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1. Seznam pouzitych symboli

¢’ - molarni koncentrace komplexu analyt — ion pseudostacionarni faze
cls - molarni koncentrace volnych iontli pseudostacionarni faze
¢’ - molarni koncentrace volného analytu

ccs - celkova molarni koncentrace iontd pseudostacionarni faze
c,.c (¢) - molarni koncentrace analytu v daném case

cf (0) - molarni koncentrace analytu na pocatku separace

A sAG’ - zména Gibbsovy energie

ApsAH - zména entalpie

ApsAS - zména entropie

e - elementarni naboj elektronu

E - intenzita elektrického pole

F, - coulombicka sila

AG” - zdanliva aktivacni energie interkonverze

h - Planckova konstanta

i - enantiomery R, S

K, - komplexac¢ni konstanty

K, - distribuéni konstanty enantiomeri R,S mezi volnym roztokem
pseudostacionarni fazi

k™ - zdanliva rychlostni konstanta interkonverze

1

k, - obecna rychlostni konstanta interkonverze

k; - rychlostni konstanta interkonverze volného analytu
k” - rychlostni konstanta interkonverze komplexu analyt — ion pseudostacionarni faze
k2" - globalni rychlostni konstanta interkonverze

k, - Boltzmanova konstanta
L - délka kapilary
L, - délka kapilary k detektoru



n’ - délkova koncentrace komplexu analyt — ion pseudostacionarni fize
n; - délkova koncentrace volného analytu

R - univerzalni plynova konstanta
t,yc - migracni ¢as analytu

T - teplota

T, - 1sotropicka teplota

U - aplikované napéti

u, - elektroforeticka mobilita

U, - mobilita elektroosmotického toku

u?

]

- efektivni mobilita analytu
u; - vlastni mobilita komplexu analyt — ion pseudostacionarni faze

u” - zdanliva mobilita analytu

1

v, - elektroforeticka rychlost

veor - elektroforetickd rychlost elektroosmotického toku

v - zdanliva elektroforeticka rychlost analytu

{

vy

1

- efektivni elektroforeticka rychlost analytu

v’ - vlastni elektroforetické rychlost komplexu analyt — ion pseudostacionarni faze

y - transmisni faktor
CO - B -CD - B — cyklodextrin

CZE - kapilarni zénova elektroforéza



2. Uvod

Chiralni slouceniny jsou bé&Zznou soucasti mnoha biologickych latek. Ackoliv se jejich
dvé formy li§i pouze svym prostorovym uspofddanim, mohou mit velmi odliSné
vlastnosti. Ptikladem takového chovani mohou byt latky jako S-limonem, ktery je
obsazen v citronu, kdezto jeho R-forma je pfitomna v pomerancich. S-metachlor je
znam jako herbicid, zatimco jeho zrcadlovy obraz R-metachlor ma fungicidni Gcinek.
Nejznaméjim piipadem, ktery varoval pfed rozdilnym chovanim dvou zrcadlovych
obrazl téze latky, byl 1€k Thalidomid, ktery se podaval Zenam ke zmirnéni nevolnosti
béhem t€hotenstvi. Jeho R-forma pulsobila jako sedativum, kdezto S-forma méla
nevratné teratogenni ucinky na plod. Z tohoto diivodu je nezbytné zkoumat vlastnosti

jednotlivych enantiomerti a moZnosti jejich separace.

Mnohé enantiomery mohou samovoln¢ piechazet na své zrcadlové obrazy, dochazi tedy
k jejich vzajemné interkonverzi. Tento proces ma znacny vliv na prabéh separace, proto

je dulezité jej studovat a snazit se porozumét jeho kinetice.



3 Teoreticky uvod

3.1. Zakladni elektroforetické principy

Elektroforéza je separaéni metoda zaloZena na migraci nabitych ¢astic v roztoku
v elektrickém poli. Elektroforeticky lze separovat malé ionty, DNA, bilkoviny,
chromosomy, dokonce i celé buiiky. VystiZzny piehled o elektroforetickych systémech

podavaji predevsim prace B. Gage', V. Kasi¢ky?, &i B.Chankevadzeho’.

3.1.1 Elektroforeticka mobilita

Jestlize umistime Castici o naboji z, do elektrického pole o intenzit¢ E, pak je tato

Castice urychlovana coulombickou silou F,

F.=zeE. 1)

Kazda castice je ale zaroveri brzdéna frikéni silou F, ktera je zplsobena srazkami
s ostatnimi Casticemi v separacnim prostfedi. Po velmi kratkém case se tyto sily
vyrovnaji a Castice se pohybuji primérnou rychlosti kterd se oznacuje jako

elektroforeticka rychlost.

Odlisné ¢astice maji na zakladé vyse uvedenych fakti za danych podminek a v daném

prostiedi riznou rychlost, coz umoznuje jejich separaci. Elektroforeticka rychlostv, je
umérna intenzité elektrického pole podle vztahu

v. =u,E, 2

{ i1

kde u, ([u,.]:sz_'s") Je konstanta imérnosti, kterd byla nazvana elektroforeticka

mobilita. Jeji hodnoty jsou tabelovany pro rizné ionty, pfi riznych teplotach. Bylo
konven¢né dohodnuto, Ze hodnota mobilit pro zdporné ionty je zaporna, pro kladné
ionty kladna. Mobility iontd v nekone¢né ziedéném roztoku se nazyvaji limitni

mobility a byvaji tabelovany jako fyzikalné chemické konstanty iont.



3.1.2 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok doprovazi vétsinu elektroforetickych systému, divodem jeho
vzniku je plsobeni stejnosmérného napéti na elektrickou dvojvrstvu, kterd vznika na
rozhrani pevného a kapalného prosttedi a zptsobuje, Ze se veskera kapalina pohybuje
jako jeden celek. Z tohoto divodu neumoziuje elektroosmoticky tok separaci analytd,

ale vyrazné ovliviiuje separacni selektivitu a dobu analyzy.

Celkova elektromigra¢ni rychlost latek v systému v*#” je tedy dana rovnici

v = vieff + Veor )

kde v je efektivni rychlost analytu a v,,, je rychlost elektroosmotického toku, pro

kterou plati

Veor = Ugor £ Q)

kde u,,. je elektroosmoticka mobilita.

Elektroosmoticky tok hraje vyznamnou roli zejména v kapilarni zénové elektroforéze,
jelikoz kandl je zde tvofen kfemennou kapilaru, jejiZ vnitini stény jsou zdporn€ nabity
diky disociaci silanolovych skupin. Disledkem je tedy elektroosmoticky tok smérem ke
katodg, ktery ma plochy radidlni rychlostni profil a tudiz téméf nepfispiva k disperzi
analytl. Elektroosmoticky tok se da ovlivnit zménou pH v kapilate, ¢i pokrytim vnitini
stény kapilary latkou, ktera se snadno adsorbuje na povrch a mize tak vyrazné zménit

mobilitu &i smér elektroosmotického toku.

v r 7 4

3.1.3 Elektroforetické mody, zakladni experimentalni uspoiradan

Uspotadani elektroforetického systému mize vyznamné ovlivnit separaci, proto jsou
pro odliSné analytické ukoly uzZivana i odlisna elektroforetickd uspotfadani. Mezi
nejznaméjsi elektroforetické mody patfi zoénova elektroforéza, izotachoforéza, ¢i

1zoelektricka fokusace.



3.1.3.1 Zonova elektroforéza

Mad zénové elektroforézy je jednim z nejvyznamnéjsich elektroforetickych usporadani.
Ionogenni latky jsou separovany na zékladé rozdilnych mobilit v homogennim
prostiedi zékladniho elektrolytu. Analyzovana latka je davkovana na jednom konci
elektroforetické kolony. Zoénova elektroforéza se obvykle provadi v tenkych
kfemennych kapilarach, takovéto uspotadani se nazyva kapilarni zéonova elektroforéza
(CZE). Zakladem je tenka kiemenna kapildra o vnitfnim priméru obvykle mensim nez
100 pm a délce vrozmezi 30 — 100 cm, oba konce kapilary jsou ponofeny do
elektrodovych nadobek obsahujicich nosny elektrolyt, jehoZ sloZeni i pH musi byt
vhodné pro dany analyt. Takovato kapilara ma velmi G¢inny odvod Joulova tepla, coz
umoziuje aplikovat napéti desitky kV, to zvySuje rychlost a u¢innost separace. Zaroven
Je objem kapilary velmi maly, coZ sniZuje pozadované mnozstvi analyzované latky. Na
pocatku separace je kratky usek kapilary naplnén vzorkem a nasledné€ je aplikovano
napé€ti. Slozky analytu se za¢nou pohybovat riiznou rychlosti a do detektoru doputuji v

riznych Casech g,

L, 5)
mig

kde L, je délka kapilary k detektoru, ¢, je migracni ¢as daného analytu. Zaroveii plati

v ug=u Y. ®
kde U je aplikované napétia L je celkova délka kapilary.

V disledku odliSnych mobilit smérem k detektoru se slozky analytu oddé€luji. Cely
obsah kapilary se zaroven pohybuje elektroosmotickym tokem, ktery je u kiemennych
nepokrytych kapilar ve sméru od anody ke katodé a ma relativné vysokou rychlost. Na
konci separatniho systému je obvykle umistén UV-VIS absorpéni detektor, ktery

umoziuje zaznamenavat signal v Sirokém rozmezi vinovych délek.

Vysledny ¢asovy zdznam se nazyva elektroferogram a lze z néj ziskat jak kvalitativni,
tak i kvantitativni vypovéd’ o sloZeni vzorku. Kvalité analytu odpovida jeho migra¢ni
¢as a z n€j vypoctena mobilita, kvantité plocha daného piku. Ac¢koliv je zona analytu po

nastfiku uzka, dochazi béhem separace zejména diky difuzi k jejimu rozmyvani,



vysledny pik tak ziskava Gaussovsky tvar. Nelinearita elektroforetického systému
zpusobuje tzv. elektromigraéni disperzi, ktera miZe mit za disledek trojuhelnikovity

tvar piku.

3.2 Chiralita

Opticka aktivita je vlastnost chirdlnich latek stacet rovinu polarizovaného svétla. Dvé
rozdilné formy takovéto latky se nazyvaji enantiomery, odliSuji se pouze svym
prostorovym uspofadanim a nelze je ztotoznit pomoci Zadné operace symetrie, jelikoz
jsou svymi zrcadlovymi obrazy. Je-li latka chiralni, musi obsahovat, alespon jedno
centrum chirality, pfikladem mize byt asymetricky uhlik (uhlik se €tyfmi rliznymi
substituenty) u organickych molekul. Toto asymetrické centrum je nutnou, ale ne
postacujici podminkou chirality. Opa¢né enantiomery jedné latky se obvykle oznacuji R

a S, ekvimolarni smés enantiomert R a S se nazyva racemat.

Mnohé chirdlni latky maji schopnost po dodani potfebné aktivaéni energie prechazet
samovolné na svlij zrcadlovy obraz. Tento proces mizeme vyjadfit zvratnou reakci
s pfisluSnymi rychlostnimi konstantami. V achirdlnim prostfedi od sebe enantiomery
nejsme schopni oddélit, protoZze maji stejné termodynamické vlastnosti a jejich
chemické potencidly si jsou rovny. Z tohoto diivodu si jsou v achirdlnim prostiedi
rovny také rychlostni konstanty interkonverze. V achiralnim prostfedi byva zvratna
reakce oznaCovana pojmem racemizace, jelikoz diky shodnym chemickym potencialim
vznika vZdy racemickd smés, kdeZto v prostiedi chirdlnim se pouziva obecnéjsi pojem
izomerizace. Chiralitou a pojmy s ni souvisejicimi se zabyva &lanek O. Cervinky z roku
1999*

3.3 Chiralni separace v elektroforetickych systémech

Zoénova kapilarni elektroforéza na pseudostacionarni fazi je nejuzivanégjsi elektro-
foretickou metodou ur¢enou k separaci latek neutralnich ¢i o velmi podobné mobilité,
tedy i1 latek chirdlnich. Chiralnimi separacemi v zoénové kapilami elektroforéze se

zabyva jiZ citované prace B. Chankevadzeho.



Kapilarni zénova elektroforéza na pseudostacionarni fazi je kombinovanou separacni
technikou, ve které se vyuzivaji jak principy chromatografické, tak elektrokinetickeé.
Zakladem je rozdilna interakce analyti s pseudostacionarni fazi, kterd je tvorena
chiralnimi selektory. Pohyb celého systému je zajistén elektroosmotickym tokem,
nabité chiralni selektory se pohybuji proti jeho sméru, ale podstatné niz$i rychlosti,
tudiz vysledny pohyb vSech slozek je jen ve sméru elektroosmotického toku.
V dutsledku odlisné interakce analyti s pseudostacionarni faze jsou separované slozky
zpomalovany rGzné a maji tedy riznou migraéni rychlost, coZ umoziiuje jejich
oddéleni. Jako chirdlni selektory se uzivaji cyklodextriny, ionogenni polymery,

crownethery, ¢i chirdlni surfaktanty, tvofici v zakladnim elektrolytu chirdlni micely.

Diky pravouhlému radialnimu profilu elektroosmotického toku a rychlému ustavovani
rovnovah v homogennim prostiedi se vyznamné zvySuje UCinnost této separacni

metody.

3.3.1 Potfebné vztahy

Za predpokladu, Ze interakce analytl s pseudostacionarni fazi je dostateéné rychla a

tyto ionty spolu interaguji v poméru 1:1, pak pro né plati vztah

K =S, v

! 0.0
CiCcs
kde K, je komplexa¢ni konstanta analytu a iontu pseudostacionarni fize, c’ je
koncentrace komplexu analyt - ion pseudostacionarni faze, ¢, je koncentrace volnych

iontd pseudostacionarni faze, ¢ je koncentrace volného analytu. Je-li koncentrace

komplexu analyt-ion pseudostacionarni faze viéi celkové koncentraci iontd

pseudostacionarni faze ¢, zanedbatelna, pak pro celkovou koncentraci

pseudostacionarni faze lze pouzit nasledujici aproximaci

0 b o 0 8
CCS _CCS +Ci :CCS' ()

Rovnici (7) tedy mizeme zjednodusit na tvar



¢, n! )
— == =Kces
¢ n '

i t
kde n je délkovd koncentrace iontii volné pseudostacionarni fize, n’ je délkova

koncentrace komplexu analyt - ion pseudostacionarni faze. Rychlost analytu je dana

molarnim zlomkem komplexu analyt - ion pseudostacionarni faze podle rovnice

n’ (10)
v, =———v7,
Yond+n
kde v’ je vlastni rychlost komplexu analyt - ion pseudostacionarni fize. Kombinaci

vztaht (9) a (10) ziskdme pro mobilitu analytu kone¢ny vztah

11

i _1+K,.ccs v
kde u” je efektivni mobilita analytu, u’ je mobilita komplexu analyt-ion

pseudostacionarni faze. Tento vztah umozZiiuje zexperimentdlnich dat, tedy

A

vypo&tenych hodnot u , ur&it K, a u’ pomoci nelinearni regrese.

Ve vypoctech musime také uvaZovat mobilitu elektroosmotického toku u,,, jelikoz
vyhodnocenim experimentalnich dat ziskavame tzv. zdéanlivou (apparent) mobilitu
u™ , pro kterou plati

u®r = ufjf (12)

1

+UeoF -

3.3.2 Kinetika interkonverze chiralnich latek

Interkonverze enantiomer béhem separace ma za dusledek vznik tzv. interkonverzni
zény, zvySeného elu¢niho profilu mezi piky enantiomert, tato zéna byva obvykle
nazyvana plato a jeji velikost je ovliviiovana podminkami b&hem separace5’6. Jelikoz
volny analyt se vyskytuje v achiralnim prostfedi, jsou si rychlostni konstanty jeho

vzajemné interkonverze rovny.

10



Pro chiralni separace v chromatografickych systémech bylo roku 1960 R.A. Kellnerem
a J.C. Gidingsem’ uvedeno schéma popisujici interkonverzi obou enatiomert jedinou

zvratnou reakci. Toto schéma lze upravit i pro elektroforetické systémy, viz Obréazek 1,

RO SO
kg
K, o Tk
kS
R? S?

r v o ’ ’ ~ r . g . ()
Obrazek 1 Rovnovazné interkonverzni schéma navrzené Kellnerem a Gidingsem roku 1960, index
oznaduje volny analyt, index ® ozna¢uje komplex analyt-ion pseudostacionarni faze

kdek,, k ; jsou rychlostni konstanty interkonverze, K, K jsou distribu¢ni konstanty

enantiomeru mezi volnym roztokem a pseudostacionarni fazi, pro které je za

predpokladu nekone¢né rychlé rovnovahy mozno psét vztah

b (13)
K, ==,
C.

Toto schéma je ale pfili§ zjednodusené. V roce 1984 W. Biirkl, H. Karfunkel a
V. Schurig® diskutuji podrobné schéma, viz Obrazek 2. Na rozdil od Kellnera
s Gidingsem’ je zde zahrnuta reverzibilni rovnovaha jak analyti ve volném roztoku, tak
i analyti vazanych v komplexu s pseudostacionarni fazi, soucasné je ale zachovana
nekonecné rychld interakce analytu a pseudostacionarni fazi. Toto nezjednodusené
schéma bylo vyuzito Dubskym a spol.” k vypo&tu skuteénych rychlostnich konstant

ko kg ko kp:

kg

R’ & S°
ks

K, 1 LK,
ky

R’ N S?
ks

Obrazek 2  Rovnovazné interkonverzni schéma diskutované H. Karfunkelem, W. Biirklem,
V. Schurigem®

11



Diky principu mikroskopické reverzibility'® a platnosti vztahu k3 = kJ plati

nasledujici rovnice

k! _ Ky

ke K

takze 1ze psat

R’ S°
k:ﬂl’
K = TKs
k;pp
Rb Sh

Obrazek 3 Rovnovazné interkonverzni schéma zjednodugené Jungem a Schurigem roku 1992, které
umoziuje zavést zdanlivé interkonverzni rychlostni konstanty

kde pro dvé zdanlivé (apparentni) rychlostni konstanty &, kg plati

app _
=

ke g ki (4
1+KL, "~ f1+KL’

Rk as)

ko = 54 :
1+K, “C1+K!

N

Toto schéma je velmi Casto pouzivano jak v pracich teoretickych tak i praktickych

vénujicich se kinetice chiralnich separaci, zejména Schurigem>®''. Nevyhodou tohoto

ptistupu je ztrata viech plivodnich rychlostnich konstant. k3, k2, k> k% .

Komplexni ptehled o moznostech urfovani kinetickych parametri izomerizace

chiralnich latek podava prace Thunecka a spol."?

12



3.3.3 Termodynamika interkonverze chiralnich latek

Odlisna interakce enantiomerd s pseudostacionarni fazi mize byt vyjadiena rozdilem

Gibbsovych energii A, ;AG’ pomoci vztahu

' (16)
A, sAG° = RTln[f,R—).

N

Vyuzitim Gibbsovy-Helmholtzovy rovnice lze ur¢it i entalpicky A, (AH ® a entropicky

pfispévek A, (AS

A sAG® = —Ap JAH® +TA, (AS°. a7

Za jisté teploty T, se entropicky a entalpicky pfispévek vyrovnaji a enantiomery jsou
vzajemné neseparovatelné. Pri teplotach nizsich nez T, je reakce kontrolovana

entalpicky a se zvySujici se teplotou dochazi ke zhorSovani separace, pii teplotach

vys8ich nez Ty, je reakce entropicky kontrolovana a se zvySujici se teplotou dochazi

k zlepSovani separace, toto chovani predpovédéli jiz Koppenhofer a Bayer roku 1984",

Témito jevy se také zabyva &lanek Carrery a Lubdy z roku 1994',

Jsou-li znamy zdanlivé rychlostni konstanty interkonverze k*, miZeme zdanlivou

aktivacni energii AG”” pocitat podle Eyringova vztahu

In| kP h - _AGiapp (18)
" k,Ty RT °

kde & je Plankova konstanta, k, je Boltzmanova konstanta, R je univerzalni plynova

konstanta, T je teplota separace, y je transmisni faktor'.

Dynamice separaci a ur€ovani aktivacnich energii bylo od roku 1984 vénovano mnoho

c o . 1116 T 29,14
praci predeviim Schuriga'"'®, ale i jinych autort™'*.
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3.3.4 Praxe a modelovani chiralnich separaci v elektroforetickych systémech

Kinetické parametry chiralnich separaci mohou byt stanovovany bud’ pfimymi, ¢i

nepfimymi metodami. Mezi metody ptimé patfi naptiklad stopped flow metody"”.

3.3.4.1 Stopped flow metody

Stopped flow metody jsou zaloZeny na nasledujicim principu: za nizké teploty jsou
enantiomery v prvni ¢asti kapilary uplné separovany, nasledné je separace zastavena a
zvysi se teplota, to zplisobi opétnou izomerizaci. Ve zbylé ¢asti kapilary se enantiomery
opét oddéli a z ploch ziskanych pikGi mizeme poditat rychlostni konstanty. JelikozZ je
v CZE v misté izomerizace pfitomna i pseudostacionarni faze, umoziiuje tato metoda

stanovovat jen zdanlivé rychlostni konstanty.

Nepiimé metody jsou zaloZeny na srovnani experimentalnich dat se simulovanymi

elektroforegramy. K tomuto uéelu byli vytvofeny simula&ni programy ChromWin®’ &i

SimulChir>'”.

3.3.4.2 Program ChromWin

Program ChromWin byl plivodné urcen k simulacim chromatografickych systému a je
schopen ur€ovat rychlostni i dynamické parametry interkonverze. Program je uréen pro
bézné uzivatele a je mozné ho pouzivat i na osobnim pocitaci. Tento program umoZziiuje

vyuziti dvou modelt:

1. Model teoretickych pater — tento model byl poprvé aplikovan na chiralni separace,
véetné prvni pocitaCové simulace, roku 1984 Biirklem, Karfunklem a Schurigemg,
nasledné byl zdokonalen roku 1992 Jungem a Schurigem'. Separani systém je
rozdélen do N teoretickych pater, které se chovaji jako samostatné chemické reaktory.
V kazdém patfe kolony dochézi k procesu separace, ktery je charakterizovan tfemi

cyklickymi kroky:
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(i) distribuce enantiomerd mezi volnou formou a komplexem analyt-ion
pseudostacionarni faze,
(i) izomerizacni proces,

(iii) nastaveni latkového mnoZstvi enantiomert v daném patie dle patra pfedchoziho.

2. Stochasticky model — byl navrzen Kellerem a Giddingsem roku 19607, Celkovy
eluéni profil byl popsan pomoci pravdépodobnosti pfemény enantiomerii na svou
opaénou formu béhem ¢asu. Enatiomery, které béhem separace ptesly na svou inverzni
formu, vytvareji plato, coZ zpusobi Ubytek vysky pikt separovanych enantiomert (tedy
Ubytek koncentrace analytd v separaéni zon€), tento proces se fidi kinetikou prvniho

fadu a miiZze byt popsan rovnici

C app
cC () = € (0)expl- k1, |, (19)
kde cf(t) je celkové mnoZstvi enantiomeru i vdaném &ase, vtomto piipadé

v separované zoné &istého analytu, ¢ (0) je celkova koncentrace enantiomeru i na

pocatku separace, ¢, je migra¢ni ¢as zony Cistého analytu.

3.3.4.3 Program SimulChir

Program SimulChir umoznuje studium dynamiky elektroforetickych systémi. Je
zaloZen na feSeni kompletni sady nelinearnich rovnic popisujicich elektroforeticky

systém. Vysledkem simulace je ¢asové zavisly koncentraéni profil v misté detektoru a

vypoltena globalni rychlostni konstanta k%°*, pro kterou byl Dubskym a spol.’

odvozen vztah

kg[ob =k2 +k,l;Kchs = kg +kngch' (20)

Stanoveni téchto globélnich rychlostnich konstant umoZiiuje urcit vSechny C¢&tyfi

skute¢né rychlostni konstanty.
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4 Cile prace
Cile mé prace byly nésledujici:

1. V reSer$ni ¢asti prace podat piehled o stavu problematiky elektroforézy chiralnich
latek

2. Objasnéni vlivu koncentrace chiralniho selektoru na selektivitu separace lorazepamu

3. Studium vlivu teploty na interkonverzi lorazepamu

4. Vypocet komplexacnich konstant obou chiralnich forem lorazepamu
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5 Experimentalni ¢ast

V ramci této bakalarské prace byly provedeny separace lorazepamu v zavislosti na

koncentraci chiralniho selektoru a separacni teploté.

5.1 Instrumentace

Méifeni bylo provedeno na pfistroji 3DCE Agilent Technologies, s ovladanim

programem ChemStation. Dale byla pouzita kiemenné kapilara (CaCo, Bratislava,

Slovenska republika).

Technicka data

Délka kapilary:

Délka kapilary k detektoru:

Primér kapilary:
Aplikované napéti:
Davkovani:

Detekéni vinova délka:
Separacni teplota:

Pocet opakovani méfeni:

Proplach kapilary:

80,5 cm

72,0 cm

50 um

15kV

30 mbar x 10 s

210 nm, 228 nm, 250 nm
15,17, 20, 23,27, 30, 35°C
Jazs

pfed prvnim méfenim (proplach urceny k dokonalému procisténi kapilary)
20 min H,0, 40 min acetonitril, 30 min H,0O, 20 min 1M HNOs3, 50 min H,O,
10 min 1M NaOH, 10 min 0,1M NaOH, 50 min H,O

pted zménou koncentrace chirdlniho selektoru
5 min H,O, 5 min 0,1M NaOH, 30 min H,O, 5 min Na,B407 .10H,0, 5 min

aktualni pufr

pfed kazdym méfenim

10 min aktualni pufr
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Vsechny chemikalie byly pfed pouzitim prefiltrovany pomoci laboratornich filtri o
priméru pérd 0,2 pm a nasledné odvzdusnény v ultrazvukové lazni. K méfeni pH byl
pouzit pH metr PHM220, Radiometr, Kopenhagen, Némecko.

5.2 Pouzité chemikalie

K proplachu kapilary byly pouzity

Kyselina dusi¢na Lach-Ner s.r.o., Neratovice, Ceska republika

0,1 M hydroxid sodny

Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko

IM hydroxid sodny - Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko
Acetonitril - Sigma-Aldrich, Némecko

Analyt

Lorazepam - SUKL, Praha, Ceské republika

K piipravé pufru a zakladniho elektrolytu byly pouzity
Tetraboritan disodny dekahydrat - Lachema a.s., Brno, Ceska republika
Polysulfatovany B-cyklodextrin - Sigma — Aldrich, Schnellsdorf, Némecko

5.3 Priprava pufru a zakladnich elektrolytu

Byl pouzit pufr skladajici se pouze z teraboritanu disodného (dale jen boratovy pufr) o
koncentraci 20 mM, jeho pH bylo teoreticky spocitano pomoci programu PeakMaster a
nasledné experimentalné zméfeno.

pH (teoretické) —-9,065

pH (skute¢né) -9.21

Jako chirdlni selektor byl zvolen polysulfatovany B-cyklodextrin (dale jen CO — B —
CD). Byl pfipraven jeho zasobni roztok o koncentraci 60 g/l v pufru a jeho fedénim
roztoky o niZSich koncentracich 15, 20, 25, 30, 35, 40 a 50 g/l. Vzorec a prostorové

schéma molekuly B-cyklodextrinu je na Obrazku 4.
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Bohuzel nebylo mozno uréit teoretické pH téchto roztoku, jelikoZ vyrobce neuvadi
ptesny pocet sulfatovych skupin na cyklodextrinu, pouze rozmezi 7 — 11 sulfatovych
skupin na jednu molekulu CO —  — CD, ani jiné k tomuto vypoctu potiebné udaje.

Pro vypocet molarni hmotnosti byla pouzita priméma molekula CO - B — CD,

obsahujici 9 sulfatovych skupin: Mr = 1856 g/mol

Elektrolyty byly skladovany v chladu a temnu, aby nemohlo dojit k jejich degradaci.

0 ol
‘rgb o~ Q
OH HO o
HO
O o
oH HO

o]
\

kX oV =

OH

Obrazek 4 Vzorec a prostorové schéma molekuly B-cyklodextrinu.

5.4 Priprava vzorku

1 mg lorazepamu, jehoZ vzorec je na Obrazku 5, byl rozpustén v 1 ml metanolu a 4 ml

boratového pufru, dikladné promichan a ptefiltrovan.

OH
HN

Cl

Obrazek § Vzorec molekuly lorazepamu
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6 Vysledky méreni

6.1 Zakladni charakteristiky interkonverze lorazepamu

Byly proméfeny teplotni zavislosti interkonverze lorazepamu pro vSechny pfipravené
koncentrace. Typicky elektroferogram ziskany béhem téchto méfeni je znazornén na
Obrazku 6. Piky s nejvyssi absorbanci jsou zény dvou chirdlnich forem analytu. Plochu
mezi nimi predstavuje tzv. interkonverzni plato. To je tvofeno analytem, ktery se

béhem separace premeénil na svou opac¢nou formu.

ProtoZze nebyl pouzit zddny marker elektroosmotického toku z divodu jeho mozné
interakce s CO — B — CD, byl ke stanoveni migra¢niho ¢asu elektroosmotického toku
pouzit druhy negativni systémovy pik, ktery mél pti vinové délce 210 nm, kdy
absorbuje CO — B —CD, podstatné vétsi signal nez pii jinych vinovych délkach, na
rozdil od ostatnich systémovych pikl. To je dikazem, Ze jedin€ tento pik mohl byt

zpusoben poruchou béhem davkovani a ma nulovou elektroforetickou mobilitu.

35 _ enantiomer A enantiomer B
30 -
25 -

© s

c

> 20+

0

S i

2 15+

i

interkonverzni plato

(3))
—

0 [ 1 elektroosmoticky tok
10 12 14 16 18 20

t [min]

Obrazek 6 Interkonverzni schéma lorazepamu pti koncentraci CO - —CD 15 g/l, teploté 27°C,
detekéni vinova délka 210 nm
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U vSech ziskanych elektroforegrami byly pomoci integrani funkce programu
ChemStation odecéteny elektromigraéni ¢asy analyti a elektroosmotického toku.
Nasledné byly pomoci vztahi (5), (6) vypoéteny mobility obou enantiomerd. Jelikoz
nebylo mozno rozlisit, ktery z pika patii R a ktery S formé, zavedli jsme pro formu s

vy$8i mobilitou oznaceni A a pro formu s mobilitou nizsi B.

6.2 Zavislost selektivity separace na koncentraci chiralniho selektoru

Vys8i koncentrace chiralniho selektoru umoziiuje leps$i separaci dvou chiralnich forem
lorazepamu, tedy vyraznéj§i odd€leni pikd. Potvrzeni tohoto konstatovéani je uvedeno
v Tabulce 1, kde je mozno si tuto skutecnost (tedy zvySujici se primémy rozdil mezi
mobilitami obou forem) ovéfit pro viechny teploty a koncentrace chiralniho selektoru.

Ptirozené, se zySujici se koncentraci CO — § — CD se rozs$ifuje i interkonverzni plato.

Tabulka 1 Primérny rozdil mezi mobilitami obou enantiomert v zavislosti na koncentraci chiralniho
selektoru a teploté

T°C
15 17 20 23 27 30 35

Alccopcpisgl | -532  -540 -586 -580 -600 -627  -627
Alccopcpag | -586  -6,11  -636  -668  -7,02 -714  -742
Alccopcpasgl | -641 =659  -694 738 7,63  -815  -826
Alccopcpiog | 680 =699 =724 754  -808  -859  -886
Al ccopcpisgi | <704 =765 =755 -84l  -862 -890  -9,49
Al ccopepaogn | <726 -7,51  -7,74  -834 891  -827

Al ccopcpsog | -7.65  -803  -838  -870  -9,15 -948  -9.94
Al ccopcpsogt | <782 -7,81  -833  -880 929  -9,60

Pozn. [AQ ccopcp] = 107 m*V's™!

Na Obrazku 7 jsou znazornény regresni hyperboly enantiomeri A, B dle vztahu (11)
pro teplotu 27 °C a kiivka zavislosti rozdili mobilit enantiomerti na koncentraci
chiralniho selektoru. Je zfejmé, Ze tato ktivka nabyva minima, jehoZ x-ova soufadnice
odpovidé takové koncentraci chiralniho selektoru, pti které je separace nejselektivnéjsi.
Dal§im zvySovanim koncentrace chiralniho selektoru se separace bude zhorSovat.
Polohu minima kfivky rozdili mobilit jsme pocitali vyuzitim prvni derivace funkce
podle koncentrace chirdlniho selektoru, v Tabulce 2 jsou uvedeny vypoctené

koncentrace pro vSechny pouzité teploty.

21



1 Regresni hyperbola pro enantiomer A
2 Regresni hyperbola pro enantiomer B
—— 3 Rozdil mobilit enantiomeru v zavislosti
na koncentraci chiralniho selektoru
5} —— 4 Derivace krivky 3 podle koncentrace
chiralniho selektoru

-
o
1

0
2 -5
Nm
o= 10
[=]
<, !
s 15[
=
Koncentrace chiralniho selektoru,
-20 | . pri ktere je separace nejselektivnejsi
-25 s 1 N 1 / 1 w. V L s 1
0 20 40 60 80 100

c_[1 0'3moldm’3]

Obrizek 7 Regresni hyperboly dle vztahu (11) pro oba enantiomery a teplotu 27°C, jejich rozdil a kiivka
prvni derivace této funkce podle koncentrace

Tabulka 2 Hodnoty koncentraci chiralniho selektoru, pti kterych je separace nejselektivnéjsi, pro
v8echny pouZité teploty

T [°C] 15 17 20 23 27 30 35

clim [g/l]‘75,9 77,5 80,0 81,3 82,4 87,0 1294

Timto vypoétem jsme ovéfili, Ze nami pouZzité koncentrace chiralniho selektoru jsou
vzdy niZ§i nez koncentrace, pii které je separace nejselektivnéjsi, tudiz zvySeni
koncentrace chiralniho selektoru opravdu zpisobi rist selektivity separace, odchylky
od tohoto chovani pti vyssich teplotach a koncentracich jsou pravdépodobné zptisobeny

chybou méfeni.

6.3 Zavislost interkonverze lorazepamu na separacni teploté
Na Obrazcich 8 az 14 jsou znazornény elektroferogramy pro koncentraci CO — 38— CD

15 g/l v teplotnim rozmezi 15 °C — 35 °C. Z téchto obrazki je patrno, Ze se zvysujici se

separacni teplotou dochazi k ristu interkonverzniho plata, tedy k zhorSovani separace.
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Pfi teploté 35 °C a koncentraci 40 g/l, Obrazek 15, dokonce dochazi k slouceni obou

pikl s interkonverznim platem a separace je tedy znemozZnéna.

Vyuzitim tohoto poznatku a faktl uvedenych v kapitole 3.3.3 je mozZno konstatovat, ze
interkonverze lorazepamu pfi téchto podminkach je entalpicky kontrolovana. Vsechny

pouzité separacni teploty jsou tedy nizsi nez teplota isotropicka.

» 50
‘ 40

UV signal

30+

S Y S |

%2 18 1. 18 20 2 12 14 16 18 20 22
t [min] t [min]

UV signal

Obrazek 9 Elektroferogram separace

Obrazek 8 Elektroferogram separace lorazepamu pro teplotu 17 °C a koncentraci
lorazepamu pro teplotu 15 °C a koncentraci CO-B-CD15g/l
CO-B-CD 15 g/l
50 40+
40+
- — 301
[2] 2]
£ w :
n » 20
2 x| 5
10 10 L
ot
112 1‘4 1IG 1I8 2I0 0 12 1I4 1.6 1I8 EB
t [min] t [min]
Obrazek 10 Elektroferogram separace _ Obrazek 11 Elektroferogram separace
lorazepamu pro teplotu 20 °C a koncentraci lorazepamu pro teplotu 23 °C a koncentraci
CO-B-CDI5gl CO-pB-CD 15g/l
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10 12 14 16 18 20 10 12 14 16
t [min) t [min]
Obrazek 12 Elektroferogram separace Obrazek 13 Elektroferogram separace
lorazepamu pro teplotu 27 °C a koncentraci lorazepamu pro teplotu 30 °C a koncentraci
CO-p-CD 15g/l CO-B-CD15g/l
30
( a0}
L — 30
_g 20 5
5 / o
g \ % 20+
top— -
10+
10 12 14 16 10 15 20 25 30 35 40
t [min] t [min]
Obrazek 14 Elektroferogram separace . Obrizek 15 Elektroferogram separace
lorazepamu pro teplotu 35 °C a koncentraci lorazepamu pro teplotu 35 °C a koncentraci
CO-B-CD15g/l CO-B-CD40 g/l

6.4 Vypocet komplexaénich konstant lorazepamu s CO - — CD

Komplexacéni konstanty byly pocitany pomoci vztahu (11). Do programu Origin verze
6.1 byla zadana vstupni data, tedy efektivni mobility analytu pfi jedné teploté a
ptislusné molarni koncentrace CO — 3 — CD. Pomoci funkce nelinedrni regrese byly
vypoc¢itany komplexacni konstanty a vlastni mobility komplexu analyt-ion
psedostacionarni faze. Graf nelinedrni regrese pro teplotu 27 °C je znazornén na

Obrazku 16 pro enantiomer A a na Obrazku 17 pro enantiomer B.

Kompletni souhrn komplexaénich konstant pti vSech teplotach obsahuje Tabulka 3.
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Obrazek 16 Regresni hyperbola dle vztahu (11) pro enantiomer A a teplotu 27°C
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Obrazek 17 Regresni hyperbola dle vztahu (11) pro enantiomer B a teplotu 27°C
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Tabulka 3 Kompletni pfehled komplexaénich konstant pro oba enantiomery pfi viech pouzitych
teplotach

T [°C] 15 17 20 23 27 30 35
Ka[dm’ mol'] | 26,05 2731 27,04 2732 26,16 2785 30,43

+1,09 +£1,19 +126 +£127 +187 £1,08 =145
Kg[dm’mol'] | 73,47 7425 71,65 70,83 6734 68,56 6436
+£228 +486 +326 £286 +1,80 £247 +277
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7 Zaveér

1. Podala jsem piehled o stavu problematiky elektroforézy chiralnich latek.

2. Vznik interkonverzniho plata, které mlZeme pozorovat na ziskanych
elektroferogramech, potvrzuje skuteCnost, Ze lorazepam ma schopnost samovolné
ptrechdzet na svij zrcadlovy obraz. Lorazepam tedy patii mezi interkonvertujici chiralni

latky.

3. Zvysledkd méfeni je mozno konstatovat, Ze se zvySujici se koncentraci chiralniho
selektoru, v tomto ptipadé CO — B — CD, se zvySuje i selektivita separace lorazepamu, a
to pro vSechny nami pouzité koncentrace chiralniho selektoru. Toto ovSem neplati
obecné, po dosazeni jisté koncentrace chiralniho selektoru se selektivita separace zacne

zhorSovat.

4. Diusledkem zvySeni separa¢ni teploty je rust interkonverzni zdény, coZ zhorSuje
separaci. ZvySovani teploty tedy urychluje vzajemnou pfeménu enantiomerut, zpiisobuje
rast rychlostnich konstant interkonverze. Interkonverze lorazepamu je v rozmezi teplot

15 °C — 35 °C entalpicky kontrolovana, pouzité teplotni rozmezi je tedy pod Tiso.

5. Vypocitala jsem komplexacni konstanty analytu s iontem pseudostacionarni faze,
jejich hodnoty se pohybuji v rozmezi 25 az 35 dm’mol™ pro enantiomer A a 60 az 75
dm’mol”’ pro enantiomer B. Vysledna chyba vypoctu byla vzdy mensi nez 10 %, coz je

velmi dobry vysledek pro toto experimentalni stanoveni.
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