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Abstrakt

Kapilarni zonova elektroforéza byla vyuzita pro chiralni separaci jedenacti
derivatl diquatu (DQ). Tyto N-heteroaromatické dikationty obsahuijici strukturni
motiv 2,2 -bipyridinu jsou v souCasné dobé studovany pro své zajimavé redoxni
vlastnosti a axialni chiralitu. Kombinace téchto vlastnosti mize v budoucnu
pfinést zajimaveé vyuziti. Pro chiralni separace DQ byly jako chiralni selektory
(CS) pouzity komeréné dostupné nahodné sulfatované a-, -, a y-cyklodextriny
o vysokém stupni substituce (HS-a-CD, HS-B-CD, HS-y-CD). P¥i pouziti vSech
uvedenych CS bylo dosazeno velmi dobrého chiralniho déleni. Separace
enantiomerd na zakladni linii bylo dosazeno pro 82 %, 91 %, respektive 100 %
analyzovanych derivatd DQ v pfitomnosti HS-a-CD, HS-B-CD, respektive
HS-y-CD. NejvysSich separa¢nich uc€innosti a rozliSeni enantiomerd DQ bylo
dosazeno pfi elektroforetické separaci v zakladnim elektrolytu (BGE)
obsahujicim 22 mmol/L NaOH, 35 mmol/L H3PO4 (pH 2,5) a 6 mmol/L HS-3-CD.
Pomoci tfi dostupnych neracemickych DQ byla provedena identifikace
migracniho poradi jednotlivych M- a P-enantiomert pfislusnych DQ.

Metodou kapilarni afinitni elektroforézy byly experimentalné zjistény
zavislosti efektivni elektroforetické pohyblivosti enantiomerd DQ na koncentraci
HS-a-CD, HS-B-CD, nebo HS-y-CD v BGE. Efektivni pohyblivosti byly vypocteny
po korekci migracnich ¢asu analytd pomoci Haarhoff-Van der Lindeho funkce.
Nelinearni regresni analyzou ziskanych dat byly stanoveny zdanlivé konstanty
stability komplexd enantiomerli DQ s vySe uvedenymi anionickymi CS
cyklodextrinového typu. Pro komplexy vSech DQ s HS-a-CD, HS-3-CD a HS-y-
CD byly zjistény velmi vysoké hodnoty zdanlivych konstant stability. Jejich
rozmezi bylo od 7,8-10% dm3/mol do 547,4-10% dm3mol. Nejpevné&jsi komplexy

byly tvofeny interakci enantiomert derivatd DQ s HS-a-CD.

KliCova slova: chiralni separace, sulfatované cyklodextriny, kapilarni
elektroforéza, konstanta stability, diquaty



Abstract

Capillary zone electrophoresis was used for chiral separation of eleven
diquat derivatives. These N-heteroaromatic dications containing structural motif
of 2,2 -bipyridine have recently been studied for their interesting electrochemical
properties as well as for the axial chirality of their molecules. The combination
of these properties could potencially lead to interesting applications in the future.
For enantioseparation of diquats (DQ) commercially available randomly sulfated
a-, B-, and y-cyclodextrins with high degree of substitution were used.
A succesfull chiral separation was achieved using all of the three sulfated
cyclodextrins as chiral selectors (CS). Baseline enantioseparation was achieved
for 82 %, 91 % respectively 100 % of the analyzed DQ in the presence
of HS-a-CD, HS-B-CD, HS-y-CD respectively. The highest separation efficiency
and resolution were obtained in the backround electrolyte containing
22 mmol/L NaOH, 35 mmol/L H3PO4 (pH2,5) and 6 mmol/L HS-B-CD. Using three
available nonracemic DQ an identification of the particular M- and P-enantiomers
was done for the three corresponding DQ structures.

Apparent stabillity constants of complexes of the DQ derivatives with
above mentioned cyclodextrins as CS were determined by means
of capillary affinity electrophoresis. The stability constant calculations were based
on nonlinear regression analysis of experimentally obtained plot of the effective
electrophoretic mobillity of DQ against the concentration of given anionic
CS added to the backround electrolyte. Migration times
of the enantiomer-CS complexes were corrected using Haarhoff-Van der Linde
function. The DQ derivatives formed strong complexes with all three types
of sulfated cyclodextrins as CS. The determined stability constants varied in the
range of 7,8-10% and 547,4-103 dm?3/mol.

Key words: chiral separation, sulfated cyclodextrins, capillary electrophoresis,

stability constants, diquats
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

Zkratka/symbol Legenda
ACE afinitni kapilarni elektroforéza
BGE zakladni elektrolyt
CD cyklodextrin
CE kapilarni elektroforéza
CEC kapilarni elektrochromatografie
CFACE kontinualni frontalni analyza spojena s kapilarni elektroforézou
CIEF kapilarni izoelektricka fokusace
CITP kapilarni izotachoforéza
CS chiralni selektor
CSP chiralni stacionarni faze
CZE kapilarni zénova elektroforéza
DMSO dimethylsulfoxid
DQ diquat
CEKC elektrokineticka kapilarni chromatografie
EOF elektroosmoticky tok
FACE frontalni analyza spojena s kapilarni elektroforézou
GC plynova chromatografie
HD Hummel-Dreyerova metoda pro stanoveni konstant stability
HETP vyskovy ekvivalent teoretického patra
HS-a-CD vysoce sulfatovany a-cyklodextrin
HS-3-CD vysoce sulfatovany (3-cyklodextrin
HS-y-CD vysoce sulfatovany y-cyklodextrin
HPC hydroxypropylcelul6za
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
HVL Haarhoff-Van der Linde (funkce)
i.d. vnitfni priimér
MS hmotnostni spektrometrie/hmotnostné-spektrometricky detektor
MS-ACE kapilarni afinitni elektroforéza zalozena na zméné pohyblivosti
NMR nuklearni magneticka rezonance
o.d. vnéjsi pramér




PF-ACE
SFC
SD
UV-VIS DAD

VP

A200
aa

aas

Kas

Kk
Leff
L

Mact

Mapp

Mas
Meft,(a)
MeorF

m;

kapilarni afinitni elektroforéza s ¢astenym plnénim kapilary
superkriticka fluidni chromatografie

smérodatna odchylka

spektrofotometricky detektor s diodovym polem pro ultrafialovou a
viditelnou oblast spektra elektromagnetického zareni

metoda vakantniho piku pro stanoveni konstant stability

absorbance pfi vinové délce 200 nm

aktivita analytu

aktivita komplexu analyt-selektor

aktivita chiralniho selektoru

molarni koncentrace

standardni molarni koncentrace analytu

standardni molarni koncentrace komplexu analyt-selektor
standardni molarni koncentrace chiralniho selektoru
rovnovazna molarni koncentrace i-té slozky ionogenni latky v roztoku
prameér molekuly

intenzita elektrického pole

iontova sila

zdanliva konstanta stability prvniho migrujiciho enantiomeru
Zdanliva konstanta stability druhého migrujiciho enantiomeru
rychlostni konstanta vzniku komplexu

rychlostni konstanta zaniku komplexu

zdanliva konstanta stability komplexu analyt-selektor
termodynamicka konstanta stability komplexu analyt-selektor
efektivni délka separacéni kapilary

celkova délka separaéni kapilary

elektroforeticka pohyblivost analytu

aktualni elektroforeticka pohyblivost

zdanliva pohyblivost

elektroforeticka pohyblivost komplexu analyt-selektor
efektivni elektroforeticka pohyblivost (analytu A)

pohyblivost elektroosmotického toku

elektroforeticka pohyblivost i-té slozky ionogenni latky




Mion

Miim

Rs

binj

tmig
tramp

tu
Usep

Wh

Xi

YA

Yas

W QS > &

elektroforeticka pohyblivost iontu

limitni elektroforeticka pohyblivost iontu

relativni molekulova hmotnost

elektroforeticka pohyblivost selektoru

pocet teoretickych pater

elektricky naboj iontu

polomér iontu

rozliSeni

doba davkovani markeru elektroosmotického toku
migracni ¢as

doba linearniho rdstu napéti z nuly na hodnotu separacniho napéti
doba aplikace separacni napéti

separacni napéti

rychlost pohybu iontu

Sifka piku pfi zakladné

§ifka piku v poloviné jeho vySky

molarni zlomek i-té slozky ionogenni latky

faktor selektivity separace

aktivitni koeficient analytu

aktivitni koeficient komplexu analyt-selektor
aktivitni koeficient selektoru

permitivita

vinova délka

viskozita roztoku

standardni odchylka Gaussovského piku

elektrokineticky potencial
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1 Uvod

Chiralita je vyznamnou vlastnosti chemickych latek souvisejici
s asymetrii jejich molekul. Je schopna ovliviiovat jejich biologickou aktivitu
a fyziologicky uc€inek na Zivé organismy. Chovani enantiomerd stejné molekuly
se v chiralnim prostfedi lidského organismu muze vyznamné lisit. Z toho duvodu
v poslednich nékolika desitkach let doSlo, predevSim kvali pozadavkim
farmaceutického a potravinairského pramyslu na chiralni Cistotu sloucenin,
k rozvoji separacnich technik a metod pro chiralni analyzu latek [1, 2].

Vyuziti kapilarni elektroforézy (CE) pro chiralni separace latek s sebou
pfinasi nékolik vyhod oproti jinym separacnim metodam. Mezi tyto vyhody patfi
zejména vysoka ucinnost, rychlost a citlivost separace. Jednoducha udrzba
instrumentu a nizké provozni naklady, dané velmi malym objemem davkovaného
vzorku i pouZitého elektrolytu, délaji z CE relativné levnou a ekologicky Setrnou
separaéni metodu. Metody CE jsou aplikovatelné pro separace Sirokého spektra
rozpustnych ionizovatelnych analytd, od malych iontl az po biopolymery
Ci organely a celé bunky. Jsou spolehlivym separacnim nastrojem pro kvalitativni
i kvantitativni analyzu nebo mikropreparaci fady ionogennich latek. Zaroven
umoziuji stanoveni raznych fyzikalné-chemickych parametrd a studium vysoce
specifickych interakci mezi molekulami a/nebo ionty [3, 4].

Konstanta stability komplexu je vyznamnym termodynamickym
parametrem, ktery charakterizuje pevnost komplexu latky se specifickou
molekulou (i iontem) ligandu, a tedy silu jejich vzajemné interakce [5, 6].

Diquaty (DQ) jsou chiralni N-heteroaromatické dikationty se zajimavymi
oxidacné-redukCnimi vlastnostmi. V souCasné dobé je zkoumana jejich axialni
chiralita zplsobena pfitomnosti biarylové osy ve 2,2°-bipyridinovém skeletu.
Vyzkum neracemickych derivatd DQ, a tedy i rozvoj jejich praktickych aplikaci,
je podminén dostupnosti rychlé, levné a spolehlivé separacni metody poskytujici

vysokou separacni uc€innost a rozliSeni jejich M- a P-enantiomert [7, 8].
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2 Vyzkumné cile

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo provést chiralni separaci
jedenacti derivatl diquatu, syntetizovanych na UOCHB AV CR, v.v.i., pomoci
kapilarni  zonové elektroforézy s vyuzitim tfi chiralnich  selektort
cyklodextrinového typu — nahodné sulfatovanych a-, B- a y-cyklodextrini
s vysokym stupném substituce. Cile zahrnovaly provedeni optimalizace
nékterych separacnich podminek a provedeni identifikace M- a P-enantiomeru
vybranych diquati pomoci pfislusnych dostupnych neracemickych diquatu.

DalSim cilem bylo promérfeni zavislosti efektivnich elektroforetickych
pohyblivosti enantiomert diquatd na rostouci koncentraci jednotlivych
sulfatovanych cyklodextrini v separacnim systému pomoci kapilarni afinitni
elektroforézy a stanoveni konstant stability nelinearni regresni analyzou téchto
experimentalné zjisténych dat.

Cilem bylo zhodnotit a porovnat vysledky provedenych enantioseparaci a
pokusit se najit vztah mezi experimentalné zjisténymi separacnimi parametry,
strukturou diquatl, strukturou sulfatovanych cyklodextrinG a silou jejich

specifickych interakci.
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3 Teoreticka cast

3.1 Stereoizomerie a chiralita latek

Slouceniny, které jsou tvofeny stejnym pocdtem atomul stejného typu,
ale liSici se svym uspofadanim v prostoru, se nazyvaji stereoizomery.
Stereoizomery je mozno rozdélit na dvé podskupiny — konfiguracni, u kterych
béhem izomerizace dochazi ke Stépeni chemickych vazeb, a konformacni,
kde je izomerizace uskuteCnéna pouze omezenou rotaci kolem jednoduchych
vazeb [1, 4, 9]. Konformacéni stereoizomery lze dale rozdélit na rotamery,
atropoizomery a ,ring inversion“ izomery. KonfiguraCni stereoizomery je mozné
rozdélit na diastereomery a enantiomery. Diastereomery se dale déli
na (E, Z)-diastereomery a diastereomery s chiralnim centrem. Druhy
stereoizomerie jsou shrnuty na obrazku 1 [1].

Jednotlivé enantiomery jedné latky nejsou prostorové identické,
neobsahuji Zadny prvek symetrie a jsou si navzajem svymi zrcadlovymi obrazy.
Takto asymetrické latky jsou tzv. chiralni. Existuje nékolik strukturnich rysu
molekuly, které zpasobuiji jeji chiralitu. NejbéznéjSim typem chirality je centralni
neboli bodova chiralita [1, 4, 9]. DalSimi prvky asymetrie mohou byt chiralni osa
u axialni chirality a chiralni rovina u planarni chirality. Chiralita, ktera je dana

celkovou asymetrii molekuly, se nazyva helikalni (tzv. helicita) [4, 9].

l Stereoizomery

L}
Konfiguraéni Konformaéni
izomery izomery
|

~Ring-
Diastereomery Enantiomery Rotamery Atropoizomery inversion”
izomery

——

Cis-trans Diastereomery
izome s chiralnim
i centrem

Obr. 1 Rozdéleni sterecizomer( [1].
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3.2 Chiralni analyza organickych latek

Separace enantiomert bio(molekul) je dllezitou oblasti separacnich véd.
Hraje dulezitou roli prfedevsim ve farmaceutickém primyslu, potravinarstvi,
environmentalni analyze a zemédélstvi [4].

V analytické chemii se pro déleni enantiomert vyuziva instrumentalnich
separacnich metod zaloZzenych na fyzikalné-chemickych principech a jevech.
Pomoci téchto analytickych metod lze dosahnout rychlych, vysokoucinnych
a selektivnich separaci mnozstvi chiralnich latek s vysokym rozliSenim.
Nejpouzivangjsi jsou metody chromatografické — plynova chromatografie (GC),
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), superkriticka fluidni
chromatografie (SFC) a metody elektromigracni — kapilarni elektroforéza (CE),
kapilarni elektrokineticka chromatografie (CEKC), kapilarni
elektrochromatografie (CEC) a kapilarni afinitni elektroforéza (ACE). Mimo tyto
separacni metody se v chiralni analyze a pro studium mechanisma chiralniho
chovani latek pouzivaji i spektroskopické metody — nuklearni magneticka
rezonance (NMR), polarimetrie, cirkularni dichroismus, opticka rota¢ni disperze,
rentgenova krystalografie a nékteré dalsi [4, 10].

Enantiomery jedné latky maji v achiralnim (symetrickém) prostfedi stejné
fyzikalné-chemické vlastnosti (s vyjimkou specifické optické otacivosti).
V chiralnim (asymetrickém) prostfedi mohou byt jejich vlastnosti i zasadné
odlisSné. Ztéto skuteCnosti vychazi principy chiralniho déleni latek
a plyne z ni také fakt, ze separace enantiomer( nelze dosahnout bez pfitomnosti
jiné chiralné Cisté (neracemické) latky. Ta bud chemicky zreaguje se zkoumanou
racemickou latkou (derivatizace), anebo svou pfitomnosti vytvofi chiralni
prostfedi. V tomto smyslu je chiralné Cista latka obecné chapana jako tzv. chiralni
selektor (CS), respektive diskriminator. Prvnimu z uvedenych pfistupt
k chiralnimu déleni latek se fika metoda nepfima, druhy pfistup je zakladem
metody pfimé [3, 4, 11, 12].

Podstatou nepfimé metody je chemicka derivatizacni reakce mezi vysoce
chiralné Cistym derivatizaCnim cCinidlem a racemickym analytem. Béhem této

reakce vznika stabilni diastereomerni par. V kazdém z diastereomeru se nachazi
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nové vznikla kovalentni vazba mezi chiralné Cistym derivatizaCnim cCinidlem
a jednim z enantiomert plvodné racemického analytu. Vzniklé diastereomery
maji odliSné fyzikalné-chemické vlastnosti a nasledné je mozné je od sebe oddélit
vhodnou separacni metodou. Tato separace jiz probiha v achiralnim prostfedi [3,
4,11, 12].

Déleni enantiomert za uziti pfimé metody se vyznacuje pfitomnosti
chiralné Cisté latky pfimo v separacnim systému béhem vlastniho separacniho
procesu. Mezi racemickym analytem a chiralné Cistou latkou nedochazi
k chemické reakci, pfi které by vznikaly nové kovalentni vazby. Zakladnim
a pomérné dobfe popsanym modelem, ktery popisuje mechanismus chiralni
diskriminace, je tzv. model tfibodové interakce [12]. Schéma tohoto modelu je
na obrazku 2. Plyne z néj, ze aby doslo k chiralnimu rozpoznani molekuly,
je tfeba, aby existovala alespon tfi rizna mista na molekule analytu a na molekule
selektoru, mezi kterymi dojde k mezimolekulovym interakcim. Uplatiuji se
vSechny typy jak specifickych, tak univerzalnich nekovalentnich sil, které jsou
shrnuty v tabulce 1. Soucet vSech pfitomnych pfitazlivych interakci musi byt vétsi

nez soucet odpudivych interakci.

CK . ® ﬁ‘"\ .-O

-/Cg

Obr. 2 Schéma modelu tfibodové interakce [10].

Pro separaci enantiomer je nezbytné, aby minimalné jedna ze tfi interakci
byla enantioselektivni. Prostfednictvim nekovalentnich interakci dochazi k tvorbé
pfechodnych diastereomernich komplexd mezi jednotlivymi enantiomery a CS,
se kterym reaguji s riznou afinitou. Vzniklé kineticky labilni komplexy se odliSuji
svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. To umozriuje jejich vzajemné oddéleni.
Chiralni selektor se v separacnim systému muze nachazet volné, jako chiralni

aditivum, nebo chemicky navazan ¢i adsorbovan na danou matrici,
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napf. stacionarni fazi v chromatografii. Takovym zplsobem vznika tzv. chiralni

stacionarni faze (CSP) [3, 4, 10, 11].

Tab. 1:Typy a nékteré vlastnosti mezimolekulovych nekovalentnich interakci

[10].

Typ nekovalentni
Sila interakce

Smér interakce

Dosah interakce

interakce
coulombické
velmi silné odpudivé i pfitazlivé stredni (1/d?)
(elektrostaticke)
vodikové mustky velmi silné pritazlivé dlouhy
stéricka repulze slabé az velmi silné odpudivé kratky
-7 interakce silna pritazlivé stfedni
ion-dipdl interakce silna pFitazlivé kratky
dip6l-dipdl interakce stfedné silna pfitazlivé i odpudivé kratky (1/d3)
dipdl-indukovany
slaba pritazlivé velmi kratky (1/d®)
dipdl interakce
Londonovy
velmi slaba pritazlivé velmi kratky (1/d®)
disperzni sily
Van der Waalsovy
sily (hydrofobni velmi slaba pFitazlivé velmi kratky (1/d®)

interakce)
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3.3 Kapilarni elektromigrac¢ni metody

Kapilarni elektromigracni metody zahrnuji nékolik elektromigracnich
vysokoucinnych separacnich technik. Z technik zaloZzenych na elektroforetickém
migracnim principu sem patfi kapilarni zéonova elektroforéza (CZE), kapilarni
izotachoforéza (CITP) a kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF). Pro chiralni
analyzu latek Ize vyuzit CZE a CITP. Kapilarni zénova elektroforéza pro chiralni
separace splnuje téz definici kapilarni afinitni elektroforézy (ACE), kdy specificky
analyt reaguje se specifickym ligandem (v chiralni CZE/ACE chiralni selektor).
Kromé téchto metod se v chiralni analyze uplatiuji rovnéz hybridni techniky —
kapilarni elektrokineticka chromatografie (CEKC) a kapilarni
elektrochromatografie (CEC), kde se vyuziva kombinace principl
CE a rozdélovaci chromatografie [13, 14].

Kapilarni  elektromigracni  metody obvykle  poskytuji  rychlou
a vysokoucinnou separaci mnozstvi riznorodych ionogennich
i elektroneutralnich sloucenin ¢€i Castic. Své vyuziti nachazeji prfedevSim
v kvalitativni a kvantitativni analyze, preparaci latek nebo pfi studiu fyzikalné-

chemickych déju a specifickych interakci mezi molekulami a/nebo ionty [5, 11].

3.3.1 Elektroforeticka pohyblivost a elektroosmoticky tok

Kapilarni elektroforéza je fyzikalné-chemicka separacni metoda, ktera
umoznuje oddélovat od sebe rozpustné elektricky nabité latky a Castice.
Elektroforetické déleni probiha v separacni kapilafe na zakladé rozdilnych
rychlosti pohybu ionogennich latek ve stejnosmérném elektrickém poli. Smér a
rychlost jejich pohybu jsou urCeny intenzitou vloZeného elektrického pole a
souctem dvou fyzikalnich vektorovych veli€in — elektroforetické pohyblivosti
(mobility) iontd a pohyblivosti elektroosmotického toku (EOF) kapalného média,
jimz je naplnéna separacni kapilara [14, 15]. Rychlost pohybu iontu je dana
rovnici:

V= E(mion + mEOF), (1)
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kde E je intenzita elektrického pole, m,,, je elektroforeticka pohyblivost iontu
a mgor je pohyblivost EOF kapaliny v separacni kapilare [5, 11, 14-16].

Kfemenna separacni kapilara obsahuje na svém vnitfnim povrchu
silanolové skupiny Si-O-H, které pfi vys$Sim pH BGE disociuji. Po naplnéni
separaCni kapilary vodivym elektrolytem jeji zaporné nabita vnitfni sténa
elektrostaticky interaguje s kationickymi protiionty v BGE. Na vnitfnim povrchu
stény kapilary dochazi ke vzniku elektrické dvojvrstvy. Ta maze byt kvantitativné
popsana fyzikalni veli€inou — elektrokinetickym potencialem zéta f
Elektricka dvojvrstva se sklada z nehybné Sternovy vrstvy a z pohyblivé difuzni
vrstvy. Po vloZeni vysokého napéti dochazi ve vzniklém stejnosmérném
elektrickém poli k pohybu kationické difuzni vrstvy k zaporné nabité katodé.
Solvataéni obaly iontu, které formuji dvojvrstvu, s sebou zaroven strhavaiji okolni
ionty a cely objem kapaliny v kapilafe je uveden do pohybu — vznika katodicky
EOF [5, 11, 14-16]. Rychlost EOF je mozné popsat rovnici:

Ny
Ty

- — =g
Vgor = Mgor " E =

(2)

kde ¢ je permitivita a n je viskozita roztoku [5, 11, 14-16].
Elektroforeticka pohyblivost daného sférického iontu, mion, je definovana
jako rychlost pohybu tohoto iontu v kapalném prostfedi vlivem stejnosmérného

elektrického pole o jednotkové intenzité. Lze pro ni odvodit nasledujici vztah:

q
mion = ) (3)
6nnr

kde q je elektricky naboj iontu a r je jeho polomér. Hodnoty elektroforetické
pohyblivosti jsou tabelovany jako fyzikalni konstanty a jsou stanoveny pro zcela
disociované latky a v nekonecné zifedéném roztoku. Takova elektroforeticka
pohyblivost se nazyva limitni iontova pohyblivost, mijm. Aktualni iontova
pohyblivost plné disociované latky, mac, je elektroforeticka pohyblivost daného
iontu pfi dané teploté a nenulové iontové sile. Zdanliva pohyblivost, mapp, je dana
souCtem efektivni elektroforetické pohyblivosti, mer, a elektroosmotické
pohyblivosti, meor [5, 11, 14-16].
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Zdanlivou elektroforetickou pohyblivost iontu, mgapp, Ize urcit pfimo

z elektroforegramu podle rovnice:

_ _Lelesy 4
Mapp = o iy’ (4)

kde L:je celkova délka separaéni kapilary, Lerr je efektivni délka separacni
kapilary, tedy délka od vstupniho konce kapilary k detekEnimu okénku, Usep je
separacni napéti a ftmig je migracni C€as analytu. Pro vypocet efektivni
elektroforetické pohyblivosti iontu, mes, je nutné zohlednit pohyblivost EOF.
Je-li ke vzorku pfidan neutralni marker EOF, potom Ize efektivni elektroforetickou

pohyblivost vyjadfit jako:

_ 1 _ 1 . Lt'Leff
meff N (tmig tEOF) ( Usep > (5)

kde teor je migracni Cas markeru EOF. V pfipadé, Ze ma neutralni marker

za danych experimentalnich podminek pfilis§ nizkou pohyblivost, je vyhodné&jsi
pro stanoveni pohyblivosti EOF pouzit metodu navrZzenou Williamsem a Vighem
[17]. Tento zpusob eliminuje vliv zmé&n meor b&hem separace s pfidanym
markerem a mesr analytu je pak zatizena mensi chybou. Tato metoda zahrnuje
tfi postupna davkovani neutralniho markeru. Prvni dvé davkovani nasleduji
po sobé a jsou aplikovana stejnym tlakem po stejnou dobu tis;, poté je vlozeno
urcité separacni napéti, Usep, po dobu ty, a dvé vzniklé zény markeru se
elektroforeticky déli. Nasledné je marker nadavkovan potreti stejnym tlakem
a po stejnou dobu, jako pfi prvnich dvou davkovanich. Vysledkem tohoto postupu
jsou tfi zény neutralniho markeru a z migracnich €asu, tmigs, tmigz, tmigs,

odpovidajicich piku v elektroforegramu je mozné meor vypocitat takto [17]:

(tmig3_tmig2+tmig1)'Lt'Leff (6)

MEgor =
0 Usep'(tU_tramp)'(tmigS"%tinj)’

kde tramp je doba, po kterou napéti linearné roste z nuly az na hodnotu Ueor.
Efektivni elektroforetickou pohyblivost analytu A pak Ize vyjadfit jako rozdil

zdanlivé elektroforetické pohyblivosti a pohyblivosti EOF:

Merra = Mapp — MEgoF (7)
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3.3.2 Disperzni jevy

Béhem elektroforetické separace dochazi pfi pohybu zén analytl
zakladnim elektrolytem (BGE) k jejich rozSifovani (rozmyvani) vlivem nékolika
disperznich jevl. RozsSifovani zén je dano riznou migracni rychlosti iontd v dané
zéné. Dusledkem disperznich jevu je deformace tvaru piku, a tim dochazi
k ovlivnéni separacni ucinnosti a citlivosti metody. V CE muUzZe byt disperze
zpusobena nékolika faktory. Mezi nejvyznamnéjsi patfi elektromigracni disperze,
vSudypfitomna podélna molekularni difuze, Jouleovo teplo tvofené pfi pratoku
elektrického proudu kapalnym vodivym médiem, interakce analytu s vnitfni
sténou separacni kapilary, nejCastéji v podobé adsorpce a v mensi mife také
rozSifeni zon v dusledku davkovani (délka davkované zony) a detekce (délka
detekéni cely) [5, 11, 15, 16].

Elektromigraéni disperze

Elektrodisperze je zpuUsobena lokalnimi rozdily mezi elektroforetickou
pohyblivosti slozek BGE a vzorku v pfislusnych zénach. Jednotlivé ionty se tak
vdané zéné& pohybuji v elektrickém poli o odliSnych intenzitach s rdznou
rychlosti, nebot’ napéti vkladané mezi elektrody neni linearné rozprostfeno podél
separacni kapilary. Tyto rozdily mohou byt zplsobeny zménami pH nebo
vodivosti v dané zéné. V pfipadé ACE ke zménam v pohyblivostech slozek zén
dochazi také z duvodu pfitomnosti komplexaénich rovnovah [18], kdy dochazi ke
specifickym komplexaénim interakcim mezi slozkami BGE. K elektrodisperzi také
dochazi pfi nadavkovani nadmérného mnozstvi vzorku. VSechny tyto faktory
vedou k asymetrickym, frontujicim nebo chvostujicim pikiim [5, 11, 15, 16]. Pro
pik Gaussovského typu odpovidd migraéni ¢as maximu piku a jeho Sifka
proporéné odpovida celkovému rozptylu piku. Pro charakterizaci tvaru piku
deformovaného pfedevSim elektromigracni disperzi byla popsana tzv. Haarhoff-
van der Lindeho funkce (HVL funkce). Ta mlOze byt do jisté miry pouzita pro
korekci migracnich €asU téchto pikl. Korekce migracnich ¢asu pomoci HVL

funkce je pouzivana zejména v CZE a ACE [19-23].
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Adsorpce

v s

NejCastéjSi interakce mezi latkami rozpusténymi ve vzorku Ci BGE
se sténou separaCni kapilary je adsorpce. Adsorpce latek je zpusobena
elektrostatickymi, hydrofobnimi a hydrofilnimi interakcemi kationtll se zaporné
nabitou sténou kapilary. Vyznamna adsorpce je popsana zejména
u vysokomolekularnich slou¢enin — proteind a dalSich (bio)polymera.
Ve prospéch adsorpce pusobi také relativné velky pomér povrchu k objemu
kapilary. Adsorpci latek na vnitfni sténu kapilary I1ze nejucinnéji potlacit modifikaci
jeji vnitfini stény kovalentnim navazanim organického modifikatoru, napf.
polyakrylamidu nebo hydroxypropylceluléozy (HPC). Takova uprava kapilary
nejen snizuje adsorpci, ale maze i zménit i zcela eliminovat naboj, neutralizovat
povrch kapilary, a tim ovlivnit EOF [5, 11, 15, 16].

3.3.3 Separacni parametry

Separaéni u€innost

Uginnost separace Ize v CE vyjadfit jako poget teoretickych pater (N) dany
druhou mocninou podilu efektivni délky separacni kapilary, Lerr, a standardni
odchylky, o, piku daného analytu:

N = (f)’ ®)

o

Pfimo z elektroforegramu je mozné vypocitat pocet teoretickych pater napf. dle
nasledujici rovnice [5, 11, 15, 16]:
N =16 (""—9)2 = 5,54 (t’"—g)Z (9)
w ! Wh ’
kde tmigje migracni Cas piku analytu, w je Sifka piku pfi zakladni linii a wx je Sitka
piku v poloviné jeho vysky. Separacni ucinnost vyjadienou pomoci vySkového
ekvivalentu teoretického patra (HETP) je mozné popsat vztahem [5, 11, 15, 16]:

o’

Lesy

HETP =

(10)
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RozlisSeni

Rozliseni (Rs) charakterizuje miru relativni separace dvou sousednich

pikd a Ize ho vypoditat pomoci rovnice:

R. = 2(tmigz_ tmigl) _ tmigz_tmigl _ 1'18(tmig2_tmig1) (11)
§ witwy 40 Wh1+Wh2 ’

za podminky, Ze tmig2 > tmig1; tmig1 @ tmig2 jSOu migracni Casy separovanych pika
analytl, ws a w2 jsou jejich Sifky pfi zakladni linii, whr a wn2 jsou Sifky
pikl v poloviné jejich vySky a o je standardni odchylka Gaussovského piku.
Hodnota rozliseni vysSi nez 1,5, respektive 2,0, odpovida rozdéleni pikua
na zakladni linii. Pro piky, které se vzajemné znacné [iSi svymi vysSkami,

nemusi byt vySe uvedena rovnice vhodna [5, 11, 15, 16].

Faktor selektivity

Selektivita (a) je schopnost metody oddélovat latky na zakladé urcitého
parametru. V CE Ize selektivitu urCit jako podil efektivnich elektroforetickych
pohyblivosti, mer2 @ mefr1, dvou analyta [5, 11, 15, 16]:

— Meff2
a= ——" (12)

3.3.4 Kapilarni zénova elektroforéza

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) je nejjednodussi elektromigracni
technikou. Separacni kapilara je naplnéna BGE, vzorek je hydrodynamicky nebo
elektrokineticky davkovan a latky se pohybuji ve stejnosmérném elektrickém poli.
Elektroneutralni latky se pohybuji s pohyblivosti odpovidajici  meor.
Latky iontové povahy se pohybuiji i vlastni elektroforetickou pohyblivosti, a pokud
se jejich efektivni pohyblivosti dostateCné odliSuji, dochazi k jejich oddéleni.
Béhem separacniho procesu se uvnitf separacni kapilary tvofi zény jednotlivych
analytl. Jsou-li separovany, doputuji v rizném Case do detektoru, kde jsou
detegovany, signal odezvy detektoru je zaznamenan a pocitatem pFeveden

do podoby elektroforegramu.
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Zakladni aparatura pro kapilarni elektromigraéni metody, viz schéma
na obrazku 3, se sklada z fiditelného zdroje vysokého napéti, ze dvou nadobek
naplnénych vodivym elektrolytem — pufrem, kvuli udrZeni stabilni hodnoty pH (tim
i EOF). V nadobkach jsou ponofeny elektrody, které jsou pfipojeny ke zdroji
vysokého napéti. V elektroforéze se pouziva vysoké napéti o hodnotach az
30 kV. Separacni kapilary jsou nejCastéji z taveného kiemenného skla obaleného
vrstvou polyimidu. Jsou dlouhé nejCastéji 20-100 cm, s vnitinim primeérem 25-
100 ym a vné&jSim pramérem obvykle 375 ym. Pfed vystupnim koncem kapilary
byva umisténo detek&ni okénko pro nej¢astéjsi UV spektrofotometrickou detekci.
DalSi pouzivané typy detektort jsou napf¥. bezkontaktni vodivostni, fluorescenéni,
laserem indukovany fluorescencni, amperometricky a hmotnostné-
spektrometricky (MS) [14, 15].

V chiralni CZE se nejCastéji pouziva pfimé metody chiralniho déleni,
kdy se do BGE pfidava jedno ¢i vice chiralnich aditiv. Chiralni selektor v BGE je
specifickym ligandem, ktery prostfednictvim mezimolekulovych nekovalentnich
sil interaguje se specifickym substratem — chiralnim analytem. Separace je
zalozena na rozdilnych efektivnich elektroforetickych pohyblivostech komplexu
enantiomer-chiralni selektor a/nebo na jejich rozdilné interakci s nékterou
slozkou separac¢niho prostfedi. Sila takové specifické interakce je

charakterizovana konstantou stability komplexu [5, 13, 24].

zdroj
D O
wyzokého napéti
—— watup wistup
kapilara .
AD
$ Commputer t
wzorek, rezervoar pufii

rezervodr pufru

Obr. 3 Schéma aparatury pro kapilarni elektroforézu [25].
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V chiralni CZE existuji dva pfistupy ke studiu interakci mezi analytem
a CS v zavislosti na stabilité vzniklého komplexu. Prvni pfistup je pro latky,
které tvofi labilni komplexy. Druhy pfistup je pro latky tvofici pevné komplexy,
které béhem separace nedisociuji a komplex je mozné detegovat pfimo.
V takovém pfipadé se analyzuje vzorek, ktery obsahuje rovnovaznou smés
chiralniho analytu a CS [3, 5, 26-30].

3.3.5 Kapilarni afinitni elektroforéza

Kapilarni afinitni elektroforéza je elektromigraéni technika, ktera vyuziva
vysoce specifickych interakci analytu se specifickymi molekulami. Pouziva se
pfedevSim pro studium a charakterizaci specifickych molekularnich interakci
analytu se specifickych ligandem. Pomoci ACE se studuji rdzné fyzikalné-
chemické vlastnosti latek a stanovuji se nékteré fyzikalné-chemickeé,
napf. termodynamické parametry (konstanta stability komplexu). V ACE muze
byt pfitomno nékolik interagujicich fazi. Jednou fazi je kapalné médium (BGE)
a druha faze mulze byt stacionarni, kdy je CS upevnén (adsorbovan ¢&i kovalentné
vazan) na stacionarni fazi, nebo obsazen v pseudostacionarni fazi, tvorené
pfitomnosti napf. chiralni micely v separacnim systému [5, 13, 24].

K déleni enantiomert dochazi v chiralni ACE nejen na zakladé rozdilnych
efektivnich elektroforetickych pohyblivosti jednotlivych komplext enantiomer-CS,
ale také na zakladé jejich rozdilné afinity k nékteré slozce separacniho prostredi.
Mira této afinity, respektive specifické interakce mezi enantiomerem
a CS, je urCena konstantou stability. Konstanta stability je termodynamicky
parametr, ktery charakterizuje silu, a tedy stabilitu daného komplexu.
Rovnovaha vzajemnych interakci enantiomeru s CS je vysledkem souctu
nespecifickych (hydrofobni interakce) a specifickych (elektrostatické interakce,

vodikové mustky) nekovalentnich mezimolekulovych sil [3, 5, 26-30].
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3.3.6 Ostatni kapilarni elektromigra¢ni metody pro chiralni
analyzu latek

Kapilarni elektrokineticka chromatografie (CEKC)

Kapilarni  elektrokineticka chromatografie (CEKC) byla vyvinuta
pro separaci elektroneutralnich latek, které nemohou byt rozdéleny pomoci CZE,
nebot nejsou nabité. Tato hybridni separatni metoda je =zaloZena
na elektromigraci analytu (elektroforeticke [ elektroosmotické)
a chromatografickém rozdélovacim separacnim principu. Ten v CEKC vyuziva
chemické afinity analytl ve dvoufazovém sytému — rozdilné distribuce analytu
mezi mobilni fazi (BGE) a tzv. pseudostacionarni fazi, ktera je také pohybliva.
Jako pseudostacionarni faze se do BGE nejCastéji pridavaji povrchové aktivni
latky (tenzidy), které po dosazeni tzv. kritické micelarni koncentrace samovolné
agreguiji a tvofi shluky — micely. ElektromigracCni technika se pak nazyva kapilarni
micelarni elektrokineticka chromatografie. Tenzid muze byt nenabity,
kladné, nebo zaporné nabity, a pro enantioselektivni separace musi byt
chiralni [3, 11, 14, 31].

Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Kapilarni elektrochromatografie (CEC) je stejné jako CEKC hybridni
kapilarni elektromigracni technikou na pomezi rozdélovaci chromatografie
a kapilarni elektroforézy. Umozriuje separovat elektroneutralni i ionogenni latky.
Princip CEC je analogicky ke kapilarni kapalinové chromatografii s tim rozdilem,
Ze jako hnaci silu vyuziva EOF kapaliny a separace analytl probiha v elektrickém
poli. Na rozdil od CEKC se v CEC pouZziva prava nepohybliva stacionarni faze.
Chiralni separace pomoci CEC probiha v naplfiové
nebo povrchové-modifikované kapilarni koloné. Naplfiova kolona je v podstaté
separacéni kapilara naplnéna inertni chromatografickou stacionarni fazi, na kterou
je adsorbovan ¢&i kovalentné navazan CS. V povrchové modifikované kapilarni
koloné je CS upevnén na vnitini sténu kapilary. Jedna se tedy CSP [11, 14, 15,
32-34].
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3.4 Chiralni selektory v kapilarni elektroforéze

V chiralni CE se kseparaci enantiomeri pouziva metoda pfima.
Chiralni selektor, respektive diskriminator, je pfidan jako aditivum do BGE a musi
v ném byt dobfe rozpustny. Musi byt chemicky i chiralné stabilni, a to jak
v pevném stavu, tak i po rozpusténi v BGE. Nesmi dojit ke spontanni samovolné
racemizaci CS. Idealni CS je univerzalni a zaroven vysoce selektivni. Nemélo
by dochazet k jeho adsorpci na vnitfni sténu separacni kapilary. Interakce
CS s analytem by nemély vyrazné snizovat ucinnost ani rychlost separace.
Dulezita je také kompatibilita CS s pouzitym detektorem. Dulezitymi faktory
pro vybér vhodného chiralniho aditiva jsou také jeho finanéni dostupnost
a netoxicita. Prostorova struktura analytu a CS a typ pfitomnych funkénich skupin
ma zasadni vliv na mechanismus chiralniho rozpoznani, a tim i enantioselektivitu
separace. U CS se uplatfiuji rizné enantioseparaéni mechanismy chiralniho
rozpoznavani — napf. ligandova vyména, inkluzni komplexace, afinitni interakce,
iontové parové interakce. Z nekovalentnich mezimolekulovych interakci
se uplatiuji vodikové mustky, -1 interakce, hydrofobni interakce,
elektrostatické interakce, stérické repulzni sily a dalSi. NejpouzivanéjSi chiralni
aditiva v chiralni CE, jejich typické mezimolekulové interakce a mechanismy

chiralniho rozpoznavani jsou uvedeny v tabulce 2 [3, 4, 10, 11].
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Interagujici ¢ast

o ] Prevladajici Typicka
Chiralni analytu (blizko . L
] Mechanismus  (primarni) koncentrace
selektor stereogenniho .
interakce v BGE
centra)
. hydrofobni skupiny inkluzni vodikové
Cyklodextriny o . 1-5 %
a vodikoveé mustky komplexace mustky
_ vodikové
. . inzerce do .
hydrofobni skupiny _ mustky,
Polysacharidy helikalnich _ 1-10 %
a vodikové mustky dipolarni,
struktur L
stérické
primarni inkluzni . .
Crown ethery _ _ ion-dipol 5-10 mmol/L
aminoskupina komplexace
Chiralni ligandova elektrostaticke,
. dva heteroatomy o . o 1-80 mmol/L
komplexy kovti vymena ion-dipdl
hydrofobni skupiny mnoho
Proteiny rizné 0,1-1 mmol/L
a vodikové mustky  vazebnych mist
Makrocyklicka hydrofobni skupiny mnoho
rizné 2-20 mmol/L

antibiotika

a vodikové mustky

vazebnych mist

3.4.1 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) v souCasné dobé pFedstavuji nejpouzivanéjsi
CS v elektromigracnich separacnich metodach. Z chemického hlediska jsou
to cyklické oligosacharidy tvofené raznym poctem D-glukopyrandzovych
jednotek, které jsou navzajem propojeny a-(1,4)-glykosidickymi vazbami.
Podle nativni CD

na a-, B-, respektive y-CD, které obsahuji 6, 7, respektive 8 jednotek

poCtu glukopyranézovych jednotek se rozdéluji
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glukopyranézy. Nativni CD jsou elektroneutralni. Cyklodextriny se ziskavaji
CasteCnym enzymovym Stépenim Skrobu [3, 4, 36-38].

Cyklodextriny tvofi duty komoly kuzel s hydrofobni dutinou (kavitou)
a hydrofilnim vné&jSim povrchem, struktura molekul CD a schéma kavity jsou
naobrazcich 4 a 5. ZSirSi  Casti  dutiny  vyCnivaji  z poloh
2 a 3 na glukopyranézovych zbytcich sekundarni hydroxyskupiny, zatimco z uzsi
Casti dutiny vy€nivaji primarni hydroxyskupiny z polohy 6. Kavita vSech ffi
nativnich CD ma stejnou hloubku, ale rdznou S$ifku. Chiralni rozpoznavani je
zaloZzeno zejména na inkluzi hydrofobni ¢asti analytu do kavity CD (inkluzni
komplexace). Velikost kavity je proto dulezitda pro mechanismus chiralniho
rozpoznani enantiomeru, nebot stéricky faktor (tvar a velikost molekuly) ovliviiuje
tvorbu inkluzniho komplexu. Dal$i dalezitou soucasti chiralniho rozpoznavani u
CD je interakce polarnich skupin analytu blizkych jeho chiralnimu centru
s hydroxyskupinami na povrchu CD (interakce vodikovymi mustky). Podobné
dulezita je interakce hydrofobni kavity s hydrofobnimi astmi analytu (uplatriuji se
interakce dipdl-dipdl, Londonovy disperzni a Van der Waalsovy sily).
Cyklodextriny maji pro chiralni separace fadu vyhodnych vlastnosti. Pfi detekci
analytu nedochazi k interferenci s CD, nebot CD neabsorbuji v UV oblasti. Jsou
dostatecné rozpustné v bézné uzivanych vodnych BGE (kromé nativniho 3-CD),
cenové dostupné, netoxické a stabilni. Nativni B-CD je nejméné rozpustny
ve vodé (18,5 g/L pfi 25 °C) [4, 10, 11, 36-38]. Vybrané vlastnosti nativnich

CD jsou uvedeny v tabulce 3.

OH OH &/o
MO Pl R é/%ﬁ o
HO ) OBHO o OH

P 10 O, _oH
AT
did Q o Ho\/\f’ o o f HOJ\}C
y \S)H HO OH g1 \O HO— \’\JO
2 P o % o %
HO"& OH oH f({‘i Of
L /
Z) &L gL on O~ JoH OF{S\OH
03\\0*bOH OH O‘NEHH o0 HO o o
HO™ %/ O=TomOH
HO Oy Rty
HO OH
a-Cyclodextrin [3-Cyvclodextrin y-Cyclodextrin

Obr. 4 Struktura nativnich a-, B-, y-cyklodextrin(i [39].
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Chemickou modifikaci (derivatizaci) mohou CD ziskat vyhodné vlastnosti.
Vhodnou derivatizaci |ze napfiklad zvétSit hloubku kavity nebo zvysit stabilitu
a rozpustnost daného CD ve vodnych BGE. Zavedenim rlznych polarnich
Ci nepolarnich skupin je mozné posilit mezimolekulové interakce mezi chiralnim
analytem a CD. Prikladem neutralniho derivatizovaného
CD je napf. 2, 3-dimethyl-3-CD. Nativni neutralni CD nelze vyuZzit pro separaci
nenabitych chiralnich analytd. Z tohoto divodu byly syntetizovany rGzné
derivatizované nabité CD, které jsou schopny délit nabité i nenabité chiralni
molekuly. Mezi nabitym CD a opacné& nabitym analytem dochazi k silnéjSim
interakcim (elektrostatickym). K derivatizaci jsou dostupné hydroxyskupiny
v polohach 2, 3 a 6 na glukopyran6zovych zbytcich. Nejsnaze substituCnim
reakcim podléha primarni hydroxyskupina v poloze 6. Nabité CD v ionizovaném
stavu migruji béhem elektroforetické separace s vlastni elektroforetickou
pohyblivosti. Nabité CD Ize rozdélit na kladné nabité, zaporné nabité a amfoterni
[3, 4, 36-38].

HO™ o& Hydrofobni kavita
HO 0 . .
%H Mo Sekundarni hydroxyskupiny
0
HO
o’ on OH A
HO 1o’} Primarni hydroxyskupiny
HOHO OH O
o HO <7
0 OH
OH
HO
o-CD B-CD ¥-CD
13 TA o g LB ER g 16.9A &
3TA 7.8A 9.5A

7.8A

i)
)

ey
o
l

H

Sk

Obr. 5 Kavita nativnich a-, B-, y-cyklodextrint [40].

Amfoterni CD mohou byt v zavislosti na pH prostfedi neutralni, kladné

nabité, nebo zaporné nabité. Pfikladem muize byt mono-(6-glutamylamino-6-



deoxy)-B-CD. Lze je vyuzit pro enantioseparaci kyselych, bazickych i neutralnich
sloucenin [3, 4, 36-38].

Mezi kationické CD patfi napfiklad rdzné amino-B-CD. Aminoskupiny
narizné dlouhém alkylovém fetézci mohou byt primarni, sekundarni
i terciarni. Ukazalo se, Ze substituent na dusikovém atomu aminoskupiny
ma vyznamny vliv na enantioselektivitu separace a délka alkylového fetézce
hraje roli v mechanismech chiralniho rozpoznavani [3]. DalSi informace

o derivatizovanych nabitych CD v pro pouZiti v kapilarni elektroforéze Ize nalézt

v literatufe [41, 42].

Tab. 3 Vybrané vilastnosti nativnich a-, B-, y-cyklodextrint [11, 36-38].

Parametr/vlastnost

a-cyklodextrin

B-cyklodextrin y-cyklodextrin

Relativni molekulova hmotnost 972 1135 1297
Vnitfni pramér kavity [nm] 0,47-0,57 0,60-0,78 0,75-0,95
Vnéjsi prameér kavity [nm] 1,37-1,46 1,53-1,54 1,69-1,75
Hloubka kavity [nm] 0,79 0,79 0,79
Objem kavity [nm?3] 0,174-0,176 0,262-0,346 0,427-0,510
Pocet molekul vody v kavité 5 11 17

Bod tani [K] 551 572 540
Rozpustnost ve vodé pfi 25 °C 145 18,5 232

[9/L]

pKarozpéti hydroxylovych skupin ~ 12,1-12,6 12,1-12,6 12,1-12,6
Specificka opticka rotace +150,5 +162,0 +177,4
Hustota [g/cm?3] 1,42-1,45 1,42-1,45 1,42-1,45
Pocet glukopyrandzovych 6 7 8
jednotek

Pocet hydroxylovych skupin 18 21 24

Pocet primarnich hydroxylovych 6 7 8

skupin

Pocet sekundarnich 12 14 16

hydroxylovych skupin
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Nejpouzivangjsi anionické CD jsou nékteré karboxyalkyl-B-CD,
sulfoalkyl-B-CD,  sulfatované CD a vmensi mife  fosfatované
CD. Hlavni nevyhodou fady derivatizovanych CD je fakt, Ze jsou obvykle
dostupné jako komplexni smés obsahujici rizny pocet izomerl, které se lisi
po¢tem a polohami danych substituentl. Tato skutecnost muze vést k malo
reprodukovatelnym separacim, nebot’ i nepatrna zména ve struktufe CS muze
vést ke vzniku rizné stabilnich komplext jednotlivych izomert CS s molekulami
chiralniho analytu [43, 44]. Komer¢né dostupné vysoce sulfatované CD,
navzdory své nahodné substituci, vykazaly velkou efektivitu napf.
pfi enantioseparaci nékterych |éCiv [45-48]. V jiné praci byla s dobrym vysledkem
otestovana reprodukovatelnost a robustnost chiralnich separaci pfi pouziti
nahodné sulfatovanych CD o vysokém stupni substituce pro chiralni analyzu
nékolika 1éCiv [43]. Analyza komeréné dostupnych nahodné sulfatovanych CD
0 vysokém stupni substituce pomoci MS s elektrosprejovou ionizaci,
CE a NMR ukazala, ze stupen jejich substituce ve smési izomeru se pfilis nelisi
[49].

31



3.5 Konstanta stability komplexu

Mira nekovalentnich interakci mezi molekulami analytu a specifickymi
molekulami ligandu je kvantifikovana fyzikalné-chemickym termodynamickym
parametrem — konstantou stability (také vazebna, asociacni, komplexaéni,
afinitni konstanta). V chiralnich separacich je specifickym ligandem chiralni
selektor, ktery s jednotlivymi enantiomery daného analytu tvofi pfechodné
diastereomerni komplexy, jejichZz pevnost je dana konstantou stability.
Cim je hodnota této konstanty vy3si, tim je komplex pevné&jsi a tedy stabiln&;si,
rychleji vznika a pomaleji zanika [5, 13, 24]. Pfikladem specifickych interakci
muze byt napfiklad interakce enzym-substrat, antigen-protilatka, 1éCivo-receptor,
hormon-inhibitor, a konkrétné v této praci chiralni analyt-chiralni selektor,
respektive enantiomer diquatu-sulfatovany cyklodextrin [5, 14]. V minulosti byly
studovany specifické interakce raznych typu latek, napf. enzym-inhibitor [50] ,
protilatka-antigen [51], ion kovu-protein [52], protein-léCivo [53], antibiotikum-
peptid [54], protilatka-protein [55], hormon-ion kovu [56], DNA-IéCivo [57].

Pro studium konstant stability je mozné vyuzit rizné analytické metody —
MS, UV-VIS spektrofotometrii, NMR spektroskopii, kalorimetrii, potenciometrii,
chromatografii (nej¢astéji HPLC) a techniky CE [27]. Stanoveni konstant stability
pomoci technik CE se provadi sérii experimentu, ve kterych se koncentrace jedné
slozky méni a koncentrace druhé slozky je konstantni. Konstanty pak Ize urcit
z elektroforetickych ~ pohyblivosti  €i  koncentraCnich  pomérd  volného
a komplexovaného analytu. Podstatou stanoveni konstant stability pomoci
ACE je analyza rovnovazné smési chiralniho analytu a CS a sledovani zmény
efektivni elektroforetické pohyblivosti chiralniho analytu po jeho komplexaci
danym CS rozpusténym v BGE [3, 5, 26-30].
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3.5.1 Stanoveni konstanty stability pomoci ACE

Schématem lze vznik komplexu analyt-selektor v poméru 1:1 vyjadrit
takto:

A+S e AS, (13)

kde A je analyt, S je chiralni selektor a AS je komplex analyt-selektor. Pro takovou

komplexotvornou rovnovahu lze vyjadfit zdanlivou konstantu stability Kas:
AS
Kas = ook (14)

kde [A] je rovnovazna molarni koncentrace analytu, [S] je rovnovazna molarni
koncentrace selektoru a [AS] je rovnovazna molarni koncentrace komplexu
analyt-chiralni selektor. Zdanliva konstanta stability stanovena chiralni
CE je unikatni nejen pro dvojici analyt-selektor, ale také pro pouzity BGE a teplotu
separacniho prostfedi. Termodynamicka konstanta stability, K:*, ktera zahrnuje

aktivity jednotlivych slozek prostfedi, mize byt vyjadiena jako:

0.0
Kih = kﬁ_ aags _ [AS] cpcs  vas (15)

" agas  [ALIS] Qs vavs

kde k a k" jsou rychlostni konstanty vzniku a zaniku komplexu, aass, as a asjsou
aktivity komplexu analyt-chiralni selektor, volného analytu a volného selektoru,
cds, ¢ a ¢ jsou standardni molarni koncentrace komplexu analyt-chiralni
selektor, volného analytu a volného selektoru (pfi 25°C, 1013 hPa) a yas,yaa ys
jsou aktivitni koeficienty komplexu analyt-chiralni selektor, volného analytu
a volného selektoru. Termodynamickou konstantu stability je obtizné stanovit
z divodu neznamych aktivitnich koeficientu jednotlivych slozek soustavy.

Latka, pfitomna v roztoku ve vice formach, které jsou navzajem v rychlé
dynamické rovnovaze, putuje pfi CE v elektrickém poli jako jedina zéna o urcité
efektivni elektroforetické pohyblivosti, ktera je dana souétem pohyblivosti volné

a komplexované latky. Tato efektivni pohyblivost mize byt vyjadfena takto:

Mepr = XMy '%zZimi " X, (16)
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kde mi; je elektroforeticka pohyblivost i-té slozky pfitomné v roztoku v rovnovazneé
koncentraci c; ¢ je celkova molarni koncentrace dané ionogenni latky a x;
je molarni zlomek i-t¢ slozky dané ionogenni latky pfitomné v roztoku.

Z rovnice (14) plyne:
c = [A] + [AS] (17)

Pokud ma je elektroforeticka pohyblivost volného analytu a mas elektroforeticka
pohyblivost analytu (jednoho zenantiomerll) vazaného v komplexu
s CS, Ize efektivni elektroforetickou pohyblivost analytu A vyjadfit nasledujicim

zpusobem:

[A] [AS]
Mefra ="My + =" Mys (18)

Spojenim rovnic (14) a (18) dostaneme vztah:
_ 1 . Kas[S] |
Meffd = Tikasls] AT Tekagls] TAS (19)

Rovnici Ize pfepsat do tvaru [5, 13, 24]:

+K 45°[S]
Merra = st (20)
kde ma je pohyblivost analytu bez pFitomnosti

CS, Kas je zdanliva konstanta stability komplexu enantiomer analytu-chiralni
selektor, [S] je molarni koncentrace CS, masje pohyblivost komplexu enantiomer
analytu-chiralni selektor. Tento vztah plati pouze, pokud je koncentrace CS
v BGE alespon o jeden az dva fady vyS$Si nez koncentrace chiralniho analytu.
Tato rovnice muze byt vyuzita pro nelinearni regresni analyzu experimentalné
nameérené zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti komplext analyt-
chiralni selektor na koncentraci daného CS v BGE [5, 26-30].

V pfipadé chiralnich separaci je Zadouci, aby rozdil efektivnich
pohyblivosti komplext CS s jednotlivymi enantiomery analytu byl co nejvyssi.
Z konstant stability téchto komplextl lze vypocitat optimalni koncentraci

CS nasledujicim zpUsobem:
1

[S]opt = \/ﬁ, (21)
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kde [S]optje optimalni molarni koncentrace CS v BGE a Kasra Kasz2jsou konstanty

stability jednotlivych enantiomeru chiralniho analytu [5].

3.5.2 Dalsi metody (A)CE pro stanoveni konstant stability

Stanoveni konstant stability metodami CE ma nékolik vyhod — vysoka
separacéni ucinnost, rozliSeni i rychlost analyzy a z divodu specifickych interakci
i selektivita. Je mozné kvantifikovat i velmi slabé interakce a pro stanoveni staci
malé mnozstvi vzorku. V CE existuje nékolik metod pro stanoveni konstant
stability, patfi mezi né jiz zminéna ACE, pfesnéji oznateno MS-ACE — ACE
zalozena na zméné pohyblivosti (,mobility shift*) bud analytu, nebo selektoru.
Dalsi metody jsou pak od ACE odvozeny — PF-ACE (,partial-filling“ ACE),
Hummel-Dreyerova metoda (HD), metoda vakantniho piku (VP), frontalni
analyza spojena s CE (FACE), kontinualni frontalni analyza spojena
s CE (CFACE) a nékteré dalSi. Vybrané metody CE pouzivané pro stanoveni
konstant stability komplexd (nejen) enantiomerd s CS jsou stru¢né shrnuty

v tabulce 4. Podrobnéjsi informace o zminénych a dalSich metodach |ze nalézt
v literatufe [5, 24, 26, 27, 29, 53, 58, 59].

Tab. 4 Vybrané metody kapilarni elektroforézy pro stanoveni konstant stability [5, 26,
58, 60].

Metoda Vzorek (analyty) BGE Kas
MS-ACE A + marker EOF separacni pufr + A zména pohyblivosti A
S + marker EOF separacni pufr + S zména pohyblivosti S
PF-ACE A + marker EOF separacéni pufr + S zména migracniho ¢asu A
HD separacni pufr separacni pufr +A (nebo S) plocha vakantniho piku
+A+S odpovida [AS]
VP separacni pufr separacni pufr +A+S plocha vakantniho piku
odpovida [A]
FACE separacni pufr separacéni pufr vySka piku odpovida [A]
+A+S
CFACE separacni pufr separacéni pufr vySka piku odpovida [A]
+A+S

A-analyt, S-selektor
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3.6 Diquaty

Zakladni molekula — diquat (DQ) — od které jsou odvozeny latky
analyzované v této praci, je znama od roku 1958, kdy byla v podobé dibromidu
predstavena jako silny a rychle ucinkujici herbicid. Diquat dibromid, neselektivni
kontaktni herbicid, pusobi jako desikant a defoliant pouze na zelenou cast
rostliny, na kterou je ve formé postfiku aplikovan [61]. ZpUusobuje degradaci
bunéfnych biomembran a snizuje fotosyntetickou aktivitu rostliny [62, 63].
Achiralni identifikace a stanoveni diquatu dibromidu jako herbicidu byly
v minulosti provedeny napf. pomoci HPLC-MS [64] nebo voltametricky [65].
Chiralné DQ a jeho derivaty zatim jeSté nebyly dostate¢né analyzovany [66].

Diquaty jsou N-heteroaromatické dikationty obsahujici ve své struktufe
skelet 2,2 -bipyridinu. Derivaty DQ jsou zajimavé pfedevsim ze dvou hledisek.
Pfitomnosti dvou kvartérnich atomd dusiku zabudovanych do aromatickych jader
je vytvofen elektronové deficitni systém s velkym elektron-akceptorovym
potencialem.  DuUsledkem jsou elektrochemické redoxni  vlastnosti,
které predstavuji jeden z moznych sméru vyuziti DQ. Bipyridinovy skelet maze
v zavislosti na oxida¢né-redukénich podminkach okolniho prostfedi existovat
v podobé dikationtu, kationradikalu, ¢i v neutralni podobé [7, 8, 66-70]. Tato prace
se zabyva druhym zajimavym aspektem derivatd DQ, a tim je jejich chiralita.
Diquaty vykazuji chiralitu méné obvyklou, a to axialni. Axialni chiralita je dana
pfitomnosti chiralni asymetrické osy, viz obrazek 6. Diquaty neobsahuji chiralni
asymetricky atom. U axialni chirality oznaCujeme absolutni konfiguraci
jednotlivych enantiomert pfifazenim stereodeskriptordt Rs a Sa, anebo M
(minus, levotoc€ivy) nebo P (plus, pravoto€ivy) [7, 8, 66-70]. Molekularni struktury
analyzovanych derivatd DQ jsou uvedeny na obrazku 7 a jejich systematické
chemické nazvy v tabulce 5.

Vyzkum neracemickych derivatd DQ je podminén dostupnosti rychlé
a spolehlivé separaéni metody poskytujici vysokou separacni u€innost a rozliseni
enantiomerd. Vzhledem k pfitomnosti  kvarternich  atomO  dusiku
a dvojnasobnému kladnému naboji jsou polarni molekuly DQ nabité v celém

rozsahu pH, dobfe rozpustné ve vodnych roztocich, a tedy vhodné k analyze
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pomoci CZE. Aromaticka struktura DQ je odpovédna za absorpci
elektromagnetického zafeni v UV oblasti spektra, coZz umoziiuje pFimou

UV detekci pfi vinové délce 200 nm.

Obr. 6 Znazornéni axialni chirality bipyridinového skeletu diquatd (vyznaceny M-

a P-enantiomery).

Vzhledem k uvedenym vilastnostem derivaty DQ nachazeji uplatnéni
napfiklad jako stavebni jednotky v supramolekularni chemii, katalyzatory
elektronového pfenosu, barviva, herbicidy, redoxni indikatory, DNA interkalatory,
molekularni zafizeni a zafizeni pro nelinearni optiku [7, 8, 66-70].

Tab. 5 Systematické chemické nazvy analyzovanych struktur racemickych
derivatl diquatu (s uvedenym protiiontem).

DQ

Systematicky nazev struktury

A O DN

© 00 N o o

11

1,12-dimethyl-6,7-dihydrodipyrido[1,2-a:2',1'-c]pyrazin-5,8-diium dibromid
1,13-dimethyl-7,8-dihydro-6H-dipyrido[1,2-a:2',1'-c][1,4]diazepin-5,9-diium dibromid

1,14-dimethyl-6,7,8,9-tetrahydrodipyrido[1,2-a:2',1'-c][1,4]diazocin-5,10-diium dibromid

1,16-dimethyl-6,11-dihydrobenzolf]dipyrido[1,2-a:2',1'-c][1,4]diazocin-5,12-diium dibromid

6,11-dihydrobenzo[f]dipyrido[1,2-a:2',1'-c][1,4]diazocin-5,12-diium dibromid

2,15-dimethyl-6,11-dihydrobenzo[f]dipyrido[1,2-a:2',1'-c][1,4]diazocin-5,12-diium dibromid
1,16-dikarboxy-6,11-dihydrobenzolf]dipyrido[1,2-a:2',1'-c][1,4]diazocin-5,12-diium dibromid
4,13-dimethyl-6,11-dihydrobenzo[f]ldipyrido[1,2-a:2',1'-c][1,4]diazocin-5,12-diium dibromid

1,2,15,16-tetramethyl-6,11-dihydrobenzo[f]dipyrido[1,2-a:2',1'-c][1,4]diazocin-5,12-diilum
bis(trifluoromethansulfonat)

5,20-dihydrobenzo[6,7][1,4]diazocino[2,1-a:3,4-a']diizochinolin -6,19-diium dibromid

1,4,13,16-tetramethyl-6,11-dihydrobenzolf]dipyrido[1,2-a:2',1'-c][1,4]diazocin-5,12-diium
dibromid
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Obr. 7 Molekularni struktury analyzovanych derivat diquatu.

DQ 1 M =372,1) DQ 2 M =386,1) DQ 3 (Mr=400,2)
2Br-
® >

DQ 4 (M =448,2) DQ 5 (M =420,2)

DQ 7 (M =508,2) DQ 8 (M =448,2) DQ 9 (M =614,6)

DQ 10 (M =520,3)

=1oC
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4 Experimentalni éast — pouzité materialy, pristroje a

pomucky

4.1 Pouzité chemikalie

VSechny pouzité chemikalie dosahovaly stupné Cistoty p. a. a byly

dodany/vyrobeny témito spole€¢nostmi:

Deionizovana voda, Uprava pomoci zafizeni Millipore Milli-Q® Synthesis A10®
(Merck spol. s r.o., Praha, Ceska republika) pro pfipravu ultradisté vody filtraci

a deionizaci.

Dimethylsulfoxid, Lachema, a.s., Brno-Neratovice, Ceska republika
Kyselina sirova, 96%, Penta, s.r.o, Praha, Ceska republika

Kyselina fosforeéna, 85%, Lachema, a.s., Brno-Neratovice, Ceska republika
Hydroxid sodny, Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko
Hydroxypropylcelul6za, M =100 000, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko
HS-a-cyklodextrin hydrat sodné soli, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko
HS-B-cyklodextrin sodna sul, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko

HS-y-cyklodextrin, 20% (m/v), Beckman Coulter, Brea, Kalifornie, USA

4.2 Analyzované latky

Vzorky jedenacti racemickych DQ (smési P- a M- enantiomer() byly
syntetizovany na Ustavu organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i.
Jejich molekularni struktury jsou uvedeny na obrazku 7. V deseti pfipadech

z jedenacti se jednalo o dibromidy DQ, zbyly derivat (DQ 9) obsahoval jako
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protiion (bis)trifluoromethansulfonat (2TfO"). Byly analyzovany vodné roztoky
DQ o koncentraci 0,2 mmol/L, které vznikly odvazenim pfislusnych mnozstvi
vzorkl, jejich rozpusténim v deionizované vodé a vhodnym Fedénim.
Koncentrace 0,2 mmol/L byla zvolena po optimalizaci tak, aby odezvy detektoru

pro separované enantiomery DQ byly pfiméfené (do 50 mAU).

4.3 Pristrojové vybaveni a experimentalni podminky

separaci

VSechna méfeni byla provedena na pfistroji pro vysokouc€innou kapilarni
elektroforézu — model Agilent Technologies 7100 Capillary Electrophoresis
(Agilent  Technologies, Waldbronn, Némecko). Pfistroj je vybaven
UV-VIS spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem (UV-VIS DAD).
Pristroj je plné automatizovan, jeho ovladani, sbér dat a jejich zpracovani
je provadéno pomoci osobniho pocitate a softwaru OpenLab CE G7100A
(Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko). Data byla zpracovana pomoci
programu Origin 8.5 (OriginLab Corporation, Friedrichsdorf, Némecko),
CEval 0.6 [21] (pro korekci migracnich €ast analytd pomoci HVL funkce) a
Microsoft Excel 365 Pro Plus. Vzorky byly navazeny na analytickych vahach
Scaltec SBC 22 (Scaltec Instruments GmbH, Heiligenstadt, Némecko),
centrifugovany pomoci centrifugy Z 160 M (Hermle, Wehingen, Némecko)
a promichany pomoci vortexu V-1 plus (Biosan, Riga, Litva). pH separa¢niho
pufru bylo zméfeno pfistrojem CyberScan PC 5500 (Thermo Scientific Eutech,
Loughborough, Anglie, Velka Britanie).

Separace enantiomer( probihala v kfemenné separacni kapilare
(Polymicro Technologies, Phoenix, Arizona, USA) s vng&jSim polyimidovym
potahem a s vnitfnim povrchem upravenym neutralni hydroxypropylcelulézou
pro potlaceni sorpce analytu a stabilizaci EOF [71]. Separacni kapilara o celkové
délce (L) 38,5 cm a efektivni délce (Lerr) 30 cm méla vnitini prdmér (i.d.) 50 ym,
vngjSi pramér (o.d.) 375 pm a detekéni okno bylo vyleptano pomoci
koncentrované H2SOs4 zahfaté na 130 °C. Kapilara byla pred sérii analyz
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promyvana pét minut vodou a pét minut BGE pfi tlaku 950 mbar.
Mezi jednotlivymi analyzami byla kapilara pfi stejném tlaku promyvana BGE
po dobu dvou minut. Kazeta s kapilarou byla chlazena vzduchem a karusel
se vzorky byl chlazen proudici kapalinou pomoci obéhového termostatu F12-MV
(Julabo, Seelbach, Némecko), oboje na teplotu 22 °C.

Davkovani vzorkd bylo hydrodynamické, tlakem 7 mbar po dobu
10 sekund. Kazdy z jedenacti racemickych DQ byl analyzovan tfikrat po sobé.
Po kazdém tripletu analyz daného DQ byla stanovena hodnota pohyblivosti
EOF metodou podle Williamse a Vigha [17]. Pokud byl aritmeticky primér
pohyblivosti EOF stanovenych pfed a po tripletu analyz vySsi
nez 1-10° m2V-'s', byla pro dal$i analyzu DQ pouzita nova kapilara Cerstvé
potazena HPC. Jako marker EOF byl pouZit roztok dimethylsulfoxidu (DMSO)
fedény BGE tak, aby jeho vysledna hmotnostni koncentrace byla 5 mg/mL.

Detekce analytl probihala pomoci UV-VIS DAD. Signal detektoru
byl zaznamenavan pfi vinové délce 200 nm. Pfi této vinové délce byly
vyhodnoceny vSechny provedené analyzy DQ. Vzorkovaci frekvence
byla nastavena na 20 Hz. Separacni napéti bylo zvoleno -12 kV (s tzv. reverzni
polaritou — katoda na vstupnim konci, anoda na vystupnim Kkonci
separacéni kapilary). Toto napéti vytvafi v dané separacni kapilare elektrické pole
o intenzité 312 V/cm. Za danych experimentalnich separacnich podminek
a pfidaném slozeni BGE nepfesahovaly protékajici elektrické proudy
pfi analyzach 45 pA, pfikony se pohybovaly v hodnotach do 0,6 W.

Jako chiralni selektory byly po prostudovani literatury [72] pouzity nahodné
sulfatované a-, p- a y-CD (HS-a-CD, HS-B-CD, HS-y-CD) s vysokym stupném
substituce. Komer¢éni HS-a-CD a HS-B-CD byly k dispozici v pevné formé,
zatimco HS-y-CD byl dodan ve formé 20% (m/v) kapalného roztoku. V BGE byly
HS-CD o pfiblizné molarni koncentraci 6 mmol/L, ktera odpovida hmotnostni
koncentraci 12,2 mg/mL HS-a-CD, 12,5 mg/mL HS-B-CD a 1,5% (m/v) HS-y-CD.
Pouzité nahodné sulfatované CD jsou smési izomeru, které se liSi v poctu
a pozicich sulfoskupin vazanych na jednotlivé glukopyran6zové jednotky
cyklodextrinového skeletu. V predeSlych experimentech byla stanovena

primérna M:téchto HS-CD na 2020, 2100, respektive 2510 a primérny pocet
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sulfoskupin na 10,2; 9,5, respektive 11,8 pro molekuly HS-a-, HS-3-, respektive
HS-y-CD [72].

Jako separacni pufr byl pouzit kysely sodno-fosfatovy pufr dle pfedchozich
experimentl s helquaty [72]. Zasobni roztok tohoto pufru obsahoval 70 mmol/L
HsPO4 a 44 mmol/L NaOH. Hodnota pH byla 2,4 a iontova sila 48,4 mmol/L.
Pfi pfipravé BGE sHS-a0-CD a HS-B-CD byl tento zasobni roztok
sodno-fosfatového pufru fedén deionizovanou vodou v objemovém poméru 1:1.
Vtakto  pfipraveném  sodno-fosfatovém  pufru  (cnaorv=22  mmol/L,
Chypo,=39 mmol/L, pH 2,5, I=25,5 mmol/L) byla nasledné rozpusténa navazena
mnozstvi HS-a-CD a HS-B-CD. Zakladni elektrolyt s HS-y-CD byl pfipraven
smichanim danych objem0 zasobniho roztoku sodno-fosfatového pufru,
20% (mlv) roztoku HS-y-CD a deionizované vody tak, aby vznikl 1,5% (m/v)
roztok HS-y-CD v sodno-fosfatovém pufru o molarni koncentraci 22 mmol/L
NaOH a 35 mmol/L H3POa4. Experimentalni podminky separaci jsou shrnuty

v tabulce 6.

Tab. 6 Experimentalni podminky separace enantiomert racemickych DQ 1-11.

kfemenna, L~=38,5 cm, Le#~30 cm, i.d.=50 ym,

Separaéni kabilara 0.d.=375 um, kovalentni modifikace povrchu vnitini
P P stény — neutralni HPC uprava

22 mmol/L NaOH, 35 mmol/L H3PO4, pH=2,5,

Separacni pufr 1=25,5 mmol/L

HS-a-CD, nebo HS-B-CD, nebo HS-y-CD
s vysokym stupném substituce, pfiblizna c=6

Chiralni selektor
mmol/L

5 mg/mL roztok DMSO v sodno-fosfatovém pufru

Marker EOF
Davkovani hydrodynamické 7 mbar - 10 s

UV-VIS DAD, zaznam pfi A=200 nm, vzorkovaci
Detekce

frekvence 20 Hz

Teplota kazety

s kapilarou a karuselu 22 °C

se vzorky

s - o konstantni, -12 kV, katoda na vstupu
eparacni napéti

0,2 mmol/L vodné roztoky racemickych diquat

Vzorky (celkem 11 riizné substituovanych derivat)
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5 Vysledky a diskuze

Pro chiralni separaci helquatl (helically extended diquats) [72], jez jsou
helikalni molekuly nesouci stejny strukturni motiv jako DQ (dvojnasobny kladny
naboj na kvartérnich atomech dusikl zabudovanych do aromatickych jader),
se jako CS osvédCily nahodné sulfatované a-, B- a y-CD s vysokym stupném
substituce. U vétSiny testovanych dikationickych helquati bylo v pfitomnosti
zaporné nabitych HS-CD jako CS dosazeno vyborné enantioselektivni separace
s vysokym rozliSenim. V  téchto pfedchozich experimentech byly
pro enantioseparaci helquatll vyzkouSeny také nativni a-, B- a y-CD
a derivatizované elektroneutralni 2-hydroxypropyl-B-CD, 2-hydroxypropyl-y-CD
a 2,3-dimethyl-B-CD. V pfitomnosti téchto CS k separaci helquatt nedoslo. Také
byl testovan anionicky CS karboxymethyl-B-CD, ktery sice vykazal urcitou
enantioselektivitu, ale piky enantiomerl byly rozmyté a rozliSeni nizka.
Na zakladé strukturni podobnosti molekul derivatt DQ s helquaty byly
v provedenych experimentech pouzity uvedené komeréné dostupné
HS-a-, HS-B- a HS-y-CD. Nejprve byla otestovana separaéni efektivita téchto
selektori a nasledné byla charakterizovana sila jejich interakci s DQ. Byly
zhodnoceny a diskutovany rozlideni, faktory selektivity, pocty teoretickych pater,
efektivni elektroforetické pohyblivosti, migracni Casy

a konstanty stability.
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5.1 Achiralni analyza diquatu

Nejprve byla pro dosazeni pfiméfené odezvy detektoru na analyty
optimalizovana koncentrace davkovanych vzorku racemickych
DQ na 0,2 mmol/L. Nasledné byly DQ analyzovany v BGE bez pfidavku
CS obsahujicim 22 mmol/L NaOH a 35 mmol/L H3POs4, (pH=2,5, I=25,5 mmol/L)
a pfi separaCnim napéti s polaritou +12 kV. Diquaty putovaly jako kationty
s primérnym migra¢nim ¢asem 4,20 min a praimérnou efektivni elektroforetickou
pohyblivosti 38,1-10° m?V-1s-! jako jediny pik a k oddé&leni enantiomer( nedoslo.
Ukazka elektroforegramu analyzy racemického DQ 1 v sodno-fosfatovém pufru

je na obrazku 8.
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Obr. 8 Analyza racemického diquatu 1 v sodno-fosfatovém pufru bez pfidavku chiralniho

selektoru.
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5.2 Chiralni separace diquatt

Na zakladé pFedchozich experimentl s helquaty byly pouzity HS-a-,
HS-B-a HS-y-CD o pfiblizné molarni koncentraci 6 mmol/L. Racemické DQ jsou
dvojnasobné kladné nabité a v BGE bez pridavku
HS-CD po vlozeni separa¢niho napéti +12 kV migruji ke katodé. V pfitomnosti
HS-a-CD, HS-B-CD, nebo HS-y-CD jako chiralniho selektoru po vlozZeni
separacniho napéti s reverzni polaritou -12 kV enantiomery dikationického DQ
v dusledku elektrostatickych interakci s nékolikanasobné zaporné nabitymi HS-
CD (obsahuji primérné 10-12 sulfoskupin) migruji proti slabému katodickému
EOF smérem k anodé a detektoru jako komplexy o vysledném zaporném naboiji.

Tento jev je vyobrazen schématem na obrazku 9.

Injection o EOF Detection

rri**

ﬂ—| lﬁﬁ .{_49 p—*l—l
n- 8- - K &

Obr. 9 Schéma elektroforetické separace enantiomer DQ v komplexech s HS-CD [72].

Vyznamné elektrostatické interakce mezi kvarternimi atomy dusiku DQ
a sulfoskupinami HS-CD jsou jednim z interakénich mechanismi mezi témito
molekulami, ale pro chiralni diskriminaci enantiomerld nejsou rozhoduijici.
V mechanismu chiralniho rozpoznavani hraje zasadni roli prostorova struktura.
Pro chiralni diskriminaci je v pfipadé HS-CD jako CS dulezita tvorba inkluzniho
komplexu, tedy zanofeni enantiomerd DQ do hydrofobni kavity HS-CD
s rznou afinitou. Vznik inkluzniho komplexu zavisi na sterickém usporadani —
velikosti a tvaru molekul DQ i HS-CD. Efektivni elektroforetické pohyblivosti
analyta byly vypocteny pouzitim rovnic (4), (6) a (7). Faktory selektivity byly

spocteny jako podily efektivnich elektroforetickych pohyblivosti enantiomeru
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danych DQ. Rozli8eni a pocet teoretickych pater byly vypocéteny softwarem

OpenLab CE G7100A pfimo z elektroforegramd.

5.2.1 Elektroforeticka separace enantiomert derivatt diquatu pri
pouziti HS-a-CD jako chiralniho selektoru

Elektroforegramy chiralni CE separace M- a P-enantiomer( jedenacti
racemickych derivatl DQ v pfitomnosti HS-a-CD jako chiralniho selektoru jsou
zobrazeny v levé Casti obrazku 10 a 11 (str. 55-56). Vybrané separacni parametry
jsou uvedeny v tabulkach 7 a 10. Identifikace jednotlivych M- a P- enantiomeru
byly provedeny pouze pro tfi derivaty DQ (4, 7 a 9) (viz diskuze na str. 59-60).
Migra¢ni Casy enantiomerld se pohybovaly vrozmezi 3,88 az 5,96 min,
s primérnou hodnotou 4,12 min pro prvni migrujici enantiomery a primeérnou
hodnotou 4,36 min pro druhé migrujici enantiomery. S nejnizSim migracnim
¢asem migrovaly enantiomery DQ 4 a 5. S nejvy8Sim migraCnim casem
migrovaly enantiomery DQ 7 a 3. Absolutni hodnoty efektivnich pohyblivosti
enantiomerll se pohybovaly vrozmezi 27,10-10° az 41,55-10° m?V-'s”,
s pramérnou hodnotou 39,34:10° m?V-'s' pro prvni migrujici enantiomery
a 37,50-10° m?V-'s-! a pro druhé migrujici enantiomery. Nejvyssich efektivnich
pohyblivosti dosahly enantiomery DQ 5 a 4. NejnizSich efektivnich pohyblivosti
dosahly enantiomery DQ 7 a 3. NejvysSiho faktoru selektivity s hodnotou 1,38
bylo dosaZeno pro enantiomery DQ 7. Faktory selektivity pro zbylé separované
enantiomery DQ si byly velmi podobné, s rozmezim 1,02 az 1,05. RozliSeni piku
separovanych enantiomerd DQ se pohybovala vrozmezi 2,58 az 27,5,
s prumérnou hodnotou 6,94 a stfedni hodnotou 4,21. NejvySsi hodnoty rozliSeni
separovanych pikd bylo dosazeno pro enantiomery DQ 10 a 9. U DQ 8 a 11
nebylo dosazeno chiralni separace, faktory selektivity byly tedy 1,0 a rozliSeni
0,0. Pocet teoretickych pater se pohyboval v rozmezi 120,3-10% az 405,7-103,
s pramérnou hodnotou 220,5:103 pro prvni migrujici enantiomery a 269,1-10° pro

druhé migrujici enantiomery.
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Tab. 7 MigraCni Casy (tmig), efektivni elektroforetické pohyblivosti (mef), polty teoretickych pater (N), faktory selektivity (a) a

rozliSeni (Rs) CE separace diquatu pfi pouziti HS-a-CD jako chiralniho selektoru.

tmig1iSD

tmigZis D

(memiSD) - 109

(meffziSD) - 109

ba [min] [min] [m2V-s] [m2V-s] Ni-10% Nz -10° a Rs

1 4,13+0,00 4,34+0,00 -39,19+0,03 -37,27+0,03 318,2 405,7 1,05 7,65
2 4,35+0,01 4,55+0,01 -37,14+0,06 -35,51+0,05 396,5 312,0 1,05 6,30
3 4,52+0,01 4,69+0,01 -35,60+0,05 -34,27+0,05 360,3 339,0 1,04 5,75
4 3,89+0,01 4,0040,01 -41,22+0,06 -40,05+0,06 128,1 271,9 1,03 3,02
5 3,88+0,01 3,99+0,01 -41,55+0,07 -40,36+0,06 299,1 358,9 1,03 4,21
6 3,96+0,01 4,05+0,01 -40,72+0,07 -39,79+0,07 167,0 296,4 1,02 2,78
7 4,32+0,00 5,96+0,00 -37,30+0,04 -27,10+0,02 148,5 120,3 1,38 27,50
8 4,09+0,01 4,09+0,01 -39,90+0,07 -39,90+0,07 193,5 193,5 1,00 0,00
9 3,96+0,01 4,05+0,01 -40,67+0,09 -39,73+0,08 141,7 263,8 1,02 2,67
10 3,96+0,01 4,05+0,01 -40,66+0,06 -39,72+0,06 135,8 262,5 1,02 2,58
1 4,21+0,02 4,21+0,02 -38,75+0,17 -38,75+0,17 136,3 136,3 1,00 0,00
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5.2.2 Elektroforeticka separace enantiomerua derivatl diquatu pri
pouziti HS-B-CD jako chiralniho selektoru

Elektroforegramy chiralni CE separace M- a P-enantiomer( jedenacti
racemickych derivatd DQ v pfitomnosti HS-B-CD jako chiralniho selektoru
jsou zobrazeny v prostfedni ¢asti obrazkd 10 a 11 (str. 55-56). Vybrané separacni
parametry jsou uvedeny vtabulkach 7 a 10. Identifikace jednotlivych
M- a P- enantiomert DQ byla provedena pouze pro tfi DQ (4, 7 a 9) (str. 59-60).
Diquat 7 nebude srovnavan s ostatnimi deseti DQ, nebot experimentalni
podminky jeho separace se liSily (diskuze na str. 53-54). Migra¢ni Casy
enantiomer( se pohybovaly v rozmezi 3,95 az 4,73 min s primérnou hodnotou
4,15 min pro prvni migrujici enantiomery a 4,43 min pro druhé migrujici
enantiomery. S nejniz§im  migranim  €asem  putovaly  enantiomery
DQ 1 a 2. S nejvySSim migracnim ¢asem putovaly enantiomery DQ 11 a 10.
Absolutni hodnoty efektivnich pohyblivosti enantiomerl se pohybovaly v rozmezi
33,57:10° az 40,76:10° m?V-'s”!, s prdmérnou hodnotou 38,56-10° m?V-'s-"
pro prvni migrujici enantiomery a 36,16-10° m2V-'s”' pro druhé migrujici

enantiomery. NejvySSich efektivnich pohyblivosti dosahly enantiomery

v v

v v,

dosazeno pro enantiomery DQ 8. RozliSeni pikl separovanych enantiomertd DQ
se pohybovala v rozmezi 1,29 az 15,17 s pramérnou hodnotou 9,23 a stfedni
hodnotou 8,91. NejvysSich hodnot rozlieni pikl bylo dosazeno pro enantiomery
pro enantiomery DQ 8, kdy doslo pouze k ¢asteéné separaci. Pocty teoretickych
pater se pohybovaly v rozmezi 168,7-10% az 479,4-10% s primérnou hodnotou
327,3-10% pro prvni migrujici enantiomery a 361,5:10° pro druhé
migrujici enantiomery. NejvysSi separacni ucinnosti bylo dosazeno pro druhy
ucinnosti bylo dosazeno pro druhy migrujici enantiomer DQ 11 a pro prvni

migrujici enantiomer DQ 1.
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Tab. 8 MigraCni Casy (tmig), efektivni elektroforetické pohyblivosti (mef), polty teoretickych pater (N), faktory selektivity (a) a

rozliSeni (Rs) CE separace diquatl pfi pouziti HS-3-CD jako chiralniho selektoru.

tmig1iSD

tmigZis D

(memiSD) - 109

(meffziSD) - 109

pa [min] [min] [m2V-s] [m2V-s] Ni-10° Nz -10° a Re

1 3,95+0,01 4,17+0,01 -40,76x0,07 -38,69+0,07 212,2 479.,4 1,05 7,59
2 4,04+0,01 4,32+0,01 -39,89+0,06 -37,29+0,06 267,8 478,3 1,07 10,21
3 4,28+0,01 4,49+0,01 -37,55+0,06 -35,84+0,06 404,7 400,7 1,05 7,51
4 4,06+0,01 4,40+0,01 -39,48+0,07 -36,42+0,07 233,3 335,3 1,08 11,04
5 4,10+0,00 4,31+0,01 -39,06+0,04 -37,15+0,05 404.,6 412,1 1,05 7,70
6 4,12+0,01 4,39+0,01 -38,84+0,06 -36,44+0,05 384.,4 371,4 1,07 10,11
7 9,1310,02  17,24+0,06 -17,58+0,05 -9,30+0,03 56,6 454 1,89 34,49
8 4,36+0,00 4,39+0,00 -36,62+0,04 -36,32+0,04 372,4 338,4 1,01 1,29
9 4,08+0,00 4,52+0,00 -38,93+0,03 -35,14+0,03 3914 328,1 1,11 15,17
10 4,12+0,01 4,56+0,01 -38,49+0,08 -34,73+0,07 353,5 302,1 1,11 14,30
1 4,41+0,00 4,73+0,00 -36,00+0,03 -33,57+0,02 248,5 168,7 1,07 7,40
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5.2.3 Elektroforeticka separace enantiomeru derivatl diquatu pfri
pouziti HS-y-CD jako chiralniho selektoru

Elektroforegramy chiralni CE separace M- a P-enantiomer( jedenacti
racemickych derivatl DQ v pfitomnosti HS-y-CD jako chiralniho selektoru
jsou zobrazeny v pravé Casti obrazkd 10 a 11 (str. 55-56). Vybrané separac¢ni
parametry jsou uvedeny v tabulkach 9 a 10. Identifikace jednotlivych M- a P-
enantiomerd DQ byla provedena pouze pro tfi DQ (4, 7 a 9) (str. 59-60). Diquat
7 nebude srovnavan s ostatnimi deseti DQ, nebot’ experimentalni podminky jeho
separace se liSily (diskuze na str. 53-54). Migracni Casy enantiomeru
se pohybovaly v rozmezi 4,30 az 5,40 min s praimérnou hodnotou 4,62 pro prvni
migrujici enantiomery a 4,94 min pro druhé migrujici enantiomery. S nejnizSim
migra¢nim ¢asem putovaly enantiomery DQ 6 a 1. S nejvys$8im migracnim ¢asem
putovaly enantiomery DQ 11 a 10. Absolutni hodnoty efektivnich pohyblivosti
enantiomertl se pohybovaly vrozmezi 28,50-10° az 36,57,76:10° m?V-'s
s pramérnou hodnotou 34,00-10° m2V-'s' pro prvni migrujici enantiomery
a 31,76-10° m2V-'s*! pro druhé migrujici enantiomery. Nejvys8ich efektivnich
pohyblivosti dosahly enantiomery DQ 6 a 1. NejnizSich efektivnich pohyblivosti
dosahly enantiomery DQ 11 a 10. NejvysSiho faktoru selektivity s hodnotou 1,13
1,03 bylo dosazeno shodné pro enantiomery DQ 2, 5 a 8. RozliSeni piku
separovanych enantiomeru DQ se pohybovala vV rozmezi
2,82 az 12,47 sprimérnou hodnotou 7,09 a stfedni hodnotou 5,78.
NejvysSich hodnot rozliSeni pikl bylo dosazeno pro enantiomery DQ 6 a 9.
DQ 5 a 8. Podty teoretickych pater se pohybovaly v rozmezi
68,0-10% az 248,6-10° s pramérnou hodnotou 220,8:10% pro prvni migrujici
enantiomery a 179,1-102 pro druhé migrujici enantiomery. Nejvy$Siho poctu
teoretickych pater bylo dosazeno pro prvni migrujici enantiomer DQ 3 a prvni

v v,

pro druhy migrujici enantiomer DQ 11 a druhy migrujici enantiomer DQ 4.
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Tab. 9 MigracCni Casy (tmig), efektivni elektroforetické pohyblivosti (mef), polty teoretickych pater (N), faktory selektivity (a) a

rozliSeni (Rs) CE separace diquatl pfi pouziti HS-y-CD jako chiralniho selektoru.

tmig1iSD

tmigZis D

(memiSD) - 109

(meffziSD) - 109

P2 min] [min] [m?V-'s ] mavigny  No10% Nzs10% R
1 4481002 4642002  -352080,14  -3398:0,14 1969 1727 104 3,78
2 469:001 4841001  -3364:009  -3256:008 2377 2215 103 428
3 486:001 5041001  -3248:008  -31,36:008 2486 2290 1,04 409
4 466001 499001  -3385:006  -3150:006 2409 1455 107 727
5 458001  4,69:001  -34,39:006  -3355:006 2376 2229 1,03 2,82
6 430:000  479:000  -3657:003  -3273:003 2180 2123 1,12 12,47
7 5341001  17,27¢0,19  -30,06£0,08 9,290,10 45,5 542 324 59,86
8  472:000  487:000  -33,11:002  -32,06:002 2113 1791 103 340
9 453:001  505:001  -3444:005  -30,74:004 2189 1762 1,12 12,10
10 4541000 507001  -34,21:004  -30,54:003 2099 1641 1,12 11,73
11 481001 540001  -3219:004  -2850:004 1877 680 1,13 895
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5.2.4 Porovnani enantioseparaci derivatu diquatu v pritomnosti HS-a-
CD, HS-3-CD, HS-y-CD jako chiralnich selektorti — shrnuti analyz

Z analyzy ziskanych dat o separa¢nim chovani DQ komplexovanych
chiralnimi  selektory HS-a-CD, HS-B-CD a HS-y-CD Ize konstatovat,
Ze enantiomery DQ 1, 2 a 3 migrovaly s nejvysSimi efektivnimi elektroforetickymi
pohyblivostmi v pfitomnosti HS-3-CD. Tyto DQ ve své struktufe neobsahuji
zadné dalsi aromatické jadro, kromé dvou z 2,2°-bipyridinového skeletu,
a obsahuji methylové zbytky ve stejnych polohach na tomto skeletu. OdliSuji se
pouze délkou alifatického fetézce mezi kvarternimi atomy dusiku. Enantiomery
DQ 4-6 a 8-11 migrovaly s nejvysSi efektivni elektroforetickou pohyblivosti
v pfitomnosti HS-a-CD. Tyto DQ obsahuji ve své struktufe kromé dvou
aromatickych jader 2,2°-bipyridinového skeletu navic dalSi aromatické jadro,
napojené na Ctyfuhlikaty alifaticky zbytek, ktery propojuje kvarterni atomy dusiku.
Nejpomaleji migrovaly vSechny enantiomery DQ 1-11 v pfitomnosti
HS-y-CD az na jedinou vyjimku, kterou byl DQ 7, kdy jeden jeho enantiomer
putoval rychleji pfi pouziti HS-y-CD nez pfi pouziti HS-B-CD. Diquat 7 bude
diskutovan dale v textu samostatné (str. 53-54), nebot’ jeho struktura vynikala
pritomnosti dvou karboxylovych skupin, které byly pfiCinou odliSného
elektroforetického separacniho chovani. Po zhodnoceni dosazenych
separacnich vysledkl je mozné konstatovat, Ze chiralni déleni derivati DQ
v pfitomnosti HS-CD azZz na malé vyjimky probihalo s velkym, az enormnim
rozliSenim, které neni pro chiralni separace praveé typické. Smérodatné odchylky
migracnich C¢asl a efektivnich elektroforetickych pohyblivosti komplexu
enantiomert DQ byly velmi malé.

V BGE s pfidavkem HS-a-CD jako CS doslo k separaci enantiomeru
na zakladni linii u deviti z jedenacti racemickych DQ, tzn. s 82% uspésnosti,
a ve 44 % téchto pfipadu bylo rozliSeni vysSi nez 5. V pfitomnosti tohoto
HS-CD se nepodafilo oddélit pouze enantiomery DQ 8 a 11. V BGE s pfidavkem
HS-B-CD jako CS doSlo k separaci enantiomerl na zakladni linii u deseti

z jedenacti DQ, tzn. s 91% uspesnosti, a zaroven bylo ve vSech téchto pfipadech
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rozliSeni vy$Si nez 5. U DQ 8 doslo pouze k ¢astecné separaci enantiomeru
s rozliSenim 1,29. V BGE s pfidavkem HS-y-CD jako CS doslo k uplné separaci
enantiomerl u v8ech jedenacti analyzovanych DQ, tzn. se 100% uspésnosti,
a v 55 % pripadl bylo rozliSeni vyssi nez 5.

AZ na jedinou vyjimku (DQ 7) probihaly separace enantiomeru rychle
a analyzy trvaly ve vétsiné pfipadl do péti minut. Z podobnosti migracnich ¢asu
jednotlivych enantiomerd vSech analyzovanych DQ Ize konstatovat, Ze béhem
jediné analyzy by je sou¢asné oddélit neslo.

Z vysledkl separace je patrné, Zze CS s nejmensSim rozmérem Kkavity,
tedy HS-a-CD, nebyl schopen délit enantiomery DQ 8 a 11, které obsahuiji
vpolohach 4 a 13 na 2,2°-bipyridinovém skeletu methylové zbytky.
Je pravdépodobné, Ze v téchto dvou pripadech nedoSlo kvdli prostorovému
uspofadani molekul DQ a HS-a-CD ke vzniku inkluzniho komplexu, a nemohl tak
byt pIné uplatnén rozhoduijici chiralné-diskriminacni mechanismus.

Z primérnych hodnot zjisténych separacnich parametri Ize obecné
konstatovat, Ze nejrychleji migrovaly DQ v pfitomnosti HS-a-CD a nejpomaleji

v pritomnosti HS-y-CD. NejvysSich hodnot rozliSeni pro enantiomery DQ bylo

v v

v v

v v,

Srovnani separaci enantiomert DQ 7

Separace enantiomerd DQ 7 probihala v BGE obsahujicim 22 mmol/L
NaOH, 35 mmol/L H3PO4, (pH=2,5, /25,5 mmol/L) a 6 mmol/L HS-a-CD
podobné jako zbytek analyzovanych struktur. Migracni ¢as prvniho migrujiciho
enantiomeru byl 4,32 min a druhého 5,96 min. Efektivni pohyblivost prvniho
enantiomeru byla -37,30-10° m?/'s' a druhého -27,10-10° m2v-'s™,
Odlisna situace nastala pfi pouziti tohoto pufru (22 mmol/L NaOH, 35 mmol/L
HsPO4, pH=2,5, I=25,5 mmol/L) s pfidavkem HS-B-CD a HS-y-CD o ¢=6 mmol/L

jako CS vBGE. Pfi téchto analyzach nedoSlo k separaci enantiomeru
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DQ 7 v obdobném Casovém rozmezi jako u ostatnich struktur. Enantiomery
putovaly za téchto experimentalnich podminek (slozeni BGE) pfili§ pomalu,
a proto bylo tfeba analyzu urychlit. PfiCinou pomalé migrace byla pfitomnost dvou
karboxylovych skupin vazanych v polohach 1 a 16 na N-heteroaromatickych
jadrech 2,2°-bipyridinového skeletu DQ 7. Tyto skupiny svou disociaci
zpusobovaly prodlouzeni migraénich ¢€ast jednotlivych enantiomeru,
nebot snizovaly celkovy kladny povrchovy naboj tohoto DQ. V dusledku toho
se zeslabily elektrostatické sily mezi kvarternimi dusiky molekul enantiomert
DQ 7 a sulfoskupinami HS-B-CD a HS-y-CD. To vedlo k oslabeni komplexacnich
interakci, snizeni efektivnich elektroforetickych pohyblivosti a migracnich €asU
komplexi enantiomer DQ-HS-CD. Bylo tedy tfeba potlacit disociaci
karboxylovych skupin snizenim pH BGE, a tedy zménou slozZeni
separacniho pufru. Slozeni pufru bylo upraveno z plvodnich 22 mmol/L
na 16 mmol/L NaOH a z plavodnich 35 mmol/L na 50 mmol/L H3PO4. Hodnota
pH pufru tim klesla z2,5 na 2,1 a hodnota iontové sily z255 mmol/L
na 25,1 mmol/L. Kladné&ji nabitda molekula DQ 7 pak vice elektrostaticky
interagovala se zaporné nabitymi HS-CD a doslo ke zkraceni doby analyzy, ktera
vSak stale byla ve srovnani s ostatnimi DQ dlouha, efektivni pohyblivosti nizsi,
ale rozliSeni velka. Pri pouziti BGE s optimalizovanym slozenim — niz§im pH —
doslo v pfitomnosti 6 mmol/L HS-B-CD k separaci enantiomer DQ 7 s rozliSenim
34,49, ale snizkym pocétem teoretickych pater (56,6:10° a 45,4-10%).
Migracni Casy oddélenych enantiomerd DQ 7 byly 9,13 min a 17, 24 min
a efektivni pohyblivosti -17,58-10° m?V-'s' a -9,30-10° m2V-'s”'. Pfi pouZziti
stejného pufru, ale pfidavkem HS-y-CD bylo dosaZeno jesté vyssSiho rozliSeni,
a to 59,86. Migrac¢ni ¢asy enantiomert DQ 7 byly 5,34 min a 17,27 min a efektivni
pohyblivosti -30,06-10° m?V-'s" a -9,29-10° m2V-'s-'. Porovnani separacnich
parametrd dosazenych pfi chiralni separaci DQ 7 v pfitomnosti HS-a-CD, HS-B-
CD a HS-y-CD se nachazi v tabulce 10. Elektroforegramy téchto separaci jsou

v horni ¢asti obrazku 11.
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Struktura HS-a-CD HS-3-CD HS-y-CD
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Obr. 10 Porovnani separace enantiomer( diquatu 1-6 v pfi pouziti HS-a-CD, HS-
B-CD a HS-y-CD jako chiralnich selektoru.
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Struktura HS-o-CD HS--CD HS-y-CD
DQ7
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Obr. 11 Porovnani separace enantiomer( diquatu 7-11 pfi pouziti HS-a-CD, HS-
B-CD a HS-y-CD jako chiralnich selektoru.
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Tab. 10 Srovnani mediand migracnich ¢asu (fmig1), efektivnich elektroforetickych
pohyblivosti (merr1) a poctu teoretickych pater (N7) prvnich migrujicich
enantiomerq, rozliSeni (Rs) a faktorh selektivity (a) elektroforetickych separaci
analyzovanych racemickych diquatu 1-11 pfi pouziti HS-a-CD, HS-B-CD a HS-y-
CD jako chiralnich selektora.

X Chiralni selektor
bQ Struktura s,ﬂ:::::tr:' HS-0-CD HS-B-CD  HS-y-CD

tmigt [min] 4,13 3,95 4,48

Mef1 +10° [M2V-1s] -39,19 -40,76 -35,20

1 Ns- 1073 318,2 212,2 196,9
Rs[-] 7,65 7,59 3,78

a1 1,05 1,05 1,04

tmigt [Min] 4,35 4,04 4,69

Meff1 109 [M2V-1s] -37,14 -39,89 -33,64

2 N7- 103 396,5 267,8 237,7
Rs[-] 6,30 10,21 4,28

a ] 1,05 1,07 1,03

tmigt [Min] 4,52 4,28 4,86

Mefr1 - 10° [M2V-1s] -35,60 -37,55 -32,48

3 Ny7- 103 360,3 404,7 248,6
Rs[-] 5,75 7,51 4,09

a1 1,04 1,05 1,04
tmigt [min] 3,89 4,06 4,66

Mefi1 -10°[M2V-1s 1] 41,22 -39,48 -33,85

4 N;7- 103 128,1 233,3 240,9
Rs[-] 3,02 11,04 7,27
al] 1,03 1,08 1,07
tmigt [Min] 3,88 4,10 4,58

mMeff1 109 [M2V-1s] -41,55 -39,06 -34,39

5 Ns- 103 2991 404,6 237.,6
Rs[-] 4,21 7,70 2,82
a [ 1,03 1,05 1,03
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Separaéni Chiralni selektor

bQ Struktura parametr HS-a-CD HS-B-CD  HS-y-CD
tmigt [Min] 3,96 4,12 4,30
O\ B0 e -10°[m2V-1s] -40,72 -38,84 -36,57
6 7 Ni- 1073 167,0 384,4 218,0
e Rs [-] 2,78 10,11 12,47
B al] 1,02 1,07 1,12
tmigt [Min] 4,32 9,13 5,34
meirt -109[m2V-1s1]  -37,30 17,58 -30,06
N - 1073 148,5 56,6 45,5
Rs [ 27,50 34,49 59,86
al] 1,38 1,89 3,24
tmigt [Min] 4,00 4,36 4,72
Mefi1 10° [M2V-1s]  -39,90 -36,62 -33,11
Ny - 1073 193,5 3724 211,3
Rs [ 0 1,29 3,40
a[] 1 1,01 1,03
tmigt [Min] 3,96 4,08 4,53
Meirt -109[M2V-1s1] 40,67 -38,93 -34.44
Ny - 1073 141,7 391,4 218,9
Rs [-] 2,67 15,17 12,10
al] 1,02 1,11 1,12
tmigt [Min] 3,96 4,12 4,54
Meirt -109[M2V-1s1] 40,66 -38,49 -34,21
N - 1073 135,8 353,5 209,9
Rs [ 2,58 14,30 11,73
a[] 1,02 1,11 1,12
tmigt [Min] 4,05 4,41 4,81
Mefr1 -10°[M2V-1s]  -38,75 -36,00 -32,19
N - 1073 136,3 248 5 187,7
Rs [ 0 7,40 8,95
al] 1 1,07 1,13
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5.2.5 Identifikace vybranych M- a P-enantiomeru diquatu pfi pouziti
HS-a-CD, HS-B-CD, HS-y-CD jako chiralnich selektoru

K dispozici byly C&tyfi neracemické DQ (struktury 4, 7, 9, 11).
Pouze pro DQ 4, 7 a 9 byla urCena absolutni konfigurace daného
vykrystalizovaného enantiomeru. Neracemické DQ 4 a 9 byly P-enantiomery
a neracemicky DQ 7 byl M-enantiomer. U neracemického DQ 11 nebylo zjisténo,
zda se jedna o M-, Ci P-enantiomer a pro identifikaci tak nemohl byt pouzit.
Byla provedena identifikace M- a P-enantiomert DQ 4, 7 a 9. Byla analyzovana
smés 0,2 mmol/L racematu a 1 mmol/L Cistého enantiomeru v objemovém
poméru 1:1. Pik s vétsi intenzitou signalu nalezel istému enantiomeru, nebot byl
ve smési v prebytku. Jak je zfejmé z elektroforegrami na obrazku 12,
P-enantiomery DQ 4 a DQ 9 migrovaly v pfitomnosti vSech HS-CD jako prvni.
Oproti tomu M-enantiomer DQ 7 migroval pfi pouziti HS-a-CD a HS-B-CD
jako druhy, ale v HS-y-CD doSlo k zaméné migracniho pofadi a M-enantiomer
putoval jako prvni. Je tedy zfejmé, Ze migracni poradi neni jednotné a je zavislé
na struktufe DQ i CS. Pfi identifikaci M- a P-enantiomeru DQ 7 byl pro rozpusténi
HS-B3-CD, respektive fedéni HS-y-CD pouZit odlisny pufr (pH 2,1, diskutovano na
strané 53-54) nez pro rozpusténi HS-a-CD (pH 2,5). Porovnani elektroforegramd,
které byly vyuzity pro identifikace jednotlivych enantiomerd DQ 4, 7 a 9
v pritomnosti HS-a-CD, HS-B-CD a HS-y-CD jako chiralnich selektorq, je

na obrazku 12.
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Obr. 12 Elektroforegramy pro identifikaci M-, a P-enantiomeru diquatt 4,7 a 9
v pfitomnosti HS-a-CD, HS-B-CD a HS-y-CD.
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5.3 Stanoveni zdanlivych konstant stability komplexi
diquati s chiralnimi selektory HS-a-CD, HS-B-CD a HS-
y-CD

Konstanty stability charakterizuji pevnost komplexu vytvoreného
mezi chiralnim analytem a CS. V chiralni CZE, respektive ACE, je mozné
zdanlivou konstantu stability komplexu enantiomer-chiralni selektor urcit
analyzovanim jejich rovnovazné smési pfi elektroforetické separaci.
Experimentalné zjiSténa zavislost efektivni elektroforetické pohyblivosti
enantiomeru na molarni koncentraci CS v BGE se vyuZije pro stanoveni zdanlivé
konstanty stability metodou nelinearni regresni analyzy.

Pro vypocet zdanlivé konstanty stability komplexu analyt-chiralni selektor
se pouziva rovnice (20), kterou lze vyuzit jako regresni funkci pro metodu
nelinearni regresni analyzy [26]:

Merra = e (20)
kde mefra je experimentalné zjisténa efektivni elektroforeticka pohyblivost analytu
(enantiomeru), maje elektroforeticka pohyblivost volného analytu bez pfitomnosti
CS, Kas je zdanliva konstanta stability komplexu enantiomer analytu-chiralni
selektor, [S] je molarni koncentrace CS, masje pohyblivost komplexu enantiomer
analytu-chiralni selektor. Elektroforeticka pohyblivost volného analytu je
dosazitelna experimentalné pfi nulové koncentraci CS v BGE. Hodnota
pohyblivosti mas se ziska nelinearni regresni analyzou podle rovnice (20),
ve které  mas  vystupuje vedle konstanty stability jako  druhy
stanovovany parametr. VySe uvedena rovnice plati pouze, pokud je
CS v rovnovazné smeési v nadbytku a jeho molarni koncentrace v BGE je alespon
o jeden az dva rady vyS$Si nez molarni koncentrace analytu. Pohyblivost analytu
se pfi vysoké koncentraci CS rovna pohyblivosti komplexu analyt-selektor,
nebot ve velkém prebytku CS je témér vSechen analyt vazan do komplexu
s CS [5].
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Byly proméfeny zavislosti efektivni pohyblivosti DQ na rostouci
koncentraci HS-a-CD, HS-B-CD a HS-y-CD v BGE. Pro experimentalni zjisténi
téchto zavislosti byly zvoleny nasledujici koncentrace CS: 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5;
0,7; 1; 2; 4 a 6 mmol/L. Ukazka elektroforegram( separaci 0,2 mmol/L smési
enantiomerd DQ 1 pfi jednotlivych koncentracich HS-a-CD jako CS v BGE je
na obrazku 13. Kromé porovnani téchto provedenych chiralnich separaci
mezi sebou je natomto obrazku také ukazano jejich srovnani s achiralni
analyzou (bez pfidavku CS do BGE) daného DQ.

0:2mmoll.DAT g 12 6 mmol/L HS-a-CD
42KV
Br 12 4 mmol/L HS-a-CD
‘ L 12 kV
Br 1 , 2 mmoliL HS-a-CD
] LL 42KV
Br 12 1 mmol/L HS-0-CD
| L 12KV
L— Br 12 0,7 mmol/L HS-a-CD
D) | 42KV
< B 2 0,5 mmol/L HS-a-CD
E " A2 kV
Br . 2 0,3 mmol/L HS-a-CD
: s
< Br 1 , 0,2 mmol/L HS-a-CD
ﬂ » 1 2 12 KV
Br 1 , 0,1 mmol/L HS-a-CD
‘ 1 2 12 KV
1+2 0 mmol/L HS-o-CD
L +12kV
] ! ]
0 5 10 15
t [min]
mig

Obr. 13 Ukéazka elektroforegramu enantiomerd DQ 1 pfi rdznych koncentracich

chiralniho selektoru HS-a-CD v zakladnim elektrolytu.

Z obrazku 13 je zfejmé, ze enantiomery DQ 1 tvofily s HS-CD zaporné
nabité komplexy uz i pfi nizkych koncentracich HS-a-CD v BGE (jiz pfi 0,05
mmol/L). Zobrazku je dale patmmé, ze piky komplexd enantiomerd

DQ 1 s HS-a-CD byly pfi nizkych koncentracich tohoto selektoru v BGE velmi
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rozmyté (pfi koncentracich 0,05-0,7 mmol/L) a také putovaly pfi elektroforetické
separaci s nizsi efektivni pohyblivosti (pfi koncentracich 0,05 a 0,1 mmol/L).
Separacni ucinnost roste (disperze pikl enantiomerd DQ 1 klesa) s rostouci
koncentraci HS-a-CD v BGE. K rozsifovani zén a deformaci tvaru pikd v tomto
pfipadé vyznamné pfispiva pfedevsim elektromigracni disperze zpusobena
komplexotvornymi rovnovahami mezi DQ a HS-CD [18, 21]. Z tohoto divodu byla
provedena korekce migracnich €asu pikld komplext enantiomerd DQ-HS-CD
pomoci HVL funkce v programu CEval [21]. Efektivni elektroforetické pohyblivosti
byly spocteny z korigovanych migracnich ¢ast enantiomerd pomoci MS Excel.
Namérené hodnoty efektivnich elektroforetickych pohyblivosti byly vyneseny
v zavislosti na zvysujici se koncentraci chiralnich selektord HS-a-CD, HS-B-CD
a HS-y-CD v BGE. Nelinearni regresni analyza ziskanych dat byla poté
provedena pomoci programu Origin 8.5.

KFivky sestrojené vynesenim zavislosti efektivnich pohyblivosti komplexu
enantiomerd DQ 1-11 na rostoucich koncentracich HS-a-CD, HS-B-CD
a HS-y-CD v BGE jsou vyobrazeny na obrazcich 14-19 (str. 67-72). Stanovené
zdanlivé konstanty stability, pohyblivosti komplexu enantiomer DQ-HS-CD a
jejich standardni odchylky, vypocitané programem Origin 8.5 dle rovnice (20),
jsou uvedeny v tabulkach 11 a 12 (str. 73-74).

Z kfivek na obrazcich 14-19 je patrné, Ze efektivni elektroforetické
pohyblivosti M- a P-enantiomert daného DQ jsou v BGE bez pfidavku CS kladné
a stejné. Dale lze z kfivek pozorovat, ze v pfitomnosti i nizkych koncentraci
HS-CD (0,05 mmol/L) se enantiomery DQ 1-11 pfi elektroforetickém déleni
pohybovaly ve formé zaporné nabitych komplextd s HS-CD a absolutni hodnota
jejich pohyblivosti rostla se zvysujici se koncentraci HS-CD v BGE. Toto vSak
platilo pouze pfi koncentracich pfiblizné do 1 mmol/L HS-CD v BGE. P¥i dalSim
zvySovani koncentrace HS-CD v BGE dochazelo k poklesu absolutnich hodnot
efektivnich pohyblivosti komplext enantiomert DQ-HS-CD. U vétSiny zméfenych
zavislosti byly pro stanoveni konstant stability pomoci nelinearni regresni analyzy
zanedbany tyto klesajici body odpovidajici koncentracim 2, 4 a 6 mmol/L
HS-a-CD, HS-B-CD a HS-y-CD v BGE. Tento krok byl u€inén z toho divodu,

Ze se stoupajici koncentraci nékolikanasobné zaporné nabitych molekul

63



HS-a-CD, HS-B-CD a HS-y-CD (pfiblizné 10-12 nahodné rozmisténych
sulfoskupin na glukopyrandézovych zbytcich derivatizovaného CD skeletu)
dochazelo k narlstu iontové sily BGE. Elektrické proudy protékajici BGE vzrostly
z hodnot kolem 17 pA u elektrolytd s nulovou koncentraci HS-CD az na hodnoty
kolem 40 pA u BGE s koncentraci 6 mmol/L HS-CD. Pfikony vzrostly z hodnot
kolem 0,2 W pfi nulové koncentraci HS-CD v BGE az na hodnoty mezi 0,4-0,5W
pfi koncetraci 6 mmol/L HS-CD v BGE. Vliv zmén teploty, viskozity a iontove sily
separacniho prostifedi byl zanedban vylou¢enim uvedenych stoupajicich bodu
kfivky. Stanovené zdanlivé konstanty stability pro studované komplexy derivat(
DQ s HS-a-CD, HS-B-CD, HS-y-CD byly obecné velmi vysoké, pohybovaly se
vV rozmezi 7,8:103 dm?3/mol az 547,4-103 dm?3/mol.
Primérné hodnoty konstant stability komplexti DQ byly v pfitomnosti HS-a-CD
jako CS 237,0-10% dm3/mol pro prvni, respektive 74,1-10° dm3/mol pro druhy
migrujici enantiomer. V pfitomnosti HS-B-CD jako CS to bylo 73,7-10% dm3/mol
pro prvni, respektive 30,5-102 dm3/mol pro druhy migrujici enantiomer. Pfi pouziti
HS-y-CD jako CS byly primérné konstanty stability 35,3-10% dm3/mol pro prvni,
respektive 22,0-10% dm3/mol pro druhy migrujici enantiomer.

Hodnoty vSech stanovenych konstant stability vCetné standardnich
odchylek jsou uvedeny v tabulce 11. Vysoké hodnoty konstant stability ukazuji
na silnou interakci mezi DQ a HS-CD. Standardni odchylky byly ve vétsiné
pfipadl malé. Nelinearni regresni analyzou byly vypoéteny také elektroforetické
pohyblivosti komplexi mas. Hodnoty téchto pohyblivosti vEetné standardnich
odchylek jsou uvedeny v tabulce 12.

U DQ, které vykazaly separaci enantiomeru pfi pouziti HS-a-CD jako
CS byl nejmensi relativni rozdil v konstantach stability komplext jednotlivych
enantiomerd nalezen mezi komplexy enantiomertd DQ 3 (pro jeden enantiomer
17,1-10% dm3mol a pro druhy 13,7-10% dm3/mol), relativni rozdil v konstantach
stability mezi témito enantiomery je téméf 19,9 %. Druhy nejmens$i rozdil
v konstantach stability komplext byl nalezen u DQ 2 (26,6 %). Nejvétsi rozdil
mezi konstantami stability komplexd enantiomerd s HS-a-CD byl nalezen mezi
komplexy enantiomerd DQ 9 (pro jeden enantiomer 527,9-103 dm3/mol a pro

druhy 95,9:10% dm3®mol), relativni rozdil v konstantach stability mezi témito
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enantiomery je témér 82 %. Podobné tomu bylo u DQ 10 (81,5 %) a vysoky rozdil
v konstantach stability komplext byl nalezen rovnéz u enantiomert DQ 4 (771
%) a DQ 6 (74,5 %).

Pfi pouziti HS-B-CD jako CS byl nejmensSi rozdil v konstantach stability
komplext enantiomerd nalezen mezi komplexy enantiomerd DQ 8 (pro jeden
enantiomer 39,9-10% dm%mol a pro druhy 34,3-10% dm3mol), coz koreluje
s faktem, Ze u tohoto DQ nedoSlo k separaci na zakladni linii, ale pouze
casteCnému déleni, s rozliSenim 1,29. Relativni rozdil v konstantach stability
komplexu byl nalezen u DQ 3 (32,8 %). Nejvétsi rozdil mezi konstantami stability
komplextd enantiomerll s HS-a-CD byl nalezen mezi komplexy enantiomer(
DQ 10 (pro jeden enantiomer 113,4-10% dm3mol a pro druhy 26,1-103 dm3/mol),
relativni rozdil v konstantach stability mezi témito enantiomery je 77 %. Prakticky
stejny relativni rozdil mezi konstantami stability byl nalezen u DQ 9 (76,9 %)
a vysoky rozdil v konstantach stability komplexd byl nalezen rovnéz
u enantiomert DQ 4 (68,7 %) a DQ 6 (59,5 %).

Pfi pouziti HS-y-CD jako CS byl nejmensi rozdil v konstantach stability
komplext enantiomerd nalezen mezi komplexy enantiomertd DQ 3 (pro jeden
enantiomer 20,8:10% dm3/mol a pro druhy 17,2-10% dm?%mol), tedy u stejného
DQ jako tomu bylo u HS-a-CD. Relativni rozdil v konstantach stability mezi témito
enantiomery je 17,3 %. MenSi rozdily v konstantach stability komplext byly
nalezeny také u DQ 8 a DQ 5 se shodnym relativnim rozdilem 20,5 %
a u DQ 2 (20,8 %). Nejvétsi rozdil mezi konstantami stability komplexu
enantiomert s HS-y-CD byl nalezen mezi komplexy enantiomerd DQ 6 (pro jeden
enantiomer 60,3-103 dm3mol a pro druhy 24,1-10% dm3mol), relativni rozdil
v konstantach stability mezi témito enantiomery je témér 60 %. Vysoké rozdily
v konstantach stability komplexd byly nalezeny rovnéz u enantiomerd
DQ 10 (54,3 %) a DQ 9 (52,9 %).

Pro prvni migrujici komplexy enantiomerd DQ 1 , 2 a 3 s HS-a-CD,
HS-B-CD i HS-y-CD platilo, Zze mély vy88i hodnoty konstanty stability nez druhé
migrujici komplexy enantiomert téchto DQ. NejpevnéjSi komplexy enantiomert
DQ 1, 2 a 3 byly utvofeny komplexaci s HS-B-CD. Nejslabsi komplexy
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enantiomerl téchto DQ byly utvofeny komplexaci s HS-a-CD. Enantiomery
DQ 1, 2 a 3 mély v pfitomnosti HS-B-CD nejvyssi efektivni pohyblivosti a obecné
vySSi hodnoty rozliSeni, coz koreluje s faktem, Ze jejich komplexy byly pevnéjsi,
mély nejvysSi hodnoty konstant stability a i nejvyssi relativni rozdil mezi nimi.

Pro komplexy enantiomerd DQ 4-6, 9 a 10 s HS-a-CD, HS-B-CD
i HS-y-CD pilatilo, Zze prvni migrujici enantiomery mély vy$si hodnoty zdanlivé
konstanty stability nez druhé migrujici enantiomery. NejpevnéjSi komplexy
enantiomerd DQ 4-6, 9 a 10 byly utvofeny komplexaci s HS-a-CD. Nejslabsi
komplexy enantiomeru téchto DQ byly utvofeny komplexaci s HS-y-CD. V téchto
pfipadech konstanty korelovaly s efektivnimi pohyblivostmi, které byly nejvyssi
u nejpevnéjSich komplextd. Hodnoty zdanlivych konstant stability komplexu
jednotlivych enantiomert ale nekorelovaly s rozliSenim enantiomerll, ta byla
naopak nejnizsi, prfestoze relativni rozdil mezi t€mito konstantami byl nejvyssi.

Pro komplexy enantiomerd DQ 8 a 11 byly zdanlivé konstanty stability s
HS-a-CD totozné pro oba jejich enantiomery. To koreluje s faktem, Ze u téchto
dvou DQ nedoslo pfi pouziti HS-a-CD jako CS k separaci enantiomeru.
U téchto dvou DQ korelovaly hodnoty rozliseni enantiomert s relativnim rozdilem
v konstantach stability. Pro prvni migrujici komplexy enantiomerd DQ 8 a 11
s HS-B-CD i HS-y-CD byly nalezeny vyS$Si hodnoty konstanty stability nez
pro druhé migrujici komplexy enantiomerd téchto DQ. Nejpevnéjsi komplex
tvofily neseparované enantiomery DQ 8 a 11 s HS-a-CD. Nejslabsi komplexy
enantiomerud téchto DQ byly utvofeny komplexaci s HS-y-CD.

Pro jednotlivé komplexy enantiomerd DQ 7 s HS-CD nebyly hodnoty
konstant porovnany, nebot méfeni byla provedena za pouziti rozdilnych
separacnich pufrd v pfipadé s HS-a-CD jako CS nez v pfipadech HS-3-CD a HS-
y-CD jako CS. Také smérodatné odchylky téchto stanovenych konstant byly vétsi

nez u ostatnich DQ.
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Obr. 14 Zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti enantiomert diquatu 1 a 2

na molarni koncentraci

selektoru pfidaného do BGE.

HS-a-CD, HS-B-CD,
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Obr. 15 Zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti enantiomert diquatu 3 a 4

na molarni

koncentraci

selektoru pfidaného do BGE.
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Obr. 16 Zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti enantiomer( diquatu 5 a 6

na molarni

koncentraci

HS-a-CD, HS-B-CD,

selektoru pfidaného do BGE.
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Obr. 17 Zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti enantiomer( diquatu 7 a 8
jako chiralniho

na molarni

koncentraci

selektoru pfidaného do BGE.
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Obr. 18 Zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti enantiomert diquatu 9 a 10

na molarni

koncentraci

selektoru pfidaného do BGE.
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Obr. 19 Zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti enantiomerd diquatu 11 na
molarni  koncentraci HS-a-CD, HS-B-CD, nebo HS-y-CD jako chiralniho
selektoru pfidaného do BGE.
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Tab. 11 Prehled stanovenych zdanlivych konstant stability komplex( enantiomeru diquatd 1-11 s HS-a-CD, HS-B-CD, HS-y-CD
jako chiralnimi selektory metodou nelinearni regresni analyzy, SD=standardni odchylka.

Chiralni selektor

DQ HS-a-CD HS-B-CD HS-y-CD
(KxSD) - 10°  (K;*SD) - 10 (%) 100 (K2SD) - 10° (K.£SD) - 10° (%) 100 (Ki*SD)- 103  (K:£SD) - 10° (KK;K) 100

[dm3/mol] [dm3/mol] [%] [dm3/mol] [dm3/mol] [%] [dm3®/mol] [dm3/mol] [%]
1 43,4+0,8 27,5+0,6 36,6 106,9+4,9 51,2x1,4 52,1 50,411,0 36,5+0,8 27,6
2 24,1+£0,6 17,7£0,4 26,6 72,5+2,0 32,5+0,9 55,2 29,3+0,6 23,2+0,5 20,8
3 17,1£0,4 13,7+0,4 19,9 33,2+0,9 22,3+0,6 32,8 20,8+0,5 17,2+0,4 17,3
4 354,1+7,7 81,2+1,9 77,1 84,7+3,4 26,5+0,7 68,7 26,1+0,5 18,0+1,0 31,0
5 262,9+22,3 95,4+1,6 63,7 77,312,6 38,9+1,0 49,7 35,610,7 28,3+0,6 20,5
6 381,8+10,3 97,5+1,3 74,5 79,812,6 32,3+0,9 59,5 60,3+0,4 24,1+£0,2 60,0
7 12,8+3,6 16,26,3 -26,6 7,8+1,3 15,3+2,7 -96,2 10,0+2,2 70,31£30,3 -603
8 126,7+10,3 126,7+10,3 0,0 39,9+1,1 34,311,0 14,0 29,3+0,5 23,310,3 20,5
9 527,9+22,0 95,9+1,4 81,8 97,314,5 22,5+0,7 76,9 36,510,8 17,21£0,3 52,9
10 547,4+35,0 101,4+2,1 81,5 113,416,0 26,1+0,9 77,0 39,610,6 18,1+0,2 54,3
11 84228 84,2128 0,0 32,111 18,340,6 43,0 25,3+0,3 13,6£0,3 46,2
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Tab. 12 Pfehled stanovenych elektroforetickych pohyblivosti komplexd mass a mas2 enantiomerd diquatd 1-11 s HS-a-CD,

HS-B-CD, HS-y-CD jako chiralnimi selektory metodou nelinearni regresni analyzy, SD=standardni odchylka.

DQ

© 00 N O O A WON =

= =N
- O

Chiralni selektor

HS-a-CD HS-3-CD HS-y-CD
(Mas2SD) - 10° (mMasz2SD) - 10° (masi£SD) - 10°  (maszSD) - 10°  (mas:2SD) - 10°  (masz£SD) - 10°
[Mm3V-1s] [m3V-s] [m3V-1s] [m2V-s] [Mm3V-1s1] [m2V-1s]
-43,21+0,19 -41,36%0,23 -44,07+0,16 -42,08+1,81 -42,12+1,55 -41,26+1,95
-41,52+2,68 -40,1813,24 -43,57+1,37 -41,20+2,37 -40,50+2,09 -39,62+2,49
-40,5043,21 -39,51+4,21 -41,41+2,09 -39,80+2,50 -39,43+2,68 -38,67+3,20
-44,39+0,04 -43,72+1,63 -43,25+1,61 -40,78+2,67 -40,64+1,62 -38,47+3,85
-44,65+2,14 -43,49+0,10 -42,82+1,47 -41,22+2,02 -40,43+1,51 -39,84+1,83
-43,53+0,05 -42,77+0,08 -42,71+1,31 -40,66+2,22 -42,13+0,04 -39,26+1,10
-30,90+2,50 -13,35+1,96 -10,52+0,97 -3,52+0,47 -26,37+1,91 -1,24+0,63
-43,10+3,97 -43,10+3,97 -40,84+1,82 -40,36+2,07 -39,72+1,39 -38,90+1,51
-43,45%0,05 -42,58+0,08 -43,15+1,52 -40,28+2,93 -41,14+1,62 -38,25+2,18
-43,34+0,08 -42,44+1,06 -43,21+1,59 -40,01+3,34 -40,71+1,05 -37,94+1,46
-42,50+£2,00 -42,50+2,00 -40,86+2,63 -38,72+3,54 -39,54+1,24 -36,68+2,25
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6 Zaver

V ramci této diplomové prace byla metodou vysokoucinné kapilarni
zonové elektroforézy provedena chiralni separace jedenacti racemickych
derivatu diquatu (DQ) s vyuZitim anioinickych chiralnich selektord (CS) nahodné
sulfatovanych a-CD, 3-CD a y-CD o vysokém stupni substituce (HS-a-CD, HS-B-
CD, HS-y-CD). Komplexy enantiomerd DQ stémito CD se pohybovaly
s efektivnimi elektroforetickymi pohyblivostmi -38,42:10° m2V-'s!, -37,36 -10°
m2V-1s1, respektive -32,88 -10° m?V-1s-! v pfitomnost 6 mmol/L HS-a-CD, HS-B-
CD, respektive HS-y-CD. P¥i pouziti vSech uvedenych chiralnich selektort bylo
dosazeno dobrého chiralniho déleni. Separace enantiomert na zakladni linii bylo
dosazeno pro 82 %, 91 %, respektive 100 % analyzovanych derivata DQ
v22 mmol/L NaOH, 35 mmol/L H3POs4 sodno-fosfatovém pufru (pH 2,5)
v pfitomnosti 6 mmol/L HS-a-CD, HS-3-CD, respektive HS-y-CD. Separace DQ
probihaly ve vétdiné pfipadd s velmi vysokym rozliSenim. Pro 44 %, 91 %
respektive 55 % oddélenych enantiomeru bylo dosazeno hodnot rozlieni vy$Sich
nez 5 pfi pouziti HS-a-CD, HS-B-CD, respektive HS-y-CD jako chiralnich
selektord. Pfi pouziti HS-a-CD nedoslo k enantioseparaci pouze u DQ 8 a 11,
pfi pouziti HS-B-CD bylo u DQ 8 dosazeno pouze CasteCné separace
s rozliSenim 1,29. NejvysSich separacnich ucinnosti pro délené enantiomery DQ
bylo obecné dosazeno pfi pouziti HS-B-CD, pocty teoretickych pater se
pohybovaly v fadu statisicd (primérna hodnota 344,4-10%). Pomoci tfi
dostupnych neracemickych DQ byla provedena identifikace migracniho pofadi
jednotlivych M- a P-enantiomert pro DQ 4, 7 a 9. Pro dosazZeni enantioseparace
DQ 7, jeZz obsahoval ve své struktufe karboxylové skupiny a migroval v daném
BGE s HS-3-CD a HS-y-CD s nizkou efektivni pohyblivosti, bylo optimalizovano
slozeni separaCniho pufru snizenim pH zhodnoty 2,5 na 2,1. Kdéleni
enantiomerd pak doslo s enormnim rozliSenim (34,5 a 59,9).

Metodou kapilarni afinitni elektroforézy byla proméfena zavislost
efektivnich  elektroforetickych ~ pohyblivosti  jednotlivych  enantiomert
DQ na koncentraci HS-a-CD, HS-B-CD a HS-y-CD. Efektivni elektroforetické
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pohyblivosti enantiomer( analytd pfi nizkych koncentracich chiralnich selektor(
vBGE byly zduvodu znacné elektromigracni disperze zpusobené
komplexacnimi rovnovahami vypoc&teny z migracnich ¢asu korigovanych pomoci
Haarhoff-Van der Lindeho funkce. Pomoci nelinearni regresni analyzy byly
nasledné stanoveny zdanlivé konstanty stability komplext jednotlivych
enantiomerd DQ s pouzitymi CS. Pro komplexy vSech diquatd s HS-a-CD,
HS-B-CD a HS-y-CD byly zjistény velmi vysoké hodnoty konstant stability,
vrozmezi mezi 7,8:10% a 547,4:-10% dm3mol. Zdanlivé konstanty stability
dosahovaly primérnych hodnot 155, 54-10% dm3mol, 52,10 -10% dm3mol,
respektive 28,64:10% dm3mol pro HS-a-CD, HS-B-CD, respektive HS-y-CD.
NejpevnéjSi komplexy enantiomerd DQ byly tvofeny s HS-a-CD a nejslabsi
s HS-y-CD jako CS.
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