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Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva chirdlni separaci 1éCiva cetirizinu s ohledem na pouziti
vysokych koncentraci boratu sodného jako pufru.

V teoretické Casti jsou popsany zaklady kapilarni elektroforézy, principy chiralni
separace, jednotlivé typy chiralnich selektorti, sulfatovany B-CD, cetirizin a latky pouzivané
jako aditiva do boratového pufru: glukosa, xylosa, fruktosa, mannitol a aminopropandiol.

Experimentalni ¢ast se v prvni fadé zabyva studiem vlivu koncentrace boratu sodného
na separaci cetirizinu. Dale se zabyva studiem vlivu rizného pH a pfidavkl glukosy, fruktosy,
xylosy, mannitolu a aminopropandiolu na chiralni separaci a v neposledni fadé je zkouman

vliv riizné koncentrace chiralniho selektoru na separaci.



Summary

This thesis deals with the chiral separation of drug cetirizine with respect to the use of
high concentrations of sodium borate buffer.

The theoretical part describes the basics of capillary electrophoresis, principles of
chiral separation, different types of chiral selectors, sulfated-B-CD, cetirizine and substances
used as additives in borate buffer: glucose, xylose, fructose, mannitol and aminopropanediol.

Experimental part primarily studies the influence of concentration of sodium borate in
a separation of cetirizine. Further part studies the effect of different pH of 500 mM sodium
borate and the addition of glucose, fructose, xylose, mannitol and aminopropanediol in
a chiral separation and last but not least, the effects of various concentrations of the chiral

selector used for separation.
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1 UVOD

Rada chemickych latek, jako jsou konzervanty, pesticidy a na prvnim misté 1&¢iva, je
opticky aktivni. Jejich isomery se mohou lisit v biologickych vlastnostech. Napfi. v piipadé
limonenu mé jeho L-isomer citronové aroma a D-isomer pomerancové aroma. ZajimavejSim
neaktivni a v horS§im piipad¢ i toxicky. Pfikladem muze byt thalidomid jehoZ S-isomer ma
teratogenni ucinky a nebo ethambutol jehoz R, R-isomer vyvolava slepotu. Z tohoto divodu
je dilezité mit k dispozici techniky, které jsou schopné tyto isomery odlisit?.

Existuji Ctyfi preferované techniky pro separaci enantiomert: plynova chromatografie
(GC), vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), superkritickd fluidni chromatografie
(SFC) a v neposledni fadé kapilarni elektroforéza (CE)?. V poslednich dvaceti letech je stale
Cast¢jsi zdjem o pouziti pravé CE k separaci enantiomert diky jeji univerzalnosti, vysoké
separa¢ni u¢innosti a nizké spotiebé reagencii a vzorku®.

Borat sodny je Casto pouzivany jako pufr v kapilarni elektroforéze. Je schopny formovat
komplexy s hydroxy slou¢eninami ve vodném prostfedi®. Mezi slouceniny schopné tvofit
komplexy s boratem patii sacharidy, jako jsou glukosa, fruktosa, xylosa, arabinosa a fada
dalsich®. Dale pak tvofi komplexy s boratem jednoduché dioly napf. ethan-1,2-diol nebo
propan-1,3-diol® a dale je borat schopny tvofit komplexy s alditoly specialné s mannitolem?.
Tyto komplexaéni vlastnosti boratu sodného mohou mit pozitivni G¢inky na chiralni separace.
A prave studium téchto komplexacnich vlastnosti boratu sodného a jejich vlivu na chiralni

separace je naplni této diplomové prace.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kapilarni elektroforéza (CE)

Kapilarni elektroforéza je sice relativné nova technika pro separace a analyzy
chemickych slouéenin, ale v poslednich letech se stava stale vice pouzivanou technikou’.

CE dopliuje fadu separacnich technik, jako jsou vysokotGé¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC), plynova chromatografie (GC) a deskova gelova elektroforéza.
Kapilarni elektroforéza mé oproti témto technikam vyhody. Mezi tyto vyhody patii vyssi
ucinnost, rychlejsi separace a mensi spotfeba reagencii. CE miiZze byt pouZita pro analyzy
polarnich iontovych a neiontovych sloucenin, nepolarnich neiontovych sloucenin, biomolekul
a chiralnich latek’.

Kapilérni elektroforéza je zaloZena na pohybu elektricky nabitych ¢astic nebo molekul
ve vodivém kapalném médiu vlivem elektrického pole. CE muze probihat podle
jednoduchého schématu (Obr. 1), kdy konce kapilary, ktera je naplnéna pufrem, spojuji vialky
naplnéné stejnym pufrem. Do vialek jsou jesté¢ vedeny elektrody, které je spojuji se zdrojem
vysokého napéti’. Po aplikaci napéti budou tedy ionty ze vzorku migrovat riiznymi rychlosti

a sméry v zavislosti na jejich velikosti a ndboji’.

Pocitac

| Detektor

Zdrojova vialka Vialka se vzorkem

Cilova vialka

|
Zdroj vysokého
napéti

Obr. 1 Schéma CE



2.1.1 Elektroforeticka mobilita

Vlivem elektrického pole budou elektricky nabité analyty migrovat skrz kapilaru
elektroforetickou rychlosti Vep. Separace je dosahnuto diky rozdilné rychlosti migrace analytl
skrz kapilaru’.

V kapilate naplnéné separa¢nim pufrem plisobi na ionty dvé sily. Jedna je sila
elektrostaticka F a druha je sila tfeci F’, kterd ptisobi v opacném sméru (Obr. 2). Béhem
elektroforetické separace jsou tyto dvé sily v rovnovaze. Elektrostaticka sila F je zavisld na
naboji iontu q a na intenzité elektrického pole E (Rov. 1). Intenzita el. pole je funkci napéti
vlozeného na kapilaru a délky kapilary. Tteci sila je podle Stokesova zakona pro sférické
Castice zavisla na viskozité roztoku m, poloméru iontu r a na elektroforetické rychlosti vep
(Rov. 2)%.

EOF

ClCICElCICIlE
+ %F.% _
CECRCICICICIC)

Obr. 2 Sily plisobici na ¢astici v kapilare

F=qE=qU/L [V-em?] (D) U....... napéti

F'= -6mnrvep [V-em]  (2) L........ délka kapilary

gE = 6mnrvep 3) E....... intenzita el. pole
g.........naboj iontu
Mevenrnnn viskozita pufru
I...........polom¢r iontu

VEP...... elektroforetické rychlost™’

(Rov. 3) popisuje rovnovahu mezi silami ptisobici na &astici v kapilafe® .
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Abychom nezapomnéli, tak elektroforetickd mobilita pep je pfimo umeérna naboji iontu q
a nepiimo imé&rnd poloméru ¢astice r a viskozité roztoku n (Rov. 4)1.
Lep = Q/6mnr [cm?/V-s] (4) q....naboj iontu
n....viskozita pufru

r.... polomér iontu!

Spojenim rovnice pro vypocet elektroforetické mobility a rovnice vyjadiujici rovnovahu

mezi silami plisobici na ¢astici dostaneme rovnici po elektroforetickou rychlost (Rov. 5)% 7.

Vep=per E= pep- U/L [cm-s!] (5)

LEP............clektroforetickd mobilita
Eooooooeiiil. intenzita el. pole
U napéti

L

Rychlost molekul analytu je ovliviiovana jak elektroforetickou mobilitou, tak
elektroosmotickym tokem. Pozorovand elektroforetickd rychlost vons se tedy vypocita jako
soucet elektroforetické a elektroosmotické rychlosti a pozorovand elektroforetickd mobilita

Lobs jako soudet elektroforetické a elektroosmotické mobility (Rov. 6 a 7)1 7.

Vobs = VEP + VEOF [cm-sY] (6) Veor........ elektroosmoticka rychlost

Wobs = UEP T WLEOF [cm?/V 5] (7)  ueor........ elektroosmoticka mobilita
VEP..c.ueun. elektroforeticka rychlost
LEP.........elektroforeticka mobilital ’

V kapilarni elektroforéze ma elektroforetickd mobilita aniontd opacny smér nez
elektroosmoticka mobilita, proto bude pozorovana mobilita mensi nez elektroosmoticka.
Naopak u kationtii je smér elektroosmotické a elektroforetické mobility stejny a proto bude
jejich pozorovana mobilita vétsi nez elektroosmotickd. U neutrdlnich analytl je pozorovana

mobilita stejna jako elektroosmoticka, protoze maji nulovou elektroforetickou mobilitu® 7.
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Méreni elektroforetické rychlosti a mobility
Migraéni Cas je Cas, ktery stravi analyt v kapilafe od jeho nasttiku az po jeho detekci
v detektoru. Pozorovana elektroforetickd rychlost analytli je nepfimo imérna migracnimu
¢asu a piimo imérna efektivni délce kapilary od za¢atku kapilary po detektor (Rov. 8)’.
Vobs = | / tm [cm-s?] 8 lL........ efektivni délka kapilary
tm.........migraéni as analytu’

Elektroosmotické rychlost miize byt vypo&itana na zékladé (Rov. 9)’.

Veor =1/ thm [cm-sY] 9  tm........ migracni ¢as neutralniho markeru

| FOTR efektivni délka kapilary’

Elektroforeticka rychlost je dana rozdilem mezi pozorovanou elektroforetickou

rychlosti a elektroosmotickou rychlosti (Rov. 10)’.

Vep = l/tm— l/tam [cm-s] (10) IL........... efektivni délka kapilary
tm.........migracni ¢as analytu
tom........migra¢ni ¢as neutralniho markeru’

Spojenim rovnic (Rov. 5) a (Rov. 10) dostaneme vztah pro vypocet elektroforetické
mobility (Rov. 11)’.

uep = (tm— tom) (L/U)  [cm?/V-s] (11) L........ délka kapilary

Na zakladé téchto rovnic mizeme ur€it, jaké parametry ovliviiuji elektroforetickou
mobilitu’. Z (Rov. 4) miizeme vidét, Ze cokoliv co ovliviiuje naboj, velikost molekuly anebo

viskozitu pufru, mize vyvolat zménu elektroforetické mobility. Nékteré parametry mohou
12



ovlivnit jak elektroforetickou mobilitu, tak elektroosmoticky tok. Napf. zména pH a nebo

zména viskozity pufru miize ovlivnit oba tyto parametry’.

2.1.2 Elektroosmoticky tok (EOF)

Pti naddvkovani pufru do kapilary dochdzi k nabiti jejiho povrchu a to bud’ v dasledku
ionizace povrchu kapilary anebo adsorpce ionti zpufru na sténu kapilary. V ptipadé
kiemenné kapilary jsou povrchové silanolové skupiny ionizovany na negativné nabité
silanoatové skupiny pii pH pufru nad 3,0. Negativné nabité skupiny potom pfitahuji pozitivné
nabité kationty z pufru a tim se vytvofi vnitini (fixni) vrstva kationtl u stény kapilary. Dale se
vytvoii vnéjsi (mobilni) vrstva kationtd, a kdyz vloZzime elektrické pole na kapildru tak se
mobilni vrstva kationtd pohybuje smérem k negativn¢ nabité katodé. Jelikoz jsou tyto

kationty solvatované, tak unaseji cely roztok sebou smérem ke katodé (Obr. 3)17.

NI~ L/ |7

Si Si Si Si stosseniin
0000 O OF

vestva— @
BN

Anoda Katoda
Mobilni
vrstvlam% @ @ @ ®
EOF

Obr. 3 Pribéh EOF

Rychlost elektroosmotické toku veor a elektroosmotickou mobilitu peor miizeme

vypocéitat na zakladé rovnic (Rov. 12 a Rov. 13)*’.

Veor = e{E/4m [cm-sY] (12) E.....intenzita el. pole
LEOF = €C/4mm [cm?/V 5] (13) €......dielektricka konstanta pufru
C......zeta potencial

n.....viskozita pufru®’/
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Na z4kladé téchto rovnic miizeme uréit, co ovliviiuje EOF’,

Aplikované napéti Zvysujici napéti zvysuje rychlost EOF’

pH pufru Zvysujici pH pufru zvysuje EOF’

Koncentrace, iontova sila pufru Zvyseni koncentrace a iontové sily snizuje
EOF’

Teplota Zvysujici teplota zvysuje EOF’

Ptidavek organického rozpoustédla Ptidavek organického rozp. miize jak zvysit tak

snizit EOF a zavisi to na zméné viskozity,
dielektrické konstanty a zeta potencialu, kterou

vyvola dané rozpoustédlo’

Chemicka modifikace stény kapilary Modifikaci stény kapilary miZeme redukovat,

eliminovat EOF’

Nabité molekuly analyzovanych latek jsou separovany na zdkladé rozdilné
elektroforetické mobility a budou migrovat k elektrodé¢ opacného naboje, nez maji ony sami.
Negativné nabité molekuly jsou pfitahovany k pozitivné nabité anod¢ a bez EOF nebudou
prochazet kapilarou a detektorem, ale v piipadé, Zze je EOF vétsi nez elektroosmoticka
mobilita negativné nabitych molekul, budou tyto molekuly EOF tokem unaseny smérem ke
katodé a pres detektor’®. Pozitivné nabité molekuly migruji k negativné nabité katodé
pusobenim jak EOF, tak elektroosmotické mobility a pohybuji se tedy rychleji nez EOF.
Neutralni molekuly se pohybuji kapilarou rychlosti EOF toku, jelikoZ nejsou ovliviiovany
elektroforetickou mobilitou’.

Vyhodou tedy je, ze miazeme najednou analyzovat kationty, anionty a neutralni
molekuly analytd. Nabité molekuly jsou od sebe separovany vlivem rizné elektroforetické
mobility. Neutrdlni molekuly jsou oddéleny od nabitych, ale neodd€lime je od sebe navzajem.
Pro oddéleni neutrdlnich molekul musime pouzZit jinou techniku napf. micelarni
elektrokinetickou kapilarni chromatografii. Jako prvni tedy migruji kapilarou kationty, dale

nerozdé&lené neutralni molekuly a nakonec anionty (Obr. 4)’.
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Anoda Katoda

F o OSSO oo =/

EOF -

Obr. 4 Migrace kationtt, aniontd a neutralnich molekul v kapilare

2.1.3 Instrumentace CE

Od roku 1988 jsou k dispozici komeréni pistroje a podet jejich vyrobci roste®. PFistroje
od rtiznych vyrobct se nijak zdsadné nelisi a to diky velmi jednoduchému separacnimu

principu CE. Vyvoj lze ocekavat v oblasti davkovani vzorku a v poétu a typech detektori®.

2.1.3.1 Napajeni

Komer¢ni pfistroje by mély mit napéti nastavitelné v rozsahu od -30 kV do +30 kV
a udrzovat nastavenou hodnotu napéti pokud mozno konstantni. Diagram napéti nebo kiivka
proudu poskytuji ndznaky mozného ruSeni béhem analyzy a mlzou byt prospésné pro

,.troubleshooting*1°,

2.1.3.2 Kapilary

Na pocatcich vyvoje CE byly jako materidly pro vyrobu kapilar pouzivany teflon nebo
pyrexové sklo. Postupem casu byly tyto materidly nahrazeny tavenym kiemenem. Teflonové
kapilary jsou stdle pouZivany v izotachoforéze, naopak kapilary zpyrexu se uz dlouho
nepouzivaji z diitvodu jejich neprostupnosti pro elektromagnetické zareni nizs$i nez 280 nm.
Nejvice pouzivané jsou kiemenné kapilary a to diky jejich vyborné prostupnosti pro UV
zafenil 1,

Kfemenné kapilary jsou obaleny polyimidovou ochrannou vrstvou. Tato vrstva musi byt

pii spektrofotometrické detekci odstranéna. Z vné&jSi strany kapilary se odstranuje vrstva

15



polyimidu dlouha 1-10 mm a tohle misto na kapilate tvoii detekéni okénko prostupné pro
elektromagnetické zaieni'.

Kapilary jsou dostupné o riznych rozmeérech. NejCastéji jsou dostupné kapilary
o vn&jSim praméru 365-375 pm a vnitinim praméru 10-75 pm pro nepokryté kapilary
a 50-100 pm pro kapilary pokryté stacionarni fazil.

Kapilary musi byt termostatovany z divodu rozptyleni Jouleova tepla. Existuji dva
zpusoby termostatovani. Prvni od firmy Agilent, ve kterém je kapildra umisténa ve specialni
kazeté, do niz je pfivadén vzduch a ve druhém napt. od firmy Beckman Coulter je kapilara

ochlazovéna kapalinou®.

2.1.3.3 Davkovani vzorku

vvvvvv

nadavkovaného vzorku by méla byt tak mala, aby nedochazelo k jejimu rozmyvani, proto se

nejéastéji davkuji velmi malé objemy vzorku v rozsahu od 2 do 20 nL*°.

2.1.3.3.1 Hydrodynamické davkovani

Vzorek je davkovan do kapilary na zakladé rozdilného tlaku mezi vialkou se vzorkem
a koncem kapilary. Rozdil tlakG je tadové nékolik mbarti a doba davkovéani je tadoveé
sekundy® 1°. Tento zptisob davkovani je vhodny pro nepokryté kapilary™®.

Mnozstvi nadavkovaného vzorku Q miizeme vypoditat na zdkladé rovnice (Rov. 14)°.

Q=Apnrttic/8nL (14)  Ap.....rozdil tlaka
ti...... doba davkovani
T...... vnitini polomér kapilary
MNevennn viskozita vzorku
Covunnn koncentrace vzorku

L....... délka kapilary™®
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2.1.3.3.2 Hydrostatické davkovani

Vzorek je davkovan na zaklad¢ sifonového efektu, ktery je zplisobeny rozdilem vysek
mezi vialkou obsahujici vzorek a vialkou obsahujici pufr. Rozdil vysek je obvykle 5-10 cm

a doba davkovani je obvykle 5-45 s™,

Mnozstvi naddvkovaného vzorku Q miizeme vypoéitat na zdkladé rovnice (Rov. 15)%.

Q=pgnr*Ahtic/8nL (15) Ah....rozdil vysek
ti...... doba davkovani
| SR vnitini polomér kapilary
Neenwe. viskozita vzorku
Covurnnn koncentrace vzorku

L....... delka kapilary
Puvennen hustota vzorku

g gravita¢ni zrychleni'

2.1.3.3.3 Elektrokinetické davkovani

Vzorek je davkovan do kapilary pomoci vliozeného elektrického pole’. Na vialku se
vzorkem aplikujeme na kratkou dobu napéti a to vyvola migraci vzorku do kapilary™°.

Tento zplsob davkovani se pouZziva hlavné pii pouziti pokrytych kapilar, protoze nizké
tlaky pfi hydrodynamickém davkovani by nestacily pro naplnéni kapilary se stacionarni fazi.
Tento zptsob davkovani je také dobry pro neutralni analyty, které se nadavkuji diky EOF.
Mize byt pouzit i pro nabité molekuly, ale pfi jejich davkovani mize dochazet k diskriminaci
diky jejich rozdilné mobilite® 10,

Mnozstvi nadavkovaného vzorku Q miizeme vypoditat na zdkladé rovnice (Rov. 16)™.

Q=(up+peor) mr? Uitic /L (16) Ui....oo. aplikované napé&ti
Giooeeennnnn doba davkovani
Wp,LEOF . ..mobility

r......vnitfni polomér kapilary™®
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2.1.3.3.4 ,,Sample split“ systém

»Sample split* systém, ktery se pouziva v chromatografickych technikach, se da pouzit
i v CE. V sample splitteru je ve stfedu davkovaci kapilary vétev, ktera ji spojuje se separac¢ni
kapilarou. Po aplikaci dvou rtiznych napéti na davkovaci a separacni kapilaru se vzorek

pohybuje ve dvou rtiznych obvodech s délicim pomérem danym pomérem proudii .

2.1.3.4 Termostatovani

Termostatovani je nezbytné pro rozptyleni Jouleova tepla. V komerénich pfistrojich
jsou pouzivany vzduchovy a kapalinovy termostat, které udrzuji teplotu v rozsahu od 15 do
60 °C. Jako chladici kapalina mtze byt pouZivana voda jen za pouZiti separacnim potenciall
nizSich nez 15 kV, pii vysSich potencidlech se musi pouzivat drazsi perfluorované

uhlovodiky™.

2.1.3.5 Detekce

Jednim znejrychleji se rozvijejicich aspekti CE je oblast detekce™ 2. Pouzivd se
nékolik zpusobu detekce, které spliuji nasledujici podminky. Koncentrace vzorku musi byt
mens$i nez koncentrace pufru, jinak dojde ke zméné vodivosti v zon€ vzorku, coz vede
K nestejnomérné migraci a asymetrii zéony*. Déle musi byt ddvkovany velmi malé objemy
vzorkd kvili malym primérim kapilar'® 3,

Ve vétsing pripadt jsou analyty detekovany pfimo v separaéni kapilafe (on-line zpisob
detekce). V ojedinélych ptipadech s amperometrickym, konduktometrickym nebo hmotnostné
spektrometrickym detektorem miizeme pouzit (off-line zpisob detekce)™.

Nejbéznéjsi zpusoby detekce v CE jsou UV-vis, fluorescenéni, refraktometricka
a elektrochemicka detekce a jako slibnd se zacina jevit i hmotnostné-spektrometricka

detekce!®.

2.1.3.5.1 Spektrofotometricka detekce

Je jednou z nejvice pouzivanych zpusobu detekce v CE z diivodd dobré prostupnosti

kapilary pro elektromagnetické zateni, jeji univerzalnosti a relativné jednoduché vyrobé
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spektrofotometrickych detektorii. Nevyhodou pouziti tohoto detektoru je nizka citlivost
detekce’ 14,

Predpokladem pro pouziti tohoto typu detektoru je schopnost analyzované latky
absorbovat zafeni. Pro latky, které neabsorbuji UV-Vis zafeni, se pouziva nepiima detekce®’.
Do roztoku pufru ptfidame silné absorbujici latku napt. imidazol, chroman, ftalaty a pii
prichodu neabsorbujiciho analytu pies detektor dojde k poklesu absorbance, coz se projevi
jako negativni piky v elektroferogramu?.

Pokud chceme pouzit tento typ detektoru, musime zaprvé odstranit asi 1 cm dlouhy
vnéjsi  polyimidovy obal kapilary a dale umistit kapilaru mezi konec $térbiny
monochrométoru a fotonasobig! 1% 1617,

Komer¢né jsou dostupné 2 typy detektori. Detektor s variabilni vlnovou délkou
(VWD), pii némz jsme schopni sbirat data jen za pouziti jedné vinové délky nebo detektor
diodového pole (DAD), ktery je schopny snimat vice vinovych délek najednou v rozsahu od

190 do 900 nm* 13,

2.1.3.5.2 Fluorescencni detekce

Fluorescenéni detekce je zajimava z hlediska jeji vysoké citlivostit! 18,

Fluorescence je jev, pii kterém dochazi k emisi elektromagnetického zafeni molekulami,
které absorbovali elektromagnetické zafeni jiné vlnové délky. Slouceniny schopné
fluoreskovat se nazyvaji fluorofory. Pokud nejsou latky schopné fluoreskovat, mizeme
provést jejich derivatizaci a nebo mizeme pouzit nepiimy zpusob detekce jako u UV-vis
detekce zminény vysell 1920,

Analytickym signalem detektoru je intenzita fluorescence Ir, ktera je zavisla na
koncentraci analytu c. Z rovnice pro intenzitu fluorescence (Rov. 17) muzeme vidét, ze je
zavisla také na intenzité excitacniho zafeni, proto je vyhodné pouzivat jako zdroj zateni laser,

ktery je charakteristicky velkou intenzitou®.

lF=Kloelc (17) lo...... intenzita excitacniho zafeni
€onnn. absorp¢ni koeficient
l...... Sitka absorpcni vrstvy

K......rovnovazna konstanta®
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Konven¢né se jako zdroje zafeni ve fluorescenénim detektoru pouzivaji deuteriova,
wolframova nebo xenonova vybojka. Dale je soucasti detektoru miiZzkovy monochromator,
ktery slouzi k vybéru vhodné excitacni vinové délky a fotonasobic, ktery snima emitované
vlnové délky zarenill 8,

Jak bylo zminéno u rovnice pro vypocet intenzity fluorescence (Rov. 17), je vyhodné
jako zdroj zéafeni ve fluorescencnim detektoru pouzivat laser. Laserem indukovana
fluorescence (LIF) je nejvice citlivd detekéni technika v CE. LIF s argonovym nebo KrF
laserem se pouziva k detekci piirodnich aminokyselin a restrikénich tsekii DNA. Dale se

15

LIF pouziva pro detekci derivatizovanych aminokyselin®®, amino cukr@® a primérnich

amint?2.

2.1.3.5.3 Refraktometricka detekce

Refraktometrickd detekce se pouziva pro detekci latek, které neabsorbuji
elektromagnetické zafeni a ani nefluoreskuji. Neni to vS§ak moc pouzivany zptisob detekce
a to z divodu jeho problematické miniaturizace, béhem které dochédzi ke sniZeni citlivosti

detektoru?.

Principem detekce je méfeni zmény indexu lomu analyzované latky oproti pufru’.

2.1.3.5.4 Elektrochemicka detekce

Elektrochemické detekce se stava ¢im dal vice pouzivanéjsi detekéni metodou, protoze
Vv kontrastu se spektrofotometrickym zptisobem detekce neni elektrochemicka detekce zavisla
na velikosti detek¢éni cely a proto i1 za pouziti velmi malych objemu detekénich cel nedochazi
ke snizovani citlivosti detekcel! %,

Existuji tii typy elektrochemickych detektorii: potenciometricky, konduktometricky
a amperometricky. Komeréné je pouzivan hlavné konduktometricky detektor. U ostatnich
dvou detektorii je problém s zivotnosti a ptipravou elektrod, které by mély mit pramér 75 pm
a mensil.

Konduktometricky detektor je povazovan za univerzalni detektor a diky své konstrukci
neovliviiuje tok kapaliny v kapilafe a nevede k rozsifovani zony vzorku?*. Detektor funguje

na principu méfeni zmén vodivosti mezi pufrem a zénou vzorku prochazejici skrz detektor.
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Vzorek miize mit vétsi vodivost nez pufr a to se projevi pozitivnimi piky na elektroferogramu

a nebo miiZze mit niz8i vodivost a to se projevi negativnimi piky na elektroferogramu® .

2.1.3.5.5 Hmotnostné spektrometricka detekce

Hmotnostni spektrometr je univerzalni a citlivy detektor. Bohuzel tento typ detektoru
neni dostupny pro vSechny typy laboratoii a to z divodu jeho vysokych pofizovacich
naklada!t,

Spojeni kapilarnich separacnich technik s hmotnostnim spektrometrem je vyhodné diky
malé rychlosti toku kapaliny skrz kapildru (kolem 1ul-min™). Spojeni je zalozeno bud’ na
piimém elektrosprejovani z konce kapilary anebo se pouzije jesté navic pomocny tok kapaliny

kolem kapilary™.

2.1.4 Médy CE

2.1.4.1 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

CZE je siroce rozsiteny mod CE a to diky tomu, ze se da pouzit jak pro analyzu aniont
tak kationtd v jednom kroku a je to relativné jednoducha technika’ 2.

V CZE je kapilara naplnéna pufrem o konstantnim sloZeni a zdrojova a koncova vialka
jsou naplnény stejnym pufrem. To je v kontrastu s kapilarni isoelektrickou fokusaci (CIEF),
kde je kapilara naplnéna roztokem, ktery formuje pH gradient a kapilarni izotachoforézou
(ITP), kde je v kapilafe vedouci a koncovy pufr. Na rozdil od kapilarni gelové elektroforézy
(CGE) je kapilara naplnéna volnym roztokem, takze nedochazi k matricovym jevam.
V nékterych piipadech viak miize dochéazet k interakci volného roztoku se sténou kapilary” .

Prabéh CZE separace je na (Obr. 5). Vzorek je nadavkovan do kapilary, ktera je
naplnéna roztokem pufru. Po vloZzeni napéti na kapilaru rozpusténé latky migruji skrz kapilaru

rtiznou elektroforetickou rychlosti jako zény v zavislosti na jejich elektroforetické mobilité’.
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Nadavkovani vzorku
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caplE B

Anoda Aplikace napéti Katoda

+ ][] =

Anoda Katoda
EOF

Obr. 5 Prub¢h separace v CZE

EOF unasi analyty ve sméru od anody ke katodé a poradi eluce analyti v CZE je tedy
nasledujici: prvni migruji kationty, pak neutralni ¢astice a nakonec anionty. Kationty migruji
Vv kapilate ve stejném sméru jako EOF a jejich rychlost migrace je vétsi nez EOF a na zakladé
jejich poméru naboje k velikosti migruji jako prvni malé kationty. Anionty, které migruji
v opa¢ném sméru nez je EOF, migruji na zaklad¢ opa¢ného poméru naboje k velikosti, takze
prvni migruji velké anionty’.

CZE muze byt pouzita k separaci téméf vSech iontovych sloucenin, které jsou
rozpustné vpufru. CZE umoziuje separace od malych molekul® az po velké
makromolekuly?® 2627 Byly popsany i piipady separace ve vodé nerozpustnych slouéenin za

pouziti nevodnych pufra?® 2°,

2.1.4.1.1 Principy optimalizace v CZE

Vliv pH pufru

Efekt pH na transport analyti smérem k detektoru lze pticist dvéma faktoram. Prvnim
faktorem je vliv pH na disociaci silanolovych skupin na povrchu kapilary a tim padem i na
velikost EOF a druhym faktorem je vliv pH na disociaci analyti v roztoku pufru.
Optimalizuje se pH v rozmezi od 2,0 do 12,0. Vyssi a nizsi hodnoty pH se nepouzivaji,

protoze maji piili§ velkou mobilitu H3O" a OH" iontl a proto by se museli pouzivat pfili§
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malé koncentrace pufrii a navic tyto hodnoty pH Spatné snaseji jak kapilary, tak samotna

instrumentace CE. To jsou hlavni diivody pro pH limitaci v CE™°,

Vliv koncentrace pufru

Vybrana koncentrace pufru by méla byt dostatecné vysoka, aby bylo pH pufru béhem
analyzy konstantni a aby nedochazelo k rozmyvani zon béhem analyzy. Vyssi koncentrace
pufru mohou byt pouzivany pii mensim vnitinim priméru kapildry. Pro nejcastéji pouzivané

kapilary o priméru 50 pm se testuje rozmezi koncentraci od 10 do 100 mM*.

Vybér typu pufru

Pti vybéru pufru musime brat v potaz fadu faktor. Zaprvé musi byt podobna mobilita
mezi ionty analytu a pufru, dale by méla byt koncentrace pufru vétsi nez koncentrace iontl
analyzovanych latek. Potom by mél pufr mit nizkou UV absorpci pii detekéni vinové délce,

stilé pH a mél by byt stabilni®®.

2.1.4.2 Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

MEKC se pouziva pro separaci neutrdlnich molekul, které nelze separovat v CZE,
protoZe viechny neutralni molekuly maji stejnou rychlost jako EOF-,

Podle Terabeho mizeme MEKC pfirovnat k chromatografii. MEKC obsahuje micelarni
,»pseudostacionarni fazi‘‘ ptidanou do roztoku pufru a ta interaguje s analyty na zakladé
rozdélovaciho mechanismu jako je tomu vchromatografi., EOF pusobi jako
,,chromatograficka mobilni faze* 3.

Pii MEKC se ptidanim povrchové aktivnich latek do pufru v pozadované koncentraci,
ktera je dostacujici pro tvorbu micel (nadkritickd micelarni koncentrace), vytvofi micely!?2.
Nejéast&ji pouzivanou povrchové aktivni latkou je aniontovy dodecyl sulfat sodny (SDS)*.

Vytvorené aniontové micely SDS maji vnitini hydrofobni a vnéjsi hydrofilni ¢ast, ktera
je zaporng nabita. Vlivem el. pole jsou micely tazeny smérem k anod¢ ve sméru opaéném nez
je EOF. V alkalickém anebo neutralnim prostiedi je vSak mobilita EOF vétsi nez mobilita

micel a micely diky tomu putuji smérem ke katodg, ale rychlosti mensi nez je EOF" %,
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Separace nastava na zikladé rozdilng silnych interakci mezi analyty a micelami. Cim
silngjsi interakce mezi nimi bude, tim pozdéji bude analyt eluovat. Struéné ¢im vice budou
analyty polarni, tim budou eluovat diive a ¢im vice budou nepolarni, tim budou eluovat

pozdgjil %,

2.1.4.3 Kapilarni izotachoforéza (CITP)

CITP je elektroforéza realizovana v diskontinualnim systému elektrolyta®, V CITP jsou
pouzivany dva rizné elektrolyty. Vedouci elektrolyt (LE), jehoz ionty maji vy$si mobilitu nez
ionty vzorku a koncovy elektrolyt (TE), jehoz ionty maji niz$i mobilitu nez ionty vzorku.
CITP probiha za konstantniho el. proudu a po aplikaci stejnosmérného elektrického pole
dojde po urcitém case k vytvoreni tzv. ustdleného stavu, ve kterém jednotlivé ionty vzorku
putuji stejnou rychlosti v bezprostiedné sousedicich diskrétnich zénach mezi témito
elektrolyty33 34,

Nejcasteji pouzivanym detektorem pii CITP je vodivostni detektor, jehoz zaznam ma
klasicky stupiiovity charakter, kdy vyska stupné odpovida kvalité separované latky a délka
stupné je piimo umérna jeji kvantit®,

Jako nejcastéji pouzivané ionty vedouciho a koncového elektrolytu se v analyze aniontl
pouzivaji chloridové ionty v LE a citratové ionty vV TE a v analyze kationtli hydroxoniové

jonty v LE a tetrabutylamoniové ionty v TEZ,

2.1.4.4 Kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF)

Isoelektricka fokusace je dobfe zndma a Siroce rozsifena technika pro analyzu proteint,
peptidii a aminokyselin majici amfoterni charakter®.

CIEF separuje smési latek na zakladé rozdilt v jejich isoelektrickych bodech (pI). Po

t35

naplnéni kapildry smési rozpoustédel a amfolytd se vytvoii pH gradient™. Bazicky roztok

(NaOH) je na katodickém konci a kysely roztok (H3POs) je na anodickém konci. Po vloZeni

napéti nabit¢ amfolyty migruji kapilarou, dokud nedosahnou oblasti jejich isoelektrického

bodu a tam se zastavi. Tim se generuje pH gradient uvnit kapilary™ %,
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Po zafokusovani jsou imobilizované zény vyhnany smérem k detektoru
hydrodynamickym tokem vyvolanym pietlakem nebo podtlakem u konct kapilary anebo
elektroeluci. Elektroeluce se vyvola zménou slozeni anolytu (elektrodovy roztok u anody)
a nebo Kkatolytu (elektrodovy roztok u katody)3? 333, Napt. pridanim NaCl do jedné z vialek

a tim dojde k nerovnovéaze v pH gradientu a migraci separovanych zon k detektoru®.

2.1.4.5 Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

Tradi¢ni gelova elektroforéza je zdaleka nejpouzivanéjsi technika v biomediciné
a biochemii pro separaci a charakterizaci proteinli, DNA sekvenovani a mapovani fragmenti
DNA,

CGE kombinuje principy deskové gelové elektroforézy s instrumentaci a malym
pramérem kapilar CZE*'. V CGE je diky vkladanému vyssimu elektrickému poli rychlejsi
separace a také dochazi 1épe k rozptylovani Joulova tepla oproti deskové gelové elektroforéze.
Rozliseni a ti¢innost CGE je srovnatelnd s CZE® %,

V CGE je kapilara naplnéna gelem. Obvykle se jako gel pouziva
polyakrylamidovy/bisakrylamidovy  zesitovany  polymer, linedrni  nezesitovany
polyakrylamid a nebo dextran, agarosa a polyethylenoxid’.

Gel obsahuje pory a pii prichodu nabitych molekul gelem se malé molekuly nezachyti
a eluuji se jako prvni a molekuly stejné nebo vétsi velikosti jako jsou pory se zachyti a eluuji

se pozdé&ji. Dochazi teda k separaci molekul analytii na zakladé jejich velikosti’.

2.1.4.6 Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

CEC je technika analogickd kapilarni HPLC. V CEC je chromatografickad stacionarni
faze obsazena v Kkapilafe a interaguje SrozpuSténymi latkami podle obvyklého
chromatografického separa¢niho mechanismu. Mobilni faze je na rozdil od HPLC pohanéna
skrz kapilaru za pomoci EOF a ne tlakové hydrodynamickym tokem jako je tomu u HPLC.
Vyhodou tohoto zptisobu pohanéni mobilni faze je dosazeni vyssi Gcinnosti Sseparace diky

absenci laminarniho toku mobilni faze!? 3% 32,
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2.1.5 Parametry elektroforetické separace

Parametry jsou migracni Cas, u¢innost, selektivita a rozlisSeni. Kazdy z téchto parametra
je ovliviiovan jednim anebo vice elektroforetickymi parametry jako jsou napéti,

elektroforetické mobility, délka kapilary a EOF’.

Migracni ¢as tm
Migrac¢ni Cas analytu je Cas, ktery je potfebny pro transport analytu skrz kapilaru az po

jeho detekci v detektoru a je dan nasledujici rovnici (Rov. 18)% 7.

Leff - Ltot T 1z
™ = (EP + pEOF) .U (18) Ltoteveerenannnnn. totalni délka kapilary
Lefforeveennnnnnn efektivni délka kapilary
U napéti

WEP, pEOF.....elektroforetické mobility® ’

Z této rovnice vyplyva, ze krat$i kapilary, vyssi napéti a vysSi mobility vedou ke

zkraceni migraéniho ¢asu®.

Utinnost N
Utinnost je stejnd jako v chromatografickych technikach vyjadfena poétem

teoretickych pater a je dana nasledujici rovnici (Rov. 19)*.

N=L?/c? (19) L........ délka kapilary

Béhem migrace analyti skrz kapilaru miZze dojit k molekularni difuzi vedouci

k zvétSovani rozptylu o? (Rov. 20)%.

62 =2DL /[ pops U (20) D......difazni koeficient analytu

Wobs. . ..zdanliva mobilita
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Ze spojeni téchto rovnic vyplyva, Ze zvysSenim napéti zvySime u¢innost a zmensenim

zdanlivé mobility a zvétsenim difizniho koeficientu snizime u¢innost!.

Selektivita a
Selektivita systému v piipadé CE muize byt vyjadiena rovnici (Rov. 21). Z této rovnice
plyne, Ze selektivita zavisi na poméru elektroforetickych mobilit analytii a tudiz efektivni

cestou ke zméné selektivity je zména pH pufru®?.

_ tm2-tEOF

0= T FOF u1/ w2 - konst. (21) tm2, tm1, teor.....migra¢ni ¢asy analytii a EOF

11, p2...elektroforetické mobility analyti®?

Rozliseni Rs
Dobrého rozliseni je dosazeno, kdyz je velky rozdil mezi elektroforetickymi mobilitami

separovanych analytil. Rozliseni je definovano na zakladé rovnice (Rov. 22)%% 4,

Rs =Y - Apops/psr VN (22) N...... pocet teoretickych pater
Allobs = p2 - 11
Usr = (U2 +u1) /12

w1, pz.elektroforetické mobility analyti®® 4

Rozliseni mize byt tedy ovlivnéno zménou délky kapilary, zménou parametrii pufru

anebo ptidavkem organického rozpoustédla’.
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2.2 Chiralni separace

2.2.1 Isomerie

Slouc¢eniny s identickym atomovym sloZenim, ale rozdilnou strukturou jsou isomery.
RozliSujeme dva typy isomerie. Strukturni (konstitu¢ni) isomerie kde jsou jednotlivé atomy
vazany riznymi vazbami a v rizném potadi a stereoisomerie kde jsou atomy stejn¢ vazany,
ale jsou rizné prostorové uspoiadany’.

Stereoisomery jsou dale rozd€leny na geometrické a optické isomery. Geometrické
isomery se lisi v uspofadani substituentii kolem dvou uhlikovych atomu v kruhu nebo
vazanych dvojnou vazbou. Takové slouCeniny nemohou byt za normalnich podminek
transformovany do sebe rotaci kolem vazby a maji rozdilné fyzikaln¢ chemické vlastnosti.
Naopak optické isomery maji asymetrické centrum anebo asymetricky uhlikovy atom a jsou
to chiralni slouceniny. Optické isomery maji dvé konfigurace, které jsou svym vzajemnym
zrcadlovym obrazem (Obr. 6) a nazyvaji se enantiomery. Tyto enantiomery maji identické
fyzikaln€é chemické vlastnosti az na schopnost stacet rovinu polarizovaného svétla, kdy jeden
enantiomer ji sta¢i doprava a druhy doleva. Kdyz vSak mame ekvimolarni smés téchto
enantiomert (racemat), tak nedochazi ke staCeni roviny polarizovatelného svétla, takze maji
viechny fyzikaln& chemické vlastnosti stejné, proto je diilezité umét tyto smési separovatl 43,

Rada chemickych slouéenin jako jsou slou¢eniny pi¥irodniho piivodu, aditiva do jidla,
pesticidy a 1é¢iva jsou opticky aktivni a jejich isomery se mohou lisit v biologickych ucincich.
Napft. S-isomer asparaginu je hotky a R-isomer je sladky. Dulezity je rozdil v biologickych
ucincich jednotlivych isomert u 1é¢iv. Napf. jeden isomer muze byt biologicky aktivni

a druhy neaktivni az toxicky, proto je tak dilezité umét tyto isomery G¢inné separovat’.

c
de A

Obr. 6 Zrcadlové obrazy optickych isomerta
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2.2.2 Mechanismus chiralni separace

Enantiomery mohou byt separovany dvéma cestami. Prvni cesta je za pouziti
mikroorganismii nebo enzymu, které jsou schopny rozlozit anebo pfeménit jen jeden
zisomertu anebo pieménit oba dva isomery na smés. Za timto ucelem se pouzivaji
krystalizaéni, extrakéni, chromatografické a stale Cast&ji elektroforetické metody. Castéjsi
cestou je ziskani opticky ¢istych enantiomerii jejich separaci zracemickych smésit 4. Za
timto Ucelem se pouzivaji polarimetrické, imunologické, chromatografické techniky a
kapilarni elektroforéza® 4> %,

Chiralni separace v CE dosdhneme na zékladé rozdilnych mobilit enantiomert. Jelikoz
vSak maji enantiomery stejny primér a stejnou hustotu naboje a tim padem i mobilitu, tak
jejich separace v achiralnim prostiedi pufru nedosahneme. Proto je nezbytné pro dosahnuti
separace vytvorit chiralni prostfedi napf. ptidavkem chiralni slou¢eniny do roztoku pufru.
Pridavkem chiralni slouc¢eniny dojde ke vzniku tranzitnich diastereomernich komplexa (Rov.

23 a 24) a to nam umozni separaci enantiomera® 4 4,

Er+ CS <Kl> ErCS (23)  ErEs........... enantiomery
Es+ CS <K2-> EsCS (24)  CS....oeinin chiralni selektor
K1,K2........... komplexacéni konstanty

ErCS, EsCS.....diastereoisomerni komplexy*

Vypodet komplexacnich konstant (Rov. 25 a 26)*.

K1 = [ErRCS] / [Er][ CS] (25)
K2 = [EsCS] / [Es][ CS] (26)

Podminkou vzniku separace enantiomerd je rozdilnost mezi jejich komplexacnimi
konstantami a tato rozdilnost vede k rozdilné elektroforetické mobilité diastereoisomernich

komplexii podle rovnice (Rov. 27)% %,
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Ap=(p"-p% AK[CS]/ (1 + Kgr[CS]) (1 + Ks[CS] (27)  u.......mobilita enantiomeru
(TR mobilita komplexu
CS.......chiralni selektor
KRr,Ks...komplexacni konstanty
AK...... rozdily komplexacnich

konstant?

2.2.3 Chiralni selektory (CS)

Chiralni selektory jsou opticky aktivni slouceniny schopné formovat transitni
diastereoisomerni komplexy s enantiomery za pouZiti vodikovych, hydrofobnich, dipol-
dipolovych, n-m a van der Waalsovych interakci®.

Chiralni selektory by mély mit velkou optickou Ccistotu, schopnost formovat
diastereoisomerni komplexy, mély by byt chemicky stabilni v roztocich pufrii a neovliviiovat
zpusob detekce. Z téchto diivodl se jako nejcastéjsi chirdlni selektory voli cyklodextriny (CD)
a jejich derivaty, chiralni crown ethery, makrocyklicka antibiotika, proteiny, polymery,

chiralni povrchové aktivni latky, polysacharidy a chiralni komplexy kov®* %3,

2.2.3.1 Cyklodextriny (CD)

O/,‘ o N 0
HO" o\\“ - OH
HO OH
Obr. 7 a-CD%

Cyklodextriny jsou chiralni selektory, které se v poslednich letech v kapilarni

3

elektroforéze pouzivaji nejvice®. Jsou to cyklické oligosacharidy tvofené glukosovymi
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jednotkami, které jsou spojené a-(1->4) glykosidickou vazbou. Ptirodni a (Obr. 7), B, ay CD

jsou tvofené 6, 7 a 8 a-D-glukopyranosovymi jednotkami®®

. CD smensim poctem
glukosovych jednotek nez Sest enzymaticky nevznikaji kvuli znaénému pnuti v kruhu,
nicméné byl synteticky pripraven cyklopentakis-[(1->4)-a-D-glukopyranosyl s péti
glukosovymi jednotkami® %6, CD s vétsim poétem glukosovych jednotek nez osm rovnéz
existuji, ale jejich ptiprava a ¢isténi jsou obtizné>>’,

Prvni zminka o CD byla publikovana vroce 1891, kdy byla popsdna izolace
krystalické latky ze Skrobu natraveného bakteriemi Bacillus amylobacter. Nasledné bylo
ukazano, ze pouzitim teplotné odolnych bakterii Bacillus macerans lze ziskat dvé slozky,
liSici se mimo jiné vyslednou barvou jodového testu. Jejich cyklicka struktura byla prokazéna
a jejich molekulové hmotnosti byly stanoveny koncem tficatych let dvacatého stoleti>.

CD maji tvar useknutého komolého kuzelu s vnitini hydrofobni dutinou, jejiz Sitka
a hloubka umoznuje zahrnuti rizné velkych hydrobnich ¢asti molekul analytt do této dutiny.
Hydroxylové skupiny umoziujici vznik vodikovych vazeb, jsou vné dutiny CD %L, Primarni
hydroxylové skupiny jsou na C6 uhlicich glukosovych jednotek na uzSim okraji CD
a sekundarni hydroxylové skupiny jsou na C2 a C3 uhlicich glukosovych jednotek na vnéjsim
$irsim okraji CD (Obr. 8)%. Tato struktura CD umoziiuje vznik komplexu mezi CD
a enantiomerem. Komplex je stabilizovan hydrofobnimi vazbami uvnitf dutiny a vodikovymi
vazbami vné dutiny®.

Velikost dutiny a rozpustnost CD muze byt zménéna jejich chemickou modifikaci.
V CE jsou pouzivany riznd aniontova a kationtova analoga CD a mezi nejCastéji pouzivané

patii acetyl-, hydroxypropyl-, methyl-, karboxymethyl-, sulfatované nebo fosfatované CD®,

0 P3O
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HOHD = o DHH-:'S';D -0
OH HOS Y
a \X:;QHDH
|
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| HO o
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oM
HO 51-0% HOW' Y
¥
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Obr. 8 Struktura CD*®
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2.2.3.2 Chiralni Crown ethery

HOJ\EO oI,
HO._ .. OH
DI 0

o L_o J o

Obr. 9 18-crown-tetrakarboxylové kyselina®®

Chiralni crown ethery jsou syntetické makrocyklické polyethery tvarem pfipominajici
korunu®®. Mezi nejéast&ji pouzivany crown ether patfi 18-crown-tetrakarboxylova kyselina
(Obr.9)%® % Crown ethery jsou schopné formovat inkluzni komplexy s enantiomery a tyto
komplexy jsou stabilizovany elektrostatickymi a vodikovymi interakcemi diky ptitomnosti
donorovych kyslikovych atomil ve struktufe crown etheriil,

Z tohoto divodu byly crown ethery pouzivany jako selektory pro separaci amin,

aminokyselin, jejich derivati a amino alkoholt® .

2.2.3.3 Makrocyklicka antibiotika

HO.
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Obr. 10 Vankomycin hydrochlorid hydrat®!

Makrocyklicka antibiotika maji ve své struktufe hodné chirdlnich center a funkcnich

skupin schopnych interagovat s analyzovanymi latkamil.
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V CE je pouzivano 6 typu antibiotik: polypeptidové, glykopeptidové, ansamycinové,
makrolidové, aminoglykosidové a linkosamidové antibiotika®® ® %4 Nejcastéji pouzivana

antibiotika jsou vankomycin (Obr. 10), teicoplanin a ristocetin Al.

2.2.3.4 Chiralni povrchové aktivni latky

Obr. 11 Sodna stil cholové kyseliny®®

Separace optickych isomerti pomoci MEKC je mozné dvéma zptisoby. Prvni zptsob je
pouziti achirdlniho surfaktantu v nadkritické micelarni koncentraci a ptiddni vhodného
chirdlniho selektoru a ten druhy je pouziti pfimo chirdlniho surfaktantu napf. sodna sul
kyseliny cholové (Obr. 11).

Pfirodni chiralni surfaktanty jsou soli zlucové kyseliny, digitoniny a saponiny,

syntetické jsou aminokyseliny a derivaty cukra® .

2.2.3.5 Chiralni komplexy kovi

Separace enantiomert s ligandovou vyménou spociva v tvorbé chelata¢niho komplexu
vytvoteného z centralniho kationtu a alespon dvou bifunkcionalnich ligandi pfidanych jako
selektory do roztoku pufru®3,

Nejvice pouzivané jsou ionty Cu?*, Ni%*, Zn?*, protoze tvoii stabilni komplexy'. Tyto
typy selektorti jsou pouzivany pro separaci aminokyselin, peptida, hydroxykyselin, diamint a

amino alkohola®2.
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2.2.3.6 Ptirodni a syntetické polymery
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Obr. 12 Heparin®

Proteiny jsou pfirodni polymery sloZzené z opticky aktivnich aminokyselin pozitivniho
anebo negativniho naboje. Maji komplexni strukturu a obsahuji fadu funkénich skupin.
V zavislosti na jejich struktufe jsou schopné elektrostatickymi, hydrofobnimi a vodikovymi
interakcemi stereoselektivniho rozpoznavani® 8.

Pro analyzy v medicinské oblasti se nejcastéji pouzivaji selektory: hovézi, praseci
a krysi albumin, riboflavin, trypsin a chymotrypsin®,

Dalsi skupinou piirodné se vyskytujicich polymerd, které jsou diky jejich asymetrické
struktufe vhodné pro separaci, jsou polysacharidy. Podobné jako u makrocyklickych
antibiotik a proteini je mechanismus separace enantiomeru zalozen na fadé interakci podle
struktury polysacharidu. Nejcastéji pouzivané polysacharidy jsou celulosa, amylosa, dextrany,
pektiny, $krob a heparin (Obr. 12)%°.

Ze syntetickych polymerti jsou pro chirdlni separace pouzivany nejcastéji
polyakrylamidy a polyakrylaty a pouZivaji se pro separace aminokyselin, amini

karboxylovych kyselin, peptidi a alkaloidi®®.

2.2.4 Sodna siil sulfatovaného p-CD (S-p-CD)

RO 7] o)
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Obr. 13 S-B-CD™
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S-B-CD (Obr. 13) patii do skupiny aniontovych cyklodextrini. Je to bily prasek
s prumérnym sumarnim vzorcem Ca2H70.nO35 - (SO3Na)n a prumérnou molarni hmotnosti
1135.0 + n-(102.1), kde n je pocet navazanych sulfatovych skupin. Jeho rozpustnost v 100 mi
rozpoustédla je >75 g ve vod¢ a <1g v methanolu a chloroformu. Skladuje se pii teploté

2-8 °C a miize obsahovat necistoty jako je B-CD a sulfat sodny .

2.2.5 Cetirizin

0
Cl ‘ N@%D\A@H

Obr. 14 Cetirizin™

Jeho sumarni vzorec je C21H2sCIN2O3 a ma molekularni hmotnost 388,89. Rozpustnost
ve vodé je 101 mg/l a teplota tani je 110-115 °C’2,

Cetirizin (Obr. 14) patti do druhé generace antihistaminik (HI receptorovych
blokatortl) pouzivanych k 1é¢bé alergické rymy, angioedému a chronické kopfivky’. Je to
karboxylovany metabolit hydroxyzinu, ktery oproti hydroxyzinu vykazuje zlepSeni ve
vedlejsich u¢incich jako je ospalost, kardiotoxicita a anticholinergni udinek .

Cetirizin ma kvuli obsahu chiralniho centra v jeho struktufe dva enantiomery a tyto

enantiomery maji rozdilné farmakologické ucinky. Levocetirizin (R-forma) je aktivni
isomer a ma anti-histaminicky efekt. Ma dvojnasobné vyssi afinitu k H1 receptoru nez
racemicka smés a 30 krat vétsi afinitu neZ dextrocetirizin’®.

Levocetirizin ma dlouhy polo¢as rozpadu vV lidském téle kvali jeho pomalejsi
metabolizaci a vykazuje taky vy$si biodostupnost oproti racemické smési’* ™.

Byly studovany chirdlni separace cetirizinu ve farmaceutickych slouceninach

a biologickych vzorcich jako je plasma a mo¢ za pouziti HPLC-UV, LC-MS/MS a CE. Jako
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chiralni stacionarni faze v HPLC byla pouzita Chiralcel OD-H nebo OD-R polysacharidového
typu kolony a a1-kysely glykoprotein glykoproteinového typu kolony™,

2.2.6 D-(+)-Glukosa

O~ wOH
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Obr. 15 a-D-glukopyranosa’®

Jeji sumarni vzorec je CeH1206 a molarni hmotnost je 180,16. Teplota tani je 146 °C pro
a-D-glukosu a 150 °C pro B-D-glukosu’’.

D-glukosa (Obr.15) je také znama pod jménem hroznovy cukr anebo dextrosa. Nachazi
se ve zralém ovoci, spolu s D-fruktosou v medu a v mnozstvi kolem 0,1% v krvi. Je stavebni
jednotkou maltosy, laktosy a sachar6zy a je monomerem mnoha polysacharidii napt. Skrobu,
celulosy, B-glukanti a glykogenu’® 7°.

D-glukosa se vyrabi nejCastéji enzymovou hydrolyzou kukufiéného Skrobu, piipadné
pseniéného. D-glukosu je také mozné vyrobit enzymovou hydrolyzou sacharézy’® *°.

D-glukosa je zdrojem energie zivo€ichG a rostlin. V lékafstvi se pouziva v umélé
vyziv€. Mnoho potravinaiskych procest zac¢ind hydrolyzou polysacharidii sloZenych
z glukosy a potom nasleduji procesy zalozené na vyuziti glukosy, klasickym piikladem je
ethanolické kvaseni. Je také dileZitou surovinou mnoha potravinafskych a farmaceutickych
produktd. Redukci D-glukosy se vyrabi D-sorbitol, nejpouzivanéjsi sladidlo’® ™.

Glukosa je smés a- a B-anomeru. Opticka rotace a-anomeru je +112,2° a opticka rotace
B-anomeru je +18,7°. Kdyz rozpustime D-glukosu ve vodé tak se jeji optickd rotace méni

s ¢asem, aZ dosahne finaln& +52,7°7".
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2.2.7 D-(+)-Xylosa
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Obr. 16 a-D-xylofuranosa®

Jeji sumarni vzorec je CsH100s, molarni hmotnost je 150,13 a teplota tani je 154-158
oc81.

D-xylosa (Obr. 16) se vyskytuje v piirodé jako soucast hemiceluldz, piipadné dalSich
rostlinnych polysacharid’® ™.
Potravinafsky vyznamna je xylosa, kterd se ziskava hydrolyzou xylant z kukufi¢ného

Susti. Redukci D-xylosy vznikd xylitol, coz je vyznamné sladidlo, které nachazi uplatnéni

hlavné pfi vyrobé zdravotnich cukrovinek a ve zvykacéek’®.

2.2.8 D-(—)-Fruktosa

HO-CH, . OH
H HO

H CHyOH
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Obr. 17 B-D-fruktofuranosa®

Jeji sumarni vzorec je CsH1206, molarni hmotnost je 180,16 a teplota tani je 119-122
oc83.
D-fruktosa (Obr. 17) je dalsi dulezity sacharid vyskytujici se v pfirodé. Jako volny

sacharid je obsazena v ovoci a v medu. Ma negativni optickou otacivost takze se ve starsi
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literature nékdy nazyva levulosa. D-fruktosa je stavebni jednotkou oligo- a polysacharidt jako
je napf. inulin, levan a oligofruktosid’® ™°.

Vyrabi se hydrolyzou fruktanti a nebo se izoluje z hydrolyzatu sacharézy. D—fruktosu je
také mozné vyrobit enzymovou isomeraci D-glukosy’®,

D-fruktosa je sladsi nez sachardza, je dobfe rozpustnd ve vodé a v omezenych davkach je
ptijatelna pro diabetiky, takze se fruktosa pouziva k vyrobé diabetickych potravin napf.

jogortii a napoji’®.

2.2.9 D-Mannitol
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Obr. 18 D-mannitol®

Jeho sumarni vzorec je CeH140s, molarni hmotnost je 182,17 a teplota tani je 167-170
o84

D-mannitol (Obr. 18) je ptirozené se vyskytujici alkohol v ovoci a zelening. Ma nizkou
energetickou hodnotu, protoZe je ve znaéné mife vyludovan z téla v nezménéné formée®,

D-mannitol je osmometrické diuretikum bézné se pouzivajici jako néstroj v bunécné
biologickych studiich, obvykle ke kontrole osmolarity. Také se pouziva k lécbé oligurie

spojené se selhanim ledvin®.

2.2.10 (S)-3-Amino-1,2-propandiol

HoN OH
OH

Obr. 19 (S)-3-Amino-1,2-propandiol®
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(S)-3-Amino-1,2-propandiol (Obr. 19) ma sumarni vzorec CsHygO2N1, molarni hmotnost
91,11, teplotu tani 117-119 °C a hustotu 1,175 g/mI®®.

2.3 Aplikace CE ve forenzni analyze

CE ma Siroké pouziti v oblasti forenzni analyzy. Samotnd forenzni analyza zahrnuje
stanoveni a analyzy rozlicnych skupin latek at’ uz drog nebo vybusnin, opiatd, alkoholu,
vzorkli DNA a fady dalSich. Vzorky pro forenzni analyzu mohou byt rizné télni tekutiny
(krev, moc¢) nebo tkané lidského téla a dale to mohou byt rizné pevné a kapalné vzorky
Z mista ¢inu at’ uz zbytky vybus$nin nebo drog.

Jednou zrutinnich aplikaci CE je analyza DNA zahrnujici fingerprinting
a sekvenovani vzorkti DNA pomoci kapilarni gelové elektroforézy®’.

Dalsi velmi rozsifenou oblasti aplikace je analyza drog pomoci CZE nebo MEKC?¥'.
Napf. stanoveni opiatd jako je morfin, heroin, kodein, hydrokodein, 6-monoacetylmorfin
a folkodin v mo¢i® anebo strychninu a brucinu v mo¢i®.

Dalsi oblasti je analyza proteini. Napt. dikaz biologického markeru chronického
alkoholismu. Markerem je karbohydrat deficientni transferin (CDT)® a nebo stanoveni
hormonu erythropoetinu (EPO). Syntézou vznikly rekombinantni EPO anebo jeho analogy
jsou zneuzivany jako drogy®.

Dal$im zaméfenim je analyza vybusnin napf. analyza nitraminu a nitroaromatickych
vybusnin pomoci micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MECC)®L,

CE je také Casto pouzivana pro analyzu chiralnich drog, jako jsou amfetaminy a jim
podobné latky a jejich metabolitdi v télnich vzorcich®.

CE se nemusi pouzivat jen pro analyzu drog, DNA, proteint, vybusnin atd., ale muze
byt také ucinn€ pouzita pro urcovani pravosti tiskovin a listin analyzou inkoustu pomoci
MECC. Analyzou inkoustu miZeme urCit napf. tip tiskarny, na které byla tiskovina
potizena®,

Ptikladem chiralni separace ve forenzni analyze za pouziti CE miize byt analyza
metorfanu, coZ je synteticky analog kodeinu. Jako chirdlni sloucenina se vyskytuje ve dvou

formach liSicich se svou aktivitou. L-enantiomer (Levometorfan) ma narkotické Géinky
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a D-enantiomer (Dextrometorfan) ma antitusivni G¢inky. Od roku 2010 byla vydana fada
varovani spojend s vyrobou heroinu padélaného metorfanem. Proto bylo nutné vynalézt
metodu, ktera bude schopna jednotlivé isomery metorfanu od sebe odlisit, protoze diivejsi
metody pro analyzu heroinu nebyly schopné enantioselektivniho rozpoznani. Také je dulezité
umét urcit stereochemickou povahu metorfanu v Krvi z ptedavkovani padélanym heroinem,
protoZe kazdy enantiomer metabolizuje na jinou latku a to ndm muize pomoci pfi terapii

intoxikace®.

2.4 Cile prace

Tato prace je pilotni studii vlivu vysoce koncentrovaného boratu sodného na chirdlni
separace. V tomto piipadé jsem jako vhodnou modelovou chiralni latku zvolila cetirizin a
jako vhodny chiralni selektor S-B-CD, ktery se bézné pouziva pro chiralni separaci této
latky®* %,

Mym cilem bylo tedy zjistit, jak se zméni chiralni separace cetirizinu za pouziti takto
vysoce koncentrovaného pufru a dale jak ovliviiuje separaci napt. piidavek glukosy,
mannitolu a fruktosy do boratu sodného.

Problematika vysoce koncentrovaného boratu byla zajimava proto, Zze borat sodny je
nejvice pouzivany pufr v CE a existuje zde moznost, ze diky svym dobrym komplexa¢nim
vlastnostem bude schopny pii jeho vysoké koncentraci jinak ovlivnit chiralni separaci,

(hypoteticky bude schopny umoznit chirdlni separaci bez piidavku CS).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni

Kapilarni elektroforéza HP 3D Agilent vybavena UV-VIS detektorem diodového pole
(Agilent Technologies), pH metr (inoLab), magneticka micha¢ka (Thermo electron
corporation), znackova¢ (Microsolv), ultrazvuk (Bondelin Sonorec digitec), minitfepacka
(Merci), analytické vahy (Mettler toledo).

3.2 Chemikalie

Sulfatovany B-CD (S-B-CD), kyselina borita, hydroxid sodny, D-(+)-Glukosa,
D-(-)-Fruktosa, D-(+)-Xylosa, = D-Mannitol, (S)-3-Amino-1,2-propandiol,  cetirizin
dihydrochloride. VSechny chemikalie az na D-(+)-Xylosu, ktera je od firmy Merck, jsou
dodané firmou Sigma Aldrich. VSechny chemikalie jsou cistoty p.a. Lichrosolv voda pro

chromatografii dodana firmou Merck a destilovana voda Millipore, 18 MQ-cm.

3.3 Experimentalni podminky

Vsechna méieni byla provadéna na kapilarni elektroforéze HP 3D Agilent v nepokryté
kfemenné kapildfe o vnitinim praméru 50 pm, délce 33,5 cm s efektivni délkou 25 cm
(Microsolv). Kapilara byla vzdy termostatovana na teplotu 25 °C. Dale bylo na kapilaru
vkladano napéti +5 kV, +20 kV. Kdy bylo které napéti vkladano, bude uvedeno u
jednotlivych analyz. Vzorek byl davkovan do kapilary tlakem 50 mbar po dobu 10 sekund.

Na zacatku kazdého pracovniho dne byla kapilara promyvana 15 minut 0,1 mol/l NaOH
a 10 minut deionizovanou vodou. Pfed kazdym méfenim byla kapilara promyvana 2 minuty
0,1 mol/l NaOH, 2 minuty deionizovanou vodou a 3 minuty pracovnim elektrolytem.

Jako detektor byl pouzivan UV-Vis detektor s diodovym polem a detekéni vinovou
délkou 200 nm.

Kazdé méfeni bylo provadéno 3x pokud neni u jednotlivych analyz uvedeno jinak.
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3.3.1 Priprava vzorku cetirizinu

Pozadovana koncentrace cetirizinu byla 10 mol-It. TakZze jsem pfipravila roztok
o koncentraci 102 mol-I"! rozpusténim navazeného vypodteného mnozstvi cetirizinu v 1 ml
500 mM boritu sodného pH=9,5 a z této koncentrace jsem pfipravila koncentraci 10 mol-I*

zfedénim.
3.3.2 Priprava roztoku elektrolyta

Pro piiprava 500 mmol-I" boratu sodného pH=9,5 jsem navézila vypodtené mnozstvi
kyseliny borité a rozpustila ji v deionizované vod¢ a kvantitativné jsem roztok pievedla do
100 ml odmérné banky a doplnila deionizovanou vodou po rysku. Déle jsem ziskala potiebné
pH pufru titraci nasycenym roztokem NaOH. TotéZ jsem provedla pro piipravy boratu

sodného o jiném pH a jinych koncentracich.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Chiralni separace R,S-cetirizinu

4.1.1 Vliv koncentrace boratu sodného pH 9,5

Jako prvni byl zkouman vliv koncentrace boratu sodného pH=9,5 na chiralni separaci
cetirizinu. Jako chiralni selektor byl pouzit S-B-CD o koncentraci 40 mg-ml?, tato
koncentrace selektoru bude nadéle pouzivana i u vSech ostatnich analyz pokud nebude u dané
analyzy uvedeno jinak. Vzorek cetirizinu byl pii viech analyzach o koncentraci 10 mol-1™.

Byly tedy ptipraveny pufry o koncentraci 50, 100, 250 a 500 mmol-I* a byl zkouman
jejich vliv na mobility, rozliseni a poéty teoretickych pater enantiomeru cetirizinu.

Napéti vkladané na kapilaru bylo +5 kV.

DADI A, 5ig=200,16 Ref=off (SVECOVA\DEF_CE 2016-03-07 15-10-05\KONC000001.D)
mAU
0
209 50 mM borat
40
60 3
80 T T T T T
5 0 15 20 25 min
DADI A, 5ig=200,16 Ref=off (SVECOVADEF_CE 2016-03-07 15-10-05\KONC000004.D)
mAU s
204 2
— 8
0]
-20 4 100 mM borat
40 3
60
T T T T T
5 0 15 20 25 min
DADI A, 5ig=200,16 Ref=off (SVECOVADEF_CE 2016-03-07 15-10-05\/KONC000007.D)
mAU ]
0]
20 4 250 mM borat
40 3
60 3
T T T T T
5 10 15 20 25 min
DADI A, 5ig=200,16 Ref=off (SVECOVADEF_CE 2016-03-07 15-10-05\/KONC000010.D)
mAU
40
20 4
od
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203
403
T T T T T
5 10 15 20 25 min

Obr. 20 Elektroferogramy chiralni separace cetirizinu v rizné koncentrovaném boratu sodném

pH=9,5
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Z.avislost mobilit a rozliSeni na koncentraci boratu
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Obr. 21 Zavislost elektroforetickych mobilit a rozliSeni enantiomert cetirizinu na koncentraci

boratu sodného pH=9,5

Na (Obr. 20 a 21) je vidét, Ze koncentrace boratu ma vliv na rozliSeni enantiomert
cetirizinu. Klasicky se pfi chirdlni separaci cetirizinu pouzivd 50 mM borat sodny®®, pii jehoz
pouziti bylo dosazeno v nasem pftipadé rozliseni (2,07). Jak je vSak vidét z grafu, pfi
koncentraci 500 mM dochazi k lepSimu rozliSeni (2,40) jednotlivych enantiomert oproti
50 mM boratu.

Z (Obr. 21) je také vidét, ze se zvySujici se koncentraci boratu dochazi ke zvySovani

mobilit jednotlivych enantiomerd.
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Zavislost poctu teoretickych pater na koncentraci
boratu pH =9,5
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Obr. 22 Zavislost poctu teoretickych pater enantiomert cetirizinu na koncentraci boratu
pH=9,5

Na (Obr. 22) vidime, jak ovliviiuji rizné koncentrace pufru pocty teoretickych pater
enantiomeru cetirizinu. Pfi koncentracich boratu 50, 100 a 250 mM dochazi k mirnému
nariistu poctu teoretickych pater enantiomeri. Zasadniho rozdilu je vSak dosaZeno pfii
koncentraci 500 mM, kdy dochazi k vyraznému zvétSeni poctu teoretickych pater
enantiomert oproti niz§im koncentracim.

Jak bylo zminéno vyse, vidime jak ze zmén rozliSeni, tak poctu teoretickych pater, které
jsou pravé u 500 mM boratu nejvyssi, ze vysoka koncentrace boratu miize mit vliv na chiralni
separaci cetirizinu. Proto mym dalsim krokem bylo zjistit, jak bude vypadat separace

cetirizinu pii1 pouziti 500 mM boratu sodného, ale za rozdilnych hodnot pH.
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4.1.2 Vliv pH 500 mM boratu sodného

Jako dalsi byl zkouman 500 mM borat sodny o rizném pH.
Byly pfipraveny pufry o pH 8,5; 9,0; 9,5 a 10,0 a byl zkouman jejich vliv na
elektroforetickou mobilitu, rozliSeni a pocet teoretickych pater enantiomert cetirizinu.

Napéti vkladané na kapilaru bylo +5 kV.

DADLI A, Sig=200,16 Ref=off (SVECOVA\DEF_CE 2016-03-11 11-26-27\PH000004.D)
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‘ N

20 e A
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5 10 15
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pH 9,0

o
bbbyl

5 10 15
DADI A, Sig=200,16 Ref=0ff (SVECOVAWDEF_CE 2016-03-11 11-26-27\PH000014.D)

T T T T T T T
5 10 15
DADLI A, Sig=200,16 Ref=0ff (SVECOVADEF_CE 2016-03-11 11-26-27\PH000019.D)

od

.20 ]

~40 g

Obr. 23 Elektroferogramy chiralni separace enantiomeru cetirizinu pii rizném pH 500 mM

boratu
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Zavislost mobilit a rozliSeni na pH 500 mM boratu

-0,000060 9,00
% -0,000055 &
> L 8,00
£ -0,000050
5. -0,000045 7,00
£ -0,000040 6,00
= -0,000035 .

, 500 ‘=z
£ -0,000030 = —9 2
S -0,000025 | 400 7§
£ -0,000020 - 3,00
t
£ -0,000015 200
£ -0,000010
=z 1,00
<~ -0,000005 g5 8,75 9 9,25 9,5 9,75 10

0,000000 0,00

pH
—@— mobilita 1. enantiomeru —@— mobilita 2. enantiomeru rozliSeni

Obr. 24 Zavislost elektroforetickych mobilit a rozliSeni enantiomert cetirizinu na pH 500 mM

boratu

Na (Obr. 23 a 24) vidime, Ze se zvySujicim se pH dochazi ke sniZzovani rozliSeni
enantiomerl cetirizinu. Z kiivky zavislosti rozliSeni na pH vSak miiZzeme vidét, ze nedochazi
K linearnimu poklesu rozliseni, ale mezi hodnotou pH 8,5 a 9,0 je nejvétsi pokles rozliseni
a od hodnoty 9,0 se uz rozliSeni zmensSuje linedrné. V tomto piipad¢ je tedy dosazeno
nejveétsSiho rozliseni pii pH 8,5 kdy se tato hodnota pohybuje kolem 8,0.

Dalsi zajimavou skutecnosti je to, Ze kdyz se podivame na zavislosti elektroforetickych
mobilit jednotlivych enantiomerti na pH, tak vidime, ze pii pH 8,5 doslo k vyznamné zméné
mobilit enantiomert oproti zbyvajicim pH, kdy jsou mobility témét konstantni.

Jak bylo zminéno vySe, tak jak z vyrazné zmény mobility, tak ze zmény rozliSeni
enantiomert pii pH 8,5 muzeme piredpokladat, Zze pii tomto pH dochazi k néjakym

komplexacnim reakcim boratu sodného a to miize mit vliv na separaci.
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Zavislost poctu teoretickych pater na pH 500 mM

boratu
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Obr. 25 Zavislost poctu teoretickych pater enantiomeru cetirizinu na pH 500 mM boratu

Z (Obr. 25) je vidét, ze nejvétsiho poctu teoretickych pater je dosazeno pii pH 9,5
a naopak nejmensiho pti pH 8,5. Na druhou stranu je pii pH 9,5 nejvétsi rozdil mezi pocty
teoretickych pater jednotlivych enantiomert cetirizinu.

Pii analyze 500 mM boratu o riizném pH jsem teda zjistila, Ze je nejlepSiho rozliSeni
dosazeno pii pH 8,5. Jako dalsi krok nasledovala analyza 50 mM boratu sodného o riznych

pH a vyhodnoceni jak to vypadéa v tomto ptipadé, jestli je pH 8,5 také nejlepsi.

4.1.3 Vliv pH 50 mM boratu sodného

Poté, co jsem vyzkousSela, jaky vliv maji rizné pH 500 mM na separaci cetirizinu, jsem
chtéla zKusit, jak to funguje u nejéast&ji pouzivaného 50 mM boratu®.

Byly tedy pripraveny pufry o pH 8,5; 9,0; 9,5 a 10 a byl zkouman jejich vliv na separaci
cetirizinu.

Nap¢ti vkladané na kapilaru bylo +5 kV.
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Obr. 26 Elektroferogramy chiralni separace cetirizinu pti rizném pH 50 mM boratu
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Obr. 27 Zavislost poctu teoretickych pater a rozliSeni enantiomeru cetirizinu na pH 50 mM

boratu

Z (Obr. 26 a 27) je vidét, ze pti pH 8,5 a 9,0 dochazi k nejlepSimu rozliSeni enantiomert

cetirizinu. pH 8,5 ma jesté oproti pH 9,0 dobry tvar pikl a vysoky pocet teoretickych pater
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jednotlivych enantiomer a proto se pH 8,5 stejné jako v pripadé 500 mM boratu sodného jevi
jako nejlepsi.

Poté co jsem tedy vyzkousSela, jaky vliv maji rizna pH 50 a 500 mM boratu na chiralni
separaci cetirizinu, jsem chtéla zjistit, jak se zméni chiralni separace cetirizinu po ptidavku
latek, které tvoii dobie komplexy s boratem sodnym. Mezi latky tvofici snadno komplexy

s boratem sodnym patfi sacharidy, dioly a v neposledni fadé D-mannitol® ©.

4.1.4 Vliv pH 500 mM boratu + glukosa

Jako prvni byl zkoumén vliv pfidavku 50 mM glukosy na chirdlni separaci cetirizinu.
Byly tedy ptipraveny 500 mM boraty sodné o pH 8,5; 9,0; 9,5 a 10,0 a kazdy z téchto pufri
obsahoval krom¢ S-B-CD jesté 50 mM glukosu.

Na kapilaru bylo vkladano napéti +5 kV.
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Obr. 28 Elektroferogramy chiralni separace cetirizinu pfi rizném pH 500 mM boratu sodného

s ptidavkem 50 mM glukosy
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Zavislost mobilit na pH 500 mM boratu + glukosa
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Obr. 29 Zavislost elektroforetickych mobilit a rozliseni enantiomert cetirizinu na pH 500 mM

boratu sodného s ptidavkem 50 mM glukosy

Z (Obr. 28 a 29) vidime, Ze se zvySujicim se pH roste elektroforetickd mobilita, ale
klesa rozliSeni enantiomert cetirizinu. Ke zvySovani elektroforetickych mobilit a snizovani
rozliSeni enantiomerti dochazelo i v ptipadé pouziti samotného 500 mM boratu sodného
o riznych pH bez piidavku glukosy (Obr. 24). Pro posouzeni vlivu ptidavku glukosy do pufru
tedy srovname rozliSeni a elektroforetické mobility enantiomertit bez ptidavku glukosy
a s pridavkem glukosy mezi sebou.

Na (Obr. 30) muzeme vidét, Zze pridavek glukosy do pufru zvétSuje rozliSeni
enantiomertl oproti analyzdm bez pfidavku glukosy. Tento rozdil je nejmarkantné;si
u pH 9,0. Co se tyce elektroforetickych mobilit, tak na (Obr. 31) je vidét jak se méni mobility
jednotlivych enantiomert pti rizném pH bez pfidavku a s pfidavkem glukosy. Jak je patrno,
tak pti pfidavku glukosy do pufru dochazi témeét k linearnimu nértstu elektroforetickych
mobilit jednotlivych enantiomeri pfi rostoucim pH pufru. Naproti tomu bez piidavku glukosy
dochazi ke skokovému nartstu elektroforetickych mobilit enantiomertt pii pH 9,0. Kdyz si
srovnane mobility enantiomert bez pridavku a s pifidavkem glukosy mezi sebou, tak vidime,
ze pii pH 8,5 a 10 jsou mobility témét totozné a pii pH 9,0 a 9,5 se mobility enentiomert

s ptidavkem glukosy sniZily. Z téchto poznatkd muze vyplyvat fakt, Ze pfi pH 8,5 mizZe
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glukosy do boratu sodného.

Zavislost rozliSeni na pH 500 mM boratu bez
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Obr. 30 Zavislost rozliSeni enantiomeru cetirizinu na pH 500 mM bez a po ptidavku 50 mM

glukosy
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Obr. 31 Zavislost elektroforetickych mobilit enantiomert cetirizinu na pH 500 mM bez a po

ptidavku 50 mM glukosy
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4.1.5 Vliv koncentrace glukosy

Koncentrace glukosy 50 mM, jak bylo ukazano v pfedchozim méfeni, ma pozitivni vliv
na chiralni separaci cetirizinu. Mym dalSim krokem bylo vyzkouSet, jak se bude ménit
chirélni separace cetirizinu po piidavku jinych koncentraci glukosy do boratu sodného.

Byly pfipraveny roztoky glukosy o koncentraci 5, 20, 100 mM v 500 mM boratu
sodném pH 9,5 a byl sledovan jejich vliv na chirdlni separaci cetirizinu.

Na kapiléaru bylo vkladano napéti +20 kV.

DAD1 A, Sig=200,16 Ref=off (SVECOVA\DEF_CE 2016-02-09 15-37-33\CETG1000002.D)
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DADI A, 5ig=200,16 Ref=off (SVECOVADEF_CE 2016-02-09 15-37-33\CETG1000007.D)
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Obr. 32 Elektroferogramy chiralnich separaci cetirizinu pfi riznych koncentracich glukosy

v 500 mM boratu pH 9,5
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Obr. 33 Zavislost elektroforetickych mobilit a rozliSeni enantiomert cetirizinu na koncentraci

glukosy v 500 mM boratu sodném pH=9,5

Z (Obr. 32 a 33) je vidét, ze se zvySujici se koncentraci glukosy dochazi
k linearnimu poklesu elektroforetickych mobilit enantiomert,, rozdil -elektroforetickych
mobilit ovS§em neni tak markantni. Dochazi ale K vyraznému linearnimu nardstu rozliSeni
jednotlivych enantiomerii se zvySujici se koncentraci glukosy. Pfi koncentraci 5 mM jesté
neni dosazeno dostatecného rozliSeni, ale dostate¢ného rozliSeni je dosazeno uz pii

koncentraci 20 mM.

4.1.6 Vliv koncentrace xylosy

Jako dalsi sacharid umoziujici vznik komplexd s boratem sodnym byla vybrana
xylosa®. Byl zkouman vliv piidavku riiznych koncentraci xylosy do boratu sodného na
chiralni separaci cetirizinu.

Byly ptipraveny roztoky xylosy v 500 mM boratu sodném pH=9,5 o koncentraci 5, 20,
50, 100 mM a napéti vkladané na kapildru bylo + 20 kV.
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34 Elektroferogramy chiralni separace cetirizinu pii riznych koncentracich xylosy
mM borétu pH=9,5.
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Obr. 35 Zavislost elektroforetickych mobilit a rozliSeni enantiomer cetirizinu na koncentraci

xylosy v 500 mM boratu sodném pH=9,5
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Z (Obr. 34 a 35) je vidét, Zze ruzné koncentrace xylosy v pufru nijak vyznamné

neovliviiuji elektroforetickou mobilitu jednotlivych enantiomerti aZ na koncentraci 100 mM,

kdy jsou elektroforetické mobility enantiomerti nepatrné nizsi, ale i v tomto piipadé tento

rozdil oproti dal$im mobilitdm neni nijak vyznamny. Co se tyce rozliSeni, tak dostate¢ného

rozliSeni je dosazeno u vSech koncentraci xylosy, ale nejlepsiho rozliSeni je dosazeno pii

koncentracil00 mM.

4.1.7 Vliv koncentrace fruktosy

Jako dalsi sacharid komplexujici s boratem byla vybrana fruktosa® a byl testovan vliv

jeji koncentrace na chiralni separaci cetirizinu.

Byly ptipraveny roztoky fruktosy v 500 mM boratu sodném pH=9,5 o koncentraci
5,20, 50 a 100 mM a napéti vkladané na kapilaru bylo + 20 kV.

DAD1 A, Sig=200,16 Ref=off (SVECOVA\DEF_CE 2016-02-18 11-59-42\FRU000002.D)

B I\

i N

500 mM borat 5 mM fruktosa

-

DAD1 A, Sig=200, 16 Ref=off SVECO\/A\DEF CE 2016-02- 18 11-59-: 42\FRU000004 D)

T

DAD1 A, Sig=200, 16 Ref=off S\/ECOVA\FRUKUUUUU .D)

500 mM borat 50 mM fruktosa

T‘ﬁ/

DAD1 A, Sig=200, 16 Ref=off (SVECOVA\DEF CE 2016-02- 18 11-59-: 42\FRU000006 D)

Obr. 36 Elektroferogramy chiralni separace cetirizinu pii rdznych koncentracich fruktosy

v 500 mM boratu pH=9,5
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Zavislost mobilit a rozliSeni na koncentraci fruktosy
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Obr. 37 Zavislost elektroforetickych mobilit a rozliSeni enantiomert cetririzinu na koncentraci

fruktosy v 500 mM boratu pH=9,5

Z (Obr. 36 a 37) je patrné, ze se zvySujici se koncentraci fruktosy dochazi ke zvétSovani
rozliSeni enantiomert cetirizinu. Dosate¢ného rozliSeni je dosazeno uz pii koncentraci SmM
a nejlepsiho rozliseni je dosazeno pti koncentraci 100 mM. Taky je z (Obr. 35 a 37) vidét, ze
razné koncentrace fruktosy taktéz jako u xylosy nijak vyznamné neovlivituji elektroforetické

mobility enantiomert cetirizinu.

4.1.8 VIliv koncentrace D-mannitolu

Dal3i latka umoziujici komplexaci s boratem je D-mannitol® a byl zkoumén vliv riizné
koncentrace D-mannitolu na chiralni separaci cetirizinu.

Byly ptipraveny roztoky D-mannitolu v 500 mM boratu sodném pH=9,5 o koncentraci
25,50 a 75 mM a na kapilaru bylo vkladano napéti +20 kV.
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Zavislost poctu teoretickych pater a rozliSeni na
koncentraci D-mannitolu
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pocet teoretickych pater
rozliSeni

mmmm pocet teoretickych pater 1. enantiomeru == pocet teoretickych pater 2. enantiomeru  e=@==rozliSeni

Obr. 38 Zavislost poctu teoretickych pater a rozliSeni enantiomerd cetirizinu na koncentraci

D-mannitolu v 500 mM boratu sodném pH=9,5

Z (Obr. 38) lze vidét, ze se zvySujici se koncentraci D-mannitolu dochazi ke zvétSovani
rozliSeni a poctu teoretickych pater enantiomerii cetirizinu. Dostatecného rozliseni je

dosazenu uz pti koncentraci 25 mM.

4.1.9 Vliv pH 500 mM boratu + (S)-3-amino-1,2-propandiol

V neposledni fadé¢ byl zkouman vliv piidavku (S)-3-amino-1,2-propandiolu jako
komplexaéniho ¢inidla s boratem na chiralni separaci cetirizinu.

Byly pfipraveny 500 mM boraty sodné o pH 8,5; 9,0; 9,5 a 10,0 a kazdy z téchto pufri
obsahoval 0,01 mol-I? (S)-3-amino-1,2-propandiolu.

Na kapilaru bylo vkladano napéti + 5kV.
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DAD1 A, Sig=200,16 Ref=off (SVECOVAIDIOL000007.D)

o

220 3 pH 8,5 + diol

5 10
DAD1 A, Sig=200,16 Ref=off (SVECOVAIDIOL000003.D)
mAU ]

204 pH 9,0 + diol

T T T T T T
15 20 25 30 min

5
DADT A, Sig=200,16 Ref=off (SVECOVAIDIOL000001 D)
mAU

40 4

20 4

=
-20 4 pH 9,5 + diol
40 3

T T T T T T
0

5 1
DAD1 A, Sig=200,16 Ref=off (SVECOVAIDIOL000008.D)
mAU
40
20 3 n

o
203 pH 10,0 + diol
-40 4

Obr. 39 Elektroferogramy chiralni separace cetirizinu v 500 mM boratu sodném o rizném pH

s ptidavkem (S)-3-amino-1,2-propandiolu

Zavislost mobilit a rozliSeni na
pH 500 mM boratu + diol

— -0,000060 6,00
> -0,000055
€ -0,000050 5,00
= -0,000045
£ -0,000040 4,00
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€ -0,000030 300 £
£ -0,000025 T e
€ -0,000020 + 2,00
S -0,000015
£ -0,000010 1,00
"5.: -0,000005 8,5 8,75 9 9,25 95 9,75 10

0,000000 0,00

pH
—@— mobilita 1. enantiomeru  —@— mobilita 2. enantiomeru rozliSeni

Obr. 40 Zavislost elektroforetickych mobilit a rozliSeni enantiomert cetirizinu na pH 500 mM

boratu sodného s ptidavkem (S)-3-amino-1,2-propandiolu
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Z (Obr. 39 a 40) je patrné snizujici se rozliSeni enantiomerd se zvySujicim se pH
500 mM boratu. Nejlepsiho rozliSeni je dosazeno pii pH 8,5. Se zvySujicim se pH boratu také

dochazi k nepatrnému naristu elektroforetickych mobilit enantiomert cetirizinu.

4.1.10 Vliv koncentrace S-p-CD

Ve vsech ptedchozich analyzach byl S-B-CD o koncentraci 40 mg-ml™. Dalsim krokem
bylo tedy testovani vlivu rtiznych koncentraci S-B-CD na chiralni separaci.

Byly piipraveny roztoky o koncentraci 1, 10, 20 a 40 mg-ml* S-B-CD v 500 mM boratu
sodném pH 9,5.

Na kapilaru bylo vkladano napéti +5 kV.

DADI A, Sig=200,16 Ref=off (SVECOVA\DEF_CE 2016-03-23 16-13-42\SEK000001.D)

40 3 1 mg/mlS-B-CD

5 10 15 20 25 30 35 m
DADI A, 5ig=200,16 Ref=off (SVECOVA\DEF_CE 2016-03-23 16-13-42\SEK000005.D)
mAU
30
10 mg/ml S-B-CD
20 3
10 4
03
104 T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 min
DADI A, 5ig=200,16 Ref=off (SVECOVA\DEF_CE 2016-03-23 16-13-42\SEK000009.D)

mAU

40
30 20 mg/ml S-B-CD
20
10
0
-10
-20

T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 min
DADTI A, Sig=200,16 Ref=0ff (SVECOVAWDEF_CE 2016-03-21 14-59-001C2000028.D)

mAU

60 3 40 mg/ml S-B-CD
40 4

20 3

04

20

409

T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 min

Obr. 41 Elektroferogramy chiralni separace cetirizinu za pouziti riznych koncentraci S-p-CD
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Zavislost poctu teoretickych pater a rozliSeni na
koncentraci S-p-CD
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Obr. 42 Zavislost poctu teoretickych pater a rozliSeni enantiomert cetirizinu na koncentraci
S-B-CD

Jak je vidét z (Obr. 41) pii koncentraci 1 mg-ml? CD nedochazi k chiralni separaci
cetirizinu. Pii koncentraci 10 mg-ml™ je uz vsak vidét za¢inajici separace.

Z (Obr. 41 a 42) je patrné, Ze se zvysujici se koncentraci CD roste rozliSeni a taktéz
pocet teoretickych pater enantiomert cetirizinu. Nejnizs§i koncentrace, pfi které je dosaZeno
dostate¢ného rozliseni je 40 mg-ml™ a proto se tato koncentrace bézné pouziva pii chiralni

separaci cetirizinu.

4.1.11 Rozsah koncentraci boratu sodného pH 9,5a 8,5

Poté co jsem vyzkouSela, jaky vliv maji ptidavky latek komplexujici s boratem na
chiralni separaci cetirizinu, jsem se vratila k samotné problematice 500 mM boratu sodného
o rizném pH. Podrobné&ji jsem se zabyvala pH 9,5 a pH 8,5, které se jevilo jako nejidealné;si
pro chiralni separaci cetirizinu V mém piipad¢.

Byly ptipraveny roztoky boratu sodného pH 8,5 a 9,5 v rozsahu koncentraci od 50 mM
do 500 mM a zkoumaly se u nich elektroforetické mobility jednotlivych enantiomert pii dané

koncentraci.
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Na kapilaru bylo vkladéano napéti +5 kV.

Z.avislost mobilit na koncentraci boratu
pH 9,5a8,5

-0,0000650
0,0000600

-0,0000550 ./.\‘M._.
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-0,0000200

-0,0000150

-0,0000100
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0,0000000

elektroforetické mobilita [cm?/V -s]

koncentrace [mmol-11]

—&—mobilita 1. enantiomeru pH=9,5 —@— mobilita 2. enantiomeru pH=9,5
mobilita 1. enantiomeru pH=8,5 —@— mobilita 2. enantiomeru pH=8,5

Obr. 43 Zavislost elektroforetickych mobilit enantiomerd cetirizinu na koncentraci boratu pH
85a95

Na (Obr. 43) je vidét, Ze jak pii pH 9,5, tak 8,5 nedochazi k nijak vyznamnym zménam
elektroforetickych mobilit enantiomert. Pti pH 9,5 jsou az na koncentrace 50 a 500 mM, které
se mirn€ odlisuji, elektroforetické mobility pii vSech ostatnich koncentracich téméf totozné.
Zajimavy vSak je fakt, ze pii koncentraci 450 mM dochazi k vymizeni separace.

Pii pH 8,5 je nejvetsi zmény elektroforetickych mobilit dosazeno pti koncentraci

50 mM a pii vSech ostatnich koncentracich jsou mobility témér stejné.

4.1.12 Rozsah koncentraci boratu pH 9,5 + 20 mg-ml* CD

JelikoZ v predchozich ptipadech nedoslo k nijak vyraznym zménam elektroforetickych
mobilit enantiomerl, tak jsem jako dalsi moznost vyzkousela rizné koncentrace boratu
sodného pH 9,5 znovu. Na rozdil od ptedchoziho ptipadu kdy byla koncentrace S-B-CD
v boratu sodném 40 mg-ml?, tak ted jsem zvolila koncentraci 20 mg-ml™ a sledovala jsem,

jaky to bude mit vliv na elektroforetické mobility enantiomerti
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Pripravila jsem si teda borat sodny pH 9,5 v rozsahu koncentraci od 50 do 500 mM s 20
mg-ml* S-p-CD.
Na kapilaru bylo vkladano napéti +5 kV.

Zavislost mobilit na koncentraci boratu pH 9,5

-0,0000405
-0,0000390
-0,0000375
-0,0000360
-0,0000345
-0,0000330
-0,0000315
-0,0000300
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-0,0000270
-0,0000255

-0,0000240 5 100 150 200 250 300 350 400 450 500
-0,0000225

elektroforeticka mobilita [cm?/V -s]

koncentrace [mmol-17]

—@— mobilita 1. enantiomeru —@— mobilita 2. enantiomeru

Obr. 44 Zavislost elektroforetickych mobilit enantiomerd cetirizinu na koncentraci boratu

sodného pH=9,5 s 20 mg-ml* S-B-CD

Z (Obr. 44) je vidét, ze az na koncentrace 50 a 100 mM, kdy jsou elektroforetické
mobility enantiomerl nizs$i, jsou elektroforetické mobility enantiomerd pfi ostatnich
koncentracich témét totozné. ZajimavejSim faktem je vSak to, Ze pii koncentraci 300 a 350
mM nahle vymizi chiralni separace cetirizinu a znovu se objevi pii 400 mM. To by mohlo
poukazovat na moznost ruizné komplexace samotného boratu pii vySSich hodnotach jeho

koncentrace.
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5 ZAVER

Ptedmétem mé diplomové prace bylo studium vysoce koncentrovaného boratu sodného
a jeho mozného pozitivniho vlivu na chiralni separace. V. mém piipad¢ se jednalo o studium
vlivu na separaci chiralniho 1é¢iva cetirizinu.

V minulosti byla publikovéana tada ¢lankt popisujici dobré komplexacni vlastnosti boratu
sodného s dioly a sacharidy®®. Zajimalo mé tedy, jaké budou mit tyto komplexa¢ni vlastnosti
boratu vliv na samotnou chiralni separaci. V ptipad¢ vysoce koncentrovaného boratu sodné¢ho
zde existuje také moznost, ze on sam anebo s piidavkem dalSich komplexujicich ¢inidel bude
schopny bez piidavku chirdlniho selektoru vytvaret chirdlni prostfedi umoznujici chiralni
separaci.

V mém piipadé jsem prvotné vyzkousela, jaky maji vliv rGzné koncentrace boratu
sodného na separaci a skute¢né u koncentrace 500 mM bylo dosazeno nejlepSiho rozliSeni
a nejvetsiho poctu teoretickych pater enantiomerd cetirizinu. Dale jsem zkousela, jaky maji
vliv rizné pH 500 mM boratu sodného na separaci a nejlepsiho rozliseni kolem 8,0 bylo
dosazeno pifi pH=8,5. To znamend, Ze vmém piipadé, jsou pii tomto pH vytvafeny
nejidealnéjsi podminky pro chirdlni separaci cetirizinu. Dale jsem zkoumala vlivy piidavka
komplexujicich latek na chiralni separaci. Zjistila jsem, Ze pii piidavku 100 mM glukosy,
fruktosy a xylosy dojde ke zlepSeni rozliSeni enantiomerra cetirizinu.

Zjistila jsem tedy, Ze vysoce koncentrovany borat jak bez piidavku, tak s ptidavkem
sacharidi ma pozitivni vliv na chiralni separaci a existuje zde tedy moznost, ze umozni
separaci i bez pfidavku chiralniho selektoru. Vyzkousela jsem to i v mém piipad¢é separace

cetirizinu, kde vSak k separaci bez ptidavku selektoru bohuzel nedoslo.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CD
CDT
CE
CEC
CGE
CIEF
CITP
CS
CZE
DAD
el.
EOF
EPO
GC
HPLC
LC

LE, TE
LIF
MECC
MEKC
MS
napf.

pl

SDS
SFC
S-B-CD
UV, Vis
VWD
v, B,y

cyklodextrin

karbohydrat deficientni transferin
kapilarni elektroforéza

kapilérni elektrochromatografie
kapilarni gelova elektroforéza

kapilarni izoelektricka fokusace
kapilarni izotachoforéza

chiralni selektory

kapilarni zoénové elektroforéza

detektor diodového pole

elektricky

elektroosmoticky tok

erythropoetin

plynova chromatografie

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
kapalinova chromatografie

vedouci elektrolyt, terminujici elektrolyt
laserem indukovana fluorescence
micelarni elektrokineticka kapildrni chromatografie
micelarni elektrokineticka chromatografie
hmotnostni spektrometrie

napiiklad

isoelektricky bod

dodecyl sulfat sodny

superkriticka fluidni chromatografie
sulfatovany-p-CD

ultrafialové (ultraviolet), viditelné
detektor s variabilni vinovou délkou

alfa, beta, gama
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