BCBK5832V a 089M4779V, Sigma-Aldrich.
Ketoprofen, > 98%, Sarze BCBG9546V, Sigma-Aldrich.
(8)-(+)-Ketoprofen, 99%, Sarze 03908K O, Sigma-Aldrich.

Flurbiprofen, Sigma-Aldrich.

Pazufloxacin, > 98,0%, Sarze BCBZ5177, Sigma-Aldrich.

Gatifloxacin seskvihydrat, > 98,0%, Sarze BCBS8983V, Sigma-Aldrich.
Lomefloxacin hydrochlorid, > 98,0%, Sigma-Aldrich.

Tosufloxacin, > 98,0%, Sarze BCBS8983V, Sigma-Aldrich.

Z.akladni chemikalie

Ultracista voda (dale jako voda) produkovana systémem Milli-Q, Millipore, USA.
Kyselina fosfore¢nd, 85%, Merck.

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, 99%, Sigma-Aldrich.

Trizma® base [tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid], > 99,9%, Sigma-
Aldrich (dale jako trizma).

Methanol pro HPLC, > 99,9%, Sigma-Aldrich.

ACN pro HPLC, > 99,9%, Sigma-Aldrich.

Kyselina borita, Kulich, Hradec Krélove, Ceska republika.

Kyselina octova, 99%, Sigma-Aldrich.

Chiralni iontova kapalina

(—)-N-dodecyl-N-methylephedrinium bromid, 99%, Sarze 1374932 a 001451818,
Sigma-Aldrich.

. Registrované 1é¢ivé pripravky

Levofloxacin Mylan 500 mg, tablety, Sarze 8097787, expirace 10/21.

Pomocné latky: mikrokrystalickd celul6za, krospovidon, hyproléza, magnesium-

stearat, makrogol 400, makrogol 3350, oxid titanicity.
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Oftaquix 5 mg/ml, o¢ni kapky, roztok, Sarze 1803723, expirace 11/22.

Pomocné latky: benzalkonium chlorid, NaCl, NaOH nebo HCI, voda na injekeci.

4.2. Pristroje a pomicky

Separace byly provadény na elektroforetickém analyzatoru CE 7100, Agilent
Technologies, Némecko. UV spektrofotometr HP 8453 (Agilent Technologies,
Némecko) byl pouzit k proméfeni UV spektra DMEB. Uprava pH zakladnich elektrolytt
byla provedena na pH metru Sentron SI400 vybaveném MicroFET elektrodou (Sentron,

Leek, Nizozemsko).

4.3. Podminky CE analyz

Separace byly provedeny v kifemennych kapilarach o vnitfnim priméru 50 pm,
(Polymicro technologies, Phoenix, USA). Byly pouzity dvé Sarze: BORJOGA a
BRVNOIA.

Kapilary byly pouzity o dvou délkach. Prvni kapildra méla celkovou délku 48,5 cm a
efektivni délku 40 cm. Pfed prvnim pouziti byla kapilara vzdy proplachnuta 30 minut
IM NaOH, dalsich 30 minut 0,1M NaOH a nakonec 30 minut H>O. Kazdy den pied
zacatkem meéfeni byla kapilara promyta 10 minut 0,1M H3POs, nasledné 10 minut

0,1M NaOH a nakonec 10 minut H>O.

Druha kapilara byla pouzita o délce celkové 80,5 cm a efektivni 72 cm. Po nainstalovani
a kazdy den pted prvnim méfenim byla kondiciovéana za stejnych podminek jako kapilara
kratsi.

VSechny elektrolyty a roztoky na promyti byly po ptipravé piefiltrovany pies nylonové
stiikackové filtry Captiva Econofilter (velikost pora 0,45 pm, polomér 25 mm, Agilent)
a poté odplynény na ultrazvukové 1azni po dobu 5 minut. BGE byl vzdy pfipravovan do
tfi stejnych vialek, z nichz jedna byla ur¢ena na promyti a naplnéni kapilary a zbylé dvé

na samotnou analyzu — jako vstupni a vystupni vialka.

Roztoky vzorkli nebo standardl nebyly filtrovany. K CE analyze bylo vzdy odebrano
200 pul roztoku standardu ¢i vzorku do mikrovialky. Vzorek byl davkovan
hydrodynamicky, tlakem 50 mbar po dobu péti sekund.

Kapiléra byla temperovéana na 25 °C. UV/VIS detekce probihala pfi vinovych délkach
uvedenych pro konkrétni analyty v tabulkéch 2 a 4.
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4.3.1. Podminky CZE analyz v achiralnim BGE

Tyto podminky byly pouzity pro separace v BGE bez ptidavku chiralniho selektoru.
Kratsi kapilara byla pted kazdou analyzou promyvana 3 minuty 0,1M NaOH, 3 minuty
H>0 a 4 minuty BGE. Delsi kapilara byla pted kazdou analyzou promyvéana 6 minut 0,1M
NaOH, 6 minut H,O a 8 minut BGE.

Vkladané napéti bylo u pufru fosfatového (pH 2,0), octanového (pH 5,0), trizmového (pH
8,5) a boratového (pH 9,0) +30kV. Vkladané napéti u fosfatového pufru (pH 7,5) bylo
+20kV.

Délka analyzy byla nastavena na 20 minut, pozdéji byla zkracovana dle konkrétnich

podminek a zkuSenosti.

4.3.2. Podminky CE analyz pro separace s chiralnim selektorem

DMEB

Kratsi kapilara byla pfed kazdou analyzou promyvéana 3 minuty 0,1M H3PO4, 3 minuty
H>0 a 4 minuty BGE.

U analyz s ptidavkem MeOH nebo ACN v BGE bylo pfidano na zacatek promyvani po
dobu 2 minut 20% (v/v) vodnym roztokem MeOH (dale jen 20% MeOH) nebo ACN (dale
jen 20% ACN).

Delsi kapilara byla pied kazdou analyzou promyvana 6 minut 20% ACN, 6 minut 0,1M
H3PO4, 6 minut H>O a 8 minut zdkladnim elektrolytem.

Vkladané napéti bylo u pufru trizmového (pH 8,5) a boratového (pH 9,0) —30kV,
u fostatového pufru (pH 7,5) —20kV. U analyz s fosfatovym pufrem, kde BGE obsahoval
organicky modifikator (MeOH nebo ACN), bylo napéti upraveno na —25kV.

4.3.3. Podminky CE analyz pro ovéreni linearity

Kazdy kalibra¢ni roztok byl proméien tiikrat. Pro analyzu byla pouzita vzdy jedna sada
tii vialek BGE na maximalné 12 analyz. Linearita byla ovéfena ve dvou BGE. Prvnim
byl 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 s 20 % MeOH a 50 mM DMEB v kapilafe o délce
48,5/40 cm (kalibracni kfivka ¢. 1). Druhym BGE byl 20mM trizmovy pufr o pH 8,5
s 20 % ACN a 100 mM DMEB v kapilate o délce 80,5/72 cm (kalibra¢ni kiivka €. 2 a 3).
Vkladané napéti bylo —30 kV.
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4.4. Priprava zakladnich elektrolytii pro achiralni separace

BGE byly uchovéavany v uzavienych nddobach pfti teploté 2-8 °C maximaln¢ 14 dni.
4.4.1. Priprava 50mM fosfatového pufru o pH 2,0

V kéadince bylo rozpusténo 340 pl 85% kyseliny fosfore¢né v piiblizné¢ 50 ml vody.

Hodnota pH byla upravena na 2,0 pomoci 1M NaOH, roztok byl nasledn¢ kvantitativné

pteveden do 100ml odmérné batiky a doplnén vodou po rysku.
4.4.2. Priprava 60mM octanového pufru o pH 5,0

V kédince bylo rozpusténo 347 ul 99% kyseliny octové v piiblizné 50 ml vody. Hodnota
pH byla upravena na 5,0 pomoci 1M NaOH, roztok byl nasledné kvantitativné preveden

do 100ml odmérné baiiky a doplnén vodou po rysku.

4.4.3. Priprava S0mM fosfatového pufru o pH 7,5

Na analytickych vahéach bylo do kadinky navazeno 780,0 mg NaH>PO4.2H>O, ktery byl
nasledné rozpustén v piiblizné¢ 50 ml vody. Hodnota pH byla upravena na 7,5 pomoci
IM NaOH, roztok byl nasledné¢ kvantitativné pieveden do 100ml odmérné banky a

doplnén vodou po rysku.
4.4.4. Priprava 20mM trizmového pufru o pH 8,5

Na analytickych vahach bylo do kadinky navaZeno 242,0 mg trizmy, ktera byla nasledné
rozpusténa v piiblizné¢ 50 ml vody. Hodnota pH byla upravena na 8,5 pomoci 1M HCI,
roztok byl nasledné kvantitativné pfeveden do 100ml odmérné baiiky a doplnén vodou

po rysku.
4.4.5. Priprava 20mM trizmového pufru o pH 8,5s 20 % MeOH

Na analytickych vahach bylo do kadinky navdZeno 242,0 mg trizmy, ktera byla nésledné
rozpusténa v pfiblizn€ 50 ml vody. Hodnota pH byla upravena na 8,5 pomoci 1M HCI,
roztok byl nasledné kvantitativné pfeveden do 100ml odmérné banky, k roztoku bylo

pfidano 20 ml MeOH a roztok byl doplnén vodou po rysku.
4.4.6. Priprava 20mM trizmového pufru o pH 8,55 20 % ACN

Na analytickych vahéach bylo do kadinky navazeno 242,0 mg trizmy, kterd byla nasledné
rozpusténa v piiblizné¢ 50 ml vody. Hodnota pH byla upravena na 8,5 pomoci 1M HCI,
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roztok byl nasledné kvantitativné preveden do 100ml odmérné banky, k roztoku bylo

ptidano 20,0 ml ACN a roztok byl doplnén vodou po rysku.

Obdobnym postupem byly pfipraveny i1 ostatni BGE s ptfidavkem organického

modifikatoru.

4.5. Priprava zakladnich elektrolyti pro chirilni separace

BGE s ptidavkem DMEB byly pfipraveny vzdy Cerstvé pro kazdou analyzu.

4.5.1. Priprava 20mM trizmového pufru o pH 8,5 s20 % ACN a
100 mM DMEB

Do 25ml vialky bylo navazeno 428,5 mg DMEB, jez byl rozpustén na ultrazvukové lazni
v 10,0 ml 20mM trizmového pufru o pH 8,5 s 20 % ACN (4.4.6).

Obdobnym zptisobem byly pfipraveny i ostatni BGE s pifidavkem DMEB. V tabulce 5

jsou uvedeny navazky pro ptipravy BGE s riznymi koncentracemi DMEB.

Tabulka 5: Teoretické navazky DMEB pro konkrétni koncentrace

Koncentrace DMEB Navazka Koncentrace DMEB Navazka
(mM) (mg) (mM) (mg)
10 42,8 60 257,1
25 107,1 70 299.9
35 150,0 75 321,4
45 192,8 80 342,8
50 214,2 100 428,5

4.6. Priprava roztoki standardi

4.6.1. Priprava roztoku ofloxacinu v MeOH [30]

Do prvni 10ml odmérné banky bylo navazeno 10,0 mg levofloxacinu, do druhé 10,0 mg
racemického ofloxacinu. Obé latky byly rozpustény v ptiblizné 5 ml MeOH a potom byly
baiikky doplnény po rysku stejnym rozpousStédlem. Takto vznikly dva ZR, kazdy o
koncentraci 1 mg/ml. Do tieti 10ml odmérné banky bylo napipetovano 400 pl ze ZR
ofloxacinu, 200 ul ze ZR levofloxacinu a banka byla doplnéna po rysku vodou. Takto byl

ziskan pracovni roztok o koncentraci 40 pg/ml levofloxacinu a 20 pg/ml R-ofloxacinu.
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4.6.2. Priprava roztoku ofloxacinu ve 20% ACN

Do prvni 10ml odmérné baiiky bylo navazeno 10,0 mg levofloxacinu, do druhé 10,0 mg
racemického ofloxacinu. Ob¢ latky byly rozpustény v ptiblizn€ 5 ml 20% ACN a potom
byly banky doplnény po rysku stejnym rozpoustédlem. Takto byly ptfipraveny dva ZR,
kazdy o koncentraci 1 mg/ml. Do tfeti 10ml odmérné baiiky bylo napipetovano 400 ul ze
ZR ofloxacinu, 200 pl ze ZR levofloxacinu a barika byla doplnéna po rysku 20% ACN.
Takto byl ziskdn pracovni roztok o koncentraci 40 pg/ml levofloxacinu a 20 ug/ml

R-ofloxacinu.
4.6.3. Priprava roztokii chinolonovych antibiotik

Na mikrovahach byl do zkumavky Eppendorf navazen standard konkrétniho chinolonu
(cca 1 mg) a pfesna navazka byla zaznamenana. Poté byl ptidan 1,000 ml MeOH a vzorek
byl rozpustén pomoci ptistroje Vortex nebo ultrazvukové lazn€. Nakonec byla spocitana
pfesnd koncentrace a dle ni bylo dopocitdno potifebné fedéni ZR (¢ ~ 1 mg/ml) tak, aby
m¢él vysledny pracovni roztok koncentraci 60 pg/ml. K ptipraveé pracovnich roztokl byl
pouzit 50% (v/v) MeOH. Pro ptipravu pracovniho roztoku pazufloxacinu byl kvili $patné

rozpustnosti pouzit ¢isty MeOH.

Pro piipravu pracovniho roztoku bylo pfi koncentraci ZR 1,054 mg/ml do zkumavky

Eppendorf napipetovano 57 ul ZR a 943 ul 50 % MeOH.
4.6.4. Priprava roztoku ketoprofenu

Do prvni 10ml odmérné baiiky bylo navazeno 10,0 mg ketoprofenu a do druhé 10,0 mg
S-ketoprofenu. Obé¢ latky byly rozpustény v piiblizné 5 ml MeOH a potom byly baiiky
doplnény po rysku stejnym rozpousStédlem. Takto byly pfipraveny dva ZR, kazdy o
koncentraci 1 mg/ml. Do tfeti 10ml odmérmné banky bylo napipetovano 500 pl ze ZR
ketoprofenu, 500 pl ze ZR S-ketoprofenu a baiika byla doplnéna po rysku 10% MeOH.
Takto byl ziskan pracovni roztok o koncentraci 25 pg/ml R- a 75 pg/ml S-ketoprofenu.

4.6.5. Priprava roztoku flurbiprofenu

Do 10ml odmérné baiiky bylo navdzeno 10,0 mg flurbiprofenu. Latka byla rozpusténa
v ptiblizn€ 5 ml MeOH a potom byla banika doplnéna po rysku stejnym rozpoustédlem.
Takto byl pfipraven ZR o koncentraci 1 mg/ml. Do druhé 10ml odmémé baniky byl
napipetovan 1 ml ZR a baiika bylo po rysku doplnéna MeOH. Takto byl ziskan pracovni

roztok racemické smési flurbiprofenu o koncentraci 50 pg/ml pro kazdy z enantiomerd.
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4.6.6. Priprava roztoku vnitiniho standardu (IS)

Do 5ml odmérné banky bylo navazeno piiblizné presné 5,00 mg gatifloxacinu. Latka byla
rozpusténa v pfiblizné 3 ml 20% ACN a poté byla stejnym rozpoustédlem doplnéna po

rysku. Takto byl ptipraven ZR gatifloxacinu o koncentraci 1 mg/ml.
4.6.7. Priprava kalibracnich roztoku pro kalibra¢ni krivku ¢. 1

Do zkumavky Eppendorf byl navazen ptiblizné pfesné 1,000 mg racemického ofloxacinu,
jez byl rozpustén v 1,000 ml MeOH. Tento ZR o koncentraci 1 mg/ml byl fedén na
jednotlivé kalibracni roztoky o koncentracich 2,5; 5; 10; 20; 40 a 80 ug/ml pro kazdy z

izomeru.

Pro ptipravu kalibra¢niho roztoku o koncentraci 2,5 ug/ml pro kazdy z enantiomert (t;.
2,5 pg/ml pro S- a 2,5 pg/ml pro R-ofloxacin) bylo 5 pl ZR smichéno s 995 pl vody a
promichano na pfistroji Vortex. Obdobné byly pfipraveny i zbylé kalibracni roztoky. Na
zavér byly dopocteny piesné koncentrace jednotlivych kalibraéniho roztokl podle

skute¢né navazky ofloxacinu.
4.6.8. Priprava kalibracnich roztoki pro kalibra¢ni kiivky ¢.2 a 3

Do 10ml odmérné baiiky bylo navaZeno pfiblizn€ piesné¢ 10,00 mg racemického
ofloxacinu. Latka byla rozpusténa v pfiblizné 5 ml 20% ACN a poté byla tim samym
rozpoustédlem doplnéna po rysku. Tento ZR o koncentraci 1 mg/ml byl nadéle fedén na
kalibra¢ni roztoky o koncentracich 10, 20, 30, 40, 50, 75 a 100 pg/ml pro kazdy z
izomert, vZdy s pfidavkem vnitiniho standardu tak, aby jeho vysledna koncentrace byla

40 pg/ml.

Pro ptipravu kalibra¢niho roztoku o koncentraci 10 pg/ml bylo do 10ml odmérné banky
napipetovano 200 pl ZR ofloxacinu, dale bylo pfiddno 400 pl ZR IS a banka byla
doplnéna po rysku 20% ACN. Obdobné byly pfipraveny i zbylé kalibra¢ni roztoky. Na
zaveér byly dopocteny presné koncentrace jednotlivych kalibracnich roztok podle

skute¢né navazky.

4.7. Priprava vzorkii z registrovanych LP

4.7.1. Priprava roztoku vzorku z tablet Levofoxacin Mylan 500 mg

Jedna tableta levofloxacinu byla vyjmuta z blistru, zvaZena (712,230 mg) a nasledné

rozmélnéna v porcelanové ttence, ze které byl do 10ml odmérné baiiky odebran adekvatni
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podil odpovidajici 10,0 mg levofloxacinu (tj. 14,2 mg tabletoviny za piedpokladu, ze
v jedné tableté se nachazi presn¢ 500 mg levofloxacinu).

NavaZzka tabletoviny byla smichana s ptiblizn€ 5 ml 20% ACN, poté jim byla doplnéna
po rysku a dana na 5 minut do ultrazvukové lazn€. Nasledné byl vzorek piefiltrovan pies
nylonovy filtr (Captiva Econofiltr, Agilent) o velikosti port 0,45 pm. Prvni 3 ml filtratu
byly odstranény. Z filtratu bylo do dalsi 10ml odmérné banky odebrano 400 pl, k nému
bylo pfidano 400 ul ZR IS a pomoci 20% ACN byla banka doplnéna po rysku. Za
predpokladu obsahu piesné 500 mg levofloxacinu v jedné tableté byl piipraven pracovni

roztok o koncentraci 40 pg/ml levofloxacinu.

Z jedné tablety byly takto pfipraveny tfi vzorky, z nichz kazdy byl tfikrat analyzovan za
optimalizovanych podminek pomoci CE (4.5.1 a 5.8). Kvantifikace byla provedena

pomoci kalibraéni kiivky €. 2, kterd byla analyzovana ve stejné sekvenci jako vzorky.
Ptiprava vzorku byla inspirovana Americkym lékopisem (USP 39), viz kapitola 3.3. [25].
4.7.2. Priprava roztoku vzorku z o¢nich kapek Oftaquix 5 mg/ml

Do 10ml odmérné baiiky bylo piimo z lé¢ivého piipravku napipetovano 80 pl ocnich
kapek, k roztoku bylo pridano 400 pl ZR IS a vzorek byl pomoci 20% ACN doplnén po
rysku.

Takto byly o¢ni kapky nafedény 125x. Za ptedpokladu koncentrace 1é¢ivého piipravku
5 mg/ml byl pfipraven pracovni roztok o koncentraci 40 pg/ml levofloxacinu. Pfipraveny
byly dva vzorky, z nichZ kazdy byl analyzovan tfikrat za optimalizovanych podminek
pomoci CE. Kvantifikace byla provedena pomoci kalibrac¢ni kiivky €. 3, kterd byla

analyzovéna ve stejné sekvenci jako vzorky.

4.8. Vyhodnoceni separace

4.8.1. Elektroforeticka pohyblivost
Vypocet dle rovnic (3-3) az (3-6).

4.8.2. Uc¢innost separace [31]

N = 5,54 (t—R>2 (4-1)

Wp

N —pocet teoretickych pater, tz — migracni €as (s), wi — Sitka piku v poloving vysky (s)
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4.8.3. RozliSeni [31]

_ 1,18 (tgy — tg1)
Wh1 + Wpa

s (4-2)

Rs—rozliseni mezi dvéma piky, /z — migracni cas, kde 2> tr;, wi — Sitka piku v poloviné
vysky (s)
4.8.4. Korigovana plocha

A
- (4-3)
R

CA =
t

CA — korigovana plocha, 4 — plocha piku, #z — migracni €as (s)

4.8.5. Smérodatna odchylka

SD = /—Z Sk (4-4)
n—1

SD — smérodatna odchylka, x — jednotlivda hodnota méfeni, X — primérna hodnota x,
n — pocet méfeni
4.8.6. Relativni smérodatna odchylka

SD
RSD =100 - — (4-5)

RSD — relativni smérodatnd odchylka, SD — smérodatna odchylka, x — primérna

hodnota x
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Separace za achiralnich podminek

Separacemi v BGE bez piidavku chiralniho selektoru byla ovéfovana Cistota standardi,
jejich elektroforetické chovani a pfipadné uUc€innost odstranéni DMEB z vnitiniho
povrchu kapilary. Za téchto podminek byl na vysledném elektroferogramu ocekavan jen

jeden pik analytu a ptipadné pik EOF.

Pro separaci v achiralnim prostfedi byly pouzity jako BGE nésledujici pufry: S0mM
fostatovy (pH 2,0), 60mM octanovy (pH 5,0), 50mM fosfatovy (pH 7,5), 20mM trizmovy
(pH 8,5) a 20mM boratovy (pH 9,0). Z analytii byly za téchto podminek analyzovany
ketoprofen (4.6.4), flurbiprofen (4.6.5), a ofloxacin (4.6.1). VSechny analyzy podle
ocekavani poskytovaly (vyjma piku EOF) jeden pik, coZ dokazuje Cistotu standardii. Na
obrazku 7 mizeme vidét elektroferogram separace ofloxacinu ve 20mM boratovém pufru
o pH 9,0. V tabulce 6 je shrnut ndboj analytli za danych podminek a jejich migrace

s ohledem na EOF.

Tabulka 6: Naboje analytii v konkrétnich BGE a jejich migrace viici EOF

Pufr ofloxacin ketoprofen flurbiprofen

Fosfatovy pH 2,0 | Kladny, migruje ke katodé | Neutralni, bez EOF, nemigruje

Octanovy pH 5,0 | Kladny, migruje pted EOF Zéaporny, migruje po EOF
Fosfatovy pH 7,5 Zaporny, migruje po EOF
Trizmovy pH 8,5 Zaporny, migruje po EOF
Boratovy pH 9,0 Zaporny, migruje po EOF

Pii separacich s pouzitim 50mM fosfatového pufru o pH 7,5 s vkladanym napétim
+30 kV ptesahl indukovany proud 100 pA. Ptilis vysoky proud miize zpiisobit nadméerné
zahtivani kapilary, které se projevi neopakovatelnymi vysledky. Z tohoto ditvodu bylo u

tohoto pufru dale pracovano s niz§im napétim +20 kV.

Fosfatovy pufr o pH 2,0 byl pro dalsi experimenty vyfazen, a to zejména z ditvodu
nizkého pH, které potlacilo vznik EOF, bez které¢ho se nenabité analyty v elektrickém

poli nepohybuji. Octanovy pufr o pH 5,0 byl vyfazen, protoze neposkytoval opakovatelné
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vysledky. Dale se pracovalo pouze se tfemi zbyvajicimi pufry, v nichz byly testované

analyty zaporn€ nabité a zaroven byl pfitomen silny EOF.
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Obrazek 7: Elektroferogram separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml), BGE: 20mM boratovy pufr o pH 9,0; UV detekce p7i 291 nm,
napeti +30kV

5.2. Chiralni separace — screening

Pied prvnimi experimenty s DMEB bylo u této latky zméfeno UV/VIS spektrum ve vodé
(koncentrace 10 mM). Jelikoz byla hodnota absorbance od vlnové délky 225 nm
minimalni, tak byly pro UV/VIS detekci vZdy pouZity vinové délky nad touto hodnotou.

Do zakladniho elektrolytu byl pfidan chirdlni selektor. Timto chirdlnim selektorem byla
Jiz dtive popsana chiralni iontova kapalina DMEB. Pro ptfidavek DMEB byly vybrany
pouze 50mM fosfatovy pufr o pH 7,5; 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 a 20mM boratovy
pufr o pH 9,0. U té€chto pufrl je diky vySSimu pH silny EOF. DMEB je strukturou
kationaktivni tenzid, tudiZ s jeho ptidavkem do BGE doslo k obraceni EOF. Aby EOF
sméfoval smérem k detektoru, tyto analyzy sptfidavkem DMEB probihaly s
vlozenym zapornym napétim (—20 kV u fosfatového pufru, —30 kV u pufru trizmového a

boratového).

Screening probihal na vybranych chiralnich 1éCivech: ketoprofen, flurbiprofen a
ofloxacin, s 10mM a 25mM piidavkem DMEB do BGE. U ofloxacinu byla ve vSech tfech
pufrech viditelnd separace jednotlivych enantiomert. U flurbiprofenu a ketoprofenu

nebyly patrné ani ndznaky chiralni separace bez ohledu na pouzity BGE, coZ je v rozporu
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s vysledky Deye a kol., ktefi za podobnych separa¢nich podminek rozseparovali nékolik
NSAID za pouziti BGE o slozeni: 20mM fosfatovy pufr o pH 7,4 s 10 mM DMEB a
iontovou silou upravenou na 0,05 [20]. V nasledujici tabulce miizeme vidét porovnani
chiralni separace ofloxacinu v boratovém pufru se dvéma koncentracemi chiralniho
selektoru. S vy$sim obsahem DMEB se prodlouzily ¢asy migrace, coz mize souviset se
siln€jsi interakei ofloxacinu s micelami. Zaroven se zvysila G¢innost (N). Opakovatelnost
(SD a RSD) byla pocitana z u. (n = 3). Rozliseni separace nedosahuje az na zakladni linii
(Rs<1,5), coz mizeme vidét na obrazku 8. Pro porovnani jsou uvedeny i
elektroferogramy ze separaci se zbylymi BGE (obrdzky 9 a 10), kdy v nckterych
ptipadech byla hodnota Rs > 1,5 (viz tabulka 8).
Tabulka 7: Souhrn vysledkii chiralni separace enantiomerii ofloxacinu (koncentrace

R-ofloxacinu 20 ug/ml, S-ofloxacinu 40 ug/ml), BGE: 20mM boratovy pufr o pH 9,0 +
10 mM/25 mM DMEB, napéti —30 kV, n = 3

R-ofloxacin S-ofloxacin R-ofloxacin S-ofloxacin
comep (mM) 10 25
teor (Min) 1,66 1,80
t4 (min) 2,83 2,88 3,55 3,59
ueor (cm?/Vs) —6,51x10™ —6,00x10™
Ha (cm?/Vs) -3,81x10™ -3,75x10™ —3,04x10™ —3,00x10*
He(cm?/Vs) 2,69x104 2,76x104 2,97x104 3,00x10*
SD (cm?/Vs) 3,93x107 3,75x107 3,48x10°¢ 1,31x10°¢
RSD (%) 0,15 0,14 1,17 0,44
N 111800 50754 122373 97886
Rs 1,17 1,20

Ofloxacin je pfi pH 9,0 negativné nabity, a proto mize byt diky opacnému néaboji zesilena
interakce s kladné nabitymi micelami DMEB. S témi pravdépodobné tvoii labilni
komplex, ktery migruje opaénym smeérem nez EOF. OvSem efektivni pohyblivost tohoto
komplexu je niZ8i neZ uror a z tohoto diivodu ofloxacin migruje také smérem k detektoru,
ktery je na anodickém konci kapilary. R-izomer a S-izomer tvoii s DMEB komplexy o

rozdilnych konstantach asociace nebo o rozdilnych u., a diky tomu dochazi k rozdilnym
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casim jejich migrace. Kromé elektrostatickych interakci mohou hrat roli dalsi typy

intermolekularnich interakci jako jsou vodikové mustky, n-n ¢i hydrofobni interakce.

15+
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Obrazek 8: Elektroferogram separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml), BGE: 20mM boratovy pufr o pH 9,0 + 25 mM DMEB; UV
detekce pri 291 nm, napéti —30kV
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Obrazek 9: Elektroferogram separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml), BGE: 50mM fosfatovy pufr o pH 7,5 + 25 mM DMEB; UV
detekce pri 291 nm, napéti —30kV
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Obrdazek 10: Elektroferogram separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml), BGE: 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 25 mM DMEB; UV
detekce pri 291 nm, napéti —30kV

Trizmovy a boratovy pufr poskytovaly oproti fosfatovému pufru separace s vyssi
ucinnosti, coz je na prvni pohled viditelné i na tvarech piki, které jsou uzsi a vyssi.
Separace byly zaroven rychlejsi. Urceni potfadi migrace enantiomerti bylo mozné diky
sloZeni roztoku standardu, kde byla koncentrace R-ofloxacinu 20 pg/ml a S-ofloxacinu

40 pg/ml, tudiz byl ocekavany pomér ploch piki 1:2.

Hodnoty rozliSeni nebyly opakovatelné, za stejnych podminek se mezi dny velmi liSily,
jak miZeme vidét v tabulce 8. Mohlo by to byt zptisobeno vlivem riznych Sarzi DMEB

¢i pfesunem na novou kapilaru (oboje od 2/5/19).
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Tabulka 8: Hodnoty rozliseni mezi enantiomery ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu
20 ug/ml, S-ofloxacinu 40 ug/ml), v riizné dny, BGE vzdy s pridavkem 25 mM DMEB,
bez organického modifikatoru

50mM fosfatovy pufr | 20mM trizmovy pufr 20mM boratovy
opH 75 o pH 8,5 pufr o pH 9,0

29/3/19 2,14;n=2 1,84;n=2 1,50;n=2

5/4/19 - 1,05+0,02;n=3 1,20+ 0,03; n=3
11/4/19 1,91 +£0,10;n=3 - 1,60+ 0,04;n=3
2/5/19 1,32+£0,0l;n=3 1,75+£0,02;n=3 1,19+0,02; n=3
3/5/19 1,55+ 0,10;n=3 - 1,03+0,18;n=3
Celkem 1,70 £0,32; n=11 1,51 £0,39; n=8 1,29 £0,23; n=14

Byla testovana chiralni separace také s pufry o pH 2,0 a 5,0. Ofloxacin je pti pH 2,0
pfevazné kladné nabity, v elektrickém poli se pfi zdporném napéti pohybuje smérem od
detektoru a bez dostate¢ného EOF nemigruje smérem k detektoru. EOF byl velmi slaby
(teor okolo 10 min) a béhem 15minutové analyzy nebyl detekovan zadny jiny pik. Pfi pH
5,0 separace za zkouSenych podminek s vkladanym napétim —30 kV neprobiha. Na
zaznamu byl pozorovan pouze pik EOF a jeden pik ofloxacinu, ktery migroval po EOF.
Za téchto podminek k separaci nedochazi nejspiSe z divodu, Ze ofloxacin je kladné
nabity, a tak zfejm¢ nedochazi k dostatecné rozdilné interakci jednotlivych enantiomerti
s kladné¢ nabitym chirdlnim selektorem. Tento vysledek potvrdil klicovou roli
elektrostatické interakce na vyslednou chiralni separaci. Z téchto diivodii bylo od dalsiho
pokracovani s témito pufry upusténo.

Kwvili netuspésné separaci ketoprofenu a flurbiprofenu byly tyto latky z dals$iho testovani
vytazeny a dale se pracovalo pouze s ofloxacinem, ke kterému byla pfidana dalsi chiralni

chinolonova antibiotika s cilem vyzkouset, zda se za danych podminek budou chirdlné

separovat podobné¢ jako ofloxacin.
5.2.1. Opakovatelnost

V tabulce 9 jsou uvedeny hodnoty ziskané analyzou ofloxacinu v rtizné dny za stejnych
podminek. BGE byl 20mM boratovy pufr o pH 9,0 s 25 mM DMEB. Prvni dva sloupecky
udavaji vysledky separaci na prvni kapilate s prvni Sarzi DMEB (Sarze 1374932), dalsi
dva sloupecky na druhé kapilafe stejné Sarze (Sarze BORJOGA) s jinou Sarzi DMEB
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(Sarze 001451818). Posledni dva sloupecky udavaji hodnoty smérodatné odchylky (SD)

a relativni smérodatné odchylky (RSD) dohromady ze vSech ¢tyt dni (n = 12).

Tabulka 9: Chiralni separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml), BGE: 20mM boratovy pufr o pH 9,0 + 25 mM DMEB, n = 3,
pokud neni uvedeno jinak

5/4/19 11/4/19 2/5/19 3/5/19 SDn=12 | RSDn=12
teor (min) 1,80 1,74 1,65 1,69 0,06 3,49 %
tr (min) 3,55 3,32 3,06 3,17 0,19 5,80 %
ts (min) 3,59 3,36 3,10 3,20 0,19 5,74 %
Hew (cm?/Vs) | 2,97x10* | 2,96x10* | 3,03x10* | 2,99x10* | 3,12x10° 1,04 %
Hes) (cm?/Vs) | 3,00x10* | 3,00<10* | 3,07x10* | 3,03x10* | 3,02x10¢ 1,00 %
Nr 122 373 401 760 200 341 130 841 120 475 56 %
Ns 97 886 215597 152 740 121 289 47971 32%
Rs (%) 1,20 1,60 1,19 1,03 0,23 18,33 %

S nové nainstalovanou kapilarou a novou Sarzi DMEB se migracni ¢asy mirn¢ zkratily.
U efektivnich pohyblivosti nejsou velké rozdily, coz znaci, Ze dochazi pouze k posunu
migracnich Cast a efektivni pohyblivosti zlistavaji relativné neménné s RSD okolo 1 %.
Nejveétsi RSD mezi témito dny bylo zaznamenéno u u¢innosti separace vyjadiené v poctu
teoretickych pater. Problémy s U€innosti nejspise také souvisely s chvostovanim pik.
Z tabulky je také vidét, Ze velké rozdily v Gi€innosti separace jsou bez ohledu na kapilaru

nebo Sarzi DMEB.

JelikoZ byly oba parametry ménény najednou, tak nelze presné urcit, ktery ma vétsi podil.
Nova kapilara byla stejné Sarze jako ta pivodni, naproti tomu DMEB byl jiné Sarze,
z ¢ehoz by se dalo predpokladat, Ze ma vétsi podil, ale k pfesnému posouzeni by bylo

potfeba ménit parametry postupné.

5.3. Chiralni separace dalSich chinolonovych antibiotik

Dalsi testovanad 1éciva byla pazufloxacin, gatifloxacin, lomefloxacin a tosufloxacin.

Chiralni separace byla zkouSena za stejnych podminek jako u ofloxacinu, s koncentraci
DMEB 25 mM. Vysledkem analyz u téch latek byl vzdy jen jeden pik, coz znaci, Ze u

nich k chiralni separaci za danych podminek nedochdzi. Pokud chirdlni separace
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ofloxacinu zavisi na interakci s DMEB, potom je pfekvapivé, Ze ani nejvice strukturné
podobné latky tuto separaci neposkytuji. Pazufloxacin je ofloxacinu strukturné
nejpodobnéjsi, maji chiralni centrum ve stejné poloze, 1iSi se pouze postrannim fetézcem.
Kvtli nelGspéSnym separacim bylo dale pracovano pouze s ofloxacinem a

pazufloxacinem.

5.4. Vliv koncentrace DMEB na selektivitu chiralni separace

enantiomeru ofloxacinu

Testovani pokra¢ovalo pokusy o zvyseni selektivity separace. Do pouzivanych pufrt byl
pfidan organicky modifikator. Nejprve bylo do testovanych pufrt ptidano 10 % (v/v),
pozdéji 20 % MeOH. Samotnym pfidanim MeOH se zvysilo rozliSeni, jak mizeme vidét
v tabulce 10. Zaroven diky organickému modifikatoru mohlo byt v BGE rozpusténo vétsi
mnozstvi DMEB; bez néj se nedalo dosdhnout vyssi koncentrace nez 25 mM. S 20 %

MeOH v BGE bylo mozZné rozpustit DMEB aZ do koncentrace 50 mM.

Vsechny tyto BGE byly testovany se standardem ofloxacinu. Porovnani analyz s 20mM
boratovym pufrem o pH 9,0 s riznym mnozstvim MeOH a DMEB muzeme vidét v
tabulce 10. RozliSeni mezi piky enantiomerti ofloxacinu rostlo jak prostym ptidanim
organického modifikatoru, tak i se zvySujici se koncentraci DMEB. U vSech niZe
zminénych separaci bylo pozorovano rozliSeni az na zakladni linii (Rs > 1,5). Migraéni
Casy se vzdy s piidavkem organického modifikatoru a s vyssi koncentraci DMEB
prodluzovaly. Opakovatelnost (n = 3) byla poc¢itana z u.. RSD se pohybovala do 0,19 %,

coz znaci dobrou opakovatelnost ue.
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Tabulka 10: Chiralni separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml), v ruzné dny, v nize specifikovanych BGE, napéti —30 kV, n =3

A B C D E
teor (Min) 1,74 2,15 2,28 2,75 2,97
tr (min) 3,32 3,80 4,32 4,37 5,27
ts (min) 3,36 3,86 438 4,46 5,36

Hew (cm?/Vs) | 2,96x10* | 2,18x10™ 2,24x10™ 1,45x10™ 1,58x10™*

Hes) (em?/Vs) | 3,00x10% | 2,23x10* | 2,27x10* 1,5x10* 1,62x104

Nr 401 760 395916 729 408 306 223 648 747
Ns 215597 226 014 489 983 199 099 470 362
Rs 1,60 2,20 2,71 2,50 3,32

SDg(cm?/Vs) | 6,83x10% | 2,67x107 L11x107 | 2,13x107 | 2,93x107

RSDz (%) 0,02 0,12 0,05 0,15 0,18

SDs(ecm?/Vs) | 4,98x10® 2,62x107 1,04x1077 2,05x107 3,09x107

RSDs (%) 0,02 0,12 0,05 0,14 0,19

A: 20mM boratovy pufr o pH 9,0 + 25 mM DMEB (11/4/19); B: 20mM boratovy pufr
opH 9,0 + 25 mM DMEB + 10 % MeOH (9/5/19); C: 20mM boratovy pufr o pH 9,0 +
45 mM DMEB + 10 % MeOH (9/5/19); D: 20mM boratovy pufr o pH 9,0 + 25 mM DMEB
+ 20 % MeOH (15/5/19); E: 20mM boratovy pufr o pH 9,0 + 50 mM DMEB + 20 %
MeOH (15/5/19); SDr — smérodatnd odchylka pewr), RSDr — relativni smérodatna
odchylka pewr), analogicky pro SDs a RSDs

V tabulce 11 mizeme vidét obdobné hodnoty ziskané analyzou s 20mM trizmovym
pufrem o pH 8,5 a riznym mnoZstvim MeOH a DMEB. Hodnoty rozliSeni jsou pro témét
vSechny BGE se stejnym mnozZstvim MeOH a DMEB vyssi s pouzitim trizmového pufru.

Casy analyz jsou srovnatelné. Z ditvodu nejvyssiho rozliseni, byl posledni BGE, tj. 20mM
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trizmovy pufr o pH 8,5 s 20 % MeOH a 50 mM DMEB, vybran pro ovéfeni linearity

(kapitola 5.5). Ptislusny elektroferogram mtizeme vidét na obrazku 11.

Tabulka 11: Chiralni separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml), v ruzné dny, v nize specifikovanych BGE, napéti —30 kV, n =3

A B C D E
teor (Min) 1,64 2,14 2,22 2,76 2,98
tr (min) 2,95 3,63 3,93 4,24 5,10
ts (min) 2,99 3,69 4,00 433 5,20
pewy (em/Vs) | 2,91x10% | 2,07x10* | 2,12x10% | 1,37x10* | 1,51x10*
ses) (em?/Vs) | 2,95x104 | 2,12x10% | 2,17x10% | 142x10%* | 1,55x10%
Nr 200360 | 265310 555076 | 377786 784 430
Ns 813 049 138490 | 415589 190 780 557 368
Rs 1,75+0,02 | 2,02+0,15 | 2,80+ 0,10 | 2,58 0,02 | 3,70 + 0,05
SDr (em¥Vs) | 7,32x107 | 5,68x107 | 7,22x107 | 2,43x107 | 2,22x107
RSDg (%) 0,25 0,27 0,34 0,18 0,15
SDs (em?Vs) | 831x107 | 557x107 | 7,15x107 | 2,63x107 | 2,04x107
RSDs (%) 0,28 0,26 0,33 0,19 0,13

A: 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 25 mM DMEB (2/5/19), B: 20mM trizmovy pufr o pH
8,5+ 10 % MeOH + 25 mM DMEB (9/5/19), C: 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 10 %
MeOH + 35 mM DMEB (9/5/19), D: 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 20 % MeOH +
25 mM DMEB (15/5/19), E: 20mM trizmovy pufr pH o 8,5 + 20 % MeOH + 50 mM
DMEB (15/5/19); SDr — smeérodatna odchylka pewr), RSDr — relativni smérodatna
odchylka uer), analogicky pro SDs a RSDs

Separacni systémy se BGE na bazi trizmovych a boratovych pufrii vykazovaly vyssi
separa¢ni u€innost nez pufr fosfatovy, jak miizeme vidét v tabulce 12, separace v téchto
pufrech jsou zaroven rychlej$i. Pro dal§i vyvoj metody tak bylo pracovano pouze

s trizmovym a boratovym pufrem.
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Tabulka 12: Chiralni separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml), v nize specifikovanych BGE, n = 3

teor (min) | g (min) ts (min) Nr Ns Rs
P 4,74 7,70 7,94 109 452 103 001 2,89 +0,61
T 2,22 3,93 4,00 555076 415 589 2,80 +0,10
B 2,23 4,10 4,16 504 574 322 534 2,38+0,13

BGE: P = 50mM fosfatovy pufr o pH 7,5; T = 20mM trizmovy pufr o pH 8,5; B = 20mM
boratovy pufr o pH 9,0; vidy s pridavkem 10 % MeOH a 35 mM DMEB
S ptidavkem 20 % MeOH do trizmového a boratového pufru byly pfipraveny také BGE

o koncentraci 75 mM DMEB. Ovsem pfi této koncentraci se DMEB rozpoustél Spatné a

pfi krat§im stani opét krystalizoval, tudiz s timto BGE dale nebylo pracovano.
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Obrazek 11: Elektroferogram separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml), BGE: 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 50 mM DMEB + 20 %
MeOH; UV detekce p7i 291 nm, napeti —30kV

BGE s pfidavkem organického modifikatoru a vy$si koncentraci DMEB byly pouZity také
pro analyzy s roztokem racemického pazufloxacinu. Za téchto podminek opét k chiralni

separaci nedoslo (viz obrazek 12).
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Obrazek 12: Elektroferogram separace pazufloxacinu (koncentrace 60 ug/ml), BGE:
20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 50 mM DMEB + 20 % MeOH; UV detekce pri 245 nm,
napeti —30kV

5.5. Ovéreni linearity

Chiralni separace za podminek 20mM trizmového pufru s 20 % MeOH a 50 mM DMEB
poskytovala vysokou ucinnost (Nr = 784430, Ns = 557368), dobré rozliSeni (3,70 £ 0,05)
a v ramci jedné sekvence i dobrou opakovatelnost (RSDr = 0,15 %, RSDs = 0,13 %) a
proto byla za téchto podminek také ovéfena linearita této separace. Kalibra¢ni roztoky
byly pouzity o koncentracich od 5 do 160 pg/ml racemického ofloxacinu (4.6.7). Na
obrazcich 13 a 14 muizeme vidét kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé izomery. Pro
vyhodnoceni byly pouzity korigované plochy (CA) pro dosazeni lepsi opakovatelnosti,
kvali kolisani pohyblivosti EOF. CA se pocitaji vydélenim plochy piku migracnim
casem. Rovnice ptimek a korelacni koeficienty jsou uvedeny v tabulce 13. Jelikoz byly
hodnoty korelacnich koeficientd > 0,99, tak 1ze konstatovat, ze byla prokdzana linearita

této metody v daném rozsahu.
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Obrazek 13: Kalibracni kiivka pro R-ofloxacin
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Obrazek 14: Kalibracni krivka pro S-ofloxacin

Tabulka 13: Rovnice primky a korelacni koeficient pro jednotlivé enantiomery

ofloxacinu
Rovnice pfimky R?
R-ofloxacin y =0,1093x — 0,1251 0,9990
S-ofloxacin y=0,1074x — 0,1266 0,9988
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Na obrazku 15 muizeme vidét elektroferogram z analyzy kalibracniho roztoku na
koncentra¢ni hlading 40 pg/ml. U obou pikt je viditelné chvostovani, a zaroven dochazi

1 ke zvySeni zakladni linie, coz st€zuje integraci a tim 1 naslednou kvantifikaci.

20-
15 S
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Obrdazek 15: Elektroferogram separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 40 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml), BGE: 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 50mM DMEB + 20 %
MeOH

5.6. Regenerace kapilary po pouziti DMEB

Po mnohych separacich s DMEB bylo nutné ovétit, zda DMEB pokryje vnitini povrch
kapilary nenavratné ¢i ho lze po separaci z vnitiniho povrchu odstranit. Proto bylo
vyzkouSeno promyti kapilary 10 minut 20% MeOH, 30 minut 1M NaOH, 30 minut 0,1M
NaOH a nakonec 30 minut H>O. Nasledné byla provedena separace enantiomerii
ofloxacinu vjiz dfive publikovaném separa¢nim systému s chirdlnim selektorem
sulfatovanym B-cyklodextrinem (-CD). Jako BGE byl pouzit S0mM fostatovy pufr o pH
2,5 s 30 mg/ml sulfatovaného B-CD. Analyzovéan byl jiz diive pouZivany roztok R- a
S-ofloxacinu v poméru 1:2 [30]. Za téchto podminek jako prvni migruje S-izomer (viz

obrazek 16).
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Obrdazek 16: separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml, S-ofloxacinu 40
ug/ml) dle [30], BGE: 50mM fosfatovy pufr o pH 2,5 s 30 mg/ml sulfatovaného p-CD,
napeti —20kV, detekce pri 291 nm

V naésledujici tabulce je tato separace porovnana s vysledky uvedenymi v DP
Mgr. Veroniky Mrazové [1], kterd k méfeni vyuzivala stejny pfistroj a stejné délky

kapilar.

Tabulka 14: Porovnani separaci ofloxacinu dle protokolu ve zdroji [30] provedenych
Mgr. Veronikou Mrazovou (VM) [1] a v ramci této DP (KM), n = 3

Analyt tm (S) Ha (cm?/Vs) N SD | RSD (%) | Rs
VM | levofloxacin 641.,4 —1,01x10* | 148 682 | 30,52 4,76 7,70
KM | levofloxacin 739,8 -1,32x10"* | 36390 | 9,42 1,27 8,40
VM | R-ofloxacin 721,8 —-0,90x10* | 195282 | 38,53 5,34
KM | R-ofloxacin 875,4 —-1,11x10"* 43 388 | 13,15 1,50

Separace je pomalejsi v porovnani se zdrojem [1], ma nizsi ucinnost, ale poskytuje lepsi
opakovatelnost. SD a RSD byly pocitany z ¢, (s).

Diky této analyze bylo zjiSténo, ze kapildru lze vy¢istit od zbytkit DMEB a nedochazi
k nevratné interakci DMEB s vnitinim povrchem kapildry. Na zékladé¢ tohoto zjiSténi byl
na zacatek promyvani mezi analyzami pfidan krok promyvani po dobu 2 minut 20%

MeOH, aby byl vzdy povrch kapilary vyc¢istén od DMEB.
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5.7. Vliv charakteru organického modifikatoru a jeho koncentrace na

selektivitu

V druhé casti experimenty se separaci enantiomerti ofloxacinu pokracovaly pokusy o
zvyseni rozliSeni a separacni ucinnosti. Nejprve byly pfipraveny BGE s vyssim obsahem
MeOH, aby mohly byt pfipraveny BGE s vyssi koncentraci DMEB. Pii zvySeni
koncentrace MeOH na 50 % v BGE se DMEB rozpoustél dobie, bylo mozné dosdhnout
koncentrace alespoii 80 mM DMEB, ovSem chiralni separace neprob¢hla. Je mozné, ze
nebyla v tomto prostiedi prekro¢ena CMC a nedoslo tak ke tvorbé micel. Ofloxacin pfi
koncentraci 50 a 60 mM DMEB migroval jako zaporné nabity ion pied EOF. Pii vys$si
koncentraci DMEB nebyl pik ofloxacinu vidét — nejspiSe doslo k jeho spojeni s pikem
EOF. K ptekroceni CMC by byla potieba vyssi koncentrace DMEB, ovSem v této fazi jiz

byly spotieby iontové kapaliny vysoké, a tak se v tomto sméru nepokracovalo.

Od experimenti s MeOH se upustilo a na zdklad¢ reSerSe se rozhodlo o zaméné
organického modifikatoru na ACN, ktery je uvadén v USP jako rozpoustédlo u zkouSek
levofloxacinu [25]. Dal§im diivodem zmény organického modifikatoru bylo chvostovani

pikl v prosttedi MeOH.

Byly pfipraveny nové BGE s pfidavkem ACN misto MeOH, s ACN byl zaroven
pripravovan i roztok ofloxacinu. Pro dalsi testovani byl z asovych divodi vybran pouze
20mM trizmovy pufr o pH 8,5 s 20 % ACN, protoze BGE na bazi trizmového pufru

prozatim poskytoval nejlepsi €innost separace a rozliSeni.

Pii ptipravach BGE bylo pozorovano, Ze se DMEB v ACN rozpous$ti mnohem 1épe nez
v BGE s pfidavkem MeOH, coz poskytuje veétsi potencional pro dalsi zvySovani
koncentrace CIL. Zaroveii zmeénou organického modifikatoru nedoSlo ke zméné
selektivity, tj. potadi migrace jednotlivych enantiomert zustalo zachovano (viz obrazky

15a17).

V tabulce 15 miizeme vidét porovnani separaci provedenych se stejnou koncentraci
DMEB a rozdilnymi organickymi modifikatory. Separace A probéhla o rok dfive nez
ostatni a bylo zde dosazeno pii stejnych podminkéach rozliSeni 3,70; coz se pozdéji
nepovedlo zcela zopakovat. Hodnoty migracnich casti a efektivni pohyblivosti jsou
srovnatelné pii pouziti MeOH jako organického modifikéatoru. Separace s pouzitim ACN
je rychlejsi, rozliSeni se vyrazné zhorsilo, ale stdle dosahuje na zakladni linii (Rs > 1,5).

v

Symetrie pika s pouZitim ACN v BGE je ptfiznivéj$i, coZ miZzeme vidét na obrazku 17.
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Tabulka 15: Porovnani separact pro rizné organické modifikatory, separace ofloxacinu
(koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml, S-ofloxacinu 40 ug/ml), v nize uvedenych BGE,

napeti —30 kV, detekce pri 291 nm, n = 3

A B C D E F
teor (min) 2,98 3,00 2,97 2,99 2,09 2,09
tr (min) 5,10 5,00 5,03 5,03 2,73 2,63
ts (min) 5,20 5,10 5,10 5,13 2,77 2,65
He®) 1,51x10* | 1,44x10* | 1,49x10* | 1,46x10* | 1,22x10* | 1,05%x10™
(cm*/Vs)
Hefs) 1,55x10 | 1,48x10* | 1,51x10* | 1,50x10™ | 1,27x10* | 1,09x10™*
(cm*/Vs)
Nr 784430 | 420700 | 368303 | 676338 | 592982 | 619 164
Ns 557368 | 307824 | 212832 | 409007 | 399346 | 448 445
Rs 3,70 2,77 2,47 3,38 2,03 1,90
SIZ)R 2,22x107 | 1,15x10° | 3,91x107 | 7,18x107 | 1,08x10° | 1,24x10°
(cm?/Vs)
RSDg (%) 0,15 0,80 0,26 0,49 0,88 1,18
S?S 2,04x107 | 1,10x10°° | 2,45x10 | 8,17x107 | 1,18x10° | 1,20x10°
(cm?/Vs)
RSDs (%) 0,13 0,74 1,62 0,54 0,93 1,10

A = 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 20 % MeOH + 50 mM DMEB (15/5/19), B = 20mM
trizmovy pufr o pH 8,5 + 20 % MeOH + 50 mM DMEB (18/8/20), C = 20mM trizmovy
pufr o pH 8,5 + 20 % MeOH + 50 mM DMEB (19/8/20), D = 20mM trizmovy pufr o pH
8,5 + 20 % MeOH + 50 mM DMEB (20/8/20), E = 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 20
% ACN + 50 mM DMEB (19/8/20), F = 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 20 % ACN +
50 mM DMEB (7/9/20)
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Obrdazek 17: Elektroferogram separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml). BGE: 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 20 % ACN + 50 mM
DMERB (F), napéti —30kV, detekce pri 291 nm

Elektroferogram k podminkam A se nachazi v kapitole 5.4. (obrazek 11).

5.8. Vliv prodlouzeni délky kapilary

JelikoZz lze rozliSeni snadno ovlivnit i zménou délky separacni kapilary, tak bylo dalSim
postupem jeji prodlouzeni na 80,5 cm celkové a 72 cm efektivni délky. Delsi kapilara
s del$Sim ¢asem potfebnym pro promyvani i pro samotné separace, ale jelikoZ piivodni

separace probihaly velmi rychle, prodlouZeni analyz nebylo pfili§ omezujici.

Casy promyvani byly piepoéteny pomoci softwaru Beckman CE Expert na 6 minut 20%
ACN, 6 minut 0,1M H3PO4, 6 minut H>O a 8 minut BGE. Promyvani bylo prodlouzeno

tak, aby objem kapilary byl vyménén minimalné tfikrat.

V tabulce 16 je uvedeno porovnani separace se stejnym BGE v rtizn¢ dlouhych kapilarach
(A/B) a pro rizné koncentrace DMEB v delsi kapilate (B/C). ProdlouZenim kapilary
doslo k vyraznému prodlouzeni ¢asu separace (ptiblizné 3-4x). Se stejnym BGE se u.
vyrazné nelisi, coZ je v souladu s teoretickymi predpoklady. Z vysledkt je patrné, Ze stale
pokracuje trend zlepSovani rozliSeni s vyssi koncentraci DMEB. Opakovatelnost na delsi

kapilafe (RSDs = 1,38 %) je mirn€ horsi nez na kapilare kratSi (RSDs = 0,93 %)).
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Tabulka 16: Porovnani separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml) pro ruzné délky kapilary, v nize uvedenych BGE, napéti —30 kV,
detekce pri 291 nm, n = 3

A B C

teor (Min) 2,09 6,78 7,28
tr (min) 2,73 8,84 11,00
ts (min) 2,77 8,96 11,17

Hew (em?/Vs) | 1,22x10* | 1,11x10* | 1,49x10*

les) (em?/Vs) | 1,27x10% | 1,16x10™* | 1,54x10™

Nr/m 1482455 | 1448374 | 1798 486
Ns/m 998 365 1193671 | 1610638
Rs 2,03 3,23 4,39

SDg (cm?Vs) | 1,08x10° | 1,58x10° | 1,61x10¢

RSDr (%) 0,88 1,42 1,08

SDs (cm?/Vs) | 1,18x10° | 1,60x10° | 1,99x10°

RSDs (%) 0,93 1,38 1,29

A = 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 20 % ACN + 50 mM DMEB, kapilara 48,5/40 cm,
B = 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 20 % ACN + 50 mM DMERB, kapilara 80,5/72 cm,
C = 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 20 % ACN + 75 mM DMERB, kapilara 80,5/72 cm

Na obrazku 18 je pro porovnani uveden elektroferogram separace v delsi kapilate, za
jinak stejnych podminek jako elektroferogram ptedchozi (obrazek 17). S prodlouzenim

kapilary se za téchto podminek objevilo mirné chvostovani pikl a kolisani zakladni linie.
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Obrdazek 18: Elektroferogram separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml). BGE: 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 20 % ACN + 50mM
DMERB, napeti —30kV, detekce pri 291 nm, kapilara 80,5/72 cm

V dalsim kroku byla jesté zvySena koncentrace DMEB na 100 mM, elektroferogram
separace za téchto podminek miizeme vidét na obrazku 19. Pfi této analyze nebylo
pozorovano zvednuti zékladni linie a chvostovani pikli nebylo tak vyrazné. RozliSeni
mezi piky R-ofloxacinu (20 pg/ml) a S-ofloxacinu (40 pg/ml) bylo 3,9. Tyto podminky
byly nasledné vybrany pro ovéfeni linearity. Za t€chto podminek byl také testovan roztok
standardu racemického pazufloxacinu, u kterého opét nebyl pozorovan ani naznak

separace na jednotlivé enantiomery.

56



T R

10,0 105 11,0 11,5 12,0
¢as (min)

Obrdazek 19: Elektroferogram separace ofloxacinu (koncentrace R-ofloxacinu 20 ug/ml,
S-ofloxacinu 40 ug/ml). BGE: 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 20 % ACN + 100 mM
DMERB, napeti —30kV, detekce pri 291 nm, delsi kapilara 80,5/72 cm

Souhrn optimalizovanych podminek pro separaci enantiomeri ofloxacinu
Kapilara: kfemennd, 50 um id, 80,5/72 cm
BGE: 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 s 20 % ACN a 100 mM DMEB

Promyvéni ptfed analyzou: 6 minut 20% ACN, 6 minut 0,1 M H3PO4, 6 minut H2O,
8 minut BGE

Promyvani po ukonceni sekvence: 10 minut MeOH, 10 minut H3PO4, 10 minut 0,1 M

NaOH, 10 minut H,O

Délka analyzy: 15 minut

Napéti: =30 kV

Déavkovani: hydrodynamickeé pti 50 mbar po dobu 5 sekund
UV detekce: 291 nm

Teplota kapilary: 25 °C

Indukovany proud: 40 pA
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5.9. Ovéreni linearity za optimalnich podminek a analyza 1é¢ivych
pripravki s obsahem levofloxacinu

Postupnou optimalizaci byl vybran jiz zminény BGE (20mM trizmovy pufr o pH 8,5
$20 % ACN a 100 mM DMEB) k ovéteni linearity a k analyze 1é¢ivych ptipravki s
obsahem levofloxacinu. Z 1éCivych ptipravki byly vybrany tablety Levofloxacin Mylan

500 mg a o¢ni kapky Oftaquix 5 mg/ml, roztok.

Tablety bylo potieba suspendovat, aby doslo k rozpusténi levofloxacinu a vyslednou
smés bylo tfeba prefiltrovat a nafedit (viz kapitola 4.7.1). U oc¢nich kapek byla piiprava
vzorku méné naro¢nd, protoZe byly jen nafedény (viz kapitola 4.7.2). U téchto realnych
vzorkid bylo cilem vyzkouSet, zda by S§la metoda pouzit pro stanoveni obsahu

levofloxacinu jako hlavni u¢inné latky.

Za téchto podminek byly naméfeny dvé kalibracni kiivky, k prvni byl do sekvence
pfipojen vzorek z tablet, ke druhé vzorek z o¢nich kapek. U téchto vzorka bylo pomoci
kalibrac¢ni kfivky kvantifikovéano, zda je deklarovany obsah uéinné latky v pozadovaném
rozmezi (90-110 % nominalniho obsahu dle USP [25]). Linearita byla ovétena pomoci 7
kalibra¢nich roztok (koncentrace 10-100 pg/ml pro jednotlivé izomery) pfipravenych ze
standardu racemického ofloxacinu. Zarovenn byl do kazdého kalibracniho roztoku a
vzorku piidan IS gatifloxacin v takovém mnoZstvi, aby jeho kone¢na koncentrace byla
40 pg/ml. IS byl vybran z jiz pouzitych chinolonovych antibiotik tak, aby pii 291 nm
dostatecné absorboval, mél podobny ¢as migrace jako enantiomery ofloxacinu, ale aby
zaroven byly piky dostate¢né oddélené. Byl vybran gatifloxacin, ktery v§em podminkdm
vyhovél, a zaroven nedoSlo k separaci jeho enantiomert.

Vyhodnoceni probéhlo s vyuzitim wvnitfniho standardu. Na osu x byly naneseny
koncentrace konkrétniho izomeru, na osu y korigovand plocha izomeru délend

korigovanou plochou vnitiniho standardu CAs)y/CAqs). Z rovnice piimky S-ofloxacinu

byly vypocteny koncentrace ve vzorcich lé€ivych ptipravka.

Na obrazku 20 miizeme vidét elektroferogram separace kalibra¢niho roztoku ofloxacinu

o koncentraci 40 pg/ml. Za téchto podminek bylo dosazeno rozliseni 4,22 £+ 0,02 (n = 3).
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Obrazek 20: Elektroferogram separace gatifloxacinu (40 ug/ml) a racemického
ofloxacinu (40 ug/ml), BGE: 20mM trizmovy pufr o pH 8,5 + 20 % ACN + 100 mM
DMERB, napeti —30kV, detekce pri 291 nm, kapilara 80,5/72 cm

Jelikoz hodnoty korela¢nich koeficientli byly u obou naméienych kiivek vyssi nez 0,99

(viz tabulka 17), tak byla prokazéana linearita CE metody v daném rozsahu.

Tabulka 17: Rovnice primky a korelacni koeficient S-ofloxacinu pro obé vyse zminéné

kalibracni krivky
rovnice pimky R?
Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni tablet (€. 2) y =0,0305x — 0,0107 0,9975
Kalibrac¢ni kiivka pro stanoveni o¢nich kapek (€. 3) | y=0,0332x —0,0870 0,9993
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Na obrazcich 21 a 22 mtizeme vidét ob¢é zminéné kalibra¢ni kiivky.
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Obrazek 21: Kalibracni kiivka S-ofloxacinu pro stanoveni tablet, BGE: 20mM trizmovy
pufropH 8,5+ 20 % ACN + 100 mM DMEB, napéti —30kV, detekce pri 291 nm,

kapilara 80,5/72 cm
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Obrazek 22: Kalibracni kiivka S-ofloxacinu pro stanoveni ocnich kapek, BGE: 20mM
trizmovy pufr o pH 8,5 + 20 % ACN + 100 mM DMERB, napéti —30kV, detekce pri
291 nm, kapilara 80,5/72 cm
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5.9.1. Stanoveni levofloxacinu ve vzorku tablet Levofloxacin Mylan

500 mg

Vzorky z tablet byly pfipraveny celkem tfi, z toho kazdy byl proméfen tiikrat, celkem
tedy probéhlo devét analyz. Upravou rovnice piimky z tabulky 17 byla ziskana rovnice

(5-1), podle které byla vypoctena koncentrace levofloxacinu v roztoku vzorku.

_ y+0,0107

_ 1
*=70.0305 (-

Nameétené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 18. Vzorek levofloxacinu byl vzdy nafedén na

koncentraci ptiblizné 40 pg/ml.

Tabulka 18: Vysledky CE stanoveni levofloxacinu ve vzorku tablet Levofloxacin Mylan

500 mg, n =3
Stanovena Deklarovana %
koncentrace (ug/ml) | koncentrace (ng/ml)

Vzorek €. 1 41,94 40,04 104,75
Vzorek ¢. 2 39,92 39,90 100,05
Vzorek ¢. 3 38,04 39,85 95,46
primér 100,09

SD 4,64

RSD 4,64

Vsechny namétené hodnoty se vesly do predepsaného rozmezi 90-110 %, ovSem hodnota
RSD je prilis velka, coZz znaci nedostateCnou ptesnost metody. Ta nejspiSe vznikla tim,
ze vnitini standard byl pfidan az po extrakci levofloxacinu z tablety. Proto by mél byt
postup piipravy vzorku pro CE analyzu déle optimalizovan. Pfiprava byla provedena
timto zpusobem, jelikoz gatifloxacinu bylo pouze omezené mnozstvi a pfiddnim na
zaCatku extrakce by se znacné zvySila jeho spotfeba. Nepiesnost mohla byt také
zpusobena nedostateCnou homogenizaci nadrcené tabletoviny, coz mohlo vést k tomu, ze
pro stanoveni nebyl odebran reprezentativni vzorek. Dle USP se vzorek z tablet ziskava
suspendovanim minimalné péti tablet ve 20% ACN. Suspenze se nechd stat 15 minut,
poté se 30 minut intenzivné michd, a nakonec se pfefiltruje ptes vhodny filtr. Takto se

pifipravuje zasobni roztok o koncentraci 5 mg/ml, ktery se dale fedi 20% ACN na pracovni
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roztok o koncentraci 0,2 mg/ml. Ten je nasledné analyzovan pomoci chiralni HPLC
zalozené na vymeéné ligandt [25]. Jedna z vyhod CE je nizka spotieba organickych
rozpoustédel a pii ptipravé vzorku z tablet dle USP by vzniklo velké mnozstvi odpadu
s organickymi rozpoustédly, proto byla Gprava vzorku minimalizovana, tj. vzorek byl

ptipraven pouze z jedné tablety a suspendovana byla jen jeji ¢ast.

Na obrazku 23 muzeme vidét elektroferogram separace vzorku levofloxacinu z tablet a

na obrazku 21 kalibra¢ni kiivku pro jeho stanoveni.
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Obrazek 23: Elektroferogram separace vzorku z tablety levofloxacinu (priblizna
koncentrace 40 ug/ml), IS gatifloxacin (40 ug/ml), BGE: 20mM trizmovy pufr o pH 8,5
+ 20 % ACN + 100 mM DMEB, napéti —30kV, detekce pri 291 nm, kapilara 80,5/72 cm

5.9.2. Stanoveni levofloxacinu ve vzorku ocnich kapek Oftaquix
5 mg/ml

Vzorky z o¢nich kapek byly pfipraveny dva, kazdy byl proméfen tfikrat, celkem tedy

probéhlo Sest analyz. Pro hodnoceni o¢nich kapek byla pouzita dalsi kalibra¢ni kiivka.

Upravou rovnice piimky ztabulky 17 byla ziskana rovnice (5-2), podle které byla

vypoctena koncentrace levofloxacinu ve vzorku.

_ y+0,087

_ 2
X = 700332 (3-2)

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 19. Vzorek levofloxacinu byl vZdy podle

deklarovaného mnozstvi nafedén na koncentraci 40,00 pg/ml.
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Tabulka 19: Vysledky CE stanoveni levofloxacinu ve vzorku ocnich kapek Oftaquix

Smg/ml, n=23
Stanovena Deklarovana o
koncentrace (ug/ml) | koncentrace (ug/ml)
Vzorek ¢.1 36,99 40,00 92,47
Vzorek ¢.2 36,26 40,00 90,65
primér 91,56

Obsah levofloxacinu ve vzorku ocnich kapek byl naméfen u spodni hranice
akceptovatelnosti. Vysledek stanoveni mohl byt ovlivnén pfitomnosti pomocnych latek
(pufrovany roztok soli) v 1é¢ivém piipravku, coz mohlo negativné ovlivnit nadavkované
mnozstvi analytu. Tato hypotéza by se musela ovéfit naptiklad odsolenim vzorku o¢nich
kapek extrakci na tuhou fazi a porovnanim s vysledky ziskanych pouhym nafedénim

roztoku oc¢nich kapek.

Na obrazku 24 muizeme vidét elektroferogram separace vzorku levofloxacinu z o€nich

kapek a na obrazku 22 kalibra¢ni kiivku pro jeho stanoveni.

10

— 71 r T 1 T T 1
11 12 13 14 15
¢as (min)

Obrazek 24: Elektroferogram separace vzorku z o¢nich kapek levofloxacinu
(koncentrace 40 ug/ml), IS gatifloxacin (40 ug/ml), BGE: 20mM trizmovy pufr o pH 8,5
+ 20 % ACN + 100 mM DMERB, napéti —30kV, detekce pri 291 nm, kapilara 80,5/72 cm
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6. Zavér

V této diplomové préci byly testovany riizné podminky pro chirélni separace modelovych
analyti (ketoprofen, flurbiprofen, ofloxacin, pazufloxacin, gatifloxacin, lomefloxacin,
tosufloxacin) za pouziti chiralni iontové kapaliny (—)-N-dodecyl-N-methylephedrinium
bromidu jako chirdlniho selektoru pro kapilarni elektroforézu. Ze vsech testovanych
chirdlnich 1é¢iv se podatilo rozseparovat pouze enantiomery ofloxacinu. Z testovanych
parametra byl klicovy vliv organickych modifikatori (MeOH, ACN), které poskytovaly
vyssi selektivitu separace jen samotnym piidanim do BGE, a také umoznovaly rozpusténi
vetstho mnozstvi chirdlniho selektoru, coz vedlo k dalsimu zlepSeni chirdlni separace

enantiomeru ofloxacinu.

Vysledné optimalizované podminky byly dosazeny s pouzitim nasledujiciho BGE:
20mM trizmovy pufr o pH 8,5 s 20 % ACN a 100 mM DMEB. Za téchto podminek byla
dosazena hodnota rozliSeni 4,22 + 0,02 (n = 3). Linearita CE stanoveni levofloxacinu byla
ovétena v rozmezi koncentraci od 10 do 100 pg/ml a nésledné byla metoda aplikovana
na vzorky léCivych ptipravkl s obsahem levofloxacinu. U analyz s redlnymi vzorky $lo
zejména o prokazani pouzitelnosti této metody pro vyuziti ve farmaceutické analyze. Na
zakladé ziskanych vysledkd je tfeba dal§i optimalizace, a to zejména pro zvySeni
piesnosti (vzorky tablet) i odstranéni vlivu matrice (vzorky ocnich kapek). Tato metoda

by nasledné mohla byt moZnou alternativou k HPLC stanoveni levofloxacinu dle USP.

Je otdzkou, zda by se metoda dala vyuZzit i pro stanoveni necistot v tabletdch
levofloxacinu, tedy zejména pro stanoveni nezddouciho R-enantiomeru. Pro tyto ucely by
bylo pravdépodobné nutné zvyseni citlivosti a pfipadné 1 zvySeni rozliSeni, aby doslo

k separaci na zakladni linii 1 v pfitomnosti vyrazného nadbytku levofloxacinu.

Také by mohl byt proveden screening za riznych podminek uvedenych v této DP pro vice
modelovych chirdlnich lé¢iv. Studie Deye a kol. [20] byla bohuzZel nalezena aZ po
ukonceni experimentalni prace. Jelikoz autoii pouzili velmi podobné podminky pro
chiralni separace NSAID jako v této DP, tak je otazkou, pro€ se v rdmci této DP separace
enantiomert ketoprofenu a flurbiprofenu nepodafila. Z tohoto diivodu by méla byt
provedena separace za podminek publikovanych Deyem a kol. s néslednym porovnanim

s vystupy ziskanymi v ramci této DP.
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