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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva vyuzitim dvou peenam kladré nabitych
monosubstituovanycl-cyklodextrinovych derivdt (PEMEDA{3-CD a PEMPDAB-
CD) jako chiralnich selektér v kapilarni elektroforéze. Pouziti PEMPDBA-
cyklodextrinu v kapilarni elektroforéze nebylo ddsu odborné literatte uvedeno.
Vlastnosti PEMEDAB-cyklodextrinu byly jiz divé znamé, ale jeho pouZiti pro separaci
enantiomel aminokyselin a jejich derivajesg publikovano nebylo.

Cyklodextrinové derivaty byly testovany jako aditiv v riznych pufrech otizném
pH s gipadnymi gidavky organického modifikatoru. Jako vhodny zakiadlektrolyt,
byl zvolen 15 mmol boratovy pufr o pH = 9,5 beziidavku organického
modifikatoru. Dale byl sledovan vliv koncentraceirémiho selektoru na separaci a
piipadnou enantioseparaci vybranych aralfidavky cyklodextrinovych derivatse
pohybovaly v rozmezi koncentraci 0,0 — 5,0 mmiol-Bylo otestovanodtrnact
anionogennich analyt mezi & patily nativni aminokyseliny, N-blokované
aminokyseliny a profeny, které byly detekovany pomdV-VIS detektoru fi
optimalnich vinovych délkach 214, 254 nebo 280 nm.

Oba chiralni selektory byly vhodné pro enantiosapidi-boc-D,L-tryptofanu, ktery
se dlil na zakladni linii jiz g 0,5 mmol-1* koncentraci chirainiho selektoru. U
testovanych aminokyselin blokovanych terc-butoxpkarylem a u D,L-ketoprofenu
dochazelo kcasténému dleni. Oba selektory se vSak zejménatlkvznatnému
ovlivnéni elektroosmotického toku a jejich nestabilipro pouziti v kapilarni

elektroforéze filis neosedcily.

Klicova slova

kapilarni elektroforéza, chiralni separace, chiradbelektory, monosubstituované

cyklodextrinové derivaty



Abstract

This diploma thesis deals with the applicationved permanently positively charged
monosubstitutedp-cyclodextrin derivatives (PEMEDARA-CD, PEMPDA$-CD) as
chiral selectors in capillary electrophoresis. Use PEMPDAf-cyclodextrin in
capillary electrophoresis has not been reportddarature. Properties of PEMEDB-
cyclodextrin are already known, but its applicatitor separation of amino acid
enantiomers has not been published yet.

Cyclodextrin derivatives were tested as additivedifferent buffers of different pH
and with eventual addition of organic modifier. sgitable background electrolyte 15
mmol-I* borate buffer, pH = 9.5 without organic modifieasvchosen. Furthermore the
influence of chiral selector on separation and &wednenantioseparation of chosen
analytes was evaluated. Addition of cyclodextrirrivddives in concentration range
0.0 — 5.0 was tested. Fourteen anionogenic analytelsiding native amino acid$y-
blocked amino acids and profens, were detected WNRVIS detector at optimal
wavelength 214, 254 or 280 nm.

Both chiral selectors were suitable for enantiossen of N-boc-D,L-tryptophan,
which was baseline separated at concentration lettse as low as 0.5 mmot:|
Tested amino acids blocked with terc-butoxycarboayld D,L-ketoprofen were
partially separated. Both selectors were not slgtédy use in capillary electrophoresis,

due to their influence on electroosmotic flow ahéelit low stability.

Keywords

capillary electrophoresis, chiral separation, dhirselectors, monosubstituted

cyclodextrin derivatives
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Seznam zkratek a symbolu

ACN
boc
Cc
CD
CZE
d
Om
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vzdalenost uraZzeri&lem mobilni faze od startu v TLC
intenzita elektrického pole

elektroosmoticky tok

vysokowinna kapalinova chromatografie

prochazejici elektricky proud

konstanta stability komplexu 1

uplna koeluce pik

celkova délka sepatai kapilary

délka sepakmi kapilary od vstupniho konce k detektoru
methanol

hodnota, kterou nabylo mozné odeSist ze zaznarhiedam ke
spojeni zony analytu se Ztkmvatem elektroosmotického toku
nedetekovano

nuklearni magneticka rezonance

dichlorid mono-6-deoxy-®N,N,N’,N’,N’-pentamethyl-ethylen-
diamonio-cyklomaltoheptosy

dichlorid mono-6-deoxy-®,N,N’,N’,N "-pentamethyl-propylen-
diamonio-cyklomaltoheptosy

nabojcastice i

polon®r ¢astice i

retard&ni faktor

migrani ¢as latky i

migrani ¢as elektroosmotického toku
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1. Uvod

V poslednich ifceti letech se stujuje zajem o separaci a naslédnkvantifikaci
optickych isomeak v riznych vzorcich z oblasti farmacie, potra¥stai, Zivotniho
prostedi ¢i klinické praxe. Tento jev je Zigoben zejména tim, Zmsto byva jeden
enantiomer biologicky neaktivni, ptipact ma jiny, rekdy dokonce i negativnidcinek.
Bylo vyvinuto mnoho technik, zejména vysokonych separnich, které jsou
schopné rozdit enantiomery, ale kapilarni elektroforéza ma atpr plynové
chromatografii nebo vysokdinné kapalinové chromatografii mnoho vyhod. Kklad
to, Ze stabilita analyt neni omezena tolik teplotou, dochazi k menSim repam
rozpoustdel a vzork, analyzy jsou &nngjSi a kratSi, std jednodusSi fistrojove
vybaveni a v neposledtdd existuje mnoho zisohi uspdadani této metody

V prabéhu let bylo pipraveno mnoho chiralnich selekiorale nejrozgensjsi
skupinou jsou jednoziie¢ cyklodextriny a jejich derivaty. &h se kazdormé
syntetizuje a vyuzijeipenantioseparacich zfre@ mnozstvi.

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy, které vodném progedi tvai inkluzni
komplexy s mnoha latkami. Toho se vyuZivid ghiralnich separacich, ale také se
pouzivaji k transportu lékk cilovym tk&nim, katalyzdm, k ovli¢ni rozpustnostii
maskovani. Chemickymi modifikacemi Ize pé&mé snadno specificky upravit jejich
fyzikalni a chemické vlastnosti, jako je rozpustnosnoznosti jejich interakci. Existuje
jiz velké mnoZstvidznych derivai, které jsou komené dolre dostupné. Ve &sSine
piipadi se vSak jedna o nahaflisubstituované derivaty. U takového produktu neni
mozné pesré popsat jeho vlastnosti a vysledky s nimi dosazev&i tudiz horSi
reprodukovatelnost. Proto je snaha syntetizovat aswipstituované derivaty
cyklodextrini. Jejich syntéza je sice néngjSi, ale tyto latky jsou pak mnohem vice
regioselektivni, coZ je pro stereoselektivitu patts# .

Pt pouziti nabitych cyklodextrinovych deriviaize separovat i nenabité analyty.
Navic u permanengnnabitych derivat je sice nutné zajistit konstantni hodnotu pH
z&kladniho elektrolytu dhem analyzy, ale tu Ize volit v mnohem SirSim rbzsa Ize
tak k separaci vyuzit i coulombické interakce.

Jak jiz bylo zmigno vySe, syntéza monosubstitovanych detiy@ipongrné narana,

a tak i vy€zky nejsou pilis vysoké, ¥tSinou se jedna o miligramova mnozstvi. Proto je
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vyhodné ke studiu vlastnostichto cyklodextriti pouzivat kapilarni elektroforézu, kde

Ize snadno rnit podminky analyzy a sp@ba zasobnich roztbéle minimalni.
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2. Teoreticky Gvod

2.1 Elektroforéza
2.1.1 Historie
Prvni principy, na kterych je zaloZena separaakl@bmoci elektrického pole, byly
popsany jiz vroce 1892 zj&tim, Ze se anorganick&astice v koloidnim roztoku
v elektrickém poli pohybuji. Nasledrse pohybcastic v elektrickém poli potvrdil u
proteini putujicich ve vodnych roztocich. A fdatych letech dvacatého stoleti bylo
zkonstruovano prvni #geni, které bylo timto Zsobem schopno roélit proteiny
krevniho séra. Za tuto praci dostal v roce 1948eAriselius Nobelovu cenu. Kapilarni
elektroforéza, P které byla pouzita lemenna kapilara s viitim ptimérem 75um,
byla popsana az roku 1981 J. W. Jorgensonem a Kukacsovou a byl tak zahajen
velky rozvoj této metody’. Prvni komeini pristroj pro kapilarni elektromigeaf
metody se z#l prodavat v roce 1988
Dnes existuje Sest zakladnich kapilarnich elektgoasnich separénich technik,
které se di zejména dle mechanismu separace a dale dle mithenného v sepatai
kapilae. Jedna se o:
= kapilarni zénovou elektroforézu
= kapilarni gelovou elektroforézu
= micelarni elektrokinetickou kapilarni chromatografi
= elektrochromatografii v napénych kapilarach
= kapilarni izoelektrické fokusovani
= kapilarni izotachoforéZu

2.1.2 Zaklady kapilarni zonové elektroforézy

Kapilarni zénova elektroforéza piatdo skupiny elektromigtmich metod, které
k separaci nabitych slozek vzorku vyuZivaji vliiMekerického pole. Jedna se o jednu
z nejjednodussSich metod z této skupiny, protozeztieni latek dochazi v kapil@,
ktera je nejastji kiemenna, v homogennim priedi zakladniho elektrolytu na zakkad
riznych pohyblivosti jednotlivych ionogennich lateteato pohyb se nazyva migrace

Nabité ¢astice jsou v elektrickém poli urychleny silou, iége Fimo unerna naboji
sasticeQ [C] a intenzit elektrického poleE [V-m™]. Proti této sile, jejiz stm je dan

znaménkem nabojefipobi silaiteci. Velikost této sily zavisi na polém ¢asticer; [m]
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a na viskozit prostedin [kg-m™*s?], ve kterém se pohybuje. V rovnovaze se tyto sily
sokE rovnaji a rychlost pohybdastice je tak imo Un€rna naboijicastice a intenzit
elektrického pole a néfmo Gnerna velikosti¢astice a viskozi prostedf. Vlastnosti
prostedi a parametry i-tého iontu Ize zahrnout do jedméminné nazyvané
elektroforetick& pohyblivostes; (rovnice 1). Vyslednou rychlost i-tého iontu, |zdy

vyjadiit vztahem (rovnice 9)

et = Qil6mrin [m*V s 1)
Vef,i = Ettef; [m-s™] (2

Intenzita elektrického pole v kapitise udava jako pamvioZzeného natii U [V] na
koncich kapilary a délky kapilaty [m] (rovnice 3).

E=U/L [V-m (3)

Z rovnice (1) je vidt, Ze malé latky s&tSim nabojem maji vysSi mobilitu, nez latky
velké a méa nabité. Kseparaci tedy dochazi diky rozdilnym ekolovym
hmotnostem, tvaru a naboji mezi latkami, ippct stupni solvatace molekul. Kapilarni

z6énova elektroforéza se ale nehodi pro separaabitgch latek.

2.1.3 Elektroosmoticky tok
Mezi transportni jevy uplatijici se v elektroforéze pgatelektroforeticka pohyblivost
jednotlivych latek a dale elektroosmoticky tok. Ten

/ sténa kapilary
vznika pisobenim stejnosémého elektrického pole

oo | @ o . ,

@ @ :@ o na difuzni ¢ast elektrické dvojvrstvy, ktera se
% © O © @® nachazi na rozhrani mezi pevnou a kapalté@sti
%O o @ © vnittni strany kapilary (obr. 2.1). Imobilizovasast
e OOE @ ® dvojvrstvy vznikéa adsorpci jednoho druhu ibmia
% ® O ) sttnu kapilary¢i disociaci ionogennich skupin na

. sttné kapilary; u Kemennych kapilar se jedna o
difuzni vrstva

pevna vrstva silanolové skupiny Tento néaboj na &n kapilary

Obrazek 2.1 Elektricka dvojvrstva J€ kompenzovan tenkou vrstvou épaho naboje a
na skng kapilary
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vznika tak pevna elektricka dvojvrstva, zvana teledmholtzova vrstva, a dale difuzni
vrstva. Mezi stnou kapilary a vrstvou k niiféhajici tak vznika potencial oztavany
jako zeta-potenciél. Po vloZeni géma kapilaru se ionty 2aou pohybovat k ifislusné
elektrod a diky vnitnimu teni prostednictvim solvatovych obalv kapaliré jsou
schopné s sebou strhnout cely objem roztokitomny v separi kapilde.
Elektroosmoticky tok unaSi veSkeré ionty v sepairakapilde stejnou rychlosti,
negispiva tedy k separaci, ale ouvliyje migrani rychlost analyt a celko¥ tedy dobu
analyzy a dinnost separace. Rychlost elektroosmotického tgkadiuje rovnice (4):

Veor= (¢ (/) E  [m-s? (4)

kdee je relativni permitivita zakladniho elektrolytw je jeho viskozita [kgn*s?] a’je
potencial vnitniho povrchu kapilary tedy zeta potencial V]
Do jedné promnné nazyvané elektroosmotickd pohyblivogbr miZzeme opt

shrnout vlastnosti prasdi (rovnice 5).

pueor=¢ Cly [m>V s (5)

Zeta potencial je zavisly na velikosti naboje nénstkapilary, a protoze je tento
naboj zavisly na pH, je i velikost elektroosmotibkétoku zavisla na pH zakladniho
elektrolytu. S¢na nepokryté iemenné kapilary je vice deprotonovaiévysokém pH
a generuje se takétsi elektroosmoticky tok, ktery se dle pH v rozmeadnot 2 az 12
miZe lisit i vice jak dac’.

Velikou vyhodou elektroosmotického toku je jeho gy profil (obr. 2.2).
Elektroosmoticky tok tak né@piva k rozmyvani pik Toho u jinych sepataich
technik, které pouZzivaji k vytveni toku externi pumpy, nelze docilit a jejich tol&
pak parabolicky profil. Toto je jeden #wbdi, prad je elektroforéza vad pripadi

acinngjsi nez chromatografie.
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)

Parabolick];-' Proﬁl

]

Plochy profil Obrazek 2.2 Typy profil

Elektroosmoticky tok unasi latky pouze jednimésem a je tedy moznéfipjedné
analyze rozseparovat klatln zaporrt nabité ionty. H klasickém usptadani kapilarni
zénové elektroforézy afppouziti kemenné nepokryté kapilary, po vlozeni ¢tama
jeji konce viddech desitek kV, dochazi k pohybu katioke kato@ konstantni
elektroforetickou rychlosti a aniantsmérem k anod. Protoze ve &sSiné piipadi je
elektroosmoticky tok &Si nez elektroforeticka pohyblivost aniéntak i ty doputuji ke
katodk, kde byvéa #tSinou umisiny detektor (obr. 2.8Y.

zina eleltricke pole
vzorku S ——

| vl e

separacni
pufr  ——Veor

Veof +Vef,- Ve of +vef',+

]

- H +
- H +
- H +

V wiechn
eof neutrélgi
NN +
| w ! Obrazek 2.3 Princip CZE separace
nesativneé pozitivné -, .
frabita nahita | nabitych slozek vzorku

V praxi se elektroosmoticka pohyblivogtor a elektroforetické pohyblivosticer,
separovanych katiotta aniont pti zvolenych experimentalnich podminkach, jako je

teplota, viskozita, iontova sila a pH zakladnihekeblytu, vypd&itaji pomoci rovnice
(6) a rovnice (7):

peor = La Le/U "teor [cm?V s (6)

peti = Lo Le/U " (U tmigi — 1/ teop)  [emPVhsT] (7)
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kdeLq je délka sepatai kapilary od vstupniho konce k detektoru [cin]je celkova
délka sepréni kapilary [cm], U je vlozené nafii béhem analyzy [V], tmigi j€
pozorovany migrni ¢as i-tého analytu [s] dgor je migrani ¢as znakovaie
elektroosmotického toku [3].

Separani selektivitu a dvojice separovanych slozek lze vyfiat z pongru
pozorovanych migiaichcasi pozdji a drive eluujici slozkytmig 2 atmig,1, 0d kterych je

odesten migr&ni ¢as znakovase elektroosmotického tokor (rovnice 85.

a = (tmig,2 — eon) / (tmig,1 — 0P (8)

2.1.4 Ovlivnéni separace

Na separaci ma zday vliv elektroosmoticky tok, tedy i jeho zma. Té Ize snadno
docilit zménou typu zakladniho elektrolytu nebo jeho hodnotpd. Velikost
elektroosmotického toku e ovlivnit i iontova sila, tedy koncentrace zakldmb
elektrolytu.Cim vice je iont v roztoku, tim vice se zahusti elektricka dvojash snizi
se tak elektroosmoticky tokiiPhizSich koncentracich se ale bohuzel snizujegnir
kapacita zakladniho elektrolytu

Ke snizeni elektroosmotického tokurigpiva \tSinou gFidavek organického
modifikatoru do zakladniho elektrolytu, protoZe iviilje zeta potencidl Tento
piidavek ma i daldi vlivyCasto zamezujeifpadnym coulombickym interakcim slozek
z&kladniho elektrolytu seéstou kapilary, cozZ je pozitivni. Na druhou stranseparaci,
které vyuZzivaji komplexaci, tiZe mit i negativni vliv, jelikoz se modifikator trhe
komplexovat Iépe nez analyt.

Vliv na elektroosmoticky tok maji i jina aditiva kladniho elektrolytu, najklad
povrchow aktivni latky adsorbujici se nasst kapilary.

DalSi moZnosti, jak ovlivnit separaci, je viozewiSiho napti na kapiléaru, ale tato
moznost nize mit omezeni zidbodu zvySeni Jouleova tepla. Jedna se o zvySovani
teploty roztoku srem do stedu kapilary vlivem proudu, kterytipanalyze prochazi
kapilarou.Cim je tedy nagti vy3si a kapilara $ir3i, tim vice tepla se mubiést do
okoli, jinak dochazi k deformaci plochého profiakt vliivem vytvdeni parabolického
teplotniho gradientu uviitkapilary. ZvySovanim teploty dochazi i ke sniZovani
viskozity zakladniho elektrolytu, a to aZ o 2 — H1g6l °C.

Pro analyzu mohou byt pouZity i pokryté kapilarytoakometné dostupné nebo
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piipravené v laboratornich podminkach dynamickym pibkr kiemenné kapilary
vhodnymcinidlem. Vhodnou modifikaci 8hy kapilary |ze zastavit nebo i obratit &m

s e

nevydrZi takové vykyvy pH jako ty nepokryté

2.2 Chiralita

Pojem chiralita byl definovan v roce 1904 lordemigem. Chiralni sloteniny jsou
takové latky, které existuji ve dvou formach a tfwomy jsou z hlediska konektivity
atomi v molekule stejné, ale prostorovym uianim se liSi a jsou si svymi
zrcadlovymi obrazy. Chiralita se tedy netyka poye@noho atomu v molekule, ale
jedna se o vztah celé molekuly ke svému zrcadlovébnazu. Existence jednoho prvku
chirality sice vede k chiralit celé molekuly, ale obsahuje-li molekula vice mrvk
chirality, uz chiralni byt nemusi. de dojit k jejich vzajemnému vyruseni. Jednotlivé
prvky chirality jsou popisovany pomoci tzv. absoiutkonfigurace a jsou jim
pfitazovany symbolyR neboS, dle prostorového uspédani v molekuf¥. Enantiomery
jsou opticky aktivni a sta rovinu polarizovaného gtla o stejny uhel, ale v opaém
smeéru. Podle toho na jakou stranu @téovinu polarizovaneho stla, se rozdluji na
pravot@ivé (d) a levotdivé (I) enantiomery. Latka, ktera obsahuje ekvimuila
mnozstvi obou enantiomerse nazyva racemat a nevykazuje optickou aktivitu.
Enantiomery se v achiralnim preeti jevi jako totozné, ale v chiralnim piiesti se liSi

ve svych vlastnosteth®2

W w
Z/k""lx xu'"')\z
Y Y

Chiralitu Ize ¢lit dle prvku chirality, ktery se v molekule upiaje. Existuje tedy

Obréatek 2.4 Hklad centralni chiralit}®

chiralita centralni (molekula obsahuje chiralnitcem — obr. 2.4), axialni (chiralni osu)
a planarni (chiralni rovinu). Existuje jé&thiralita helikalni, kter& p&tmezi inherentni
chiralitu, coZz znamena, Ze v molekule neni Zadwglprchirality, ale chiralita je dana

stavbou molekuly z achiralniatésti. Nejvyznam&Simi predstaviteli jsou heliceny, u
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kterych se od nejblizSich k nejvzdagim castem Ize dostat pohybem po asymetrické

Sroubovici (obr. 2.5).

Obrazek 2.5 Rklad helikalni

O chirality u hexahelicerid

VétSina girodnich latek je chiralnich a i Zivé organismyyszhirdlnim prosedim a
umi rozliSovat jednotlivé enantiomery. | kdyZz mafjiantiomery stejné chemické slozeni
a fyzikalni vlastnosti, vykazuji rozdily v biolodié aktivi€, tedy ve farmakologii,
toxikologii, metabolismu aj. Ztoho vyplyv4, Ze @d enantiomer f¥e byt mén
biologicky aktivni nebo zcela neaktivni, v horSirfippt mize mit i nezadoucéi
dokonce toxické &inky. Proto je dostatma enantioseparace zejména farmaceuticky
vyznamnych latek velmi Zadouci, jak uvadikfad chiralniho thalidomidu. Ten byl
prodavan ve forthracematu pod obchodnim nazvem Contergan, Distaddienin, aj.
a jehoS(-) forma nela teratogenni dinky***>

Jako dalsi pklad z praxe Ize uveéziizné chiralni pesticidy. Udkterych vykazuje
poZadovanou aktivitu pouze jeden z enantidgnaeu rEkterych ma kazdy z enantionder

jinou degradeni cestu, z nichZ jednatre vést k toxickym produin®.

2.3 Chiralni separace v kapilarni elektroforeze

Jako prvni upozornil na moznost upkain kapilarni elektroforézy v chiralnich
separacich roku 1985 Gassman, kdyZz se mufipodenantioseparovat dansylované
aminokyseliny v kratkémc¢ase pomoci ipdavku chirdlniho ¢inidla (komplexu
médnatych iont s L-histidinem) do zékladniho elektrolyfu Od té doby se et
publikaci na toto téma rychle zvySil a dnes vicé pelovina praci, zadiujicich se na
chirdlni separace, vyuziva kapilarni elektrofordalio separéni technikd®. Jako
chiralni ¢inidla se pouzZivaji komplexy &di s aminokyselinami, makrocyklick&

antibiotoka, chiralni crown ethery, proteiny, olga polysacharidy, cyklofruktany,
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cyklodextriny a jejich derivaty nebdzné chiralni micelf'2

Enantiomery nemohou byt separovany na zaklemkzdilnych elektroforetickych
pohyblivosti bez fidani chiralniho selektoru do zé&kladniho elektolytebo bez
piedchozi derivatizai reakce s chirdlnintinidlem, protoZe jejich fyzikak chemické
vlastnosti jsou v achiralnim prdéstli stejné a pohybuji se tedy v separakapilde
stejre rychle.

Enantioseparace je mozné prodadoiimym anebo ndfmym zpisobem. U
negimého zg@isobu je nutné nejprve provézt chiralni derivatizpaomoci opticky
¢istého ¢inidla za vzniku diastereocisomerniho paru. Dera@tané enantiomery lze
nasledg separovat v nechiralnim separan systému. Tato metoda vyZaduje pouZiti
vysoce optickycistého derivatizéniho ¢inidla a optimalizovani derivatizai reakce.
Proto je tento postup vyuZivan v praxi raen

U piimé separace se vyuzivdegnostd metody pidani chiralniho selektoru do
zakladniho elektrolytu. #° separaci se vyuziva toho, ze chiralni selektosghopen
interagovat s jednim z enantiomefice nez s druhym, a to pomoci vodikovyclsthi,
interakci penosu naboje, hydrofobnimi interakcemi, elektrastgitni nebo dipdl-dipol
interakcemi aj. Vznikaji tak labilni fpchodné) komplexy mezi jednotlivymi
enantiomery a chiralnim selektorem (diastereoisamgéry), které se liSi v konst&nt
stability, a niize tak dojit k jejich separaci.

| ptima separace m&kolik nevyhod. Bhem separace e dochézet k interakci
chiralniho selektoru se&tou kapilary, nize se flis zvysit celkova vodivost systému a
tak i Jouleovo teplo, selektorte byt v sepataich podminkach nestabilti Spatré
rozpustny, mize i zn&n¢ absorbovat v UV oblasti, coz vede ke snizenivasii UV
detekce. Bdani organického modifikatoru do zakladniho elektiu miZze zlepSit
rozpustnost adkdy i stabilitu selektoru, pdfpact omezit interakci se &ou kapilary.
Vé&tSinou stai i piidavek malého mnozstvA

Teoreticky model pro ifimé separace byl poprvé popsan Wrenem a Rowem na
zatatku devadesatych let, KkKie matematicky odvodili optimalni koncentraci
cyklodextrinu vhodnou pro maximalini rozlig€hiVigh pak v roce 1993 zahrnul mezi
separéni parametry kromh typu a koncentrace chiralniho selektoru i pH zdkibo
elektrolytf®. Oba modely pracuji se systémem, kdy je konceatraékladniho

elektrolytu mnohonasolsnvyssi nez koncentrace cyklodextrinu (chiralnihielgeru) a
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jeho koncentrace je vySSi nez koncentrace analyakze lze pedpokladat, ze
analyticka koncentrace cyklodextrinu je skoro siejjako koncentrace komplexu
cyklodextrin-pufr a nezemi se i kdyZ se do roztokuiga analyt. B analyzach ¥tSinou
plati, Ze stechiometrie interakce mezi analyterhigalmim selektorem je 1:1. Potom je

mozné ukit rozdil v mobilitAch mezi jednotlivymi enantionygpomoci rovnice (9):

A= py —p2 = (ue + pueaKa[F)/(1 + Ke[F) - (ue + ue2K[F)/(1 + Ko[]) 9)

kde 11 a up jsou elektroforetické pohyblivosti prvniho a drabéenantiomeruye je
elektroforetickd pohyblivost obou nekomplexovanyatantiomek v roztoku,ug;s a
uezs jsou elektroforetické pohyblivosti jednotlivych kplexi enantiomer-chiralni
selektor, K; a K, jsou konstanty stability kompléx jednotlivych enantiomér
s chirdlnim selektorem &[ je rovnovazna koncentrace chirdiniho selektoridokiré
chiralni separaci dochazi, pokud je kompteMaovnovaha rychla a vrath& rovnice
(6) vyplyva, Ze k rozéleni enantiomer je nutné, aby ®& kazdy z nich jinou mobilitu
v asociovaném stavu nebo se liSily jejich konstastgbility. Kdyby se liSila mobilita
jen mezi volnou a asociovanou formou, ale ve vyalealy to byl stejny rozdil pro oba

enantiomery, a konstanty stabHit aK, byly stejné, nedochézelo by k sepafaci

2.4 Cyklodextriny
Cyklodextriny byly objeveny v roce 1891, ale det&ibyly popsany az v roce 1903
Schardingeref?. Jednd se o cyklické oligosacharidy sloZzené =z D-(+)-
glukopyranosovych jednotek spojenych vazbau(1,4). Nativni cyklodextriny,
vyuzivané v analytické chemii, se sestavaji zd,5sstimic¢i osmi glykopyranosovych
jednotek a jsou ozwavany vzestuph dle jejich p@tu jako a-, B- a y-cyklodextriny
(obr. 2.6%>.
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OH@

9]
HO m =0, o-CD
m =1, 3-CD
m =2, v-CD
Obrézek 2.6 Struktura cyklodextéitf

Cyklodextriny maiji tvar toroidu (dutého kuzele)eit ma na uzsim okraji primarni a
na SirSim okraji sekundarni hydroxylové skupinynitiék toroidu, nazyvany kavita, ma
lipofilni charakter zpsobeny orientaci nepolarni vazby do kavity. Optothu vrEjSi
strana je dostate¢ hydrofilni, coZz zfsobuje, Ze je cyklodextrin rozpustny ve ¥od
Velikost kavity je pro kazdy typ cyklodextrinu jirgdpolarita uvnit dutiny klesa s jejim

rozmsrent??* zakladni charakteristiky-, - ay-cyklodextrinu shrnuje tabulka 2.1.

Tabulka 2.1 Vlastnosti cyklodextfiff

a-CD B-CD y-CD
pocet glukosovych jednotek 6 7 8
molarni hmotnost [gnol] 973 1135 1297
rozpustnost ve vadpri 25 °C [g/100 ml] 14,5 1,85 23,2
pramér kavity: horni/dolni [nm] 0,47/0,52 0,60/0,64 0083
piiblizny objem kavity [nn] 1,74 2,62 4,27

Cyklodextriny se i v nativni forgnlisi svoji rozpustnosti ve védp-Cyklodextrin je
piiblizné o fdd mér rozpustny nez zbylé dva cyklodextriny. Jeho rohmost Ize
vyrazré zvysit gidanim maoviny, soli, nebo organického modifikatoru (zejména

dimethylsulfoxidu) do roztold. Nizk& rozpustnosp-cyklodextrinu je zfsobena
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tvorbou intramolekularnich vodikovych vazeb mezdioxylovymi skupinami na C-2
jedné glukapyranosové jednotky a hydroxylovymi skami na C-3 u sousedni
glukopyranosové jednotky. Tyto vazby pakifveouvisly pas a molekula je tak velmi
rigidni. Oproti tomu ua-cyklodextrinu pas vodikovych vazeb neni Uplny,Sesti
moznych vazeb se t¥iopouzectyii z daivodu drobné deformace jedné glukopyranosové
jednotky, a proto je vice rozpustnyCyklodextrin je z &chto ti oligosacharid nejvice
rozpustny diky své flexibilni strukte’®.

DuleZitou vlastnosti cyklodextrinje jejich schopnost twd inkluzni komplexy tzv.
hostitel-host komplexy (obr. 2.7). Latka s vhodnystrukturnimi vlastnostmi (host) je
schopna interagovat s kavitou hostitele. Vznikléngptexy nejsou trvalé, podléhaji
dynamické rovnovaze, kdy vznikaji a zanikaji nekemtni vazby mezi nepolarnimi
skupinami hosta s dutinou cyklodextriiuK oddsleni enantiomer musi ale fispivat i
dalSi interakce, a to mezi substituenty asymethiokéentra analytu a hydroxylovymi
skupinami na okraji cyklodextriiti Asi nejvice slodenin je vhodnym hostem pi
cyklodextrin, a proto je komeém¢ nejdostupsSim. Vhodnymi latkami, které dob
zapadaji do jeho kavity, jsou ty, co obsahuji jedérdva aromatické kruhy. Pro latky
s maximal@ jednim aromatickym kruhegi linearnim alkylovymietzcem se zase vice
hodia-cyklodextriny ay-cyklodextriny se vyuzivaji pro separace latekce\Womplexni
strukturod®. Pokud vznikne komplex hostitel-host, tak je tekemnplex hydrofilrjsi
nez samotny host a toho se vyuZziigba ve farmacii pro zvySeni rozpustnostitarych

lékid ve vods?®.

H,0
T _on r,OH
R
7
+ =~
£ NN

Obradzek 2.7 Vznik inkluzniho
komplexu mezi cyklodextrinem a

analytem s nazwanim repulznich Sl
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2.5 Cyklodextriny a jejich derivaty jako selektory v kapilarni elektroforéze

2.5.1 Obecné informace

Cyklodextriny jako chiralni latky neabsorbujici Wloblasti jsou i diky porrné
dobré rozpustnosti a relati¥nsnadné modifikaci oblibenymi chiralnimi selektory
Napiiklad nativnip-cyklodextrin ma 35iznych chiralnich cent&r Poprvé byly vyzity
ve spojeni s isotachoforézou v roce 1987 Jelinkekolajako aditivum v zakladnim
elektrolyt.f® a o rok pozdi byla stejnou sepatai metodou Usgns provedena chiralni
separace Snopkem a Kdl. Ve spojeni s kapilarni zénovou elektroforézou ybyl
cyklodextriny vyuZity Fanalim v roce 1988. Dnes jiz dochazi i k vyvoji rychlych
chiralnich elektroforetickych separaci s pouzitimknotipa, které vyuZivaji jako
chiralni selektory cyklodextrirfy =2

Vyhodou pouZiti elektroforézyipchiralnich separacich je nizka Sgiita vzork i
selektoru, ktery Ize vifpac jeho gidavani do zakladniho elektrolytu rychlesmit.
Analyzy byvaji rychlé a probihajitipnizkych teplotach, takze Ize separovat Siroké
spektrum vzorik. Navic se diky plochému profilu elektroosmotickéiotu dosahuje
vysoké @innostf’. Na druhé strahoproti ostatnim sepafaim metodam poskytuje
kapilarni elektroforéza niz8i selektivitu, vysSimily detekce a 1ive dochézet i
k predavkovani kapilary

Samotné enantioselektivni éldni pak lze snadno ovilevat pomoci zmn
v koncentraci ¢i typu cyklodextrinu, déle sloZzenim a hodnotou pldkladniho
elektrolytu & piidanim aditiv, teplotou kapilary, aplikovanym r&m aj’®
Cyklodextriny lze také pouZzivat v dualnich systémes to v iznych kombinacicli
ve spojenti s jinymi chiralnimi selektory jakeia s crown ethehy®

Lze pracovat s vodnymi, polérrorganickymici nepolarnimi pufry, a to pokazdé
s jinou selektivitou. Nevodné systémy navic nalbimgpznost tvorby iontovych pér
predevdim ty jsou pak zodp#iné za chiréini denf’. A pro nativni a neutralni
cyklodextriny jsou kili jejich nizké rozpustnosti ve védelmi vhodné*>>

Derivaty cyklodextriti Ize rozalit na neutralni, pozitivé nabité, negativh nabité,
amfoterni a polymerizujiti Existuje velké mnoZstvi fugkich skupin, kterymi se jiz
poddilo nativni cyklodextriny zmodifikovat. Jejich ¥gt shrnuje mnoho vydanych
prehlednychelanka®3*8%1¢ Modifikaci cyklodextriti se zngni i jejich vlastnosti, Ize

tak zvysit jejich rozpustnost, zlepsSit kompléraschopnosti a jiné vlastnosti. Zejména
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rozpustnost je kiova @i jejich pouziti v kapilarni elektroforéze, kdy peyhodné
vyuZivat cyklodextriny derivatizované skupinamietld jsou ionizovateln&€i maji
permanentni naboj. Tak lze docilit lepsSi interakeezi ionizovatelnym analytem a
selektorem Navic ma takto modifikovany selektofi phodném pH v elektrickém poli
svou vlastni elektroforetickou pohyblivobt

Cyklodextriny Ize rozdit i dle poctu substituovanych hydroxylovych skupin na:

1. monosubstituované

2. definovaré n¢kolikanasobg substituované
3. nekolikanasobw ndhodi substituované
4. persubstituované

U mosubstituovanych je v celé molekule cyklodextrsubstituovana pouze jedna
hydroxylovA skupina na definované pozici. U defiagy nékolikandsobs
substituovanych cyklodextiin jsou derivatizovany d&které hydroxylové skupiny
v urgitych pozicich, ale ne vSechny, na rozdil od nakaglrbstituovanych, které tiio
smes cyklodextriri substituovanych doienych stupi. V pripac persustituovanych
cyklodextrini jsou substituovany vSechny hydroxylové skupiny.

V poslednich letech se z&tnje pozornost na monosubstituované cyklodextrinly, k
jsou vSechny molekuly ekvivalentni. Je tak moznéildovétSi reprodukovatelnosti a
selektivity @i separacich a lépe pochopitéjel které k separaci, respektive
enantioseparaci vedou, rtigpad jaky vliv ma i drobna modifikace. Je ale saiegmé,
7e samotna syntéza takovychto derivi@ mnohem obtizsi a nakladgsie. Vétsina
komegné dostupnych cyklodextrinovych derivge nahods substituovanych. Nejedna
se tedy o chemické individuum, ale o &m polohovych isomér a tzrne
substituovanych homoléagmono-, di-, tri- a vice substituovanych deri)akdy kazdy
ma trochu jiné sepatai schopnosti. Takovéto produkty jsou charaktedayvpomoci

stupré substituce, ktery udava pnérny paiet substituerit na cyklodextrinovém
kruhu?18:2

2.5.2 Neutralni cyklodextrinové derivaty
Neutralni cyklodextrinové derivaty nemaji oprotibitgm derivatim tak dobrou
rozpustnost a selektivitu, al€¢ig@nim fiznych modifikatot a zejména jejich pouzitim

v dudlnich systémech je jejich vyuziti pems Siroké’. Nejpouzivasjsim z &chto
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derivati je pravapodobrg hydroxypropylf-cyklodextrin, ktery vykazuje vysokou
selektivitu, protoZze substituent obsahuje jak polatak i nepolarni skupinu a jedno
chiralni centrum navic. Déle se zejména v dudleictémech uplauji cast&ne nebo i

Gplns methylované cyklodextriry™.

2.5.3 Zaporné nabité cyklodextrinové derivaty

Negativre nabité cyklodextriny maji &Si spektrum vyuZiti nez kladnnabité
derivéaty, a to zejména diky jejich sn&f piipraw a tomu, Ze &Sina analyzovanych
latek jsou léiva, ktera byvaji spiSe bazickeho charakteru. Nprize v gipadt Spati
ve vodk rozpustnych [&v pouZivat i pi nevodnych analyzach Nejpouzivagjsimi a
pravdépodobrd  nejefektivigjSimi  jsou sulfatované a vysoce sulfatované
cyklodextrinové derivafy. Fti vhodnych koncentracich Ize ugkierych analyi
dosahnout nekokaého rozliSeni. Vzhledem k vysoké vodivostthto roztok v3ak
muze dochazet k elektrodisperzi a tedy ke ztracemnadsti. Tento problém &sSinou
vyieSi @idani organického modifikatorwi pouziti dualniho systému zejména
s neutrélnimi derivaty cyklodextfin

Matthijs a kol. porovnali schopnost enantioseparaggsoce sulfatovanych
cyklodextrini s fiznymi neutralnimi cyklodextrinovymi derivaty a négie i s jejich
vzajemnymi kombinacemi u 2Sznych analyi a zjistili, Ze kombinaci neutralniho a
nabitého cyklodextrinu Ize dosahnout lepSich vydiedBylo owieno, Ze je &ké
pomoci teoretického modelu odhadnout tu nejvigdnkombinaci cyklodextrif,
protoZe se i déleni uplatiuje mnoho v,

VétSinou je vyhodné pouzivat derivaty se skupinart@rékjsou silnymi elektrolyty.
Poté je totiz mozné upravit pH zékladniho elektioly poreérné Sirokém rozsahu dle
potreb analytu bez ovlivmi naboje cyklodextrinuCastji se pak vyuZivaji zakladni
elektrolyty s nizkym pH a wthto gipadech dochazi k podeni elektroosmotického

toku a ovliviéni enantioseparate

2.5.4 Kladné nabité cyklodextrinové derivaty
Kladn¢ nabity cyklodextrin mono-(@-aminoethylamino-6-deoxyf}-cyklodextrin ve
spojeni s elektroforézou, konkréta elektrokinetickou chromatografii, pouzil popmweé

roce 1989 TeraBid Dnes jejich vyuZiti, a to zejména monoderiv@tcyklodextrinu,
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v analytické chemii nésta, protozZe jejich syntéza nebyva tolik i@ jako u jinak
nabitych monoderivéat Negasgji se substituuje hydroxylova skupina na pozici Gié
existuji i derivaty se substituci na pozici C-2 meB-3*. Kationtové cyklodextriny
mohou byt silnymi elektrolyty, pokud maji jako stihgenty kvartérni amoniové soli,
anebo slabé elektrolyty, kdyZ obsahuji primarripselarnici tercialni aminoskupirfy.

Jejich pouzivani jéasto limitovano jejich moznou adsorpci na zaparabitou stnu
kapilary, coz mize komplikovat separdciDal$i problém u nabitych derivata to u
nékolikanasobr kladns ale i zaport nabitych, byva velka ztrata sepé&ré (Cinnosti
zpiisobena nevhodnymi interakcemi mezi cyklodextrineraldadnim elektrolytef.

U kladre nabitych cyklodextrii dochazi ke zlepSovani separace sistém jejich
koncentrace az do dosazeni maxima, po kterém ugnaptioseparace nezlepsSuje a
nékdy dokonce i zhorSuje. Je totigmbeno zejména rychlym ridtem iontové sily az
do dosazeni rovnovahy tvorby komplexu cyklodextrinenalytem. A k&li ovlivnéni
elektroosmotického toku tak vznikly komplexcéa@a putovat pomaleji. Tento trend
potvrzuje teoreticky model Wrena a Rowa popiswgkistenci maximalni selektivityip
urtité koncentraci selektotd,

Kationtové cyklodextriny Ize po#énné snadno fipravovat jako permanentmabité a
u tch je velkou vyhodou, Ze neni bezpodniimdenutné udrZzovatigsnou hodnotu pH
zakladniho elektrolytu, ale naopak Ize upravit jéloolinotu tak, aby efektivni mobility
komplexovaného a volného analytu byly &p& Tak Ize docilit co nejlepsi
enantioselektivni separace a dt3i stability vzniklého komplexu. NavictippouZiti
monosubstituovanych cyklodextrinovych derivgé naboj a naslednelektrostaticka
interakce mezi analytem a cyklodextrinem lokaliztvazdy na stejném mésttakze to

té7 fispiva k \&tSi nesymetrii prosedf*°

2.5.5 PEMEDA-B-cyklodextrin

PEMEDA--cyklodextrin (obr. 2.8) je monosubstituovany penmatré dvakrat
kladné nabity derivatp-cyklodextrinu a jeho systematicky nadzev je mond¢exy-6-
N,N,N’,N’,N’-pentamethyl-ethylen-diamonium) derivat cyklomaéiptosy. Substituent
na pozici 6 obsahuje #wkvartérni amonioveé soli, které jsou od sebe vadalges dva
uhliky. Syntézu této latky podrobmopisuje publikace skupiny Jificha a Popr&*2

Nejcastji se syntetizuje ve forghdijodidu, ale je mozna i varianta ve fafmichloridu,
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ktera secastji pouziva pro analytické agly. Anion soli Ize porérné snadno zasmit
pomoci ionto¥-vymeénné chromatografie.

PEMEDA--cyklodextrin je ve vodném roztoku nachylny k tzidofmannow
eliminaci, fi které dochazi k od&peni koncové amoniové skupiny zejména za vysoké

teploty a v bazickém pH
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Obrazek 2.8 Strukturni vzorec PEMEDBAcyklodextrin dichloridu

2.5.6 PEMPDA-B-cyklodextrin

PEMPDA4{-cyklodextrin (obr. 2.9) je monosubstitovany pereratné dvakrat klads
nabity derivat B-cyklodextrinu a jeho systematicky nazev je mondé6xy-6-
N,N,N’,N’,N’-pentamethyl-propylen-diamonium) derivat cyklombkptosy.
Substituent, ktery se nachazi v pozici 6 na cykititeu, tedy obsahuje dvkvartérni

amonioveé soli, které jsou od sebe vzdalengi ahliky. Jako prvni popsal syntézu Popr,
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Jindfich a kol., kterym se podifo tuto latku syntetizovat s vysokymi Waky a bez
nutnosti daliho i@tistovani chromatografickymi metodathi

PEMPDA4{-cyklodextrin je stejd jako PEMEDAS$-cyklodextrin nachylny
k Hofmanno¥ eliminaci, ale nil by byt odol#jSi vzhledem k tomu, Ze vzdalenost mezi

kladng nabitymi dusiky je o jeden uhlik delSi neZtippd PEMEDA-B-cyklodextrinu.
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Obréazek 2.9 Strukturni vzorec PEMPRAcyklodextrin dichloridu

2.6 Charakterizace cyklodextrin(
Pti syntéze cyklodextriin Ize nejjednoduseji jejichistotu ¢i spravny pébéh syntézy
oveéiit pomoci tenkovrstvé chromatografie. Stacionaratef nejastji silikagel i
alumina, je nanesena v tenké visha vhodné desite, na jejiZz okraj se nanasi vzorek.

Desticka se poté nechava v nadolktera je nasycena parami mobilni faze, jez se



29

nachazi na dhnadoby, a vzlinanim mobilni faze vrstvami staciohdaze destiky
dochéazi k unaseni analytu Wizh a k jeho rozélovani mezi stacionarni a mobilni fazi.
Pred dosaZzenim konce degty mobilni fazi je analyza ukéena a po vysuseni desty
dochazi k vyhodnoceni skvrn, tedy Kemi mista, kam doputoval analyt, vhodnou
zobrazovaci technikou. Jako zakladni &iek, ktera utuje polohu separovanych zon,

se pouziva tzv. retartiai faktorRg, ktery se vypoita dle rovnice (10):

Re=di/ dn (10)

kde di znamena vzdalenost, kterou urazil i-ty analyt tadts [cm] ady, je vzdalenost
uraZzenacelem mobilni faze od startu [cm]. Reprodukovateinodoto faktoru neni
piilis velkd a velmi zavisi na podminkéach vyvijeniot® je @i kazdé analyze vhodné
vyvijet krom® vzorku i standard a poté vysledky porovifat

DalSi chromatografické techniky, které lze pro ehéerizaci cyklodextrith pouzit,
jsou vysokodinna kapalinova chromatografie a kapilarni elekiréta. U &chto
technik byva problém, Ze cyklodextriny neabsorluyl z&eni, a proto je nutnéiip
pouZiti UV detektoru vyuZit néfmé detekcE. Tanaka a Terabe pouZili techniky
kapilarni elektroforézy s némou detekci za pouziti pyridinium chloridéiganého do
zakladniho elektrolytu k rozseparovani koomeér dostupného tetraalkylamoniupa-
cyklodextrinu (QAB-CD). Nasleds bylo pomoci hmotnostni spektrometrigemo, Ze
se jedna o sits riznych cyklodextrinovych derivég které se lisi ve stupni substit(te
Cyklodextriny Ize tedy analyzovat i pomoci spektréh metod.

DalSimi vyznamnymi technikami pro charakterizacklogextrini jsou nuklearni
magneticka rezenonance a fotonova kdleraspektroskopie. Pomoci fotonové
koleraini spektroskopie, ktera vyuziva fluktuace intenzityzptylu swtla laseru
v suspenzich, Ize &it velikost molekuly v roztoku. U cyklodextrinse timto o¥iuje,
zda tyto molekuly spolu neagrediji NMR vyuzivd magnetickych vlastnosti jader
nékterych izotofi a pouziva se k @wovani struktur a weni poloh substituetitna
cyklodextrinech®.
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2.7 Cile prace

Otestovat moznosti pouziti PEMEDReyklodextrinu a PEMPDA-
cyklodextrinu jako chiralnich selekiorv kapilarni elektroforéze a porovnat
jejich enantioselektivni schopnosti u vybranychlwiria

2. Optimalizovat podminky elektroforetického ¢fani pro chiralni separace

vybranych analyi.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Material
3.1.1 Cyklodextriny
B-Cyklodextrin ¢istota> 97 %) byl ziskan od firmy Sigma-Aldrich, USA.

PEMEDA--cyklodextrin dichlorid byl ziskan tpvedenim PEMEDA-cyklodextrin
dijodidu pomoci ionto¥-vyménné chromatografie provedené na Kaégearganickée
chemie, FF UK. PEMEDA$-cyklodextrin dijodid byl syntetizovan skupinou doc
RNDr. Jindicha, CSc. z Katedry organické chemiefFPUK podle zatim
nepublikovaného postuffus vy&zkem 98 %. Charakterizace semim fesné polohy

substituent byla provedena pomoci 2D NMR metody na téZze kated

PEMPDA B-cyklodextrin dijodid byl syntetizovan také skupindoc. RNDr. Jinticha,
CSc. podobnym postupem s 98 % &aem a naslednou charakterizaci pomoci 2D
NMR metody. PEMPDAB-cyklodextrin dichlorid byl nasledn ziskan pevedenim
PEMEDA--cyklodextrin dijodidu pomoci iont@wvyménné chromatografie provedené

na Katede organické chemie P UK.

3.1.2 Standardy
D,L-Fenoprofen distota> 97 %), D,L-suprofen¢fstota> 98,0 %), D,L-ketoprofen
(cistota> 98,0%),N-boc-L-tyrosin istota> 98,0%),N-boc-D-tryptofan {istota> 98,0
%), N-boc-L-tryptofan §istota> 99,0 %), D,L-tryptofan dstota > 99,0 %), D,L-
fenylalanin €istota 99%)N-boc-D-fenylalanin istota> 99,0 %),N-boc-L-fenylalanin
(Cistota > 99,0 %), N-acetyl-L-tryptofan {istota > 99,0 %), N-acetyl-D,L-tryptofan
(Cistota > 99,0 %), N-acetyl-D-fenylalanin distota 99 %), N-acetyl-L-fenylalanin
(Cistota 99 %), mandlova kyselingigtota 99 %),R-(-)-mandlova kyselina¢{stota 98
%), D,L-3-fenylml&€na kyselina distota 98 %), L-(-)-3-fenylmkéna kyselina {istota 98
%), N-benzoyl-L-fenylalanin distota> 99,0 %) aN-benzoyl-D-fenylalanin gistota >
99,0 %) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, USB,L-Tyrosin istota 99 %) a
N-boc-D-tyrosin ¢istota> 98,0 %) byly ziskany od firmy Fluka, USA. Jejidinugkturni

vzorce shrnuje obrazek 3.1.
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3.1.3 Ostatni chemikalie
Thiomatovina €istota p.a.) byla ziskana od firmy Merck, USA. &britan disodny,
dekahydratdistota p.a.) a dihydrogenfosf@rean draselnygfstota p.a.) byly zakoupeny
u firmy Lachema,CR. Hydroxid sodny istota p.a.), kyselina chlorovodikova 35%
(Cistota p.a.), kyselina sirovd 96%istota p.a.), octan amonnyigtota p.a.),
tris(hydroxymethyl)aminomethagigtota > 98 %) byly ziskany od firmy Lach-Né€IR.
Methanol pro HPLCdstota> 99,9 %) a acetonitril pro HPLGiétota> 99,9 %) dodala
firmy Sigma-Aldrich, USA a hydroxid draseln¥igtota p.a.) a octovou kyselinu 99,8%
(¢istota p.a.) firma Penta;R. Deionizovana voda Milli Q byla odebrana #sproje
Millipore, Milford, USA.

3.2 Zafizeni

Slozky puffi byly vazeny na analytickych vahach APX-100, Denirstrument,
USA a standardy na vahach Precisa Instrument 290B@8isa, Svycarsko.

Hodnoty pH roztok byly méreny pomoci pH metru 3510 Jenway, UK se skieu
pH elektrodou Jenway, UK, ptipact pomoci univerzalnich indikatorovych papirk
pH 0 — 12, Lachem&R.

Roztoky puffi byly fitrovany ges filtry Nylon 66 Membranes 0,2m x 47 mm,
Supelco Analytical, USA s vyuZitim membranoveé puntgyu M401, Kovovyrova F.
Novotny, Kojetice na Moray CR. K odplyréni roztoki a zlep3eni rozpustnosti vzark
byl pouZzit ultrazvuk LC30H, EIma&R.

Detekce cyklodextrinovych deriviaia jejich rozpadovych produktbyla provedena
na silikagelovych destkach, DCAlufolien Kieselgel 60 F254, Merckgibecko.

Elektroforeticka nifeni byla provedena ndiptroji PrinCE 250 autosampler, PrinCE
Technologies B.V., Nizozemsko s UV-VIS spektronaiym detektorem: Spectra 100,
Thermo Separation Products, USA za pouziti nemaiiné kemenné kapilary s

vhitfnim priimérem 75um a vrgjSim pimérem 375um CACO, Slovensko.

3.3 Priprava standard

Byly ptipraveny zasobni roztoky standartestovanych analfyto koncetraci 0,5
mg-mi*. Fenoprofen, suprofen a ketoprofen byly rozgmgtv 100% methanolu a
ostatni standardy ve $si 1:1 ¢istého methanolu a 0,015 mdl-boratového pufru o
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pH = 9,5. Pro analyzu bylo nutné vzorky jestredit pomoci 0,015 mol*lboratového
pufru o pH = 9,5 na vyslednou koncentraci 0,25 mg: m

Z&sobni roztok thiommviny byl gipraven jejim rozpushim v deionizované vad
na vyslednou koncentraci 0,1 mg-ml

3.4 Pfiprava zakladniho elektrolytu

Boratovy pufr byl pipraven z vodného roztoku dekahydratu tetraboritdisodného
o koncentraci 0,015 mol*la pomoci 0,1 molihydroxidu sodného bylo upraveno pH
roztoku na pH = 9,5.

Fosfatovy pufr byl fipraven z vodného roztoku dihydrogenfostor@nu draselného
o koncentraci 0,025 mottla pomoci 1 molihydroxidu draselného bylo upraveno pH
roztoku na pH =8,5a 6,5.

Tris pufr byl gipraven pomoci vodného roztoku tris(hydroxymethyly@omethanu o
koncentraci 0,025 mol*la pomoci nEedné 36% kyseliny chlorovodikové v pém
1:1 s vodou bylo pH roztoku upraveno na pH = 9,5.

VSechny tlumiveé roztoky bylyied pouZzitim pefiltrovany gres kometni filtry Nylon
66 Membranes 0,2m x 47 mm, aby se zabranil¢ipadnému ucpani kapilary.

Roztoky cyklodextrinu a cyklodextrinovych deriidbyly pripraveny rozpugnim
piislusného mnozstvi selektoru v zakladnim elektplytak aby byly ziskany
pozadované nasledujici koncentrace:

B-cyklodextrin  borétovy pufr pH = 9,5: 15 mmof-|
PEMPDA-B-CD fosfatovy pufr pH = 8,5:1,0 mmol-1'
fosfatovy pufr pH = 6,5:1,0 mmol-1*

boratovy pufr pH = 9,5: 0,1 mmot|
0,5 mmol-
1,0 mmol-t
1,5 mmol-t
2,5 mmol-T
3,0 mmol-*
5,0 mmol-1

PEMEDA-B-CD boréatovy pufr pH = 9,5: 0,1 mmot|
0,5 mmol-t
1,0 mmol-t
2,5 mmol-t
5,0 mmol-t
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Tyto roztoky nebylo moznéfpravovat ve ¥tSich objemech do zasoby vzhledem

k Spatné stabikt cyklodextrinovych derivdtv zasaditych roztocich.

3.5 CE analyza

Pro CE mdieni byla pouzita nepokrytaidmenna kapilata s viitim primérem
75um o celkové délce 66,5 cm a efektivni délce 51,5 ¥aorky byly davkované
tlakem 100 mbar po dobu 2,5 sekundy. &awlozené na kapilaru bylo 15 kV a
kapilara byla termostatovana na 20 °C. UV absudrgpektra byla snimana pomoci
detektoru p vinovych délkach 214, 254 nebo 280 nm podi&eného analytu. Jako
marker elektroosmotického toku byl pouzit methanek kterém byly vzorky
rozpustny.

Kazdy den byla kapilara na ¢a@tku méreni kondiciovdna nejprve 2 minuty
deionizovanou vodou, poté 4 minuty 1 molroztokem hydroxidu sodného, dale 2
minuty opét deionizovanou vodou a nakonec 6 minut zakladrnaktelytem. Nasled&
byla provedena zkuSebni analyza thiémony, jakozto markeru elektroosmotického
toku, bez pdani cyklodextrinu do zakladniho elektrolytu, kéteni pachodnosti
kapilary. Mezi jednotlivymi analyzami byla kapilangromyvdna 2 minuty pouze
roztokem zakladniho elektrolytu,fipadré i s pfidavkem chiralniho selektoru. Po
ukondeni mefeni byla kapilara f@s noc uchovavana prazdna, bez zakladniho
elektrolytu, po pedchozim nasledujicim promyti: 2 minuty deionizamarvodou, 3
minuty 1 mol-T roztokem hydroxidu sodného, 6 minut deionizovamodou a 6 minut
vzduchem.

Pro vyhodnoceni dat byly pouzity softwary ClaritpataApex, CR, Origin 8,
OriginLab Corporation, USA a Microsoft Excel 2008icrosoft Corporation, USA.

3.6 Detekce rozpadovych produktd cyklodextrinovych derivat(

Byl piipraven roztok PEMPD#A-cyklodextrinu a PEMEDA3-cyklodextrinu o
koncentraci 2,5 mmol#lv 15 mmol-T boratovém pufru o pH = 9,5 a objemu 200na
ktery bylo vloZzeno nafii a stejny roztok, nad&y nagti vioZzeno nebylo a ktery byl
uréeny jako zasobni roztok k porovnavani. Na testovaaéky bylo vzdy 4 hodiny
vkladano nagti 15 kV a po kazdych 30 minutach byl proveden&dbul ze vstupni
vialky, ktery byl pouZit k provedeni tenkovrstvé ramatografie. TLC sepatai
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soustava se skladala ze silikagelovych dektb délce 4 cm a sisi metaholu, octové
kyseliny a 1% vodného roztoku octanu amonného véporh0:1:9 ¢/v/v) jako vyvijeci
soustavy. Na kazdé deste byl separovan vzorek, na ktery bylo vioZeno étiap
souasre se vzorkem k porovnavani. K vyvolani chromatogtafch skvrn byla po
vysuseni destky pouzita karbonizmi detekce, provata pondenim destiky do 50%
kyseliny sirové s naslednym zaklim. Nakonec byly porovnany a @étieny vzdalenosti

skvrn od startu a vygdtany retardéni faktory.

3.7 Ovéreni stability pH zakladniho elektrolytu

Bylo pipraveno 200ul 15 mmol-1* boratového pufru o pH = 9,5. Na tento roztok
bylo vioZzeno po dobu 4 hodin n#p 20 kV a poté bylo vzhledem k jeho malému
objemu zndteno jeho pH pomoci pH papirku.



37

4. Vysledky a diskuse

4.1 Vybér vhodnych analytt

Vzhledem k pouziti UV-VIS detektoru bylo nutné jakmalyty pouzivat latky
obsahujici vhodny chromofor pro detekci, jako jeifldad aromatické jadro. Jelikoz
testované p-cyklodextrinové derivaty obsahuji &vpermanentti kladre nabité
amonioveé skupiny, byly jako analyty vybrany latkigsahujici karboxylovou furdki
skupinu, jako jsou aminokyseliny profeny, aby @ vhodnych hodnotach pH mohlo
dojit k elektrostatické interakci mezi chiralnimledgdorem a analytem. Aby se tato
interakce je& podpdila, tvorily jednu skupinu aminokyseliny, které majiznymi

funkénimi skupinami blokovanou aminovou skupinu.

4.2 Separace vybranych analytll bez pfidavku chiralniho selektoru

4.2.1 Vybér zakladniho elektrolytu

Vybér separéniho pufru a jeho hodnoty pH byl vzhledem k padpalisociace
karboxylové skupiny fitomné v molekule analfyt orientovdn na z&saditou oblast.
Vlastnosti puftt byly zkouSeny s vyuzitim roztoku thiogmviny jakoZzto markeru
elektroosmotického toku a dale prekolik zastupé jednotlivych skupin vybranych
analyti.

Jako nevhodny pro analyzu zvolenych anaiyjtez gidavku chiralniho selektoru byl
vyhodnocen 25 mmol*ITRIS-chloridovy pufr o pH = 9,5. Bylo sice dosaZerinkych
proudi béhem analyzy, $# napeti 15 kV byl prochazejici proud pouze 1@, ale
nebylo docileno akceptovatelného tvaru dpikybranych analyt, které byly milis
Siroké.

PouZitim 25 mmol-} fosfatového pufru o pH = 8,5 bylo dosaZeno vhodngftaru
pikd, ale @i generaci porrné vysokého proudu, a to az 8A pii napsti 15 kV. Poté
byl vyzkouSen fosfatovy pufr o stejné koncentraté, o pH = 6,5. U tohoto pufru doslo
k snizeni prouduip15 kV na 34pA a srovnatelnému tvaru pikOba pufry pak byly
dale pouzity i s idavkem chiralniho selektoru.

Jako posledni byl vyzkouSen boratovy pufr o pH,5, @tery se jevil jako vhodny.
Proto byly testovany dvjeho koncentrace, a to 25 mmdl-a 15 mmol-f. Dale byl
vyzkouSen i vliv pidavku organického modifikatoru (deseti objemovymocent) a
nagéti na velikost proudu a rychlost elektroosmotickéo@u. Vysledky pro nizsi
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koncentraci boratového pufru shrnuje obrazek 4.1:
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Obrézek 4.1 Vliv pidavku organického modifikatoru a riipna velikost proudu (A) a
velikost elektroosmotického toku (BjipouZiti 15 mmol-f boratového pufru o
pH =9,5.

Pii pouziti 25 mmol-t boratového pufru dochazeldi gvySovani nagti k presazeni
proudové hodnoty 10QA. Takto vysoky proud by mohl #Agobit rozklad chiralniho
selektoru a zhorsit separaci fistem Jouleova tepla. Proto byla tato koncentradel pu
vyiazena a vliv organickeého modifikatoru jiz nebyldsglean pro vyssi hodnoty nép
(obr. 4.2).
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Obrazek 4.2 Vliv pidavku organického modifikatoru a riipna velikost proudu (A) a

velikost elektroosmotického toku (BjipouZiti 25 mmol-T boratového pufru o
pH =95
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4.2.2 Separace vybranych analytti v 15 mmol-I* boratovém pufru o pH = 9,5

Mobility v8ech zvolenych analyt byly nangieny v 15 mmolt boratovém o
pH=9,5 bez fidavku organického modifikatoru fip napsti 15 kV, s vyuZitim
methanolu jakozto markeru elektroosmotického tdttary slouzil i jako rozpoustllo
vybranych analyi. Vysledky ngfeni s udanim vinovych délek,iipkterych byly
detekovany jednotlivé analyty, shrnuje tabulka #thové délky pro snimani zaznamu

byly vybrany dle literatury, aby bylo docileno cejvétsi odezv§’484°->0

Tabulka 4.1 Elektroforetické pohyblivosticf), migracni ¢asy €) a vinové délky UV
detekce {) sledovanych analftv 15 mmol-T boratovém pufru o pH = 9,5

A t HUef
analyt nm min  10'.cnfvis?

D,L-fenoprofen 214 9,45 -1,85
D,L-suprofen 254 9,88 -2,02
D,L-ketoprofen 254 9,81 -2,00
D,L-tyrosin 214 8,69 -1,56

N-boc-D-tyrosin 214 9,35 -1,96
N-boc-L-tyrosin 214 9,31 -1,78
N-boc-D,L-tyrosin (1:2) 214 9,24 -1,63

D,L-tryptofan 214 7,80 -1,15

N-boc-D-tryptofan 214 9,07 -1,84
N-boc-L-tryptofan 214 9,07 -1,86
N-boc-D,L-tryptofan (1:2) 214 8,53 -1,75
D,L-fenylalanin 214 8,59 -1,63

N-boc-D-fenylalanin 214 9,33 -2,04
N-boc-L-fenylalanin 214 9,10 -2,06
N-boc-D,L-fenylalanin (1:2) 214 9,10 -2,07
D,L-mandlova kyselina 214 12,47 -3,03
R-(-)-mandlova kyselina 214 10,91 -2,61
D,L-3-fenylmlé&na kyselina 214 10,99 -2,47
L-(-)-3-fenylmlé&na kyselina 214 11,31 -2,67
N-acetyl-L-tryptofan 280 9,89 -2,17

N-acetyl-D,L-tryptofan 280 10,45 -2,37
N-acetyl-D-fenylalanin 214 10,18 -2,41
N-acetyl-L-fenylalanin 214 9,97 -2,44
N-acetyl-D,L-fenylalanin (1:2) 214 10,07 -2,43
N-benzoyl-L-fenylalanin 214 9,07 -1,89
N-benzoyl-D-fenylalanin 214 8,86 -1,89
N-benzoyl-D,L-fenylalanin (1:2) 214 9,02 -1,99

*porér D a L formy je 1:2
Pti méfeni bez pidavku chiralniho selektoru nedochazelo k enanpiarssci racemét
ani piipravenych srési dvou enantiomér
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4.3 Vliv pfidavku PEMPDA-B-cyklodextrinu do zakladniho elektrolytu

Pro elektroforeticka gteni byl pouzivan dichlorid tohoto selektoru. BykkgpuSen i
dijodid, ale bohuZel dochazelo k velmi rychlémukiadu PEMPDAg-cyklodextrinu
nejspis vlivem elektrického proudu, coz se proj@ovzejména velkym poklesem

absorbance po par minutach probihajici analyzystupaym poklesem proudu.

4.3.1 Vybér vhodného separaéniho pufru

Po pidani chirdiniho selektoru byl fosfatovy pufr vymmten jako nevhodny
zakladni elektrolyt. Pokud byl pouZit pufr o pH s58ak jiz roztok o 1,0 mmol*l
koncentraci PEMPDAS-cyklodextrinu zfsobil, ze @i napiti 15 kV prochazel
kapildrou proud fesahujici 9QA, a to uz je fliS vysoka hodnota. Navic nedochazelo
k separaci analyta Sum z&kladni linie byl velmi vysoky. Fosfatowffpo pH = 6,5 jiz
nebyl tak vodivy, ale vysledny elektroforeogram agipl téngi stejré jako u pufru
s vysSSim pH, proto jiz nebyla dale zkouSena nigsickntrace tohoto pufru.

Jako vhodny zakladni elektrolyt byl vybran 15 mrfibboratovy pufr o pH = 9,5 bez
piidavku organického modifikatoru. Nejprve byl vyzKen i vliv gidavku methanolu a
acetonitrilu do zakladniho elektrolytu HEgavkem selektoru, a to deseti objemovych
procent. Bylo vSak vyhodnoceno, Ze tentwavek nefispiva ke zlepSeni separace, ale
pouze K jejimu prodlouzeni & zpomaleni elektroosmotického toku (viz obr. %.1.
Zpomaleni mohlo byt zpsobeno potkéenim disociace silanolovych skupin na&nst
kapilary, doSlo tedy ke zéné velikosti zeta potencialu, anebo &mou viskozity
zakladniho elektrolytu. Navic dochazelo k&ma nestabilt elektrického proudu

béhem analyzy.

4.3.2 Vliv koncentrace chiralniho selektoru na elektroosmotickou pohyblivost

Velikost elektroosmotického toku byla sledovana poim methanolu jakozto
markeru, protoZze byl vzdyifpomny jako rozpoustlo v roztocich vzork Fridanim
chiralniho selektoru do zakladniho elektrolytu do&lzn&nému ovliviéni velikosti
elektroosmotického toku ifpvelice nizkych koncentracich selektoru. Postupgla
zvySovana koncentrace PEMPRAeyklodextrinu z nuly na 5,0 mmottl Se zvy3uijici
se koncentraci dochazelo ke zpomalovani elektrobského toku, jak je viek na

obrdzku 4.3. Tento jev iie byt zfisoben adsorpci chiralniho selektoru nénst
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kiemenné kapilary vzhledem kedva kladnym nabdm ve struktie selektoru.
Elektroforetickou pohyblivost samotného cyklodexivého derivatu nebylo mozné

urtit, protoze selektor neobsahuje zadny chromoforeryktby mohl byt p@

UV detekci vyuzit. Vzhledem k permanestnkladnému néboji molekuly Ize

piedpokladat, Ze vlastni mobilita PEMPPAeyklodextrinu bude kladna a nezavisla na
hodnot pH prostedi.

M eoF (10'4.cm 2V'1s'1)

0 1 2 3 4 5
C pewpoa (MMolel 1)

Obrazek 4.3 Vliv koncentrace PEMPIBACD na elektroosmoticky tok

4.4 Vliv pfidavku PEMEDA-B-cyklodextrinu do z&kladniho elektrolytu
Pro mefeni byl pouZivdn dichlorid tohoto selektoru, pra@oi PEMEDA$-
cyklodextrinu dijodid se rychle rozkladal. Jako @epni pufr byl vzhledem kigdchozi

optimalizaci zvolen 15 mmol*Iboratovy pufr o pH = 9,5 bezipavku organického
modifikatoru.

4.4.1 Vliv koncentrace chiralniho selektoru na elektroosmotickou pohyblivost

Pti pouziti PEMEDAS$-cyklodextrinu dochazelo ke stejnému trendu v a\dwani
velikosti elektroosmotického toku jako fip pouziti PEMPDAB-cyklodextrinu.
ZkouSeny rozsah koncentraci byl stejny jakdipgdk predeslého selektoru, pouze bylo
proméfeno mén jeho koncentraci, Kili nedostaténému mnozstvi pevného selektoru
(obr. 4.4). Ale vyrazny rozdil ve velikosti elektiemotického toku mezi selektory nebyl

pozorovan. Lze tedy fipdpokladat, Ze mechanismus oiliyici velikost
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elektroosmotického toku je analogicky jako u PEMRPAyklodextrinu.

6
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Obrazek 4.4 Vliv koncentrace PEMEDORED na elektroosmoticky tok

4.5 Ovéreni stability chiralniho selektoru

4.5.1 Stabilita PEMPDA-B-cyklodextrinu

Pomoci techniky tenkovrstvé chromatografie byladsléna stabilita roztoku
chiralniho selektoru po vloZeni nap Byl zaznamenén pokles absorbance a zérove
byl sledovan i pokles proudu¢ase. Hodnoty nasienych proud za ti hodiny a
vypccitané retardani faktory detekovanych skvrn shrnuje tabulka 4d&dnota R-
piislusi nanaSenému, neelektrolyzovanému roztoku HEMBcyklodextrinu.
Hodnoty Rr1 a Re, byly ziskany z naneseného elektrolyzovaného vz&fEMPDA{-
cyklodextrinu, picemz detaily experimentalniho ugpdani popisuje odddil 3.6.
Hodnota retardaiho faktoruRe; prislusi nerozloZzenému selektorzgtimco hodnota
Re, pati degradanimu produktu. Bylo zji&ho, Ze jiz po hodi&a pil méreni je dobe
vizualne patrné, Ze dochazi dasténému rozkladu PEMPDA-cyklodextrinu.
Zpocatku je rozklad pblizné v jednotkach procentipodniho mnozstvi, ale po dvou a
vice hodinach je selektor rozlozen az z polovingr(at.5). Vznikly gedpokladany
degradani produkt je mé# polarni, protoZe obsahuje dvojnou vazbu a o jat#oj
mére nez PEMPDAB-cyklodextrin. Vyvzlina tedy na polarnim povrchuikgigelové
TLC desttky rychleji nez fivodni chiralni selektor a jeho retaéda faktor je tedy
vySSi. K degradaci pra¥dodobré dochazi vlivem zvysSené teploty a vysokého pH

roztoku, ve kterém je selektor rozpirst Probiha tedy tzv. Hofmannova eliminacs, p
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které se odsgpi trimethylamin. Pedpokladana struktura degréd@o produktu je
znazorgna na obrazku 4.6.

Tabulka 4.2 Vysledky ziskané elektrolyzou roztokEMPDA-B-cyklodextrinu po
vloZzeni napti 15 kV, kdet je ¢as misobeni nati, | je prochazejici proud. Dale jsou
uvedeny jednotlivé hodnoty retatuhdch faktoii, ziskanych TLC analyzou, kder
piislusi nanaSenému, neelektrolyzovanému roztoku HEMPB-cyklodextrinu a
z naneseného elektrolyzovaného vzorku byly ziskdmdnoty Re; prisluSejici
nerozlozenému selektoruRa, patici degradénimu produktu.

t | standard vzorek
min HA Re Re1 Re2
0 47.6 0,38 0,38 ND

30 44,4 0,38 0,38 ND
60 42,0 0,38 0,35 ND
90 39,4 0,38 0,35 0,65
120 35,6 0,38 0,38 0,68
150 31,4 0,35 0,35 0,68
180 27,7 0,38 0,35 0,65

ND — nedetekovano

/

HO OH

HO.

OH

HO

Obrézek 4.6 NavrZzena struktura degeaudlao produktu PEMPDA-CD
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Obrazek 4.5 TLC roztoku PEMPDpA-
cyklodextrinu pdizenych odbrem
elektrolyzovaného roztoku v fi¢etiminutovych
intervalech p vloZzeném nagi 15 kV (vlevo na
kazdé destce je standard a vpravo zkoumany
roztok)

4.5.2 Stabilita PEMEDA-B-cyklodextrinu

Stabilita PEMEDAB-cyklodextrinu byla také afena pomoci tenkovrstvé
chromatografie a to stejnym igobem jako pro PEMPDA-cyklodextrin. Pokles
proudu zaii hodiny méteni a retardmi faktory detekovanych skvrn shrnuje tabulka
4.3. HodnotaRe odpovida nanasenému, neelektrolyzovanému roztdkiMBDA-f3-
cyklodextrinu. HodnotyRr; a R, byly ziskany z naneseného elektrolyzovaného vzorku
PEMEDA--cyklodextrinu. Hodnota retartiaiho faktoruRg; prislusi nerozlozenému
selektoru a hodnotBr, degradanimu produktu. Tentokrat bylo navzdoriedpokladu,
Ze tento selektor bude mewdolny vi¢i rozkladu oproti PEMPDA3-cyklodextrinu
z daivodu mensi vzdalenosti mezi kladnabitymi dusiky v substituentu, zjgb, Ze aZz
po vice jak dvou hodinach dgfeni je vizualg dolre patrné, Ze dochazickst&nému
rozkladu PEMEDAB-cyklodextrinu. Po 150 minutach bylo rozlozZenidbpzné 10 %
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selektoru a porech hodinach byla rozloZengilgizné tietina selektoru (obr. 4.7). ®p
dochazi k rychlejSimu vyvzlinani degradého produktu z @vodu jeho nizsi polarity.
Pravdpodobr tedy také vznika degra¢ta produkt s dvojnou vazbou na substituentu
po ods¢peni trimethylaminu ze stejnéhéwbdu jako u PEMPDA3-cyklodextrinu.

Tabulka 4.3 Vysledky ziskané elektrolyzou roztoleMEDA-B-cyklodextrinu po
vloZeni napti 15 kV, zndeni je stejné jako v tab. 4.2.

t I standard vzorek
min HA Re Re1 Re2
0 50,3 0,48 0,48 ND

30 48,1 0,48 0,45 ND
60 44,5 0,48 0,45 ND
90 40,4 0,48 0,48 ND
120 36,0 0,45 0,45 ND
150 30,9 0,48 0,45 0,83

180 22,7 0,45 0,48 0,85
ND — nedetekovano

=TT

Obrazek 4.7 TLC roztoku PEMEDBAcyklodextrinu pa#izenych odbrem
elektrolyzovaného roztoku ¥itetiminutovych intervalechipviozeném nagti 15 kV
(vlevo na kazdéde deste je standard a vpravo zkoumany roztok)
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4.6 Ovéreni stability zakladniho elektrolytu

Protoze byl Bhem n&feni pozorovan po#nné znany pokles proudu, ktery nemohl
byt zpisoben pouze rozpadem chiralniho selektoru, byiejm®, Ze dochazi
ke zn&nému zvySovani odporué¢hem analyzy. To mohlo byt apobeno vznikem
agregail nebo ¥tSich shluk. Tato moznost byla u chiralniho selektoru vyleoa
metodou fotonové koletai spektroskopie, ktera byla provedena na extepréaoovisti.
DalSi moznosti je, Ze dochazi k oviém slozeni zakladniho elektrolytu v priachodu
elektrického proudu. Pro urychleni procesu eleigaplbylo vkladano na kapilaru po
dobu 4 hodin nafti 20 kV a Ehem toho kleslagvodni hodnota elektrického proudu z
72 uA na 7,8pA.

Z&kladni elektrolyt ve vstupni vialce o objemu 2@0mé¢l pred vloZzenim nafii
pH =9,5 a na konci pokusu bylo pomoci univerzanihdikatorového pH papirku
nantieno fFiblizné pH = 6 (obr. 4.8). fésnou hodnotu pH nebylo mozn&itipomoci
sklerené elektrody vzhledem k tomu, Ze bylo nutné pH &énv roztoku o objemu
okolo 50 ul, ktery zbyl ve vstupni vialce. Pa@mé razantni pokles pH je #poben
zmenou sloZeni zakladniho elektrolytu, u kteréliejré¢ dochazi k snizeni koncentrace
hydroxidovych ionk a k ndslednému sniZzovani pH. K tomuto poklesu deéizelo tak
rychle, pokud byl pouzivan zakladni elektrolyt Mihtiovych objemech ve velké

vialce, protoZe &Si objem pufru byl schopen tyto vykyvy tlumit.

Obrazek 4.8 Ovliveni pH zakladniho elektrolytu vliivemmrhodu elektrického proudu

4.7 PEMPDA-B-cyklodextrin jako chiralni selektor v kapilarni elektroforéze
Roztoky o fiznych koncentracich chiralniho selektoru byitypmvovany kazdy tyden

cerstvé vhledem k nestabdliselektoru v zasaditém préstli. Dale byl po kazdycliech



a7

az ¢tyrech analyzach vyaiovan pouzivany roztok k¥ nestabilit pH zakladniho
elektrolytu a i nestabilitchiralniho selektoru.

4.7.1 Vliv koncentrace chiralniho selektoru na elektroforetickou pohyblivost

analytd a enantioselektivitu

Pii optimalnich podminkach zakladniho elektrolytu (fBnol-I* boratovy pufr o
pH = 9,5 bez fidavku organického modifikatoru) byly prébeny mobility vSech
analyti po piidavku PEMPDAB-cyklodextrinu do zakladniho elektrolytu deth
riznych koncentracich, a to 1,0 mmd|-2,5 mmol-ta 5,0 mmol-t.

Tabulka 4.4 Parametry ziskané pro sledované anelg& mmol-T boratovém pufru o
pH = 9,5s pidavkem 1,0 mmoli PEMPDA$-CD, kde teor je migrani &as
zna’kovaie elektroosmotického tokuaor je elektroosmotickd pohyblivodt,at, jsou

migracni ¢asy jednotlivych enantiomiranalyfi, uen a uer, jSOU jejich elektroforetické
pohyblivosti ax jejich enantioselektivita.

analyt teor HEOF ty t2 Uef1 Uef2 a
min  10%cn?V?'s® min  min  10*cn?Vls' 10%cn?vs?

D,L-fenoprofen 23,04 1,65 34,08 K -0,53 -0,53 1,00
D,L-suprofen 23,32 1,63 34,80 K -0,57 -0,57 1,00
D,L-ketoprofen 20,81 1,83 66,55 69,17 -1,26 -1,28 1,06
D,L-tyrosin 23,55 1,62 55,84 K -0,94 -0,94 1,00
N-boc-D-tyrosin 23,55 1,62 84,28 - -1,17 - -
N-boc-L-tyrosin 21,90 1,74 - 75,90 - -1,24 -
N-boc-D, L-tyrosin (1:2) 24,45 1,56 87,02 93,83 -1,12 -1,15 1,11
D,L-tryptofan 26,14 1,46 77,92 K -0,97 -0,97 1,00
N-boc-D-tryptofan 23,71 1,60 51,18 - -0,86 - -
N-boc-L-tryptofan 21,11 1,80 - 54,31 - -1,10 -
N-boc-D,L-tryptofan (1:2) 23,03 1,65 58,19 78,78 o4, -1,17 1,59
D,L-fenylalanin 19,45 1,96 45,15 K -1,11 -1,11 1,00
N-boc-D-fenylalanin 22,74 1,67 79,81 - -1,20 - -
N-boc-L-fenylalanin 23,82 1,60 - 104,18 - -1,23 -
N-boc-D,L-fenylalanin (1:2) 20,72 1,84 75,10 83,60 1,33 -1,38 1,16

K — tplna koeluce pomer D a L formy je 1:2
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Tabulka 4.5 Parametry ziskané pro sledované anelg& mmol-T boratovém pufru o
pH = 9,5 s pidavkem 2,5 mmoli PEMPDA-CD, znaeni je stejné jako v tab. 4.4.

teor

t

to

analyt MEOF Hefr Hef2 o
min  10%cm?V's®  min min  10%cn?V?'s! 10%cn?vs?
D,L-fenoprofen 28,82 1,32 30,40 K -0,07 -0,07 1,00
D,L-suprofen 32,18 1,18 33,97 K -0,06 -0,06 1,00
D,L-ketoprofen 30,82 1,23 41,85 42,73 -0,33 -0,34 1,08
D,L-tyrosin 28,28 1,35 91,84 94,59 -0,93 -0,94 1,04
N-boc-D-tyrosin 29,50 1,29 47,67 - -0,49 - -
N-boc-L-tyrosin 28,69 1,33 - 55,90 - -0,65 -
N-boc-D,L-tyrosin (1:2*) 27,56 1,38 53,22 56,54 -0,67 -0,71 1,13
D,L-tryptofan 29,11 1,31 112,32 K -0,97 -0,97 1,00
N-boc-D-tryptofan 29,46 1,29 38,84 - -0,31 - -
N-boc-L-tryptofan 29,14 1,31 - 43,97 - -0,44 -
N-boc-D,L-tryptofan (1:2) 27,51 1,38 35,00 41,38 3@, -0,46 1,85
D,L-fenylalanin 26,73 1,42 ND ND - - -
N-boc-D-fenylalanin 27,38 1,39 50,31 - -0,60 - -
N-boc-L-fenylalanin 28,11 1,35 - 50,14 - -0,62 -
N-boc-D,L-fenylalanin (1:2) 27,57 1,38 46,92 51,53 0,57 -0,64 1,24
K — tplna koeluce pomer D a L formy je 1:2, ND — nedetekovano
Tabulka 4.6 Parametry ziskané pro sledované analgy mmol-T boratovém pufru o
pH = 9,5 s pidavkem 5,0 mmoli PEMPDAB-CD, zn&eni je stejné jako v tab. 4.4.
analyt teor HEOF ty t; Hef1 Hef2 a
min  10%cn?V'’s’ min  min  10%cn?V7's!  10%cnfVils?
D,L-fenoprofen 32,36 1,18 23,57 K 0,44 0,44 1,00
D,L-suprofen 30,35 1,25 25,40 K 0,24 0,24 1,00
D,L-ketoprofen 32,29 1,18 33,34 N -0,04 - -
D,L-tyrosin 34,33 1,11 95,80 100,46 -0,71 -0,73 1,08
N-boc-D-tyrosin 36,70 1,04 45,99 - -0,20 - -
N-boc-L-tyrosin 38,66 0,98 - 48,68 - -0,20 -
N-boc-D,L-tyrosin (1:2) 39,88 0,95 51,67 52,87 -0,22 -0,23 1,10
D,L-tryptofan 34,10 1,12 66,12 K -0,54 -0,54 1,00
N-boc-D-tryptofan 37,80 1,01 39,51 - -0,04 - -
N-boc-L-tryptofan 38,07 1,00 - 42,26 - -0,10 -
N-boc-D,L-tryptofan (1:2) 37,22 1,02 38,38 43,54 03, -0,15 5,44
D,L-fenylalanin 33,70 1,13 ND ND - - -
N-boc-D-fenylalanin 30,46 1,25 34,64 - -0,15 - -
N-boc-L-fenylalanin 37,36 1,02 - 47,34 - -0,21 -
N-boc-D,L-fenylalanin (1:2) 31,15 1,22 34,94 37,03 0,13 -0,19 1,55

K — Upln& koeluce, N — hodnotu nebylo moznédteteze zaznamu vzhledem ke spojeni zény analytu se
znatkovatem elektroosmotického tokponer D a L formy je 1:2, ND — nedetekovano

V tabulkach 4.4 — 4.6 jsou uvedeny vSechny anaktigré byly detekovany alespo

pii jedné ze zvolenych koncentraci, a to ifippc, Ze u nich nedochazelo k adiehi
jednotlivych enantiomér

Mandlova kyselinalN-acetyl-tryptofanN-acetyl-fenylalaninN-benzoyl-fenylalanin a
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fenylml&na kyselina nebyly tbec detekovany v roztocich &Hgavkem chiralniho
selektoru. V jejich fipact pravdpodobré dochazelo k minimalnéi zadné interakci

s cyklodextrinovym derivatem a &\ vyraznému zpomaleni elektroosmotického toku
se u nich, jakoZto aniointpii zvoleném pH, prodlouZil migeai ¢as natolik, Ze ani po
dvou hodinach analyzy nebyla zaznamenana jejiclzvadePiky bylo mozné zachytit
pouze v pipack, kdy bylo k pohybu elektrolytu pouzito nejen vlialektrického pole
ale i tlaku 20 mbar. Analyza poté byla pomé kratka, ale k enantioseparaci
nedochazelo.

D,L-Fenoprofen a D,L-suprofen jiz interagovaly séektorem, ale i nizkych
koncentracich byla tato interakcilg slaba a nebylo moznéditr kde maji piky pesré
vrchol. V tabulkach 4.4 a 4.5 jsou proto uvedenmé géent&ni hodnoty. B nizkych
koncentracich selektoru se analyty pohybovalyérem k anod vlivem jejich
zaporného naboje, ktery byl dan disociaci karbowylskupiny. Se zvySujici se
koncentraci selektoru na 5,0 mmdl-to$lo k velmi dobré interakci se selektorem
projevujici se kladnou elektroforetickou mobiliteenoprofenu a suprofenu, ktera vSak
nebyla enantioselektivni. Je pr&pddobné, Ze k hlavni interakci dochazelo mimo
chiralni centrumdchto analyt.

D,L-Ketoprofen interagoval se selektorem jinynigpbem, coZ zisobilo, Ze se jeho
enantiomery z&ly casténé délit. Se zvySujici se koncentraci PEMPIBA-
cyklodextrinu dochézelo pouze Ektsi interakci se selektorem¢imz dochazelo
k poklesu anodické mobility, ale nezlepSovala sséaoselektivita.

Z neblokovanych aminokyselin bylo nejlepSich vykiedosazeno u D,L-tyrosinu, u
ktereho se se zvySujici koncentracicatg casténé oddlovat enantiomery.
D,L-Tryptofan interagoval se selektorem, ale nealéSseparaci enantiomea nejslabsi
interakce bylo dosaZzeno u D,L-fenylalaninu, ktergteiagoval s PEMPDA-
cyklodextrinem tak malo, Ze ki zpomaleni elektroosmotického tokui prysSich
koncentracich jiz nebylo mozné pik detekovat doudvmdin, kvili jeho zaporné
mobilité. Ani u jedné z neblokovanych aminokyselin nebylylispozici standardy
jednotlivych enantiomér, a tak u D,L-tyrosinu, ktery jako jediny vykazovasté&né
déleni, nebylo mozné it, jaky pik odpovida D forgha jaky L forne.

NejlepSich vysledk bylo dosazeno u aminokyselin blokovanych terc-

butoxykarbonylem na aminové futik skupirg. Proto pro jejich s@si enantiomar
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v poneru 1:2 byly pronsieny i dalSi roztoky s jinymi koncentracemi chir&lmi
selektoru.

Vice koncentraci bylo progeno i u D,L-ketoprofenu, u kterého, jak jiz bylo
uvedeno vySe, dochazela:&sténému dleni enantiomet, a to i pro nizsi koncentrace
chiralniho selektoru, avSak piky byly zZn& Siroké. Se zvySujici se koncentraci
dochéazelo k zuzovani pik ale enantiorozliSenitstavalo prakticky stejné. Navidip
nejvyssi koncentraci selektoru, tedy 5,0 mnbldoslo ke spojeni zény ketoprofenu
se zonou fisluSejici zné&kovati elektroosmotického toku, tedy rozpotdig,
methanolu, a tak nebylo mozn#epré urit vrchol piku, popipact pika (tab. 4.7 a obr.
4.9). Standardy jednotlivych enantiomideetoprofenu nebyly k dispozici. Dostupny byl
pouze racemat, proto nebylo moznéituktery z piki odpovida D a ktery L forgn

Tabulka 4.7 Parametry ziskan# peparaci D,L-ketoprofenu v 15 mmat-boratovém
pufru o pH = 9,5 sifidavkem PEMPDA3-CD, zn&eni je stejné jako v tab. 4.4.

CrempDA  leOF UEOF th t2 Uef1 Uef2 “

mmol-*  min  10%cm®V's® min  min  10*cm?vis? 10%cm?vis?
0,0 6,47 5,88 9,81 K -2,00 -2,00 1,00
0,5 17,73 2,15 58,3060,58 -1,49 -1,52 1,06
1,0 20,81 1,83 66,559,17 -1,26 -1,28 1,06
1,5 24,05 1,58 54,3155,91 -0,88 -0,90 1,05
2,5 30,82 1,23 41,842,73 -0,33 -0,34 1,08
3,0 30,19 1,26 34,7836,04 -0,17 -0,20 1,27
50 32,29 1,18 33,34 N -0,04 - -

K — apln& koeluce, N — hodnotu nebylo moZnéstateze zaznamu vzhledem ke spojeni zény analytu se
znakovatem elektroosmotického toku
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!{.’
. -0,50 y
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E -1.004 - ------ enantiomer 1
8 .;" ---m--- enantiomer 2
2 Lot ”
-1,50 - i
-2,00 ¥ ‘
0 1 2 3
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Obrazek 4.9 Vliv koncentrace PEMPDOAeyklodextrinu na elektroforetickou

pohyblivost jednotlivych enantiomieketoprofenu
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U fenylalaninu blokovaného terc-butoxykarbonylenchiazelo k lepSi interakci se
selektorem nez u neblokovaného agdépsSi nez u fenylalaninu blokovaného jinymi
skupinami. Jiz $ nizkych koncentraci chirdiniho selektoru dochdzietast&nému
déleni jednotlivych enantioméy které se vSak se zvySujici se koncentraci selekto
piiliS nezlepSovalo (tab. 4.8 a obr. 4.10). ProtpserdEpodobré dalSim zvySovanim
koncentrace do maximalni mozné rozpustnosti sealektoantioseparace nezlepsi, ale
pouze dojde ke zkraceni doby analyzy. Piky bylymegrické ve vzestupn#sti a dle
poméra ploch jednotlivych pik bylo ueno, Ze vice interaguje s PEMPBA-

cyklodextrinem D formaN-boc-fenylalaninu.

Tabulka 4.8 Parametry ziskan& peparaciN-boc-D,L-fenylalaninu v pogru D a L
formy 1:2 v 15 mmol:t boratovém pufru o pH = 9,5 sigavkem PEMPDA3-CD, kde
to a t. jsou migr&ni casy jednotlivych enantiomir analytu, uep @ e jSOU

elektroforetické pohyblivosti enantiontea dale je zngeni stejné jako v tab 4.4.

CremppA  [EOF UEOF b t [ef,D ef,L u

mmol-I*  min  10%cm?vis?! min  min  10%cm?vis?t 10%cm?vis?
0,0 6,09 6,25 9,10 K -2,07 -2,07 1,00
0,5 18,36 2,07 88,02 97,15 -1,64 -1,68 1,13
1,0 20,72 1,84 75,10 83,60 -1,33 -1,38 1,16
1,5 24,89 1,53 72,04 81,46 -1,00 -1,06 1,20
2,5 27,57 1,38 46,92 51,53 -0,57 -0,64 1,24
5,0 31,15 1,22 34,94 37,03 -0,13 -0,19 1,55

K — Upln& koeluce

-0,25 - e ]
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Obrazek 4.10 Vliv koncentrace PEMPDBAeyklodextrinu na elektroforetickou
pohyblivost D a L formyN-boc-fenylalaninu
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N-boc-D,L-tyrosin se viitomnosti PEMPDAB-cyklodextrinu @lil jen ¢ast&€né a
jeho interakce s chiralnim selektorem byla nejslab&kto blokovanych vybranych
aminokyselin. Stej jako u N-boc-D,L-fenylalaninu nedochazelo se zvySovanim
koncentrace selektoru k vyragdimu zlepSeni enantioseparace, ale pouze k zlepSen
interakce se selektorem a ke zUZenfup(iab. 4.9 a obr. 4.11). Pro 2,5 mmdl-|
koncentraci selektoru bylo dosazeno maxima enaglgksvity. Dle pongra ploch piki
bylo ukeno, Ze i tentokrat D form&l-boc-tyrosinu interaguje vice nez L forma s
PEMPDA-{-cyklodextrinem.

Tabulka 4.9 Parametry ziskan#& geparaciN-boc-D,L-tyrosinu v poréru D a L formy
1:2 v 15 mmol-f boratovém pufru o pH = 9,5 gigavkem PEMPDAB-CD, znaeni je

stejné jako v tab. 4.8.

Cremppa  teOF UEOF %) t Uef,D ef,L u

mmol-I*  min  10*%c¢m?Vis® min  min  10*cm?vist  10%cmPvis?t
0,0 6,62 5,75 9,24 K -1,63 -1,63 1,00
0,5 17,58 2,16 67,651,155 -1,60 -1,63 1,07
1,0 24,45 1,56 87,033,83 -1,12 -1,15 1,11
1,5 24,53 1,55 62,9®7,45 -0,95 -0,99 1,12
2,5 27,56 1,38 53,2%56,54 -0,67 -0,71 1,13
3,0 28,35 1,34 49,7%1,96 -0,58 -0,61 1,10
5,0 39,88 0,95 51,6562,87 -0,22 -0,23 1,10

K — Upln& koeluce
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&
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Obrazek 4.11 Vliv koncentrace PEMPDBAeyklodextrinu na elektroforetickou
pohyblivost D a L formyN-boc-tyrosinu
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NejlepSich vysledk bylo dosaZzeno prdl-boc-D,L-tryptofan (tab. 4.10 a obr. 4.12),
ktery vykazoval rozéleni jednotlivych enantiomér na zakladni linii jiz p
0,5 mmol-1 koncentraci PEMPD/A-cyklodextrinu. Na obrazku 4.13 je v jak jiz
piidavek 0,1 mmol? PEMPDAf-cyklodextrinu  zn&né  ovlivnil  velikost
elektroosmotického toku a z tvaru piku je patrre,seé D a L forma analytu daa
odctlovat. ZvySovanim koncentrace selektoru dochazdkp&i interakci jednotlivych
enantiomei se selektorem a zaporna pohyblivost se zmenSovapmntra ploch
jednotlivych piki bylo uceno, ZeN-boc-D-tryptofan interagoval s chiralnim selektorem
silngji. BohuZel zvySenim koncentrace na 5 mmbtibslo k tomu, Ze se odeny N-
boc-D-tryptofan dostal do zény rozpotdia (methanolu) a separace tak bylkaeh

vyhodnotitelna.

Tabulka 4.10 Parametry ziskan& peparaciN-boc-D,L-tryptofanu v poreru D a L
formy 1:2 v 15 mmol:} boratovém pufru o pH = 9,5 sigavkem PEMPDA3-CD,

znaeni je stejné jako v tab. 4.8.

CrempDA  lEOF HEOF tb L UefD Hef,L

mmol-I*  min  10%cm?Vis® min  min  10%cm?Vist  10%cmPvist ¢
0,0 6,13 6,21 8,53 K -1,75 -1,75 1,00
0,5 17,49 2,18 50,05%62,28 -1,41 -1,56 1,38
1,0 23,03 1,65 58,1978,78 -1,00 -1,17 1,59
1,5 24.22 1,57 44 378,27 -0,71 -0,92 1,69
2,5 27,51 1,38 35,0041,38 -0,30 -0,46 1,85
3,0 28,57 1,33 37,4846,10 -0,32 -0,51 1,97
50 37,22 1,02 38,3843,54 -0,03 -0,15 5,44

K — Upln& koeluce
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Obrazek 4.12 Vliv koncentrace PEMPDPAeyklodextrinu na elektroforetickou

pohyblivost D a L formyN-boc-tryptofanu
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Obrazek 4.13 Elektroforeogramy enantiosepaiddmc-D,L-tryptofanu v porru D a
L formy 1:2 nmeiené @i raiznych koncentracichiflavku PEMPDAB-cyklodextrinu do
15 mmol-T* boratového pufru o pH = 9,5. Separace probih#laasti 15 kV s UV

detekci pi 214 nm.
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Lze konstatovat, Ze PEMPDp<cyklodextrin se jako nay syntetizovany selektor
oswdcil pfi enantioseparacN-boc-D,L-tryptofanu, jak je vit na obrazku 4.14.
Celkow Ize shrnout, Ze terc-butoxykarbonyl jakozto cheéskupina aminoskupiny je
vhodna pro interakcithto latek se selektorem. Ale vzhledem ké&méamu ovliviovani
elektroosmotického toku, apobeného prawgodobré interakci selektoru se ésiou
kapilary, a nutnosti ffjpravovat vzdycerstvé roztoky pufru a chiralniho selektoru se

PEMPDA-{-cyklodextrin (ili§ neos¥dcil pti pouziti v kapilarni zénové elektroforéze.

6,00 -

] X
5,00 - ---%--- N-boc-D,L-tryptofan
4,00 - ---a--- N-boc-D,L-fenylalanin

5 .
---4-- N-boc-D,L-tyrosin
3,00 -
. ---m--- D,L-ketoprofen
2,00 - X
Y] R

1,00 S e

0 1 2 3 4 5

1
Cpemppa (MMolel )

Obrazek 4.14 Vliv koncentrace PEMPPAcyklodextrinu na enantioselektivitu
vybranych analyt

4.8 PEMEDA-B-cyklodextrin jako chiralni selektor v kapilarni elektroforéze
Roztoky o fiznych koncentracich chiralniho selektoru byly tpkgravovany kazdy
tyden cerstvé vhledem k nestabditselektoru v zasaditém présti. Dale byl po
kazdych tech azcétyrech analyzach vysiiovan pouzivany roztok K¥i nestabilie¢ pH

z&kladniho elektrolytu a i nestahilithiralniho selektoru.

4.8.1 Vliv koncentrace chiralniho selektoru na elektroforetickou pohyblivost
analytl a enantioselektivitu
Pii pouZiti optimalizovaného zékladniho elektrolyauto 15 mmol-t boratového

pufru o pH = 9,5 bezifdavku organického modifikatoru, byly préreny vSechny
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analyty v roztoku zakladniho elektrolytu $gavkem PEMEDAB-cyklodextrinu o
tiech hiznych koncentracich tzn. 1,0 mmdl-2,5 mmol-ta 5,0 mmol-t.

Tabulka 4.11 Parametry ziskané pro sledované analis mmol-t boratovém pufru o
pH = 9,5 s pidavkem 1,0 mmoli PEMEDA-CD, zn&eni je stejné jako v tab. 4.4.

teor

t

t

analyt MEOF Mefr Mef2 o
min  10%cm?V’s’ min min  10%n?Vvis! 10%cnfVvis?
D,L-fenoprofen 23,13 1,65 30,54 K -0,40 -0,40 1,00
D,L-suprofen 24,28 1,57 41,60 K -0,65 -0,65 1,00
D,L-ketoprofen 22,37 1,70 43,81 45,09 -0,83 -0,86 1,06
D,L-tyrosin 23,40 1,63 124,01 K -1,32 -1,32 1,00
N-boc-D-tyrosin 22,85 1,67 77,03 - -1,17 - -
N-boc-L-tyrosin 20,95 1,82 - 77,50 - -1,33 -
N-boc-D,L-tyrosin (1:2*) 23,20 1,64 79,13 84,30 -1,16 -1,19 1,09
D,L-tryptofan 22,27 1,71 65,88 K -1,13 -1,13 1,00
N-boc-D-tryptofan 20,87 1,82 53,66 - -1,11 - -
N-boc-L-tryptofan 21,44 1,77 - 67,53 - -1,21 -
N-boc-D,L-tryptofan (1:2) 22,47 1,69 62,44 88,56 04, -1,26 1,65
D,L-fenylalanin 21,73 1,75 70,06 K -1,21 -1,21 1,00
N-boc-D-fenylalanin 21,34 1,78 77,37 - -1,29 - -
N-boc-L-fenylalanin 22,81 1,67 - 106,19 - -1,31 -
N-boc-D,L-fenylalanin (1:2) 24,74 1,54 107,5826,73 -1,18 -1,24 1,23
K — tplna koeluce pomer D a L formy je 1:2
Tabulka 4.12 Parametry ziskané pro sledované analis mmol-1 boratovém pufru o
pH = 9,5 s fidavkem 2,5 mmoli PEMEDA-$-CD, zna&eni je stejné jako v tab. 4.4.
analyt teor HEOF ty t2 Uef1 Uef2 a
min  10%cm?V's®  min min  10%cn?V'st 10%cnm?Vvis?
D,L-fenoprofen 28,45 1,34 29,69 K -0,06 -0,06 1,00
D,L-suprofen 24,84 1,53 23,98 K 0,05 0,05 1,00
D,L-ketoprofen 32,10 1,19 43,53 44,29 -0,31 -0,33 1,07
D,L-tyrosin 27,65 1,38 86,60 K -0,94 -0,94 1,00
N-boc-D-tyrosin 26,01 1,46 50,76 - -0,71 - -
N-boc-L-tyrosin 24,42 1,56 - 52,49 - -0,83 -
N-boc-D,L-tyrosin (1:2*) 29,26 1,30 60,28 63,52 -0,67 -0,70 1,10
D,L-tryptofan 28,39 1,34 104,32 K -0,98 -0,98 1,00
N-boc-D-tryptofan 26,32 1,45 40,42 - -0,50 - -
N-boc-L-tryptofan 26,73 1,42 - 47,20 - -0,62 -
N-boc-D,L-tryptofan (1:2) 24,41 1,56 38,25 48,49 58, -0,77 1,74
D,L-fenylalanin 26,05 1,46 ND ND - - -
N-boc-D-fenylalanin 26,82 1,42 56,69 - -0,75 - -
N-boc-L-fenylalanin 25,18 1,51 - 53,49 - -0,80 -
N-boc-D,L-fenylalanin (1:2) 28,18 1,35 67,05 75,64 0,78 -0,85 1,22

K — tplna koeluce pomer D a L formy je 1:2, ND — nedetekovano



57

Tabulka 4.13 Parametry ziskané pro sledované analis mmol-1 boratovém pufru o
pH = 9,5 s pfidavkem 5,0 mmol?l PEMEDA--CD, zna@eni je stejné jako v tab. 4.4.

analyt teor HeOF ty t; Hef1 HUef2
min  10%cn?V?’s® min  min  10%cn?Vv?'s?t 10%cn?vls?t

D,L-fenoprofen 34,21 1,11 25,99 K 0,35 0,35 1,00
D,L-suprofen 34,68 1,10 27,99 K 0,26 0,26 1,00
D,L-ketoprofen 34,88 1,09 35,94 N -0,03 - -
D,L-tyrosin 36,62 1,04 95,69 K -0,64 -0,64 1,00
N-boc-D-tyrosin 34,65 1,10 52,08 - -0,37 - -
N-boc-L-tyrosin 35,93 1,06 - 56,56 - -0,39 -
N-boc-D,L-tyrosin (1:2) 36,97 1,03 50,20 52,37 -0,27 -0,30 1,16
D,L-tryptofan 33,84 1,12 ND ND - - -
N-boc-D-tryptofan 34,02 1,12 37,56 - -0,11 - -
N-boc-L-tryptofan 35,75 1,06 - 43,74 - -0,19 -
N-boc-D,L-tryptofan (1:2) 33,83 1,12 37,17 42,81 1@, -0,24 2,69
D,L-fenylalanin 33,82 1,13 ND ND - - -
N-boc-D-fenylalanin 33,27 1,14 45,54 - -0,31 - -
N-boc-L-fenylalanin 33,52 1,14 - 46,59 - -0,32 -
N-boc-D,L-fenylalanin (1:2) 35,04 1,09 44,66 47,39 -0,23 -0,28 1,28

K — Gplna koeluce, N — hodnotu nebylo moznédteteze zaznamu vzhledem ke spojeni zény analytu se
znatkovatem elektroosmotického tokipomer D a L formy je 1:2, ND — nedetekovano

Tabulky 4.11 — 4.13 shrnuji hodnoty elektroforefick mobilit a pipadné
enantioselektivity analyt které alespd pii jedné ze zvolenych koncentraci byly
detekovany, a to i vifpack, Ze se neodtily jednotlivé enantiomery.

Mandlova kyselinalN-acetyl-tryptofanN-acetyl-fenylalaninN-benzoyl-fenylalanin a
fenylmlé&na kyselina také nebyly detekovany v roztocichiidggvkem PEMEDAB-
cyklodextrinu. Pravépodobré i tentokrat dochazi k minimalnéi Zadné interakci
s cyklodextrinovym derivatem a &\ vyraznému zpomaleni elektroosmotického toku
se prodlouzil migréni ¢as tak, Ze ani po dvou hodinach analyzy nebylaaaenana
jejich odezva.

D,L-Fenoprofen a D,L-suprofen interagovaly se deledm velmi podob& a
dochéazelo ke stejnym problém jako u PEMPDAB-cyklodextrinu, kdy pi nizkych
koncentracich selektoru nebylo mozritégmw urcit vrchol piku. V tabulkach 4.11 a 4.12
jsou proto opt uvedené jen orientai hodnoty. Se zvySujici se koncentraci selektéru a
na 5,0 mmol:t, ale do$lo k vyborné interakci se selektorem tiiisleni enantiomer a
fenoprofen i suprofen tak vykazovaly kladnou elefdretickou mobilitu. K hlavni
interakci dochazi prawpodobré stejré jako u edeSlého selektoru mimo chiralni

centrum analytu.
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D,L-Ketoprofen interagoval s PEMEDB-cyklodextrinem velice podokn jako
s PEMPDAB$-cyklodextrinem a enantioseparace byla dokoncen&tey tedy také
casténa. Piky byly téZz zepdu rozmyté a ip zvySujici se koncentraci chiralniho
selektoru se ffiblizovaly zoré znakovaie elektroosmotického toku (methanolu), se
kterou se fi 5,0 mmol-mf* spojily.

U neblokovanych aminokyseliny byly zji#ty nejwtSi rozdily v interakci
s jednotlivymi selektory. D,L-Fenylalanin vykazovsllabou interakci s PEMEDA-
cyklodextrinem a to dokonce jeSslabsi ve srovnani s PEMPDOJAeyklodextrinem,
proto byl jeden pik detekovan pouze u nejnizsi #koé koncentrace a to 1,0 mmidl-|
Pt vySSich koncentracich vlivem zpomaleni elektroosokého toku nebyla detekce
analytu mozna. D,L-Tryptofan naopak interagoval roctiu lépe s PEMEDA-
cyklodextrinem, coz se projevilo zejména na tvaidi pkteré byly vice symetrické, ale
pii koncentraci 5,0 mmoljiz nebyl pik ze stejnéhoigiodu jako u D,L-fenylalaninu
zaznamenan. U D,L-tyrosinu byl pozorovan &gV rozdil v interakci u zkouSenych
chiralnich selektar. P pouziti PEMEDAS$-cyklodextrinu nedochazelo ani
k ¢asténému dleni enantiomer a interakce se selektorem byla vyrazhabsi, i kdyz
se se zvysujici koncentraci selektoru zlepSovala.

NejlepSich vysledk bylo opt dosazeno pro aminokyseliny blokované terc-
butoxykarbonylem na aminoskugin

N-boc-D,L-fenylalanin aN-boc-D,L-tyrosin se po zémé selektoru separovaly stéjn
jako u PEMPDAB-cyklodextrinu a dochazelo tedy pouzecdst&nému dleni
enantiomel, které se se zvySujici koncentradiilip nezlepSovalo. W-boc-D,L-
tyrosinu ale tentokrat enantioselektivita nedosalovmaxima u zkouSenych
koncentraci. Pouze se zlepSovala interakce, aldau @nantiomér srovnatels, a
dochazelo k zuzeni pik Dle pongra ploch piki bylo ot urceno pro oba analyty, Ze
jejich D forma interaguje se selektorem gjilmez L forma.

Pro N-boc-D,L-tryptofan bylo i tentokrat dosazeno s ptozPEMEDAB-
cyklodextrinu nejlepSich vysledk Proto bylo pouze pro tuto latku provedensiemi
s0,1 a 0,5 mmol!l koncentraci PEMED/A-cyklodextrinu a i tentokrat do$lofip
pouziti 0,1 mmolt koncentrace k naznaku enantioseparace a u 0,5 -fiimol
koncentrace jiz doSlo k odigéni enantiomer na zakladni linii (obr. 4.15). Se zvySujici

se koncentraci selektoru dochazelo ke zkracovaoy doalyzy a zuZzovani pik které
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byly zegedu rozmyté. Rozdila¢i PEMPDA-{-cyklodextrinu byl zejména v tom, Ze
tentokrat pi pouZiti nejvyssi zkousené koncentrace a to 5,mhithnedochazelo ke
spojeni zony analytu se zonou markeru elektroosixétio toku. Dle posra ploch
piki bylo ukeno, ZeN-boc-D-tryptofan interaguje se selektorem &ilmez N-boc-L-
tryptofan, ale o trochu slap nez s PEMPDAB-cyklodextrinem.
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Obrazek 4.15 Elektroforeogramy enantiosepafddmc-D,L-tryptofanu v porru D a
L formy 1:2 n&fené i riznych koncentracichifplavku PEMEDAB-cyklodextrinu do
15 mmol-1* boratového pufru o pH = 9,5. Separace probihélaapsti 15 kV s UV
detekci pi 214 nm.

PEMEDA--cyklodextrin byl Nzeadibem a k8!.poprvé syntetizovan a testovan jako
chiralni selektor v kapilarni elektroforéze prodd&eni enantiomer Sirokého spektra
latek, tedy @iznych slabych kyselin i zasad, vybranych neutréinatek, aj. Ale u
Zzadného analytu nebylo dosazeno tak dobré enelatkbisgy, ani @i vysSich
pouzivanych koncentracichi jiném pH, jaké bylo dosaZeno jiz u 1,0 mmol-|
koncentrace PEMEDA-cyklodextrinu @i enantioseparaciN-boc-D,L-tryptofanu
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v 15 mmol-1*boratového pufru o pH = 9,5.

4.9 Dudlni systém

Zawrem bylo vyzkouSeno, zda by separaci studovanyelfytinnezlepSil pidavek
nativniho cyklodextrinu k cyklodextrinovym derivét, a to ve vysSi koncentraci nez
byla koncentrace derivatu, protoZze vyuziti dualngystéeni se dle literatury¢asto
oswdcilo. Vzhledem k tomu, Ze zkoumanymi selektory bgbrivaty f-cyklodextrinu,
byl pouzit téZ nativnp-cyklodextrin. Jeho rozpustnost je pégnmé nizka, a proto byla
zvolena koncentracetdavku p-cyklodextrinu 10 mmol# a koncentrace PEMPDB-
cyklodextrinu nebo PEMEDA-cyklodextrinu 2,5 mmol. Samotny 10 mmol
roztok B-cyklodextrinu neseparoval jednotlivé enantiomergna vyrazg neovliiioval
elektroosmoticky tok. Pouziti sfsi cyklodextrini ve vySe udaném sloZeni, ale také
nevedlo k zlepSeni separace. Dochéazelo k zvySemi Sudale ke kolisani elektrického
proudu. Ridavek nativniho cyklodextrinu nejspiSe negativavlivnil elektrostatické
interakce mezi analytem a cyklodextrinovym derivate pravdpodobré se zhorSila i
rozpustnost &kterych slozek roztoku v sepdm kapil&e, a to negativh ovlivnilo
pribeh analyzy.
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5. Zaveér

Metodou kapilarni zénové elektroforézy byly testoy&eparéni a enantiosepatai
vlastnosti PEMEDAB-cyklodextrinu a PEMPDAB-cyklodextrinu, zejména schopnost
odctlit jednotlivé enantiomery dtrnacti vybranych anionogennich analyPEMPDA.-
B-cyklodextrin je no¥ synthetizovany chiralni selektor, ktery byl poprwauZit pro
analytické dely. PEMEDAS$-cyklodextrin byl jiz dive pouZit jako aditivum do
zakladniho elektrolytu v kapilarni elektroforé%eale doposud nebyl vyzkousen pro
enantioseparaci aminokyselin a jejich derivat

Jako vhodny z&kladni elektrolyt pro separaci byllen 15 mmol-f boratovy pufru o
pH = 9,5 bez fidavku organického modifikatoru dznymi pfidavky cyklodextrinového
derivatu v rozsahu koncentraci 0,0 — 5,0 mrifoldba studované selektory vykazovaly
vyborné enantiosepafiai vlastnosti proN-boc-D,L-tryptofan, u kterého posia
koncentrace 0,5 mmot*k oddleni enantiomer na zakladni liniiCasténého oddleni
enantiomel bylo dosazeno i pro D,L-ketoprofeN;boc-D,L-fenylalanin aN-boc-D,L-
tyrosin. Silna interakce ip koncentraci chiralniho selektoru 5,0 mmdl-byla
zaznamenana pro D,L-suprofen a D,L-fenoprofen, behuvSak nerla
enantiodiskriminéni charakter.

NejvetSi rozdil mezi selektory byl pozorovanii panalyze nederivatizovanych
aminokyselin, kdy PEMPDZA-cyklodextrin vykazoval lepSi enantioselektivni
vlastnosti a u D,L-tyrosinu byla pozorovatést&na enantioseparace.

U vétSiny testovanych analytvSak nebyla zaznamenana interakce s chiralnimi
selektory, protoZze vzhledem k Zm&mu zpomaleni elektroosmotického toku nebylo
mozné po fidavku selektoru uit jejich elektroforetické pohyblivosti.

Nevyhodou studovanych selekiobyl fakt, Ze se roztoky zakladniho elektrolytu
s piidavkem chirdIniho selektoru muselyigsgavovat vZzdycerstvé, protoZze selektory
nejsou dostatme stabilni v zasaditém pH dipgvySené tepl@t Také bylo nutnéasto
vyménovat elektrolyt ve vstupni vialce, protoZze v maléabjemu, ktery byl
z technickych dvoda pouzivan, dochazelo i ke 2n¢ sloZeni boratového pufru vliivem
prichodu elektrického proudu. Tato omezeni by mohimiebvat aplikace metody
vysokolinné kapilarni kapalinové chromatografie.
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