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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Kristyna Linkova

Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Ondiej Horacek

Nazev diplomové prace: Chirdlni separace klastrovych slou¢enin boru

Atom boru ma schopnost vytvaret tzv. elektron deficitni vazby, kdy se tii vazeb
ucastni pouze dva elektrony. Tato vyraznd delokalizace elektroni nad tfisttedovou
vazbou je pak zodpoveédna za vznik trojrozmérnych klastrti. Klastrové slouceniny boru
maji abioticky charakter a vyznacuji se specifickymi vlastnostmi, napf. tepelnou
a metabolickou stabilitou, vysokou lipofilitou a delokalizovanym negativnim nébojem.
V oblasti medicinalni chemie jsou zkoumany jako vhodné izostery fenylové skupiny.
Byly u nich pozorovany napft. protirakovinné aktivita, schopnost inhibice HIV-proteaz
a antirevmatoidni aktivita. Je nutné zminit také jejich vyuziti v zachytné neutronové
terapii pii lécbe nadorovych onemocnéni. Nékteré klastrové slouceniny boru zkoumané
jako nova potencidlni 1é¢iva jsou ale chirdlni, a proto je nezbytné k dalSimu rozsiteni
jejich pouziti ve farmacii a medicing ziskat enantiomerné Cisté latky. Dosavadni prace
zaméfené na chirdlni separace boranovych klastri v nasi védecké skupingé, byly
provedeny pomoci HPLC. Kapilarni elektroforéza je metoda komplementarni k HPLC
a jeji pouziti je vhodnou alternativou, napt. pro kontrolu chiralni Cistoty. Tato diplomova
prace se proto zabyva testovanim vhodnosti rtznych derivath cyklodextrini jako
chirdlnich selektori pro enantioseparaci 17 vybranych klastrovych sloucenin boru
v nevodném prostedi a porovnavanim ziskanych hodnot s diive dosaZzenymi vysledky.
Daéle se prace vénuje sledovani vlivu rozdilnych experimentalnich podminek na chiralni
separaci analytd, konkretné zméné koncentrace octanu amonného, ptidaveku 3 % HFIP

do zakladniho elektrolytu, nastiiku na kratsi konec kapilary a zmén¢ napéti.
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Title of thesis: Chiral separation of boron cluster compounds

The boron atom has the ability to form electro-deficientient bonds, when only two
electrons participate in the three bonds. Significant delocalization of electrons over the
three-center bond is responsible for the formation of three-dimensional clusters. Boron
cluster compounds have an abiotic character. They are characterized by their specific
properties, such as thermal and metabolic stability, high lipophilicity and delocalized
negative charge. These compounds are investigated as isosteric to phenyl group in the
field of medicinal chemistry. They have anti-cancer activity, the ability to inhibit HIV-
proteases and anti-rheumatoid activity. Furthermore, boron cluster compounds have been
used in neutron capture therapy in the treatment of cancer. Some boron cluster
compounds studied as new potential drugs are chiral, therefore it is necessary to get
enantiomerically pure substances to further expand their use in pharmacy and medicine.
The recent investigations in our research group have been focused on the chiral separation
of boron clusters in HPLC. Capillary electrophoresis can be used as the alternative
separation method to HPLC, e.g., in the methods concerning the enantiopurity of the
studied sample. This diploma thesis focuses on testing the suitability of various
cyclodextrin derivatives as chiral selectors for enantioseparation of 17 selected boron
cluster compounds in a non-aqueous medium and compares the obtained outcomes with
the results of previous studies. The thesis also deals with the effect of different separation
conditions on the chiral separation of analytes, i.e., change in ammonium acetate
concentration, addition of 3% HFIP to the background electrolyte, injection at the shorter

end of the capillary and change in voltage.
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1. Uvod

V achiralnim prostfedi maji enantiomery stejné fyzikalné-chemické vlastnosti
(kromé staCeni roviny polarizovaného svétla) a chovaji se identicky, pfesto je musime
brat jako razné chemické entity. Vnitini prostfedi vSech zivych organismi na zemi je
chiralni, a pravé proto casto dochazi k preferenci jednoho konkrétniho izomeru
(L-aminokyseliny, D-sacharidy). Kazdy enantiomer miize reagovat odlisn¢ s chiradlnimi
cili jako jsou napt. receptory, iontové kanaly nebo enzymy a v dasledku toho miize mit
také rozdilné farmakologické Uc€inky a toxicitu. Z tohoto divodu, pokud se nejedna
o racemickou smés, je dnes kladen velky daraz na chirdlni Cistotu 1€Civ a pozornost je
také vénovana vyvoji separacnich technik, diky nimz lze zvysit bezpe€nost a ucinnost
1éciv. [1,2]

V dnesni dob& je dostupné velké mnoZstvi chromatografickych metod
vyuzivanych pro chirdlni separace, mezi které patii plynovad chromatografie (GC),
superkriticka fluidni chromatografie (SFC) a v neposledni fad€ je nutné¢ zminit také
nejCastéji  pouzivanou metodu, kterou je bezesporu vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC). V poslednich desetiletich se ale do poptedi dostava také
kapilarni elektroforéza (CE) jako vhodna alternativa k HPLC. Kapilarni elektroforéza ma
oproti HPLC nékolik vyhod jako napt. velmi malé mnoZzstvi vzorku, jednoduchost, velka
flexibilita, rizné separa¢ni mechanismy a dal§i. Nevyhodou naopak miize byt nizsi
koncentra¢ni citlivost a horsi robustnost. V minulosti se CE ukazala jako velmi vhodna
metoda pro enantioseparaci klastrovych slou¢enin boru. [2,3,36]

Tato prace se zabyva testovanim a porovnavanim ruznych cyklodextrini jako
chirdlnich selektort k rozdéleni klastrovych slou¢enin boru pomoci nevodné kapilarni
elektroforézy. Nasledné také sleduje vliv rozdilnych separa¢nich podminek na chiralni

rozde€leni analyti.



2. Teoreticka c¢ast

2.1. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza patii mezi separacni elektromigracni techniky, ktera
umoznuje déleni nabitych iontl analytu v stejnosmérném elektrickém poli. Princip
separace v CE je zaloZen na odli$né rychlosti pohybu analyt v kapilafe, tato rychlost
nezavisi jen na velikosti vlozeného napéti, ale také na prostfedi, ve kterém separace
probiha a v neposledni fad¢ téz na tvaru a velikosti molekuly analytu. [4]

V poslednich letech roste vyznam CE v chirdlnich separacich pfedevsim diky
jejim vyhodnym vlastnostem a komplementarit¢ s HPLC. Mezi velké piednosti CE patii
kratky cas potiebny pro analyzu, vysoka ucinnost separace, velmi nizka spotteba ¢inidel
a vzorkl. Déle je také nutné zminit velké mnozstvi dostupnych chiralnich selektort
a jejich vysokou flexibilitu, kdy 1ze snadno ménit jak koncentraci, tak i samotny chiralni
selektor (CHS) a dochézi tedy ke snizeni ndkladt vznikajicich pfi vyuzivani chiralnich

chromatografickych kolon u HPLC. [3,5]
2.1.1. Instrumentace

Nespornou vyhodou CE je jednoduchost jeji instrumentace. Hlavni soucasti je
kapilara, ve které probihd samotna separace. Ta je naplnéna roztokem zikladniho
elektrolytu (BGE) a oba jeji konce jsou ponoteny do zasobnikii s BGE (Obrazek 1).
V zasobnicich elektrolyti jsou také ponofeny dvé elektrody, na které je piivedeno
stejnosmérné elektrické napéti ¢imz vznika elektrické pole. [6,7]

Nejcastéji pouzivanou kapilarou je kapilara kiemenna, ktera pro zvyseni pevnosti
byva potazena tenkou polyamidovou vrstvou. Vnitini pramér kapilary se pohybuje od 10
do 200 pm, nejcastéji se ovsem pouzivaji kapilary s priméry 25, 50 a 75 pm. Délka
kapilary je pak 25-100 cm a vnitfni povrch miize byt modifikovdna pro pozménéni
separacnich vlastnosti. [4,7]

Davkovani vzorku vétSinou probihé na vzdalenéjsim konci kapilary od detektoru,
a to bud’ hydrodynamicky (pomoci tlaku) nebo elektrokineticky (pomoci elektrického
proudu). Vyhodou je, ze v CE staci velmi mald mnozstvi vzorku a obecné lze fict, ze by
délka vzorku neméla presahnout 2% délky kapilary, aby byla zachovana vysoka tc¢innost

separace. [4,7]



Vzhledem k velmi malym davkovanym mnozstvim vzorki a malé tloustce
kapilary musi byt detektory pouzivané v CE velice citlivé. Nejvice rozsifenym typem je
UV-VIS detektor, to z divodu jeho relativni necitlivost na zmény teploty a gradientu,
a pak také kvili velkému mnozstvi latek jez absorbuji zafeni v UV oblasti. DalSimi
pouzivanymi detektory jsou fluorescencni a vodivostni, mezi nové&jsi pak patii

hmotnostni detektory a detektory s laserem indukovanou fluorescenci. [4,7]

Detektor

Kapilara Pogitag

b~ Elektrody

Zdroj {
\ napéti
BGE BGE

Obrazek ¢. 1: Instrumentace CE, prevzato a upraveno z [4]
2.1.2. Elektroforeticka pohyblivost

Zakladem separace v CE je rozdilna rychlost pohybu molekul v elektrickém poli,
tedy jejich rizna elektroforetickd pohyblivost (nebo také elektroforeticka mobilita).
Rychlost pohybu analytu v BGE lze vyjadfit jako soucin jeho pohyblivosti a intenzity
elektrického pole (Rovnice 1). Kdy intenzita pole odpovidd podilu vkladaného napéti
a délky kapilary. [4,8]

v=uxEkE (1)

v —rychlost pohybu castice; u — elektroforeticka pohyblivost; E — intenzita elektrického
pole

Elektroforeticka pohyblivost je zavisla nejen na naboji a velikosti Castice, ale také
na viskozité elektrolytu. Jak je mozné vycist z Rovnice 2, ¢im vétsi ma molekula analytu
naboj a ¢im mensi je jeji velikost a viskozita elektrolytu, tim vyssi bude elektroforeticka

pohyblivost, a tim rychleji se pohybuje. [§]

10



_ 4
L — 2

g — naboj iontu; n— viskozita prostiedi; » — polomér iontu

Rychlost pohybu iontl je zavisla také na stupni jejich disociace. BéZzn¢ uvadeéné
hodnoty elektroforetické pohyblivosti v literatuie, nékdy také oznacované jako limitni
pohyblivost jsou tabelovany pro 25 °C a plati pro uplné disociované molekuly
v nekonecné ziedéném roztoku. Po zahrnuti stupné disociace molekuly ziskame
tzv. efektivni pohyblivost, kterda se vypocita jako soucin elektroforetické pohyblivosti
a stupné¢ disociace (Rovnice 3). Vyhodou je, Ze stupeii disociace molekul analytu, a tedy

1 rychlost pohybu molekul 1ze ovlivnit ipravou pH zdkladniho elektrolytu. [4,7]
Herp = @ X U (3)

Mer— efektivni elektroforetickd pohyblivost; o — stupent disociace molekuly

2.1.3. Elektroosmoticky tok (EOF)

V kapildrach vyrobenych z kiemene vznika diky silanolovym skupinam na jejich
vnitinim povrchu elektroosmoticky tok, ktery je hlavni hybnou silou CE. Po naplnéni
kapilary elektrolytem (pufrem s pH vys$im nez 4) dochazi k disociaci téchto kyselych
silanolovych skupin a vznika tak vrstva nesouci zaporny naboj. Na ni naseda nepohybliva
tzv. Sternova vrstva, kterd je tvofena kationty z roztoku elektrolytu a je pfitahovana
sténou kapilary. Tyto dvé vrstvy spolu tvoii tzv. elektrickou dvojvrstvu (Obrazek 2).
Posledni, tfeti vrstvou, je volna difuzni vrstva, jejiZ kationty se po vloZeni napéti pohybuji
smérem ke katod¢ a svym pohybem unasi i ostatni ¢astice obsazené v elektrolytu. [4,7,9]

Vznika tak elektroosmoticky tok, n¢kdy také oznacovany jako elektroosmodza
nebo elektroendoosmoéza, ktery je dostateéné silny na to, aby ke katod¢é putovaly
1 neutralni latky a anionty. EOF unasi vSechny ionty pfitomné v roztoku elektrolytu
stejnou rychlosti, vysledna rychlost pohybu jednotlivych iontl je ale rizna. Rychlost
migrace je nejvyssi u malych molekul kationti, protoze se samy pohybuji ke katod¢,
a navic jsou jesté urychleny EOF. Dale se rychlost postupné sniZuje pies neutralni ¢astice,
které se v elektrickém poli nepohybuji a jsou tedy jen unaSeny pomoci EOF, az k velkym
molekulam aniontd, které sice putuji k anod¢€, ovSem diky vyssi sile EOF jsou unaseny

ke katodg¢. [4,8,10]
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Mezi Sternovou vrstvou a difuzni vrstvou existuje rozdil potencidlu nazyvany
elektrokineticky potencial nebo také zeta potencidl. Jak je patrné z Rovnice 4 rychlost
EOF piimo souvisi s velikosti zeta potencialu, kdy pomoci faktord ovlivitujici zeta
potencidl 1ze ovlivnit i EOF. [4,8]

_ 4mu
( o &

(4)

{ — zeta potencidl; ¢ — iontova sila elektrolytu

Prvnim parametrem ovliviiujicim zeta potencidl je hodnota pH elektrolytu.
Ovlivilgje, jaké mnozstvi silanolovych skupin bude ionizovano, a tedy i povrchovou
hustotu nadboje na vnitini stran¢ kapilary. Vyrazné je EOF od pH 4, s dal$im ristem pH
se zvySuje zeta potencial a s nim i EOF. [4,8,10]

Dal$im z ovliviiujicich faktorGi je pak iontova sila nebo také koncentrace
elektrolytu, kdy se vzristajici koncentraci BGE klesd zeta potencidl i EOF. Z tohoto
davodu se v CE pouzivaji nejcastéji pufry o koncentraci 10 az 50 mM, ale je popsano
i vyuziti koncentraci 100 az 500 mM a vysSich. Pouziti vysSich koncentraci je ale
omezeno kvili zahfivani kapilary a omezené rozpustnosti. [10]

Vyznamnou vlastnosti EOF a velkym rozdilem oproti toku mobilni faze u HPLC
je plochy profil pratoku, coz je umoznéno rovhomérnym rozprostfenim elektrické energie
v kapilare, kdy nedochazi k zddnému poklesu tlakti u stén kapilary, jako je tomu u HPLC.

To vede k men§imu rozostfovani zon a tim i mnohem vyss$i uc¢innosti separace. [10]

Sténa kapilary

\-IIIIIIII|I|1

Stacionarni  Si0” SiO” Si0” Si0Q” Si0 Si0” Si0O” Si0” Si0” Si0” Si0” Si0°
vistva—— GE_P Fo GO

<>
Diﬁtlf,-ni—‘ @ ®© @ @ ®® ¢-potencial
vrstva

Tok elektrolytu

Obrazek ¢. 2: Elektricka dvojvrstva a elektroosmoticky tok, prevzato a upraveno z [4]

V ptipadé potieby lze elektroosmoticky tok eliminovat nebo obratit jeho smér
pomoci modifikace stény kapilary. [10]
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2.1.4. Separacni médy v CE

Kapilarni elektroforéza je velice vSestranna analytickd metoda. Jeji univerzalnost

je dana hlavné dostupnosti velkého mnozstvi separac¢nich modut, které maji odlisné

separacni mechanismy. Hlavnimi separacnimi mody jsou:

1.

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) je nejjednodussi a bezpochyby nejcastéji
vyuzivanou metodou. Pfi separaci je vyuzivan pouze jeden zakladni elektrolyt (BGE)
a jednotlivé analyty se rozdéluji podle své rozdilné elektroforetické pohyblivosti,
ktera je zavisla hlavné na velikosti molekuly a ndboje latky pti daném pH. V tomto
modu je moznd separace jak aniont, tak kationtd, ovSem neutralni latky se ned¢li

a jsou pouze unaseny EOF k detektoru. [8,10]

Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) je dalsSim rozSifenym
separaénim modem v CE. Jedna se o kombinaci elektroforézy a chromatografie
a zaroven metodu, kdy je umoznéno déleni jak nabitych, tak i neutrdlnich latek.
Pfidanim povrchové aktivnich latek do roztoku pufru vznikaji pfi prekro€eni kritické
micelarni koncentrace micely, které tvoii v roztoku BGE pseudostacionarni fazi
s vnittnim hydrofobnim a vnéj§im hydrofilnim povrchem. Mezi tuto fazi a roztok

elektrolytu se pak rozdéluji neutralni latky podle své polarity. [10]

Kapilarni elektrochromatografii (CEC) lze povazovat za miniaturizovanou analogii
k HPLC. Separace probihd v plnéné kapilarni koloné, oproti HPLC vSak neni
vyuzivan k pohybu kapaliny ptes kolonu tlak, ale stejnosmérny elektricky proud.
Vyhodou vedouci k vyssi ucinnosti separace je plochy profil prutoku a také absence
zpétného tlaku kolony, coZ umoziuje pouziti mensSich ¢éstic sorbentu nez u HPLC
kolon. [8,10]

Kapilarni gelova elektroforéza (CGE) slouzi k separaci makromolekul jako jsou
proteiny a nukleové kyseliny na zakladé jejich rozdilné molekulové hmotnosti.
Makromolekuly bez gelu nejde rozdélit kvili jejich velmi malému rozdilu
specifického naboje (ndboj vztazeny na jednotku relativni molekulové hmotnosti).
Pred samotnou separaci je nejdiive nutnd denaturace makromolekul, ktera se provadi
pomoci dodecylsulfatu sodného (SDS). Nasleduje separace analytu podle velikosti
pomoci elektroforézy pfes vhodny polymer, kdy dochazi ke zpomaleni rychlosti

migrace. Toto zpomaleni je pak pfimo tmérné velikosti molekuly analytu. [8,10]
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5. Kapilarni izoelektrickd fokusace (CIEF) slouZzi hlavné pro déleni amfoternich latek
(aminokyseliny, peptidy, proteiny) podle rozdilné hodnoty jejich izoelektrického
bodu. CIEF lze pouzit k oddéleni proteint, které se lisi o ~0,005 jednotek pl.
V kapilafe je pomoci stejnosmérného elektrického proudu vytvofen gradient pH ve
smési amfolyth tvoficich zdkladni elektrolyt. Analyty migruji do doby, neZ se
dostanou do oblasti s pH shodnym s jejich pl, kde se jejich pohyb zastavi a dochazi
zakoncentrovani v dané oblasti. Poté je nutné provést mobilizaci zon a dostat tak
jednotlivé analyty k detektoru, to se provadi bud’ hydrodynamickym tokem, nebo
elektroeluci. [8,10]

6. Kapilarni izotachoforéza (CITP) wvyuziva k separaci sytém dvou elektrolyti
s rozdilnou pohyblivosti. Béhem jedné analyzy mohou byt separovany bud’ kationty
nebo anionty, ale nelze stanovovat oboji v rdmci jedné analyzy. Mezi elektrolyty
oznacujici se jako vedouci a koncovy je vlozen vzorek, ktery musi mit nizsi
pohyblivost nez vedouci elektrolyt a zarovenn vyssi pohyblivost nez koncovy
elektrolyt. Po vloZeni eklektického proudu dojde k ustanoveni rovnovahy, kdy
vSechny z6ny migruji stejnou rychlosti a diky samozaostiujicimu efektu maji velmi

ostra rozhrani. [8,10]
2.2. Nevodna kapilarni elektroforéza

I kdyZz je voda stile nejbeznéji pouzivanym rozpousStédlem v kapilarni
elektroforéze, ziskdva si nevodna kapilarni elektroforéza (NACE) v poslednich par
desitkach let stale vétsi pozornost. Pouziti NACE ma oproti klasické CE nékolik vyhod.
Mezi ty hlavni patii vyssi selektivita a u€innost separace, moznost analyzovat latky Spatné
rozpustné ve vodé a lze také vyuzit chiralni selektory, které se jinak ve vod¢ obtizné
rozpousti. Dalsi vyhodou je pak generovani mnohem nizsich proudt nez ve vodné CE.
Tyto proudy jsou dostatecné pro separaci a umoziuji pouZiti vysSich koncentraci
elektrolyti. Nevodnad rozpoustédla nebo jejich smési ddle umoznuji potlaeni nebo
obraceni EOF, coz miize byt Zadouci zvlasté pro chiralni separace. Diky vyssi tékavosti
nevodnych rozpoustédel oproti vodé je také vyhodnéjsi spojeni NACE s MS, kvuli
snadnéjsi ionizaci analytt. [2,11,12]

Nejcastéji pouzivanymi organickymi rozpous§tédly pro NACE jsou diky své nizké

viskozité a dostatecné polarit¢ MeOH a ACN, pfipadn¢ smési téchto dvou. DalSimi, mén¢
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vyuZivanymi rozpoustédly jsou pak napfiklad formamid, N-methylformamid,
N,N-dimethylformamid, dimethylsulfoxid a nitromethan. Vhodné rozpoustédlo musi
spliiovat nékolik podminek. Musi mit nizkou tékavost, pii laboratorni teploté byt ve stavu
kapaliny, musi vykazovat vysokou rozpustnost elektrolytl i vzorkd, déle rovnéz
dostatecné vysokou disociacni konstantu a pfimétené nizkou dielektrickou konstantu, coz
usnadiiuje interakce mezi enantiomery a chirdlnimi selektory. V neposledni fadé je
dalezita také nizkd viskozita, aby nedochdzelo k pfiliSnému zpomalovani separace.
Z dtvodu bezpecnosti je pak vhodné se v elektrolytu vyhnout v§em hotflavym a toxickym
rozpoustédlim. [2,11,12,13]

Jak jiz bylo nastinéno, nevodnd kapilarni elektroforéza mize byt pii separaci
chiralnich latek vhodnou alternativou pro CE ve vodném prostifedi. Aplikaci NACE
dochdzi k usnadnéni pouziti chirdlnich selektort s nizkou rozpustnosti ve vodé a nevodné
prostiedi muze také zlepSit enantioseparaci u selektorii s nedostate¢nou nebo nizkou
enantioselektivitou ve vodnych elektrolytech. Velmi dilezita je volba vhodného
rozpoustédla, protoze to znacné ovliviiuje vazbu rozpusténého analytu na chirdlni
selektor. Podstatny je také vybér chiralniho selektoru, vhodny selektor by mél byt levny,
rozpustny v organickém rozpoustédle, musi tvofit doCasné diastereomerni komplexy
s enantiomery a nemé&l by absorbovat UV zafeni. Tvorba diastereomernich komplext
muze byt zalozena na nékolika mechanismech, jsou jimi: tvorba inkluznich komplexa
a iontovych part, nebo kombinace obojiho a nelze opomenout mechanismus vymény
ligandt. Ve spojeni s NACE byly vyzkouSeny rizné typy CHS, nejcastéji vyuzivané vSak
jsou bezesporu nativni cyklodextriny a derivaty cyklodextrini. V Tabulce 1 je uveden

piehled nejcastéji pouzivanych rozpoustédel a elektrolytii v chiralni NACE. [2,13,14]
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Tabulka ¢. 1: Organicka rozpoustédla a elektrolyty pouzivané v chiralni NACE;
(-)-DIKGA — (-)-2,3,4,6-dioxo-isoprolyliden-2-keto-L-gulonova kys.,; podrobnéjsi

informace lze nalézt ve zdroji [2]

Rozpoustédlo Elektrolyt Typy selektori
o Kys. octova (HAc) a Tween
Acetonitril (ACN) 20 kys. kafrsulfonova
Methansulfonova kys. a
ACN Der. B-CD
trimethylamin (TEA)
ACN:methanol (MeOH)
HAc aTEA DNB-leucin
(70:30)
Ethanol (EtOH) nebo LiOH, KOH, NaOH, CsOH
(-)-DIKGA
MeOH nebo RbOH
EtOH:MeOH (20:80) a o
TEA a HAc O-(tercbutylkarbamoyl)chinidin
(60:40)
Amoniak (NH3) a kys. chinin, chinidin, cinchokain,
EtOH:MeOH (60:40) ) o
kaprylova cinchonidin a jejich der.
EtOH:MeOH (60:40) KOH kys. Kafrsulfonova, (-)-DIKGA
EtOH:MeOH (60:40) TEA akys. kaprylova der. chininu
) Octan amonny (NHsAc) a
Formamid (FA) Kvarterni amonna stl B-CD
HAc
FA Kys. citronova, Tris a TEA B-CD
FA Kys. citronova a Tris Der. B-CD, y-CD
FA HAc a NaCl B-CD
Tetra-N- (+)-18-crown-6
FA a dimethylsulfoxid
butylamoniumperchlorat tetrakarboxylova kys.
MeOH NH4Ac, HAc a CuCL*2H,0 L-prolin, L-isoleucin a Cu?*
MeOH NH4Ac chinin, der. a-, B-CD
MeOH NaOH (-)-DIKGA
Kys. fosforecna (H3POs) a
MeOH Der. a-CD
LiOH
MeOH H3;PO4 a NaOH Der. B-, y-CD
MeOH:dichlormethan NHsAc N-benzylkarbonyl-L-prolin
N, N-dimethylformamid Kys. citronova a Tris v-CD, B-CD a jeho der.
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2.3. Chiralni selektory

Pro chirélni separace bylo vyzkouSeno mnoho riznych elektromigra¢nich metod
a pouzito velké mnozstvi chirdlnich selektord, bud’ byly ptfidavany jak do zakladniho
elektrolytu, nebo navazany napiiklad na sténu kapilary. K dobré chiralni separaci je velmi
dalezity vybér spravného chirdlniho selektoru. Je nezbytné znat jakymi mechanismy
dochazi k separaci enantiomert a jaké druhy analytt jsou vhodné pro konkrétni selektor.

(2,14]
2.3.1. Makrocyklicka antibiotika

Makrocyklickd antibiotika patii k vyznamnym chiralnim selektorim, protoze
dokézi dobfe separovat enantiomery velkého mnozstvi chirdlnich latek. Mezi zastupce
této skupiny CHS patii avoparcin, vankomycin, ristocetin A, teikoplanin, derivat
teikoplaninu hepta-tyr a dal$i. Mohou byt kysel¢, zasadité 1 neutralni. [2,15]

Chemicky se jednd o makrocyklické glykopeptidy, kdy zdkladem molekuly jsou
aglykonovymi ¢astmi spojené makrocyklické kruhy pfipominajici charakteristicky tvar
kosiku (Obrazek 3). Tento aglykonovy kos se pak sklada bud’ ze 3, nebo ze 4 makrocykli,
podle konkrétni slouceniny, na které¢ jsou navazany sacharidové skupiny. Jednotliva
antibiotika se 1i8i poctem a typem navazanych sacharidd, tyto cukry se mohou navic volné
otaCet a zaujimat rizné orientace, coz pfispiva k rozdilnym separacnim vlastnostem
jednotlivych antibiotik. Nevyhodou antibiotik je niZsi citlivost, kviili silné absorpci v UV
oblasti pti vlnovych délkach bézné€ pouzivanych v CE. [2,15,16]

Ptitomnost fady rtznych funkénich skupin a velké mnozstvi asymetrickych
center, které se muze pohybovat v rozmezi od 9 az do 38 u ristocentinu A, dava
makrocyklickym antibiotikim vysokou schopnost enantioseparace. Dochézi k fad¢
interakci mezi analytem a selektorem zahrnujici napt. vodikové vazby, n-m interakce,

hydrofobni, dipol-dipol, nebo repulzni sily, které umoznuji vysokou selektivitu. [2,15,16]

17



“‘C' < oM HO \t(?
~;_,_.=)1|
H N~ -
£ —OH }
dg\::"& oF Ho 2 aH
m \ NI NH
‘ 0 FNH O 7
o MH ﬂo
NH- o
o® NH
s} cl
. HE o
" —;{7 :az:‘” ©° o H
# - H —
wooL o HO HO N
el vy MH 0
OHOH
CHa gm °

° m€>\ o " LT
o cl O 5w, O o o @ }
s O & L] ~— @ oH 0,_1_ iy
) o oo
Q) (D) -

Obrazek ¢. 3: Chemicka struktura makrocyklickych antibiotik: (A) vankomycin,
(B) teikoplanin, (C) avoparcin, (D) ristocetin A, pievzato z [15]

2.3.2. Proteiny

Proteiny jsou makromolekularni latky sloZzené z aminokyselin (AMK), tyto AMK
jsou chirdlni, a proto maji vSechny bilkoviny chiralni charakter. Pozornost byla této
skupin¢ selektori vénovana hlavné z divodu jejich unikatnich separacnich vlastnosti
ajejich vhodnosti pro separaci velkého mnozstvi chirdlnich smési. [17] Patii zde
albuminy, glykoproteiny, enzymy a dal$i proteiny. Mezi nejcastéji vyuzivané fadime
lidsky sérovy albumin (HSA), bovinni sérovy albumin (BSA), z glykoproteinli je to
kysely al-glykoprotein (AGP), ovomukoid (OMCHI) z kuiecich vajeénych bilkt, avidin
(AVI) ariboflavin vazajici protein (RfBP), z enzymii houbové celulazy, celobiohydrolaza
(CBH), pepsin a lysozym, z ostatnich proteinii 1ze zminit naptiklad kasein nebo lidsky
sérovy transferin. [2,17]

Proteiny maji na svém povrchu velké mnoZstvi vazebnych mist a mize tak dojit

ke vzniku fady vazebnych interakci mezi selektorem a analytem. Separacni mechanismus
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je stejné jako v piipadé€ jinych skupin CHS velmi komplexni, Gc¢astni se ho nejcastéji
hydrofobni vazby, iontové vazby a vodikové vazby. Separaci Ize ovlivnit fadou faktora,
napf. pH a iontova sila pufru, pfidani organického modifikatoru nebo vytésnovaciho
¢inidla jako koaditiva pro modifikaci selektivity, kdy se pfidana latka sama vaZe na
protein a dochazi tak ke zméné sily vazby mezi analytem a proteinem. Dalsi z faktorti
ovliviujici separaci, ktery ale na rozdil od ptedeslych lze experimentalné ovlivnit pouze
pokud je protein rozpustén v BGE, je pak zména koncentrace proteinu. [2,17,18]

V CE se chirdlni separace s proteiny provadi ve dvou rezimech. Prvnim je tzv.
rezim afinitni kapilarni elektrochromatografie (ACEC), kdy je protein imobilizovan nebo
absorbovan na kapilaru, piipadné je kapilara naplnéna silikagelem s navazanym
imobilizovanym proteinem. Tento systém je velice podobny chiralni stacionarni fazi
v HPLC, i v tomto pfipadé dochazi k separaci na principu rozdilné interakce jednotlivych
enantiomert s imobilizovanymi proteiny. Druhym, ¢astéji vyuzivanym, rezimem je tzv.
afinitni elektrochromatografie (ACE), vtomto pifipadé¢ je protein rozpustén a je

soucasti zakladniho elektrolytu. [2,17]
2.3.3. Crown ethery

Crown ethery jako chiralni selektory se pouzivaji pfedevSim pro chirdlni separace
slouc¢enin obsahujicich primarni aminoskupinu jako jsou naptiklad aminokyseliny, aminy
nebo di- a tripeptidy. Byly ale také popsany piipady chirdlni separace molekul
sekundédrnich amint. [14,19]

Struktura crown etheru (Obrdzek 4) je tvofena heterocyklem, ktery se sklada
z opakujicich se jednotek ethylenoxidu (-CH2CH20-), pocet téchto jednotek pak urcuje
velikost crown etheru a jeho kavity. Unikatni vlastnosti crown ethert je jejich schopnost
siln€ vazat kationy. Tyto jejich vlastnosti jsou dtlezité pro chirdlni separaci enantiomerd
a vznik diastereomernich komplexi mezi CHS s analytem. Ptfedpoklada se, Ze
mechanismus interakce je zaloZen na vzniku vodikovych vazeb mezi amoniovym

kationtem a kysliky crown etheru. [14,19,20]
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Obrazek ¢. 4: Struktura crown etheru, prevzato z [19]
2.3.4. Ligand vyménné

Ligand vyménné chiralni selektory vznikaji pfidanim ligandu a centralniho iontu
do zékladniho elektrolytu, kde interakci s analytem vznikaji komplexy a dochazi tak
k chiralni separaci. Pro své vlastnosti jsou nejvice vyuzivané jako centralni ionty Cu®*
a Zn**, ale své uplatnéni nasly i jiné kovové ioty, napi. Ni*" a Co®". Jako chiralni selektory
se pak pouzivaji aminokyseliny prolin, hydroxyprolin, isoleucin, lysin, arginin a dalsi.
[2,21]

Mechanismus chirdlni separace pomoci této skupiny chirdlnich selektorii je
zalozen na reverzibilni tvorbé ternalnich diastereomernich komplexti (Rovnice 5).
Takovy diastereomerni komplex je tvofen centrdlnim atomem a dvéma chiradlnimi
ligandy, ligandem analytu a selektoru. Nasledna enantioseparace je pak zalozena na
rozdilné termodynamické stabilit¢ smésnych komplexti mezi selektorem a ob&éma

enantiomery a také na stupni afinity ligandu ke kovovému iontu. [2,21,22]

Cu (L — selektor), + L — A S Cu (L — selektor)(L — A) + L — selektor

Cu (L — selektor), + D — A S Cu (L — selektor)(D — A) + L — selektor

Rovnice ¢. 5: Rovnovaha tvorby komplexii, A — analyt, prevzato z [22]

Nevyhodou miize byt, Ze tento typ chirdlni separace je omezen na ptfitomnost
specifickych funkénich skupin obsazenych jak v selektoru, tak i v analytu, mezi tyto
skupiny patii aminové, hydroxylové nebo tfeba karboxylové funkéni skupiny. Z tohoto
divodu se timto zplsobem stanovuji piedevSim aminokyseliny, oligopeptidy,

a-hydroxykyseliny a aminoalkoholy. [21,22]
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2.4. Cyklodextriny

2.4.1. Struktura a vlastnosti

Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacharidy, kter¢ se skladaji
z a-D-glukopyranozovych jednotek spojenych 1,4-glykosidickymi vazbami, kdy ke
vzniku téchto CD dochdzi enzymatickou degradaci Skrobu pomoci enzymi cyklodextrin-
glykosyltransferazy (CGTasa) a Castecné a-amylasy. Vlastnosti enzymu CGTasa velmi
zélezi na mikroorganismu, ze kterého byl ziskan. Poprvé byl vyuzit ke Stépeni Skrobu
tento enzym u bakterie Bacillus amylobacter, ale vyskytuje se také u jinych bakterii, napf.
u Bacillus macerans, B. cereus, Clostridium spp., Krebsiella pneumoniae, Micrococcus
lutens a dalSich. [23,24,25,26]

RozliSujeme tii zdkladni druhy cyklodextrint podle poctu glukézovych jednotek
v molekule: a-, B- a y-cyklodextriny. a-Cyklodextriny (a-CD) obsahuji ve své molekule
Sest glukdézovych jednotek, B-cyklodextriny (B-CD) sedm a nejvétsi y-cyklodextriny
(y-CD) se skladaji z osmi jednotek. Molekuly béznych cyklodextrini maji tvar dutého
komolého kuzele, kde navazané funkcni skupiny ovliviiuji jejich vlastnosti. Na uzsim
okraji jsou navdzané primarni hydroxylové skupiny a na Sir§im okraji sekundarni.
Naopak vnitini kavita obsahuje uhlovodikové fetézce a glykosidické kyslikové mustky,
které ji propijcuji hydrofobni vlastnosti. [24,25,27]

Jednotlivé skupiny CD maji odlisné velikosti molekuly, s nartstajicim poctem
jednotek glukdzy v molekule se zvétsuje nejen velikost celého CD, ale i Sitka jeho vnitini
kavity, pfi¢emz jeji hloubka zlstava ve vSech piipadech stale stejnd. Proto jsou a-CD
vhodné predevsim pro separaci malych molekul analytii s jednim benzenovym jadrem
v molekule, B-CD jsou nejucinngjsi pii separaci vétSich sloucenin se dvéma kruhy
v molekule a y-CD nachézi uplatnéni v separacich latek s tfemi a vice kruhy, kdy se ¢asto
jedna o latky steroidni povahy. Na Obrazku 5 je znazornéna struktura, pfiblizné velikosti

CD a pfiblizné objemy kavit jednotlivych CD. [2,24,27,28]
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0.78 nm

Obrazek ¢. 5: Struktura, priblizné velikosti a objemy kavity jednotlivych CD [24]

Pro své vyhodné vlastnosti patii CD mezi nej€astéji vyuzivané chiralni selektory
v kapilarni elektroforéze. Hlavni piednosti je jejich univerzalnost, kdy neexistuji
prakticky zadna strukturni omezeni analytl, tedy napf. nutnost ptitomnosti specifickych
funkénich skupin pro uspésnou separaci. Dalsi nespornou vyhodou je také nizka
poftizovaci cena CD a schopnost tvofit inkluzni komplexy s velkym mnoZstvim chiralnich
latek. [2,24,27,28]

Molekulu CD lze pomérmné snadno modifikovat a tim pozménit fyzikalné-
chemické vlastnosti a predevsim selektivitu. Kazda glukézova jednotka v CD ma tfi volné
OH skupiny a v§echny mohou byt derivatizovany hydrofilnimi i hydrofobnimi funkénimi
skupinami. Tim mulze dojit ke zlepSeni rozpustnosti ve vodé 1 organickych
rozpoustédlech, zméné velikosti kavity, zméné¢ chemické stability anebo ke zméné
komplexotvornych vlastnosti CD. Piehled fyzikalnich vlastnosti jednotlivych typti CD je
uveden v Tabulce 2. [2,27,30,31]
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Tabulka ¢. 2: Fyzikalni viastnosti jednotlivych typii CD, prevzato a upraveno z [27]

a-CD B-CD v-CD
Pocet glukézovych jednotek 6 7 8
Molekulova hmotnost [g/mol] 973 1135 1297
Vyska molekuly [nm] 0,78 0,78 0,78
Sitka CD, strana sekundarnich
0,57-1,37 0,68-1,53 0,95-1,69
hydroxyla [nm]
Sitka CD, strana primarnich
0,45-1,32 0,61-1,49 0,77-1,61
hydroxyla [nm]
Objem kavity [nm?] 0,174 0,262 0,427
Rozpustnost ve vodé pii 25 °C
14,5 1,85 8,19
[g/100 ml]

2.4.2. Vyroba

Proces vyroby cyklodextrini 1ze uskutecnit dvéma zékladnimi zplsoby, tzv.
procesem s rozpoustédlem a procesem bez rozpoustédla. V procesu s rozpoustédlem se
piidava organické komplexotvorné ¢inidlo (nejcastéji toluen, ethanol nebo aceton), které
selektivné vysrazi jeden konkrétni typ CD a usmérnuje enzymatickou reakci tak, aby
produkovala hlavné tento druh CD. V procesu bez rozpoustédla se Zadné komplexotvorné
¢inidlo nepfidava a vznika tak smés riznych CD, kdy pomér jednotlivych CD zavisi jen

na pouzité CGTase a reak¢nich podminkach. [25]
2.4.3. Tvorba inkluznich komplexi

Pro chiralni separace je zdkladnim mechanismem uplatiiujicim se pii chirdlnim
rozpoznavani jednotlivych enantiomerti tvorba inkluznich komplexti (Obrazek 6). Tyto
komplexy vznikaji mezi analytem a cyklodextrinem, respektive kavitou CD, kdy objemna
hydrofobni ¢ast analytu vnika do kavity. Naopak polarni skupiny analytu v blizkosti
centra chirality zlstavaji vné¢ CD a reaguji s hydroxyskupinami pfitomnymi na jeho
vnéjSim okraji. Za stabilitu takovychto inkluznich komplext zodpovidaji rtzné
nekovalentni vazby, jsou to napt. van der Waalsovy sily, vodikové vazby, interakce dip6l-
dip6l a disperzni sily. Pro tvorbu inkluzniho komplexu je dilezitd geometricka
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kompatibilita mezi dutinou CD a analytem, kdy musi byt velikostné podobné. Cim vétsi
je molekula analytu, tim pomalejsi je tvorba a rozpad komplexu, coz muze vést ke

zhorSeni separace jednotlivych enantiomeru. [2,24,32,33]

AN

—

Obrazek ¢. 6: Vznik inkluzniho komplexu analytu a CD, prevzato z [2]

2.4.4. Cyklodextriny v NACE

Mezi nejoblibenéjsi chirdlni selektor z fad cyklodextrinti patii B-CD, ten ma vSak
ve vode¢ velice nizkou rozpustnost, coZz mize byt problém. Proto je v n€kterych ptipadech
vyhodné pouzit organické rozpoustédlo (MeOH, ACN, formamid), kde je jeho
rozpustnost mnohem vyssi a je mozné dosahnout vyssi koncentrace CHS v zakladnim
elektrolytu. Dal$imi divody k vyuziti NACE muze byt také potlaceni nechténych
interakci se sténou kapilary nebo zesileni vazebnych interakci mezi analytem
a cyklodextrinem. Vznik komplexii u CD je mozny dvéma zpusoby (Obrazek 7). Ve
vodném prostiedi je hlavni enantiosepara¢ni mechanismus zaloZen na tvorb¢ inkluznich
komplexi analyt/CD, oproti tomu v NACE je tvorba téchto komplext vétSinou potlacena
a ke vzniku komplexu dochazi pomoci vodikovych vazeb a dipélovych interakci
v blizkosti okraje CD. Takto vzniklé komplexy maji obecné niz§i konstantu stability nez

inkluzni komplexy. [2,12,13,14]

24



(B)

Obrazek ¢. 7: Schéma dvou riiznych enantioseparacnich mechanismii; (A) Inkluzni
komplex ve vodném prostredi, (B) Komplex analyt/CD v nevodném prostredi,

prevzato z [2]

2.5. Chiralni separace klastrovych sloucenin boru

I kdyz se bor vyskytuje v periodické tabulce prvkia hned vedle uhliku, nebyla jeho
chemii vénovana zdaleka takova pozornost. To se ale zménilo v poslednich desitkéch let.
Atom boru ma schopnost vytvaret tzv. elektrodeficitni vazby, kdy se tfi vazeb ucastni
pouze dva elektrony. Tato vyrazna delokalizace elektronti nad tfistfedovou vazbou je pak
zodpovédnd za vznik trojrozmérnych klastrii a stim souvisi i specifické vlastnosti
takovych sloucenin, mezi néz patii napt. reakce s biomolekulami a usnadnéni nékterych
biologickych reakci, nizka chemicka aktivita a dal$i. Substituci na takovychto klastrech
pak dochézi ke vzniku chiralnich sloucenin. VSechny tyto vlastnosti pfispivaji k vyuziti
klastrovych slouc¢enin boru v medicin€. Vyzkum se zaméfuje na jejich noveé objevené
ucinky, napt. protirakovinova aktivita, inhibice HIV-protedzy a antirevmatoidni
vlastnosti. Dal$i oblasti, kterou nelze opomenout je vyzkum vyuziti klastri boru pro
zachytnou neutronovou terapii (BNCT), pfi terapii nadort (pf. maligni nddory mozku,
pokrocilé nadory hlavy a krku). [34,35,36,37]

Na rozdil od organickych latek, které maji 1 nebo vice center chirality,
u klastrovych sloucenin boru je zodpovédny za vznik chirdlnich molekul substituent
navazany na klec klastru. Dochézi tak ke vzniku molekuly se strukturdlni asymetrii
a klastrova sloucenina je chiralni jako celek. Chiralni separace jednotlivych enantiomera
klastrovych sloucenin boru je nezbytna pro dalsi rozsifeni jejich vyuziti a existuje jiz
nékolik praci zabyvajici se chiralni separaci téchto klastri pomoci HPLC. Prvni usp&$nou

HPLC chirélni separaci dvanacti chiralnich 11vrcholovych nido-karborani popsal Plesek
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a kol. v roce 1992, jako chirdlni stacionarni faze byl vyuZzit nativni CD pfimo navézany
na silikagel a jako MF smés vody a org. rozpoustédla (methanol nebo acetonitril).
Nasledné¢ byla popsana separace dalSich latek z 11vrcholové skupiny, dvou
nido-karboranti pomoci acetylovaného B-CD ve 42% resp. 45% vodném methanolu jako
MF (Griiner a kol., nepublikované vysledky). [36] Nedlouho poté nasledovala prvni
separace pomoci SFC, Petersson a kol. vroce 1994 popsali chirdlni separaci
karbonylalaninu, kdy tato slouCenina jako analog fenylalaninu byla zkoumdna jako
kandidat pro BNCT. Nésledovaly dalsi uspésné separace, celkem bylo pomoci HPLC
popsano asi 60 neutralnich sloucenin. Ve vétsiné ptipadi byly jako CSP vyuzivany riizné
druhy chemicky vazanych nativnich B-CD a acetyl-B-CD. Byly zkouSeny 1 nativni a-CD,
ovSem bez vysledku. Naopak HPLC nebyla pfili§ u€innd pti chiralni separaci klastrovych
aniontl boru, kdy byly oddéleny pouze dv¢ latky se spojovacim mustkem tvofenym sirou
nebo kyslikem. Z divodu netspéchu chirdlnich separaci aniontu v HPLC byla snaha
rozdélit tyto latky pomoci kapilarni elektroforézy. [36,38,39,40]

Prvni chiralni separaci klastrovych aniontti boru popsal Slavi¢ek a kol. v roce
2003, kdy chiralnim selektorem byl zvolen nativni B-CD, jako puftr byla zvolena 20 mM
3-(N-morfolino)propansulfonovd nebo orthofosfore¢na kyselina upravena na pH 7
a rozpoustédlem byl vodny methanol nebo vodny acetonitril, protoze v Cisté¢ vodném
rozpoustédle jsou interakce mezi selektorem a analytem piili$ silné. Podafilo se chiralné
separovat vSech 10 stanovovanych sloucenin. Zaroven ale bylo zjisténo, ze chiralni
separace se ucastni i jiné vazebné interakce, nez v pifipadé separace organickych
sloucenin a nelze proto pravidla organické chemie jednodusSe aplikovat na klastrové
slouceniny. [41] Nasledn¢ v roce 2004 Horakova a kol. publikovali moznosti zlepSeni
detekeni citlivosti a zonové symetrie pii separaci sloucenin tvotfenych jednim klastrem
s alespont jedenacti vrcholy, bez navazanych funkcnich skupin a jejich kobaltovych
komplexil. Jako selektor byl vyuzit §-CD a v ptipadé BGE byla zvolena smé&s methanol-
voda a acetonitril-voda. Bylo zjisténo, Ze v piipadé pouZziti BGE s acetonitrilem dochazi
po Case k poklesu pohyblivosti klastrovych anionti boru, v pfipadé methanolu toto
pozorovano nebylo. [36,42] V roce 2007 Hordkova a kol. publikovali dva ¢lanky
zabyvajici se moznym vyuzitim i dal$ich nativnich CD jako jsou a- a y-CD. Zékladnim
elektrolytem byla kyselina boritd upravena na pH 9 s ptidavkem methanolu (30 az 75 %).
Prvni studie byla provedena se sadou derivati 7,8-nido-dikarbaundekaboratovych

klastrii. a-CD byl schopny rozdélit pouze klastry obsahujici jen malé substituenty, -CD
26



byl oproti tomu vhodny pro separaci vSech strukturnich typli, ovSem u¢innost separace
byla v obou piipadech nizsi nez pii neptitomnosti CD v BGE. Daéle se ukazalo, ze y-CD
neni vhodny chiralni selektor, protoze pfi jeho pouziti dochazi k neustalému snizovani
mobilit a jejich rozdild. V druhé studii byla pozornost zaméfena na vyuziti a-CD jako
chirdlniho selektoru a byly doplnény dal$i anionty s vice substituenty. Tyto studie
ukazaly, ze schopnost a-CD rozd¢lit jednotlivé enantiomery zavisi na typu substituentu,
jeho velikosti a poctu, ale také na atomu klastru, ke kterému je konkrétni substituent

navazan. [43,44]
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3. Cil prace

Cilem této prace bylo prozkoumat vhodnost methylovaného a-, B- a y-CD, acetyl-
B-CD a (2-hydroxypropy)-y-CD jako chirdlnich selektorii pro separaci 17 aniontovych
klastrovych sloucenin boru v nevodném prostredi.

Po systematickém screeningu provést optimalizaci elektroforetickych podminek

s cilem dosahnout co nejlepsi chiralni separace zkoumanych latek.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité pristroje, pomiicky a chemikalie

4.1.1. Pristroje:

Elektroforeticky analyzator CE 7100, Agilent Technologies, Némecko
MicroSolv Window Maker, MicroSolv Technology Corporation, USA
Ktemenna kapilara, primér 75 um, celkova délka 60 cm, efektivni délka 51,6 cm,
Polymicro Technologies, USA

Analytické vahy Kern, Unipro-Alpha, Ceska republika

Ultrazvukova lazeti, Ecoson, Ceska republika

4.1.2. Pomiicky:

Kédinky, odmérné banky, Erlenmeyerovy banky, automatické pipety, vialky,
sttikackové filtry (0,45 um, polyvinylidenfluorid, Fisher Scientific, USA)

4.1.3. Chemikalie:

Methanol pro HPLC (MeOH), acetonitril (ACN) — VWR Chemicals, USA
Chlorid sodny (NaCl), ¢isténa voda (Merck-Millipore) — Merck, Némecko
Kyselina fosfore¢na (H3PO4), hydroxid sodny (NaOH) — Penta, Ceské republika
Octan amonny (NHsAc), hexafluoropropan-2-ol (HFIP) — Sigma-Aldrich, USA
Me-B-cyklodextrin, Me-a-cyklodextrin, Me-y-cyklodextrin, Acetyl-f3-
cyklodextrin, (2-hydroxypropyl)-y-cyklodextrin — Cyclolab, Mad’arsko
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4.2. Seznam testovanych latek

Nazev Chemicky vzorec slouceniny Model molekuly
El [5-Br-7,8-nido-C,B,H,,]Cs
9E1 [9-Br-7,8-nido-C.BoH, ][(CH;):N]
E2 [7-Me-7,8-nido-CB,H,,]Cs
E4 [7-Ph-7,8-nido-C,B,H,,][(CH;):N]
5E4 [5-Ph-7,8-nido-C,BsH,]Cs
E5 [9-NCS-7,8-nido-C,BsH,,]Cs
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E6 [9-MeS-7,8-nido-C.B.H,]Cs

ZW 9—Mezs—7,8—l’lid0-C2B9H11
F9 [6,6"-u-S-(1,7-C2BoH10)2-2,2'-Co]Cs
HzNEt 1-(HzNC2H4)2-CO(1,2-C2B9H10)2

[1-(HOC:H,)-Co(1,2-

HOEt C2BoH 0)2][(CH3):NH]

[1-(HOC3Hg)-Co(1,2-

HOPr C>BoH 0),][(CH;):NH]
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(HOMe), [1,1°-(HOCH,),-Co(1,2- .

(HOEt), [1,1°-(HOC,H4)>-Co(1,2- .

C2B9H 0)2][(CH3)sNH] I

. [8,4',8',4-pu-bis(Phe),-Co(1,2- .
bisPhe C2BoH10)2]Na

C2BoH 10):2][(CH3):NH]

: [8,4',8' 4-p-bis(Tol)-Co(1,2-
bisTol C2BoHi0)2]Cs

n

[1-(HOCH,)-Co(1,2-

HOMe C2BoH 10):2][(CH3):NH] .

Tabulka ¢. 3: Systematické nazvy a 3D modely analytit; Seda-C, zelena-B, hnéda-Br,
svétle modra-N, zZlutd-S, cervenad-O, tmaveé modra-Co, vytvoreno v [45]
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4.3. Priprava vzorkii, pufri a zakladnich elektrolytu

4.3.1. Vzorky

Vzorky byly pfipraveny navazenim 0,5 mg latek z tabulky 3 a jejich naslednym
rozpu$ténim v 0,5 ml methanolu pomoci ultrazvukové lazné. Vznikly roztok byl poté
ptefiltrovan pies stiikackovy filtr. 100 pl roztoku vzorku bylo natedéno 400 ul roztoku
octanu amonného v methanolu v poméru 1:4 (v/v) na vyslednou koncentraci 0,1 mg/ml.

Vzorky byly uchovavany v lednici.
4.3.2. Zakladni elektrolyty

Byly pfipraveny celkem 4 methanolické roztoky octanu amonného o 4 rtiznych
koncentracich (25, 50, 100 a 200 mM).
Odpovidajici mnozstvi octanu amonného bylo rozpusténo v methanolu a nasledné
kvantitativné ptfevedeno do 100 ml odmérné baiiky a doplnéno methanolem po rysku.
Nasledné byly ptipraveny zakladni elektrolyty s riznymi derivaty CD jako CHS
s odlisnymi koncentracemi octanu amonného i CD.
1. 200mM NHsAc + 37,9mM Me-B-CD (BGE 1)
2. 100mM NHsAc + Me-B-CD o riiznych koncentracich (1, 3, 5, 7, 10, 20, 30, 37,9,
40, 50 a 60 mM) (BGE 2)
3. 100mM NHsAc + Me-a-CD o ruznych koncentracich (1, 10, 20, 30 a 50 mM)
(BGE 3)
4. 100mM NHsAc + Me-y-CD o riznych koncentracich (1, 10, 20 a 30 mM)
(BGE 4)
5. 100mM NHsAc + acetyl-B-CD o riznych koncentracich (1, 10, 20 a 30 mM)
(BGE 5)
6. 100mM NHsAc + 2-hydroxypropyl-y-CD o rtiznych koncentracich (1, 10, 20
a 30 mM) (BGE 6)
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Vsechny BGE byly pfipraveny rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi pfislusného CD
v metanolickém roztoku octanu amonného v 5Sml odmérné baiice a doplnén stejnym
roztokem po rysku. V ramci optimalizace byl u n¢kterych analyz pouzit pii ptipravé BGE
metanolicky roztok octanu amonného o nizsi koncentraci (50 a 25 mM).

U série analyz byly k BGE pfidany 3 % HFIP.
4.4. Experimentalni podminky

K méfeni byly vyuzity kiemenné kapilary s vnitinim primérem 75 pm, celkovou
délkou 60 cm a efektivni délkou 51,6 cm. Pfed prvni analyzou byla vzdy kapilara
kondicionovana 30 minut 0,1M NaOH, 2 minuty vodou, 30 minut 0,1M H3PO4a 2 minuty
vodou. Kazdy den byla kapilara pted prvni analyzou propldchnuta 20 minut vodou,
10 minut MeOH a 10 minut BGE. Po posledni analyze dne nasledoval proplach 10 minut
MeOH a 10 minut vodou. Mezi kazdou analyzou byla kapilara vzdy proplachovana
5 minut methanolem a 5 minut zakladnim elektrolytem. Vzorek byl davkovan
hydrodynamicky, rozdilem tlakti 60 mbar po dobu 4 s. Kapilara byla temperovana na
25°C. Pro vétSinu analyz bylo na kapilaru vkladano napéti -25 kV. Detekce pomoci
UV/vis detektoru probihala u nido-karborant pfi vinové délce 210 nm, pro cosany byla

pouzita jesté detekce pii 290 nm.
5. Vysledky a diskuze

5.1. Vybér vhodného rozpoustédla analyta

Vybér vhodného rozpoustédla se testoval na analytu E2. Jako zakladni elektrolyt
byl pouzit octan amonny s ptidavkem Me-B-CD jako CHS (BGE 1). Vzorek E2 byl
postupné rozpustén v acetonitrilu, methanolu, MeOH s ptidavkem 10 mM NaCl, MeOH
s pfidavkem 200 mM NH4Ac a MeOH s pfidavkem BGE 1. U vSech takto pfipravenych
vzorkll byl naméten pfiblizné stejny migracni Cas, rozliSeni i dalsi parametry (Tabulka 4).
Podle dosazenych vysledkil bylo zhodnoceno, ze rozpoustédlo vzorku nema zasadni vliv
na chiralni separaci a na zaklad¢ tohoto zjisténi byl pro vSechny dalsi analyzy vybran jako
rozpoustédlo vzorku methanol. V pribéhu méfeni bylo také zjiSténo, Ze koncentrace
pufru 200 mM v zakladnim elektrolytu je pfili§ vysoka a dochézi k ucpavani kapilary.

Z tohoto divodu byla koncentrace pufru pro dalsi analyzy sniZzena na 100 mM.
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Tabulka ¢. 4: Vliv rozpoustédla vzorku na chiralni separaci

Chiralni Migracni

Analyt b Rs w50 Selektivita Tailing
separace cas 1

E2 ACN ano 12,69 1,51 0,112 1,02 1,60

E2 MeOH ano 12,75 1,51 0,114 1,02 1,75

E2 MeOH

+ 10 mM ano 13,05 1,49 0,119 1,02 1,95
NaCl

E2 MeOH

+200 mM ano 13,40 1,01 0,183 1,02 1,23
NH4Ac

Ffé\g’]ng ano 13,41 1,36 0,131 1,02 1,31

Vliv niZsi koncentrace octanu amonného na separaci bylo testovano v BGE 2, pii
zachovani stejné koncentrace CHS jako v BGE 1, tedy 37,9 mM Me-B-CD. Pii nizsi
koncentraci octanu amonného jiz nedochazelo k ucpavani kapilary. V Tabulce 5

naleznete srovnani parametrii pro vzorek E2 pfi obou koncentracich octanu amonného.

Tabulka ¢. 5: Parametry E2 pri rozdilnych koncentracich pufru

Koncentrace Chirdlni = Migraéni Rs w50 Selektivita  Tailing
NHsAc separace cas 1

200mM ano 12,75 1,51 0,114 1,02 1,75
100mM ano 13,49 1,52 0,14 1,03 2,27

5.2. Methylované cyklodextriny

5.2.1. Vliv koncentrace Me-B-CD na chiralni separaci

Nasledné¢ byly vzorky analyzovany za pouziti octanu amonného s piidavkem Me-
B-CD (BGE 2) jako zakladniho elektrolytu, kdy se koncentrace Me-B-CD postupné
zvySovala (1, 3, 5, 7, 10, 20, 30, 40, 50 a 60 mM). Cilem bylo nalezeni optimalni
koncentrace CD pro chirdlni separaci analytd v pfiméfené dlouhém case. Pfi nizSich
koncentracich CD (<10 mM) nedochdzelo k chirdlni separaci kvuali pfili§ malému
mnozstvi CHS. Vyjimkou byly latky E5 a bisPhe, které se separovaly uz pii ImM
koncentraci CD. Pfi koncentracich 20 a 30 mM se zacinaji délit n¢které analyty ze
skupiny nido-karborant (pt. E1, ES). Vyrazna zména nastava pti koncentraci CD 40 mM,
kdy se chirdln¢ separuji uz i1 cosany a zarovenn dochazi ke zvySeni rozliSeni
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u nido-karboranti (viz Obrazek 8). Dalsi zvySovani koncentrace CD jiz vedlo pouze ke
zhorSovani rozliSeni, vyrazn¢ zacCal vzristat tailing, dochéazelo k rozmyvani pika
a prodluzoval se Cas analyzy. Latky 9E1, E4, HOEt, HOEt2 a bisTol se chirdln¢
neseparovaly pii zadné koncentraci. Latka HoNEt za danych podminek chova jako
zwitterion, a tedy se v kapilare nepohybovala. Shrnuti dosazenych vysledkd vybranych

vzorkl je uvedeno v Tabulce 6.

2,50

2,00

1,00

0,50 /‘—.__%

oo #

1mM 3ImM 5mM 7 mM 10 mM 20mM 30mM 40mM 50mM 60mM
koncentrace CHS

=—=F1 MeOH E2 MeOH e 5E4 MeOH =—=F5 MeOH e=—F6 MeOH

w— 7\ M eOH w9 MeOH w— HOPr MeOH HOMe2 MeOH HOMe MeOH

Obrazek ¢. 8: Graf rozliseni separovanych analytu za pouziti Me-f-CD jako CHS, pozn.

Pro veétsi prehlednost je vynechan analyt bisPhe
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Tabulka ¢. 6. Chiralni separace vybranych vzorkii za pouziti Me-f-CD jako CHS

Analyt Chiralni Mivgraéni Mivgraéni Rs Tailing
separace cas 1 cas 2
ImM Me-B-CD
El ne 5,71 - - 0,84
ZW ne 5,90 - - 0,75
F9 ne 7,22 - - 0,77
(HOMe)2 ne 9,08 - - 2,26
bisPhe 9,40 9,68 4,24 2,08
10mM Me-B-CD
El ne 7,68 - - 1,74
ZW ne 7,98 - - 1,54
F9 ne 9,04 - - 0,86
(HOMe)2 ne 11,30 - - 1,36
bisPhe 12,68 14,87 4,24 1,63
20mM Me-B-CD
El 10,17 10,22 0,28 3,91
ZW ne 10,42 - - 1,97
F9 11,15 11,37 0,66 1,36
(HOMe)2 ne 13,24 - - 1,55
bisPhe 15,39 19,00 6,57 1,82
30mM Me-B-CD
El 12,40 12,47 0,28 3,19
W ne 12,68 - - 1,96
F9 13,27 13,58 0,63 1,22
(HOMe)2 ne 15,17 - - 1,55
bisPhe 17,81 22,38 6,18 1,72
40mM Me-B-CD
El 16,86 17,08 0,79 2,07
W 20,49 20,60 0,25 6,21
F9 18,36 18,89 2,43 1,34
(HOMe)2 20,52 20,69 0,53 3,17
bisPhe 25,21 32,73 18,12 1,63
50mM Me-B-CD
El 16,86 17,08 0,64 2,56
ZW 16,81 16,90 0,17 12,54
F9 18,28 18,82 2,36 1,35
(HOMe)2 19,03 19,14 0,40 5,38
bisPhe 26,48 33,39 15,18 2,29
60mM Me-B-CD
El 18,28 18,51 0,61 2,72
W 19,58 19,68 0,17 21,02
F9 19,50 20,09 2,30 1,31
(HOMe)2 22,81 22,95 0,41 6,46
bisPhe 27,60 34,72 14,40 1,46
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5.2.2. Vliv koncentrace Me-a-CD na chiralni separaci

Pti druhé sérii analyz byl jako zakladni elektrolyt pouzit BGE 3, ve kterém byl
piitomen octan amonny s piidavkem Me-a-CD. Stejné jako v ptredchozim piipadé
dochazelo k postupnému navySovani koncentrace Me-a-CD. S ohledem na vysledky
ptedchozich experimentt, kdy k chirdlni separaci dochazelo az pii vyssich koncentracich
byly méfeny pouze koncentrace 1, 10, 20 a 30 mM. a-CD ma ze vSech cyklodextrind
nejmensi kavitu, o¢ekavala se proto lepsi interakce nido-karborani s timto CHS. Tento
piedpoklad se ale nepotvrdil. Na rozdil od Me-B-CD, Me-a-CD Spatné interagoval nido-
karborany i cosany a k chiralni separaci nedochéazelo. Pro ptipad, ze by chirdlni separace
s timto CD probihala az pii vysSich koncentracich, byla provedena jest¢ koncentrace
50 mM. Doslo k ¢aste€né separaci 3 analyti ze skupiny cosanil, zadroven ovSem 1 ke
zvyseni tailingu. Piehled ziskanych vysledki je uveden v Tabulce 7. Me-a-CD jako CHS
se za danych experimentalnich podminek jevi jako nevhodny k chiralni separaci

klastrovych sloucenin boru.

Tabulka ¢. 7: Chiralni separace vybranych vzorkii za pouziti Me-a-CD jako CHS

Analyt Chiralni Mivgraénl' Mivgraéni Rs Tailing
separace cas 1 cas 2
ImM Me-a-CD
El ne 5,05 - - 0,71
ZW ne 5,62 - - 0,63
F9 ne 6,84 - - 0,82
(HOMe)a ne 8,86 - - 0,89
bisPhe ne 9,21 - - 0,92
10mM Me-a-CD
El ne 5,63 - - 0,71
ZW ne 5,80 - - 0,60
F9 7,34 7,42 0,33 4,09
(HOMe)2 ne 9,39 - - 1,65
bisPhe ne 9,68 - - 0,92
20mM Me-a-CD
El ne 5,86 - - 0,88
ZW ne 6,12 - - 0,76
F9 ne 7,48 - - 0,94
(HOMe)2 ne 10,35 - - 1,28
bisPhe ne 10,49 - - 1,61
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30mM Me-a-CD

El ne 6,15 - - 1,29
ZW ne 6,65 - - 0,59
F9 ne 7,19 - - 1,24
(HOMe)2 ne 10,90 - - 1,21
bisPhe ne 11,23 - - 1,63
50mM Me-a-CD
El ne 7,16 - - 1,69
ZW ne 7,49 - - 0,76
F9 ne 9,05 - - 1,13
(HOMe): 12,87 12,98 0,52 2,89
bisPhe 12,96 13,17 0,65 5,69

5.2.3. Vliv koncentrace Me-y-CD na chiralni separaci

Dalsim zékladnim elektrolytem pro analyzu byl BGE 4 s Me-y-CD jako chiralnim
selektorem. Protoze y-CD maji nejvétsi kavitu, predpokladala se lepsi separace hlavné
vétSich analyti obsahujicich ve své molekule 2 nido-karborany spojené kobaltem.
Me¢étené koncentrace byly 1, 10, 20 a 30 mM. U 30mM koncentrace byl pozorovan velmi
dlouhy migraéni ¢as, dochézelo k vyraznému rozmyvani pikl a tim 1 snizovani rozliSent,
proto vyssi koncentrace jiz nebyly testovany.

(HOMe), a HOMe (viz Obrazek 9). Zvysenim koncentrace CHS na 10 mM se zlepsilo
rozliSeni jiz separovanych analytl a doslo k rozdéleni dalSich vzorki, pfevazné cosand.
Nasledné dalsi zvySovani koncentrace vedlo ve vétsin€ pripadl ke zhorSovani rozliseni
a priliSnému prodlouZzeni migra¢niho Casu. Pouze u vzorku bisPhe dochéazelo se
vzrustajici koncentraci CHS ke zlepSovani separace a snizeni tailingu. Pfi vétSim
mnozstvi CHS se také zaCaly nepatrné separovat nékteré analyty s malou molekulou.
Latky 9E1, E2, E6, HOEt, (HOEt), a bisTol se nepodafilo chirdlné¢ separovat ani pfi
nejvyssi zkouSené koncentraci CHS. Latka HoNEt se za danych separacnich podminek
chova jako zwitterion, tudiz se v kapilafe nepohybovala. Souhrn dosazenych vysledkt

vybranych vzorki je uveden v Tabulce 8.
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Obrazek ¢. 9: Grafrozliseni separovanych analytii za pouziti Me-y-CD jako CHS

Tabulka ¢. 8: Chiradlni separace vybranych vzorkii za pouziti Me-y-CD jako CHS

Analyt Chiralni Mi’graéni Migraéni Rs Tailing
separace cas 1 cas 2
ImM Me-y-CD
El ne 5,73 - - 1,40
ZW ne 5,90 - - 1,47
F9 ano 10,68 11,66 2,81
(HOMe)a ano 10,27 10,79 2,68
bisPhe ne 9,78 - - 1,34
10mM Me-y-CD
El ne 9,69 - - 2,61
W ne 11,62 - - 6,11
F9 ano 24,50 26,11 4,13 1,75
(HOMe)2 ano 17,92 20,55 6,48 2,00
bisPhe ano 11,85 12,90 2,29 3,10
20mM Me-y-CD

El ano 15,02 15,10 0,28 7,2
W ne 14,86 - - 8,00
F9 ano 31,55 32,82 1,67 1,04
(HOMe)2 ano 28,13 32,21 4,49 1,06
bisPhe ano 16,41 18,83 2,53 0,94
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30mM Me-y-CD

El 22,48 22,32 0,34 6,26

ZW 23,81 23,96 0,20 10,44
F9 Ptili§ dlouhy migracni ¢as
(HOMe): Ptili§ dlouhy migracni ¢as

bisPhe 21,11 25,42 4,52 0,96

5.2.4. Porovnani methylovanych cyklodextrini

Porovnanim vSech tii testovanych methylovanych CD miiZeme fici, Ze nejméné
vhodnym pro chiralni separaci je Me-a-CD. V tomto piipad¢ se ptredpokladala lepsi
separace latek ze skupiny nido-karborani, coz se ovSem nepotvrdilo. Me-a-CD S$patné
interagoval se vSemi testovanymi analyty a k chiralni separaci nedochéazelo. Me-y-CD je
podle ptedpokladu vhodny pfedev§im k rozdéleni latek s vétsi molekulou ze skupiny
cosantl, kdy uz pfi koncentraci 10 mM dochdzi k separaci na zakladni linii. NejSirsi
uplatnéni z téchto tii chiralnich selektorti ma bezesporu Me-B-CD. Je vhodny pro separaci
obou strukturnich typti tzn. nido-karborant, i cosant. Optimalni koncentrace tohoto CHS
byla stanovena na 40 mM, pii této koncentraci bylo dosazeno nejlepSiho rozliSeni,

zaroven byly migracni Casy pfimétené dlouhé a separovalo se nejvice analyta.
5.3. Vliv koncentrace acetyl-§-CD na chiralni separaci

Nasledujicim zékladnim elektrolytem byl BGE 5 obsahujici acetyl-B-CD jako
chiralni selektor, jehoZ koncentrace byla postupné navySovana (1, 10, 20 a 30 mM). Pfi
koncentraci 20 mM a vyssi zékladni elektrolyt nebo chiralni selektor béhem probihajicich
analyz vykrystalizoval. Z dohledanych hodnot rozpustnosti v MeOH (7,89 g/100 ml pro
NH4Ac a>50 g/100 ml pro acetyl-B-CD) vyplyva, Ze mnozstvi obou latek je vyrazné pod
jejich hranici rozpustnosti a ke krystalizaci tak pravdépodobné dochézi v dusledku jejich
kombinace v roztoku. Kvili témto komplikacim jiz vyS$$i koncentrace méfeny nebyly.
K chiralni separaci nedoslo u zddného analytu ani pii1 nejvyssi métené koncentraci 30 mM
amigrani Cas se s nartstajicim mnozstvim CHS prodluzoval jen nepatrné. Z toho
vyplyva, ze analyty pravdépodobné s acetyl-B-CD neinteraguji, a proto je tento CHS
v porovnéni s methylovanymi CD nevhodny.

Pro ovéfeni spravnosti naméfenych dat byla analyza jesté jednou opakovana
snovou sadou vzorkii a s novym zékladnim elektrolytem, toto méfeni mélo stejny

vysledek.
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5.4. Vliv koncentrace 2-hydroxypropyl-y-CD na chiralni

separaci

Poslednim testovanym zakladnim elektrolytem pro chirdlni separaci byl BGE 6,
ve kterém byl jako CHS pfitomen 2-hydroxypropyl-y-CD s postupné nartstajici
koncentraci. Analyzy probihaly postupné pii koncentracich 1, 10, 20 a 30 mM. Stejné
jako v ptipadé Me-y-CD se oCekavala lepsi separace predevsim vétSich molekul analyt
obsahujicich 2 klastry v molekule spojenych kobaltem.

Béhem analyzy s nejnizsi koncentraci 1 mM nedoslo k chirdlni separaci u zddného
analytu (viz Obrazek 10). ZvySenim mnozstvi CHS na 10 mM se zacaly separovat n¢které
cosany, ovsem na zakladni linii byl separovan pouze analyt F9. Pti koncentraci 20 mM
dochazi k rozd€leni vSech analytl ze skupiny cosant kromé analytu bisTol, tento analyt
se ale nepodafilo rozdélit pomoci zadného ztestovanych CD. Dal§im navySenim
koncentrace CHS na 30 mM doslo ke zlepSeni rozliSeni jiz separovanych analytl, kdy
témet vSechny cosany byly chirdlné separovany az na zékladni linii. Pii této koncentraci
také doslo k separaci nékterych analyti ze skupiny rido-karborant, jejich rozliseni vSak
bylo niz$i nez u cosanti a dosahovalo maximalné¢ hodnoty 0,97 (latka SE4). Latky 9E1,
E2, E5, E6, HoNEt a bisTol se nepodafilo separovat pii zadné koncentraci. Podle
piedpokladu se potvrdilo, Ze 2-hydroxypropyl-y-CD je jako CHS vhodny piedevsim pro
latky s 2 klastry v molekule. Prehled ziskanych vysledkli vybranych analyta je uveden
v Tabulce 9.
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Obrazek ¢. 10: Graf rozliseni separovanych analytii za pouZiti 2-hydroxypropyl-y-CD
jako CHS

Tabulka ¢. 9: Chiralni separace vybranych vzorku za pouziti 2-hydroxypropyl-y-CD

jako CHS
Analyt Chiralni Migraéni Mivgraéni Rs Tailing
separace cas 1 cas 2

ImM 2-hydroxypropyl-y-CD
El ne 5,61 - - 0,69
ZW ne 5,83 - - 0,67
F9 ne 7,70 - - 1,03
(HOMe)2 ne 9,77 - - 0,88
bisPhe ne 10,11 - - 0,64

10mM 2-hydroxypropyl-y-CD
El ne 7,39 - - 1,13
ZW ne 7,49 - - 1,05
F9 ano 13,47 15,13 3,04 3,68
(HOMe): ano 11,75 12,22 1,15 1,40
bisPhe ne 10,32 - - 0,90

20mM 2-hydroxypropyl-y-CD
El ne 10,05 - - 2,77
ZW ne 10,33 - - 2,57
F9 ano 20,04 22,70 6,48 3,75
(HOMe): ano 16,00 16,78 2,86 2,03
bisPhe ano 11,09 11,23 0,51 1,39
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30mM 2-hydroxypropyl-y-CD

El 12,52 12,64 0,51 2,79
ZW 12,91 13,02 0,47 3,05
F9 25,70 28,73 6,57 3,19
(HOMe)2 19,10 19,74 2,19 2,37
bisPhe 11,75 11,99 1,16 0,94

5.5. Optimalizace

Po systematickém screeningu vybranych cyklodextrinti nasledovala optimalizace
separac¢nich podminek kapilarni elektroforézy. Pro kazdy z analytii byly vybrany nejlepsi
separa¢ni podminky, pfi kterych bylo dosazenochiralni separace v pfijatelném case. Pro
vzorky E1, E2, E5, E6 a ZW byl pouzit zdkladni elektrolyt s obsahem 40 mM Me-B-CD.
Vzorky E4, SE4, HOEt, HOPr, (HOMe),, HOEt2 a HOMe byly analyzovany za pouZiti
BGE s pfidavkem 30mM HOPr-y-CD. Pro analyt F9 byl zvolen BGE obsahujici 1 mM
Me-y-CD a nakonec pro bisPhe s 5SmM HOPr-y-CD. Vzorky 9E1, HoNEt a bisTol, které
se nepodatilo rozdélit zddnym z testovanych CD ani pfi nejvyssi zkousené koncentraci

byly z optimalizace vynechany.
5.6. Zména koncentrace octanu amonného

Jako prvni byla vénovadna v ramci optimalizace pozornost vlivu koncentrace
octanu amonného na chiralni separaci sledovanych latek. Vzhledem ke zkuSenostem
z prvni série analyz, kdy pfi koncentraci 200 mM NHsAc dochazelo k ucpavani kapilary,
byly testovany pouze BGE s koncentraci octanu amonného nizsi nez 100 mM. Konkrétné
byly testovany BGE s koncentraci 50 a 25mM NH4Ac. Se sniZujici se koncentraci octanu
amonného téméf ve vSech piipadech doslo k prodluzovani migracniho ¢asu, jedinou
vyjimkou byl vzorek ZW, ktery mél i s ménici se koncentraci migracni ¢as vzdy piiblizné
stejny. Pfi snizeni koncentrace octanu amonného na 50 mM se rozliSeni u nékterych
analytl zlepsilo, u bisPhe dokonce skoro na dvojnasobek, pfi srovnani se 100 mM. Ale
u neékterych latek naopak doslo ke sniZeni rozliSeni. Toto plati jak pro nido-karborany,
tak cosany. Oproti koncentraci 100 mM také u vétSiny analyti doSlo ke zvySeni
chvostovani pikd. DalSim snizenim mnozstvi octanu amonného na 25 mM nastalo jiz
u vSech latek zhorSeni rozliSeni a také dalsi vyrazny ndrast chvostovani pikii v porovnani

s koncentracemi 100 a 50 mM.
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Z téchto vysledkl vyplyva, Ze sniZeni koncentrace octanu amonného na 50 mM
u vétSiny méfenych analytli nema vyznam, protoze bud’ ke zlepSeni rozliSeni nedojde,
nebo je jen velice malé. Vyjimkou jsou latky ze skupiny closanti (kromé HOMe
a (HOMe),). Jak je vidét na Obrazku 9 zdznam B dosahuje rozdé€leni az na zakladni linii
a oproti zdznamu A je zde také symetrictéjsi tvar pikd. Pfi pohledu na zdznam C je vidét,
7e se snizenim koncentrace octanu amonného na 25 mM dochézi k nardstu chvostovani
piki a s tim souvisejici zhorSeni vSech méfenych parametrd. V Obrazku 11 je zndzornén

vliv koncentrace pufru na chirdlni separaci u vybranych analytt.

bisPhe E2
20,00 30,00
1
5,00 20,00
(%] (%]
& 10,00 o
5,00 10,00
0,00 0.00
100 mM 50 mM 25 mM 100 mM 50 mM 25 mM
koncentrace pufru koncentrace pufru
W Migraénicas1 MRs M Tailing B Migraénicas 1 MRs M Tailing

Obrazek ¢. 11: Grafy vlivu koncentrace pufru na separaci analytii bisPhe a E2
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Obrazek ¢. 12: Elektroforeogramy latky bisPhe (A)100mM NHAc, (B) 50mM HN4Ac,
(C) 25 mM NHAc

5.7. Pridavek 3 % HFIP do zakladniho elektrolytu

Jako dalsi byl testovan vliv pfidavku 3 % hexafluoroisopropan-2-olu do
zakladniho elektrolytu. HFIP je polarni latka, dobfe misitelnd s vétSinou organickych
rozpoustédel (krome uhlovodikti s dlouhym fetézcem) i1 s vodou, vytvaii pevné vodikové
vazby, dale neabsorbuje UVzaieni a je teplotné stabilni. Diky specifickym vlastnostem

HFIP se predpokladalo mozné zlepSeni chirdlni separace, coz se ale nepotvrdilo. [46]
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Ve vétsin€ piipadt doSlo u vzorkl po pfidavku HFIP k prodlouzeni migra¢niho
Casu a také tailingu. Vyjimkou byly vzorky E1 a E2, které mély migrac¢ni ¢as v obou
pfipadech témét stejny. Dale se odlisné choval také analyt ZW, u kterého doslo ke
zkraceni migracniho Casu 1 tailingu a ptestal se chiralné délit. Srovnanim hodnot rozliseni
bez pritomnosti HFIP a po jeho ptidavku lze fict, Ze je stile pfiblizné stejné, a tedy
pritomnost HFIP nema vliv na chirdlni separaci analyti. U nékterych vzorkt sice doslo
ke zvySeni rozliSeni, coZ je ale dano spiSe prodlouZenim migra¢niho ¢asu, neZ vlivem
HFIP na selektivitu separace. Srovnani dosazenych vysledkd vybranych analyti je

uvedeno v Tabulce 10.

Tabulka ¢. 10: Srovnani chirdlni separace vybranych vzorkii bez a s pouzitim HFIP

100mM NHsAc 100mM NH4Ac + HFIP (97:3)

Analyt Mlé%:;alc n Rs Tailing Mlégal;alc n Rs Tailing
El 17,22 0,79 2,07 17,15 0,62 2,72
E4 12,78 0,65 2,15 16,30 0,57 3,07
ZW 20,49 0,25 6,11 17,86 - 2,40
F9 10,68 3,37 2,81 12,64 2,70 4,79
(HOEY)2 13,99 3,03 1,22 17,83 5,23 2,42
bisPhe 11,27 4,53 2,66 22,75 6,25 1,84

Migracni ¢as 1 —migracni Cas prvniho piku analytu

5.8. Nastrik na kratSi konec kapilary

Nasledné¢ byla béhem optimalizace vyzkouSena analyza na krat§im konci kapilary.
Efektivni délka je v tomto piipad¢ jen 8,4 cm coz je piiblizné 6,1krat méné oproti pivodni
délce. Ocekavalo se tedy pomérné zkraceni casu potiebného pro analyzu, coz by bylo
vyhodné. Nebylo vSak jasné, zda takto kratky cas bude dostate¢ny pro chirdlni separaci
analytq.

Zkraceni migracniho ¢asu bylo opravdu vyrazné a ani ¢as nejdelsi analyzy v tomto
ptipadé nepifesahl dobu 5 minut. Kratsi efektivni délka kapilary méla také pozitivni vliv
na tailing a vedla k jeho snizeni u vSech nido-karborant, naopak u molekul cosanti doslo
obecné ke zvyseni chvostovani, a to nékdy i velmi vyrazn€. Bohuzel zkraceni ¢asu
separace mélo negativni dopad na rozliSeni, nido-karborany se nepodafilo separovat
vibec, u skupiny cosand doslo ke snizeni rozliSeni asi o 74 % a prestal se délit vzorek

HOPr (Obréazek 13). Po zhodnoceni vysledkt lze fict, ze analyza na kratSim konci
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kapilary ma smysl pouze u analyti s velmi dlouhym migra¢nim ¢asem, kde je Zadouci
jeho zkraceni a zaroven i poté dojde k uplné chiralni separaci. Piehled ziskanych vysledkt

vybranych analytl je uveden v Tabulce 11.

Tabulka ¢. 11: Srovnani chirdlni separace vybranych vzorku na delSim a kratsim konci

kapilary
Delsi konec kapilary Kratsi konec kapilary
Migraéni - Migracni -
Analyt cas 1 Rs Tailing cas 1 Rs Tailing
El 17,22 0,79 2,07 2,53 - 1,94
E4 12,78 0,65 2,15 2,33 - 1,59
ZW 20,49 0,25 6,11 2,67 - 1,16
F9 10,68 3,37 2,81 1,79 0,50 3,11
(HOEY)2 13,99 3,03 1,22 2,50 0,84 1,38
bisPhe 11,27 4,53 2,66 1,92 1,47 1,06
w210 nm; HOEt2 v MeOH .
£z A
304 | ’
. ||
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. | |
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Obrazek ¢. 13: Elektroforeogramy analytu HOE®, (A) efektivni délka kapilary 51,6 cm,
Rs 3,03, (B) efektivni délka kapilary 8,4 cm, Rs 0,84
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5.9. Zména napéti

Poslednim zkoumanym parametrem byl vliv zmény napéti na chiralni separaci.
Plivodni screening probihal pifi zaporném napéti -25 kV. V ramci optimalizace pak bylo
testovano -30 kV, a -20 kV. Pfi napéti -30 kV doslo podle predpokladu ke zkraceni
migracniho ¢asu. Soucasné ale paradoxné nastalo ve vétSiné ptipadii zvySeni chvostovani,
a to nékdy i velmi vyrazné. Vyjimkou byly analyty E5, ZW a bisPhe u kterych se
chvostovani naopak snizilo. Ve vysledku se rozliSeni u nido-karboranii vyznamné
nezménilo (E5) nebo se zhorsilo cca 0 40,5 % (E1, E2, E4, E6). U cosant uz to takto
jednoznaéné nebylo, vjedné polovin€ pfipadti nastalo zlepSeni (HOPr, (HOMe),,
(HOEL),, bisPhe) a v druh¢é naopak zhorSeni separace (F9, HOEt, HOMe).

V dal$im kroku byly vSechny latky analyzovany pfi napéti -20 kV. Zde doslo
podle ocekédvani v disledku vloZeného nizs$iho napéti ke zpomaleni analyzy, a tedy
1 prodlouzeni migracniho Casu, ktery se v mnoha ptipadech blizil pilhoding€, vyjimecné
byl 1 delsi. S delsi separaci se dal ocekavat i narGst tailingu, ovSem nebylo tomu tak
u vSech analytl. Nido-karborany vykazovaly asi v poloviné piipadi ndrlst a v druhé
naopak pokles tailingu, jeho zvySeni i sniZzeni bylo pozorovano u stejnych latek jako tomu
bylo pfi napéti -30 kV, jedinou vyjimkou byla latka SE4. U analyt ze skupiny cosant
byl ve vétSing piipadl tailing podobny jako pii napéti -25 kV. Stejné tak rozliSeni mély
vSechny nido-karborany pfiblizné stejné, jedinou vyjimkou byl analyt E2, u kterého doslo
k poklesu rozliSeni. U cosanli doslo stejné jako pii napéti -30 kV v poloviné piipadt ke
zhorSeni a v poloviné ke zlepSeni separace. VéEtSinou byl narlst i pokles rozliSeni
pozorovan u stejnych analyti jako pii napéti -30 kV, vyjimkou byly latky HOEt
a (HOMe),. U analytu bisPhe se dokonce rozliSeni zlepsilo vice jak dvakrat. Dosazené
vysledky vybranych analytli jsou zobrazeny na Obrazku 14. Zavérem lze tedy fici, ze vliv
vloZené¢ho napéti je ve vétSiné piipadd zavisly na typu latky a optimalizaci je tieba

provadét pro kazdou latku zvlast.
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Obrazek ¢. 14: Grafy vlivu napéti na separaci analytii bisPhe a E2
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5.10. Porovnani dosaZenych vysledkii ve vodném a nevodném

prostredi

Prace zkoumajici vyuziti a-, B- a y-CD jako chirdlnich selektorii pro rozdéleni
klastrovych sloucenin boru vyuzivaly elektrolyt tvofeny z boratového pufru o pH 9,4
a MeOH, kdy koncentrace MeOH se pohybovala v rozmezi od 30 % do 70 % podle
konkrétniho selektoru. Pridavek MeOH je nezbytny jednak pro zlepSeni rozpustnosti
klastrii boru a déle také k zeslabeni vazebnych interakci mezi analytem a cyklodextrinem.
[43] Jako nejefektivnéjsi selektor pro skupinu nido-karboranti, ktery dosahoval
nejvysSiho rozliSeni byl o-CD. Chirdlni separaci zhorSovala piitomnost velkych
substituentl vétsiho mnozstvi malych substituenti nebo pokud byl substituent navazan
na atom boru v klastru. B-CD byl oproti tomu vhodny pro separaci vSech strukturnich
typt klastrovych sloucenin boru, ov§em rozliSeni nido-karborani bylo nizsi nez v ptipade
a-CD. Déle se ukézalo, Ze y-CD neni vhodny chiralni selektor, protoze pfi jeho pouziti
dochazi k neustalému snizovani mobilit a jejich rozdili, coz je dano jeho rozkladem ve
smési voda-MeOH [43]. Rozpustnost nativnich CD v MeOH je menSi neZ 1 g na 100 ml.
Proto byly zvoleny derivaty nativnich CD byly zvoleny kvuli jejich mnohem vyssi
rozpustnosti v MeOH, kterd je vice jak 50 g na 100 ml pfi 25 °C.

Vyhodou bezvodého prostiedi oproti vodnému je, ze odpada potieba nastaveni
vhodného poméru voda-organika a také nutnost upravy pH. Modifikovany o-CD se
ukézal jako nejméné vhodny pro pouziti pfi nevodnych podminkich. Me-a-CD S$patné
uplatnéni ze vSech testovanych chirdlnich selektori méa bezesporu Me-B-CD. Podobné
jako nativni B-CD ve vodném prosttedi byl schopen chiralné rozdélit jak nido-karborany
tak cosany. Schopnost derivati B-CD chirdln¢ rozdélit latky ovSem zalezi také na
modifikujici skupinég, kdy s jeji rostouci objemnosti se sniZzuje separacni uc¢innost. Proto
je acetyl-B-CD jako selektor nevhodny. Pfi pouziti bezvodého prostredi lze k chirdlni
separaci vyuzit také Me-y-CD, které¢ ve vodném prostiedi rozkladal [43]. Derivaty
Me-y-CD se ukazaly jako vhodné predevSim k rozdéleni latek s vétSi molekulou ze

skupiny cosand.
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6. Zavér

Tato diplomovéa prace se vénuje zkoumani vyuziti derivati a-, B- a y-CD jako
chirdlnich selektorti pro rozdéleni klastrovych sloucenin boru v bezvodém prostiedi
MeOH. Bylo zjisténo, ze v bezvodych podminkach neni Me-a-CD vhodnym chiralnim
selektorem, testované latky s nim Spatné¢ interagovaly a k enantioseparaci nedochézelo.
Me-B-CD dokazal pti koncentraci 40mM ucinné rozdélit nido-karborany i cosany, a je
proto nejuniverzalnéjsim ze vSech testovanych chiralnich selektort. Me-y-CD, diky své
struktute, nejlépe separuje latky ze skupiny cosanil pii koncentraci 10mM. V porovnani
s Me-B-CD se acetyl-B-CD ukazal jako horsi selektor, pfi nizSich koncentracich
neinteragoval s analyty a jiz pi1 koncentraci 20 mM dochazelo béhem analyzy ke
krystalizaci BGE. Poslednim testovanym chiralnim selektorem byl 2-hydroxypropyl-y-
CD. Nedosahoval sice univerzalnosti Me-B-CD, zato se ukézal jako vhodnégjsi pro
separaci latek ze skupiny cosant. Pi1 koncentraci 30 mM se chiralné separovaly vSechny
cosany (kromé bisTol, ale tento se nepodatilo separovat Zadnym z testovanych CD) a dale
se podatilo rozdélit i nekteré latky ze skupiny nido-karboranni, ovSem jen s nizkym
rozliSenim.

Byl testovan vliv rozpoustédla vzorku na jeho chirdlni separaci a bylo zjisténo, Ze
ve vSech piipadech se naméiené parametry liSi jen nepatrné, a tedy volba rozpoustédla
nema zadny vliv Déle sniZzeni koncentrace octanu amonného nema vyznam, protoze ke
zlepSeni rozliseni nedojde, nebo je jen velice malé. Déle z vysledki vyplyva, Ze ptidavek
3 % HFIP do BGE nema vliv na chirdlni separaci analytli. Analyzou na krat$im konci
kapilary doslo k vyraznému zkraceni migracniho Casu, a proto je takto optimalizovat
vhodné jen v ptipad¢ latek s vysokym rozliSenim a velmi dlouhym migracnim ¢asem, kde
je zadouci zkraceni Casu analyzy. Optimalizovanym parametrem byla také zména napéti.
Pii vy$§im 1 niz8im napéti doSlo ke zlepSeni i zhorSeni separace vétsinou u stejnych latek
a je tfeba optimalizovat pro kazdou latku zvlast, nezdvisle na strukturnim typu.
Nevyhodou nizsiho napéti byly pomérné dlouhé migraéni casy.

Zavérem lze konstatovat, Ze se podafilo ziskat nové poznatky tykajici se chiralnich
separaci klastrovych sloucenin boru v prostiedi bezvodé elektroforézy. Jako nejlepsi
chiralni selektor se za danych podminek jevi pro nido-karborany Me-B-CD a pro cosany

2-hydroxypropyl-y-CD.
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7. Seznam pouzitych zkratek

ACN
BGE
CD
CE
EOF
HFIP
HPLC
CHS
MF
NACE
Rs
w50
a-CD
B-CD
vy-CD

acetonitril

zakladni elektrolyt

cyklodextrin

kapilarni elektroforéza
elektroosmoticky tok
hexafluoroisopropan-2-ol
vysokoucinna kapalinova chromatografie
chirélni selektor

mobilni faze

nevodna kapilarni elektroforéza
rozliSeni

Sitka piku v poloviné jeho vysky
alfa-cyklodextrin
beta-cyklodextrin

gama-cyklodextrin
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