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SYNTETIZOVAN›CH THIODERIV¡TŸ AKRIDINU
 POMOCÕ KAPIL¡RNÕ KAPALINOV…


CHROMATOGRAFIE
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⁄vod


Deriv·ty akridinu pat¯Ì do skupiny farmaceuticky v˝znam-
 n˝ch chemoterapeutik, u nichû byl prok·z·n antibakteri·lnÌ,
 antimykotick˝, a p¯edevöÌm antimalarick˝ ˙Ëinek1. ÿadu let
 se pouûÌvajÌ k lÈËbÏ protozo·lnÌho onemocnÏnÌ, vyvolanÈho
 r˘zn˝mi druhy mikroorganism˘ rodu Plasmodium2. V posled-
 nÌch letech nab˝vajÌ na v˝znamu i deriv·ty s antineoplas-
 tick˝mi ˙Ëinky3. Nar˘stajÌcÌ rezistence patogen˘ v˘Ëi dnes
 pouûÌvan˝m chemoterapeutik˘m vede ke snaze produkovat
 novÈ deriv·ty se specifiËtÏjöÌmi ˙Ëinky. SouËasnÏ roste i po-
 pt·vka po citliv˝ch a selektivnÌch metod·ch urËen˝ch k ovÏ-


¯enÌ Ëistoty lÈËiv a pro jejich detekci a stanovenÌ v biologic-
 k˝ch matricÌch.


Z chemickÈho hlediska jsou akridiny l·tky odvozenÈ od
 struktury dibenzopyridinu, nesoucÌ ve svÈ molekule minim·l-
 nÏ jeden dusÌkov˝ atom jako souË·st aromatickÈho cyklu.


VlastnÌ akridin se chov· ve vodnÈm roztoku jako slab· b·ze
 (pKb8,4). Zachov·nÌ bazick˝ch vlastnostÌ lze p¯edpokl·dat
 i u syntetick˝ch deriv·t˘ a jejich degradaËnÌch produkt˘, s pou-
 ze malou zmÏnou disociaËnÌ konstanty, danou povahou a po-
 lohou substituent˘4.


P¯i anal˝ze akridinov˝ch deriv·t˘ se nejËastÏji vyuûÌv·


technika vysoko˙ËinnÈ kapalinovÈ chromatografie, zejmÈna
 pro zkouöky totoûnosti a kontrolu Ëistoty akridinov˝ch sub-
 stancÌ5a pro farmakologickÈ a farmakokinetickÈ studie6. DÌky
 zmÌnÏnÈ bazicitÏ tÏchto l·tek byla ˙spÏönÏ provedena jejich
 separace i metodou kapil·rnÌ elektroforÈzy7. Elektrochemicky
 byl oxidov·n pouze nesubstituovan˝ akridin8. Metodou ka-
 pil·rnÌ kapalinovÈ chromatografie (CLC) nebyly deriv·ty ak-
 ridinu dosud analyzov·ny.


V˝hodou CLC oproti klasickÈ HPLC je menöÌ spot¯eba or-
 ganick˝ch rozpouötÏdel (velmi mal˝ pr˘tok mobilnÌ f·ze ~ jed-
 notkyµl.minñ1) a mnohem menöÌ n·roky na mnoûstvÌ poûa-
 dovanÈho vzorku9ñ10(desÌtky nl). To je d˘leûitÈ nap¯. p¯i sle-
 dov·nÌ metabolick˝ch produkt˘ v tÏlnÌch tekutin·ch nebo p¯i
 urËov·nÌ obsahu hlavnÌ komponenty a doprovodn˝ch neËistot


ze syntÈzy. M·-li se navÌc zabezpeËit vÏrohodnost analy-
 tick˝ch v˝sledk˘ a dost·t pravidl˘m spr·vnÈ laboratornÌ praxe
 (GLP), je t¯eba anal˝zu nÏkolikr·t opakovat. Nezanedbatel-
 nou v˝hodou CLC je i snazöÌ spojenÌ s detekcÌ hmotovou
 spektrometriÌ .


Z v˝öe uveden˝ch d˘vod˘ byla v tÈto pr·ci vÏnov·na
 pozornost vypracov·nÌ analytickÈ metody pro separaci a kvan-
 tifikaci novÏ syntetizovan˝ch thioderiv·t˘ akridinu pomocÌ
 metody kapil·rnÌ kapalinovÈ chromatografie. SouËasnÏ byla
 posouzena i moûnost uplatnÏnÌ tÈto techniky pro kontrolu
 Ëistoty p¯ipraven˝ch substancÌ.


Experiment·lnÌ Ë·st


P o u û i t È p ¯ Ì s t r o j e a c h e m i k · l i e


MÏ¯enÌ byla provedena na p¯Ìstroji sest·vajÌcÌm z ISCO
 pumpy 100 DM (Lincoln, NE, USA), LINEAR UV/VIS 205
 fotometrickÈho detektoru (San Jose, CA, USA) s CE detekËnÌ
 celou a d·vkovacÌho ventilu Valco se 60 nl smyËkou (Schen-
 kon, äv˝carsko). ZÌskan· experiment·lnÌ data byla zpraco-
 v·na na poËÌtaËi Pentium III s CSW 1.7 programem se Ëty¯-
 kan·lovou kartou pro sbÏr dat od fy DataApex (Praha, »esk·


republika).


L·tky byly separov·ny na k¯emennÈ kapil·rnÌ kolonÏ (vnit¯-
 nÌ pr˘mÏr 320µm) naplnÏnÈ v dÈlce 360µm stacion·rnÌ f·zÌ
 Nucleosil 100-5 C18 o pr˘mÏru zrna 5µm. Kolona byla na
 v˝stupnÌm konci opat¯ena fritou ze skelnÈ vaty, kterou uvnit¯


kolony drûela k¯emenn· kapil·ra o vnit¯nÌm pr˘mÏru 75µm
 a vnÏjöÌm pr˘mÏru 280µm a dÈlce 55µm, kter· byla vlepena
 epoxidov˝m lepidlem do kapil·rnÌ kolony se stacion·rnÌ f·zÌ.


Druh˝ konec tÈto k¯emennÈ kapil·ry byl napojen pomocÌ
 p¯evleËnÈ teflonovÈ trubiËky na k¯emennou kapil·ru o vnit¯-
 nÌm pr˘mÏru 220µm a vnÏjöÌm pr˘mÏru 340µm, na nÌû bylo
 vyp·leno detekËnÌ okÈnko ve vzd·lenosti 70 mm od spoje
 obou kapil·r.


K mÏ¯enÌ pH vodnÈ sloûky mobilnÌ f·ze byl pouûit pH-metr
 PHM 64 Radiometer (Copenhagen, D·nsko) s kombinovanou
 sklenÏnou elektrodou. Detekce probÌhala souËasnÏ p¯i dvou
 vlnov˝ch dÈlk·ch 214 nm a 230 nm, vybran˝ch na z·kladÏ
 promÏ¯en˝ch UV spekter jednotliv˝ch deriv·t˘. Pracovalo se
 za laboratornÌ teploty 22 ∞C. Mrtv˝ Ëas byl urËen pomocÌ
 vodnÈho roztoku uracilu o koncentraci 1.10ñ3mol.dmñ3a Ëinil
 5,1 min.


Pro p¯Ìpravu mobilnÌ f·ze byly pouûity tyto chemik·lie:


acetonitril LiChrosolv, Ëistota pro gradientovou eluci, Merck
 (Darmstadt, SRN), kyselina octov· a hydroxid sodn˝, Ëistota
 p.a. Lachema (Brno, »esk· republika), deionizovan· voda
 (Milli-Q). SloûenÌ bin·rnÌ mobilnÌ f·ze bylo: acetonitril/de-
 ionizovan· voda s promÏnliv˝m obsahem acetonitrilu nebo
 acetonitril/0,2 mol.dmñ3octanov˝ pufr o pH 3,5 (90:10 v/v).


MobilnÌ f·ze byly odplynÏny pomocÌ ultrazvuku.


StrukturnÌ vzorce a kÛdov· oznaËenÌ pÏti analyzovan˝ch
 deriv·t˘ akridinu, syntetizovan˝ch v miligramov˝ch mnoû-
 stvÌch na FarmaceutickÈ fakultÏ v Marseille (Francie), jsou
 uvedeny na obr. 1. Z·sobnÌ roztoky vöech studovan˝ch l·tek
 o koncentraci 1.10ñ3mol.dmñ3, byly p¯ipraveny rozpuötÏnÌm
 p¯ÌsluönÈho mnoûstvÌ l·tky v acetonitrilu.


Vöechny studovanÈ thioderiv·ty byly p¯ipraveny analo-
gick˝m zp˘sobem na FarmaceutickÈ fakultÏ v Marseille v od-



(2)dÏlenÌ prof. J. Barbeho11ñ13. PrvnÌm krokem je p¯Ìprava dife-
 nylaminokarboxylovÈ kyseliny z aromatickÈ halogenkarbo-
 xylovÈ kyseliny a anilinu metodou podle Ullmanna11. Ta se
 pomocÌ oxychloridu fosforeËnÈho zcyklizuje a zÌsk· se akri-
 don. Ten se pomocÌ sulfidu fosforeËnÈho v pyridinu p¯evede
 na thioakridon12. AlkylacÌ (arylacÌ)13thioakridonu se zÌsk·


akridinov˝ thioderiv·t (obr. 2).


V˝sledky a diskuse


Vzhledem k tomu, ûe studovanÈ thioderiv·ty akridinu


nemÏly deklarovanou Ëistotu, hledaly se nejprve vhodnÈ sepa-
 raËnÌ podmÌnky pro zÌsk·nÌ dostateËnÈho rozliöenÌ mezi hlavnÌ
 komponentou a doprovodn˝mi neËistotami ze syntÈzy. Byl
 promÏ¯en vliv obsahu acetonitrilu na retenËnÌ chov·nÌ jednot-
 liv˝ch deriv·t˘ v mobilnÌ f·zi acetonitril/voda s promÏnliv˝m
 obsahem acetonitrilu v rozmezÌ 100 % aû 60 % (v/v). Na obr. 3
 je patrnÈ, ûe uû v mobilnÌ f·zi s 90 % acetonitrilem doölo tÈmÏ¯


u vöech deriv·t˘ k separaci hlavnÌ sloûky od doprovodn˝ch
 neËistot. DalöÌ sniûov·nÌ obsahu acetonitrilu mÏlo za n·sledek
 zvyöov·nÌ hodnot retenËnÌho (k) a asymetrickÈho (As) faktoru
 a ani p¯i nejniûöÌm promÏ¯ovanÈm obsahu acetonitrilu nedoölo
 k oddÏlenÌ dalöÌch neËistot od majoritnÌho pÌku. ⁄Ëinnost se-


Obr. 1. StrukturnÌ vzorce a kÛdov· oznaËenÌ analyzovan˝ch deriv·t˘ akridinu


Obr. 2. Postup p¯Ìpravy thioderiv·t˘ akridinu
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(3)Tabulka I


RetenËnÌ faktory (k), asymetrickÈ faktory (As) a poËet teoretick˝ch pater (N) studovan˝ch deriv·t˘ v bin·rnÌ mobilnÌ f·zi
 acetonitril/voda s r˘zn˝m obsahem acetonitrilu, pr˘tokov· rychlost 4µl.minñ1, detekce p¯i 230 nm


Deriv·t 90 % 80 % 70 % 60 %


k As N k As N k As N k As N


BG 757 1,4 2,22 18800 2,8 7,9 4400 4,4 5,15 17100 8,8 8,23 8500


BG 832 0,3 1,63 12100 0,5 2,65 5600 0,7 1,88 10200 1,2 2,93 7700


BG 906 1,3 1,46 20400 2,8 3,72 14700 5,2 2,51 24200 10,9 5,56 21200


BG 924 2,5 1,36 29800 5,2 1,60 29200 11,6 1,51 26900 ña ña ña


BG 979 1,8 1,74 22800 3,5 3,77 17100 6,6 2,67 26900 13,0 3,75 26400


aNeeluoval do 100 min


parace, vyj·d¯en· jako poËet teoretick˝ch pater na metr dÈlky
 kolony (N), byla s v˝jimkou deriv·t˘ BG 906 a BG 979
 nejvyööÌ p¯i 90% obsahu acetonitrilu (tab. I). V mobilnÌ f·zi
 s 80% obsahem acetonitrilu doölo u vöech deriv·t˘ k v˝raz-
 nÈmu zhoröenÌ symetrie pÌk˘ a ke snÌûenÌ ˙Ëinnosti separace;


nejvÌce u deriv·tu BG 757 (obr. 4), nejmÈnÏ u deriv·t˘ BG 924
 a BG 979 (obr. 4), jeû obsahujÌ v postrannÌm ¯etÏzci fenylov˝


substituent. Toto anom·lnÌ chov·nÌ bylo pozorov·no i p¯i 80%


obsahu acetonitrilu v pufrovanÈ mobilnÌ f·zi (viz kap. 3.1.).
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Obr. 3. Chromatogramy studovan˝ch deriv·t˘ akridinu v mobilnÌ
f·zi acetonitril/voda (90:10, v/v); pr˘tok mobilnÌ f·ze 4µl.minñ1,
detekce p¯i 214 nm pro BG 924 a BG 979 a p¯i 230 nm pro BG 757,
BG 832 a BG 906 (E = odezva detektoru v mV, tr= retenËnÌ Ëas v min)



(4)Tabulka II


RetenËnÌ faktory (k), asymetrickÈ faktory (As) a poËet teore-
 tick˝ch pater (N) studovan˝ch deriv·t˘ v bin·rnÌ mobilnÌ f·zi
 (90:10 v/v) acetonitril/voda, pr˘tokov· rychlost 4 µl.minñ1
 a acetonitril/0,2 mol.dmñ3octanov˝ pufr o pH 3,5, pr˘tokov·


rychlost 3µl.minñ1, detekce 230 nm


Deriv·t MobilnÌ f·ze


nepufrovan·a pufrovan·b


k As N.mñ1 k As N.mñ1


BG757 1,4 2,22 18800 1,5 1,86 25138


BG832 0,3 1,63 12100 0,4 1,33 16422


BG906 1,3 1,46 20400 1,5 1,30 26162


BG924 2,5 1,36 29800 2,5 1,19 36683


BG979 1,8 1,74 22800 2,3 1,37 33041


Pr˘toka4µl.minñ1,b3µl.minñ1


Z tabulky I je z¯ejmÈ, ûe zmÏna obsahu acetonitrilu mÏla
 podstatnÏ menöÌ vliv na retenËnÌ chov·nÌ deriv·tu BG 832
 neû na ostatnÌ deriv·ty, coû je d˘sledek p¯Ìtomnosti pol·r-
 nÌ hydroxyskupiny v postrannÌm alkylovÈm ¯etÏzci deriv·tu
 BG 832.


NÌzkÈ hodnoty retenËnÌch faktor˘ doprovodn˝ch neËistot
 (s v˝jimkou neËistot u deriv·tu BG 906) ukazujÌ na jejich
 znaËnÏ pol·rnÌ charakter, patrnÏ odpovÌdajÌcÌ v˝chozÌm sloû-
 k·m syntÈzy deriv·tu 9-(alkylthio)akridinu (obr. 1). Ze zÌska-
 n˝ch experiment·lnÌch dat je patrnÈ, ûe separace v mobilnÌ f·zi
 acetonitril/voda (90:10 v/v) z hlediska kontroly Ëistoty jednot-
 liv˝ch deriv·t˘ byla dostaËujÌcÌ. Vzhledem k absenci standar-
 d˘ (pro majoritnÌ sloûky i pro doprovodnÈ neËistoty) byla
 Ëistota jednotliv˝ch deriv·t˘ (prekurzor˘ lÈËiv) urËena meto-
 dou vnit¯nÌ normalizace. Za dan˝ch experiment·lnÌch pod-
 mÌnek (detekce p¯i 230 nm, pr˘tokov· rychlost 4µl.minñ1)
 byla stanovena Ëistota 100,0 % pro deriv·t BG 757, 90,2 %
 pro deriv·t BG 832, 92,9 % pro deriv·t BG 906, 92,3 % pro
 deriv·t 924 a 100,0 % pro deriv·t 979.


O p t i m a l i z a c e s e p a r a Ë n Ì c h p o d m Ì n e k
 z a ˙ Ë e l e m k v a n t i t a t i v n Ì a n a l ˝ z y


Z d˘vodu zv˝öenÌ citlivosti (zlepöenÌ symetrie pÌk˘) p¯i
 stanovenÌ thioakridinov˝ch deriv·t˘ byl promÏ¯en vliv ace-
 t·tovÈho pufru o pH 3,5 na separaËnÌ chov·nÌ jednotliv˝ch
 deriv·t˘. V mobilnÌch f·zÌch ñ acetonitril/0,2 mol.dmñ3oc-
 tanov˝ pufr o pH 3,5 s promÏnliv˝m obsahem acetonitrilu
 doölo oproti vodnÏ-acetonitrilov˝m mobilnÌm f·zÌm pouze k
 velmi mal˝m zmÏn·m retence. Srovn·vacÌ mÏ¯enÌ byla
 prov·dÏna p¯i stejnÈm pr˘toku mobilnÌ f·ze ñ tj. 4µl.minñ1.


PromÏ¯enÌm van Deemterovy k¯ivky (2ñ5µl.minñ1) v pu-
 frovanÈ mobilnÌ f·zi s 90% obsahem acetonitrilu pro vöechny
 deriv·ty bylo zjiötÏno, ûe ˙Ëinnost kolony roste s klesajÌcÌm
 pr˘tokem mobilnÌ f·ze. Pro mÏ¯enÌ kalibraËnÌch k¯ivek byla
 tedy zvolena pr˘tokov· rychlost 3 µl.minñ1jako v˝sledek
 kompromisu mezi vyööÌ ˙ËinnostÌ a ˙nosnostÌ doby anal˝zy,
 kter· nep¯es·hla u û·dnÈho deriv·tu dobu 22 min (tab. II).


V mobilnÌ f·zi (90:10 v/v) acetonitril/0,2 mol.dmñ3oc-
 tanov˝ pufr o pH 3,5 a pr˘tokovÈ rychlosti 3µl.minñ1byly
 pro vöechny deriv·ty promÏ¯eny kalibraËnÌ k¯ivky p¯i dvou
 vlnov˝ch dÈlk·ch (214 a 230 nm) v koncentraËnÌm rozsahu
 1.10ñ6mol.dmñ3aû 1.10ñ3mol.dmñ3. Metodou line·rnÌ regrese
 byla vyhodnocov·na z·vislost jak plochy pÌku vs. mol·rnÌ
 koncentrace, tak v˝öky pÌku vs. mol·rnÌ koncentrace. Kaûd·


koncentrace p¯ÌsluönÈho deriv·tu byla promÏ¯ena 4◊. Do kali-
 braËnÌch graf˘ byla vyn·öena pr˘mÏrn· hodnota plochy a v˝ö-
 ky ze Ëty¯ mÏ¯enÌ. V tabulce III a IV jsou uvedeny zÌskanÈ


˙seky, smÏrnice, korelaËnÌ koeficienty (r) a line·rnÌ rozsahy
 kalibraËnÌch p¯Ìmek (plocha vs. koncentrace) pro obÏ vlnovÈ
 dÈlky. Na obr. 5 je pro n·zornost uveden pr˘bÏh z·vislosti log
 plochy pÌku na log mol·rnÌ koncentrace pro deriv·t BG 924
 pro detekci p¯i 214 nm.


Ze zÌskan˝ch parametr˘ kalibraËnÌch p¯Ìmek je patrnÈ, ûe
 detekce pro deriv·ty BG 757, BG 832 a BG 906 je citlivÏjöÌ
 p¯i 230 nm, zatÌmco pro deriv·ty BG 924 a BG 979 je citlivÏjöÌ
 p¯i 214 nm, coû je v souladu s jejich strukturou. NejvyööÌ hod-
 nota smÏrnice, a tedy nejvÏtöÌ citlivost byla pozorov·na pro
 deriv·t BG 979 p¯i 214 nm (viz tab. III). ⁄seky vöech kali-
 braËnÌch p¯Ìmek se neliöÌ statisticky v˝znamnÏ od nuly, a tudÌû
 vöechny tyto kalibraËnÌ p¯Ìmky proch·zÌ nulou. U vöech zÌska-
 Obr. 4. Vliv obsahu organickÈho modifik·toru v bin·rnÌ mobilnÌ f·zi acetonitril/voda na retenËnÌ chov·nÌ vybran˝ch deriv·t˘ BG 757
 a BG 979; pr˘tok mobilnÌ f·ze 4µl.minñ1, detekce p¯i 230 nm, obsah acetonitrilu v mobilnÌ f·zi 1 ñ 100 %, 2 ñ 90 %, 3 ñ 80 %, 4 ñ 70 % a 5 ñ
 60 % (E a trviz obr. 3)
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(5)Tabulka III


Parametry kalibraËnÌch p¯Ìmek a line·rnÌ rozsahy studovan˝ch deriv·t˘ detegovan˝ch p¯i vlnovÈ dÈlce 214 nm


Deriv·t ⁄seka(SDb) SmÏrnicec(SDb) r Lin. rozsahd


BG 757 0,034 (0,512) 280167 (1465) 0,9998 1.10ñ5ñ8.10ñ4


BG 832 ñ0,001 (0,661) 182613 (2072) 0,9993 6.10ñ6ñ8.10ñ4


BG 906 0,466 (1,738) 231656 (4973) 0,9981 1.10ñ5ñ8.10ñ4


BG 924 1,306 (1,515) 447871 (3520) 0,9996 8.10ñ6ñ1.10ñ3


BG 979 ñ1,351 (2,141) 600936 (5374) 0,9995 4.10ñ6ñ1.10ñ3


amV.s,bSD ñ odhad smÏrodatnÈ odchylky,cmV.s.dm3.molñ1,dmol.dmñ3
 Tabulka IV


Parametry kalibraËnÌch p¯Ìmek a line·rnÌ rozsahy studovan˝ch deriv·t˘ detegovan˝ch p¯i vlnovÈ dÈlce 230 nm


Deriv·t ⁄seka(SDb) SmÏrnicec(SDb) r Lin. rozsahd


BG 757 0,096 (0,725) 491191 (2074) 0,9999 1.10ñ5ñ8.10ñ4


BG 832 ñ0,044 (0,838) 322043 (2626) 0,9996 6.10ñ6ñ8.10ñ4


BG 906 0,658 (1,375) 405172 (4124) 0,9995 8.10ñ6ñ8.10ñ4


BG 924 0,683 (1,198) 322749 (2784) 0,9996 8.10ñ6ñ1.10ñ3


BG 979 ñ0,920 (1,629) 540494 (4089) 0,9996 4.10ñ6ñ1.10ñ3


amV.s,bSD ñ odhad smÏrodatnÈ odchylky,cmV.s.dm3.molñ1,dmol.dmñ3
 Tabulka V


Hodnoty detekËnÌch limit˘ (LOD) a limit˘ stanovenÌ (LOS)
 mÏ¯en˝ch deriv·t˘


Deriv·t 214 nm 230 nm


LOD (M)a LOS (M)a LOD (M)a LOS (M)a
 BG 757 7,8.10ñ6 2,6.10ñ5 5,9.10ñ6 2,0.10ñ5
 BG 832 9,5.10ñ6 3,2.10ñ5 7,1.10ñ6 2,4.10ñ5
 BG 906 7,6.10ñ6 2,5.10ñ5 5,4.10ñ6 1,8.10ñ5
 BG 924 6,3.10ñ6 2,1.10ñ5 8,6.10ñ6 2,9.10ñ5
 BG 979 5,3.10ñ6 1,8.10ñ5 6,0.10ñ6 2,0.10ñ5


aMñ mol.dmñ3


n˝ch kalibraËnÌch p¯Ìmek byl pozorov·n korelaËnÌ koeficient
 velmi blÌzk˝ 1,0000.


DetekËnÌ limit a limit stanovenÌ byl vyhodnocov·n z re-
 gresnÌch parametr˘ kalibraËnÌch p¯Ìmek z·vislostÌ v˝öky pÌku
 na  koncentraci.  Pro detekci  p¯i 214 nm i p¯i 230 nm se
 korelaËnÌ koeficienty, zÌskanÈ pro jednotlivÈ deriv·ty, pohy-
 bovaly v rozsahu 0,9997 aû 0,9998. DetekËnÌ limity (LOD)
 byly vypoËÌt·ny jako trojn·sobek absolutnÌ hodnoty öumu,
 limity stanovenÌ (LOS) byly vypoËÌt·ny jako desetin·sobek
 absolutnÌ hodnoty öumu a jejich hodnoty jsou uvedeny v ta-
 bulce V.


Z·vÏr


Byla  vyvinuta  metoda  pro  separaci a  kvantifikaci pÏ-
 ti nov˝ch, farmaceuticky v˝znamn˝ch thioderiv·t˘ akridinu


pomocÌ kapil·rnÌ kapalinovÈ chromatografie. Byly nalezeny
 experiment·lnÌ podmÌnky, zajiöùujÌcÌ dobrou separaci vlast-
 nÌch l·tek a doprovodn˝ch neËistot. Pro vöechny deriv·ty byly
 promÏ¯eny kalibraËnÌ k¯ivky p¯i dvou vlnov˝ch dÈlk·ch (214
 a 230 nm). Line·rnÌ rozsah kalibraËnÌch p¯Ìmek se pohybo-
 val v oblasti 10ñ6aû 10ñ3mol.dmñ3a detekËnÌ limity se pro
 jednotlivÈ deriv·ty pohybovaly v jednotk·ch aû desÌtk·ch
 µmol.dmñ3.


Pr·ce na tomto projektu byla finanËnÏ podporov·na gran-
 tem GA »R 203/00/1569 a byla souË·stÌ projektu COST Action
 Obr. 5. Z·vislost logaritmu plochy pÌku na logaritmu mol·rnÌ
 koncentrace deriv·tu BG  924  v koncentraËnÌm rozsahu 8.10ñ6ñ
 1.10ñ3mol.dmñ3p¯i 214 nm


ñ3,5


ñ4,5 ñ2,5


log , mol.dmc ñ3
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(6)B 16. Auto¯i dÏkujÌ panÌ Marcele AussenbergovÈ za pomoc p¯i
 experiment·lnÌ pr·ci na tomto projektu.


LITERATURA


1. Modr Z.: Remedia 2, 821 (1994).


2. Barbe J.: Bulletin 1stAcrival Meeting on Chemotherapy
 of Trypanosomatidae, str. 63. Marseille 1992.


3. Schofield P. C., Robertson I. G. C., Paxton J. W.: Cancer
 Chemother. Pharmacol. 44, 51 (1999).


4. Kov·Ë J., Kov·Ë ä.: Organick· chÈmia. SNTL, Praha 1977.


5. Jurlina J. L., Paxton J. W.: J. Chromatogr. 342, 431 (1985).


6. Jayewardene A. L., Santoro J. E., Gambertoglio J. G.: J.


Chromatogr., B 702, 203 (1997).


7. Koöù·lov· I., JelÌnek I., Zimov· N., Barbe J.: Chem. Listy
 91, 369 (1997).


8. Yakosouchi K., Taniguchi I., Yamaguchi H., Aeakawa
 K.: J. Electroanal. Chem. 121, 230 (1981).


9. Vissers J. P. C., Claessens H. A., Cramers C. A.: J.


Chromatogr., A 779, 1 (1997).


10. Vissers J. P. C.: J. Chromatogr., A 856, 117 (1999).


11. Ulmann F.: Liebigs Ann. Chem. 355, 327 (1907).


12. Smolders R. R., Hanuise J., Coonians R., Proietto V.,
 Voglet N., Waefelaer A.: Synthesis 1982, 493.


13. Bisiri N., Johnsos C., KayirÈnÈ M.: Ann. Pharm. Fr. 54,
 27 (1996).


Z. Bos·kov·a, E. Tesa¯ov·b, P. Coufala, B. Kafkov·a,
 and J. Barbec(aDepartment of Analytical Chemistry, bDe-
 partment of Physical and Macromolecular Chemistry, Faculty
 of Science, Charles University, Prague,cFaculty of Pharmacy,
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An analytical method for separation and quantification
offive acridine thio derivatives by capillary liquid chroma-
tography has been developed. A capillary column, 320µm
I.D., filled with the Nucleosil 100-5 C 18 stationary phase,
particle size 5µm, was used. The mobile-phase composition
was optimized in order to obtain a reasonable separation of
the main component ofeach reaction mixture from impurities
from the synthesis and a good quantification. It was shown
that all the derivatives studied were well separated in binary
mobile phases, acetonitrile/water or acetonitrile/0.2 mol.dmñ3
acetate buffer of pH 3.5, with high acetonitrile contents
(90 %). Calibration curves for all the derivatives were mea-
sured at wavelengths of214 and 230 nm in the mobile phase
composed ofacetonitrile/0.2 mol.dmñ3acetate buffer of pH 3.5
(90:10, v/v). The linear dynamic ranges ofthe calibration
curves were between 1.0◊10ñ6and 1.0◊10ñ3mol.dmñ3and
the detection limits for the compounds were in theµmol.dmñ3
range.
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