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Nazev diplomové prace:
GC analyza léciv s vyuzitim iontové kapaliny jako stacionarni faze 1

V této praci jsme testovali tfi komeréné vyrabéné kolony se stacionarni fazi tvofenou
iontovymi kapalinami na modelovém vzorku ibuprofenu a jeho ¢ty 1ékopisnych necistot
po derivatizaci alkylchloroformiaty a ziskané vysledky jsme porovnali s vysledky na

koloné¢ s konvenc¢ni nepoléarni stacionarni fazi.

Dale jsme se pokusili popsat a vysvétlit retencni mechanismy, které hraly roli pfi téchto
separacich, optimalizovat metodu pro pouziti na jednotlivych kolonach a extrahovat
derivaty do nepolarni faze s vidinou mensi Skodlivosti takto upravené¢ho vzorku na

kolonu.

Vysledky ziskané na stacionarnich fazich s iontovou kapalinou a na nepoléarni stacionarni
fazi hodnotime jako celkem srovnatelné. VSechny ndmi testované kolony s iontovou
kapalinou jako staciondrni fazi jsou na analyzu naSich vzorki pouZitelné a na vSech téchto
kolonéach se d4 metoda optimalizovat. Kromé zmény v selektivité na nejpolarnéjsi koloné
jsme vSak nezjistili, Ze by hlediska separace naSich analyti pfinasely iontové kapaliny

jako stacionarni faze velké benefity.

Prevedeni derivati ze vzorku do nepolarni faze se ndm podafilo jen ¢aste¢né, nejlepsSich

vysledkil jsme dosahovali pfi ptidani 100 pl vody do polarni faze vytiepavaného vzorku.

Hlavni pfinos této prace tedy vidime prozkoumdni chovani konkrétnich latek na

stacionarnich fazich tvotenych iontovou kapalinou.

Klic¢ova slova: ibuprofen, necistoty ibuprofenu, alkylchloroformiaty, iontové kapaliny,

plynova chromatografie
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Title of Thesis:
GC analysis of drugs with utilization of ionic liquid as a stationary phase [

In this thesis, we focused on testing of three commercially obtainable columns with ionic
liquids as stationary phases, which we tested on a model sample of ibuprofen and its four
pharmacopoeial impurities after derivatization by alkylchloroformates. The results
obtained on these columns were compared to results obtained on column with

conventional nonpolar stationary phase.

Furthermore, we tried to describe and explain retention mechanisms, which were
important in these separations, we also tried to optimize methods for our individual
columns and extract our derivatives into a nonpolar phase, with the view to diminishing

the harmful effect of samples on columns.

We appraise the results obtained on ionic liquid stationary phases and on a nonpolar
stationary phase as quite comparable. The analysis of our derived samples can be
performed on all tested ionic liquid columns and the analysis can be optimized for all of
them. Apart from the change in selectivity on the most polar stationary phase, we did not

notice any great benefits of using ionic liquid stationary phases in our separations.

The extraction of derivatives from the sample into a nonpolar phase was only partially
successful, the best results were reached when 100 pl of water was added into the polar

phase of extracted sample.

Thus, the main contribution of this work is in exploration of behaviour of concrete

substances on 1onic liquid stationary phases.

Keywords: ibuprofen, ibuprofen impurities, alkylchloroformates, ionic liquids, gas

chromatography
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Tato prace je zaméfena na plynovou chromatografii s vyuzitim iontovych kapalin jako

stacionarnich fazi.

Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je v soucasné dobé bézna
analyticka metoda, kterd umoziuje velmi Gi¢innou separaci latek v plynném stavu a jejich
vysoce specifickou detekci. Hmotnostni spektrometrie umoziuje ziskani informaci

o struktuie analyzovanych latek v podob¢é hmotnostnich spekter.

Iontové kapaliny jsou kapalné soli, které jsou tvoreny organickym kationtem
a organickym nebo anorganickym aniontem. Diky svym specialnim vlastnostem

vychézejicim ze struktury nachéazeji uplatnéni v mnoha oblastech lidské ¢innosti.

V této praci jsme testovali jednu kolonu s konven¢ni nepolarni polysiloxanovou
staciondrni fazi a tfi kolony s polarnimi staciondrnimi fazemi tvofenymi iontovou
kapalinou. K testovani téchto kolon jsme pouzili modelovy vzorek ibuprofenu a jeho ¢ty
1ékopisnych necistot derivatizovanych isobutylchloroformiatem nebo
2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutylchloroformidtem. Nasim cilem bylo porovnat ziskané

vysledky.

Dale jsme se pokusili popsat a vysvétlit retenni mechanismy, které hraly roli pfi téchto
separacich. Zkusili jsme také optimalizovat podminky separaci na jednotlivych kolonach
a v prib¢hu prace jsme zkouSeli riizné moZnosti extrakce derivatu ibuprofenu do
nepolarni faze tvofené isooktanem nebo hexanem, protoZe takto upraveny vzorek by mél

byt SetrnéjSi vii€i stacionarnim fazim pouzitych kolon.

-12 -
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2.1 Chromatografie a princip chromatografického déleni

Chromatografie je skupina vysoce ucinnych separacnich metod, hojné pouZzivana
v mnoha odvétvich lidské Cinnosti. Pfi vSech chromatografickych metodach dochazi
v prubéhu separa¢niho procesu k mnohonasobnému ustavovani dynamické rovnovahy
zadrzovanim slozek analytu riznymi interakcemi na stacionarni fazi a jejich naslednym
vymytim mobilni fazi, kterd je odnasi dal ve sméru svého toku. Slozka, kterd je vice
zadrzovana stacionarni fazi se opozd’uje vzhledem ke slozce, kterd je zadrzovana méng.
Jednotlivé slozky analyzované smési tak vychazeji na vystupu z kolony oddélené a miize

dojit k jejich detekei. [1, 2]

V soucasnosti se pouzivd mnoho typli chromatografickych metod, které se 1isi svou

povahou naptiklad:

- podle mobilni faze: plynova, kapalinova chromatografie

- podle zptsobu vyvijeni: elu¢ni, vytésitovaci, frontalni chromatografie

- podle principu déleni: adsorpcni, rozdé€lovaci, ionexova, gelova permeacni
chromatografie

- podle ucelu: analyticka, preparativni chromatografie

- podle pouzité techniky: sloupcova, papirova chromatografie, chromatografie na

tenké vrstvé [1, 2]
2.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je separa¢ni metoda zalozena na rozdilu v distribuci latek
mezi dvéma nemisitelnymi fdzemi. Mobilni fazi je nosny plyn, ktery se pohybuje skrz

nebo podél staciondrni faze, ktera je umisténa v kolong. [3]

Od jinych druh@ chromatografie se GC 1i8i pouze tim, Ze mobilni fazi je plyn a latky se
déli v plynném stavu. GC je pouZitelna pro plynné, kapalné 1 pevné latky, které lze pfi
teploté do 400 °C ptevést bez rozkladu do plynného stavu. Piedev§im se vyuziva pro
analyzu tékavych latek a plynti. Net¢kavé latky 1ze pred analyzou podrobit derivatizaci

za vzniku tékavych derivati. [1, 4]

K hlavnim vyhodam této metody patti jednoduchost, vysoka citlivost a velka separacni
ucinnost. VyuZiti nachdzi v kvalitativnim 1 kvantitativnim hodnoceni separovanych

slozek smési. [1, 4]

-14 -



GC je zalozena na mechanismu adsorpce, rozdélovani nebo vyluovéani. [3]
2.2.1 Plynovy chromatograf

Plynovy chromatograf (obrazek 1) je pfistroj slouzici k provedeni analyzy. Sklada se ze
zdroje nosného plynu (tlakové lahve), ze zatizeni pro regulaci pratoku a méteni tlaku
nosného plynu, néstfikové hlavy, kde se aplikuje vzorek do kolony, kolony, termostatu,

detektoru a pocitace. [4]

vzorek vystup plynu do atmostéry
| 4 signél detektoru

S HE-HA
\ﬂi NN e RS

zafizeni

detektor

| regulacni
4 systém

E \ termostat

tistici zafizeni
zdrej nosnehao plynu

Obrazek 1 — Schéma plynového chromatografu

2.2.2 Nosny plyn

Nosny plyn v CG piedstavuje mobilni fazi a zajist'uje transport slozek vzorku kolonou,
ackoli se neucastni pfimo separa¢niho procesu. Jeho zdrojem je tlakova lahev. Jako nosny
plyn se nejcastéji pouziva helium, dusik, vodik nebo argon. Nosny plyn by mél byt inertni,
vysoce Cisty a bez vlhkosti. Proto se pfed vstupem na kolonu ¢isti a susi, a navic se
reguluje jeho prutok a tlak. Prutok plynu kolonou musi byt optimalizovan tak, aby se
dosahlo co nejlepsiho rozdé€leni latek, a tedy co nejmensiho rozsifeni (rozmyti) jejich zon.
Pti volbé nosného plynu se uvazuji faktory jako: reaktivita, viskozita, u¢innost, Cistota,

typ pouzivaného detektoru a cena plynu. [1, 2, 6]

Dusik jako nosny plyn vykazuje nejlepsi ucinnost pii nizkych pritokovych rychlostech,
z ¢ehoz vyplyvaji vysoké retencni Casy analytl. Vyhodou dusiku jako nosného plynu je

jeho nizka cena. [7]

Utinnost helia jako nosného plynu je mirné nizsi nez u dusiku. Naopak optimélni rychlost
je vyssi, takze se dosahne podobného rozliSeni za krat$i dobu. K nevyhodam helia patii
jeho vysoka cena. [7, 8]

-15-



Ucinnost vodiku jako nosného plynu je mirn€ nizsi nez u dusiku, ale podobna jako u helia.
Cenové je vodik levnéjsi nez helium, ale drazs$i nez dusik. Je nejlep$i moznosti pro

kapilarni kolony, ale je explozivni. [7, 8]
2.2.3 Regulatory tlaku a pritoku

Regulatory tlaku a prutoku jsou elektronicka regulacni zatizeni, kterd slouzi k ovladani
prutoku a tlaku nosného plynu. Konstantni pritok plynu kolonou a detektorem je zajistén
regulatorem pritoku, bez ohledu na typ nosného plynu, teplotu a rozméry kolony. Tlak
je proménnou veliCinou a nastavuje se automaticky podle viskozity plynu, vnitiniho

priméru kolony a délky kolony tak, aby byl prutok kolonou konstantni. [6]
2.2.4 Injektor

Vstupem analyzované latky do plynového chromatografu je injektor. Nastiik
analyzovaného vzorku se nejcastéji provadi pomoci specidlni injekéni stiikacky ptes
septum, které odd€luje vnitiek injektoru od vnéjsiho prostoru. Soucasti injektoru je
sklenéna vlozka (liner), ve které dochazi vlivem vysoké teploty k rychlému odpateni
vzorku a ke spradvnému promichani par vzorku s nosnym plynem. Teplota davkovaciho
zafizeni by méla byt o 50 °C vys§i, nez je teplota varu nejvyse vrouci slozky obsaZené ve
vzorku. Zplynény vzorek je nasledné unasen nosnym plynem do kolony. Mezi injektor
a kolonu je zafazen d¢li¢ toku (splitter), ktery umoziuje vést na kolonu jen Cast
odpateného vzorku (split ratio, splitovaci pomér). Technika nasttiku bez splitu (splitless
injection) se pouZiva pii stopové analyze nebo pii analyze smési latek, které se vyrazné

lisi teplotou varu [1, 6]
2.2.5 Kolony
V GC jsou pouzivany kolony kapilarni nebo dnes jiz jen vyjimecné napliiové.

Néplnové kolony jsou trubice s primérem 2 az 5 mm, které obsahuji adsorbent pro
plynovou adsorpéni chromatografii (GSC) nebo nosi¢ se zakotvenou kapalnou
staciondrni fazi pro plynovou rozdé€lovaci chromatografii (GLC). Délka analytickych
naplnovych kolon se pohybuje v rozmezi od 0,5 do 5 m. Kolony jsou nejcastéji vyrabény

ze skla nebo nerezové oceli. [4, 6]
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Kapiléarni kolony jsou tenké kapilary, které se vyrabéji nejcastéji z kiemenného skla a jsou
potazeny filmem polyimidu kvili pevnosti. Vnitini priimér nebyva vétsi nez 0,5 mm
a jejich délka se pohybuje od 10 do 100 m. Stacionarni fize je nanesena na vnitini sténé
kapilary. Kapalna stacionarni faze tvofi na vnitinim povrchu kolony film silny 0,1 um az

5,0 um. [3, 4, 6]
2.2.6 Stacionarni faze

GC lze obvykle rozdélit na chromatografii v systému plyn — pevna latka (GSC) a na
chromatografii v systému plyn — kapalina (GLC). V piipad¢ GSC je distribuce analytu
zalozena na adsorpci a stacionarni fdze mtze byt tvofena sorbentem jako je napiiklad
silikagel nebo aktivni uhli. Pfikladem rozdé€lovaci chromatografie je GLC a jako kapalné

staciondrni faze se pouzivaji naptiklad polyethylenglykoly. [1]

Volba vhodné stacionarni faze zavisi pfedevsim na charakteru délenych slozek ve vzorku.
Vysoce polarni zakotvenou fazi je napiiklad polyethylenglykol, stfedné polarni

dinonylftalat a nepolarni naptiklad methylsilikonovy olej. [1]
Poskozeni stacionarni faze

Chemické poskozeni stacionarni faze mulzZe vzniknout plsobenim kysliku, silnych
anorganickych kyselin, bazi ¢i organickych kyselin. Stacionarni faze miize podlehnout
také tepelnému poskozeni. Poskozend stacionarni faze, naptiklad polysiloxanova, mtize

depolymerizovat. [8]
2.2.7 Teplotni program

Pro kolonu, ktera je umisténa v peci temperované na urcitou teplotu, je udrzovani vhodné
pracovni teploty pomoci termostatu zasadni. Pti izotermické GC je na koloné€ po celou
dobu udrZovana konstantni teplota, ktera se voli v souladu s teplotami varu slozek vzorku.
Pro analyzu smési latek s rozdilnymi teplotami varu, které se vyrazné 1isi té¢kavosti nebo
silou specifickych interakci se stacionarni fazi je vhodné pouzit teplotni gradient, kdy se
teplota kolony béhem analyzy méni (stoupa) podle vytvofeného teplotniho programu.
Vyhodou pouziti teplotniho gradientu je vyrazné zkraceni doby analyzy a zlepSeni tvaru

chromatografickych pikd (zzeni signall, vyssi citlivost). [1, 6, 8]
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2.2.8 Detektor

Detektor umoziiuje pievést vysledky déleni v chromatografické kolon¢ na
registrovatelnou formu. Obecnym pozadavkem je vysoka citlivost a univerzalnost

detekce pro vSechny latky. [1]

V GC se vyuziva n¢€kolik raznych typt detektori, mezi nejzndméjsi se fadi napiiklad
teplotné vodivostni detektor (TCD, katarometr), plamenov¢ ionizacni detektor (FID),
detektor elektronového zachytu (ECD), hmotnostné spektrometricky detektor (MS),
termoionizacni detektor (TID) nebo fotoioniza¢ni detektor (PID). [9]

2.2.9 Ridici jednotka

Z detektoru je signal ptenesen do pocitace, ktery ho zpracuje, zakresli chromatografickou
kiivku a provede jeji vyhodnoceni. Po¢ita¢ mimo to také fidi chod celého chromatografu

a umoziuje vystup na tiskarnu. [4, 5]
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2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda, kterd slouzi k pfevedeni molekul
na ionty, rozliSeni téchto iontl podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z) a k zdznamu
relativnich intenzit téchto jednotlivych ionti. Jedna se o velmi citlivou metodu,
umoziujici identifikaci latky ve vzorku i v mnozstvi kolem 10 g a detekci pti 107'° g.

[10, 11]

Spojeni GC a MS (GC/MS) kombinuje vyhody obou technik a umoziuje v jedné analyze
zaroven separovat a identifikovat slozitou smés latek. V soucasnosti je GC/MS jiz zcela
rutinni metoda, témét vyhradné se pouziva ve spojeni s kapilarnimi kolonami a umoziuje

kvalitativni 1 kvantitativni analyzu vzorkt. [11, 12]
2.3.1 Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr je iontové-optické zatizeni, které umoznuje rozliseni iont podle
pomeéru jejich m/z. K vyhoddm MS patii vysoka citlivost a minimalni spotfeba vzorku.
Nevyhodou jsou vysoké pofizovaci a provozni ndklady hmotnostniho spektrometru a

fakt, ze MS je destruktivni metoda. [10]

Tti zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, hmotnostni analyzéator
a detektor (obrazek 2). K nim patii dalsi diileZité soucasti piistroje jako vakuovy systém,
sonda pro zavadéni vzorkd, iontova optika umoznujici urychleni a fokusaci iontd, pocita¢

na ovladani a ladéni pfistroje, sbér, ukladani a zpracovani dat. [13]

HNOTNOSTNI SPEKTROMETR

vzorek | . hmotnostni spektrum
iontovy zdroj hmotnf:nstm detektor N
analyzator 7

vakuum

(vakuum)

Obrazek 2 — Schéma hmotnostniho spektrometru
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T¥i zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru

1. Iontovy zdroj slouzi k pfevedeni neutralnich Castic na Castice nabité (tzv.
ionizace). Konstrukce iontovych zdroji se lisi v zavislosti na ionizac¢ni technice.

2. Hmotnostni analyzator umoziuje rozdé€leni iontl v plynné fazi za vysokého vakua
podle m/z.

3. Detektor slouzi k detekci iontli po jejich separaci podle m/z a ke stanoveni

relativni intenzity (Cetnosti) jednotlivych iontt.

[14]
Ionizacni techniky a iontové zdroje

Druh iontového zdroje, resp. ionizacni techniky se voli podle typu analyzované
slou€eniny a pozadavku na analyzu (souvisi s t€kavosti, molekulovou hmotnosti, tepelnou

stabilitou latky, polaritou, rozpustnosti apod.). [11, 13]
Ionizaéni techniky mtizeme rozdélit dle energie ionizace na mékké a tvrdé.
Mékké ionizaéni techniky

M¢kké ionizacni techniky se vyznacuji nizkou ionizacni energii. Dochéazi pii nich
k tvorbé molekuldrnich ionti nebo iontd molekularnich adukti (protonované,
deprotonované molekuly [M+H]*, [M-H]") . Vytéznost ionizace a tvorba aduktt zavisi na
zvolenych podminkdch, jako je sloZzeni mobilni faze, matrice nebo pH. Kvantifikace latek
ve vzorku je ve spojeni se separacnimi technikami problematicka a je nutné pouZzit vnitini

standard. [11]

K mékkym ioniza¢nim technikdm se tadi ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI),

ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI), chemickd ionizace (CI)... [11]
Tvrdé ioniza¢ni techniky

Pfi pouziti tvrdych ioniza¢nich technik ziskavéd ionizovand molekula velky ptebytek
energie a dochazi u ni k hluboké fragmentaci, a tedy vzniku fragmentovych ionti. Pfi
zvolené ionizacni energii (70 eV) vznikaji reprodukovatelnd spektra, kterd umoziuji
tvorbu knihoven spekter a naslednou identifikaci latek pomoci porovnavani spekter.
Propracované fragmenta¢ni mechanismy umozniuji i ur€eni struktur nezndmych latek.

K tvrdym ioniza¢nim technikdm se fadi elektronova ionizace (EI). [11]
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Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator je umistén mezi iontovym zdrojem a detektorem a umoziiuje
dé€leni iontd v plynné fazi podle jejich m/z. K déleni iontl v analyzatoru je zapotiebi

vysoké vakuum (pfiblizng 10~ az 107! Pa, dle typu analyzatoru). [10]
Déleni ionth podle m/z se da dosdhnout na zakladé raznych fyzikélnich principt:

1. Magneticky nebo elektrostaticky analyzator je zaloZen na zakfiveni dradhy letu
iontl v magnetickém nebo elektrickém poli.

2. Kvadrupdl nebo iontova past jsou zaloZeny na rtzné stabilité oscilaci iontil ve
dvojrozmérné nebo trojrozmérné kombinaci stejnosmérného
a vysokofrekvenc¢niho sttidavého napéti.

3. Analyzétor doby letu (TOF) funguje na podkladé rizné doby rychlosti letu iontd.

4. Orbitrap je zaloZen na riizné frekvenci harmonickych oscilaci.

5. lontova cyklotronova rezonance (ICR) vyuziva riizné absorpce energie pfi
cykloidalnim pohybu iont v kombinovaném magnetickém a elektrickém poli.

[10]
Detektory

Detektory iontil jsou pouzivany spolu se v§emi analyzatory kromé& iontové cyklotronové
rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR) a Orbitrapu, kde je v analyzatoru
provadéna zaroven detekce. Po rozdéleni v hmotnostnim analyzatoru dopadaji ionty na
detektor, ktery z nich generuje signal. Signél je generovan bud’ tvorbou sekundarnich

elektronil, které se nasledné zesiluji nebo indukci proudu po dopadu iontl na detektor.
[10]

1. Elektronovy néasobi¢ je nejbézngjSim detektorem. lonty dopadaji na povrch
dynody, ze které vyrazi elektrony, ty jsou déle zesileny systémem dynod anebo
opakovanymi kolizemi na pribézné zakfivené dynodé€. Zesileni signalu je mozné
az 10%krat.

2. Fotonasobi€ je detektor s delsi zivotnosti. lonty dopadaji na konverzni dynodu,
z ni se uvoliuji elektrony, jejichz dopadem na fosforovou desticku se uvolni
fotony, které se nasledné zesili ve fotonasobi¢i. Zesileni signalu je mozné

10°—107krat.
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3. Faradayova klec je detektorem malo citlivym, ale zato robustnim a velmi pfesnym
na izotopickd méteni. Dopadajici ionty narazeji na povrch dynody, kterd emituje
elektrony a indukuje se proud, jenz je nasledné zesilen a zaznamenan.

[10]

Vystupem celého méfeni je vétSinou hmotnostni spektrum, coz je graf zavislosti intenzity
iontl na jejich m/z. Hmotnostni spektra jsou obvykle uvadéna v normalizovaném stavu,
coZ znamena, Ze nejintenzivngj$i pik ma relativni intenzitu 100 % a intenzity ostatnich

piki se dopocitavaji. [10, 13]

V experimentalni ¢asti této prace byl pouzit hmotnostni spektrometr s tvrdou ionizacni

technikou (EI) a kvadrupdlem.
Elektronova ionizace (EI)

Neutralni molekuly [M], které jsou eluovany z kolony plynového chromatografu musi
ziskat v iontovém zdroji pozitivni nebo negativni naboj, aby s nimi §lo manipulovat
v hmotnostnim analyzatoru. Proud elektronil je emitovan wolframovou nebo rheniovou
katodou. Neutralni molekuly vychazejici z kolony jsou ndhodné rozptylené ptes iontovy
zdroj a jsou vystavené proudu elektronti s kinetickou energii (obvykle 70 eV), kterd je
vys$si nez ionizaéni energie vzorku. Z neutralni molekuly [M] vznika radikalovy kationt
[M]" odtrZenim elektronu tehdy, kdyz se emitovany elektron s dostate¢nou energii srazi
nebo pieleti v dostate¢né blizkosti valen¢nich elektronti neutrdlni molekuly [M]. Vznikly

radikalovy kationt se také oznacuje jako molekuldrni iont.
[M]+e™ - [M]** + 2e~
Pokud molekula pfijme elektron, vznika radikélovy aniont [M]™.
[M] + e™ = [M]™

[13,15]
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ZjednodusSené schéma EI je uvedeno na obrazku 3.

katoda
M proud
\ e_
s o
S3
° e M )hmatnosini
3 e — -
,g ; d analyzator
S ‘
" L
anoda
vstup
vzorku (g)

Obrazek 3 — Schema elektronové ionizace

Ionizace je zavisla jak na energii elektronu, tak na energii molekuly. Energie elektront je
ur¢ovana jejich urychlovacim potencialem a energie molekuly z&visi na jeji teploté, a tedy

na teploté iontového zdroje. [13]

Ve spektru jsou kromé molekularnich ionti také fragmentové ionty, které jsou pro
strukturu pozorovanych molekul charakteristické. Tyto fragmentové ionty vznikaji
z molekularnich iontl, pokud molekula ziska pfi ionizaci velky ptebytek vnitini energie.
Ptiblizné v 10 % ptipadii dochézi k fragmentaci v takovém rozsahu, Ze molekularni iont

ve spektru zcela chybi. [13, 15]

Metoda elektronové ionizace neni vhodna pro polarni latky, latky tepelné nestalé a latky

vysokomolekularni. [16]
Kvadrupoélovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator (obrazek 4) je tvofen Ctyimi stejnymi kovovymi tycemi
kruhového prifezu o délce 20-30 cm. Na dvé& protilehlé ty¢e je vloZeno kladné
stejnosmérné napé€ti a na zbyvajici dveé zaporné stejnosmérné napéti. Na vSechny tyce je

navic superponovano vysokofrekvencni stiidavé napéti. [10]
Princip déleni ionti

Iont se privede do stiedu osy kvadrup6lu a zacne oscilovat. V dany ¢asovy okamzik jsou
pro urcity pomér stejnosmerného napéti a amplitudy (U/V) oscilace stabilni pouze pro
iont s ur¢itou hodnotou m/z, ktery projde kvadrupdlem a dostane se az na detektor.
Vsechny ostatni ionty s jinymi m/z jsou zachyceny na tyCich kvadrup6lu. Plynulou
zménou (skenovanim) hodnot stejnosmérného napéti U a amplitudy V (jejichz pomér
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zustava konstantni) jsou na detektor postupné propoustény vSechny ionty (vlastné se

jedné o hmotnostni filtr). [10]

Detektor
Rezonujici iont
Nerezonujiciiont
: __._,.-'/
lontovy zdroj | . Stfidavy a stejnosmérny
r zdroj proudu
o p—

Obrazek 4 — Schéma kvadrupdélového analyzatoru

2.3.2 Citlivost vs. skenovaci rozsah

Pti skenovani vzorku napft. v rozsahu 1000 m/z, je na detekci jedné hodnoty m/z pouze
1/1000 z celkového Casu. Ve zbyvajicim €ase jsou ionty s touto hodnotou m/z zachyceny
na ty¢ich kvadrupo6lu. Kdyz snizime hmotnostni rozsah, zvysi se tim zaroven citlivost

detekce. [18]

Pokud pouzijeme tzv. selektivni zdznam iontu (single-ion monitoring — SIM), zvysi se
vyrazné citlivost analyzy. V tomto pfipad¢ uz ale neméfime hmotnostni spektrum, ale
pouze zaznam intenzity iontu v ¢ase (ptipadné vice ionti). To je vhodné pro kvantitativni

a stopovou analyzu, kdyZ zname strukturu analytu. [18]
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2.4 Tontové kapaliny

Iontové kapaliny (IL) jsou kapalné soli, které jsou tvoreny organickym kationtem

a organickym nebo anorganickym aniontem. [19]

Fakt, ze jsou tyto soli kapalné, je zptisoben tim, Ze jsou oba ptitomné ionty (nebo alespon

kationt) objemné, jejich ndboj je delokalizovan a nedochdzi mezi nimi ke koordinaci. [19]

Mezi kationty splitujici uvedené podminky se fadi zejména slouCeniny obsahujici
kvarterni atom dusiku (pyridiniové, imidazoliové, amoniové, thiazoliové a pyrrolidinové
soli) nebo atom fosforu (fosfoniové soli), ¢i atom siry (sulfoniové soli). Nekoordinujici
anionty jsou nejcastéji tetrachloroaluminat, tetrafluoroborat, hexafluorofosfat, ale také

acetat, nitrat, trifluoracetat, trifluormethansulfonat, tosylat a dalsi (obrazek 5). [19]

1
R R F e cr1° F°
N N s _ ! I Fol F
[, S o e R | [FBF Cl-AI=Cl e
|-~\_./ A VAL F cl F
R R
CF3-SO -505 -co3
, R, - R 1 RZe R 37802 CF3-SO3  CF37CO;
R-N-R' R3-P-R S N o o
R2 R2 RI CFg—SOQ CH3'SO3 CH:}_{.-Oz

Obrazek 5 — Priklady kationtit a anionti tvoricich iontové kapaliny
Pro stabilitu IL je dilezité, aby byl atom nesouci naboj pln€ substituovan. Mezi
substituenty R az R® se tedy nesmi nachazet vodik, protoZe by mohlo dojit k jeho

snadnému odstépeni a ndslednému rozkladu soli. [19]

Obecné je teplota tani IL niz§i nez 100 °C. IL, které jsou kapalné jiz pti laboratorni teploté

(25 °C) se nazyvaji RTILs (room temperature ionic liquids). [19]

K hlavnim vyhodam IL patii naptiklad vysoka termostabilita, prakticky nulova tenze par,
nizka toxicita, nehoflavost, unikatni solvatacni vlastnosti a Siroké teplotni rozmezi, ve

kterém se nachdzi v kapalném stavu. [19]
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2.4.1 Vlastnosti iontovych Kkapalin a jejich vyuziti v plynové

chromatografii

Vlastnosti jako povrchové napéti, hustota, viskozita, teplota tani, tepelnd stabilita,
rozpustnost a misitelnost s rozpoustédly striktn€ souvisi se strukturou kationtu i aniontu
a soucasné se zvolenou kombinaci obou iontl. Zménou kationtu nebo spise aniontu lze
zcela zménit fyzikalné-chemické vlastnosti slou¢eniny. Aby mohly byt IL pouzivany jako
stacionarni faze v GC, musi svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi spliiovat fadu

pozadavki. [20]
Teplota tani

Nizkou teplotu tani vykazuji soli s objemnymi ionty, delokalizovanym nédbojem a nizkym
stupném symetrie kationtu. S rostouci délkou alkylového fetézce obvykle klesa teplota
tani IL, dokud nedosdhne minima. N¢které IL se chovaji jako podchlazené kapaliny

(zistavaji kapalné 1 za niz$i teploty, nez je jejich teplota tani). [21, 22]
Tepelna stabilita

IL s malo nukleofilnimi nebo koordinujicimi anionty (NTf2", TfO") maji n€kolikanasobné
vy$$i stabilitu nez IL s halogenidy. Divodem nizsi tepelné stability halogenidi jsou jejich
silné nukleofilni vlastnosti a vétsi nachylnost k rozkladu substitu¢nimi nukleofilnimi
reakcemi. Obecné tepelna stabilita klesa pfiblizn€ v tomto potadi: N(CF3SO2),” — PFe ~
BF4s — CI, a dé se tedy fici, ze termostabilita IL roste s rostouci velikosti aniontu.
Tepelna stabilita IL obvykle roste s rostouci délkou alkylového substituentu na kationtu
IL. Lepsi tepelnou stabilitu vykazuji naptiklad dikationické IL nebo polymerizované IL.
Tepelna stabilita pouzitych IL je dilezity prvek urcujici Zivotnost kolony a celkové

separacni chovani. [19, 22]
Viskozita

Viskozita IL jakozto stacionarnich fazi v GC ovliviiuje efektivitu separace a Zivotnost
kolony. Idealné by IL pouZzivané jako stacionarni faze mély mit vysokou viskozitu, ktera
by se vyznamné¢ nemeénila se zménou teplot. Viskozita je udavana predevsim vodikovymi
vazbami a van der Waalsovymi interakcemi mezi kationty a anionty IL. IL se siln¢
koordinujicimi anionty (halogenidy) obvykle vykazuji velmi vysoké hodnoty viskozity.

Naopak IL obsahujici objemny organicky aniont (NTf>", TfO") maji nizkou viskozitu. [22]
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Hustota

Hustota iontovych kapalin se pohybuje v intervalu 1,12-2,4 g/cm® a s teplotou ani

mnozstvim necistot se pfilis neméni. [19]
Povrchové napéti

Povrchové napéti se pohybuje v rozmezi 30-50 mN/m a je zavislé na struktute kationtt
a aniontl tvoficich IL. IL se siln¢ koordinujicimi anionty (halogenidy) vykazuji vysoké
povrchové napéti. Povrchové napéti ma tendenci klesat s rostouci velikosti aniontu (BF4
> PF¢ > TfO" > NTf2)). U monokationickych imidazoliovych IL se povrchové napéti
snizuje s rostouci délkou alkylového fetézce. Podobné je tomu u IL na bazi kvarternich
amoniovych soli a u fosfoniovych IL. U dikationickych imidazoliovych IL tato tendence
neni tak zfejma. Vhodné povrchové napéti IL je dllezité pro vytvoieni homogenni
tloustky filmu stacionarni faze na koloné. Ptili§ vysoké povrchové napéti by mohlo

zpusobit problémy pii potahovani kolony filmem IL. [22]
Tenze par

Tenze par IL je v celém pouzitelném teplotnim rozsahu zanedbatelnd, coz je vyhodné pro
pouziti IL jako stacionarni fdze v plynové chromatografii. Nizka tenze par je dana

dlouhym dosahem coulombickych sil v IL, které brani tiniku iontii do plynné faze. [23]
Rozpustnost

Rozpustnost IL zavisi mimo jiné na délce alkylového fetézce a na dalSich substituentech
na skeletu IL a na povaze doprovodného aniontu. Napf. imidazolium hexafluorofosfaty
jsou s vodou nemisitelné, ale halogenidy, nitraty, acetaty a trifluoracetaty jsou misitelné
uplné. Pfechod tvoii tetrafluoroboraty a trifluormethansulfonaty, jejichZ rozpustnost je
dana délkou alkylovych fetézcii kationtu. IL jsou také G€innymi rozpoustédly Sirokého

spektra organickych, anorganickych a organokovovych sloucenin. [19, 24]
Toxicita

IL byly ptivodné povazovany za netoxické a ekologicky vyhodné slouceniny, jelikoZ jsou
velmi malo tékavé a predpokladalo se, ze nahradi obvykla t€kavé organicka rozpoustédla.
Pozdéji se zjistilo, Ze mnoho IL je toxickych a ackoli jejich pouzivani mize snizit riziko
zneCisténi ovzdusi, tak zde stale ziistava znacné riziko kontaminace vody. V neprospéch

IL byla také jejich velmi nizkd biologicka rozlozitelnost. Nasledovaly snahy o vytvoteni
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IL, které by byly netoxické a biologicky odbouratelné. Tyto nové ekologicky Setrné IL

obsahuji naptiklad a-aminokyseliny, dusi¢nany nebo sacharidové anionty. [25]

2.5 Iontové Kkapaliny jako stacionarni faze v plynové

chromatografii
V GC se pouzivaji az na par vyjimek pouze tfi typy stacionarnich fazi:

Prvni byly roku 1952 uvedeny do praxe substituované polysiloxanové polymery. V roce
1956 ptibyly polyethylenglykoly (PEG). IL byly ptfedstaveny spolecnosti Supelco jako

stacionarni faze v roce 2008. [26]

2.5.1 Srovnani polysiloxanovych a polyethylenglykolovych kolon a

kolon s iontovou kapalinou

NejpouZivangjsi staciondrni faze v GC jsou tvofeny polysiloxanovymi polymery a PEG
(obrazek 6). K jejich nevyhodam patii ptfitomnost aktivnich hydroxylovych skupin na
koncich polymert, které jsou nachylné k back-biting reakci, pokud jsou vystaveny
vlhkosti a ptitomnost kysliku. Vysledkem je degradace staciondrni faze a ,krvaceni®
kolony. MoZnost modifikovat tyto staciondrni faze za ticelem pozménéni selektivity je
omezend. Nejveétsim omezenim kolon s PEG stacionarnimi fazemi je jejich teplotni limit

do 280 °C. [26]

Polysiloxanove polymery Polyethylenglykoly

R =methyl, phenyl, fluoropropyl, and/for cyanoprapyl (listed from least palar ta most palar).
xy= ‘percentage in the u\mal pnlyrmr ‘composition.

Obrazek 6 — Polysiloxanové polymery a polyethylenglykoly
Stacionarni faze tvofené IL (obrazek 7) se fyzikdln€ i chemicky lis§i od ostatnich
stacionarnich fazi pouzivanych v GC. IL jsou zde tvofeny anionty, které mohou byt
organické ¢i anorganické a dvéma nebo vice organickymi kationty, které jsou spojeny
spojovacim fetézcem. Z toho vyplyva moznost velkého mnozstvi riiznych modifikaci IL

a jimi tvotfenych stacionarnich fazi. Vyhodou téchto stacionarnich fazi je nepfitomnost
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aktivnich hydroxylovych skupin a mald velikost molekul IL oproti velkym
polysiloxanovym polymerim a PEG. To vSe vede k lepsi stabilit¢ kolon s IL jako

stacionarni fazi, dokonce i1 v pfitomnosti vlhkosti a kysliku. [26]
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Obrazek 7 — Priklad iontové kapaliny pouzivané jako stacionarni faze v plynové chromatografii

Porovnani polarity kolon

Pro spole¢nost Sigma-Aldrich byla na univerzité¢ v Messin¢ (Italie, Prof. L. Mondello)
vytvorena Skala polarity stacionarnich fazi pouzivanych v GC (obrazek 8), pomoci které
se daji jednotlivé staciondrni faze s IL snadno porovndvat mezi sebou
a mezi stacionarnimi fazemi s PEG a polysiloxany. Kazd4 stacionarni faze je
charakterizovana urcitou hodnotou polarity a cislem polarity (ureno experimenty
a vypoctem), kter¢ je pomérné ke skvalenové stacionarni fazi (nejvic nepoldrni
staciondrni faze v GC, a tudiz na Skale hodnota 0) a ke kolonég s iontovou kapalinou jako
staciondrni fazi oznacené SLB-IL100 (na Skale hodnota 100). Z obrazku 8 tedy vidime,
ze stacionarni faze s IL patii k t€m polarnéjSim. [26]
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5P-2560 (250°C) =i VY¥SOCE pOlArni o g2 270 %)

SP-2331 (275 °0) —ie e SLE-IL76 (270 °C)

SP-2330 (250 °C) =% 70

S SLB-ILGT (290 °C)
F— 5LB-IL6D (300 °C)

SUPELCOMWAX 10 - — s
SLB-IL5S (300 *C
(280°0) == Polarni 50 e
PAG (220°C) — =
SPB-225 (240°C) —— = 40
SPB-50(310°C 30
SPB-35 (300 °C) o
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] = BlrE S
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SPB-20 (300°C) meie

SLB-5ms (360 °C) . 10
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5PB-Octyl (280 °C) 3 NEPOIE"“ i

Obrazek 8 — Skala polarity staciondrnich fizi v plynové chromatografii. Vpravo kolony s iontovou
kapalinou, vlevo polysiloxanové a polyethylenglykolové kolony
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2.5.2 Vliv nedistot v iontovych kapalinach jako stacionarnich fazich

Necistoty v IL maji velky vliv na jejich fyzikdlné-chemické vlastnosti a na retenci
a efektivnost separace organickych analytl. Nej€astéjSimi necistotami IL jsou organicka

rozpoustédla, halogenidy a voda. [22]

Voda snizuje viskozitu a povrchové napéti IL, coz ztézuje potahovani kolony filmem IL.
Halogenidové necistoty maji vliv na separaéni selektivitu a tepelnou stabilitu, zvySuji
viskozitu a snizuji hustotu IL. Jejich pfitomnost muze byt pfi¢inou chvostujicich pika.

[22]
2.5.3 Dvoji podstata separacniho mechanismu

Casto se uvadi, ze IL disponuji dvojim separa¢nim mechanismem. Divodem je vysoké
afinita silné polarnich IL k dipolarnim slou¢enindm i k latkdm s kyselym vodikem.
Stacionarni faze s IL se podobaji polarnim stacionarnim fazim, jako jsou PEG nebo
kyanopropylsiloxany. Soucasné vsak disponuji i centry disperznich interakci, tak jako
polydimethylsiloxanové a methylfenylsiloxanové stacionarni faze. Na stacionarnich
fazich s IL byla tudiz prokazana vysoka zadrz polarnich i nepoldrnich analytii zaroveri.
Tato unikétni vlastnost je v mnoha publikacich popisovana jako dvoji podstata

(dual-nature) separa¢niho mechanismu. [20]
2.5.4 Fenomén teplotniho efektu

Vyssi teplota na koloné vede ke snizené retenci vSech analytl. Dlivodem je zeslabeni

vSech interakci mezi stacionarni fazi a analytem, praveé v disledku zvysené teploty.

Vyssi teplota ma ale za nésledek také zmény v selektivité, jelikoz vede k zeslabeni vSech
interakci mezi stacionarni fazi a analytem, avSak vSechny interakce se nezeslabuji stejné
rychle. Naptiklad alkany jsou na kolon¢ primarné zadrZzovany disperznimi interakcemi,
naproti tomu aromatické slouceniny jsou na koloné zadrzovany disperznimi interakcemi,
a navic jesté¢ interakcemi dipdl-indukovany dipol. S rostouci teplotou slabnou rychleji
disperzni interakce nez interakce dipol-indukovany dipdl. To ma za nasledek zmény
v retencnich Casech analytl a pfipadné 1 zménu potadi ve kterém jsou analyty eluovany
z kolony. Cim je kolona polarngj§i, tim vice se na ni tento jev projevuje a nemusi se jednat

pouze o kolony s IL jako staciondrni fazi. [26]
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2.5.5 Priklady typii iontovych kapalin uzivanych jako stacionarni faze

- Imidazoliové — nizsi teploty tani oproti pyridiniovym a pyrolidiniovym IL

- Fosfoniové — vykazuji zietelné dual-nature vlastnosti, jsou méné polarni ale
tepelné i chemicky stabilnéjsi nez imidazoliové IL

- Dikationickeé IL — vyssi teplotni stabilita oproti monokationickym IL, zvySeni
teplotniho rozsahu pouzitelnosti pro GC

- Polymerni IL — Castecné nebo zcela polymerované IL, polymerizace zabrafuje
poruseni rozdélovaciho mechanismu (sliti IL na koloné pii vysokych teplotach do
»kaluzi®)

- TSILs — ,task specific ionic liquids® neboli IL se specifickym vyuZzitim, maji
specialni vlastnosti, vznikly modifikaci IL ur¢itymi skupinami (napt. benzylové
¢i fenylové zbytky) pro ziskani specifickych interakci s analyty

- Chiralni — 1L jako chiralni stacionarni faze mohou byt pfipraveny bud’
rozpusténim chiralniho selektoru v IL a ndslednym potazenim kapilarni stény,

nebo uzitim chirdlni IL pfimo jako chirdlniho selektoru

[22]
anionty:

- IL s chloridovym aniontem — silné interakce s proton-donorovymi
i proton-akceptorovymi skupinami analytd (alkoholy, dioly, fenoly, karboxylové
kyseliny)

- IL s hexafluorofosfatovym aniontem — silngj$i interakce s nepolarnimi centry
analyta (estery, aldehydy, ketony, aromaty)

[27]
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2.5.6 Kolony, které byly pouzity v praktické ¢asti této diplomové prace

Tabulky 1-3 jsou piehledem IL kolon od spolecnosti Supelco (SLB-IL), které byly

pouzity v praktické ¢asti této diplomové prace.

Tabulka 1 — Informace o kolone SLB-IL59

SLB-IL59
30 m x 0,25 mm x 0,2 pym

1,12-di(tripropylfosfonium)dodekan
bis(trifluormethylsulfonyl)imid

-

selektivnéjsi pro polarnéjsi

latky nez PEG faze,
P+/\ teplotni limit do: 300 °C,
CHy
R, vhodné pro analyzu neutralnich
O\ 0 O a slab¢ bazickych latek,

PN\ . ,

/N' staciondrni faze nevazana
OQS\

~~o

chemicky

-

[26]

Tabulka 2 — Informace o koloné SLB-1IL61

SLB-IL.61
30 m x 0,25 mm x 0,2 um

1,12-di(tripropylfosfonium)dodekan
bis(trifluormethylsulfonyl)imid trifluormethylsulfonat

H3C
CH, 8
K/P‘*
8 F
S //0
@\
-
O§S/§o

E
F

-

modifikovana verze kolony
™K SLB-IL59,

vyssi inertnost kolony,

P’/\ selektivngjsi pro polarngjsi

o f latky nez PEG faze,
4
) Dot teplotni limit: 40-290 °C,
¢ vhodné pro analyzu neutralnich

a slabé bazickych latek,
stacionarni faze nevazana

chemicky

[26]
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Tabulka 3 — Informace o kolone SLB-IL76

SLB-IL 76
30m x 0,25 mm x 0,2 um

tri(tripropylfosfoniumhexanamido)triethylamin

bis(trifluormethylsulfonyl)imid

-
ol

stacionarni faze disponuje
mnoha interak¢énimi

mechanismy s analytem,

! rozdilna selektivita i oproti
) H R - | kolondm s podobnymi
F /\/ hodnotami na Skale polarity

stacionarnich fazi v GC,

teplotni limit: do 270 °C,

/ stacionarni faze nevazana

chemicky

V praktické ¢asti této diplomové prace byla pouzita také kolona HP-5ms Ultra Inert

(tabulka 4).

[26]

Tabulka 4 — Informace o koloné HP-5ms Ultra Inert

HP-5ms Ultra Inert
30 m x 0,25 mm X 0,25 pm

(5%-fenyl)-methylpolysiloxan

nepolarni stacionarni faze,
velmi mala , krvacivost®
kolony,

vhodné pro GC/MS,

CHj

5%

Si—O0-—T1—

teplotni limit: -60-325/350 °C,

CH,
vhodné pro analyzu kyselin

1 zasad,

95% stacionarni faze chemicky

vazana

[28]
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2.6 Derivatizace

GC se pouziva v analyze t€kavych organickych slou¢enin. Slouceniny, které se rozkladaji
zahtatim nebo jsou netékavé, mohou byt analyzovany pomoci GC az po derivatizaci, tedy
pievedeni na stabilni a t€kavé derivaty. Derivatizace také snizuje adsorpci analytu v GC

systému a zlepSuje odezvu detektoru, separaci a symetrii piku. [29, 30]
Mezi obvyklé diivody pro ptipravu derivatl patii:

- umoznéni analyzy relativné netékavych sloucenin, nebo naopak sloucenin
tékavych pftilis

- zlepSeni stability analyzovanych sloucenin

- zlepSeni analytické U€innosti a detekce

- zlepSeni rozliSeni a redukce chvostovani pikti polarnich slouc¢enin
[29]

Vybér derivatizacniho ¢inidla zalezi na funkéni skuping, kterd mé byt derivatizovana, na
chemické struktufe a vlastnostech analytu, pfitomnosti jinych funkénich skupin

v molekule analytu a ditvodu provadéni derivatizace. [29]
Dobré derivatiza¢ni ¢inidlo by mélo spliiovat tato kritéria:

- derivatiza¢ni reakce ma mit vytéZnost 95—-100%

- b&hem derivatizace nedochézi ke strukturnim zméndm slouceniny
- nezpisobuje ubytek vzorku

- vzniklé derivaty neinteraguji s analytickymi kolonami

- vzniklé derivaty jsou stabilni v ¢ase
[29]
Idealni derivatizace by méla spliiovat podminky:

- jednoducha ptiprava vzorku

- reakce probiha i ve vodném médiu

- okamzity nebo alespoil velmi rychly prub¢h reakce pfi laboratorni teploté
- derivatizace je nedilnou soucasti ptipravy vzorku

- reakeni €inidla by méla byt levna
[31]
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Zakladni typy derivatizacnich reakci jsou acylace, alkylace a silylace. [29]
2.6.1 Acylace

Pti acylaci dochazi reakci s karboxylovou kyselinou nebo jejimi derivaty ke konverzi
sloucenin obsahujicich aktivni vodik, jako naptiklad -OH, -SH a -NH na estery, thioestery
a amidy. [29]

Acylace ma mnoho vyhod, naptiklad zvySuje stabilitu analytu ochranou jeho nestabilnich
skupin. Mlze dodat tékavost slou¢eninam, jako jsou uhlovodiky nebo aminokyseliny,
které jsou normalné netékavé a zahtivanim se rozkladaji. Také umoziuje provadét GC
u sloucenin, u kterych by to bez derivatizace nebylo mozné a umoziuje detekci sloucenin
1 ve velmi nizkych koncentracich s pouzitim detektoru elektronového zachytu. Acylace
sniZzuje polaritu analytu a zlepSuje vlastnosti piku diky snizené povrchové adsorpci.

[29, 32]

Acylace se také s vyhodou vyuziva pro tvorbu derivati, které se po priichodu kolonou

detekuji pomoci hmotnostni spektrometrie. [29]

Ptikladem acylace miize byt alkylchloroformylace, kterd se velmi blizi vySe popsané

idealni derivatizaci.

Cinidla pro ni jsou relativné levnda, chemické reakce probihd okamZité¢ a je robustni.
Vytéznost reakce by méla byt vysoka, nevadi pfitomnost vody, reakci neni potieba
zahfivat a uvadi se, ze vzniklé derivaty lze snadno vytfepat do nepolarniho rozpoustédla.

[31]

V  soucasnosti jsou pro rizné analyty zndmy rizn€ upravené varianty

alkylchloroformylace.

V této praci byla provadéna derivatizace ibuprofenu (IBU) acylaci jeho karboxylové
skupiny. Jako reak¢ni prostiedi se pouZil acetonitril, jako katalyzator vystupoval pyridin
a v reakéni smési byl 1  alkohol (isobutanol = (iBOH)  nebo
2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutan-1-ol (HFBOH)) odpovidajici pouzitému derivatizacnimu
¢inidlu — alkylchloroformiatu (isobutylchloroformiatu (1BCF) nebo
2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutylchloroformidtu (HFBCF)). Derivatizace IBU probihala
podle nasledujiciho schématu (obrazek 9): [31]
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Obrazek 9 — Reakcni schéma alkylchloroformylace ibuprofenu

Béhem reakce doslo ke vzniku anhydridu a nasledné k dekarboxylaci a alkoholyze.

Hlavnim produktem reakce byl ester, ktery podlehl alkoholyze a jeho alkylova skupina
tak pochazela z alkoholu. Vedlejsim produktem byl ester, jehoz alkyl pochazel

z alkylchloroformiatu. Jelikoz pouzité derivatiza¢ni ¢inidlo a alkohol mély vzdy shodné

alkyly, hlavni a vedlejsi produkt reakce byl stejny. [31]

V nasem ptipad¢ byl produktem reakce isobutylchloroformidtovy derivat IBU (IBU-1) pii
pouziti iBCF nebo 2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutylchloroformiatovy derivat IBU (IBU-h)

pti pouziti HFBCF.

V tabulce 5 jsou uvedeny vzorce konkrétnich alkylchloroformiatii, alkohold a produktt

reakct, které byly pouZzity v experimentalni ¢asti této diplomové prace.

Tabulka 5 — Reakcni cinidla, alkoholy a produkty alkylchloroformylace

alkylchloroformiat alkohol produkt (derivatizovany IBU)
iBCF iBOH IBU-i
)\/ OTU )\/OH O‘>7

o]
HFBCF HFBOH IBU-h S
R F o N OF o .
i )'L ]
o o, OH 7 .

" F F F F FF FoF

Ptipadnd derivatizace necistot IBU probihala obdobné.
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2.7 Ibuprofen a jeho necistoty

V praktické Casti této prace jsme pouzivali jako analyty IBU a jeho Ctyfi 1ékopisné
necistoty, které jsme pied analyzou derivatizovali. Stru¢né informace o IBU a jeho

¢tyfech 1ékopisnych necistotach uvadime v tabulkach 6-10.

Tabulka 6 — Informace o ibuprofenu

2.7.1 Ibuprofen

nazev: (2RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propanova kyselina [33]

Registracni ¢islo CAS | 15687-27-1
Molekulova hmotnost | 206,3

m/z sledované v MS 161

262

117

a enantiomer 119
388

I€¢kopisny nazev | ibuprofenum [33]

sumarni vzorec | Ci13H502[33]

teplota tani 75-77 °C [34], 75-78 °C [33]

teplota varu 141-142 °C pfi tlaku 100 Torr [34]; 212-251 °C [34]
pKa 4,41%0,10 pii 25 °C [34]

log P 3,502+0,227 pfi 25 °C [34]

IBU je v Iekopise popsan jako bily nebo skoro bily krystalicky prasek nebo bezbarvé
krystaly. Je prakticky nerozpustny ve vod¢, snadno rozpustny v acetonu, v methanolu
a v dichlormethanu. Je rozpustny ve ziedénych roztocich alkalickych hydroxida

a uhlicitand. [33]

Jelikoz molekula IBU obsahuje jedno chirdlni centrum, vyskytuje se IBU ve formé dvou
enantiomert. Pro tucely této diplomové prace nebylo rozliSovani jednotlivych

enantiomert IBU podstatné. IBU byl pouzivan jako racemat.

V této praci byly pouzity Ctyfi I€kopisné necistoty IBU, a sice necistota B, E, F a J. Ackoli
se v literatuie bézné vyskytuji razné zkratky nazvi téchto necistot IBU (BOPA, fenon,

Ibap), dali jsme v této préci pfednost Iékopisnému pojmenovani necistot.

-37 -



Tabulka 7 — Informace o necistoté B

2.7.2 nedistota B

nazev: (2RS)-2-(4-butylfenyl)propanova kyselina [33]

Registracni ¢islo CAS | 3585-49-7

Molekulova hmotnost | 206,29

m/z sledované v MS 161

262

117

a enantiomer 119

388

(2RS)-2-(4-butylfenyl)propanova kyselina je hotlava a toxicka necistota IBU. Jedna se

o bezbarvou olejovitou kapalinu. [35, 36]

Tabulka 8 — Informace o necistoté E

2.7.3 necistota E

nazev: 1-[4-(2-methylpropyl)fenyl]ethanon [33]

o Registra¢ni ¢islo CAS | 38861-78-8

Molekulova hmotnost | 176,26

CHa m/z sledované v MS 161

119
HaC

4-isobutylacetofenon vznika radikélové indukovanou dekarboxylaci a naslednou
oxidaci IBU. Byly prokazany toxické ti¢inky na centralni nervovou soustavu a vysoka
schopnost dermélni absorpce. V literatufe se oznacuje také jako Ibap nebo fenon. Je

popisovan jako ¢ird bezbarva az svétle Zluta olejovita latka. [37, 38]
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Tabulka 9 — Informace i necistoté F

2.7.4 nedistota F

nazev: 3-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propanova kyselina [33]

Registracni ¢islo CAS | 65322-85-2

Molekulova hmotnost | 206,29

COOH | m/z sledované v MS 163
CH,

262

HaC 117

119

388

Vzhledové se jedna o Spinavé bily az svétle bézovy prasek, jehoz teplota tani je
64-66 °C. [39]

Tabulka 10 — Informace o necistote J

2.7.5 nedistota J

nazev: (2RS)-2-[4-(2-methylpropanoyl)fenyl|propanova kyselina [33]

H  CHs Registracni ¢islo CAS | 65813-55-0

Molekulova hmotnost | 220,27

m/z sledované v MS 233

119

359

o) a enantiomer

Necistota J je produktem oxidac¢niho procesu probihajiciho na zékladni struktuie IBU.
Jedna se o bilou pevnou latku ve formé prachu, jejiz teplota tani je 85-87 °C.
Pouzivanym nézvem je také 1-oxo ibuprofen. V literatufe se pro ni béZné pouziva

zkratka BOPA. [38, 40]
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3 CIL PRACE
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Cilem této diplomové prace bylo:

- otestovat vybrané kolony s IL jako stacionarni fazi na modelovém vzorku IBU
a jeho Ctyt 1ékopisnych necistot a porovnat ziskané vysledky s vysledky na koloné
s konven¢ni stacionarni fazi (derivaty iBCF i HFBCF)

- pokusit se popsat a vysvétlit mechanismy, které hraji roli pfi separaci téchto
analytii na pouzitych kolonach (derivaty iBCF 1 HFBCF)

- pokusit se optimalizovat podminky metody na jednotlivych kolonach (pouze
derivaty iBCF)

- vyzkouSet moznosti extrakce derivatu IBU do nepolarni faze (pouze derivaty

iBCF)
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Chemikalie, pristroje a prisluSenstvi

Chemikalie

Ibuprofen — p.a., Sigma, USA

Acetonitril — 99,9 %, Sigma-Aldrich, USA

Pyridin — p.a., Penta, CR

Isobutanol — pfa (99,5%), Reachim, Rus. fed.

Isobutylchloroformiat — 98 %, Aldrich, St. Louis, Mad’arsko
2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutan-1-ol — 98 %, Aldrich Chemistry, Rus. fed.
2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutylchloroformiat — 99 %, Aneclab s.r.o0., CR
Isooktan — pro UV spektroskopii, Lachema n.p., CR

N-hexan — p.a., Balex, CR

Voda upravena reverzni osmoézou — MilliQ RG, Millipore, USA
Chlorid sodny — €., Penta, CR

Siran sodny — €., Penta, CR

Siran hofeénaty — p.a., Penta, CR

(2RS)-2-(4-butylfenyl)propanové kyselina (necistota B)— Ph.Eur. referen¢ni standard,
EDQM, Francie

4-isobutylacetofenon (necistota E) — 98 %, Lancaster, UK

3-(4-(2-methylpropyl)fenyl)propanova kyselina (necistota F) — lékopisnd necistota F
IBU, sekundarni farmaceuticky standard, certifikovany referencni material,

Sigma-Aldrich

(2RS)-2-(4-(2-methylpropanoyl)fenyl)propanova kyselina (necistota J) — lékopisna
necistota J IBU, referen¢ni standard dle 1ékopisu Spojenych statl americkych (USP),
Sigma-Aldrich

Isopropanol — 99,9 %, Lichrosolv, Némecko
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Piistroje

analytické vahy — Sartorius, Sartorius AG, Némecko

ultrazvukova lazen — K 10, Kraintek, Slovensko

ttepacka — P-LAB, WX Vortex, Velp scientifica, Italie

plynovy chromatograf — GC-2010 Shimadzu, Shimadzu Corporation, Japonsko

hmotnostni spektrometr — GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu Corporation, Japonsko

Pocitacové programy
GCMSsolution Version 2.70, Schimadzu Corporation

ChemDraw Professional 17.1, PerklinElmer

Chromatografické kolony

HP-5ms Ultra Inert, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, Agilent JaW GC Columns, USA
SLB-IL59 Capillary GC Column, 30 m x 0,25 mm x 0,2 um, Supelco, USA
SLB-IL61 Capillary GC Column, 30 m x 0,25 mm x 0,2 pum, Supelco, USA

SLB-IL76 Capillary GC Column, 30 m x 0,25 mm x 0,2 um, Supelco, USA

Dalsi pomiicky

kadinky, pipety, pipetiky, automatické pipety a Spicky, zkumavky, vialky s vicky a septy,
eppendorfky, odmérné banky, zatky, laboratorni 1Zi¢ky, injekéni stiikacka s jehlou,

pomucky k vyméné kolon, nitrilové ochranné rukavice, digestot
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4.2 Priprava roztoki

Reak¢ni smés pro iBCF se pripravila v odmérné barnce o objemu 25 ml, smisenim 1 ml

iBOH a 2 ml pyridinu a doplnénim ACN po rysku.

Reak¢ni smés pro HFBCEF se piipravila v odmérné batice o objemu 25 ml, smisenim

1 ml HFBOH a 2 ml pyridinu a doplnénim ACN po rysku.

Roztok IBU (1 mg/ml) byl pfipraven navdzenim 5,16 mg IBU do zkumavky a ptidanim
5,16 ml ACN.

Roztok necistoty E byl pfipraven v 10ml odmérné bance smisenim 10 pl necistoty E

a doplnénim po znacku ACN.

Z necistoty B, F a BOPA byly pfipraveny jednotlivé ACN roztoky o koncentraci
1 mg/ml.

Vodné roztoky soli pouzité k pokusiim s vysolovanim:

- NaCl nasyceny roztok (asi 26,5%)

Ve zkumavce bylo v 5 ml vody rozpusténo 1,80 g NaCl.
- NaCl nenasyceny roztok (asi 21,3%)

Ve zkumavce bylo v 5 ml vody rozpusténo 1,35 g NaCl.
- NaxSOg4nasyceny roztok (asi 16,1%)

Ve zkumavce bylo v 5 ml vody rozpusténo 0,96 g NaxSOs.
- Na>SOy nenasyceny roztok (asi 12,6%)

Ve zkumavce bylo v 5 ml vody rozpusténo 0,72 g NaSOs.
- MgSOq4nasyceny roztok (asi 27,2%,)

Ve zkumavce bylo v 5 ml vody rozpusténo 1,87 g MgSOa.
- MgSO4 nenasyceny roztok (asi 21,9%)

Ve zkumavce bylo v 5 ml vody rozpusténo 1,40 g MgSOa.
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4.3 Priprava vzorki

Ptiprava vzorkt se provadéla mikropipetami, s iBCF, HFBCF, reak¢ni smési a necistotou

E bylo nutné pracovat v digestofi a pouzivat gumové ochranné rukavice.
Vzorek zakladni

Do vialky se vpravilo 10 ul roztoku IBU, poté se ptidalo 500 ul reakéni smési pro iBCF
a nakonec 5 pl iBCF. Vialka se uzavfela vickem se septem. Nasledovala 1 minuta

v ultrazvukové lazni.
Vzorek pro vytirepavani

Do eppendortky se vpravilo 10 pl roztoku IBU, poté se ptidalo 500 pl reakéni smési pro
iBCF a nakonec 5 pl iBCF. Eppendorfka se uzaviela a nésledovala 1 minuta
v ultrazvukové lazni. Poté se eppendrofka osusila, opatrné oteviela a mikropipetou se
pridalo 600 pl isooktanu (ISOO) (nebo 600 pl hexanu (HEX) — dle toho ktery vzorek se
pripravoval). Po uzavieni vickem se provedlo tfepani na tiepacce 1 minutu pii 8 rpmx100.
Nasledovalo otevieni eppendorfky a odpipetovani horni faze (ISOO nebo HEX) a dolni

faze (reakcni smes) zvlast do vialek.
Vzorek pro vytiepavani s vodou

Do eppendorfky se vpravilo 10 pl roztoku IBU, poté se ptidalo 500 ul reakéni smési pro
iBCF a nakonec 5 ul iBCF. Eppendorfka se uzaviela a nasledovala 1 minuta
v ultrazvukové lazni. Poté se eppendrofka osusila, opatrné oteviela a mikropipetou se
ptidalo 600 pl ISOO (nebo 600 ul HEX — zaleZi ktery vzorek se pfipravoval) a voda
(v pokusech se pouzivalo riizné mnozstvi: 100 ul, 200 pl, 300 ul, 600 ul, 3000 ul). Po
uzavieni vickem se provedlo tfepani na tfepacce 1 minutu pii 8 rpm>100. Nasledovalo
otevieni eppendorfky a odpipetovani horni faze (ISOO nebo HEX) a dolni faze (reak¢ni

smés s vodou) zvlast’ do vialek.
Vzorek pro vytiepavani s pridavkem vodného roztoku soli

Do eppendortky se vpravilo 10 ul roztoku IBU, poté se ptidalo 500 pl reakéni smési pro
iBCF a nakonec 5 ul iBCF. Eppendorfka se uzaviela a nasledovala 1 minuta
v ultrazvukové lazni. Poté se eppendrofka osusila, opatrné oteviela a mikropipetou se
ptidalo 600 pl ISOO a 300 pl roztoku soli (NaCl nebo Na;SO4 nebo MgSOs; nasyceného

¢i nenasycené¢ho — dle pokusu). Po uzavieni vickem se provedlo tfepani na tfepacce
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1 minutu pii 8 rpm*100. Nésledovalo otevieni eppendorfky a odpipetovani horni faze

(ISOO nebo HEX) zvlast’ do vialky.
Vzorky pro testovani stability

Do vialky se vpravilo 7, 10 nebo 20 pl roztoku IBU, poté se ptidalo 500 pl reakéni smési
pro iBCF a nakonec 5 ul iBCF. Vialka se uzaviela vickem se septem. Nasledovala

1 minuta v ultrazvukové 1azni. Poté se do vialky ptidalo 200 pl roztoku necistoty E.
Vzorky pro sestrojeni kalibracni krivky

Vzorky pro kalibracni kiivku se pfipravovaly v podstaté stejné jako je vySe popsany
Vzorek zakladni. Ménily se pouze objemy pouzitého roztoku IBU, ACN a ptipadné

1 objemy pouzité reakéni smési (tabulka 11).

Tabulka 11 — Priprava vzorkii — kalibracni kiivka

¢islo vzorku | roztok IBU | ACN | reakénismés | iBCF | ultrazvukova lazen
vz. 1 2ul 8 ul 500 pl Sul 1 min
vz. 2 3ul 7 ul 500 ul Sul 1 min
vz.3 4 ul 6 ul 500 pl Sul 1 min
vz. 4 S5ul Sul 500 pl Sul 1 min
vz. 5 6 ul 4 ul 500 pl Sul 1 min
vz. 6 7 ul 3l 500 pul Sul 1 min
vz. 7 8,5 ul 1,5 ul 500 pl Sul 1 min
vz. 8 10 pl 0 ul 500 pl Sul 1 min
vz. 9 15 pl 0 ul 495 pl Sul 1 min
vz. 10 20 ul 0 ul 490 pl Sul 1 min

Vzorek derivati iBCF — IBU s necistotami B, E, F, J

Do vialky se vpravily 4 pl roztoku IBU, 4 pl ne€istoty B, 4 ul ne€istoty E, 4 ul necistoty
F, 4 ul necistoty J. Poté se ptidalo 490 pl reakéni smési pro iBCF a nakonec 5 ul iBCF.

Vialka se uzaviela vickem se septem. Nasledovala 1 minuta v ultrazvukové lazni.
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Vzorek derivati HFBCF — IBU s nedistotami B, E, F, J

Do vialky se vpravily 4 ul roztoku IBU, 4 ul necistoty B, 4 ul necistoty E, 4 ul necistoty
F, 4 ul necistoty J. Poté se ptidalo 490 pl reakéni smési pro HFBCF a nakonec 5 pl
HFBCF. Vialka se uzaviela vickem se septem. Nésledovala 1 minuta v ultrazvukové

lazni.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE
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5.1 Vytiepavani analyti do nepolarni faze

V této praci jsme se nejprve pokusili o pfevedeni derivati do nepolarni faze. Divodem
byla snaha o odstranéni pyridinu a zbytkl alkylchloroformiati ze vzorku, jelikozZ mohou
pusobit zhoubné na kolonu 1 stiikacku, a do nepolarni faze by, na rozdil od derivata,

nem¢ly prechdzet. [41]

Pro tyto pokusy jsme pouzivali modelové vzorky obsahujici jako analyt pouze IBU-i,
vyse popsané jako Vzorek pro vytfepavani, Vzorek pro vyttepavani s vodou a Vzorek pro

vytfepavani s pridavkem vodného roztoku soli.

Prestoze se v literatufe uvadi, ze vytfepavani derivatl do nepolérni faze by mélo byt
snadné [31], nase pokusy s vytfepavanim do samotného ISOO nemély dobrou vytéznost
— v praméru do 65 %. Rozhodli jsme se proto pokusy upravit a ve snaze vytiepat derivaty

do nepolarni faze jsme nakonec vyzkouseli nékolik riznych variant:

- vyttepavani do ISOO

- vyttepavani do HEX

- vytfepavani do ISOO s ptidavkem vodného roztoku soli (vysolovani)
- vytfepavani do ISOO s pfidavkem vody

- vytfepavani do HEX s pfidavkem vody

- vytfepavani do ISOO pii zméné postupu piipravy vzorku

- vytfepani a odpateni nepolarni faze pod proudem dusiku a doplnéni ACN

Odpateni ISOO nebo HEX faze pod proudem dusiku a nasledné doplnéni vialky ACN po
zna¢ku nepfineslo Zadné vyhody, naopak vytézek IBU-i byl velmi maly — do 14 %, pfi
zméné postupu piipravy vzorku, kdy se iBCF do vzorku pfidal uz smiseny s ISOO jsme
v chromatogramu nenalezli pik analytu. Pii pokusu, kdy se ISOO ptidal ke vzorku jeste

pted aplikaci ultrazvuku jsme doséhli pfevedeni 60,1 % derivatu do ISOO faze.
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Vysledky dal$ich pokusii jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach:

Tabulka 12 — Vytrepavani s ruznym mnozstvim pridané vody

typ vzorku mnozstvi pfidané vody | procenta derivatu ve vrstvé
[ud] [70]
nevytfepavany vzorek bez vody 100
ttepévint 0 57,3

vytfepavani

do 600pu1 HEX 100 720
200 72,1
0 52,1
100 64,6
vytfepavani 200 64,6
do 600 ul ISOO 300 48,7
600 38,3
3000 28,7

Z vysledkl v tabulce 12 jsme usoudili, ze pfidavek urcitého mnozstvi vody zvySuje
vytéznost vytiepavani. Diivodem je, ze IBU-1 by mél byt ve vodé nerozpustny a mél by
tedy ptfechazet z polarni (vodné) faze do taze nepolarni (ISOO nebo HEX). Je ale nutné
pocitat s tim, ze pyridin a ACN, které jsou v reakéni smési vzorku, jsou s vodou misitelné.
Pravdépodobné se ndm nepodafilo IBU-i extrahovat do nepolarni faze kvantitativné
proto, zZe vodna faze nebyla tvofena pouze vodou (ve které je IBU nerozpustny), ale také

ACN (ve kterém je IBU rozpustny) a pyridinem.
Nejlepsi vytéznost vytfepavani zde byla u pokust s pridavkem 100 ul vody.

Dale jsme se pokusili zvySit vytéZnost extrakce pfidanim roztoku soli (vysolovani)
(tabulka 13), coZ by mélo vést ke snizeni rozpustnosti IBU-1 v polarni fazi a k jeho

snadné&jSimu prevedeni do faze nepolarni.
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Tabulka 13 — Vytiepavani s pridavkem vodného roztoku soli

typ vzorku roztok pouzity k vysolovani procenta derivatu ve vrstveé
(koncentrace) [%]
nevytiepavany a nevysolovany vzorek 100
NaCl nasyceny roztok (asi 26,5%) 42,2
ERN NaCl nenasyceny roztok (asi 21,3%) 38,6
k= % Na»SO4 nasyceny roztok (asi 16,1%) 40,8
é 3 Na,SO4 nenasyceny roztok (asi 12,6%) 34,4
E’ e MgSO4 nasyceny roztok (asi 27,2%) 39,7
MgSO4 nenasyceny roztok (asi 21,9%) 44,9

Bohuzel vytfepavani s piidavkem vodného roztoku soli neposkytovalo lepsi vysledky nez
vzorek nevytfepavany a rozdil mezi jednotlivymi solemi a jejich nasycenymi

a nenasycenymi roztoky nebyl vyznamny.

Dale jsme se rozhodli pokracovat s pokusy s vyttepavanim do ISOO a HEX bez vody,
které byly popisovany v literatuie [42] a s pokusy s vytfepavanim do ISOO a HEX
s pridavkem 100 ul vody, které se nam jevily jako nejlepsi. Tyto pokusy jsme opakovali
v ramci testovani riznych kolon, 1 kdyZ nepfedpokladame, Ze by zména kolony méla vliv

na vytéznost vytfepavani (tabulka 14).
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Tabulka 14 — Vytiepavani do isooktanu a hexanu s nebo bez pridavku 100 ul vody

kolony SLB-L — HP-5ms UI *
59 61 76 X

typ vzorku typ faze procenta derivatu )g procenta derivatu
ve vrstveé i ve vrstvé

nevytiepavany vzorek 100 | 100 | 100 | 100 100

vyttepavani do nepolarni faze | 79,4 | 63,2 | 52,1 | 64,9 40,8

600 pl ISOO polarni faze 61,9 | 50,4 | 51,6 | 54,6 36,2

vytfepavani do nepolarni faze | 54,5 | 51,3 | 57,3 | 54,4 42.9

600 pl HEX polarni faze | 43,2 | 48,3 | 41,1 | 44,2 43,6

vyttepavani do 600 pl|nepolarni faze | 114,2 | 81,2 | 64,6 | 86,7 48,7

ISOO + 100 pl vody |polarni faze | 27,5 | 18,1 | 20,7 | 22.1 4,0

vyttepavani do 600 pl|nepolarni faze | 78,9 | 98,0 | 82,5 | 86,4 | nehodnoceno**

HEX + 100 ul vody polarni faze 14,6 | 17,0 | 14,5 | 15,4 | nchodnoceno**

* Pokusy s vytfepavanim byly provedeny na kolon¢ HP-5ms Ultra Inert jesté pred tim,
nez pristroj prosel servisnim ukonem. Je tedy mozné Ze tim byly vysledky ovlivnény,

a z tohoto diivodu nebyly zahrnuty do priméru.
** nebyl nalezen pik analytu

V téchto pokusech jsme stanovovali 1 mnozstvi zbylého IBU-i v polarni fazi. Soucet
vytézkli z polarni a nepoldrni faze pochazejici z jednoho vzorku vétSinou nedéaval
dohromady piesné 100 % a ve vétSiné ptipadi zistavalo nezanedbatelné mnozstvi IBU-1
v polarni vrstvé. Mimo to pokusy nebyly pfili§ opakovatelné. Vzorky jsme se snazili
analyzovat co nejdfive po pfipraveni, protoze jsme zjistili, Ze se HEX a ¢astecné 1 ISOO

faze rychle odpatuji.

Z hodnot v tabulce 14 je patrné, Ze se podafilo posunout vytéznost k nepolarni fazi,
pficemz lépe vychazely pokusy s ptidavkem vody. Nejlepsi vysledky z vyttepavanych
pokusii poskytoval vzorek s vytfepavanim do HEX s piidavkem 100 pl vody a vzorek
s vytiepavanim do ISOO s ptidavkem 100 pl vody (u né&j jsme ovSem pozorovali horsi
opakovatelnost a soucet vytézkii z polarni a nepoldrni faze se pohyboval ve vétSim

rozmezi od 100 %).
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Obecné lze fici, Ze by bylo vhodné derivaty vytfepat do nepolarni faze, ale je potieba
zvazit ztraty, Spatnou vytéznost a opakovatelnost, coz by se vSak mohlo zlepsit s pouzitim

vnitfniho standardu.

Ackoli se tedy v literatufe uvadi, ze by derivaty mély do nepolarniho rozpoustédla
prechazet snadno, nepodafilo se ndm vytfepavani optimalizovat natolik, abychom byli

s vysledkem spokojeni.

Proto jsme v dalSich pokusech pouzivali vzorky bez vytfepavani, které mimo analytt
obsahovaly také reak¢éni smés s pyridinem a zbytky alkylchloroformiatt. U IL kolon jsme
nepozorovali ovlivnéni vysledktli, pouze u kolony HP-5ms Ultra Inert jsme pozorovali
,krvaceni® kolony, ale nejsme si jisti, zda to bylo zptisobeno pouzitim vzorkl s obsahem

pyridinu a zbytkl alkylchloroformiati nebo vlivem néceho jiného.
5.2 Stabilita vzorki

Protoze méteni ze zacatku vychazely nelinearné (pted servisnim ukonem), rozhodli jsme

se otestovat stabilitu vzorku.

Stabilita vzorkl byla testovana na modelovych vzorcich IBU-i s necistotou E, vySe

popsanych jako Vzorky pro testovani stability.

Byly pfipraveny tfi rizné vzorky obsahujici IBU-i (ze 7 pl, 10 pl a 20 pl roztoku IBU)

a necistotu E (vzdy 200 pl), ktera slouzila podobné jako vnitini standard.

Jeden tento vzorek jsme zméfili v prub¢hu jedné hodiny tfikrat za sebou, nasledné jsme
stejnym zpusobem zméfili 1 druhy a tfeti vzorek. Tento postup jsme jeSté tikrat

zopakovali (tzn. vzorky byly méfeny v Case 0, 3, 6 a 24 hodin).

Ze ziskanych dat jsme vypocitali primér pomért ploch pod pikem necistoty E ku IBU-i
pro jednotlivé trojice méfeni — zvIast’ pro kazdy vzorek a zvlast’ pro kazdy €as, ¢imzZ jsme

dostali dvanact hodnot, které jsme vynesli do grafu (obrazek 10).
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Obrazek 10 — Stabilita vzorkit v case

Z vysledkt pokusu jsme sledovali spiSe nahodilé kolisani hodnot zplisobené asi pfesnosti

metody a nepozorovali jsme konkrétni zfetelné tendence v rdmci jednoho dne.

Z vysledka vyplyva ze derivat iBCF (IBU-1) je pomémné staly, a ze pomér ploch pod

pikem necistoty E ku IBU-i je v rozmezi 24 hodin relativné staly, podle o¢ekavani nejlépe

vychazel vzorek obsahujici 20 pl IBU-1 a 200 pl necistoty E.

Z konkrétnich ploch pod pikem je vidét, ze se vzorky postupné odpafovaly a tim se

zvySovala jejich koncentrace. V tabulce 15 je zndzornéno, jak primérné vychazely plochy

pod pikem u vzorku obsahujiciho 7 pl IBU-1 a 200 pl necistoty E, ostatni vzorky

vychazely v principu obdobné.

Tabulka 15 — Plochy pod pikem p¥i testovani stability vzorku

plocha pod pikem (vzorek 7 pl IBU-1i a 200 pl necistoty E)
IBU-1 necistota E

¢as 0 hodin 32066 5389542

¢as 3 hodin 39356 5722980

¢as 6 hodin 38369 5650526

¢as 24 hodin 44588 6888824
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Spocitali jsme také relativni smérodatné odchylky u méteni jednotlivych vzorkt v danych

¢asovych intervalech (tabulka 16).

Tabulka 16 — Relativni smerodatné odchylky méreni jednotlivych vzorkii

Relativni smérodatna odchylka [%]
vzorek ¢as 0 hodin | c¢as 3 hodiny | ¢as 6 hodin | cas 24 hodin
7 ul IBU 5,4 4,6 53 8,9
10 ul IBU 4,9 6,9 3,7 9,2
20 ul IBU 2,9 2,2 3.4 1,5

5.3 Linearita

Od zacatku prace jsme predpoklédali, Ze je nami pouzivand metoda linearni, ale po
zjisténi, Ze soucty vytrepkil z polarni a nepolarni faze vzorku dévaly dohromady hodnoty
velmi vzdalené od 100 % jsme usoudili, Ze linearita moZna nebude idealni. Nasledné jsme
ji otestovali a zjistili jsme, Ze zavislost byla spiSe exponencialni (obrazek 11). Pti pokusu
o ovéfeni limitu kvantifikace (LOQ) jsme pfistroj kontaminovali natolik, ze prestal
fungovat. Po servisnim tkonu (vyc¢isténi ionizacni komory) zacaly vychéazet vysledky
mnohem lépe a metody jiZ byly linearni. Pro jistotu jsme pak linearitu na vSech kolonach
vzdy ovéfovali. A¢koli kalibra¢ni kiivky nevychazi uplné piesné (dlivodem je opakované
pouzivani kalibra¢nich vzorki skladovanych za chladu), linearita je z nich zcela patrna

(obrazky 12-15).

Pro ovéfeni linearity jsme pouZzivali vySe popsané Vzorky pro sestrojeni kalibracni

kiivky.

HP-5ms Ultra Inert

e 4 000 000
- 2

© 3000000 y = 29169x% + 22662x
S R%=0,9982
J 2000000
o
@ 1000000
<
(8]
2 O I T T T T 1
o

0 2 4 6 8 10 12

objem roztoku IBU ve vzorku [ul]

Obrazek 11 — Kalibracni kiivka kolony HP-5ms Ultra Inert pred servisnim vikonem
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Obrazek 12 — Kalibracni kirivka kolony HP-5ms Ultra Inert po servisnim vikonu
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Obrazek 13 — Kalibracni kiivka kolony SLB-IL59
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Obrazek 14 — Kalibracni krivka kolony SLB-IL61
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Obrdazek 15 — Kalibracni kifivka kolony SLB-IL76

5.4 Obecny popis reten¢nich mechanismii, které hraji roli pri

separaci pomoci plynové chromatografie

Na zaklad¢ prostudovanych materidlii [26, 27, 43] jsme se pokusili vysvétlit mechanismy,
které hraly roli pfi separaci nasich modelovych derivatizovanych vzorkii IBU a jeho
necistot na ctyfech kolonach s rtizné polarnimi stacionarnimi fazemi. Na tomto misté
uvadime struény obecny popis reten¢nich mechanismil a vlastnosti analytti, které hraji

roli pii separaci v GC.

Poradi eluce latek v GC je z velké miry zavislé na jejich tékavosti (tenzi par), kterd uzce
souvisi s teplotou varu. Obecné& se da fict, Ze ¢im je slouCenina t€kavejsi, tim niz8i ma
teplotu varu a tim je kratsi jeji retencni Cas. Naopak, ¢im je slou¢enina méné tékava, tim
ma vyssi teplotu varu a jeji retencni Cas je delsi. [8, 43] Tato obecna skuteCnost plati
hlavné u nepolarnich staciondrnich fazi, u polarnich stacionarnich fazi ovliviiuji retencni

¢as 1 dalsi specifické interakce. [44]

Dalsim jevem, ktery zasahuje do potadi eluce latek je jejich lipofilita, kterou vyjadiuje
logaritmus rozdélovaciho koeficientu P (log P). Cim méa molekula vyssi hodnotu log P,
tim vétsi je jeji zadrZ na nepolarni koloné a jeji retencni Cas je del$i. U polarnich kolon
muzeme zkusit uvazovat o opacném jevu, tedy s rostouci polaritou kolony maji mensi

zadrz analyty s vétsi hodnotou log P a jejich retencni Cas se tedy zkracuje. [43]
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Zakladni druhy interakci analyti se stacionarni fazi jsou tfi a jejich podil na zadrzi analytu

se méni v zavislosti na polarité pouzité stacionarni faze [8, 43]:

- disperzni interakce — univerzalni, primarni retencni mechanismus, nepolarni
interakce, slouCeniny s nizkou tenzi par jsou zadrzovany silnéji [44]

- interakce dip6li molekul — jejich vyznam roste s rostouci polaritou staciondrni
faze, probihaji mezi staciondrni fazi a analyty s dipolovym momentem, molekula
vetsinou obsahuje heteroatom, halogen, -OH skupinu, ndsobnou vazbu, ... [8, 44]

- vodikové vazby — jejich podil na zadrzi analytu roste s rostouci polaritou
stacionarni faze, naptiklad silnych vodikovych vazeb se stacionarni fazi jsou
schopny -OH a -NH skupina; mirné vodikové vazby jsou schopné estery, ethery

a ketony; vodikové vazby netvoii uhlovodiky a halogeny. [8, 44]

Dalsi mozné interakce mezi analytem a polarni stacionarni fazi jsou naptiklad: m-m

interakce nebo acidobazické interakce. [45]
Fenomén teplotniho efektu

Pfi snaze vysvétlit retenéni mechanismy jsme narazili na skutecnost, Zze ¢im vétsi byla
polarita kolony, tim mensi byl rozdil v retencnim Case necistoty E viii retenénim ¢asiim
derivatt. Divod se nejspiSe nachéazel ve struktufe necistoty E, ktera se vymyka ze skupiny
ostatnich pouzitych necistot a IBU, jelikoz necistota E jako jedind z naSich analytt
neobsahuje karboxylovou skupinu, kterd by mohla podléhat derivatizaci
(acylaci — v naSem piipad¢ reakci s alkylchloroformiatem). Necistota E tedy vzdy
zustavala v naSich pokusech jako jedind nederivatizovand. Z chovani latek jsme zjistili,
ze jsou urcité interakce, které maji vSechny derivaty navic oproti necistoté E (a vSechny
stejné silné, protoZe retencni Casy, resp. vzdalenosti mezi piky derivati byly pomérove
stejné), a tyto interakce sldbnou s rostouci teplotou na polarnéjSich kolonéach evidentné
rychleji neZ jiné interakce, coz zpusobuje mensi zadrz téchto derivati na koloné.
V literatuie je tento jev popisovan jako fenomén teplotniho efektu (popsany v kapitole
o IL jako stacionarnich fazich v GC), kdy disperzni interakce slabnou na polarnéjSich

kolonach s rostouci teplotou rychleji neZ interakce dipdl-indukovany dip6l. [26]
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Dospéli jsme tedy k zavéru, ze tento jev zpusoboval nejspiSe isobutyl (piipadné
2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutyl) na ¢asti molekuly vznikajici pii derivatizaci. Tento jev byl
dobie pozorovatelny na vysoce polarni kolon¢ SLB-IL76, o néco hliife na mén¢ polarnich
kolonach SLB-IL59 a SLB-IL61, a na kolon¢ HP-5ms Ultra Inert, ktera je nepoléarni, jsme

tento jev nepozorovali.

5.4.1 Tabulka ibuprofenu a jeho ¢tyi lékopisnych necistot a jejich

derivata

Nésedujici tabulka (tabulka 17) ukazuje strukturu molekul IBU a jeho ctyi 1€kopisnych
necistot a jejich iBCF a HFBCF derivatl spolu s jejich s hodnotami teplot varu a log P.
Tato tabulka nam byla urcitou pomtickou pti pokusu o vysvétleni retenénich mechanismi,
které hraly roli pfi separaci nasich sloucenin na nami pouzitych kolonach (viz déle). Pro
uplnost jsme do tabulky zahrnuli i nederivatizované slou¢eniny, ackoli samy jako takové

v nasich popisech reten¢nich mechanismi nevystupovaly.

Hodnoty teplot varu a log P v tabulce 17 byly ziskany predikci v programu ChemDraw
Professional 17.1 a absolutni hodnoty tedy nemusi pesné odpovidat skutecnosti, nicméné

vzajemné vztahy mezi hodnotami pro jednotlivé slouceniny by odpovidat mély.
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Tabulka 17 - Ibuprofen a jeho Ctyri lékopisné necistoty a jejich derivaty

Bez derivatizace

Derivaty iBCF

Derivaty HFBCF

COOH

AVQXL“}

teplota varu: 400,18 °C

teplota varu: 403,97 °C

teplota varu: 389,61 °C

-]
M| log P: 3,75 log P: 5,24 log P: 6,2

f /EK\ //LJ]_O_ E oo

\A/Q)\COOH vv@J\“;O ™ /;\//J‘\\"j F/\i—kl
m
8
£| teplota varu: 400,62 °C | teplota varu: 404,41 °C teplota varu: 390,05 °C
)é log P: 3,84 log P: 5,33 log P: 6,29
m
8
2 teplota varu: 286,10 °C
)é log P: 3
o ‘ = e “*.\ F
)\/©/\/ AY Iw“/ ' { ] L\ ¢
v A

m F F
8
£| teplota varu: 400,62 °C | teplota varu: 404,41 °C teplota varu: 390,05 °C
)%é log P: 3,6 log P: 5,09 log P: 6,05
—_ 0 /HO‘/@/L“; o F F
8
£| teplota varu: 454,05 °C | teplota varu: 457,84 °C teplota varu: 443,48 °C
3| log P: 2,63 log P: 4,12 log P: 5,08
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5.5 Porovnani kolon pomoci modelového  vzorku
isobutylchloroformiatovych derivati ibuprofenu a jeho
¢tyr lékopisnych necistot

Nejprve jsme vyvinuli metodu pro rozdéleni iBCF derivati IBU a jeho ¢tyt 1ékopisnych

necistot na kolon¢ s konvenc¢ni nepolarni stacionarni fazi, konkrétné¢ se jednalo o kolonu

HP-5ms Ultra Inert.

Tuto metodu jsme dale pouzivali s mirnymi Gpravami (dle teplotniho limitu kolon) jako

srovnavaci metodu pro vSechny pouzité kolony a derivaty.

Pro tato méteni jsme pouzivali vySe popsany Vzorek derivatii iBCF — IBU s necistotami

B,E,F,J.

Pouzité teplotni programy jsou uvedeny v tabulkach 18-21, vysledné chromatogramy

jsou na obrazcich 16-19.
Stalé chromatografické podminky:

GC: MS:

Teplota termostatické pece: 80 °C Teplota iontového zdroje: 210 °C
Teplota injektoru: 250 °C Interface temperature: 250 °C
Nosny plyn: Helium

Tlak plynu: 64,9 kPa SCAN (m/z): 100,00-400,00
Celkovy pritok plynu: 9,0 ml/min SIM (m/z): 233,00
Pratok plynu kolonou: 1,00 ml/min 161,00
Linearni rychlost: 36,8 cm/sec 163,00
Purge flow: 3,0 ml/min 262,00
Split: 5 117,00

119,00
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Promeénné chromatografické podminky a vysledky meéreni:
kolona HP-5ms Ultra Inert

vlastnosti kolony: 30 m % 0,25 mm x 0,25 pm; teplotni limit: 325/350 °C

Tabulka 18 — Teplotni program srovnavaci metody pro HP-5ms Ultra Inert — derivaty iBCF

teplotni gradient teplota ¢as po ktery se udrzovala
[°C/min] [°C] teplota [min]
- 80 1,5
15 300 3
(x100,000)
TScanTIC
1,25 ISRETIC (1.00)
15M233.00 (6.47)
SME161.00 (1.24)
SIM163.00 (3.34)
1.00-SM262.00 (13.95)
g Ei
[ an IBU-i
0.75-| Bl 4
1 E
0.50
o_zs{W
R S S B NS —

T L T T | T T T T T T T T T T T T T T

75 10.0 125 150 175

Obrazek 16 — Chromatogram srovnavaci metody pro HP-5ms Ultra Inert — derivaty iBCF

kolona SLB-IL59
vlastnosti kolony: 30 m % 0,25 mm x 0,2 pm; teplotni limit: 300 °C

Tabulka 19 — Teplotni program srovndvaci metody pro SLB-IL59 — derivaty iBCF

teplotni gradient teplota ¢as po ktery se udrzovala
[°C/min] [°C] teplota [min]
- 80 1,5
15 290 3
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(x100,000)
8.0-Scan:TIC

70
6.0
50
40
3.0
20]

10

ISKE117.00 (2.57)
1511900 (4.27)

BIMTIC (1.00)

11,00 134 BU-i
1516300 (1.71) -l
SM262.00 (5.48)

kolon

75 100

Obrazek 17 — Chromatogram srovndvaci metody pro SLB-IL59 — derivaty iBCF

a SLB-IL61

vlastnosti kolony: 30 m % 0,25 mm x 0,2 um; teplotni limit: 290 °C

Tabulka 20 — Teplotni program srovnavaci metody pro SLB-IL61 — derivaty iBCF

teplotni gradient teplota ¢as po ktery se udrzovala
[°C/min] [°C] teplota [min]
- 80 1,5
15 280 3
(x100,000)
S-Of?ﬁ“%'% 00) IBU-i F-i J-i

40

3.0

104

JSM233.00 (1.00)
1SIE161.00 (1.20)

1SM163.00 (2.00)
1SM262.00 (9.12)
I5RE117.00 (3.80)
{5IM119.00 (4.20)
E

75 10.0

Obrazek 18 — Chromatogram srovnavaci metody pro SLB-IL61 — derivaty iBCF
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kolona SLB-IL76
vlastnosti kolony: 30 m x 0,25 mm % 0,2 pm; teplotni limit: 270 °C

Tabulka 21 — Teplotni program srovnavaci metody pro SLB-IL76 — derivaty iBCF

teplotni gradient teplota ¢as po ktery se udrzovala
[°C/min] [°C] teplota [min]
- 80 1,5
15 260 3
(x100,000)
70-8can:TIC . J-i
ISIMTIC (1.00) E, IBU-1

1SM233.00 (1.19)
6.0-SAM161.00 (1.00)
ISM163.00 (1.70) .
1SIM262 .00 (5.23) F-i
50-5ME117.00 (2.67)
ISR 19.00 (3.75)

4.0

3.0

2.0

1.0

6.0 70 80 90 100 10 120 130 140 150 160

Obrazek 19 — Chromatogram srovnavaci metody pro SLB-IL76 — derivaty iBCF

5.5.1 Popis retenénich mechanismii

Retenéni mechanismy na nepolarni koloné (derivaty iBCF)

Testované latky jsou eluovany z kolony podle své stoupajici teploty varu, tedy v potadi
necistota E, IBU-i, necistota B-i, F-i a J-i. Ur¢itou roli v reten¢nich mechanismech hraji
také hodnoty log P jednotlivych analyti, jelikoz latky s vy$si hodnotou log P jsou na

nepolarnich kolonach zadrzovany vice nez latky s hodnotou log P niZsi.

Necistota E, kterd jako jedina nepodléha derivatizaci, ma nejkratsi retencni Cas, protoze

vvvvvvvv

vypoctl v softwaru ChemDraw Professional 17.1 velmi podobné teploty varu — lisi se

v rozmezi piiblizné€ 0,5 °C. V databazi SciFinder jsme zjistili hodnotu teploty varu pro
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derivat IBU-i, ale necistota B-i ani F-i v tomto softwaru nebyla zanesend, nicméné
vyjdeme-li z predikce na ptikladu analogie ethylderivatt IBU, B a F, jejichz teplota varu
stoupa nasledovné: IBU 304,3 £11,0 °C; B309,4+ 11,0 °C; F 312,3 £ 11,0 °C (software
Advanced Chemistry development (ACD/Labs) verze 11.02), mizeme usuzovat, ze
IBU-i a necistoty B-i a F-i se eluuji v pofadi zavislém na svych teplotach varu. Toto
muzeme podpofit obecnym tvrzenim, ze s vétvenim molekuly klesa teplota varu. Eluéni
potadi IBU-1 a necistoty B-i bychom na nepolarni kolon¢ mohli vysvétlit také jejich
hodnotami log P. Dalsi mozna hypotéza by mohla byt, zZe necCistota F-i je schopna tvofit
svou nestinénou karbonylovou skupinou silnéj$i interakce s 5 % fenylu ve staciondrni
fazi a zadrzuje se tim na koloné o trochu déle nez IBU-i a necistota B-i, jejichz
karbonylova skupina je stinénd. Nejdelsi retencni Cas mé necistota J-i, jelikoZ ma nejvyssi
teplotu varu, ale jeji niz§i hodnota log P zplsobi, Ze rozdil retencnich Casii mezi

necistotami F-i a J-i bude mensi nez u IL kolon (viz dale).

Reten¢ni mechanismy na IL kolonach v porovnani s nepolarni kolonou (derivaty

iBCF)

Pro separaci analytti na polarnich IL kolonach plati v podstaté stejné principy jako na
kolonach nepoléarnich. Latky jsou eluovany v potadi zavislém na jejich stoupajici teploté
varu. Dilezitd je moZnost polarnich interakci karbonylovych skupin analytl se
stacionarni fazi tvofenou IL. Moznou roli v retenci analytd by mohly hrat také hodnoty
jejich log P, jelikoZ na polarnéjSich kolonach by mohly zplisobovat nizsi hodnoty log P

vétsi zadrz analytu.

U kolon s IL jako stacionarni fazi jsme pozorovali mensi zadrz mén¢ polarnich analytt
(IBU-i, necistoty B-i a F-1) v porovnani s nepolarni kolonou (tedy kratsi retencni ¢asy
oproti nepolarni kolon¢), a naopak vétsi zadrz analytd polarnéjSich (necistoty E a J-i).

Nicméné celd analyza probéhla nejrychleji na nepolarni koloné HP-5ms Ultra Inert.

Diivod, pro¢ ma necistota E nejkratsi retencni Cas a pro¢ rozdil mezi retenénim casem
necistoty E a IBU-i je na polarnich kolonadch mensi, neZ na nepolarni koloné miizeme
log P a nestinénou karbonylovou skupinu, kterou mliZze interagovat se staciondrni fazi.
Retenéni potadi IBU-i, B-i a F-i mizeme vysvétlit pomoci jejich teplot varu, ptipadné
zde mliZeme uvazovat o vlivu stinénych a nestinénych karbonylovych skupin derivati pti

interakcich se stacionarni fazi. U necistoty F-1 bychom ptipadné mohli zvazit i vliv
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niz§iho log P. Skutecnost, ze se necistota J-i se eluuje jako posledni a rozdil mezi
retencnimi Casy F-i a J-i je vEtSi, nez na nepolarni koloné¢ miizeme vysvétlit tim, ze
necistota J-1 md z iBCF derivati nejvyssi teplotu varu a obsahuje dvé karbonylové

skupiny. Dalsi mozny efekt na retenci by teoreticky mohla mit jeji nizka hodnota log P.

S rostouci polaritou kolony sili také fenomén teplotniho efektu, ktery se na koloné
SLB-IL76 pfti srovnavaci metod¢ podilel na koeluci necistoty E a IBU-i (zde vsak i vliv

teplotniho gradientu metody).
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5.6 Porovnani kolon pomoci modelového vzorku derivati
2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutylchloroformiatu
Srovnévaci metodu jsme pouzili i pro analyzu HFBCF derivati IBU a jeho necistot.

Pro tato meéfeni jsme pouzivali vySe popsany Vzorek derivati HFBCF — IBU

s neCistotami B, E, F, J.

Chromatografické podminky zde ziistaly téméft stejné jako u ptivodni srovnavaci metody,

zmenily se ale dvé sledované hodnoty m/z (SIM).

Pouzité teplotni programy jsou uvedeny v tabulkdch 22-25, vysledné chromatogramy

jsou na obrazcich 20-23.

Stalé chromatografické podminky:

GC: MS:
Teplota termostatické pece: 80 °C ~ Teplota iontového zdroje: 210 °C
Teplota injektoru: 250 °C Interface temperature: 250 °C
Nosny plyn: Helium
Tlak plynu: 64,9 kPa SCAN (m/z):  100,00-400,00
Celkovy pratok plynu: 9,0 ml/min ~ SIM (m/z): 359,00
Pratok plynu kolonou: 1,00 ml/min 161,00
Linearni rychlost: 36,8 cm/sec 163,00
Purge flow: 3,0 ml/min 388,00
Split: 5 117,00

119,00

-70 -



Promeénné chromatografické podminky a vysledky meéreni:
kolona HP-5ms Ultra Inert
vlastnosti kolony: 30 m % 0,25 mm x 0,25 pm; teplotni limit: 325/350 °C

Tabulka 22 — Teplotni program srovnavaci metody pro HP-5ms Ultra Inert — derivaty HFBCF

teplotni gradient teplota ¢as po ktery se udrzovala
[°C/min] [°C] teplota [min]
- 80 1,5
15 300 3
(x100,000)
5.0-ocan:TiC
SIATIC (1.00)
1SM359.00 (1.29)
ISM161.00 (2.20)
50 15M163.00 (42.17)
1SIM328.00 (5.15)
SIM117.00 (2 87)
40 15K£119.00 {5.05)
] J-h
2o IBU-h gy
0 B-
20
] E
LOV—ZL
(- s e—
75 w0 125 10  ws

Obrazek 20 — Chromatogram srovnavaci metody pro HP-5ms Ultra Inert — derivaty HFBCF

kolona SLB-IL59
vlastnosti kolony: 30 m % 0,25 mm x 0,2 pm; teplotni limit: 300 °C

Tabulka 23 — Teplotni program srovndvaci metody pro SLB-IL59 — derivaty HFBCF

teplotni gradient teplota ¢as po ktery se udrzovala
[°C/min] [°C] teplota [min]
- 80 1,5
15 290 3
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(x100,000)
8.0-4Scan:TIC

7.0
6.0}
50
40
30
20]

10]

ISMTIC (1.00)

1516100 (1.09)
IS 163.00 (100.00
ISIM388.00 (2.60)
J5M117.00 (1.29)
I5RE119.00 (3.77)

SIM350.00 (1.00)

L

1
T T

B-h

IBU-h

F-h

I P

J-h

kolon

75

100

Obrazek 21 — Chromatogram srovnavaci metody pro SLB-IL59 — derivaty HFBCF

a SLB-IL61

vlastnosti kolony: 30 m % 0,25 mm x 0,2 um; teplotni limit: 290 °C

Tabulka 24 — Teplotni program srovnavaci metody pro SLB-IL61 — derivaty HFBCF

teplotni gradient teplota ¢as po ktery se udrzovala
[°C/min] [°C] teplota [min]
- 80 1,5
15 280 3
(fgcm,Q%)
s_ojsnznﬁcu.m) IBU-h
15IM:359.00 (1.00) -h
SME161.00 (1.26)
7.045M163.00 (100.00)
1SM388.00 (4.38) F-h
6.0 5M117.00 {1.53)
15IE119.00 (3.69)
50
] E
4_0_: B'h
307
20
10_@
L L — L—J T e e T T
75 100 125 150

Obrazek 22 — Chromatogram srovnavaci metody pro SLB-IL61 — derivaty HFBCF
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kolona SLB-IL76
vlastnosti kolony: 30 m x 0,25 mm x 0,2 um; teplotni limit: 270 °C

Tabulka 25 — Teplotni program srovnavaci metody pro SLB-IL76 — derivaty HFBCF

teplotni gradient teplota ¢as po ktery se udrzovala
[°C/min] [°C] teplota [min]
- 80 1,5
15 260 3
%100,000)
{ScanTIC
6.0 SIATIC (1.06)
{St359.00 (1.00)
5m161.00 (1:39) F-h J-h
5.0-1SIM163.00 {100.00)
1SIM328.00 (3.22)
15IM117.00 (136}
4,0I5M119.00 {1.53)
1 IBU-h
a0 B-h E
20
4L -
7‘\""\"j_'l""\""I“"\‘.:“'\""#“I""\""I"
6.0 70 80 90 100 10 120 130 140 150 160

Obrazek 23 — Chromatogram srovnavaci metody pro SLB-IL76 — derivaty HFBCF

5.6.1 Popis retenénich mechanismii

Retenc¢ni mechanismy na nepolarni koloné (derivaty HFBCF)

Pro separaci analytl derivatizovanych HFBCF plati v podstaté stejné principy jako pro
derivaty iBCF. Latky jsou eluovany podle své stoupajici teploty varu a roli v retenci hraji
také jejich hodnoty log P. Derivatizace pomoci HFBCF, a tedy zavedeni atomt fluoru do
molekuly analytu, zptisobuje zvySeni hodnot log P, zvySeni tékavosti a z toho vyplyvajici
snizeni teploty varu derivatl. Niz§i teplota varu zpusobi, Zze se tyto derivaty eluuji
z kolony diive nez derivaty iBCF (plati také u IL kolon). Na druhou stranu se ale na
nepolarni koloné projevi vyss$i hodnoty log P vétsi zadrzi analytd. Ve vysledku maji

derivatizované analyty na nepolarni kolon¢ kratSi retencni ¢asy nez derivaty iBCF, ale
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potadi pika zlstava stejné. Necistota E ma ve vzorcich derivatizovanych iBCF i HFBCF

stejné retencni casy (v ramci jedné kolony), protoze derivatizaci nepodléha.

Reten¢ni mechanismy na IL Kkolonach v porovnani s nepolarni kolonou (derivaty

HFBCF)

Pti separaci derivath HFBCF na polarnich IL kolonach plati v podstaté stejné principy
jako na nepolarni kolong. Dulezita je teplota varu analytli a moznost polarnich interakci
karbonylovych skupin analytl se stacionarni fazi tvofenou IL. Jako dalsi aspekt, ktery by
mohl ovliviiovat retenci analytii, miizeme zkusit zahrnout do ivahy hodnoty log P, kter¢,

pokud jsou vyssi, by mohly na polarnéjsSich kolonéach zpiisobovat mensi zadrz analytu.

V dutsledku polarnich interakei, které jsou silnéjsi u necistoty E a J-h oproti ostatnim
dochazi k delsi zadrzi téchto analytl na polarnich kolondch vici koloné nepolarni.
Naopak IBU-h a necistoty B-h a F-h maji na polarnich kolonach kratsi reten¢ni ¢asy nez
na kolon¢ nepolarni. Ve vysledku dochéazi ke zméné eluéniho potadi analytd oproti
pokusu na nepolarni koloné na: IBU-h, necistoty B-h, F-h, E a J-h. Nicmén¢ cela analyza

prob&hla opét nejrychleji na nepolarni koloné HP-5ms Ultra Inert.
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5.7 Optimalizace metody

Po provedeni srovnavacich pokust jsme se pro vzorky derivatizované pomoci iBCF

pokusili optimalizovat separaci na jednotlivych kolonach.

Pro tato méteni jsme pouzivali vyse popsany Vzorek derivati iBCF — IBU s necistotami

B,E,F,J.

Pii optimalizaci metod jsme zkouSeli manipulovat s teplotnim gradientem, teplotou

a Casem, po ktery se udrzovala teplota, a s nésttikovou teplotou.

Z dil¢ich (pomocnych) pokust jsme zjistili, ze pocatecni teplota a Cas, po ktery se
udrzovala pocatecni teplota sice ovlivituji retencni Casy analytd, ale neovliviuji, pti jaké
teploté kolony se analyt eluuje. Teplotni gradient ovliviioval reten¢ni Casy analytl
1 teplotu kolony, pfi které se analyt eluoval. Pfi manipulaci s nastiikovou teplotou se

neménil retencni Cas analytli ani teplota kolony, pfi které se analyty eluovaly.

Analyt tedy po vstupu na kolonu stagnoval az do dosazeni urcité teploty, a teprve poté se
zacal pohybovat kolonou déale ve sméru toku nosného plynu. Nizs§i pocatecni teplota
a delsi Cas, po ktery se tato teplota udrzovala, zptisobovaly prodlouZeni retenc¢nich cast

vSech analyti.

Pro dosaZeni optimalniho vysledku jsme kombinovali vétSinou co nejvyssi pocatecni
teplotu a co nejnizsi Cas, po ktery se tato teplota udrzovala. V piipadech, kdy ale takto
upravena metoda poskytovala podstatné SirSi piky, jsme radéji zvolili nizs$i pocatecni

teplotu ¢i delsi Cas, po ktery se tato teplota udrzovala.
S teplotnim gradientem jsme manipulovali dle potieby.

U kolony SLB-IL76 bylo potieba rozliSit piky necistoty E a IBU-i, které koeluovaly.
Proto jsme volili nejdiive maly teplotni gradient, kterym jsme doséhli rozd¢leni téchto
dvou piktli a nasledné jsme teplotni gradient zrychlili, aby se snizil reten¢ni ¢as necistoty

J-1a tim 1 celkova doba analyzy.

U kolon SLB-IL59 a SLB-IL61 jsme nemuseli fesit koeluci pikd, ale bylo potifeba zkratit
retencni Cas necistoty J-i, proto jsme v prabéhu metody zvysili hodnotu teplotniho

gradientu.
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U kolony HP-5ms Ultra Inert nebylo potieba fesit koeluci pikl a ani vyrazné zkracovat
retencni Cas necistoty J-i (oproti ostatnim kolondm). Proto jsme volili jednokrokovy

teplotni gradient rovnou vyssi.

U necistoty J-i jsme pii snaze zkratit retencni ¢as pomoci teplotniho gradientu narazili na

technické omezeni — teplotni limit kolony.

Pouzité teplotni programy optimalizovanych metod jsou uvedeny v tabulkach 26-29,

vysledné chromatogramy jsou na obrazcich 24-27.
HP-5ms Ultra Inert

vlastnosti kolony: 30 m % 0,25 mm x 0,25 pm; teplotni limit: 325/350 °C

Tabulka 26 — Teplotni program optimalizované metody pro HP-5ms Ultra Inert

teplotni gradient teplota ¢as po ktery se udrzovala
[°C/min] [°C] teplota [min]
- 80 0
25 260 3
(x1,000,000)
an:TIC
RATIC (1.00)
233,00 (6.96)
16100 {4.52)
1.0015M163.00 (9.45)

M262.00 (26.64)
M117.00 (6.01)
11800 (1.16)
0.75-

0.50]

0.25-

30 40 50 6.0 7.0 80 20 100 11.0

Obrazek 24 — Chromatogram optimalizované metody pro HP-5ms Ultra Inert

SLB-IL59

vlastnosti kolony: 30 m x 0,25 mm x 0,2 pm; teplotni limit: 300 °C
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Tabulka 27 — Teplotni program optimalizované metody pro SLB-IL59

teplotni gradient teplota ¢as po ktery se udrzovala
[°C/min] [°C] teplota [min]
- 100 0
15 225 0
140 290 3
{x100,000)
90-{Scan:TIC J-l
SIMTIC (1.00)
8.0-5M233.00 (1.00)
5IM161.00 {1.08)
7.05?*%2%% %;g; F-i
15ME117.00 (3.85) IBU-1
6.0 1511900 (5.12)
50-]
40- E B-i
30
10
_‘\""|"L‘\“"|"“\""|'
6.0 70 80 9.0 100 10
Obrazek 25 — Chromatogram optimalizované metody pro SLB-IL59
SLB-IL61

vlastnosti kolony: 30 m % 0,25 mm x 0,2 pm; teplotni limit: 290 °C

Tabulka 28 — Teplotni program optimalizované metody pro SLB-IL61

teplotni gradient teplota ¢as po ktery se udrzovala
[°C/min] [°C] teplota [min]
- 100 0
15 215 0
150 280 3
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(x100,000)
{Scan:TIC

4.05MTIC (1.00)
ISM233.00 (1.00)
35-15M161.00 (1.00)
SIS 163.00 (1.93)
ISM262 00 (5.66)
30511700 (2.57)

15M110.00 (5.24)
25
204

15

10
o_s—j\L__,/-_j

E

IBU-1

F-i

—_—T T
60 6.5 70

L

80

85

9.0

Obrazek 26 — Chromatogram optimalizované metody pro SLB-IL61

SLB-IL76

vlastnosti kolony: 30 m % 0,25 mm x 0,2 um; teplotni limit: 270 °C

Tabulka 29 — Teplotni program optimalizované metody pro SLB-IL76

teplotni gradient teplota ¢as po ktery se udrzovala
[°C/min] [°C] teplota [min]
- 100 0
5 170 0
70 260 3
(x100,000)
I1Scan:TIC J-i
SIMTIC (1.00)
6.0 523300 (1.00)
SIM161.00 (2.04)
1SM163.00 (2.74)
5.0-/SM262.00 (11.29)
517,00 {5.03)
15IM119.00 (8.89)
40 . .
] IBU-i F-1
30 ]
2.o—f E B-i
1.0
75 100 125 " 150 175

Obrazek 27 — Chromatogram optimalizované metody pro SLB-IL76
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Dospéli jsme tedy k zaveru, ze metodu lze na vSech kolonach optimalizovat tak, aby se
separace uskutec¢nila nejdéle do 10,2 minuty, kromé kolony SLB-IL76, kde kvuli feseni

koeluce pikl vychazi posledni analyt pted 17. minutou.

Pokud bychom porovnali v§echny vyzkousené metody, nejlépe (nejkratsi retencni Casy,
bez koeluce pikil) vychéazi optimalizovand metoda na kolon¢ HP-5ms Ultra Inert.
Nevyhodou této kolony je vSak jeji ,,.krvaceni. Metody zkouSené na konvencni nepolarni
koloné patii obecné k t€ém nejlepsim, které jsme naméfili, diivodem je ale nejspise
skutecnost, ze na této koloné¢ jsme zacinali a srovnavaci metodu, kterou jsme pak

pouzivali na dalsi kolony a pokusy, jsme zde vyvinuli.

Vysledky jsou jinak dost srovnatelné. VSechny IL kolony jsou pouzitelné, ale nepiinaseji
z hlediska separace velké benefity. Snad by se dala vyuzit zména v selektivité u kolony
SLB-IL76, kde pii velkém teplotnim gradientu nastdvd zména v elu¢nim potadi piki
(IBU-i, E, B-1, F-1i, J-1). MoZny benefit by se mohl skryvat i v jinych vzdalenostech mezi
piky iBCF a HFBCF derivatii na IL kolonach oproti konven¢ni nepolarni koloné, ale toto

nejsme momentalné schopni posoudit.

Pti vyraznéjSim zkraceni retencnich ¢ast analytli dochazelo k patrnému rozsiteni piki.

Jak moc je to dilezité, by se zjistilo pii validaci.
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6 ZAVER
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V této praci jsme porovnavali vysledky ziskané analyzou modelového vzorku IBU a jeho
¢tyt 1ékopisnych necistot (po derivatizaci iBCF nebo HFBCF) na kolon¢ s konvenéni
nepolarni polysiloxanovou staciondrni fazi a na tiech IL kolonach. U derivati iBCF
1 HFBCF jsme na IL kolonach pozorovali mensi zadrz méné polarnich analyti oproti
kolon¢ nepolérni, a naopak vétsi zadrz analytli polarnéjSich. Ve vysledku probihala

analyza s obéma druhy derivati nejrychleji na kolon€ nepolarni.

Pfi snaze o popis a vysvétleni reten¢nich mechanismii, které hraly dilezitou roli pii
separaci nasich analytl na kolonéach jsme dospéli k zavéru, ze jednim z hlavnich aspektu,
které ovliviiovaly retencni Casy analytd, a tedy poradi piki, byla teplota varu analytii. Na
nepolarni kolon¢ se také vice projevoval vliv miry lipofility analyti (vyjadiené hodnotou
log P). U IL kolon jsme usoudili, Ze k hlavnim aspektim ovliviiujicim separaci patiila
teplota varu analytli, a jako dal$i jsme uvazovali vliv polarnich interakci analytl
s kolonou. Na nejpolarné;jsi pouzité koloné (SLB-IL76) jsme jiz pti pokusu se srovnavaci
metodou vidéli koeluci necistoty E a IBU-i, coZ jsme pfisoudili z velké miry vlivu

fenoménu teplotniho efektu.

Pfi snaze o optimalizaci metody na jednotlivych kolonach jsme dospéli k zavéru, ze
metodu I1ze na vSech kolonach optimalizovat tak, aby se separace uskute¢nila nejdéle do
10,2 minuty, krom¢ kolony SLB-IL76, kde kvili feSeni koeluce pikli vychazel posledni

analyt aZ pred 17. minutou.

Pii zkoumani mozZnosti vytfepavani derivatu IBU do nepolarni faze jsme se potykali
s relativné malou vytéznosti a Spatnou opakovatelnosti vyttepavani. ZkousSeli jsme tedy
postup modifikovat a tim zvySit vytéznost vytfepavani (vysolovani, ptidavek rtizného
mnozstvi vody, jiny postup piipravy vzorku). Jako nejlepSi se ndm jevily pokusy
s vytiepavanim vzorku do 600 pul HEX s pfidavkem 100 pl vody, piipadné pokusy
s vytfepavanim vzorku do 600 pl ISOO s ptidavkem 100 pl vody. Nicméné ani u téchto

se nam v prumeéru nepodafilo pfevést do nepolarni faze vice nez 83,0 % derivatu IBU-i.

Kvili nelinearnim vysledkim, které vychazely jeSté pfed servisnim tkonem na
hmotnostnim spektrometru jsme zkoumali také linearitu metody a stabilitu vzorkd.
Testovali jsme tfi vzorky o riznych koncentracich IBU-i s vnitinim standardem a zjistili
jsme, Ze v rozmezi 24 hodin jsou vzorky o vSech koncentracich IBU-i relativné stabilni,

nejlepsi stabilitu vykazovaly vzorky s nejvétsi testovanou koncentraci IBU-i.
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Hlavni ptfinos této prace tedy vidime v prozkoumani chovani se deviti konkrétnich latek

na tfech riiznych stacionarnich fazich tvorenych fosfoniovou IL.

Prostor pro dalsi zkoumani, které by navazovalo na tuto praci vidime v moznosti otestovat
derivaty IBU a jeho necistot na dalSich polarnich kolonéch s imidazoliovymi iontovymi

kapalinami jako stacionarni fazi (SLB-IL82, SLB-IL100, SLB-IL111).
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http://www.registech.com/specialty-reagents/gc-derivatization-reagents/acylation-reagents
http://www.registech.com/specialty-reagents/gc-derivatization-reagents/acylation-reagents

z <https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-

aldrich/docs/Supelco/General Information/1/OTB-slb-i160-selectivity.pdf>.
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Obrazek 1 — Schéma plynového chromatografu, prevzato z [5]

Obrazek 2 — Schéma hmotnostniho spektrometru, vlastni zpracovani v programu
Malovani na zakladé [10, 11]

Obrazek 3 — Schéma elektronové ionizace, pievzato z [10]

Obrazek 4 — Schéma kvadrupolového analyzatoru, ptevzato z [ 17], obrazek byl dodate¢né
upraven

Obréazek 5 — Priklady kationtli a aniontd tvoficich iontové kapaliny, ptevzato z [19],
obrazek byl dodate¢n¢ upraven

Obrazek 6 — Polysiloxanové polymery a polyethylenglykoly, prevzato z [26], obrazek byl
dodatecné upraven

Obrazek 7 — Priklad iontové kapaliny pouzivané jako stacionarni fadze v plynové
chromatografii, prevzato z [26]

Obrazek 8 — Skéla polarity staciondrnich fazi v plynové chromatografii. Vpravo kolony
s iontovou kapalinou, vlevo polysiloxanové a polyethylenglykolové kolony, pfevzato
z [26], obrazek byl dodate¢né upraven

Obrazek 9 — Reakéni schéma alkylchloroformylace ibuprofenu, vlastni zpracovani
v programu ChemDraw 17.1 na zaklad¢ [31]

Obrazky 10-15 obsahuji grafy, které byly vytvofeny v programu Excel autorkou této

prace

Obrazky 16-27 (Chromatogramy) jsou vysledkem méteni autorky této prace v programu

GCMSsolution Version 2.70, Schimadzu Corporation.

Vsechny neocitované chemické vzorce v této praci jsou dilem autorky této prace a byly

vytvofeny v programu ChemDraw Professional 17.1.
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