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1 Uvod

Mnoho biologicky aktivnich latek tucastnicich se fyziologickych procest je
chirdlnich. Chiralita molekuly mize mit za nasledek rozdilny interakéni mechanismus
s okolnim prostredim, coz vede ke vzniku produkti s rozlicnymi biochemickymi
vlastnostmi. Pochopenim interakce jednotlivych isomerti s zivymi systémy Ize cilené
pripravit biologicky aktivnéj§i formy. K tomu je zapotfebi monitorovat zastoupeni
jednotlivych optickych isomert, ptipadné je dokdzat od sebe zcela odseparovat. Cilem
této prace je prostudovat nové piistupy pro separaci vybranych chiralnich latek kapilarni
elektroforézou (CE). V prvni casti jsou popsany zakladni teoretické principy
elektroforetické separace chiralnich latek. Rovnéz je zminén stru¢ny piehled nejcastéji
pouzivanych neutrdlnich a nabitych derivati cyklodextrini (CD), vcetné ptiklada
doposud publikovanych separaci vyuzivajicich dudlniho systému dvou selektori.
Stézejni Cast prace spociva ze dvou samostatnych studii vénovanych separacim
chiralnich latek s vyuzitim CE.

Prvni c¢ast je veénovdna vyvoji nové metody separace stereoisomeri
1,3-dimethylamylaminu  (1,3-DMAA) a 1,4-dimethylamylaminu (1,4-DMAA)
s vyuzitim dualniho systému dvou sulfatovanych derivati CD. Ackoliv jsou interak¢ni
mechanismy CD s riznymi enantiomery jiz detailné¢ popsany v fad¢ védeckych praci,
inovativni je pouZziti dudlniho systému dvou aniontovych derivati CD. Vyznam této
prace navic podporuje fakt, Zze k detekci stereoisomert 1,3- a 1,4-DMAA bylo pouzito
nepiimé spektrofotometrické detekce, coz je v ptipade chirdlni separace kladné nabitych
latek méné obvyklé. Tato Cast je zaroven rozSifena o aplikaci CE ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (MS) pro enantioseparaci a detekci 1,3-DMAA. Nové
vyvinutd metoda enantioseparace 1,3-DMAA byla c¢astecné¢ validovdna a uspéSné
aplikovana pro analyzu vzorkl dvou dopliiki stravy s obsahem ptirodniho geraniového
extraktu. Geraniovy extrakt by mé¢l teoreticky obsahovat 1,3-DMAA s rozdilnym
zastoupenim jednotlivych stereoisomerti. Cilem této separace bylo stanovit relativni
zastoupeni jednotlivych isomerd, které miize poukazat na synteticky ¢i ptfirodni piivod
latky v potravnich doplncich. Dosazené vysledky byly publikovany v impaktovaném
zahrani¢nim Casopise Electrophoresis.

Druhd cast disertatni prace se rovnéz vénuje novému piistupu pro chiralni

separaci technikou CE, avSak namisto aplikace jiz dobfe popsanych selektorti byl
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studovan mechanismus interakce relativné nové skupiny chiralnich selektori —
cyklofruktant s vybranymi chirdlnimi latkami. Cyklofruktany (CF) a piedevs§im jejich
derivaty se jiz nékolik let uspéSné uplatiuji jako chirdlni stacionarni faze (CSP)
pro kapalinovou (HPLC) a superkritickou fluidni chromatografii (SFC). Praktické
vyuziti CF v CE je prozatim pouze okrajové. Diivodem je nejspiS nedostatecnd znalost
jejich interakénich mechanismt s chirdlnimi i achirdlnimi latkami. Tato prace piimo
navazuje na studii publikovanou v ¢asopise Journal of Chromatography A a zamétenou
na porovnani  enantioseparacnich vlastnosti isopropylkarbamat cyklofruktanu-6
(IP-CF6) v HPLC a CE pfi chirdlni separaci péti strukturné podobnych biaryl
atropisomertt bez a v pfitomnosti barnatych iontd v mobilni fdzi ¢i pracovnim
elektrolytu.

Déle byla studovana enantioselektivita nativniho cyklofruktanu-6 (CF6)
a cyklofruktanu-7 (CF7) a jejich isopropylkarbamat derivati na modelovém analytu
R,S-1,1'-binaftalen-2,2'-diyl hydrogenfosfatu (R,S-BNP). Studovéany byly vlivy béznych
modifikatort separacnich podminek, jako jsou methanol (MeOH), acetonitril (ACN)
a dodecylsiran sodny (SDS) na rozliSeni a pribéh separace R,S-BNP. Vysledky byly
empiricky porovnany s daty ziskanymi pfi pouziti nativnich a- a B-CD jako chirdlnich
selektorti isomernich k studovanym selektorim na bazi CF za stejnych
experimentalnich podminek. V této praci byla poprvé popsdna enantioselektivita
nativnich CF v CE. Vysledky byly publikovany v impaktovaném zahranicnim casopise

Journal of Separation Science.
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2 Cile prace

Cilem diserta¢ni prace bylo prostudovat nové moznosti separace enantiomert

metodou CE. Konkrétni cile 1ze rozdélit do nékolika dil¢ich bodu:

1))

2)

3)

Separace stereoisomert 1,3- a 1,4-DMAA s nepiimou spektrofotometrickou

detekci.

a) Volba vizualizujiciho iontu a vhodného slozeni pracovniho elektrolytu.

b) Nalezeni vhodného CS a jeho koncentrace pro rychlou a jednoduchou
enantioseparaci 1,3- a 1,4-DMAA.

c¢) Caste¢na validace nové vyvinuté metody.

d) Ovéteni aplikovatelnosti metody separace stereoisomert 1,3-DMAA
na dvou vzorcich dopliicich stravy s obsahem geraniového etraktu.

Separace stereoisomeri 1,3-DMAA metodou CE s detekci hmotnostnim

spektrometrem.

Studium enantioselektivity nativnich CF a jejich derivati v CE.

a) Studium vlivu koncentrace barnatych iontd v pracovnim elektrolytu
na rozliSeni separace R,S-BNP.

b) Studium vlivu koncentrace CF na separaci R,S-BNP v kyselém 1 bazickém
elektrolytu.

c) Empirické porovnani enantioselektivity CD a CF na modelovém analytu
R,S-BNP s pouzitim beznych modifikatori separacnich podminek

(methanol, acetonitril, dodecylsiran sodny).
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3 Chiralita a jeji dusledky v kontextu chemické analyzy

Chiralita oznacujici nesoumérné (asymetrické) prostorové uspotfadani objektil je
fenomén, ktery do znacné miry ovliviluje mnoho aspekti v pfirodnich védach,
medicing, potravinafstvi a dalSich odvétvich. Chirdlni molekula nemé ve své struktute
centrum (stfed nebo rovinu) symetrie, proto ji neni mozné ztotoznit s jejim zrcadlovym
obrazem (prostiednictvim prosté rotace a/nebo translace objektu v prostoru jako celku,
tedy bez rozstépeni vazeb nebo zmény dihedralnich thla). Dvojici optickych isomert,
které nelze Zadnou operaci symetrie navzajem ztotoznit nazyvame enantiomery.
Aby bylo mozné molekulu oznacit jako chiralni, musi mit minimaln¢ jedno centrum
chirality, coz ve vétSin¢ pripadi byva atom (nejCastéji uhlik), na kterém jsou navazany
Ctyfi riizné substituenty. Tento typ chirality je oznacovan jako centralni chiralita. Jinymi
pfipady chirality, kdy v molekule neni pfitomen asymetricky atom, jsou: (i) axialni
chiralita (v molekule je pfitomna chiralni osa) a (ii) plandrni chiralita (v molekule je
pritomna chiralni rovina).

Enantiomery opticky aktivnich molekul pfi interakci s dal$im chiralnim objektem
(jind chirdlni molekula nebo chirdlni fyzikalni Cinitel) vykazuji odliSné vlastnosti,
zatimco v achiralnim prostfedi jsou tyto vlastnosti totozné. OdliSné chovani
enantiomert v zavislosti na typu prostedi se promita do zivych systémii, nebot’ mnoho
fyziologicky aktivnich latek je tvofeno chirdlnimi molekulami. Interakce v Zivych
organismech, které probihaji na wUrovni molekul, jsou tedy z velké casti zaloZeny
na vzajemnych interakcich enantiomert rtznych typa latek (naptf. aminokyselin,
sacharidii, proteinti, nukleovych kyselin apod.) at uz se strukturné¢ podobnymi nebo
latkami zcela odliSnymi. Nejcastéjsi oblasti zajmu, které jsou spojovany s chiralitou,
jsou beze sporu farmakologie, medicina a toxikologie. Pochopeni interakci enantiomert
s dalS$imi (chirdlnimi ¢i achiralnimi) molekulami vede naptiklad k vyvoji ucinnéjsich
1€k, objasnéni celé tady fyziologickych pochodli ¢i vzniku patologickych procest
(onemocnéni).

Pti interakci dvojice enantiomerli s organismem, ktery obsahuje opticky aktivni
systémy (napi. enzymy, aminokyseliny, proteiny, sacharidy apod.), vznikaji produkty,
které mohou mit zcela odlisné biochemické vlastnosti. V nekterych piipadech se muze
jednat pouze o biologickou netcinnost jednoho z enantiomeri na organismus, jindy

muze vznikat produkt pro organismus nezaddouci ¢i toxicky. S nartistajicim poznanim

- 13-



v oblasti studia mechanismi plsobeni chirdlnich latek, jejich syntézy a jejich
naslednym vyuzitim v celé¢ fadé odvétvi roste i nutnost disponovat vysoce ucinnymi
separacnimi metodami pro d€leni enantiomert v mikroméftitku. Vzajemna separace
enantiomert je také nutnd pro jejich kvantifikaci v celé fad¢é matrici.

Vyvoj novych analytickych metod pro separaci enantiomerti komplikuje fakt,
ze vétSina fyzikalné-chemickych vlastnosti dvojice enantiomert v achirdlnim prostredi
(napft. rozpustnost, teplota varu, teplota tani aj.) je identicka. K separaci enantiomera je
tedy nutné vyuzit jejich interakce s jinou dal$i chirdlni molekulou. Pfi vzajemné
interakci separovanych enantiomerd s dalSim optickym isomerem dochézi ke vzniku
diastereomerti — nové molekuly (komplexu), kterd bude mit alespoil jedno centrum
chirality s opacnou, a alespon jedno centrum chirality se shodnou konfiguraci. Dvojice
diastereomertl jiz ma rozdilné fyzikalné-chemické vlastnosti, a proto miize byt pomoci
analytickych separacnich metod navzédjem rozdélena.

Enantioseparace v mikroméfitku (analytickém méfitku) jsou dnes uskuteciovany
nejcastéji pomoci tzv. pfimych metod. Piima metoda enantioseparace je zalozena
na interakci separovanych enantiomertt s dalSim optickym isomerem tzv. chiralnim
selektorem (CS), pficemz k interakci a tvorbé diastereomernich komplext postaci
nekovalentni interakce. CS tak musi byt soucasti separa¢niho systému. Tento zptsob
separace dnes zcela zastiuje nepfimou metodu, kdy se separované enantiomery
derivatizuji vhodnym chirdlnim derivatiza¢nim c¢inidlem mimo separacni systém
za vzniku novych diastereomernich sloucenin (vznikaji kovalentni vazby), a ty jsou
pak separovany v achirdlnim prostfedi. Diky integraci cel¢ fady CS do separacniho
systému jsou piimé metody enantioseparaci uskutecniovany napii¢ vSemi modernimi
vysokou¢innymi analytickymi separa¢nimi metodami, a to zejména plynovou
chromatografii (GC), kapalinovou chromatografii, elektromigratnimi metodami
a superkritckou fluidni chromatografii.

Elektromigra¢ni metody pfedstavuji atraktivni alternativu k, dnes v praxi hojné
rozSitenym, chromatografickym metodam, ptfedevSim zasluhou vysoké ucCinnosti,
selektivity, velmi nizké spotieby vzorkti a CS, a také diky mozZnosti vyuziti riiznych
mechanisml separace s pouzitim jediné instrumentace. Elektromigracni techniky
vétSinou nevyzaduji zakotveni CS na vhodny nosi¢, jak je tomu v piipadé
chromatografie. CS je zde soucasti separacniho elektrolytu, coz urychluje samotnou
optimalizaci enantioseparace a navic je mozné¢ ziskat fyzikdlné-chemickd data,

kterd jsou nutnd pro popis interakce mezi enantiomery a CS. Elektromigra¢ni metody
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umoziuji nejen prostou separaci enantiomerit za ucelem kvantifikace, ale i studium
mechanisml enantioseparaci se stdvajicimi ¢i novymi CS, a také studium mechanismt
interakce enantiomeri s biologickym prosttedim. Ziskané vysledky tak maji ptimy
dopad pro soucasny farmakologicky a biomedicinsky vyzkum.

Urcitou nevyhodou elektromigrac¢nich technik je vétSinou nizkd koncentraéni
citlivost ve spojeni s béznymi detekénimi technikami (spektrofotometricka ¢i vodivostni

detekce) ve srovnani s chromatografickymi metodami.

3.1 Zakladni princip separace enantiomeri kapilarni elektroforézou

Separace s pomoci elektromigra¢nich metod je zalozena na rozdilné rychlosti
pohybu separovanych ¢astic (iontll, iontovych asociatd, nabitych komplexii, neutralnich
latek v komplexu s nabitymi latkami apod.) ve stejnosmérném elektrickém poli.
K popisu principu chiralni separace je nezbytné¢ definovat jednu ze zakladnich
elektroforetickych veli¢in — elektroforetickou mobilitu ., ktera je pifimo umérna
migracni rychlosti v a nepfimo umérna intenzité vkladaného elektrického pole £ podle

vztahu (1).

m| <

Me €Y)

Smér a rychlost migrace iontu jsou zavislé nejen na intenzit¢ elektrického pole,
ale zaroven 1 na viskozité¢ separacniho prostfedi 7, a predev§im na parametrech
analyzovaného iontu — velikosti naboje ¢ a iontovém poloméru r, jak definuje

rovnice (2).

q

:6'1'['1’]'1‘ (2)

He

Elektroforeticka mobilita je teoretickou veli¢inou, kterd plati pouze pro plné
disociované/protonizované analyty a kromé viskozity separa¢niho prostfedi zcela
zanedbava ostatni pracovni parametry, jako jsou vkladané vnéjsi napéti, koncentrace

a sloZeni elektrolytu, aj. Proto se zavadi jind veliCina, tzv. efektivni mobilita u.s, ktera
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zohlediiuje nejen vySe zminéné parametry, ale i stupen disociace analyzované molekuly,
pfipadné dal$i rovnovahy. Hodnotu efektivni mobility nelze z elektroferogramu piimo
odecist, nebot’ je ovlivnéna pfispévkem tzv. elektroosmotického toku (EOF). EOF
vznika vlivem disociace silanolovych skupin na vnitini sténé kiemenné kapilary, kdy se
na jejim povrchu tvofi zdporny naboj, ktery je kationty pfitomnymi v pracovnim
elektrolytu kompenzovan za vzniku elektrické dvojvrstvy. Ta zplsobuje, Ze pii aplikaci
vnéjSiho napéti zacnou kationty strhavat svym pohybem ke katod¢ okolni molekuly
rozpoustédla a v kapilafe vznikne pozorovatelny (méfitelny) tok kapaliny. Mobilita
charakterizujici velikost a smér EOF, kterd je zavisla na teploté, a slozeni, koncentraci
apH pracovniho elektrolytu, se nazyva elektroosmoticka mobilita e, Souctem

efektivni a elektroosmotické mobility dostaneme rovnici pro tzv. zdanlivou mobilitu ey

),

Hav = Hef T Heof (3)

jejiz hodnotu je mozné vypocitat piimo ze ziskaného elektroferogramu podle vztahu (4),

1-L
t, U

4)

Hav =

kde / je efektivni délka kapilary (vzdalenost od nastfiku vzorku po detektor), L je
celkova délka kapilary, ¢, je migracni Cas analytu, ktery lze odecist ze zaznamu analyzy

a U je hodnota vkladaného vnéjSiho napéti.

3.1.1 Matematicky model enantioseparace

Matematicky model enantioseparace s vyuzitim elektromigra¢nich metod byl
v minulosti popsan Wrenem a kol. (model vychdzejici z rozdilti mobilit) [1-3]. Interakci
mezi separovanymi enantiomery modelové racemické smeési R,S-E a chirdlnim

selektorem CS muzeme popsat ndsledujicimi rovnovahami (5) a (6),

RE+CS <= [RE-CS] .. Ki (5)
SE+CS <= [SE-CS] .. Ko (6)
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kde K; a K> jsou asociacni konstanty tvorby piislusnych diastereomernich komplexd.
Wreniiv model vychazi z predstavy, Ze volné enantiomery (nevdzané v komplexu s CS)
maji stejnou elektroforetickou mobilitu ur = wus = w;. Stejné tak shodnou
elektroforetickou mobilitu maji 1 vzniklé diastereomerni komplexy separovanych
enantiomert s CS, tj. yr-cs = us-cs = .

Pokud separované enantiomery vykazuji rozdilnou afinitu k CS, budou rozdilné
1 hodnoty asociacnich konstant vzniku diastereomernich komplext (K; # K>). Rozdil
hodnot asociacnich konstant implikuje rozdil mezi mobilitou volného enantiomeru
a enantiomeru asociované¢ho v komplexu s CS. Tento rozdil mobilit mezi volnym
a vdzanym enantiomerem v komplexu s CS vede k vzdjemné separaci enantiomerd.

Rozdil zdéanlivych mobility enantiomerit R-E a S-E pak mize byt vypocitan

na zakladé vztahu (7).

_ [CI(py — p2) (K — Ky)
A= T ICIK, — Ko) + KK, IO (7

Z uvedeného vztahu plyne, Ze pokud budou asociacni konstanty K; a K> shodné nebo
budou shodné mobility u; a u2, bude rozdil mobilit Au = 0 a k vzajemné separaci
enantiomertl nedojde. K separaci enantiomerti rovnéz nedojde, bude-li koncentrace
selektoru [C] = 0. Z uvedené¢ho vztahu lze odvodit optimalni koncentraci selektoru,
pii které bude rozdil mobilit maximalni. Zaroven je mozné odvodit, ze v piipadé
vysokych hodnot asociacnich konstant bude k dosazeni potiebného rozdilu mobilit
nutnd nizsi koncentrace selektoru a naopak. Rozdil mobilit mezi enantiomery pak bude
nejvyssi v pripade, kdy je smér migrace volného neasociovaného enantiomeru opacny
k sméru migrace komplexu enantiomer — selektor. Tento piipad naptiklad nastava
tehdy, pokud ma selektor opacny néaboj oproti naboji separovaného enantiomeru.
Wreniiv model zanedbava vliv pH a disocia¢nich rovnovah, kterym podléhaji jak
enantiomery, tak piipadné 1 CS, pokud se jedna o slabé elektrolyty. Vliv dalSich
rovnovah pak popisuje matematicky model odvozeny Vighem a kol. [4-7].

Interakci enantiomer s CS na molekularni urovni lze zjednodusené popsat
pomoci tzv. modelu tiibodové interakce [8]. Enantiomer, ktery interaguje s CS
prostiednictvim t¥i vazebnych mist, vytvaii stabilnéjsi diastereomerni komplex
(komplex s vysSi asociaéni konstantou) nez enantiomer, ktery interaguje

prostiednictvim méné vazeb a je tim padem v komplexu vazan slabéji. Tato teorie vSak
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nepocitad s charakterem a silou vazebné interakce, stejn¢ tak nepocitd s prostorovou
konformaci obou interagujicich molekul. Pfestoze byla navrzena tfada interakénich
modeld, které tyto zfejmé nedostatky eliminuji [9-11], je model tfibodové interakce
stale vyuzivan pro ilustrativni popis tvorby diastereomernich komplex.

Na tvorbé piechodnych diastereomernich komplexi se mohou podilet témeét
vSechny druhy nekovalentnich interakei, pfiCemz jejich sila a charakter zavisi
na vlastnostech a povaze analyzované molekuly a typu CS. Z nejbéznéjSich interakci Ize
naptiklad zminit interakce iontové povahy (coloumbické), interakce ion-dipdl a dipol-
dip6l, m-m interakce, van der Waalsovy sily, vodikové miistky nebo hydrofobni
interakce. Nékteré zminéné interakce, napf. m-m interakce, svym charakterem popiraji
model tiibodové interakce, nebot’ neplisobi pouze na jednom misté (v jednom bod¢),
ale na vice mistech zaroven (vicebodova interakce). Kromé¢ povahy interakce hraje
velmi vyznamnou roli i jiz zminéné sterické uspofaddni obou molekul, nebot’ mize
prostorové branit k pozadovanému piiblizeni molekul a vytvofeni potfebné interakce.
Stericky faktor se uplatnuje napiiklad pti pouziti CS, jejichZ separa¢ni mechanismus je
zalozen na tvorbé tzv. inkluznich komplext, coz je charakteristick¢é zejména pro CD
ajejich derivaty. V neposledni fadé¢ jsou charakter a sila vazby do zna¢né miry
ovlivnény slozenim separacniho prostfedi, které muize mit na interakci pozitivni
(podpora iontovych nebo hydrofobnich interakci), ale 1 negativni vliv (kompetice slozek

separacniho média s analytem o interak¢ni mista CS) [12].

3.2 Chiralni selektory pouzivané v kapilarni elektroforéze

Prestoze v soucCasnosti existuje cela fada CS, jako jsou naptiklad makrocyklické
antibiotika, chirdlni polymerni tenzidy, chirdlni crown ethery, chiralni polymery,
proteiny apod., které je mozné Gspé$né pouzit pro pifimou chiralni separaci metodou CE,
bude v nasledujicich kapitoldch vénovdna pozornost pouze CD a jejich derivatim,
mechanismu a praktické aplikaci dualniho systému selektorti a, v elektromigracnich
metodach ojedinéle pouzivané, skupiné makrocyklickych oligosacharidi —

cyklofruktaniim.
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3.2.1 Cyklodextriny a jejich derivaty

CD jsou cyklické oligosacharidy tvotené p-glukopyranosovymi jednotkami, které
jsou spojené prostiednictvim a-1,4-glykosidickych vazeb a vytvari strukturu komolého
kuzele (Obr. 1). V praxi jsou nejcastéji pouzivané a-, B- a y-CD, jejichz makrocyklus je
tvofen 6, 7 nebo 8 p-glukopyranosovymi jednotkami. Pfipravit 1ze i CD tvotfené 9 a vice
jednotkami, ale ty nejsou kviili deformaci prostorové konformace aplikacné vyznamné.
Vnéjsi povrch CD je vlivem piitomnosti hydroxylovych funkcénich skupin na uhlicich 2,
3 a 6 hydrofilni, zatimco povrch vnitini dutiny (kavity) tvofeny uhlovodikovou kostrou
sacharidovych jednotek je hydrofobni, coz umoziiuje tvorbu inkluznich komplext
s celou fadou molekul. Substituci nékterych nebo vSech volnych hydroxylovych skupin
1ze ptipravit derivaty CD, které maji nejen odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti (napf.
rozpustnost), ale zaroven poskytuji pro analyt dal$i mozna interakéni mista. Pravé diky
detailné popsanému procesu vzniku inkluznich komplexti s achirdlnimi i chirdlnimi
molekulami, Siroké Skéle synteticky ptipravenych neutralnich i nabitych derivatt, dobré
rozpustnosti ve vod¢, nizké absorpci UV zafeni a netoxicité, se CD staly casto

pouzivanymi CS v CE.

OH

HO

" a=1(e-CD), 2 (B-CD), 3 (4-CD)

Obrazek 1 Struktura (vlevo) a prostorové uspofadani (vpravo) makromolekuly CD pfipominajici komoly
kuzel - pievzato a upraveno [13].

Z nativnich (ptirodnich, nesubstituovanych) CD se pro chirdlni separace nejcastéji
pouziva B-CD. Diivodem je pravdépodobné velikost kavity (6,0-6,4 A), kterd svymi

parametry umoziluje tvorbu stabilnéjSich inkluznich komplexti s vétSinou bézné

vvvvvv

stereoselektivni interakci, proto jsou aplikace y-CD, jehoz kavita je pro vétSinu analyth
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piilis velka (7,5-8,3 A) a vzajemné vazebné interakce s analytem velmi slabé, méné
¢asté. Naopak priimér kavity a-CD je maly (4,7-5,2 A), avSak v porovnani s velkou
kavitou y-CD umoznuje silngj$i interakce s celou fadou analytl, a proto je aplikacné
zajimav¢jsi [14]. Divodem je také skutecnost, ze s kavitou o-CD miize interagovat
pouze ¢ast molekuly analytu, naptiklad postranni uhlovodikovy fetézec, coz k vytvoteni
prechodného diastereomerniho komplexu mnohdy staci.

Jak jiz bylo zminéno, derivatizace hydroxylovych skupin nativnich CD muze
znacn¢ zmenit jejich fyzikalné-chemické vlastnosti, véetné enantioselektivity. Charakter
interakéniho mechanismu se vyznamn¢é meéni s vlastnostmi funkéni skupiny, ktera miize
byt neutrdlni, nebo kationtové ¢i aniontové povahy. Z neutralnich derivati CD jsou
aplikacné rozsitené predevsim 2-hydroxypropyl-p-CD (HP-B-CD) a methylované B-CD,
konkrétné methyl-B-CD, 2,6-di-O-methyl-B-CD (DM-B-CD) a 2,3,6-tri-O-methyl-B-CD
(TM-B-CD). Ptitomnost neutralni funkéni skupiny v molekule CD mtize nejen podpofit
vliv hydrofobnich a vodikovych interakci, ale zaroven mulze dojit k stabilizaci
sterického uspofadani CD vedouci k zpfistupnéni kavity CD molekule analyzované
latky. V neposledni fad¢ se derivatizaci CD zvySuje 1 jejich rozpustnost ve vodé
a n¢kterych vybranych organickych rozpoustédlech.

Derivatizace CD kladné nebo zéporné nabitymi funkénimi skupinami
zprostiedkovava elektrostatické¢ interakce s opacné nabitymi molekulami, coz vede
ve vétSiné piipadii nejen k niz8i spotfebé nabit¢tho CD oproti nenabitému CD
(pfi totozném analytu majicim opacny naboj a za identickych separac¢nich podminek),
ale 1 k zna¢nému ndristu potencidlnich aplikaci. Hlavni pfednosti nabitych derivati CD
je vlastni elektroforeticka mobilita, jejiz smér a velikost jsou dany charakterem funk¢ni
skupiny. Vlastni mobilita nabitych CD umoznuje enantioseparaci neutralnich latek,
ktera neni v pfipad¢ nativnich nebo neutrdlnich derivath CD mozna. Jelikoz vétSina
analyzovanych latek je bazického charakteru, je i aplikace negativné nabitych derivatt
CD oproti pozitivné¢ nabitym derivatim obvyklejsi. Zcela dominantni roli mezi
negativnimi derivaty CD hraji sulfatované CD, pficemz nejpouzivanéjSim z nich je
sulfatovany B-CD (S-B-CD). Méné casté, ale pordd aplikacné zajimavé je pouziti
karboxymethylovanych a fosfatovanych derivatd CD [15]. Pouziti kladn€ nabitych
derivati CD je znacné limitovano sorpci na zaporné nabitou vnitini sténu kfemenné
kapilary, coz mize v nékterych ptipadech vést i k obraceni sméru migrace EOF. Navic

oproti aniontovym CD je proces jejich syntézy znacné¢ komplikovangjsi [16].
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NejvyznamnéjSim zastupce této skupiny je B-CD derivatizovany kvartérni amoniovou

soli.

3.2.2 Dualni systém cyklodextrinii pro chiralni separace

Ve vétSing doposud publikovanych praci je duélni systém CS tvoifen dvojici CD.
Typické slozeni dudlniho systému obsahuje nabity derivat CD a nativni nebo neutralni
derivait CD [17-22]. Tento systém se uplatiiuje piedevSim pro enantioseparaci
neutralnich (nenabitych) analytd, pfi¢emz kazdy CD plni v systému rozdilnou roli.
Zatimco nabity derivat CD svou interakci s analytem obvykle zprostfedkovava jeho
elektroforetickou migraci k piislusné elektrodé¢ na detek¢nim konci kapilary, hlavni
ulohou nenabitého derivatu CD byva vétSinou tvorba diastereomeru vedouci
k enantioseparaci. Aplikace tohoto systému je vSak samoziejmé mozna i pro latky
iontové povahy, jak je demonstrovano na nasledujicich ptikladech.

Jako prvni publikovali aplikaci dualniho syst¢ému CD pro separaci vybranych
kationovych drog Lurie a kol. [17]. Dudlni systém byl tvofen neutrdlnim DM-B-CD
a zaporng nabitym sulfobutylether -CD (SBE-B-CD). Pomér koncentrace obou CD mél
dalezity vliv na ziskané rozliSeni a migracni Casy. Fillet a kol. [20] pouzili kombinaci
zaporn¢ nabit¢ho SBE-B-CD a nenabitého derivatu CD (DM-B-CD nebo TM-B-CD,
ale byly testovany i nativni B-CD, methyl-B-CD a HP-B-CD) pro chiralni separaci péti
vybranych 1é¢iv. Matthijs a kol. [22] testovali smési obsahujici vysoce sulfatovany a-,
B- nebo y-CD a neutralni derivat CD, konkrétn¢ DM-B-CD, TM-B-CD nebo HP-B-CD,
pro chiralni separaci 25 farmaceuticky aktivnich latek s rtiznymi acidobazickymi
vlastnostmi. Pro 11 z 16 bazickych latek bylo dosazeno lepsi enantioseparace v piipadé
pouziti dudlniho systému CD nez v piipad¢, kdy byl pouzit pouze samostatny
sulfatovany CD, ptficemz lepsi vysledky poskytoval TM-B-CD v porovnani s DM-B-CD
a HP-B-CD.

V nékterych pripadech mize byt smés CS tvofena dvéma neutralnimi derivaty
CD [23-25]. Znaleziona a kol. [23] vyvinuli CE metodu pro chirdlni separaci Ctyf
stereoisomertl tapentadolu pomoci smési 0,5 % (w/v) HP-B-CD a 5,0 % (w/v) HP-y-CD.
Zatimco HP-B-CD vykazoval véEtsi enantioselektivitu pro separaci S,R- a R,S-
tapentadolu, HP-y-CD umoznil separaci S,S- a R,R- isomert. Zcela vzacné se objevuje

aplikace dudlniho systému dvou (pfedevS§im opacné€) nabitych derivati CD [26,27].
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Abushoffa a kol. [26] publikovali enantioseparaci vybranych nesteroidnich
protizanétlivych 1é¢iv metodou CE s pouzitim smési kationtového permethyl-6-
monoamino-6-monodeoxy-B-CD a polyaniontového heptakis-6-sulfato-B-CD. Oba CD
mély nejen opacny vliv na elektroforetické mobility analytt, ale také rGznou
stereoselektivni afinitu k enantiomeriim jednotlivych analyzovanych latek.

Efektivni mobilita jednoho z dvojice separovanych enantiomerl e

interagujiciho se selektorem byla popsana Wrenem a Rowem [1] a je dédna vztahem (8),

Har + HacKac Cs
1 + KAC Csg

(8)

Haeftf =

ktery je obdobny vztahu (7) popisujicimu diferenci mobilit jednotlivych enantiomert
v zavislosti na rovnovazné koncentraci selektoru [C] a hodnotach asociacnich konstant
K a K>. Rovnice (8) popisuje efektivni mobilitu pouze jednoho z enantiomerti, pficemz
4y je mobilita volného (v komplexu nevdzaného) enantiomeru, u4c je mobilita
komplexu enantiomer — selektor, cs je analytickd koncentrace pouzitého selektoru a K4c
je asociacni konstanta charakterizujici silu interakce mezi enantiomerem a selektorem.
Rovnice vSak plati pouze tehdy, pokud interakce mezi analytem a selektorem je
dostate¢n¢ rychléd (rychlejsi nez elektroforetickd migrace) a stechiometrie komplexace
enantiomer — selektor je v poméru 1:1 [28].

Matematicky model popisujici elektroforetickou mobilitu analytu v dudlnim
systému selektord vychazi z uvedené rovnice (8). Systém vSak musi spliiovat dalsi
predpoklady: (i) selektory musi interagovat s analytem nezdvisle a nesmi dochézet
k tvorbé smeésnych komplexti mezi analytem a obéma selektory. Zaroven (i1) spotieba
kazdého ze selektorti pro vytvoreni komplexu musi byt zanedbatelnd. Rovnice pro ey

v dualnim sytému selektort poté vypada nasledovné (9):

Har + Hact Kaci Cs1 + Hacz Kacz Cs2
1+ Kac1 €s1 + Kacz Cs2

€)

Haeff =

piicemz indexy 1 a 2 oznacuji prvni a druhy selektor [29]. Dubsky a kol. [30]
modifikovali rovnici pro vypocet komplexace analytu s jednim selektorem rozsifenim

na rovnici pro libovolny pocet selektori (10),
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ar + Wac Kic cs
1+ K§c cs

(10)

Haeff =

kde pe a war maji stejny vyznam jako v piedeslych rovnicich, c$ je souéet molarnich
koncentraci vSech selektorti pfitomnych v systému, Kf. je celkovd rovnovazna

konstanta rovna (11)
Kac = Z XiKi (11)
i

a uyc je celkova mobilita komplexu analyt-selektor (12),

Cvsws K
ugczzlﬁlcul i (12)
AC

kde y; je molarni frakce i-t€ho selektoru ve smési (systému selektord), y; je mobilita
komplexu analyt — i-ty selektor a K; je konstanta stability komplexu mezi analytem
ai-tym selektorem. Platnost modelu experimentalné ovétila Miillerovd a kol. [31]
na separaci ibuprofenu a flurbiprofenu jakozto modelovych analytid. Studovany byly
dva dudlni systémy CS, konkrétné DM-B-CD s nativnim B-CD a DM-B-CD s 6-O-a-
maltosyl-B-CD v pufru o sloZzeni 50 mM Tris a 50 mM Tricin o pH 8,2.

Predikce vhodné kombinace a koncentracniho poméru dualniho systému CD pro
chirdlni separace je stale velice obtiznd, nebot’ zavisi na mnoha faktorech, mezi které

patii zejména povaha studovaného analytu nebo slozeni pracovniho elektrolytu.
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4 Separace stereoisomeri 1,3- a 1,4-dimethylamylaminu kapilarni

elektroforézou s vyuzitim dualniho systému cyklodextrinii

4.1 Struktura a vlastnosti 1,3- a 1,4-dimethylamylaminu

1,3-dimethylamylamin (1,3-DMAA) a 1,4-dimethylamylamin (1,4-DMAA) jsou
jednoduché alifatick¢é primarni aminy. 1,3-DMAA je chirdlni latka se dvéma
stereogennimi centry tvofici smes Ctyt stereoisomeri (dvou part enantiomeri), zatimco
1,4-DMAA ma pouze jedno stereogenni centrum a je tak tvoifeno pouze jednou dvojici
enantiomert. Struktura molekuly 1,3-DMAA je <caste¢né podobna molekule
amfetaminu (Obr. 2). Zdanlivé nepodstatnd podobnost molekul 1,3-DMAA
aamfetaminu muze vést k faleSné pozitivnim imunochemickym vysledkiim

na pfitomnost amfetamint ve vzorcich obsahujicich 1,3-DMAA [32].

A B C

NH, CH, NH, NH,
A\)\/CH3 % CH3 %
HaC H,C H,C
CHs

Obrazek 2 Struktury (A) 1,3-DMAA, (B) 1,4-DMAA a (C) amfetaminu ilustrujici jejich ¢astecnou
podobnost. Stereogenni centra jsou oznacena hvézdickou.

1,3-DMAA je pravdépodobné, spoleéné s 1,4-DMAA, obsazen v olejich
a extraktech z rostlin rodu Pelargonium a Geranium (Celed” Geraniaceae), a pro své
stimulujici G¢inky byvaly oleje a extrakty pfiddvany jako aktivni slozky do tady
dopliikti stravy a ptipravka pro fitness [33,34]. Bezpe€nost uzivani 1,3-DMAA je
v poslednich letech pfedmétem cetnych debat, které navic umocnily spekulace
o prirozeném vyskytu 1,3-DMAA v geraniovych extraktech. Nekteré studie potvrzuji,
ze synteticky pfipraveny 1,3-DMAA, obzvlast v kombinaci s alkoholem nebo jinymi
latkami obvykle pfitomnymi v dopliicich stravy s obsahem geraniového extraktu jako je
napiiklad kofein, mize mit negativni G¢inky na lidsky organismus. Negativni plisobeni
na organismus se nejcastéji projevuje jako nespavost, tachykardie (zvySenad tepova
frekvence), krvaceni do mozku nebo muze dokonce dojit i k vzniku infarktu myokardu

[35-38]. Svétova antidopingova agentura zafadila 1,3-DMAA v roce 2010 na listinu
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zakézanych latek [39] jako reakci na zvySeny pocet piipadd uzivani prostfedkl
s obsahem 1,3-DMAA profesionalnimi sportovci.

Spravna identifikace a stanoveni ptirodnich substanci, jako jsou pravdépodobné
1 1,3-DMAA a 1,4-DMAA, v botanickém materidlu je slozity proces zavisly na mnoha
faktorech: (i) na oblasti a pfirodnich podminkach, ve kterych byly rostliny péstovany
a sbirdny; (ii) zplsobu upravy a skladovani vzorkl; (iii) extrakénim postupu;
(iv) slozitosti matrice; (v) volbé selektivni a dostatecné citlivé analytické metody
atd. [40,41]. Kazdy z téchto parametri muze byt divodem, pro¢ doposud pouze tfi
studie potvrdily ptirozeny vyskyt 1,3-DMAA v rostlinném materidlu [33,34,42].
Naopak mnoho publikovanych praci zabyvajicich se analyzou sloZeni pfirodnich silic
ziskanych extrakci z rostlin Celedi Geraniaceae souhlasné tvrdi, ze 1,3-DMAA se
v téchto extraktech nevyskytuje [32,43-49]. Napiiklad ElSohly a kol. [43] vyvinuli
GC-MS, LC-MS/MS a UPLC-QTOF-MS metody pro analyzu 1,3-DMAA v rostlinném
materialu a oleji druhu Pelargonium graveolens. Zadny z testovanych vzorki
nevykazoval piitomnost detekovatelného mnozstvi 1,3-DMAA, piicemz LOD pro
zminéné metody byly < 0,1 ppm pro GC-MS, < 2,5 ppb pro LC-MS/MS a < 10 ppb pro
UPLC-QTOF-MS. Di Lorenzo a kol. [44] vyvinuli HPLC-DAD metodu vyuzivajici
derivatizaci 1,3-DMAA pomoci o-ftaldialdehydu s LOD = 0,3 pg/ml. Potvrdili tim tak
nepfitomnost 1,3-DMAA v koncentraci vyssi nez 0,3 pug/ml ve Ctyfech odradach rodu
Pelargonium, konkrétné citriodorum, denticolatum, graveolens a tomentosum.

Pary enantiomerid v synteticky pfipraveném 1,3-DMAA by mély byt racemické
a pom¢r diastereomert dan charakterem procesu syntetické vyroby. Naopak piirodni
chiralni latky ziskané z rostlinnych materiali jsou jako vysledek enzymatického
(nesymetrického) procesu obvykle obohaceny ve prospéch jednoho z enantiomert
(stereoisomerti) [50]. Je vSak nezbytné zminit, Ze v néckterych ptipadech mohou
1 ptirodni chiralni latky tvofit racemické smési [51,52].

Zhang a kol. [50] pouzili GC s plamenové¢ ioniza¢nim detektorem pro stanoveni
pomérného zastoupeni 1,3-DMAA stereoisomertt u dvou syntetickych standarda
a tiinacti riiznych komercnich doplnkt stravy. K enantioseparaci byla pouzita kolona
s CSP Astec ChiralDex G-DM (30 m x 0,25 mm x 0,20 um). Vzorky byly pied
analyzou  derivatizovany  anhydridem  kyseliny  N-pentafluoropropionové.
Stereoisomerni slozeni 1,3-DMAA v obou syntetickych standardech a vSech tfinacti

dopliicich stravy bylo tvofené racemickymi pary enantiomerti. Z dosazenych vysledki
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autofi usuzovali, ze je nepravdépodobné, aby 1,3-DMAA obsazeny ve zkoumanych
dopliicich stravy byl pfirodniho plivodu.

Naproti tomu Fleming a kol. [33] vyvinuli HPLC-MS/MS metodu pouzivajici
Phenomenex Kinetex C18 (4,6 x 150 mm; 2,6 um) kolonu pro analyzu rostlinného
materidlu ze i oblasti Ciny (regiony Changzhou, Guiyang a Kunming). Primérna
stanovend koncentrace 1,3-DMAA v rostlinach druhu Pelargonium graveolens
z regionu Changzhou sbiranych v riznych ro¢nich obdobich se pohybovala v rozmezi
68 az 496 ng/g rostlinného materidlu, pficemz se podatilo stanovit i koncentraci
1,4-DMAA, ktera byla 13 az 162 ng/g rostlinného materialu. Pfitomnost 1,3- ani 1,4-
DMAA v rostlindch z regionti Guiyang a Kunming vSak nebyla potvrzena. Jelikoz je
1,3-DMAA tvofen dvéma diastereomery majicimi rizné fyzikalni vlastnosti, doslo
za danych separacnich podminek k jejich separaci. Poméry diastereomert 1,3-DMAA
v syntetickém standardu a v rostlinném materidlu z regionu Changzhou byly
srovnatelné. Autofi dospéli k zavéru, ze tyto vysledky nasvédCuji mozZnosti, Ze
1,3-DMAA miize byt, 1 pies shodné diastereomerni zastoupeni v syntetickém standardu
a ziskaném extraktu, ptrirodniho plvodu a miize byt extrahovan z rostlin rodu
Pelargonium a Geranium.

Dalsi prace zabyvajici se stanovenim diastereomerniho nebo stereoisomerniho
slozeni 1,3-DMAA nebyla doposud publikovdna. Navic zadna védecka prace prozatim
nestudovala moznosti chirdlni separace 1,4-DMAA, ktery se, na zaklad¢ ptedesle
publikovanych vysledkt [33,34], pravdépodobné vyskytuje v geraniovych extraktech
spolecné s 1,3-DMAA.

Vzhledem k tomu, Ze dosud nebyla publikovana metoda rychlé a nenarocné
separace vSech stereoisomert 1,3-DMAA a 1,4-DMAA, predstavuje vyuziti CE pro tyto
ucely vhodnou alternativu k chromatografickym metodam.

Cilem této cCasti prace bylo vyvinout casové nendrocnou metodu
pro enantioseparaci standardd 1,3- a 14-DMAA pomoci CE s nepfimou
spektrofotometrickou detekci pro naslednou analyzu poméru stereoisomerti uvedenych
latek ve vybranych doplicich stravy. Béhem optimalizace metody byly studovany
vSechny parametry ovliviiujici citlivost detekce (typ a koncentrace vizualizujiciho iontu,
slozeni a pH pracovniho elektrolytu) a rozliSeni (typ a koncentrace CS, sloZeni dualniho
syst¢tmu CS). Optimalizovand metoda byla castetné validovana a nasledné pouzita
pro stanoveni diastereomerniho a stereoisomerniho slozeni 1,3-DMAA v doplicich

stravy HydroxyStim® a Neurocore®.
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4.2 Neprima spektrofotometricka detekce v kapilarni elektroforéze

Komeréné prodavané CE systémy jsou rutinné vybaveny detektorem diodového
pole (DAD), ktery patii mezi nedestruktivni detektory vhodné pro detekci v oblasti
vlnovych délek od 200 az do 760 nm. Ve struktufe molekul 1,3- a 1,4-DMAA se
nevyskytuje Zadny chromofor (¢ast molekuly, nejcastéji funkéni skupina, ktera
absorbuje elektromagnetické zateni v UV-VIS oblasti), proto je nezbytné k detekci
pouzit jiny postup.

Princip neptimé detekce (Obr. 3) je zaloZzen na piidavku tzv. absorbujiciho
(vizualizujiciho) iontu do pracovniho elektrolytu, ktery musi spliovat zakladni
podminku iontové formy se stejnym nabojem, jako mé detekovany analyt. Absorbujici
ion, na rozdil od analytu, bude absorbovat elektromagnetické zafeni a analyt bude
detekovan prostfednictvim poklesu absorbance vzhledem k zédkladni linii (negativni

pik) [53].

=1

L.=1.

tas
SZ - swetelny zdroj, D - detektor, © - UV zéfend ahsorbujici eleltrolyt, [ - analyt,

I, - intenmita zdroj e wyzafengho svétla, 1 - intenwita proflého swétla, T - tmnsmitance,
A - ahsorpoe zAfend.

Obriazek 3 Zakladni schéma neptimé spektrofotometrické detekce v separa¢nim mediu.
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Pokud detekénim okénkem prochdzi pouze pracovni elektrolyt s ptidavkem
definované¢ho mnozstvi absorbujiciho iontu je absorbance tohoto pracovniho elektrolytu
vysokd, protoze jen malé mnozstvi z celkového mnoZstvi svételného kvanta
emitovaného ze zdroje zafeni prochazi do detektoru. V momenté, kdy detekénim
okénkem prochazi zona analytu, dojde k vytésnéni ekvimolarniho mnoZstvi
absorbujicitho iontu ionty separovaného analytu (neabsorbujiciho zéafeni) a dojde
k odpovidajicimu poklesu absorbance (Obr. 3). Velikost poklesu absorbance je
primarné zavisla na rozdilech v elektroforetickych mobilitich a koncentracich
separovaného a absorbujiciho iontu.

Proces vytésnéni absorbujiciho iontu separovanym iontem je mozné vyjadfit
pomoci vytésiiovaciho poméru (TR). TR vyjadiuje pocet moli absorbujiciho iontu
vytlaceného jednim molem iontl analytu ze zony analytu. TR lze matematicky vyjadrit

rovnici (13),

TR =

Za E(FlA + Hx) (13)

Zp Ma \Hp + Ux

kde z4 a zp jsou ndboje separovaného analytu A a vizualizujiciho iontu P, u4, uxa up
jsou elektroforetické mobility odpovidajici separovanému analytu A, protiiontu X
pracovniho elektrolytu a vizualizujicimu iontu P. Pro nepiimou UV-VIS detekci 1ze pak

Lambert-Beertiv zakon piepsat do podoby (14),
AA = (ea—TR.ep)b-Ca (14)

kde b je primér separacni kapilary a Cy4 je koncentrace analytu. Pro nepiimou UV-VIS
detekci tedy plati, ze &4 je blizké nule, a naopak gp by mélo byt vysoké.

Pro dosazeni co nejvyssi citlivosti nepfimé UV-VIS detekce by méla koncentrace
absorbujiciho iontu v pracovnim elektrolytu byt co nejvyssi. Prakticky je maximalni
koncentrace absorbujiciho iontu omezena linedrnim rozsahem UV-VIS detektoru.
Citlivost detekce bude samoziejm¢ ovliviiovat tvar a U¢innost negativniho piku.
V tomto ptipad¢ je nutné pifihlédnout pii volbé absorbujiciho iontu také k hodnotdm
elektroforetickych mobilit absorbujiciho iontu, separovaného iontu a protiiontu
pracovniho elektrolytu a v neposledni fadé¢ také k pH pracovniho -elektrolytu

a k ptipadnym dal$im rovnovdham (napt. komplexac¢nim).
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Prace zaméfené na nepifimou spektrofotometrickou detekci v CE se zejména
vénuji, v piipad¢ analyzy negativné nabitych latek, separaci anorganickych aniontt,
organickych kyselin a sacharidli [54-57] nebo v pfipad¢ analyzy kladné nabitych latek,
separaci malych anorganickych kationtii, predevsim alkalickych kovii, kovt alkalickych
zemin a lanthanoidi [58-60].

Doposud byly publikovany pouze dvé prace zabyvajici se enantioseparaci
pozitivné nabitych latek metodou CE s nepiimou UV-VIS detekci. Prvni z nich je
zam¢iena na separaci Ctrnacti vybranych D,L-aminokyselin [61]. Jako pracovni
elektrolyt byl pouzit pufr o slozeni 10 mM Tris a 100 mM kyseliny citronové
s ptidavkem 18-crown-6-tetrakarboxylové kyseliny, kterd slouzila jako CS. Byly
studovany tfi potencidlni absorbujici kationty: (i) 2-aminobenzimidazol, (ii) chinin
a (ii1) chrysoidin. Ackoliv citlivost detekce byla pro kazdy z absorbujicich iontl o fixni
koncentraci 3 mM shodnd, nejvyssi pomér signalu k Sumu a zaroven minimalni drift
zékladni linie vykazoval chrysoidin. Takto zvolené separa¢ni podminky byly uspésné
aplikovany pro chiralni separaci deviti ze Ctrnacti vybranych D,L-aminokyselin.

V druhé publikaci byl pouzit CE systém s kapacitné¢ vazanym bezkontaktnim
vodivostnim detektorem (C4D) k enantioseparaci aminti [62]. Ziskané vysledky byly
nasledné porovnany s analyzami ziskanymi metodou CE s nepfimou UV-VIS detekci,
pro kterou byly testovany tfi pufry o slozeni: (i) 10 mM kreatinin fosfat pH 2,20;
(i1) 5 mM naftyl-1-amin fostat pH 2,20 a (iii)) 10 mM imidazol acetat pH 4,50. Jako
nejoptimalngjsi pufr (na zdklad¢é ziskanych hodnot LOD) byl vybran 10 mM kreatinin
fosfat s ptfidavkem 15 mM TM-B-CD jako CS. Autofii vSak kladou diiraz na skutec¢nost,
ze neptima UV-VIS detekce byla ve vSech hodnocenych parametrech (citlivost,
opakovatelnost, piesnost, linearni rozsah i symetrie pikll) v porovnani s C4D vyrazné
horsi.

Dalsi z moznosti je pouziti jiného detektoru nez DAD. V tomto pfipad¢ se nabizi
spojeni s vysoce univerzalnim hmotnostnim spektrometrem umoziujicim zaroven

1 identifikaci latek na zakladé hodnot pomérit hmotnosti m a naboje z.

4.3 Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii

Instrumentalni spojeni CE s detekci hmotnostnim spektrometrem (MS) neni zcela

rutinni zalezitosti jako naptiklad spojeni GC-MS nebo HPLC-MS, avsak diky pokroku
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na poli vyvoje ionizacnich technik je jiz dnes dostupné. Nepopiratelnou vyhodou
spojeni CE-MS je oproti standardni spektrofotometrické detekci tadoveé vyssi
koncentracni citlivost detekce a také informace umoziujici identifikaci separovanych
latek (na zékladé¢ poméru m/z, ¢i z fragmentacnich spekter) [63-65]. Nevyhodou je
mozny mirny pokles Uc¢innosti pikii vzhledem k systému se spektrofotometrickou
detekci a rovnéZ jistd omezeni ve slozeni separacnich podminek v zavislosti na pouzité
ionizacni technice. loniza¢ni techniky pouzivané v CE jsou obdobné tém pouzivanym
pii  spojeni HPLC-MS, pfiCemz nejvice se vyuzivaji techniky ionizace
za atmosférického tlaku, konkrétné ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace
za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI).
Vsechny zminéné ionizacni techniky lze oznacit za mékké, coz znamend, ze béhem
procesu ionizace fragmenty nevznikaji, nebo vznikaji pouze v malém rozsahu
a ve spektru Ize pozorovat dominantn¢ tzv. molekularni ion [66].

APPI je vhodnd zejména pro ionizaci siln€ nepolarnich molekul. Princip je
zalozeny na pfevedeni analytu do plynného stavu, kde reaguje s fotony o dané energii,
které¢ jsou emitovany argonovou nebo castéji kryptonovou vybojkou. Pokud energie
fotonu presdhne ionizani energii analyzované molekuly, dojde k fotoexcitaci
a nasledné ionizaci molekuly. Pfi APPI nejsou kladeny specialni naroky na slozeni
pracovniho elektrolytu, stejné tak lze pouzit ptidavek povrchové aktivni latky (tenzidu),
coz umoznuje spojeni micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC) s MS detekci.

APCI je technika vhodna pro ionizaci nizkomolekuldrnich stfedné polarnich
az mirn¢ nepolarnich latek. Pfi APCI je analyt vystupujici z kapilary zplynén
a ionizovan prostiednictvim pienosu naboje z pomocného Cinidla, které je predtim
pomoci koronového vyboje na jehle ionizovéano. Piestoze APCI, stejné¢ jako APPI,
dovoluje pouziti pufrti o standardnim sloZeni, v€etné pouziti tenzidli, neni pro spojeni
CE-MS zcela bézné.

Jednoznacné nejpouzivanéjsi ionizacni technikou pro spojeni CE-MS je ESI. ESI
je vhodné pro ionizaci jak nizkomolekularnich, tak i vysokomolekularnich latek polarni
az iontové povahy. Pfi ionizaci elektrosprejem vstupuje analyt do kovové kapilary,
na které je vlozeno napéti (3-5 kV), umisténé na konci separacni kapilary. Vlivem
elektrického pole dojde k vypuzeni iontli z kovové kapilary a vytvoreni elektrospreje,
ktery je na usti kapilary tvofen velkymi kapickami nesoucimi znacny povrchovy naboj.
V disledku odpafovani rozpousStédla se zvySuje hustota povrchového naboje.

Pti dosazeni kritické hodnoty povrchového naboje dojde k tzv. coulombickym explozim
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vedoucim k vytvoreni malych nabitych kapicek, v idedlnim ptipad¢é az iontii. Kovova
kapilara slouzi nejen k vytvotreni vodivého spojeni na obou koncich separacni kapilary,
ale 1 k aplikaci sprejovaciho napéti slouziciho k tvorbé elektrospreje. V soucasnosti se
pouzivaji ti1 zdkladni druhy uspofadani sprejovaciho konce kapilary: (i) bez pomocné
kapaliny (sheathless), s pomocnou kapalinou (sheath flow) a (iii) kapalinovy spoj
(liquid-junction) [67,68].

Spojeni sheathless neni pii klasickém spojeni CE-ESI-MS moc Casto vyuZzivano,
nestabilitu elektrospreje. Vyhodou tohoto uspofddani je naopak vyssi citlivost
a opakovatelnost, nebot’ nedochazi k fedéni vzorku pomocnou kapalinou, jako je tomu
u ostatnich dvou uspofddani. Spojeni sheathless se proto daleko castéji pouzivaji
pii spojeni ¢ipovée elektroforézy s MS (tzv. nanosprej) [69].

Usporadani sheath-flow vyuZzivajici k vytvofeni elektrospreje pomocnou kapalinu
a zmlzujici plyn je oproti uspotfddani sheathless pii spojeni CE-ESI-MS mnohem

vvvvvv

sprejovaci napéti, a pomoci které je zaroven piivadéna pomocna kapalina (Obr. 4).

Zmlajici plyn
| —— Vamp
- i do MS
Elektrolyt . - — . ]
zCE L - —
| —_—
Pomocna kapalina —|—;
Vkladane
sprejovaci
napéti

Obriazek 4 Schéma spojeni CE-ESI-MS s pouzitim sheath-flow rozhrani — pievzato a upraveno [70].

Pomocna kapalina zajiStuje nejen vytvofeni a stabilitu elektrospreje, ale pfi
vhodné zvoleném sloZeni mize zvysit sprejovaci ucinnost a efektivitu ionizace. Pouziti
pomocné kapaliny, kterd svym proudénim strhava elektrolyt ze separa¢ni kapilary,
umoziuje elektroforetickou separaci bez piitomnosti EOF, coz pii uspotradani
sheathless neni mozné. Nevyhodou je ztrata citlivosti detekce zplisobena naiedénim
analyzovaného vzorku pomocnou kapalinou a rovnéz i ztrdta ucinnosti separace

vytvofenim parabolického profilu proudéni elektrolytu uvnitt separacni kapilary.
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Zaroven neni mozné pouzit standardni pracovni elektrolyty a separa¢ni modifikatory,
které mohou potlacovat ionizaci analytu, ale je nutné zvolit jako elektrolyty tékavé
organické kyseliny (nejCastéji kyselinu mravenci, octovou ¢i pufr na bazi
uhli¢itanu/hydrogenuhli¢itanu) nebo popiipadé jejich amonné soli [70]. I pies vSechny
tyto nedostatky je sheath-flow uspofadani, jak jiz bylo zminéno vySe, nejbéznéjsi
pii spojeni CE-ESI-MS.

Usporadani liquid-junctuion, stejné¢ jako sheath-flow, vyuzivda pomocnou
kapalinu, takze opét dochdzi k nafedéni vzorku a poklesu koncentracni citlivosti
detekce. Na rozdil od uspofddani sheath-flow neni pomocna kapalina pfivadéna
kovovou sprejovaci kapildrou, ale samostatnou kapilarou, ktera usti do rezervoaru,
kde zaroven usti 1 konce separacni a sprejovaci kapilary, které jsou namifeny proti sob¢.
Pomocna kapalina je do systému piivadéna pomoci externiho tlaku a kromé¢ stabilizace
elektrospreje slouzi i k uzavieni elektrického obvodu mezi obéma konci separa¢ni
kapilary.

Dalsi dilezitou soucéasti MS je hmotnostni analyzator, na ktery vSak jiz nejsou
pii spojeni CE-MS kladeny specidlni ndroky jako tomu bylo u iontového zdroje.
Hmotnostni analyzator je v MS systému umistén za iontovym zdrojem, kde dochazi
k pfevedeni molekul analytu na ionty v plynném stavu, a pfed detektorem. Hmotnostni
analyzator slouzi k rozd€leni vzniklych iontii na zéklad¢ jejich poméra m/z, ptiCemz
tento d¢j vzdy probiha za vakua. Dale bude popsén pouze princip kvadrupdlu (Q)
a trojitého kvadrupdlu (QqQ), ktery byl soucasti CE-MS systému pouzitého pfi separaci
1,3-DMAA stereoisomerti.

Kvadrupdlovy analyzator je tvofen Ctyfmi stejnymi kovovymi tyCemi kruhového
prufezu o délce 20 az 30 cm. Na dvé protilehlé tyCe je vkladano kladné stejnosmérné
napéti, na zbylé dvé protilehlé tyCe je vlozeno zdporné stejnosmérné napéti a zaroven
na vSechny ctyfi tyCe je kladeno stfidavé vysokofrekvencni napéti (Obr. 5). lon
pfivedeny do stfedu osy kvadrupdlu zacne vlivem vytvoreného pole oscilovat.
Volbou hodnot vklddaného stejnosmérného napéti U a amplitudy vysokofrekven¢niho
sttidavého napéti V (jejich pomér zstava konstantni) 1ze docilit stabilni oscilace pro ion
s ur¢itou hodnotou poméru m/z, ktery jako jediny dorazi az na detektor, zatimco se
ostatni ionty s odliSnym pomérem m/z vlivem nestabilni oscilace zachyti na jedné z ty¢i.
Plynulou zménou hodnot napéti U nebo amplitudy V' lze postupné proméfit celé
spektrum iontd, popiipadé pouze urCity rozsah hodnot m/z, takze kvadrupol muze

slouzit jako hmotnostni filtr [71].
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Obrazek 5 Schéma (vlevo) a fotografie (vpravo) kvadrupolového hmotnostniho analyzatoru [72,73].

Pro svou cenovou dostupnost, kterd prameni z instrumentalni nendrocnosti,
je kvadrupol velmi oblibenym hmotnostnim analyzdtorem. Nevyhodou je nizky
hmotnostni rozsah a pouhé jednotkové rozliSeni, kter¢é se d4& ovSem zvysit
hyperbolickym zakfivenim ty¢i. Kvadrupél se casto pouzivd v hybridnich MS
systémech jako hmotnostni filtr, poptipad¢ jako kolizni cela. Specialnim piipadem
je uspotradani nékolika kvadrupdlii za sebou. Teoreticky by bylo mozné zapojit do série
témer neomezeny pocet kvadrupoll, prakticky se vSak pouziva systém tii kvadrupold,

tzv. trojity kvadrupdl oznacovany QqQ (Obr. 6).

By Sklenénad o Druhy kvadrupél Treti

kapilara 3 ; - kolizni 3
shinsiar Oktlap°| kvadrupél kolizni cela kvadrupdl Detektor

|

Ortogonalni
ESI

__‘_\\Dlmlﬁ
] | == | ]

< U

Rotaéni Tristupnova turbomolekularni pumpa
pumpa

Obrazek 6 Schéma MS/MS systému s hmotnostnim analyzatorem QqQ a ionizaci ortogonalnim ESI [74].

Prostfedni kvadrup6l je oznaCovan malym pismenem ¢, nebot na rozdil
od ostatnich neslouzi jako hmotnostni filtr, ale jako kolizni cela, ve které ionty vybrané
prvnim kvadrupélem interaguji s koliznim plynem za vzniku fragmentl (tento proces
se oznacuje jako kolizi indukovana disociace), které jsou dale zavedeny do posledniho
kvadrupolového analyzatoru. Na prostfedni kvadrupdél q2 je vlozeno pouze

vysokofrekvencni sttidavé napéti, coz umoziiuje prichod vSem iontii vybranym prvnim

-33 .



kvadrupdlem Q. Timto systémem lze docilit tandemové MS analyzy, konkrétng MS?2.
K ziskani MS? by bylo nutné zapojit do série 5 kvadrupéli QqQqQ, coZ se v praxi
nepouziva.

Trojity kvadrup6l je oblibenym hmotnostnim analyzatorem nejen diky relativné
nizké pofizovaci cené¢ a vysoké rozliSovaci Uc€innosti, ale i pro moznost volby mezi
n¢kolika skenovacimi mody (Obr. 7). Kromé& bézné pouzivaného skenu celkového
iontového proudu (TIC), kdy na detektor postupné dorazi v§echny ionty v pozadovaném
rozsahu m/z, 1ze pouzit i dalsi skenovaci mody jako jsou sken produktovych iontli, sken
neutralnich ztrat, sken prekurzorii, monitorovani vybraného iontu (SIM) a monitorovani

vybrané reakce (SRM).

Q, d. Q,

sken produktovych iontd

o'e0 u:>ﬁo”5’ﬁ = * e

iont o vybrané m/z fragmentace sken intervalum/z

sken neutralnich ztrat

° W e J¥ .
®°0 — 0:°0 — o °O
sken intervalum/z fragmentace  sken intervalum/z - x

sken prekurzor(

° ° ¥ o
... |:i>:§:.§.. = o ®0O

sken intervalum/z fragmentace iont o vybrané m/z

monitorovani vybrané reakce

e °0 |= @.ﬁﬁ = ® o

iont o vybrané m/z fragmentace ionto vybrané m/z

Obrazek 7 Grafické znazornéni principu a funkei jednotlivych kvadrupoli ve vybranych skenovacich
modech.

Pii skenu produktovych ionti slouzi prvni kvadrupol Qi jako hmotnostni filtr
k vybéru iontu (prekurzoru) o konkrétni hodnoté m/z, ktery v druhém kvadrupolu qp,
slouzicim jako kolizni cela, fragmentuje a vznikl¢ produktové ionty jsou postupné
skenovany v zadaném rozsahu m/z poslednim kvadrupdlem Qs. Na zdklad¢ informaci
ziskanych z hodnot m/z fragmentacnich iontl Ize usuzovat o strukture pivodniho iontu

prekurzoru. Rovnéz je mozné diky vzniku specifickych fragmentli kvantifikovat
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zastoupeni jednotlivych isomerd, které¢ jinak pomoci MS neni mozné rozlisit, nebot
maji identicky pomér m/z.

Pti skenu neutralnich ztrat slouzi oba kvadrupdly Qi a Q3 ke skenovani vybraného
rozsahu m/z, avSak interval hodnot m/z skenovanych na kvadrupolu Qs je o urcitou
hodnotu mensi. Tato hodnota je konstantni a je ddna pomérem m/z sledované neutralni
molekuly, kterou ionty vstupujici z kvadrupo6lu Qi do kvadrupolu qz, ktery slouzi opét
jako kolizni cela, ztraceji. Béznym vyuzitim tohoto skenovaciho moédu je napiiklad
sledovani ztraty molekuly vody, kdy je skenovaci interval nastaveny na kvadrupolu Qs
niz8i o hodnotu m/z = 18.

Sken prekurzorii, diive nazyvany jako sken rodicovskych iontd, slouzi
k identifikaci iontu prekurzoru od vybran¢ho produktového iontu. Aby toho mohlo byt
docileno, musi kvadrupol Qs slouzit jako hmotnostni filtr a propustit na detektor pouze
fragmenta¢ni ion o konkrétnim nastaveném poméru m/z, Prvni kvadrupol Qi slouzi
ke skenovani iontd v daném intervalu hodnot m/z a druhy kvadrup6l q2 opét plni funkci
kolizni cely.

SIM mdd se od vyse zminénych modi ponékud lisi, nebot” ani jeden z kvadrupoéli
neslouzi ke skenovani vybraného rozsahu poméria m/z, ale cely systém je nastaven,
aby propustil na detektor pouze jeden (popiipadé i vice) iontl o konkrétni hodnoté m/z.
Po celou dobu se tedy monitoruje intenzita signalu vybraného iontu (iontll) na cCase.
SIM slouzi pfedevsim ke kvantitativnim analyzam vybranych iontl ve smési, nebot’
oproti ostatnim skenovacim médim dosahuje tadoveé lepSich limiti detekce
a kvantifikace, a zarovei 1 vyssi citlivosti detekce.

SRM mdd se od SIM modu lisi v tom, ze prvnim kvadrupdlem Qi je vybran
konkrétni ion prekurzoru, ktery je podroben v druhém kvadrupélu g kolizi indukované
disociaci, a ve tfetim kvadrup6lu Qs je monitorovan pouze vznikly charakteristicky
produktovy ion. Kvadrupdly Qi a Qs tedy slouzi jako hmotnostni filtry pro vybrané
ionty, jejichz hodnota m/z se v obou kvadrupdlech lisi. Pomoci SRM lze zaroven
monitorovat i vice iontovych reakci, poté se oznacuje jako MRM. SRM, potazmo

MRM, se hojn¢ prakticky vyuziva napiiklad ve kvantitativni proteomice [75].
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4.4 Separace stereoisomeri 1,3- a 1,4-dimethylamylaminu metodou CE

s nepiimou UV detekei

4.4.1 Instrumentalni vybaveni

Vsechny experimenty byly provedeny na kapilarni elektroforéze HP 3D (Agilent
Technologies, Waldbronn, Némecko) vybavené¢ DAD. Pouzita byla nepokrytd
kiemenna kapilara (MicroSolv, Eatontown, NJ, USA) o vnitinim priméru 50 pm,
vnéj$im praméru 365 um, celkové délce 48,5 cm a efektivni délce 40 cm (vzdélenost
od davkovaciho konce kapilary po detekéni okénko). VSechna méteni byla provedena
pii teploté 25 °C. Na zacatku kazdého pracovniho dne byla kapildra promyta po dobu
15 minut 1 M hydroxidem sodnym, 15 minut deionizovanou vodou a nakonec 15 minut
pracovnim elektrolytem. Mezi jednotlivymi analyzami byla kapilara promyta 2 minuty
hydroxidem sodnym, 2 minuty deionizovanou vodou a 2 minuty pracovnim
elektrolytem. Detekcni vinova délka byla nastavena na 214 nm. Vzorky byly davkovany
hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu 5 sekund. Pro stanoveni efektivnich mobilit
benzyl(triethyl)Jamonného kationtu bylo pouzito davkovéani vzorku z kratsiho konce
kapilary (efektivni délka byla 8,5 cm). Dimethylsulfoxid byl pouzit jako marker EOF.
Hodnota vkladaného napéti byla 15 kV v modu normalni polarity. Identifikace 1,3-
a 1,4-DMAA ve vzorcich byla provedena pfidanim 25 pug/ml piislusného standardniho

roztoku. VSechny experimenty byly opakovany 3krat, pokud neni v textu uvedeno jinak.

4.4.2 Pouzité chemikalie

Kyselina fosforecna (85%), kyselina octova, hydroxid sodny, hydroxid draselny,
imidazol, dimethylsulfoxid, tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), triethylamin
(TEA), chlorid benzyl(triethyl)amonny (BTEAC), methylhexanamin hydrochlorid
(1,3-DMAA), 2-amino-5-methylhexan (1,4-DMAA), dimethylaminoethanol, B-alanin,
L-citrulin, kreatin hydrochlorid, kofein a L-karnosin byly zakoupeny u firmy Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). VsSechny pouzit¢ chemikdlie byly p. a. distoty.
Nativni CD (a-, B- a y-), HP-B-CD s primérnym stupném substituce (DS)~0,5-1,3;
2-hydroxypropyl-y-CD (HP-y-CD) - DS~0,6; 2-hydroxyethyl-B-CD (HE-B-CD) - DS~3;
DM-B-CD - DS~14; TM-B-CD; karboxymethyl-B-CD (CM-B-CD) - DS~3; SBE-B-CD -
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DS~4; sukcinyl-B-CD (Suk-B-CD) - DS~3,5; S-0-CD - DS~8,7; S--CD - DS~11;
sulfatovany y-CD (S-y-CD) - DS~11,5 a (-)-(18-crown-6)-tetrakarboxylova kyselina
byly rovnéz zakoupeny u Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Nativni CF6 a IP-CF6
(DS~5) byly potizeny u firmy AZYP (Arlington, TX, USA). Pracovni elektrolyty byly
pfipraveny rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi kyseliny fosfore¢né nebo imidazolu
v deionizované vodé (18 MQ-cm™!, Millipore, Molsheim, Francie) a pozadovaného pH
bylo docileno titraci Tris bazi, respektive kyselinou octovou. BTEAC byl ptfidan jako
vizualizujici ion pouze do fosfatového pufru az po upravé pH. CS o pozadované
koncentraci byly do pracovnich elektrolytli pfiddny az nakonec. Zasobni roztoky
standardll 1,3- a 1,4-DMAA o koncentraci 10,0 mg/ml byly pfipraveny rozpusSténim
methylhexanamin hydrochloridu, popfipad¢ 2-amino-5-methylhexanu v deionizované
vod¢ a nasledné byly skladovany pfi teploté 4 °C. Nizsi koncentrace vzorkii byly

pripraveny postupnym fedénim zasobnich roztoki deionizovanou vodou.

4.4.3 Priprava vzorki dopliki stravy

Doplnék stravy HydroxyStim® byl prodavan ve formé Zelatinovych kapsli
plnénych bézovym praskem o nasledujicim sloZeni (hmotnosti jsou uvedeny na obsah
jedné kapsle): geraniovy extrakt (177 mg), bezvody kofein (100 mg),
dimethylaminoethanol bitartrat (17 mg), huperzinovy extrakt (13 pug) a dalsi minoritni
slozky. Informace o koncentraci 1,3-DMAA nebyly z piibalového letdku dostupné.
Obsah z deseti kapsli byl smichan dohromady (primérma hmotnost prasku z jedné
kapsle byla 510 mg), homogenizovan a z n¢j bylo odebrano a piesné navazeno 50 mg
prasku, ktery byl nasledné rozpustén v odmérné bance v 10 ml deionizované vody.

Slozeni doplitku stravy proddvaného pod jménem Neurocore® ve formé
smaragdové zeleného prasSku bylo nésledujici (hmotnosti jsou uvedené na obsah jedné
davky = 4 g): geraniovy extrakt (177 mg), bezvody kofein (110 mg), extrakt
z rozchodnice (33 mg), CarnoSyn® B-alanin (1067 mg), L-citrulin (1000 mg) a dalsi
minoritni pfisady. 400 mg tohoto praSku bylo odebrano a rovnéz rozpusténo v 10 ml
deionizované vody. Takto pfipravené roztoky obou vzorkl byly pfi laboratorni teploté
sonifikovany v ultrazvukové ldzni po dobu 15 minut, a nésledné ptefiltrovany pies

mikrofiltry o velikosti port 0,22 um. Pfed nadavkovanim byly oba roztoky vzork
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nafedény deionizovanou vodou na déle uvedenou koncentraci. Zadné dalsi pfeduprava

vzorkl pfed samotnou analyzou nebyla nutna.

4.4.4 Vysledky a diskuze

4.4.4.1 Volba vhodného pracovniho elektrolytu

1,3-DMAA i 1,4-DMAA jsou slabé baze, které v kyselém elektrolytu budou
vlivem protonizace aminoskupiny migrovat jako kationty od anody ke katod€. Z tohoto
divodu byly jako pracovni elektrolyty dale studovany dva elektrolyty s hodnotou
pufracni kapacity v kyselé oblasti (pfesnd hodnota pH elektrolytu byla nastavena podle
hodnoty disociacni konstanty pKa pouzité kyseliny) obsahujici rozdilné vizualizujici
kationty: (i) sekunddrni amin imidazol jako soucast 10 mM imidazol acetatu o pH 3,5
a (i1) kvartérni amoniovou stil BTEAC o koncentraci 5 mM jako absorbujici aditivum
v 10 mM fosfatu Tris o pH 3,0. Imidazol patii k Casto pouzivanym vizualizujicim
kationtim zejména pro analyzu alkalickych kova a kovl alkalickych zemin metodou
CE s neptimou UV-VIS detekci [58,76]. Naproti tomu nebyla pro nepiimou UV-VIS
detekci doposud publikovdna zadna studie vyuzivajici BTEAC jako vizualizujiciho
iontu. Molekula obou vizualizujicich kationti obsahuje ve své struktufe aromatické
jadro absorbujici zafeni v blizké UV oblasti, proto byly pracovni detekéni vinové délky
nastaveny na 200, 210 a 214 nm. Pfi volbé vhodného absorbujiciho iontu byly
vyhodnocovéany nasledujici parametry: (i) symetrie piku, (ii) G¢innost a (iii) pomeér
signalu k Sumu (S/N). Studovano bylo pét standardnich roztokti 1,3- a 1,4-DMAA
v koncentraénim rozmezi 0,01 az 1,0 mg/ml v obou pracovnich -elektrolytech.
Vyznamny rozdil mezi obéma pufry byl pozorovan pro hodnoty symetrie piku, ktera
byla pocitana jako pomér b/a v 10 % vysky piku, pficemz a je vzdalenost mezi kolmici
na zakladni linii, kterd je vedena v maximu piku a ptedni (frontujici) hranou piku v jeho
10% vysce a b je vzdéalenost mezi zminénou kolmici v maximu piku a zadni
(chvostujici) hranou piku, opét v jeho 10% vySce. V pfipadé¢ analyzy 1,3-DMAA
v imidazolovém pufru byla primérna hodnota symetrie 3,7 (poc€itdno pro pét riznych
koncentraci analytu), zatimco ve fosfatovém pufru s pfidavkem BTEAC m¢éla symetrie
piku primérnou hodnotu 0,4 (Obr. 8). Pro separace enantiomeri je klicové dosahnout

dostatecného rozliSeni (Rs > 1,50), které umozni spravnou kvantifikaci jednotlivych
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stereoisomerti. Asymetricky tvat pikii separaci isomerl znacné komplikuje, nebot
vlivem frontovani nebo chvostovani mize dochazet k jejich ¢aste¢nému vzajemnému
piekryvu. Primémé hodnoty symetrie pikti pro analyzy 1,3- 1 1,4-DMAA ve fosfatovém
pufru s BTEAC se vice blizily idealni symetrii 1,0. Proto byl pufr o tomto slozeni
vybran jako pracovni elektrolyt pro dal§i studii vhodnych separacnich podminek.

Z diivodu vyssich hodnot poméru S/N byla detekéni vinova délka nastavena na 214 nm.

10 mM imidazol acetat pH 3,5

10 mM fosfat tris pH 3,0 + 5 mM BTEAC

TN

2 25 3 35 4 min
Obrazek 8 Porovnani analyzy standardu 1,3-DMAA o koncentraci 0,5 mg/ml v 10 mM imidazol acetatu

o pH 3,5 (horni zdznam, migracni ¢as 2,1 min) a 10 mM fosfatu Tris o pH 3,0 s pfidavkem 5 mM
BTEAC (dolni zaznam, migracni ¢as 3,1 min). Detekéni vinova délka byla 214 nm.

Nasledn¢ bylo studovano vhodné slozeni pracovniho elektrolytu, konkrétné
koncentrace kyseliny fosforecné, pH pufru a koncentrace BTEAC. Kromé jiz vyse
zminénych parametrll (symetrie piku, G€innosti a poméru S/N) byly sledovany i zmény
smérnice kalibracni pfimky (citlivosti detekce). Optimalizace koncentrace kyseliny
fosfore¢né byla provedena v rozsahu 5 az 20 mM ve fosfatu Tris s pfidavkem 5 mM
BTEAC pfi konstantnim pH rovné 3,0. S klesajici koncentraci kyseliny fosfore¢né byl
pozorovan pii analyze standardti 1,3-DMAA a 1,4-DMAA (opét méieno pro 5 riznych
koncentraci v rozsahu 0,01 az 1,0 mg/ml) mirny néarst hodnot poméru S/N. Zatimco
byl vliv pH pufru v rozmezi 2,5 - 3,5 na analyzu prakticky zanedbatelny, koncentrace
BTEAC se podle ocekavani ukazala byt kliCova pro optimalizaci pracovniho
elektrolytu. Studované koncentra¢ni rozpéti BTEAC bylo 5 az 20 mM v pufru
upraveném na zdklad¢ predchozich vysledkii — 5 mM fosfat Tris o pH 3,0. VSechny
dalezité¢ parametry jako jsou pomér S/N, symetrie piku a u¢innost nejdiive s rostouci
koncentraci BTEAC vyrazné rostly. Pii koncentracich BTEAC ptevysujicich hodnotu
10 mM vsak dochazelo k vyznamnému poklesu hodnot poméru S/N a rovnéz mirné

klesala i uc¢innost. Experimentdln¢ ziskané vhodné slozeni pracovniho elektrolytu,
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5 mM fosfat Tris o pH 3,0 s ptfidavkem 10 mM BTEAC jako vizualizujiciho iontu, je
v souladu s publikovanou literaturou, podle které se jako nejvhodnéjsi elektrolyty pro
nepfimou UV-VIS detekci v CE povazuji malo koncentrované pracovni elektrolyty
obsahujici, pfi dané detekcéni vinové délce, siln€¢ absorbujici ionty nesouci stejny naboj

jako analyt [77].

4.4.4.2 Enantioseparace 1,3-dimethylamylaminu

Aminoskupina pfitomna ve struktufe 1,3-DMAA muze interagovat s CS zejména
pomoci vodikovych mustkd, ale také, v pfipadé, ze aminoskupina nese kladny néboj
aCS je za danych podminek zaporn€ nabity, i pomoci coulombickych interakeci.
Soucasné vsak uhlovodikovy fetézec 1,3-DMAA umoziuje s CS hydrofobni interakce.
Z tohoto ditvodu byla pro enantioseparaci 1,3-DMAA studovana tfada neutralnich
a zaporn¢ nabitych CS, konkrétné nativni, neutralni a nabité derivaty CD, nativni CF6,
IP-CF6 a (-)-(18-crown-6)-tetrakarboxylova kyselina.

Pro prvotni experimenty byly vybrany neutralni CS. Casteéna separace (Rs = 0,4)
a separace na zakladni linii (Rs = 1,6) dvojice diastereomerid 1,3-DMAA byla
pozorovana pii pouZiti 3,0 % (w/v) DM-B-CD, ptipadné 5,0 % (w/v) HE-B-CD (Obr. 9).

Absorbance 214 nm [mAU]
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Obrazek 9 Separace dvojice diastereomerti 1,3-DMAA s pouzitim 5,0 % (w/v) HE-B-CD jako CS
v 5 mM fosfatu Tris o pH 3,0 a s pfidavkem 10 mM BTEAC. Koncentrace vzorku byla 50 pg/ml. Zadznam
analyzy byl pomoci softwaru vertikaIn€ otocen.
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Dalsi zvySovani koncentrace obou selektort (v piidapé DM-B-CD az do 5,0 %
(w/v) au HE-B-CD do 8,0 % (w/v)) nevedlo k ziskani separace s vyssim rozliSenim ani
k separaci jednoho z dvojice parti enantiomerti. Pouze se vyrazné prodluzovala doba
analyzy a zhorSovala symetrie a Gi¢innost pika. Pro dalsi studované neutralni CS, nativni
CD (a-, B- a y-), HP-B-CD, TM-B-CD, nativni CF6 a IP-CF6 v rozsahu koncentraci
0,1az 8,0 % (w/v), nebyla separace vibec pozorovéna. Proto se v dalSim kroku
pristoupilo k testovani aniontovych CS, konkrétné (-)-(18-crown-6)-tetrakarboxylové
kyseliny a negativné nabitych derivati CD, které migruji v opacném smeéru oproti
pozitivné nabitému 1,3-DMAA a katodickém EOF.

Ptidavek S-a-CD o koncentraci 0,3 % (w/v) do pracovniho elektrolytu vedl
k separaci vSech Ctyt stereoisomert, avSak s maximalnim ziskanym rozliSenim mensim
nez 0,5 pro dvojici sousednich isomert. Postupné zvySovani koncentrace S-a-CD
v rozmezi 0,35 az 0,9 % (w/v) vedlo k nartGstu hodnot separa¢niho rozliSeni mezi vSemi
Ctyfmi stereoisomery. Pii koncentraci S-a-CD vyssi nez 0,9 % (w/v) migrovaly vSechny
stereoisomery za EOF (pozitivni polarita napéti pii analyze), coz nasvédcuje tomu,
ze vzniklé diastereomerni komplexy S-a-CD a stereoisomera 1,3-DMAA byly zédporné
nabité. NejlepSich hodnot rozliSeni, konkrétn¢ 2,0 pro prvni par stereoisomerti
a 1,4 pro druhy par stereoisomerti (podle migra¢niho potadi) bylo dosazeno pridanim

S-a-CD o koncentraci 1,2 % (w/v) do pracovniho elektrolytu (Obr. 10).

“ 0,3 % S-a-CD
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EOF
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Obrazek 10 Elektroferogramy enantioseparace standardu 1,3-DMAA o koncentraci 50 pg/ml
v 5 mM fosfatu Tris o pH 3,0 s pfidavkem 10 mM BTEAC a rtiznych koncentraci S-a-CD.
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Kromé S-a-CD byly pro enantioseparaci 1,3-DMAA v 5 mM fosfatu Tris pH 3,0
s 10 mM BTEAC studovany i dalsi sulfatované derivaty CD (S-B-CD a S-y-CD).
Po ptridavku 0,2 % (w/v) S-B-CD do pracovniho elektrolytu doSlo k ¢astecné separaci
jednoho paru enantiomert, druhy par enantiomerti zlistal prozatim neseparovany. Stejné
jako v pripadé separace s pouzitim S-o-CD, tak i u S-B-CD rostlo se zvySujici se

koncentraci selektoru i rozliSeni mezi v§emi stereoisomery (Obr. 11).
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Obrazek 11 Elektroferogramy enantioseparace standardu 1,3-DMAA o koncentraci 50 pg/ml
v 5 mM fosfatu Tris pH 3,0 s pfidavkem 10 mM BTEAC a riznych koncentraci S--CD.

K ziskani separace s Rs > 1,5 mezi jednotlivymi stereoisomery bylo potieba
pouzit S-B-CD o koncentraci 1,0 % (w/v). Pro vyssi koncentrace S-B-CD byl pozorovan
pouze nariist migracniho Casu a chvostovani stereoisomeru migrujiciho jako posledni.
Zarovenn nedochazelo k dalSimu naristu hodnot rozliSeni. Pii pouziti S-B-CD
o koncentraci 0,4 % (w/v) komigruje posledni stereoisomer s EOF, proto neni
na zaznamu vidét. Pokud tyto vysledky porovnadme s vysledky ziskanymi pfi separaci
1,3-DMAA s pouzitim S-a-CD, rozliseni pro jednotlivé pary enantiomert maji piesné
opacnou hodnotu. Pro prvni par enantiomeri bylo rozliSeni nizsi (Rs = 1,5) a pro druhy
par enantiomert naopak vyrazné vyssi (Rs =4,2).

Grafické zavislosti efektivnich mobilit jednotlivych stereoisomert 1,3-DMAA
na mnozstvi S-a-CD a S-B-CD v pracovnim elektrolytu jsou vyneseny na obrazku 12.
V obou ptipadech je s rostouci koncentraci CS patrny nartst rozdilu efektivnich mobilit

jednotlivych stereoisomert.
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Obrazek 12 Zavislosti hodnot efektivnich mobilit jednotlivych stereoisomert 1,3-DMAA na rostouci
koncentraci (A) S-a-CD a (B) S-B-CD v 5 mM fosfatu Tris pH 3,0 s ptidavkem 10 mM BTEAC.

Na rozdil od S-a-CD a S-B-CD, pouziti S-y-CD v koncentracnim rozmezi 0,1 az
5,0 % (w/v) neposkytovalo ani ¢astecnou enantioseparaci 1,3-DMAA. NedostateCnou
enantioselektivitu vykazovaly 1 dal§i studované aniontové CS, jmenovit¢ CM-B-CD,
SBE-B-CD, Suk-B-CD a (-)-(18-crown-6)-tetrakarboxylova kyselina ve vySe zminéném
koncentra¢nim rozsahu.

Rozdily mezi sulfatovanymi derivaty CD ve schopnosti separovat stereoisomery
1,3-DMAA jsou patrn¢ zpusobeny riznou povahou a silou stereoselektivnich interakci.
Svou roli mohly sehrét i kompetitivni interakce BTEA™ kationtu se sulfatovanymi CD.
Pro porovnani téchto interakci byly zméfeny efektivni moblity BTEA" v 5 mM fosfatu
Tris o pH 3,0 s ptidavky 0; 0,1; 0,5 a 1,0 % (w/v) kazdého ze sulfatovanych CD.
Hodnoty efektivnich mobilit BTEA™ klesaly v pofadi od S-a-CD k S-y-CD, a zarovefi

klesaly 1 s rostouci koncentraci studovaného CD (Tab. 1).

Tabulka 1 Souhrn primérnych elektroosmotickych (peof), zdanlivych (pay) a efektivnich (per) mobilit
BTEA" katioantu v 5 mM fosfatu Tris o pH 3,0 s piidavky 0, 0,1, 0,5 a 1,0 % (w/v) sulfatovaného a-, -
a y-CD. (n = 6). Hodnoty RSD [%] pro v§echna méfeni byly < 1,5.

Koncentrace CS Meof [em?- V1571 Mav [em?-V-1-571] et [cm2-V1-571]
bez CS 38,34 - 107 50,63 - 10 12,68 - 10
0,1 % S-a-CD 14,49 - 10 24,14 - 107 9,65 - 107
0,5 % S-a-CD 12,50 - 10 12,77 - 1073 0,27 - 10
1,0 % S-a-CD 13,46 - 10 11,19 - 107 -2,27 - 107
0,1 % S-p-CD 14,56 - 107 17,56 - 107 3,01 -10°
0,5 % S-p-CD 17,28 - 107 12,03 - 107 -5,26 - 1073
1,0 % S-B-CD 16,48 - 107 9,92 - 107 -6,56 - 1073
0,1 % S-y-CD 14,04 - 107 16,31 - 107 2,27 - 1073
0,5 % S-y-CD 13,77 - 107 6,50 - 10° 27,26 - 1073
1,0 % S-y-CD 13,75 - 107 3,01 -10° -10,74 - 107
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Lze ptedpokladat, ze alkylovy fetézec 1,3-DMAA hydrofobn¢ interaguje s vnitini
kavitou CD, a také s aromatickym jadrem BTEA" iontu. Soucasné jsou interakce mezi
1,3-DMAA a sulfatovanym CD podpoteny coulombickymi interakcemi a vodikovymi
vazbami. V pfipadé¢ S-a-CD a S-B-CD jsou interakce se stereoisomery 1,3-DMAA
silngj§i nez interakce s BTEA', coz umoziuje enantioseparaci 1,3-DMAA. Naproti
tomu interakce mezi S-y-CD a BTEA" kationty jsou natolik silné, Ze pravdépodobné
nedovoluji jeho interakci se stereoisomery 1,3-DMAA, které se tim padem neseparuji.

Samostatny S-a-CD i1 S-B-CD separuje 1,3-DMAA s rozliSenim vétSim nez 1,4
mezi jednotlivymi stereoisomery, ale pfi pouZziti koncentraci vysSich nez 1,2 % (w/v)
S-a-CD nebo 1,0 % (w/v) S-B-CD jiz v obou piipadech nedochézi k vétSimu nartstu
hodnot rozliSeni, pouze k znacnému prodluzovani doby analyzy, a rovnéz ke ztraté
ucinnosti a symetrie pikid. Z tohoto divodu byla studovana moZznost pouziti dualniho
systétmu selektorti tvofeného smési S-0-CD a S-B-CD v rtznych koncentracnich
pomérech. Cilem bylo ziskat separaci vSech ¢tyt stereoisomerd 1,3-DMAA s rozliSenim
veétsim nez 1,5; aby bylo mozné tuto metodu Uspésné aplikovat pro analyzu realnych
vzorkll, v tomto pfipad¢ pro enantioseparaci 1,3-DMAA v dopliicich stravy s obsahem
geraniového extraktu. Studium vhodného koncentra¢niho poméru S-a-CD a S-B-CD

bylo provedeno experimentalné (Tab. 2).

Tabulka 2 Hodnoty rozliSeni mezi jednotlivymi 1,3-DMAA stereoisomery pii pouziti dualniho systému
CD o rizném sloZeni.

5 mM fosfat Tris o pH 3,0 s 10 mM BTEAC Rozliseni mezi 1,3-DMAA stereoisomery
Koncentrace CD (w/v) 1.a2. 2.a3. 3.a4.
Konstantni koncentrace S-a-CD

0,9 % S-a-CD + 0 % S-B-CD 1,4 1,3 0,9
0,9 % S-a-CD + 0,05 % S-B-CD 1,5 1,5 1,2
0,9 % S-a-CD + 0,10 % S-B-CD 1,5 1,7 1,4
0,9 % S-a-CD + 0,15 % S-B-CD 1,6 1,7 1,9
0,9 % S-a-CD + 0,20 % S-B-CD 1,7 2,1 2,1
0,9 % S-0-CD + 0,25 % S-p-CD 1,4 2,2 2,4
0,9 % S-a-CD + 0,30 % S-B-CD 1,3 2,5 2,9

Konstantni koncentrace S-p-CD

0,8 % S-a-CD + 0,2 % S-p-CD 1,6 2,0 1,9
0,9 % S-a-CD + 0,2 % S-B-CD 1,7 2,1 2,1
1,0 % S-a-CD + 0,2 % S-B-CD 2,0 2,4 2,3
1,1 % S-a-CD + 0,2 % S-p-CD*? 2,3 3,1 3,0
1,2 % S-a-CD + 0,2 % S-p-CD 2,4 3,1 2,8
1,3 % S-a-CD + 0,2 % S-p-CD 2,5 3,0 2,8

2 Nejvhodngjsi slozeni dualniho systému aniontovych CD
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Vhodné koncentraéni slozeni duédlniho systému sulfatovanych CD mélo

nasledujici podobu: 1,1 % (w/v) S-a-CD a 0,2 % (w/v) S-B-CD (Obr. 13).

1,1 % S-a-CD + 0,2 % S-B-CD

EOF
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Obrazek 13 Elektroferogram enantioseparace standardu 1,3-DMAA o koncentraci 50 pg/ml
v 5 mM fosfatu Tris o pH 3,0 s pfidavkem 10 mM BTEAC a dudlniho systému CS o slozeni 1,1 % (w/v)
S-a-CD a 0,2 % (w/v) S-B-CD. Stereoisomery jsou oznaceny cCisly 1 az 4 podle svého migra¢niho pofadi.

V porovnani s vysledky ziskanymi pii separacich samostatnymi sulfatovanymi
CD, bylo dudlnim syst¢émem dosazeno vysSich hodnot rozliSeni mezi vSemi Ctyimi
stereoisomery (Rs > 2,1), a zaroven doslo k vyraznému zlepSeni symetrie piklli u vSech
stereoisomeru.

Vyslednou hodnotu rozliSeni ovliviiuje kromé typu a koncentrace pouzitého CS
1 slozeni pracovniho elektrolytu. Optimalizovany byly totozné parametry jako v ptipade
studia vhodného sloZeni elektrolytu pro achiralni analyzu s nepifimou UV-VIS detekci,
konkrétn¢ koncentrace kyseliny fosfore¢né, pH elektrolytu, koncentrace vizualizujiciho
iontu, a navic byl studovéan i vliv protiiontu. Pomér koncentraci sulfatovanych CD
zustal pii kazdém kroku optimalizace konstantni, tedy 1,1 % (w/v) S-a-CD a 0,2 %
(w/v) S-B-CD. Kromé jiz pouzitého Tris" kationtu byly jako protiion studovany i K",
Na" a TEA". Koncentrace kyseliny fosfore¢né byla 10 mM a pH elektrolytu bylo
upravena na hodnotu 3,0. Druh protiiontu mél na ziskané rozliSeni zanedbatelny vliv,
proto jako druhé optimalizacni kritérium byla vybrana opakovatelnost migracnich cast.
Nejmensi hodnotu relativni smérodatné odchylky (RSD) poskytoval Tris* protiion, ktery
byl proto pouzit pro dalsi kroky optimalizace. Studovany koncentracni rozsah kyseliny
fosfore¢né, koncentrace BTEAC a rozmezi hodnot pH fosfatového pufru byl stejny jako
pii pfedchozi volbé vhodnych separacnich podminek (kap. 4.4.4.1). Nejvhodnéjsi

nalezené slozeni pracovniho elektrolytu pro chiralni separaci 1,3-DMAA stereoisomera
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mélo tedy identickou podobu jako pro achirdlni analyzu. Je tieba zminit, Ze oba procesy
optimalizace sloZzeni mély rozdilné kli¢ové parametry, podle kterych byly jednotlivé
slozky posuzovany. Pfi achirdlni analyze byl kladen nejvétsi diraz na symetrii
a ucinnost piku, a v ptfipadé chirdlni separace bylo st€Zejnim faktorem rozliSeni, které
vSak se symetrii a uc¢innosti pikd uzce souvisi. V obou piipadech byl hodnocen i pomér
matrici.

Doposud byla publikovana pouze jedinad prace reportujici aplikaci systému dvou
aniontovych CS, nikoliv v§ak dvou aniontovych derivati CD, pro separaci chiralnich
latek. Verleysen a kol. [78] studovali kombinace 18-crown-6-tetrakarboxylové kyseliny
se S-B-CD a 18-crown-6-tetrakarboxylové kyseliny s CM-B-CD pro separaci tryptofan
hydroxamatu a aspartyl dipeptidu o/B-AspPhe-OMe pii riaznych separacnich
podminkéch (rizné pH pracovniho elektrolytu) a experimentdlnim uspofadani (metoda
castetného plnéni). Vytvofenim dudlniho systému 18-crown-6-tetrakarboxylové
kyseliny s derivatem CD doslo k dramatickému nartstu rozliSeni a zaroven zkraceni
migracnich ¢asii oproti separaci s pouzitim samostatného aniontového CD. Podle autort
se tento jev nedd vysvétlit pouhym nérGstem celkové koncentrace CS v pracovnim
elektrolytu, ani distribuci analytu mezi dva selektory majici vlastni elektroforetickou
mobilitu, ale naopak poukazuji na pfitomnost synergického efektu obou selektort.
Pfi enantioseparaci 1,3-DMAA nebyl pozorovan zadny vyrazny nartst efektivnich
mobilit stereoisomert ani nedoSlo k vyznamnému zvySeni hodnot rozliSeni, proto
pravdépodobné oba sulfatované CD spolu nevytvarely synergicky efekt. ZlepSeni
separace je spiSe pficitdno rozdilné afinité¢ jednotlivych sulfatovanych CD k jinému
ze dvou pari enantiomert, a také danému koncentratnimu poméru obou CD.
V dostupnych internetovych databazich nebyla nalezena zaddna publikace studujici
aplikaci dudlniho systému selektort tvofeného dvojici negativné nabitych derivati CD.

Diastereomerni  slozeni synteticky pfipraveného standardu 1,3-DMAA
zakoupeného u firmy Sigma-Aldrich bylo stanoveno z hodnot ploch pikii diastereomerti
ziskanych integraci ze zdznamu separace 1,3-DMAA s pouzitim 5,0 % (w/v) HE-B-CD
jako CS (Obr. 9). Vypoctend hodnota poméru obou diastereomert byla 1,28 + 0,09;
cozje v souladu s vysledky publikovanymi Zhangem a kol. [50] (1,22 £+ 0,06)
nebo Flemingem a kol. [33] (1,14 + 0,08). Pro stanoveni stereoisomerniho zastoupeni
1,3-DMAA byl pouzit optimalizovany duélni systém sulfatovanych CD - 1,1 % (w/v)
S-0-CD a 0,2 % (w/v) S-B-CD. Na zaklad€ vypocitanych ploch pikl stereoisomeril 1ze
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vyvodit zavér, Ze stereoisomerni slozeni standardu 1,3-DMAA je tvofeno dvéma
racemickymi pary enantiomert. Ziskané vysledky jsou shodné s doposud jedinymi
porovnatelnymi vysledky ziskanymi metodou GC [50]. Kromé¢ toho je enantioseparace
metodou CE casové nendrocnd (oproti GC metod¢ trvajici vice nez 180 minut), nebot’
migracéni ¢as posledniho stereoisomeru je mensi nez 10 minut. Z diivodu nedostupnosti
standardd jednotlivych 1,3-DMAA stereoisomer nebylo studovano migraéni potradi

stereoisomert v zavislosti na zménach typu a koncentrace sulfatovanych CD.

4.4.4.3 Enantioseparace 1,4-dimethylamylaminu

Na zaklad¢ strukturnich podobnosti molekul 1,3- a 1,4-DMAA a ptedesSlych
ziskanych vysledkdi pifi enantioseparaci 1,3-DMAA, byly pro enantioseparaci
1,4-DMAA pouZity stejné separacni podminky: 5 mM fosfat Tris o pH 3,0 s pfidavkem
10 mM BTEAC jakozto vizualizujiciho iontu. Pro enantioseparaci 1,4-DMAA byly
testovany stejné CS jako v piipad¢é chirdlni separace 1,3-DMAA. Enantioselektivitu
k 1,4-DMAA vykazovaly oba sulfatované CD, S-a-CD 1 S-B-CD. K ziskani
enantioseparace 1,4-DMAA na zékladni linii (Rs = 1,5) bylo potfeba pouzit 0,9 % (w/v)
S-a-CD nebo 0,6 % (w/v) S-B-CD (Obr. 14).

A 0,9 % S-a-CD

e
EOF (’\J\l/‘

?,vavrmm~ 0,6 % S-B-CD
C 0,9 % S-a0-CD + 0,4 % S-B-CD
EOF rﬂ\/\"_’v\f‘—\/&
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Obrazek 14 Elektroferogramy enantioseparace 1,4-DMAA v 5 mM fosfatu Tris o pH 3,0 s pfidavkem
10 mM BTEAC a (A) 0,9 % (w/v) S-a-CD, (B) 0,6 % (w/v) S-B-CD nebo (C) smési 0,9 % (w/v) S-a-CD
a 0,4 % (w/v) S-B-CD.
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Aplikace dualniho systému selektorti byla studovana i pro chirdlni separaci
1,4-DMAA. Vhodny koncentraéni pomér byl odliSny oproti poméru pouzitého pro
separaci 1,3-DMAA, konkrétné byl tvofen smési 0.9 % (w/v) S-0-CD a 0.4 % (w/v)
S-B-CD (Obr. 14C). RozliSeni mezi enantiomery narostlo na hodnotu 4,2 a i pfes témér

dvojnéasobny narlst migracnich ¢asii doslo k znaénému zlepsSeni symetrie obou pikii.

4.4.4.4 Simultanni enantioseparace studovanych amini

Vzhledem k tomu, ze se 1,3- a 1,4-DMAA patrné¢ vyskytuji v geraniovych
extraktech spolecné [33,34], da se piedpokladat ptitomnost obou latek v doplicich
stravy, které tento extrakt obsahuji. Z tohoto divodu je vhodné vyvinout metodu,
ktera dokaze soucasné enantiomerné separovat 1,3- i 1,4-DMAA, nebot’ informace
o stereoisomernim, poptipadé enantiomernim slozeni obou latek miize vyznamné
pomoci k urceni pravdépodobného plvodu geraniového extraktu. Experimentalné
zjisténé koncentrani slozeni sulfatovanych CD pro enantioseparaci samostatného
1,3-DMAA, ani 1,4-DMAA nebylo vhodné pro simultanni separaci obou latek, proto
bylo vyzadovano slozeni dualniho systému selektori experimentalné stanovit. Nalezené
separacni podminky mély nasledujici podobu: 5 mM fosfat Tris pH 3,0 s pfidavkem
10 mM BTEAC a smési 1,0 % (w/v) S-a-CD a 0,6 % (w/v) S-B-CD (Obr. 15).

1,0 % S-0-CD + 0,6 % S-B-CD

U

1
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Obrazek 15 Elektroferogram simultanni enantioseparace smési 1,3- a 1,4-DMAA v 5 mM fosfatu Tris
o pH 3,0 s 10 mM BTEAC a dualnim systémem selektorti o slozeni 1,0 % (w/v) S-a-CD a 0,6 % (w/v)
S-B-CD. Koncentra¢ni pomér 1,3- a 1,4-DMAA byl 1:1 a vysledna koncentrace vzorku byla 50 pg/ml.
Stereoisomery 1,3-DMAA migrujici jako prvni jsou oznaceny ¢isly 1-4 a piky enantiomert 1,4-DMAA
jsou oznaceny Cisly 1'a 2'.
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4.4.45 Casteéna validace metod

Jelikoz pii analyze vybranych doplilkki stravy obsahujicich geraniovy extrakt
nebylo detekovano 1,4-DMAA, nebyla metoda pro simultdnni separaci obou latek
validovana. Casteéné validovany byly pouze metody pro samostatné stanoveni
1,3-DMAA (metoda byla nasledné¢ pouzita pro enantiomerni analyzu 1,3-DMAA
ve zminénych doplicich stravy) a 1,4-DMAA (metoda muaze slouzit k analyzam, kde
bude enantioseparace 1,4-DMAA vyzadovana). Ziskand data byla vyhodnocena
statistickym softwarem QC Expert 2.5 (TriloByte, Pardubice, Ceskd Republika).
Ze zasobnich roztoki 1,3-DMAA a 1,4-DMAA o koncentraci 10,0 mg/ml bylo
piipraveno 7 kalibracnich roztokii za ucelem promeéteni kalibracnich kiivek
s koncentracnim rozsahem od 5 do 500 pg/ml. Pro méfeni kalibracnich kiivek
stereoisomertt 1,3-DMAA bylo nutné koncentracni rozsah upravit, nebot’ roztoky
1,3-DMAA o koncentraci mensi nez 25 pg/ml byly pod limitem kvantifikace (LOQ)
metody, a zaroven pii separaci roztokli o koncentraci vyssi nez 250 pg/ml dochazelo
k interferenci pikii jednotlivych stereoisomerii, coz znemoznovalo jejich spravnou
kvantifikaci. Vysledny koncentraéni rozsah pro kalibra¢ni kiivky jednotlivych
stereoisomertt 1,3-DMAA byl nastaven od 25 do 250 pg/ml (pfipraveno pouze
Sroztokli o razné koncentraci). Koncentratni rozsah pro kalibraci 1,4-DMAA
enantiomert byl nastaven v rozmezi 10 az 500 pug/ml (pfipraveno 6 roztoka o rizné
koncentraci). Rovnice kalibrace a korela¢ni koeficient byly ziskany metodou linearni
regrese. Hodnoty limitd detekce (LOD) a LOQ byly vypocitdny podle doporuceni
ICH [79] jako pomér smérodatné odchylky posunuti a smérnice kalibracni piimky
vynasobeny faktorem 3,3 pro LOD nebo 10 pro LOQ.

Ptesnost métfeni byla stanovena z kalibracnich kiivek v rozsahu 25 az 250 pg/ml
(pet koncentracnich bodl, kazdy méfen 10krat). Kalibraéni kiivky byly zhotovovany
podobu 3 dni a poté byly spocitiny primérné hodnoty relativnich smérodatnych
odchylek. Mezidenni méfeni preciznosti bylo stanoveno z kalibracnich kiivek
vyhotovenych v priabéhu péti dni. VSechny ziskané vysledky caste¢né validace metod
pro achirdlni stanoveni a enantioseparaci 1,3- a 1,4-DMAA jsou shrnuty v tabulkdch

3ad.
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Tabulka 3 Vysledky céastecné validace metody pro achiralni stanoveni a enantioseparaci 1,3-DMAA
v 5 mM fosfatu Tris pH 3,0 + 10 mM BTEAC a smés 1,1 % (w/v) S-a-CD + 0,2 % (w/v) S-B-CD (smés
sulfatovanych CD byla do pracovniho elektrolytu pfidana pouze pii enantioseparaci). (n = 10)

1,3-DMAA 1.isomer 2.isomer 3.isomer 4. isomer

Denni RSD migra¢nich ¢ast (%) 0,20 0,43 0,38 0,32 0,41
Mezidenni RSD migrac¢nich ¢ast (%) 0,64 1,04 0,86 0,91 1,21
Denni RSD plochy piku (%) 1,35 1,02 2,13 1,58 1,33
Mezidenni RSD plochy piku (%) 1,65 1,42 2,85 2,11 1,79
Symetrie piku® 0,55 0,34 0,53 0,63 0,32
Uginnost piku 75 660 35960 57 450 61 760 24 640
Smérnice piimky (mAU-s ml-pg™) 0,9205 0,1962 0,1924 0,1931 0,1921
Posunuti ptimky (mAU-s) 0,8324 1,5486 0,7512 0,5092 0,7466
Korela¢ni koeficient 0,999 0,994 0,998 0,999 0,998
LOD" (ug/ml) 0,88 6,30 6,83 7,29 7,72
LOQ°¢ (ug/ml) 2,66 19,1 20,7 22,1 23,4

Tabulka 4 Casteéna validace metody pro achiralni stanoveni a enantioseparaci 1,4-DMAA v 5 mM
fosfatu Tris pH 3,0 s 10 mM BTEAC a smési 0,9 % (w/v) S-a-CD + 0,4 % (w/v) S-B-CD (smés
sulfatovanych CD byla do pracovniho elektrolytu ptidana pouze pfi enantioseparaci). (n = 10)

1,4-DMAA 1. enantiomer 2. enantiomer
Denni RSD migracnich ¢ast (%) 0,31 0,35 0,51
Mezidenni RSD migracnich cast (%) 0,52 0,82 0,94
Denni RSD plochy piku (%) 0,66 0,91 1,12
Mezidenni RSD plochy piku (%) 1,25 1,32 1,59
Symetrie piku® 0,75 0,69 0,54
Uginnost piku 82 780 55690 51920
Smérnice piimky (mAU-s'ml-pg™) 0,8431 0,2709 0,3312
Posunuti ptimky (mAU-s) -0,0872 0,3011 0,4169
Korela¢ni koeficient 0,999 0,997 0,995
LOD" (ug/ml) 1,64 5,12 5,93
LOQ°¢ (ug/ml) 4,97 15,5 17,9

# Symetrie piku byla pocitdna jako pomér b/a v 10% vysky piku, pficemz a je vzdalenost mezi kolmici
na zakladni linii, ktera je vedena v maximu piku a pfedni (frontujici) hranou piku v jeho 10% vysce a b
je vzdalenost mezi kolmici vedené v maximu piku a zadni (chvostujici) hranou piku v jeho 10% vysce.

> LOD byl poé&itan jako pomér smérodatné odchylky posunuti a smérnice kalibra¢ni pfimky vynasobeny
faktorem 3,3.

¢ LOQ byl pocitan jako pomér smérodatné odchylky posunuti a smérnice kalibracni pfimky vynasobeny
faktorem 10.

Soucésti validace byla i1 studie selektivity pro achirdlni i chirdlni analyzy obou
doplikit stravy. Znamé majoritni komponenty vyskytujici se v pfipravcich
HydroxyStim® a Neurocore® jsou spolu se svym koncentraénim obsahem uvedeny
v kapitole 4.4.3. Metoda pro stanoveni 1,3-DMAA prokazovala dostate¢nou selektivitu,
nebot zaddnd z analyzovanych komponent (kofein, f-alanin, L-citrulin,

dimethylaminoethanol, karnosin a kreatin) neinterferovala s 1,3-DMAA pfi achirdlni
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analyze nebo s nékterym z jeho stereoisomerii pii enantioseparaci. 1,4-DMAA nebylo
v piipravcich detekovano, proto nebyla selektivita metody pro jeho stanoveni

studovana.

4.4.4.6 Analyza 1,3-dimethylamylaminu v dopliicich stravy

4.4.4.6.1 Stanoveni koncentrace 1,3-dimethylamylaminu

Stanoveni celkové koncentrace 1,3-DMAA v ptipravcich HydroxyStim®
a Neurocore® bylo provedeno v5 mM fosfatu Tris o pH 3,0 s 10 mM BTEAC
bez ptidavku CS. Identifikace 1,3-DMAA byla provedena pifidanim 25 pg/ml
standardniho roztoku. Stanovena koncentrace 1,3-DMAA v ptipravku HydroxyStim®
byla 8,21 + 1,17 mg 1,3-DMAA v jedné kapsli (pfiblizn¢ 510 mg). Ziskany vysledek
byl porovnan s hodnotou (10 = 1 mg) publikovanou Zhangem a kol. [50], ktefi rovnéz
stanovovali koncentraci 1,3-DMAA v doplitku stravy HydroxyStim®. Porovnanim obou
hodnot lze konstatovat, ze koncentrace stanovend metodou CE s nepiimou UV detekci
byla piiblizné o 20 % niz§i. Stanovena koncentrace 1,3-DMAA v piipravku Neurocore®
byla 6,72 £ 0,24 mg v jedné davce (4 g prasku). Analyzu tohoto dopliku stravy
doposud nikdo nepublikoval a informace o mnozstvi 1,3-DMAA nebyly u piipravku
uvedeny, takze neni mozné hodnotu porovnat s zddnymi dalS$imi daty. Procentudlni
navratnost byla hodnocena ze vzorkii pfipravenych odebranim 500 mg prasku,
ke kterému byl pfidan standardni roztok o koncentraci 10 pg/ml. Po piipravé vzorku
(postup je popsany v kapitole 4.4.3) bylo provedeno stanoveni koncentrace 1,3-DMAA
za vySe popsanych experimentdlnich podminek. Ziskand hodnota névratnosti pro
piipravek HydroxyStim® byla 110 % a pro Neurocore® 89 %. P¥itomnost 1,4-DMAA

nebyla ani v jednom z testovanych dopliki stravy touto metodou prokazana.

4.4.4.6.2 Stanoveni stereoisomerniho sloZeni 1,3-dimethylamylaminu

Pro stanoveni diastereomerniho a stereoisomerniho slozeni 1,3-DMAA v obou
dopliicich stravy byly pouzity metody popsané v kapitole 4.4.4.2. U obou piipravkl

doslo k enantioseparaci 1,3-DMAA s hodnotou rozliSeni > 1,7 mezi jednotlivymi
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stereoisomery (Obr. 16). Rozdil v hodnotach migracnich ¢asi mezi stereoisomery
standardu 1,3-DMAA a vzorki dopliikl stravy se pfisuzuje rozdilné mobilit¢ EOF mezi
analyzami. Relativni pomérné zastoupeni diastereomerit 1,3-DMAA v piipravku
HydroxyStim® bylo 1,24 + 0,03 a v piipravku Neurocore® 1,26 + 0,07. Obé hodnoty
jsou srovnatelné s hodnotou ziskanou pii enantioseparaci syntetického standardu
1,3-DMAA (kapitola 4.4.4.2). Pfi porovnani zastoupeni jednotlivych stereoisomerti
1ze konstatovat, ze slozeni je naprosto identické jako v piipad¢ standardu, ¢ili je rovnéz

tvoteno dvojici racemickych parti enantiomerd.

1,1 % S-a-CD + 0,2 % S-B-CD HydroxyStim®

Neurocore®

EOF

4 6 8 10 12 min
Obrazek 16 Elektroferogramy enantioseparace 1,3-DMAA v dopliicich stravy prodavanych pod ndzvem
HydroxyStim® a Neurocore®. K analyze byl pouzit 5 mM fosfat Tris pH 3,0 s piidavkem 10 mM BTEAC
a dudlnim systémem 1,1 % (w/v) S-0-CD a 0,2 % (w/v) S-B-CD. Koncentrace vzorkl byla 5 mg/ml
(HydroxyStim®) a 20 mg/ml (Neurocore®). Jednotlivé stereoisomery jsou u obou analyz oznaceny &isly
od 1 do 4. Stereoisomerni slozeni 1,3-DMAA je v obou dopliicich stravy tvofeno racemickymi pary
enantiomeru.

4.5 Separace stereoisomeri 1,3-dimethylamylaminu metodou CE s hmotnostni

spektrometrii

------

identifikaci jednotlivych separovanych analyti. Jak bylo demonstrovano v kapitole
4.44.6 je citlivost nové vyvinut¢ CE-DAD metody pro stanoveni 1,3-DMAA
v potravinovych dopliicich dostate¢na. Pro enantioseparaci a kvantifikaci stereoisomertl

1,3-DMAA v jinych vzorcich (rostlinné materidly, geraniolovy olej) nemusi byt
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dosazena citlivost CE-DAD metody jiz vyhovujici. Za timto ucelem byla vyvinuta
CE-MS/MS metoda, jejimz cilem bylo dosdhnout lepsi citlivosti detekce pro analyzu
1,3-DMAA v geraniovém oleji, eventudlné¢ 1 pro analyzu rostlinnych extrakti.
Tandemova hmotnostni spektrometrie zarovenn umoziiuje, oproti vyse popsané CE-DAD
metod¢, presnou identifikaci jednotlivych isomerti 1,3-DMAA.

K experimentiim byl pouzit systém kapilarni elektroforézy Agilent 7100 (Agilent,
Waldbronn, Némecko) spojeny on-line s hmotnostnim detektorem Agilent 6460
s analyzatorem trojitého kvadrup6lu. Pomocna kapalina byla do elektrospreje ptivadéna
pomoci isokratické¢ chromatografické pumpy Agilent 1260. VSechny separace byly
provedeny v polyakrylamidem pokryté [80] kiemenné kapilate o délce 70 cm, vnitinim
piuméru 50 um a vn¢j$im priméru 365 um (MicroSolv, Eatontown, NJ, USA). Pied
aplikaci separatniho napéti byla kapildra naplnéna pracovnim elektrolytem
obsahujicim CS o dané koncentraci metodou tzv. ¢astecného plnéni do 90 % celkové
délky kapilary.

S ohledem na nemoznost vyuziti stejného pracovniho elektrolytu jako v ptipade
CE-DAD metody, bylo slozeni pracovniho elektrolytu pro CE-MS/MS optimalizovano
zv1ast. Nejvyssi odezvu (intenzitu signalu z MS detektoru) pro jednotlivé stereoisomery
1,3-DMAA poskytoval elektrolyt o slozeni 50 mM acetditu amonné¢ho o pH 3,5
s ptidavkem 0,2 % (w/v) S-B-CD. Rekonstruovany elektroferogram enantioseparace

1,3-DMAA je uveden na obrazku 17.
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Obrazek 17 Rekonstruovany elektroferogram separace stereoisomerti 1,3-DMAA. Separacni podminky:
50 mM acetat amonny pH 3,5 + 0,2 % (w/v) S-B-CD, U = +25 kV, davkovani 100 mbar/5s, koncentrace

vzorku 500 pg/L ve vodé. SIM [M+H]" m/z = 116,2 + 0,5; Ugs; = +3,5 kV, 10 L/min, 10 psi, T = 100 °C,
SL — 50:49,5:0,5 MeOH:voda:kyselina mravenci, 4 pL/min.
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Pro kvantifikaci stereoisomert 1,3-DMAA byl vyuzit pfechod 116,2 — 98,9 a pro
identifikaci byl vyuzit ptechod 116,2 — 57,1. Valida¢ni parametry pro achiralni

analyzu a enantioseparaci jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach 5 a 6.

Tabulka 5 Valida¢ni parametry achiralni analyzy 1,3-DMAA metodou CE-MS (n=5)

Kalibra¢ni kiivka y=4,94x + 151,34
Linearita 3 -2000 pg/ml

2 0,9999

LOD 1 pg/ml (= 8,7 nmol/l)
LOQ 3,3 pg/ml (=29 nmol/l)
VytéZnost 94,7 %
Opakovatelnost migracnich cast (RSD) 1,56 %
Opakovatelnost plochy (RSD) 2,12%

Tabulka 6 Validacni parametry chirdlni separace 1,3-DMAA metodou CE-MS/MS (n = 5).
Cisla v zavorkach oznacuji stereoisomery podle jejich migraéniho poradi.

Kalibraéni kiivky (1) y=260082x + 516,91 (1> = 0,9956)
(2) y=183583x + 440,50 (r2 = 0,9956)
(3) y=162876x + 470,12 (r2 = 0,9958)
(4) y=228521x + 450,68 (r2=0,9919)

Linearita 5-1000 pg/ml

LOD (1) 4,9 pg/ml
(2) 5,3 pg/ml
(3) 5,4 pg/ml
(4) 5,2 pg/ml

LOQ (1) 16,3 pg/ml
(2) 17,4 pg/ml
(3) 18,0 pg/ml
(4) 17,3 pg/ml

Vytéznost (1) 93,7%
(2) 92,3%
3) 92,1 %
4 92,9%

Opakovatelnost migraénich ¢ast (RSD) (1) 2,16 %
2) 2,13%
3) 2,11 %
4) 2,00 %

Opakovatelnost plochy (RSD) (1) 1,51%
(2) 524%
(3) 3,49%
4 1,54%
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Za stejnych separacnich podminek byly analyzovany i1 studované vzorky
potravinovych doplitki HydroxyStim® a Neurocore®. Rekonstruované elektroferogramy
separace stereoisomert 1,3-DMAA v obou studovanych dopliicich stravy jsou uvedeny

na obrazku 18.
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Obrazek 18 Rekonstruovany elektroferogram separace stereoisomert 1,3-DMAA v piipravku
HydroxyStim® (nahote) a Neurocore® (dole). Separaéni podminky: 50 mM acetat amonny pH 3,5 +
0,2 % (w/v) S-B-CD, U = +25 kV, davkovani 100 mbar/5s; MRM 116,2 — 57,1; Ugsi = +3,5 kV,

10 L/min, 10 psi, T =100 °C, SL — 50:49,5:0,5 MeOH:voda:kyselina mraven¢i, 4 uL/min.

Z uvedenych elektroferogramti (Obr. 18) je ziejmé, ze pomér jednotlivych
stereoisomerti je shodny jako v pfipad¢ analyzy vzorku syntetického 1,3-DMAA

(Obr. 17), coz je ve shodé s vysledky dosazenymi metodou CE-DAD.

4.6 Zavérecné shrnuti

Byla vyvinuta novéa, cCasové nenarona metoda CE s nepiimou
spektrofotometrickou detekci vhodna k enantioseparaci 1,3-DMAA; 1,4-DMAA a jejich
smési. V této praci byl poprvé pouzit dudlni systém selektorti tvofeny dvéma negativné
nabitymi derivaty CD. Metody pro chiralni separaci 1,3- a 1,4-DMAA byly ¢éaste¢né

validovany a metoda pro separaci 1,3-DMAA byla nasledné pouzita pro stanoveni
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diastereomerniho a stereoisomerniho slozeni 1,3-DMAA ve dvou vybranych dopliicich
stravy. Na zéklad¢ ziskanych vysledkl lze dospét k zaveru, Ze geraniovy extrakt
obsahujici 1,3-DMAA pravdépodobné neni pfirodniho plvodu, protoze jeho
diastereomerni 1 stereoisomerni sloZeni je identické slozeni syntetického standardu.
Diky své nenarocnosti na Upravu vzorku ma tato metoda velky potencial stat se rychlou
a ekonomickou metodou pro stanoveni a kvantifikaci stereoisomerniho slozeni
1,3- 1 1,4-DMAA nejen v dopliicich stravy, ale pfipadné 1 v ostatnich produktech
s vy$§im obsahem geraniového extraktu. Nevyhodou CE metody s nepfimou UV
detekci je oproti publikovanym chromatografickym metodam nizsi citlivost a limity
detekce, a mirn¢ horsi opakovatelnost migracnich ¢asi, coz je vSak zndmou slabinou
elektromigracnich metod. Vysledky byly publikovany v zahrani¢nim impaktovaném
Casopise Electrophoresis [81].

Kromé jiz zminéné CE-DAD metody byla vyvinuta i CE-MS/MS metoda, ktera
diky fadové vétsi citlivosti a niz§im limitim detekce, miize slouzit nejen k zjiSténi
stereoisomerniho zastoupeni, ale 1 k pfesnéjSimu stanoveni koncentrace 1,3-DMAA

ve vzorcich s velmi nizkym obsahem geraniového extraktu.
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5 Cyklofruktany a jejich derivaty

Cyklofruktany (CF) jsou cyklické oligosacharidy tvofené D-fruktofuranosovymi
jednotkami navzdjem spojenymi [-2,1 glykosidickymi vazbami. Usporadani
D-fruktofuranosovych jednotek do makrocyklu vytvari ve svém centru strukturu

podobnou crown etheriim (Obr. 19).

HO
HO
9]
OH
HC
HO
HC
HO

Obrazek 19 Struktura makrocyklu nativniho CF6 tvoticiho ve svém centru konfiguraci podobnou crown
etherim (zvyraznéno ¢ervené) - pfevzato a upraveno [82].

Podle poctu jednotek obsazenych v makrocyklu se CF obvykle oznacuji jako
cyklofruktan-6 (CF6), cyklofruktan-7 (CF7) a cyklofruktan-8 (CF8), analogicky jako

u CD. Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti ptirodniho (nativniho) CF6 az CF8 jsou
shrnuty v tabulce 7.

Tabulka 7 Vybrané fyzikalni vlastnosti CF6 az CF8 - pfevzato a upraveno [83].

molekulova bod tini [a] ZDO (deg.) pramér pramér vyska cyklu
hmotnost °C) ve vods kavity (A)*  cyklu (A) A)
CFé6 972,84 210-219* -64,6 2,3 14,6 8,7-9,4
231-233 -63,5
CF7 1134,98 215-2222 -59,1 4,1 15,9 8,5-8,9
CF8 1297,12 n/a n/a 4,7 16,1 8,5-9,2

2V tomto rozmezi teplot taje a rozklad4 se.

Poprvé byly CF pfipraveny v roce 1989 Kawamurou a kol. [84] fermentaci
inulinu extracelularnim enzymem cykloinulo-oligosacharid fruktanotransferasou
(CFTasou) produkovanou bakterialnim kmenem Bacillus circulans OKUMZ31B.

Hlavnim produktem fermentace byl CF tvotfeny Sesti D-fruktofuranosovymi jednotkami
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(CF6), ale zaroven jako vedlejsi produkty vznikaly v malém mnozstvi i CF se sedmi
(CF7) a osmi (CF8) D-fruktofuranosovymi jednotkami. Struktura CF6 byla potvrzena
a charakterizovana pomoci MS a C NMR. Krystalografickd struktura potvrzujici
uspotadani centralni Casti molekuly CF6, ktera je tvofena 12 atomy uhliku a 6 atomy
kysliku, coz je analogické k 18-crown-6 etheru, byla stanovena metodou enzymatické,
spektroskopické a chromatografické analyzy o dva roky pozdéji [85]. Metoda ptipravy
CF byla v roce 1994 zdokonalena pouzitim bakteridlniho kmene Bacillus circulans
MCI-2554, ktery produkuje ve vyssi mife enzym CFTasu, ktery je kliCovy pro pfipravu
CF [86]. Enzym CFTasa pfeménujici inulin na CF katalytickou intramolekuldrni
transfruktosylaci byl pozdéji izolovan i z bakteridlniho kmene Bacillus macerans
CFC1 [87].

Ackoliv jsou CF, stejné jako CD, tvofeny sacharidovymi jednotkami spojenymi
glykosidickymi vazbami, jejich struktury jsou zna¢né¢ odliSné. Fruktofuranosové
jednotky v CF jsou stfidavé orientované¢ dovnitf a ven z makrocyklického centra
molekuly, na rozdil od CD, které¢ maji glukosové jednotky nasmérovany pouze smeérem
do centra molekuly. VSechny hydroxylové skupiny na pozicich 3 a 4 ve struktufe
fruktosovych jednotek jsou orientovany na jednu stranu, ¢imZ ji propdjcuji zna¢nou
hydrofilitu. Druhd strana molekuly je vlivem pfitomnosti ethylenovych skupin v crown
etherovém jadie hydrofobni [88]. Molekula CF sice netvofi klasickou kavitu, kterd
je typicka pro CD, ptesto jeji struktura neni plandrni (rovinnd), ale mirn¢ zkroucena
vlivem piisobeni vnitinich vodikovych vazeb [83].

CF lze prakticky vyuzit v primyslu jako aditiva do nékterych druhii potravin,
tonerd pro inkoustové tiskarny, halogenidii stfibra slouzicich pro ucely vyvolavani
fotografickych snimkl nebo farmaceutickych ptipravka [89]. CF jsou zde vyuzivany
jako komplexujici nosice slozek vyse uvedenych produkti. Z chemicko-analytického
hlediska jsou velmi dilezité interakce CF a jejich derivati s celou fadou molekul jako
jsou kovové ionty, aminy, aminoalkoholy, nukleotidy, oligonukleotidy, peptidy,
atropoisomery a v neposledni fad¢ také chirdlni molekuly.

Prvni préci studujici interakci CF s kationty alkalickych kovl, kovil alkalickych
zemin a vybranych piechodnych kovii publikovali Uchiyama a kol. [90] v roce 1993.
Z komplexacnich konstant zméfenych metodou tenkovrstevné chromatografie (TLC)
vyplyvéa, ze CF6 interaguje ve vodném prostiedi s Ba?" kationty fadové silnéji neZ
s ostatnimi kationty. Pouzitim 50% (v/v) vodného roztoku MeOH se interakce se vSemi

kationty zvysila, nejvice pak v piipadé Ba*', Pb*", Ag', Rb" a K" kationtl oproti
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ostatnim studovanym kationtim (H*, Li*, Na®, Cs*, Cu®*', Mg?", Ca**, Sr**, Zn**, Cd*',
APPY, La**, Cr**, Fe?*, Fe*', Co?', Ni*"). Konstanty stability K komplexii vyjmenovanych
kationth s CF6 ve vodé¢ a 50% (v/v) vodném roztoku metanolu jsou uvedeny

v tabulce 8.

Tabulka 8 Konstanty stability K komplext vybranych kationti s CF6 - upraveno [90].

Kation ve formé Cl soli® Kv HO Kv50% (viv) MeOH
H* 0 0
Li* 0,01 -
Na* - 0,11
K* 0,02 1,18
Rb* 0,04 1,40
Cs* 0,02 0,26

Cu** - 0,09
Ag' 0,06 1,66
Mg?* - 0,02
Ca?* - -

Sr2* 0,02 0,03
Ba?* 0,49 4,65
Zn** 0,02 0,01
Cd** 0,02 0,04
APY - 0,02
La’* 0,02 0,10
Pb** 0,05 3,17
Crt 0,03 0,12
Fe?* 0,04 0,09
Fe’t 0,01 0,09
Co** - 0,10
Ni?* - 0,03

2 Ag" bylo analyzovano ve formé dusi¢nanu stifbrného a Ba?" ve formé& octanu barnatého

Schopnost CF vytvaret komplexy s kovovymi kationty pak klesala v potadi
od CF6 k CF8. Piimou konduktometrii byla stanovena stechiometrie 1:1 vzniklého
komplexu mezi CF6 a Ba®* ve formé octanu barnatého v 50% (v/v) vodném roztoku
MeOH. Konstanty stability mezi CF6 a vybranymi kationty (NH4", Na®, K*, Rb", Cs",
Ag", Ca*', Sr**, Ba*', Pb*") byly také studovany pomoci CE s nepiimou UV detekci
v pracovnim elektrolytu o slozeni 10 mM 2-aminopyridinu vytitrovaném kyselinou
octovou na pH 4,5 [91]. Sila interakce CF6 s kationty klesala v pofadi
Ba?"™>Ag"™>Pb**>K'>Rb"™>Cs">Ca*>Sr**>Na">NH4". Vysledky jsou do znaéné miry
shodn¢ s dfive publikovanymi vysledky [90]. Rovnéz vysledna stechiometrie

vznikajicich komplexti mezi CF6 a studovanymi kationty byla rovna 1:1.
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Interakce mezi CF a jejich derivaty s kovovymi kationty byly posléze studovany
jesté n€kolikrat. Metoda ESI-MS byla vyuzita pro studium komplexitt mezi CF6 a CF7
s alkalickymi kovy v plynném stavu [92]. Z dosazenych vysledki vyplyva,
ze prostorové veétsi CF7 je vice ochoten vytvafet komplexy v poméru 1:2,
nez prostorové mensi CF6. Selektivita obou studovanych CF v plynné fazi k alkalickym
koviim klesala v pofadi Li™>Na™>K"™>Rb">Cs", které je shodné s rostoucim iontovym
polomérem. Stejna metoda byla pouzita pro studium komplexace mezi CF a kationty
piechodnych kovil (Fe**, Co?", Ni**, Cu?*, Zn**) [93]. Stabilita komplexti v plynné fazi
klesala v potadi Ni**>Fe?*>Co*">Zn*">Cu?’. V tomto ptipadé ale hodnota konstanty
stability pfimo nesouvisi s velikosti iontového poloméru studovanych kationtd
piechodnych kovii. Crown ethery a CD a jejich derivaty rovnéz vytvaii komplexy
s celou tfadou kovovych kationtli, pfi¢emz jejich interakce se vyuzivaji v ftadé
chemickych oblasti, jako jsou napiiklad vysoce selektivni separacni metody, syntéza
kationtovych kopolymerti nebo specifické katalyza reakci [94,95].

Vzhledem k tomu, ze struktura CF je tvofena D-enantiomery sacharidii, jedna se,
podobné jako u CD, o latky, které jsou intenzivné studovany jako CS, zejména
v analytickych separacnich technikdch. Nativni CF6, CF7 a CF8 jsou isomerni
s nativnimi CD se stejnym poctem sacharidovych jednotek (a-CD, B-CD a y-CD).
Pro vzajemné porovnani CF a CD jsou v tabulce 9 uvedeny vybrané fyzikalné-chemické

vlastnosti nativnich CD.

Tabulka 9 Vybrané fyzikalni vlastnosti nativniho a- az y-CD.

molekulova bod tini [«a] ZDO (deg.) primér primér  Vyska cyklu
hmotnost (°0) ve vod&? kavity (A)*  cyklu (A)* (AP
a-CD 972,84 >278 +150,5 4,7-5,2 13,7 6,7
B-CD 113498 290-300 +162,0 6,0-6,4 15,3 7,0
v-CD 1297,12 257-265 +177,4 7,5-8,3 16,9 7,0

# Hodnoty ptevzaty [96]
b Hodnoty pievzaty [97]
¢ Hodnoty pievzaty [98]

Pilotni prace studujici stereoselektivni interakce CF s enantiomery byla
publikovdana v roce 1998 Sawadou a kol. [99]. Stereoselektivni interakce vedouci
k diskriminaci enantiomerti vybranych esterti aminokyselin s pomoci permethylovanych
derivati CF6 a CF7 byly studovany metodou MS s ionizac¢ni technikou bombardovani
urychlenymi atomy. Ackoliv tato studie potvrdila enantiodiskrimina¢ni schopnosti

zejména permethylovaného CF6, dalsi vyzkum v oblasti vyuziti CF pro separace
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chirdlnich latek zapocal az v roce 2009 skupinou profesora Daniela W. Armstronga.
V poslednich Sesti letech nasly CF a ptfedevsim jejich derivaty uplatnéni jako CSP a CS
pro separaci enantiomertt v CG, SFC, HPLC a CE.

5.1 Cyklofruktany a jejich derivaty v GC

Pouziti CF a jejich derivati pro chirdlni separace v GC je pouze okrajové. Nativni
CF nemohou byt kvili své vysoké teplot¢ tdni a velmi omezené rozpustnosti
v nevodnych rozpoustédlech pouzity jako CSP v GC. Avsak derivatizaci
fruktofuranosovych hydroxylovych skupin vhodnymi skupinami lze zvysit rozpustnost
CF v achirdlni matrici, kterou lze poté pouzit jako CSP [100]. Doposud byly
publikovany pouze dvé prace studujici aplikaci derivatt CF v GC pro separaci
enantiomert. Zhang a kol. [100] studovali permethylovany CF6, permethylovany CF7
a 4,6-di-O-pentylovany CF6 jako vhodny CS pro enantioseparaci vybranych analytii
zahrnujici B-laktamy, trifluoroacetyl derivaty aminokyselin, alkoholy a estery kyseliny
vinné. Jako nejefektivnéjsSim CS se ukazal byt permethylovany CF6, kterym se
podaftilo rozseparovat enantiomery o-(trifluoromethyl)benzyl alkoholu a tadu
N-trifluoroacetylovanych aminokyselin. Zadna nebo jen Gaste¢na separace enantiomert
byla pozorovana pro a-methylbenzyl alkohol a N-acetylované aminokyseliny, které jsou
v porovnani s pfedchozimi latkami slabSimi donory vodikovych vazeb.

O rok pozdé&ji publikovali Zhang a Armstrong [101] studii novych CSP pro GC
zalozenych na 4,6-di-O-pentyl-3-O-trifluoroacetyl CF6 a 4,6-di-O-pentyl-3-O-propionyl
CF6. Enantioselektivita uvedenych CSP byla studovana na 47 racemickych latkach
s riznymi chemickymi vlastnostmi (derivaty aminokyselin, aminoalkoholy, aminy,
alkoholy, vinany a laktony). Enantiomery analyti obsahujici funkéni skupiny
podporujici tvorbu vodikovych vazeb se na obou studovanych CSP separovaly vyrazné
lépe. Ob€ noveé pripraven¢é CSP vykazovaly nejvétsi  enantioselektivitu
k aminokyselinam s alkylovym postranim fetézcem. Na zaklad¢ experimentalné
ziskanych hodnot zmén enthalpie a entropie, které byly porovnany s hodnotami pro
separaci identickych analytl s pouzitim CD v jiz publikované literatute, 1ze vyloucit

interakci analytl s kavitou CF a tvorbu inkluznich komplext.
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5.2 Cyklofruktany a jejich derivaty v SFC

Kapaliny nebo plyny mohou piekroCenim hodnot kritické teploty a tlaku
dosahnout tzv. superkritického stavu, pak o takovych tekutinach hovotfime jako
o superkritickych fluidech, jejichz fyzikalni vlastnosti se pohybuji na hranici mezi
kapalinami a plyny. Superkritickd fluida maji nizkou viskozitu a vysoky diftzni
koeficient jako plyny, ale zaroven jejich hustota a schopnost vystupovat jako
rozpoustédlo je podobna kapalindm. Oboje tyto vlastnosti piedurcuji superkriticka
fluida jako vhodné soucasti chromatografickych mobilnich fazi [102]. Nejen pro snadno
dosazitelné hodnoty kritického tlaku (7,39 kPa) a teploty (31 °C), ale i pro své dalsi
vlastnosti jako jsou nehoflavost, netoxicita a nizkd pofizovaci cena, se jako soucast
mobilni faze ve SFC pouziva oxid uhli¢ity. Jelikoz je samotny superkriticky CO»
nepolarni, pfiddva se do mobilni faze urcity podil organického rozpoustédla, napf.
MeOH, ethanolu (EtOH), isopropanolu (IPA), ACN nebo chloroformu, popiipadé
tékavé organické soli (acetat amonny, formiadt amonny apod.) pro separace polarn€jsich
analytii. Vyhodou SFC bezesporu je, ze mliZze byt pouzita pro separace v modu normalni
i reverzni faze [103].

Stejné jako u GC, tak i u SFC je vyuziti cyklofruktanovych CSP pro chiralni
separace prozatim jen vyjimecné. Sun a kol. [83] jako prvni demonstrovali pouziti
R-naftylethylkarbamat CF6 (Larihc CF6-RN) navdzaného na silikagelu pro separaci
enantiomertt  althiazidu. SloZzeni organického podilu mobilni faze bylo
MeOH/EtOH/IPA 1:1:1 s 0,2% diethylaminem, a jeho mnozstvi se pohybovalo
v rozmezi 5 az 60 % podle nastaveného pribéhu gradientu. Detailni studii porovnavajici
vlastnosti 3,5-dimethylfenylkarbamét CF7 (Larihc CF7-DMP) staciondrni faze v HPLC
a SFC publikoval Vozka a kol. [104]. K experimentim byl vybran set latek s axidlni
(derivaty binaftylu) a centrdlni chiralitou a ziskané vysledky z HPLC a SFC byly
porovnavany v rdmci miry retence, selektivity a rozliSeni. Dale byl pouZzit model
linedrniho vztahu pro zménu volné energie (LFER) pro charakterizaci interakci
podilejicich se na reten¢nim mechanismu u obou metod. Vysledky ukazaly, ze nizsi
obsah alkoholu v mobilni fazi vedl k zvySené adsorpci nékterych komponent mobilni
faze, coz vyrazné¢ ménilo vlastnosti separace, predevS§im u kolony Larihc CF7-DMP.
Wang a Zhang [105] studovali vliv zpétného tlaku na kolon¢ na enantioseparaci
11 vybranych analyti metodou SFC pouzivajici 10 rGznych stacionarnich fazi, mezi

nimiz byla i R-naftylethyl CF6 staciondrni faze. Hamman a kol. [106] evaluovali
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25 CSP na reprezentativnim vzorku 80 racemickych latek pomoci enantioseparace
metodou SFC. Mezi studovanymi chirdlnimi kolonami byly i Larihc CF6-RN a kolona
s navazanou isopropylkarbamat CF6 stacionarni fazi (Larihc CF6-P). Jako vhodnou
alternativu k chiralni separaci 25 primarnich amintit metodou HPLC v mo6du normalni
faze (hexan/EtOH) a polarné organickém méodu (ACN/MeOH) na kolon¢ Larihc CF6-P,
navrhli Armstrong a kol. [107] pouziti SFC na totozné kolon€. Pfi optimalizaci
separacnich podminek byly testovany MeOH, EtOH a IPA jako polarni modifikatory
mobilni faze a kysela a bazicka aditiva, a jejich vzajemna kombinace pro upraveni
retence a symetrie pikll. Zatimco piidavek hydroxidu amonného do mobilni faze zcela
potlacil enantioselektivitu separace, pouziti MeOH s ptfidavkem trifluoroctové kyseliny
(TFA) a TEA vedlo k separaci enantiomert na zékladni linii pro 18 z 25 analyzovanych

latek.

5.3 Cyklofruktany a jejich derivaty v HPLC

Jednoznacné nejveétsi uplatnéni nalezly CF a jejich derivaty jako selektory
pro enantioseparace v HPLC. Poprvé byly cyklofruktanové CSP pro HPLC separace
piipraveny a popsany Suni a kol. [83] v roce 2009. Pfipraveny a charakterizovany byly
stacionarni faze obsahujici nativni CF6, methylkarbamatem c¢asteCné derivatizovany
CF6, R-naftylethylkarbamat a isopropylkarbamat CF6 navazdn na silikagelu jako
vhodném nosici. Stacionarni faze byly studovdny pro enantiomerni analyzu vybrané
skupiny modelovych latek s rozdilnymi vlastnostmi v modu normalni faze (NP),
reverzni faze (RP) a polarné organickém moédu (POM). Zatimco nativni CF6 CSP
poskytovala znacné omezenou enantioselektivitu, derivatizované CF vykazovaly
unikatni enantiorozliSovaci vlastnosti. Céaste¢nou derivatizaci hydroxylovych skupin
alifatickymi skupinami totiz pravdépodobné doslo k naruSeni vnitfnich vodikovych
vazeb a zpfistupnéni crown etherového jadra molekuly CF umoziujiciho interagovat
s primarnimi aminy. CF derivatizované aromatickou skupinou do vysokého stupné sice
tuto vlastnost nevykazovaly, jejich pouziti vSak umoZznilo enantiomerné separovat
Sirokou S$kalu nejriznéjSich chiralnich latek, a to zejména diky sterickym a =n-m
interakcim. Vyrazné zlepSeni enantioselektivity CSP tvofené nativnim CF6 pro separaci
polarnich analyti bylo pozorovdno pii pouziti hydrofilni interakéni kapalinové

chromatografie (HILIC) [108]. Dalsi moznosti jak zvySit enantioselektivitu nejen
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nativniho CF6, ale i derivatizovanych IP-CF6 a RN-CF6 CSP je ptidavek malo
koncentrované barnaté soli do mobilni fAze v POM [109]. Dolzan a kol. [110] studovali
vliv velikosti Castic, na které se navazovala nativni CF6 CSP v NP a HILIC moédu.
Pouziti povrchové poréznich c¢astic o priméru 2,7 pum vedlo k vyrazné vyssi
enantioseparacni schopnosti v porovnani s pouzitim plné poréznich ¢astic o priméru 3
nebo 5 um, pficemz rozdily byly zfetelngjsi pfi NP modu. Prehled doposud
publikovanych praci zabyvajicich se studiem cyklofruktanovych CSP v HPLC je shrnut

v tabulce 10.

Tabulka 10 Piehled publikovanych praci zaméfenych na studium cyklofruktanovych CSP v HPLC

Typ CSP Analyty SloZeni mobilni faze Poznamky Citace
(NP) heptan/EtOH nebo , .
CF6 81 primarnich amind, IPA/TFA ;;Vdrﬁ f’c‘:bvhki‘fl
Me-CF6 thalidomid, Trégrova (POM) ACN/MeOH + cvklo fiu ktar}llcl)lv'ch [83]
RN-CF6 | bize, althiazid, warfarin | malé mnozstvi AAa TEA | Uy 5
IP-CF6 a dalsi (RP) voda/ACN nebo pHPLg
ACN/20 mM AA pH 4,1 M '
Vyssi
enantioselektivita
pro analyty se
(NP) heptan/EtOH/TFA stercogennim
RN-CF6 119 primérnich amini (POM) ACN/MeOH + centrem v pozicl [111]
IP-CF6 . - o nebo
malé mnozstvi AA a TEA . C
k aminoskuping.
IP-CF6 poskytovalo
lepsi separaci vétSiny
analytli nez RN-CF6.
Ob¢ CSP poskytovaly
rozdilnou selektivitu,
Chirdlni kyseliny, aminy (NP) heptan/EtOH nebo kombinaci obou se
RN-CF6 komplexy kox’/ﬁ a ’ IPA/TFA podaftilo separovat [112]
DMP-CF7 vbrané neutralni latk (POM) ACN/MeOH + 43 % analytd. Aminy
y Y 0,2% (w/v) NH4sNO3 se 1épe separovaly na
RN-CF6, kyselé latky
naopak na DMP-CF7.
Analogy 1-(a- Analogy 1-naftolu
aminoalkyl)-2-naftolu mély na IP-CF6 CSP
IP-CF6 a 2-(a-aminoarylalkyl)- (NP) heptan/EtOH nebo V& retencni faktor [113]
1-naftolu a 2-(1-amino- IPA/TFA " ’
separacni faktor
2-methylpropyl)-1- o,
a rozliSeni.
naftolu
Vlastnosti
IP-CF6 44 testovacich roztokii | (NP) hexan/IPA (80:20, | Jednotivich CSP
RN-CF6 N . byly [114]
DMP-CF7 s riznymi vlastnostmi v/v)/TFA charakterizovany
metodou LFER
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Tabulka 10 Piehled publikovanych praci zaméfenych na studium cyklofruktanovych CSP v HPLC -

pokracovani

Typ CSP

Analyty

SloZeni mobilni faze

Poznamky

Citace

RN-CF6

46 latek s velmi
rozdilnymi vlastnostmi
(derivaty binaftylu,
chlorované fenoly,
derivaty benzenu a dalsi)

(NP) hexan/IPA/TFA

Vysledky byly
porovnany se
separacemi na
R-naftylethyl
B-cyklodextrinové
CSP. LFER metoda
ukdazala, ze kyselé
vodikové vazby
a polarita
(polarizovatelnost)
mély znacny vliv
na retenci
a enantiorozliovaci
schopnosti vybranych
analytil.

[115]

CFé6

Polarni analyty
(nukleové kyseliny,
B blokatory, salicylova
kyselina a jeji derivaty,
maltooligosacharidy,
xantiny a dalsi)

(HILIC) ACN (60-95%)/
20 mM AA pH 4,1

Separace vybranych
analyti v HILIC
moddu na koloné

s nativni CF6 CSP
dosahovaly lepSich
vysledkt nez
separace na
komer¢nich
kolonach. Jedna se
o prvni publikaci
studujici
cyklofruktanovou
CSP v HILIC moédu.

[108]

S-CF6

Polarni a hydrofilni latky
(xantiny, aminokyseliny,
B blokatory, nukleosidy,
maltooligosacharidy
a dalsi)

(HILIC) ACN/20 mM AA
pH 4,1

S-CF6 byl piipraven
v nizkém (1-6)
ivysokém (3-11)
stupni substituce.
Vysledky byly
srovnatelné
s komerénimi
kolonami.

[116]

IP-CF6
RN-CF6
DMP-CF7

Aminokyseliny,
aminoalkoholy, diaminy

(NP) hexan/EtOH nebo
IPA/TFA

Retence a rozliSeni
bylo zavislé na
sloZeni mobilni faze,
predevsim na druhu
alkoholu a
koncentraci TFA

[117]

RN-CF6
DMP-CF7

Derivaty binaftylu,
alprenolol, nitrendipin,
oxprenolol, amlodipin

(NP) hexan/IPA (60:40
nebo 80:20)/TFA

Porovnani s
cyklodextrinovymi
CSP, konkrétné
DMP B-CD a
RN B-CD majicich
stejné
nasubstituované
skupiny a v ptipadé
DMP B-CD i stejny
pocet jednotek
tvoficich
makrocyklus.

[118]
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Tabulka 10 Piehled publikovanych praci zaméfenych na studium cyklofruktanovych CSP v HPLC -

pokracovani

Typ CSP

Analyty

SloZeni mobilni faze

Poznamky

Citace

CFé6
IP-CF6

4 pentapeptidy a
5 monopeptidi

(HILIC) ACN/20 mM AA
pH 4,0

Studie porovnavajici
separace vybranych
analytll na tiech
ruznych kolonach
(krom¢ zminénych
dvou byla pouzita
i silikagelova kolona)
v HILIC modu. Obé
cyklofruktanové
kolony poskytovaly
lepsi vysledky.

[119]

IP-CF6
RN-CF6
DMP-CF7

17
tetrahydrobenzimidazola

(RP) MeOH nebo ACN/
20 mM AA pH 4,1
(POM) ACN/MeOH +
malé mnozstvi AA a TEA

Nejvetsi
enantioselektivitu
méla IP-CF6 CSP

[120]

RN-CF6

Analogy
spiroindolovanych
fytoalexinti

(NP) hexan/IPA (95:5, v/v)

Lepsi
enantiorozliSovaci
schopnost
vykazovaly analyty
s elektron
akceptujicim
substituentem na
fenylové skupiné
fytoalexinu.

[121]

DMP-CF7

Set latek s axialni
a centralni chiralitou

(NP) hexan/IPA/TFA

Vysledky byly
porovnany s daty
ziskanymi metodou
SFC. Model LFER
potvrdil rizné druhy
interakci mezi
analyty a CSP.

[104]

IP-CF6
RN-CF6
DMP-CF7

8 primarnich aminu,
5 sekundarnich amind
a 7 tercialnich aminu

(POM) ACN/MeOH

Z 20 analyta
se podafilo
enantiomerné
separovat 7 analytt
na zékladni linii a
dalsich 7 analytt
pouze Castecné

[122]

CFo6

4 cyklické nukleotidy,
6 nukleotid monofosfati,
4 nukleotid difosfaty
a 6 nukleotid trifosfati

(HILIC) ACN/100 mM
AApH 6,6

Za danych
separacnich
podminek se podatilo
separovat na zakladni
linii 16 z 19
nukleotidd.

[123]

IP-CF6
RN-CF6
DMP-CF7

Funkcionalizované
mustkové Trogrovy baze

(NP) heptan/TPA

Separace na zakladni
linii (Rs > 1,5) byla
ziskana kombinaci

kolon s
cyklofruktanovymi

a cyklodextrinovymi

(separace na RP
EtOH/20 mM AA
pH 4,1) CSP pro 13
z 14 analytl.

[124]
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Tabulka 10 Piehled publikovanych praci zaméfenych na studium cyklofruktanovych CSP v HPLC -

pokracovani

IP-CF6
RN-CF6
DMP-CF7

30 biaryl atropisomerd

(NP) heptan/EtOH
(1-50%)
(POM) ACN/MeOH
(0-10%)

Separovano bylo 24
z 30 biarylu, ptic¢emz
17 na zékladni linii
kombinaci vSech tfi
CSP. Nejlepsi
vysledky poskytovala
kolona s IP-CF6.

[125]

CF6
IP-CF6
RN-CF6

16 chiralnich
fosfore¢nanovych
a sulfonovych kyselin

(POM) MeOH nebo
EtOH/vodny roztok
barnaté soli + malé
mnozstvi AA a TEA

Pfidanim barnaté soli
do mobilni faze
se vyrazné zlepsila
selektivita, ktera
rostla s pfitomnosti
dalsich akceptortu
vodikovych vazeb
v poradi acetatovy
< trifluoracetatovy <
chloristanovy anion.

[109]

IP-CF6

5 derivata
binaftalenovych
atropisomerQ

(RP) MeOH/20 mM AA
pH 4,5 + 5 mM acetat
barnaty

Prace studovala vliv
pridavku barnatych
kationtd na
enantioseparaci
vybranych
atropisomeru
metodou HPLC
a vysledky byly
porovnany s vysledky
ziskanymi metodou
CE.

[126]

(POM) ACN/MeOH

Porovnani povrchoveé
poréznich (pramér

Amlodipin (Aml), 1-(1-
naftyl)ethylamin (NEA),
fipronil (Fip) a 2-amino-
2'-hydroxy-1,1'-binaftyl
(NOBIN)

(80/20 pro Aml a 60/40
pro NEA, v/v) +0,3% AA
a 0,2% TEA
(NP) heptan/EtOH (95/5
pro Fip a NOBIN, v/v)

2,7 um) a plné
poréznich (piumer 3
a 5 pum) ¢astic pro
navazani
cyklofruktanové CSP
v HPLC.

IP-CF6 [127]

Studie porovnani
povrchove a plné
poréznich ¢astic pro
navazani CF6 CSP.
Vyhody povrchové
poréznich Castic byly

---

Kyselina 5-
fenylvalerova, kyselina
ferulova, uracil,
adenosin, cytosin,
kyselina L-askorbova,
pyridoxin, cyklické
nukleotidy

(NP) heptan/EtOH nebo
IPA
(HILIC) ACN/25 nebo 100
mM AA

CF6 [110]

NP nez v ptipadé
HILIC modu.

Kombinaci kolon se
podafilo separovat na
zékladni linii 20 z 21

analytl. Na separaci

se podilely t-n
interakce, sterické
interakce a vodikové
vazby. RN-CF6 CSP
vykazovala vétsi
separacni efektivitu.

RN-CF6
DMP-CF7

(POM) ACN/MeOH +
malé mnozstvi AA a TEA

21 polypyridyl

ruthenatych komplexi [128]
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5.4 Cyklofruktany a jejich derivaty v CE

Stejné jako tomu bylo v ptipadé GC a SFC, nebylo ani v ptipadé¢ CE prozatim
vénovano moc pozornosti studiu vyuziti CF jako moznych CS. Hlavnim diivodem muze
byt nedostatek informaci o povaze interakci mezi studovanymi analyty a CF, které se
podstatné 1i$i od CD nebo chiralnich crown ethert. Prvni praci zamétenou na pouziti CF
jako potencialnich CS v CE publikovali Jiang a kol. [129] v roce 2009. Autofi studovali
nov¢ pripraveny sulfatovany CF6 (S-CF6) a CF7 (S-CF7) pro enantioseparaci vice nez
200 analytti. Oba sulfatované CF vykazovaly velkou enantioselektivitu ke vSem latkdm
obsahujicim aminoskupinu, jmenovité¢ k primarnim, sekundarnim a terciarnim aminiim
a aminokyselinam. Dulezitou roli pfitom hréaly elektrostatické interakce mezi sulfato
skupinou CF a aminoskupinou analyzovanych latek. Neutrdlni analyty se S-CF6 ani
S-CF7 viibec neinteragovaly a migrovaly pfi normalni polarité spole¢né s EOF.

Dale byla vénovana pozornost studiu enantiorozliSovacich schopnosi S-CF6
a jeho porovnani se sulfatovanymi CD (a, B 1 y) pro enantioseparaci Ctyf vybranych
bazickych latek, konkrétn¢ tamsulosinu, tiropramidu, bupivakainu a norefedrinu
metodou CE [130]. VSechny ctyfi studované sulfatované CS vykazovaly dostatecnou
enantioselektivitu k vybranym analyzovanym latkdm, pfi¢emz hodnoty ziskanych
rozliSeni byly zavislé na druhu a koncentraci pouzitého sulfatovaného CS.

Perera a kol. [120] studovali enantioseparaci 17 tetrahydrobenzimidazolii na CSP
s navazanymi CD a CF v HPLC a s pouzitim nativniho y-CD, HP-B-CD, HP-y-CD
a [IP-CF6 jako CS v CE. Ackoliv HP-y-CD vykazoval zcela nejlepsi separacni vlastnosti
pro vybranou skupinu analytt, IP-CF6 o koncentraci 70 mM umoznil v 50 mM
fosfatovém pufru o pH 2,5 ¢astecné separovat (Rs = 0,7) jeden z vybranych analyta,

ke kterému ostatni studované CD nevykazovaly viibec zadnou enantioselektivitu.

5.4.1 Studium vlivu barnatych ionti na enantioselektivitu IP-CF6 v CE

Enantioselektivita IP-CF6 v CE a také v HPLC byla studovana s pomoci

5 vybranych, strukturné¢ podobnych atropisomert: 1,1'-bi-2-naftolu (R,S-BINOL),

1,1'-binaftyl-2,2'-diaminu  (R,S-DABN), 1,1'-binaftalen-2,2'-diyl hydrogenfosfatu
(R,S-BNP), 2,2'-difenyl-3,3'-bifenantryl-4,4'-diyl  hydrogenfosfatu (R,S-VAPOL)
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a  3,3-bis[3,5-bis(trifluoromethyl)fenyl]-1,1'-binaftalen-1,1'-diyl ~ hydrogenfosfatu
(R,S-BBP) (Obr. 20).

NH;
2

NH

I l CH

R,S-VAPOL R,S-BBP

Obrazek 20 Struktury péti studovanych atropisomert - ptevzato [126].

Ze studovanych péti atropisomerit se metodou CE podatfilo rozseparovat
na zékladni linii pouze R,S-BNP a casteéné (Rs= 0,5) R,S-VAPOL. Pravdépodobnym
strukturné rigidnim a zpiistupnil crown etherové centrum, které patrné hraje klicovou

roli pfi interakci s analytem.

5.4.1.1 Instrumentalni vybaveni a pouzité chemikalie

Vsechny CE experimenty byly provedeny s pouzitim systému kapilarni
elektroforézy HP 3D (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) vybavené DAD.
K analyzam byla pouzita nepokrytd kiemenna kapilara (MicroSolv, Eatontown, NJ,
USA) o vnitfnim praméru 50 pm, vnéjSim praméru 365 pm, celkové délce 33 cm
a efektivni délce 24,5 cm. VSechna méfeni byla provedena pii teploté 25 °C. Detekéni
vlnova délka byla nastavena na 214 nm. Zpisob promyvani kapilary na zacatku
kazdého pracovniho dne a mezi jednotlivymi analyzami, a velikost vkladaného
separacniho napéti jsou shodné jako v kapitole 6.1. Vzorky byly davkovany
hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu 5 sekund.

-69 -



Kyselina borita, kyselina fosforecnd, hydroxid sodny, octan barnaty, methanol
a R- a S-1,1'-binaftalen-2,2'-diyl hydrogenfosfat byly pofizeny u firmy Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Vsechny zakoupené chemikalie byly p. a. Cistoty. Selektor
IP-CF6 byl opatien u firmy AZYP (Arlington, TX, USA).

Fosfatovy a boratovy pufr byl studovan v koncentraénim rozmezi 10 az 100 mM.
IP-CF6 o koncentracich 10 az 80 mM byl pfidan do elektrolytu az po tprave pH. Jako
posledni komponent byl do pufru pifidan octan barnaty o specifické koncentraci.
Zasobni roztok analytu byl pfipraven rozpusténim 5,0 mg standardu v 1,0 ml MeOH
a postupnym fedénim deionizovanou vodou byla koncentrace pracovniho roztoku

vzorku upravena na 1,0 mg/ml. VSechny analyzy byly opakovany 3krat.

5.4.1.2 Vysledky a diskuze

Slozeni pracovniho elektrolytu pro separaci R,S-BNP atropisomert bylo
studovano pro kyselé 1 alkalické prostfedi. Pro detailnéjsi studium enantioselektivity
IP-CF6 a vlivu barnatych kationtl na rozliSeni byl vybran alkalicky pracovni elektrolyt
o sloZzeni 100 mM borat sodny o pH 10,0, ktery poskytoval oproti kyselému 50 mM
fosfatu sodnému o pH 2,5 vys$s$i hodnoty rozliSeni, a vySs$i u¢innost a symetrii pikda.
S rostouci koncentraci IP-CF6 v alkalickém pracovnim elektrolytu rostly i hodnoty
rozliSeni, které bylo zaroven zavislé i na koncentraci pouzitého boratového pufru, nebot’
s rostouci koncentraci boratu a pifi konstantni koncentraci IP-CF6 rozliSeni rovnéz
rostlo. Dale byl studovan vliv pfidavku barnatych iontl (v podob¢ octanu barnatého)
na rozliSeni enantioseparace R,S-BNP. Z elektroferogramta (Obr. 21) je patrné, ze
s rostouci koncentraci Ba®* iontdl v alkalickém elektrolytu a pii konstantnim mnoZstvi
IP-CF6 (20 mM) rostly hodnoty rozliSeni, zarovein byl vSak pozorovan pokles
elektroosmotické mobility zpiisobeny interakci kladn& nabitych Ba®* iontl se zaporné
nabitou vnitini sténou kiemenné kapilary. Ziskané vysledky lze vysvétlit caste¢nou
inkorporaci Ba** iontl do centra molekuly IP-CF6, ¢imZ se struktura stane vice rigidni
a pro analyt pistupné&jsi. Zaroven je vznikly pfechodny komplex Ba®" iontii s IP-CF6
kladn€ nabity, coz podporuje elektrostatické interakce se zaporné nabitou fosfatovou

skupinou R,S-BNP atropisomert.
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Obriazek 21 Elektroferogramy zobrazujici efekt piidavku Ba?* iontl ve formé octanu barnatého
do pracovniho elektrolytu na prubéh enantioseparace R,S-BNP. Separacni podminky: 100 mM borat
sodny o pH 10,0 s piidavkem 20 mM IP-CF6, separacni napéti + 15 kV.

5.4.2 Srovnani vlivu barnatych ionti na enantioselektivitu IP-CF6 v CE a HPLC

K HPLC separaci byla pouzita chromatografickd kolona (250 mm x 4,6 mm
vnitini pfimér, velikost ¢astic 5 um) s navazanou IP-CF6 CSP (komeréni nazev
LARIHC-CF6-P) od firmy AZYP (Arlington, TX, USA). Slozeni mobilni fAze MeOH/
20 mM AA pH 4,50 v pomérech od 20 do 60 % (v/v) MeOH (optimalni sloZeni mobilni
faze se pro jednotlivé analyty liSilo) poskytovalo nejlepsi ziskané hodnoty rozliSeni
pro vSech pét studovanych atropisomert.

Nasledng byly do mobilni fize pfidany Ba®" ionty ve formé 5 mM octanu
barnat¢tho a byl studovan jejich vliv na retenci, enantioselektivitu a rozliSeni
studovanych analytti. Konstanta stability komplexu s CF ma tadové vyssi hodnotu nez
ostatni kationty [92] Chromatogramy ilustrujici porovnani enantioseparace vybranych
atropisomert s pouzitim mobilni fdze o optimalizovaném sloZzeni bez ptidavku,
a s piidavkem Ba?" iontl jsou zobrazeny na obrazku 22. V piipadé enantioseparace
R,S-BINOLu a R,S-DABNu vedla ptitomnost Ba®' iontd v mobilni fazi k mirnému
poklesu retence obou atropisomerti a rovnéz i hodnot rozliSeni. Naproti tomu v ptipadé
atropisomerti obsahujicich fosfatovou skupinu retence vzrostla, u R,S-VAPOLu
dokonce znacné (retencni Cas del$i nez 60 minut). VysSi retence, kterd je spojena

s naristem hodnot rozliSeni, je vysvétlena vytvofenim komplexu mezi neutralnim
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IP-CF6 a kladné nabitymi Ba®" ionty, ktery se tim stava rovnéz kladné nabitym. Vlivem
disociace zaporné nabité¢ fosfatové skupiny R,S-BNPu, R ,S-BBPu a R,S-VAPOLu
mohou elektrostatickymi silami interagovat s kladnymi Ba®" ionty vazanymi
v komplexu s IP-CF6, coz vede k delsi retenci zminénych atropisomert. R,S-BINOL

a R,S-DABN jsou nenabité, proto se vyse popsané elektrostatické interakce neuplatiuji.

DABN
A J'\x_ i

ﬁkﬁ BINOL
JII\_

ﬂﬁk BNP
b cme
f BBP
I I
JI &_ J'r\_,_
VAPOL
.-'II(\"-—_ _,f'f“'““-—-_
I I T I 1
0 10 20 20 40 50
t {min
5 &J' DABN (i)
ﬁﬂ BINOL
IV
\_j\ BNP

j{\

VAPOL

LN PRI FTR A T A E A R T T R R R
0 & 1w 18 20 25 30 35 40 45 50 55 60

t (min)

Obrazek 22 Porovnani chromatografické separace vybranych atropisomerti s pouzitim mobilni faze
(A) bez ptidavku a (B) s pfidavkem Ba?" iontli. SloZeni mobilni faze pro jednotlivé analyty bylo
nasledujici: MeOH/pufr 30:70 (v/v) pro DABN a BNP; MeOH/pufr 20:80 (v/v) pro BINOL;
MeOH/pufr 40:60 (v/v) pro BBP a VAPOL. Pufr: 20 mM AA o pH 4,50 - pfevzato [126].
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6 Empirické porovnani enantioselektivity cyklofruktanii

a cyklodextrinii v kapilarni elektroforéze

Nativni CF vykazuji velmi omezenou enantioseparacni schopnost v CE. Diivodem
je pravdépodobné Castecna kroutiva deformace struktury CF vedouci k znepiistupnéni
crown etherového jadra, které je hlavnim interakénim centrem. Tento deformacni efekt
je navic umocnén faktem, Ze nativni CF se v CE volné pohybuji v elektrolytu (jeho
elektroforeticka mobilita je rovna elektroosmotické mobilité) a jeho struktura neni
stabilizovana, jako je tomu v pifipadé chromatografickych kolon, kde je CF kovalentné
navazan na silikagelu.

Cilem této studie je empiricky porovnat enantioseparacni schopnosti nativnich CF
a CD pfi separaci BNP atropisomert za rtiznych separacnich podminek (ptidavek
organického rozpoustédla nebo tenzidu). R,S-BNP patii do skupiny stereoisomerti
(atropisomert) jejichz optickd isomerie je vyvolana znemoznénim rotace dvou
rovinnych podjednotek okolo jednoduché vazby spojujici obé podjednotky. Zaroveii
jeve studii poukadzano na zasadni vyznam derivatizace hydroxylovych skupin
D-fruktofuranosovych  jednotek  isopropylkarbamatovou  funkéni  skupinou

na enantioselektivitu CF v CE.

6.1 Instrumentalni vybaveni

Experimenty byly realizovany na kapilarni elektroforéze HP 3D (Agilent
Technologies, Waldbronn, Némecko) vybavené DAD. Pouzita byla nepokryta
kiemenna kapilara (MicroSolv, Eatontown, NJ, USA) o vnitinim priméru 50 pm,
vnéjSim priméru 365 um, celkové délce 33 cm a efektivni délce 24,5 cm. Pracovni
teplota pro vSechny experimenty byla nastavena na 25 °C. Pfed prvnim pouzitim
ana zaCatku kazdého pracovniho dne byla kapilara promyta po dobu 15 minut
1 M hydroxidem sodnym, 15 minut deionizovanou vodou a nakonec 15 minut
pracovnim elektrolytem. Mezi jednotlivymi analyzami se kapilara promyvala 2 minuty
1 M hydroxidem sodnym, 2 minuty deionizovanou vodou a 2 minuty boratovym
pracovnim elektrolytem v piipadé analyz provadénym pfti alkalickém pH nebo se

promyvala 2 minuty deionizovanou vodou, 2 minuty 1 M kyselinou chlorovodikovou
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a poté 2 minuty fosfatovym pufrem pro analyzy v kyselém prostiedi. Detekéni vinova
délka byla nastavena na 214 nm. Separace v kyselém prostiedi byly provedeny v modu
opacné polarity s hodnotou vkladaného napéti -15 kV. V piipad¢ alkalického prostredi
bylo pouzito mdédu normalni polarity s hodnotou napéti +15 kV. Vzorek byl davkovan
hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu 5 sekund. Identifikace jednotlivych BNP
atropisomerti byla provedena piidavkem piislusného standardniho roztoku daného
atropisomeru o koncentraci 10 pg/ml. VSechny experimenty byly provedeny 3krat,

pokud neni v textu uvedeno jinak.

6.2 Chemikalie

Kyselina borita, kyselina fosforecna (85%), hydroxid sodny, kyselina
chlorovodikova (37%), dodecylsiran sodny (SDS), R- a S-1,1'-binaftalen-2,2'-diyl
hydrogenfosfat (R- a S-BNP), a-CD a B-CD byly p. a. Cistoty a organicka rozpoustédla
methanol (MeOH) a acetonitril (ACN) byly o HPLC C(istoté. VSechny zminéné
chemikalie byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Nativni CF6
a CF7 a IP-CF6 (DS~5) a IP-CF7 (DS~9) byly ziskany od firmy AZYP (Arlington, TX,
USA). Pracovni elektrolyty byly piipraveny rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi
kyseliny fosforeéné nebo kyseliny borité v deionizované vodé (18 MQ-cm™, Millipore,
Molsheim, France) a poZadovaného pH bylo docileno titraci 50% (w/v) roztokem
hydroxidu sodného. Pracovni elektrolyty obsahujici urc¢ity podil organické slozky byly
pfipraveny nasledujicim zptsobem: pfislusné mnozstvi kyseliny fosfore¢né nebo borité
bylo rozpusténo ve smeési deionizované vody a pozadovaného procentudlniho
objemového mnozstvi MeOH nebo ACN a pH bylo upraveno titraci roztokem
50% (w/v) hydroxidu sodného. SDS o uvedené koncentraci byl pfidan do pracovniho
elektrolytu az po upravé pH. Studované CS byly do pracovnich elektrolyti ptfidany
az uplné¢ nakonec. Zasobni roztoky jednotlivych BNP atropisomerti o koncentraci
2,0 mg/ml byly piipraveny rozpusténim piislusného standardu v MeOH. Racemicka
smés R,S-BNP byla piipravena smichdnim zasobnich roztoki R- a S-atropisomeru
a nafedéna deionizovanou vodou na pracovni roztok o koncentraci 1,0 mg/ml.

Ptipravené roztoky byly skladovény pii teploté 4 °C.
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6.3 Vysledky a diskuze

S ohledem na ptedchozi publikované vysledky [126] byl jako modelovy analyt
pro studium moznosti ovlivnéni enantioselektivity CF vybran atropisomer R,S-BNP,
ktery se jiz podafilo Usp&$né enantiomerné separovat pomoci IP-CF6 v kyselém
i alkalickém prostiedi. Krom¢ nativnich CF6 a CF7 byly pro porovnani pouzity i jejich
neutralni derivaty IP-CF6 a IP-CF7 a nederivatizované a-CD a B-CD (Obr. 23), jejichz

interak¢éni mechanismy pfti separaci chirdlnich latek jsou velice dobie popsany [82,131].

Cyklofruktany Cyklodextriny
RS | CF6:n=1,R=H a-CD:n=1
RO ) CFl:n=2,R=H e s p-CD:n=2
RO C‘/‘ IP-CF6:n=1,R=~ M o—"L o \ 1o
| 2o A I ] | F N\ \D
Solo”™ O <\ oRr o CH, /:’ \ S
[‘I —=n T . IPCF7:n=2.R= \[r,,v"‘\/,u- s n "’] ‘.0 -
pA"'.'.\/DE“ L A - o J;n, .n“‘ w. ( ‘{J'
\R::J\\ \/f,b - ! l o o :‘
oo 7 & b
RO . 3"“} \‘rw H,

Obrazek 23 Struktury studovanych cyklofruktani a cyklodextrind.

6.3.1 Empirické porovnani enantioselektivity cyklofruktani a cyklodextrinu

v kyselém pracovnim elektrolytu

V kyselém prostiedi (pH 2,5) je R,S-BNP vlivem disociace fosfatové skupiny
zaporné nabity a migruje jako anion od katody k anod€. Naproti tomu jsou vSechny
studované CS pii tomto pH neutrdlni a jejich elektroforetickd mobilita je rovna
elektroosmotické mobilité, jejiz smér migrace je opacny ke sméru migrace R,S-BNP.
Aby bylo mozné R,S-BNP detekovat, je nezbytné pouzit mod obracené polarity
s detekci na anodickém konci kapilary. V pfedchozi praci [126] bylo studovano vhodné
slozeni kyselého i alkalického pracovniho elektrolytu. Vysledné slozeni kyselého
pracovniho elektrolytu — 50 mM fosfat sodny pH 2,50 — bylo proto pouzito i pro
nasledujici studii.

V prvnim kroku byl studovén vliv rostouci koncentrace kazdého z vybranych CS
na rozliSeni BNP atropisomert. Ze zavislosti zobrazenych na obrazku 24 Ize ve vSech

ptipadech pozorovat trend narastu rozliSeni na zvysujici se koncentraci pouzitého CS.
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Obrazek 24 Zavislosti rozliseni separace BNP atropisomer( na rostouci koncentraci jednotlivych

studovanych CS v 50 mM fosfatu sodném o pH 2,5.
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Obrazek 25 Elektroferogramy vybranych analyz enantioseparace R,S-BNP v 50 mM fosfatu sodném

pH 2,5 s ptidavkem jednotlivych CS o koncentraci pottebné k ziskani rozliSeni o hodnoté > 1,5.

Separac¢ni napéti -15 kV.

Pro dalsi studii byly vybrany koncentrace jednotlivych CS, pii nichz dosazena

hodnota rozliSeni byla vétsi nebo rovna 1,5. V pouzitétm 50 mM fosfatovém pufru

opH 2,5 byly potiebné koncentrace jednotlivych CS nasledujici: 25 mM a-CD;
0,25 mM B-CD; 100 mM CF6; 200 mM CF7; 10 mM IP-CF6 a 15 mM IP-CF7.

Elektroferogramy separace R,S-BNP pro uvedené CS jsou uvedeny na obrazku 25.
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Z dosazenych vysledkll je zifejmé, Ze oba derivatizované CF vykazuji vétsi
enantioseparacni schopnost nez jejich nederivatizované analogy, nebot koncentrace
IP-CF6 a IP-CF7 potiebné k enantioseparaci R,S-BNP na zékladni linii jsou
nekolikanasobné mensi nez u obou nativnich CF. Divodem je patrné vznik siln€jSich
interakci mezi CF a R,S-BNP prostiednictvim vodikovych vazeb a zména symetrie
molekuly CF, kterd je zptsobena zanikem vodikovych vazeb mezi OH skupinami
na uhliku 3. Minimalni koncentrace nativniho CF7, jehoz makrocyklus je tvofen sedmi
D-fruktofuranosovymi jednotkami, nezbytnd k dosazeni separace s rozliSenim > 1,50
byla vys$i nez v piipadé nativniho CF6, ktery je tvofen pouze Sesti jednotkami.
Naprosto opacny jev byl pozorovéan u nederivatizovanych CD. Koncentrace a-CD, ktery
je tvoten Sesti jednotkami D-glukopyranosy, byla fadove (stokrat) vyssi nez v piipadé
B-CD, ktery obsahuje jednotek sedm. Rozdil v enantioselektivit¢ a-CD a B-CD pii
separaci BNP atropisomeri I1ze vysvétlit rozdilnym primérem vnitinich kavit obou CD
(vnitini kavita B-CD ma véEtsi primér). Binaftylova ¢ast molekuly BNP miZe totiz
interagovat s prostoroveé veétsi vnitini kavitou B-CD silnéji, coz umoZznuje separaci BNP
atropisomert i pi1 velmi nizkych koncentracich p-CD.

Na zaklad¢ téchto vysledkil lze konstatovat, Ze hlavnim mechanismem tvorby
diastereomernich komplexti mezi CD a R,S-BNP je inkluze, stabilizovana hydrofobnimi
interakcemi, binaftylové ¢asti molekuly BNP do kavity CD. V piipadé CF neni jejich
separacni mechanismus tak jednozna¢ny, jelikoz CF netvofi kavitu vhodnou
pro tvorbu inkluznich komplexii. Lze vSak usuzovat, Ze ,hydrofobné&j$i* strana CF
muize interagovat s binaftylovou ¢asti, zatimco ,hydrofiln€j$i* strana CF interaguje
s fosfatovou skupinou molekuly BNP. Silné¢jsi interakci s R,S-BNP vykazoval CF6
ve srovnani s CF7, coz potvrzuje rozdilny separa¢ni mechanismus oproti a-CD a B-CD.
Je velice dulezité¢ zminit fakt, ze CF6 a a-CD, stejné jako CF7 a B-CD, jsou isomery se
stejnou molekulovou hmotnosti, ale rozdilnou prostorovou konfiguraci.

Z elektroferogramt (Obr. 25) je dale patrné, ze pti pouziti 10 mMIP-CF6,
a predevsim 15 mM IP-CF7 dochdzi k chvostovani piki obou atropisomert, které
je pravdépodobn¢é zpusobeno adsorpci vznikajicich diastereomernich komplexa
na pfevazné nenabitou vnitini st€énu kiemenné kapilary. Migracni potadi atropisomerti
v prostiedi fosfatového pufru bylo pfi pouziti kazdého ze studovanych CS stejné - jako
prvni migroval R-BNP atropisomer.

Z vynesenych zavislosti zmény elektroforetickych mobilit atropisomert

na koncentraci studovanych CS byl ovéfovan Wreniv matematicky model separace
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enantiomert (Obr. 26). Model byl castecné platny pouze v pifipadé enantioseparaci
s pouzitim o-CD, CF7 a IP-CF7. V ostatnich ptipadech nebyl totiz pozorovan
charakteristicky parabolicky prabéh kiivek s jednim nebo vice maximy. Wrentiv model
byl ovéfovan pouze ve studovaném koncentracnim rozsahu a na danych koncentracnich

urovnich, proto lze tyto vysledky brat pouze orientacné.
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Obrazky 26 Grafy zavislosti zmén elektroforetickych mobilit BNP atropisomeri na koncentraci CS
slouzici k ovéteni platnosti Wrenova matematického modelu ve fosfatovém pufru.

6.3.1.1 Vliv organickych rozpoustédel na separaci v kyselém pracovnim

elektrolytu

Ptidavek malého mnozstvi organického rozpoustédla do pracovniho elektrolytu
muze zasadné ovlivnit prubéh separace. Divodem jsou piedevSim zmeény viskozity
a dielektrické konstanty elektrolytu, coz mé za nasledek zménu elektroosmotické
mobility, ktera je, pfedev§im v neutralnim a alkalickém prostfedi, velice vyznamnym
parametrem pro vyslednou separaci. V siln€ kyselém pracovnim elektrolytu jakym je
fosfat sodny o pH 2,5 je mobilita EOF velmi mald a pfidavkem organického
rozpoustédla (v ptipadé MeOH nebo ACN) dochézi k dalsimu sniZeni elektroomotické
mobility. Kromé manipulace s elektroosmotickou mobilitou ovliviluje piidavek
organického rozpoustédla i solvataci molekul analytu, coz méa za nésledek moznou
zménu jejich elektroforetickych mobilit, a tudiz 1 rozdilny prabéh separace.
V neposledni fadé mizou organické rozpoustédla ovlivnit druh a silu interakci mezi

analytem a pouzitym CS, ¢imz mohou vznikat diastereomerni komplexy o rtznych
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hodnotach konstant stability a jednotlivé enantiomery se separovat s vys$$i, ale i nizsi
hodnotou rozliseni [132,133].

Na zaklad¢ uvedenych poznatkli byl studovan vliv pfidavku MeOH a ACN
v rozsahu koncentraci od 5 do 30 % (v/v), s ptirlstky po 5 % (v/v), na prib¢h separace
BNP atropisomertl pii pouziti kazdého z CS o koncentraci potiebné k ziskani separace
na zékladni linii. Vliv MeOH a ACN na separaci byl rozdilny. Zatimco ptidavek ACN
vedl k minimalnimu ovlivnéni elektroforetickych mobilit atropisomerti a poklesu
rozliSeni, které v pfipad¢ separace s pouzitim CD bylo daleko vyraznéjsi (Obr. 27),
vliv pfidavku MeOH do pracovniho elektrolytu mél odlisSny pribéh. Predpoklada se,
ze ACN jako slaby akceptor (pfijemce) protonli miize interagovat s protony
vznikajicimi disociaci fosfatové skupiny R,S-BNP, ¢imz dochazi k potlaceni interakci

mezi analytem a selektorem prosttednictvim vodikovych vazeb.
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Obriazek 27 Zavislosti hodnot rozliSeni enantioseparace R,S-BNP na rostoucim obsahu MeOH a ACN
(%, (v/v)) v 50 mM fosfatu sodném pH 2,5 s CS o vyse uvedené koncentraci.

Pfi studiu vlivu MeOH a s pouzitim obou CD jako CS byl rovnéz pozorovan
pokles hodnot rozliSeni s rostouci koncentraci MeOH, ale oproti pfidavku ACN byl
tento trend poklesu rozliSeni pozvolnéjsi. Divodem je patrn¢ interakce MeOH s vnitini
kavitou CD, coz mize vést ke zméné hydrofobnich vlastnosti kavity a sniZzeni asocia¢ni
konstanty inkluzniho komplexu CD s molekulou R,S-BNP. Naproti tomu pii pouziti CF
byl zaznamenan s rostouci koncentraci MeOH pouze mirny pokles hodnot rozliSeni,
pfedev§im v ptipadé isopropylovanych derivati zlstalo rozliSeni téméf nezménéné
(Obr. 27). Vysledky naznacuji, Ze hydrofobni interakce nemusi hrat pii tvorbé
komplexu mezi R,S-BNP a CF tak podstatnou roli, jako tomu bylo u CD, nebot’
struktura CF je planarni a nevytvaii klasickou kavitu jako CD, se kterou by mohl MeOH
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interagovat, a tim padem zisadné ovliviiovat vznikajici diastereomerni komplexy.
Pozvolny nartist migracnich casti obou BNP atropisomerti byl pozorovan pro CD i CF
s rostouci koncentraci MeOH. Tento efekt je pravdépodobné spojeny se zménou
viskozity pufru a poklesem elektroosmotické mobility, ktery vSak v pouzitém kyselém
elektrolytu nebyl nikterak zéasadni. Elektroferogramy enantioseparace R,S-BNP
v 50 mM fosfatu sodném o pH 2,5 s obsahem 20 % (v/v) MeOH jsou na obrazku 28.

25mMoa-CD

0.25 mM B-CD

100 mM CF6 J\ N

200mM CF7

10 mM IP-CF6

15mM IP-CF7

T T T T T T T T
2 3 4 5 & 7 8 9 min

Obrazek 28 Elektroferogramy enantioseparace R,S-BNP v 50 mM fosfatu sodném pH 2,5 s obsahem
20 % (v/v) MeOH a CS o uvedené koncentraci. Separacni napéti -15 kV.

6.3.1.2 Vliv tenzidii na separaci v Kyselém pracovnim elektrolytu

Tenzidy jsou povrchoveé aktivni latky schopné vytvaret tzv. micely a to
za predpokladu, ze je jich koncentrace v roztoku vétsi nebo rovna jejich tzv. kritické
micelarni koncentraci (CMC). Tvorba micel je dynamicky proces a do znacné miry
zavisi na slozeni a vlastnostech daného pracovniho elektrolytu. Micela se sklada
z hydrofilni a hydrofobni Casti a mize byt neutrdlni nebo nabitd nebo a migrovat
v elektroforetickém systému bud’ s EOF nebo mit vlastni elektroforetickou mobilitou.

Vnéjsi ¢ast makromolekul obou studovanych CD je hydrofilni, takze s micelarni fazi
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neinteraguje. Na druhou stranu, vnitini kavita CD je silné hydrofobni, coz umozinuje
inkluzi molekuly tenzidu do stiedu kavity [134,135].

Molekula analytu mtize stfidave prechazet z oblasti vné micelarni faze do prostoru
micelarni faze, kterd s ni mize interagovat. V piipad¢ neutrdlnich (nenabitych) CD,
jejichz elektroforetickd mobilita je rovna elektroosmotické mobilité, a iontovych
(nabitych) tenzidd, které maji elektroforetickou mobilitu rozdilnou od neutralnich CD,
muze na zéklad¢ razné silné interakce analytu s micelarni fazi a kavitou CD dochazet
k ovlivnéni elektroforetické mobility analytu, a pokud se jednd o chiralni latku, tak
1k separaci enantiomerd. Pokud by nejen CD, ale i micelarni faze byly nenabité,
k separaci enantiomeri by mohlo dojit pouze za ptedpokladu, Ze studovany analyt by
byl v pracovnim elektrolytu nabity, coz v tomto ptipadé¢ R,S-BNP spliiuje (vlivem
disociace ma zaporny naboj).

Doposud nebyla publikovana zadna studie, ktera by se detailngji vénovala
interakci iontovych nebo neutrdlnich tenzidii s CF, d4 se vSak usuzovat, Zze plandrni
struktura CF nebude kvili absenci hydrofobni kavity vytvaret inkluzni komplexy
s molekulami tenzidu, ale mohou se uplatnit jiné vazebné interakce, napi. vodikové
vazby, van der Waalsovy, disperzni interakce, aj. Aby bylo mozné tuto teorii potvrdit,
byl vybrdn bézné¢ pouzivany aniontovy tenzid (SDS) pro studium ovlivnéni
enantioseparace pomoci CF a jejich isopropylovanych (neutralnich) derivati. Vysledky
byly porovnany s udaji ziskanymi pro enantioseparaci s pouzitim a- a -CD.

Hodnota CMC pro SDS v deionizované vodé je 8,3 mM [136]. V kyselém
prostiedi jsou micely SDS, stejné jako molekula R,S-BNP, zaporné nabité a migruji jako
anionty. R,S-BNP je rozdélovano mezi vodnou fazi bez SDS micel a vytvorenou SDS
micelarni fazi, se kterou muze aromaticka cast molekuly R,S-BNP hydrofobné
interagovat. Pfidavek CS do pufru, ktery obsahuje micelarni fazi, vytvoti dalsi moznou
fazi, se kterou muze R,S-BNP interagovat a utvari se tak slozitd rovnovaha mezi CS,
micelarni fazi, vodnou fazi a R,S-BNP.

Efekt pridavku SDS, studovany v koncentratnim rozmezi 2 az 20 mM,
na enantioselektivitu nativnich CF byl odliSny, nez pro jejich isopropylované derivaty.
Rozdilnou enantioselektivitu bylo navic mozné pozorovat i v piipadé obou derivati.
Pti separaci BNP atropisomertt pomoci 100 mM CF6 a 200 mM CF7 dochazelo
s rostouci koncentraci SDS v pracovnim elektrolytu k pozvolnému poklesu rozliSeni

(Obr. 29A a 29B).
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Obrazek 29 Vliv rostouci koncentrace SDS v 50 mM fosfatu sodném o pH 2,5 s pridavkem
(A) 100 mM CFé6, (B) 200 mM CF7, (C) 10 mM IP-CF6 a (D) 15 mM IP-CF7 na rozli$eni
a migracnim Case S-BNP atropisomeru, ktery migruje jako druhy v potadi.

Prvni ptidavek SDS o koncentraci 2 mM pii enantioseparaci R,S-BNP s pouzitim
10 mM IP-CF6 vedlo ke strmému poklesu rozliSeni, pfiCemz doba analyzy se
jen nepatrn¢ zkratila. ZvySenim koncentrace SDS na 5 mM dos$lo k nartstu rozliSeni
na hodnotu vyssi nez v ptipad¢ separace samotnym 10 mM IP-CF6 bez pridavku SDS.
S dal$im naridstem koncentrace SDS az na hodnotu 10 mM se rozliSeni prakticky
nemeénilo. Pro koncentraci SDS vyssi nez 10 mM byl zaznamenan mirny pokles hodnot
rozliSeni, které vSak bylo potad vétsi nez pii separaci bez SDS (oObr. 29C). Migracéni
Casy obou BNP atropisomert s rostouci koncentraci SDS pozvolna klesaly, coz
nasvédcuje pravdépodobné vzajemné interakci.

Podobny prabéh vlivu piidavku SDS na separaci BNP atropisomert byl
pozorovan i pro 15 mM IP-CF7, avSak v tomto piipad¢ piidavek v koncentratnim
rozsahu 2 az 20 mM nevedl k ziskani separace s rozliSenim vétSim nez se samotnym
IP-CF7 bez ptidavku SDS. S prvnimi pfirtstky koncentrace SDS v pufru rozliSeni
prudce klesalo, pficemz pii koncentraci SDS rovné 5 mM dosahlo rozliSeni hodnoty
pouze 0,2. Zaroven se vyrazn¢ zkratila i doba analyzy. V koncentra¢nim rozsahu
od 5 do 10 mM rozliSeni narostlo az na hodnotu 0,8; avSak dalsi pfidavek vedl opét

k postupné ztraté rozliSeni (Obr. 29D).
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Enantioseparace R,S-BNP s vyuzitim 25 mM o-CD a 0,25 mM B-CD poskytovaly
naprosto rozdilné vysledky, nebot' ptidavek SDS v celém koncentracnim rozsahu
(2 az 20 mM) znamenal naprostou ztratu enantioselektivity pro oba CD. Diivodem jsou
pravdépodobné silné¢ hydrofobni interakce molekuly SDS (pfedevSim jeji hydrofobni

¢asti) s vnitini kavitou CD, coZ mohlo znemozZnit separaci BNP atropisomert.

6.3.2 Empirické porovnani enantioselektivity cyklofruktani a cyklodextrinu

v alkalickém pracovnim elektrolytu

Jak jiz bylo uvedené vyse, R,S-BNP je kyselina, kterd vlivem disociace migruje
jako anion v Sirokém rozsahu pH. V alkalickém prostiedi je elektroosmotickda mobilita
velice vyznamna a hraje dualezitou roli pro celkovy pribéh analyzy. Jelikoz smér
migrace EOF je od anody ke katodé€, coz je obracené oproti sméru migrace R,S-BNP.
Elektroosmoticka mobilita je vétsi nez elektroforetickd mobilita R,S-BNP, a proto je
nutné pouzit méd pozitivni polarity s detekci na anodickém konci kapilary. Slozeni
alkalického pracovniho elektrolytu, 100 mM boratu sodné¢ho o pH 10,0; bylo rovnéz
prevzato z predchozi publikované prace [126]. Experimentdlni postup mél stejnou
souslednost jako v pfipadé studie v kyselém prostfedi. Nejdiive byl sledovan vliv

rostouci koncentrace kazdého ze studovanych CS na rozliseni (Obr. 30).
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Obrazek 30 Zavislosti zmén hodnot rozliSeni enantioseparace R,S-BNP na rostouci koncentraci
studovanych CS ve 100 mM boratu sodném o pH 10,0.

Nalezeny trend nartstu rozliSeni v zévislosti na rostouci koncentraci CS byl stejny

pro vSechny selektory, vyjimku tvofil pouze nativni CF7, se kterym se podafilo
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separovat BNP atropisomery s maximalni hodnotou rozliSeni 1,1; nebot’ ptidavek
nativniho CF7 o koncentraci vyssi nez 200 mM jiz nevedlo k naristu hodnot rozliSeni.
Ze zavislosti je patrné, ze koncentrace kazdého ze studovanych CS potfebna
k ziskani separace s rozliSenim o hodnoté > 1,50 je v alkalickém prostfedi vétsi nez
tomu bylo v kyselém pufru. Pravdépodobnym divodem je zkraceni doby analyzy
zpusobené silnym EOF, ktery zna¢né ovliviiuje vyslednou migraci R,S-BNP, a zaroveil
i1dobu, po kterou muze interagovat s CS. Elektroferogramy analyz s pouzitim
50 mM o-CD, 0,5 mM B-CD, 20 mM IP-CF6, 40 mM IP-CF7, 150 mM nativniho CF6
a 200 mM nativniho CF7, coz jsou koncentrace nezbytné k ziskani separace BNP
atropisomert s Rs > 1,50 (v pfipad¢ nativniho CF7 s nejvétsim moznym dosazitelnym
rozliSenim) jsou uvedeny na obrazku 31. V piipad¢ 50 mM a-CD byl pozorovan znacny
Sum zakladni linie zplisobeny zhorSenou rozpustnosti a-CD v pouzitém pracovnim

elektrolytu.

50 mM a-CD

0.5 mM B-CD

150 mMCFb \ M .

200 mMCF7

20mM IP-CF6 H

40 mM IP-CF7

N
1 3 3 ) 3 min

Obriazek 31 Elektroferogramy analyz enantioseparace R,S-BNP ve 100 mM boratu sodném o pH 10,0
s pouzitim 50 mM a-CD, 0,5 mM B-CD, 20 mM IP-CF6, 40 mM IP-CF7, 150 mM nativniho CF6
a 200 mM nativniho CF7. Separa¢ni napéti +15 kV.

V alkalickém pufru doslo ke zmén¢ migra¢niho potadi BNP atropisomert a jako

prvni migroval S- atropisomer. Dlivodem je vlozeni vnéjSiho napéti s normalni polaritou
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a detekci na katodickém konci kapilary, coz je rozdil oproti separace ve fosfatovém
pufru, ve kterém byly BNP atropisomery detekovany na anodickém konci kapilary.
Stejné jako u fosfatového pufru, tak 1 v ptfipad¢€ boratového pufru byla studovéana
zavislost zmény elektroforetickych mobilit BNP atropisomert na koncentraci pouzitych
CS (Obr. 32) slouzici k ovéfeni platnosti Wrenova matematického modelu
enantioseparace. V tomto piipadé bylo mozné ¢astecné aplikovat Wrenitv model pouze

pro nativni CF7 a jeho isopropylovany derivat.
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Obrazky 32 Grafy zavislosti zmén elektroforetickych mobilit BNP atropisomeri na koncentraci CS
slouzici k ovéteni platnosti Wrenova matematického modelu v boratovém pufru.

6.3.2.1 Vliv organickych rozpoustédel na separaci v alkalickém pracovnim

elektrolytu

Jak jiz bylo zminéno, pfidavek organického rozpoustédla do pracovniho
elektrolytu miize zménit nékteré jeho vlastnosti (napt. viskozitu nebo iontovou silu),
které poté mohou mit vliv na smér a mobilitu EOF. V pfipad¢ pouziti alkalického
elektrolytu je elektroosmoticka mobilita vyznamna a do zna¢né miry ovlivituje prib¢h
celé analyzy. Piidavek organického rozpoustédla miize mit daleko vétsi vliv na separaci,
nez tomu bylo u kyselého elektrolytu. Studovany byly opét dvé rozpoustédla,
konktrétné MeOH a ACN v koncentraénim rozsahu 5 az 30 % (v/v), s 5% (v/v)
pridavky. Stejné€ jako v kyselém prostiedi, tak i v tomto piipadé mél ACN negativni vliv
na separaci BNP atropisomerti, zejména pii pouziti obou CD a nativnich CF.
U isopropylovanych derivati CF byl rovnéz, s rostoucim obsahem ACN v boratovém

pufru, pozorovan pokles hodnot rozliSeni, ktery byl v§ak vyrazné pozvolnéjsi (Obr. 33).
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Obrazek 33 Zavislosti rozliSeni enantioseparace R,S-BNP na rostoucim obsahu MeOH a ACN (%, (v/v))
ve 100 mM boratu sodném o pH 10,0 s pouzitim 50 mM a-CD, 0,5 mM B-CD, 20 mM IP-CF6,
40 mM IP-CF7, 150 mM nativniho CF6 a 200 mM nativniho CF7.

Naproti tomu MeOH mél na separaci s pouzitim CF a jejich derivati naprosto
opacny efekt. S rostoucim obsahem MeOH v pracovnim elektrolytu totiz zaroven rostly
1 hodnoty ziskaného rozliSeni. Je diilezit¢ zminit fakt, Ze s rostoucim obsahem MeOH
byl pozorovan pokles elektroosmotické mobility, ¢imz doslo k prodlouzeni interakéni
doby mezi CF a molekulami R,S-BNP. Elektroferogramy ilustrujici vliv 20% (v/v)
piidavku MeOH na separaci BNP atropisomerti jsou zobrazeny na obrazku 34.
Pti koncentracich MeOH nad 20 % (v/v) byl pozorovan stily narlst rozliSeni.
Nevyhodou vsak bylo vyrazné prodlouzeni doby analyzy, ¢imz doslo ke ztrat€¢ symetrie

pikti obou BNP atropisomert.

150 mM CF6 J,_JLL
P Ve i b i W

200 MM CF7 J_\
x N

20mM IP-CF6 L

[

40 mM IP-CF7
4“—‘*——\_\_/\_

T T T T T T T T
2 3 4 5 8 7 i a min

Obrazek 34 Elektroferogramy separace BNP atropisomert ve 100 mM boratu sodném o pH 10,0
s obsahem 20 % (v/v) MeOH a CF o uvedené koncentraci. Separacni napéti +15 kV.

- 86 -



Pro enantioseparaci R,S-BNP s pouzitim CD m¢l, stejné¢ jako ACN, i MeOH
negativni vliv, coz se projevilo na poklesu hodnot rozliSeni, ktery byl patrnéjsi pro
prostorové mensi a-CD (Obr. 33). Vysledky opét potvrzuji rozdilny interakcni
mechanismus CD a CF, ktery neni v piipadé CF zaloZzeny na tvorbé inkluznich
komplexii. Ackoliv zcela nelze potvrdit pozitivni efekt MeOH na silu interakce
mezi R,S-BNP a CF, ptidavkem 20 % (v/v) MeOH do alkalického elektrolytu doslo
k vyraznému ovlivnéni elektroosmotické mobility, coz vedlo pifedevSim k prodlouzeni

interak¢ni doby a ziskani lepSiho rozliSeni.

6.3.2.2 Vliv tenzida na separaci v alkalickém pracovnim elektrolytu

V alkalickém pracovnim elektrolytu je vliv EOF na separaci vyznamnéjsi
nez tomu bylo v pfipad¢ kyselého elektrolytu. Tenzidy, predev§im ty iontové, miiZou
kromé interakce s analytem nebo CS, ménit smés a silu EOF. Proto se da oCekavat vétsi
vliv ptidavku SDS na priib¢h enantioseparace R,S-BNP nez ve fosfatovém pufru.

Studovany koncentra¢ni rozsah SDS zistal stejny jako v ptipadé kyselého

prostiedi, tedy 2 az 20 mM.
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Obrazek 35 Vliv ziskaného rozliSeni a migracniho ¢asu R-BNP atropisomeru, ktery migruje jako druhy
v poradi, na rostouci koncentraci SDS ve 100 mM boratu sodném o pH 10,0 s pfidavkem (A) 150 mM
CF6, (B) 200 mM CF7, (C) 20 mM IP-CF6 a (D) 40 mM IP-CF7.
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Na obrazku 35 jsou zobrazeny grafy zavislosti rozliSeni BNP atropisomert
amigracnitho c¢asu R-BNP (atropisomeru migrujiciho jako druhého v potadi)
na piidavku SDS do 100 mM boratu sodného o pH 10,0 s obsahem (A) 150 mM CF6,
(B) 200 mM CF7, (C) 20 mM IP-CF6 a (D) 40 mM IP-CF7.

U nativnich CF lze pozorovat podobny pribéh nariistu rozliSeni i migraniho ¢asu
R-BNP atropisomeru v zévislosti na rostouci koncentraci SDS. Tento efekt se da piicist
predev§im zméné elektroosmotické mobility a je nepravdépodobné, Ze by mirny nartst
rozliSeni byl zptisoben zvySenim enantioselektivity obou CF prostiednictvim interakce
s SDS. Isopropylované derivaty CF poskytovaly naprosto odlisné vysledky. Pii pouziti
20 mM IP-CF6 lze po poklesu hodnoty rozliSeni z 1,5 na 0,2 (pfi pfidavku 2 mM SDS,
coz je koncentrace nizs§i nez CMC) pozorovat, s rostouci koncentraci SDS, pozvolny
narast rozliSeni. V rozmezi 10 az 15 mM SDS bylo zaznamenano koncentracni
optimum, kdy rozliSeni dosahovalo svého maxima. Dalsi ptidavek SDS jiz vedl
k poklesu rozliSeni a zhorSeni separace. Migracni ¢as R-BNP atropisomeru mirné rostl,
ale trend nebyl nikterak vyznamny. Pro 40 mM IP-CF7 byl pozorovan pouze pokles
hodnot rozliSeni v celém koncentratnim rozsahu SDS, pfi¢emz trend naristu
migra¢niho Casu zustal stejny jako v ptipad¢ separace s IP-CF6. Ziskané vysledky
poukazuji na vyznam sterického uspotddani CF - velikost makrocyklu, kterd je dana
poctem fruktofuranosovych jednotek, a stabilizace struktury vedouci k zptistupnéni
crown etherového jadra CF pomoci derivatizace hydroxylovych skupin - pro interakci
s molekulami SDS, kterd v ptipad¢ IP-CF6 vedla k zvySeni enantioselektivity, ktera
neni pravdépodobné zplisobena pouze ovlivnénim vlastnosti separa¢niho prostiedi.

Stejné jako ve fosfatovém pufru, tak i v boratovém pufru doslo vlivem interakce
s hydrofobni c¢asti molekuly SDS ke ztrat¢ enantioselektivity obou CD. V celém
koncentracnim rozmezi SDS byl pozorovan pouze jeden pik tvofeny nerozseparovanou

smési obou BNP atropisomerti.

6.4 Zavérecné shrnuti

Nativni CF a piedev$im jejich isopropylované derivaty vykazuji v CE velice
dobrou enantioselektivitu k modelovému analytu R,S-BNP. Tato prace viibec poprvé
popisuje enantiorozliSovaci schopnost nativnich CF v CE. Koncentrace jednotlivych

studovanych CF, kterd byla nezbytnd pouzit k ziskani separace BNP atropisomert
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s hodnotou rozliSeni > 1,5 zavisela na poctu fruktofuranosovych jednotek tvoficich
makrocyklus a derivatizaci volnych hydroxylovych skupin. Enantioselektivita CF byla
studovana ve dvou pracovnich elektrolytech, 50 mM fosfatu sodném pH 2,5 a 100 mM
boratu sodném pH 10,0; s piidavky bézné pouzivanych modifikdtora separacnich
podminek, konkrétné organickych rozpoustédel MeOH a ACN a povrchové aktivni
latky SDS. Zatimco ACN mél v obou piipadech negativni efekt na enantioseparaci
R,S-BNP, piidavek MeOH v nékterych piipadech vedl k narGstu hodnot rozliSeni,
ktery je mozné piipsat predevsim zméné elektroosmotické mobility, proto byl tento
efekt vice pozorovan v alkalickém pufru. Pouziti SDS, které interagovalo s obéma
isopropylovanymi derivaty CF prostiednictvim hydrofobnich interakci, mélo pfi
separaci BNP atropisomertt pomoci IP-CF6 pozitivni vliv. Tyto vysledky poukézaly
na klicovy vyznam sterickych a hydrofobnich interakci, stejné¢ tak 1 na pozitivni vliv
tvorby vodikovych vazeb, pro enantioselektivitu CF v CE. Zavoren je mozné vyloucit
tvorbu inkluznich komplext CF s molekulou analytu jako je tomu v ptipadé CD.
Ziskané vysledky byly publikovany v zahrani¢nim impaktovaném casopise

Journal of Separation Science [137].
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7 Zavér

Diserta¢ni prace poukazuje na dva odlisné pfistupy k studiu novych moznosti
separace enantiomerd metodou kapilarni elektroforézy. Prvni z nich popisuje aplikaci
sulfatovanych derivati CD pro enantioseparaci 1,3- a 1,4-DMAA. Ackoliv je interakéni
mechanismus sulfatovanych CD jiz detailn¢ popsan v fadé publikaci, pouziti
aniontovych S-a-CD a S-B-CD jako dualniho systému selektorii pro separaci
enantiomert nebylo doposud publikovano. Dal§im zcela novym pifinosem prace je popis
vyuziti chloridu benzyl(triethyl)amonného pro nepiimou spektrofotometrickou detekci
pii enantiomerni separaci obou studovanych latek, kter¢ v UV-VIS oblasti zaieni
neabsorbuji, nebot’ ve své struktufe nemaji vhodnou funkéni skupinu, ktera by plnila
roli chromoforu. Nové vyvinutd elektroforetickd metoda byla Uspé$né aplikovana pro
separaci 1,3-DMAA stereoisomert ve dvou komer¢nich dopliicich stravy, které
garantuji pifitomnost pfirodniho 1,3-DMAA ve form¢ geraniového extraktu. AvSak
stanovené zastoupeni jednotlivych sterecoisomeri 1,3-DMAA v obou piipravcich
a synteticky pfipraveném standardu zakoupeného u firmy Sigma-Aldrich bylo naprosto
identické, coz poukazuje na pravdépodobny stejny zptisob piipravy.

Druhy piistup k studiu separaci enantiomerli se namisto vyvoje novych
elektroforetickych metod vénuje zadkladnimu vyzkumu mechanismu interakci a enantio-
rozliSovacich vlastnosti aplika¢né nové skupiné selektort — cyklofruktanti. Zcela poprvé
byla prok4zéna enantioselektivita nativniho CF6 a CF7 v CE. Zaroven byly studovany
1 jejich isopropylkarbamat derivaty a ziskana data byla porovnéna s vysledky ziskanymi
pii analyzach s nativnim a-CD a B-CD za stejnych separacnich podminek. V praci je
popsan vliv bézn¢ pouzivanych modifikatorGi separa¢niho prostredi (MeOH, ACN
a SDS) na rozliSeni a migracnich ¢asech BNP atropisomert ve fosfatovém a boratovém
pracovnim elektrolytu. MeOH m¢l pozitivni vliv, ktery se pficita predev§im prodlouzeni
doby analyzy spojené s del§im interakénim obdobim, na rozliSeni zejména v boratovém
pufru, kde je hodnota elektroosmotické mobility téméi fadove vétsi nez ve fosfatovém
pufru. Podobny efekt byl pozorovan i pro SDS, avSak pouze v ur¢itém koncentracnim
rozsahu. Na zéklad¢ ziskanych vysledkl 1ze konstatovat, Ze interak¢ni mechanismus
studovanych CF je zaloZen na hydrofobnich a vodikovych interakcich, a zaroven

je zcela odlisny oproti CD, které tvoti charakteristické inkluzni komplexy.

-90 -



Prehled pouzité literatury

[16]

[17]

[18]
[19]

[20]

[21]
[22]

[23]

Wren, S. A. C., Rowe, R. C., J. Chromatogr. A 1992, 603, 235-241.
Wren, S. A. C., Rowe, R. C., J. Chromatogr. A 1992, 609, 363-367.
Wren, S. A. C., Rowe, R. C., Payne, R. S., Electrophoresis 1994, 15, 774-778.
Rawjee, Y. Y., Staerk, D. U., Vigh, G., J. Chromatogr. A 1993, 652, 291-306.
Rawjee, Y. Y., Williams, R. L., Vigh, G., J. Chromatogr. A 1993, 652, 233-345.
Rawjee, Y. Y., Williams, R. L., Vigh, G., J. Chromatogr. A 1994, 680, 599-607.
Rawjee, Y. Y., Vigh, G., J. Chromatogr. A 1994, 688, 273-282.
Dalgliesh, C. E., J. Chem. Soc. 1952, 3940, 137-141.
Bentley, R., Trans. N. Y. Acad. Sci. 1983, 41, 5-24.
Topiol, S., Chirality 1989, 1, 69-79.
Davankov, V. A., Chirality 1997, 9, 99-102.
Lammerhofer, M., J. Chromatogr. A 2010, 1217, 814-856.
Zhou, J., Ritter, H., Polym. Chem. 2010, 1, 1552-1550.
Escuder-Gilabert, L., Martin-Biosca, Y., Medina-Hernandez, M. J., Sagrado, S.,
J. Chromatogr. A 2014, 1357, 2-23.
Lehnert, P., Piibylka, A., Maier, V., Znaleziona, J., Sevéik, J., Dousa, M.,
J. Sep. Sci. 2013, 36, 1561-1567.
Tsioupi, D. A., Stefan-Vanstaden, R. 1., Kapnissi-Christodoulou, C. P,
Electrophoresis 2013, 34, 178-204.
Lurie, I. S., Klein, R. F. X., Dal Cason,T. A., LeBelle, M. J., Brenneisen, R.,
Weinberger, R. E., Anal. Chem. 1994, 66, 4019-4026.
Leliévre, F., Gareil, P., Bahaddi, Y., Galons, H., Anal. Chem. 1997, 69, 393-401.
Meyring, M., Miihlenbrock, C., Blaschke, G., Electrophoresis 2000, 21,
3270-3279.
Fillet, M., Bechet, 1., Schomburg, G., Hubert, P., Crommen, J., J. High Resol.
Chromatogr. 1996, 19, 669-673.
Beaufour, M., Morin, P., Ribet, J.-P., J. Sep. Sci. 2005, 28, 529-533.
Matthijs, N., Hemelryck, S. V., Maftouh, M., Massart, D. L., Vander Heyden,
Y., Anal. Chim. Acta 2004, 525, 247-263.
Znaleziona, J., Fejos, L., Sevéik, J., Dousa, M., Béni, S., Maier, V., J. Pharm.
Biomed. Anal. 2015, 105, 10-16.

-91 -



[24]
[25]

[26]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

Wei, S., Guo, H., Lin, J.-M., J. Chromatogr. B 2006, 8§32, 90-96.

Nhujak, T., Sastravaha, C., Palanuvej, C., Petsom, A., Electrophoresis 2005, 26,
3814-3823.

Abushoffa, A. M., Fillet, M., Servais, A.-C., Hubert, P., Crommen, J.,
Electrophoresis 2003, 24, 343-350.

Jakubetz, H., Juza, M., Schurig, V., Electrophoresis 1998, 19, 738-744.
Veladkova, K., Zuskova, 1., Gas, B., Electrophoresis 2007, 28, 2145-2152.
Miillerova, L., Dubsky, P., Gas, B., Electrophoresis 2014, 35, 2688-2700.
Dubsky, P., Svobodova, J., Gas, B., J. Chromatogr. B 2008, 875, 30-34.
Miillerova, L., Dubsky, P., Gas, B., J.Chromatogr. A 2014, 1330, 82-88.

Vorce, S. P., Holler, J. M., Cawrse, B. M., Magluilo, J., J. Anal. Toxicol. 2011,
35, 183-187.

Fleming, H. L., Ranaivo, P. L., Simone, P. S., Anal. Chem. Ins. 2012, 7, 59-78.
Li, S. J., Chen, M., Li, C. Z., Anal. Chem. Ins. 2012, 7, 47-58.

Gee, P., Jackson, S., Easton, J., N. Z. Med. J. 2010, 123, 124-127.

Brown, J. A., Buckley, N. A., Med. J. Aust. 2013, 198, 414-415.

Forrester, M. B., Hum. Exp. Toxicol. 2013, 32, 18-23.

Smith, T. B., Staub, B. A., Natarajan, G. M., Lasorda, D. M., Poornima, I. G.,
Tex. Heart 1. J. 2014, 41, 70-72.
https://wada-main-prod.s3.amazonaws.com/resources/files/WADA Prohibited
List 2010_EN.pdf. [stazeno v listopadu 2015]

Pawar, R. S., Tamta, H., Ma, J., Krynitsky, A. J., Grundel, E., Wamer, W. G.,
Rader, J. 1., Anal. Bioanal. Chem. 2013, 405, 4373-4384.

Gauthier, T. D., Anal. Chem. Ins. 2013, 8, 29-40.

Ping, Z., Jun, Q., Qing, J., J. Guizhou Inst. Techn. 1996, 25, 82-85.

ElSohly, M. A., Gul, W., ElSohly, K. M., Murphy, T. P., Weerasooriya, A.,
Ghittiboyina, A. G., Avula, B., Khan, 1., Eichner, A., Bowers, L. D., J. 4nal.
Toxicol. 2012, 36,457-471.

Di Lorenzo, C., Moro, E., Dos Santos, E., Uberti, F., Restani, P., Drug. Test
Anal. 2013, 5, 116-121.

Lisi, A., Hasick, N., Kazlauskas, R., Goebel, C., Drug Test. Anal. 2011, 3,
873-876.

Shellie, R. A., Marriott, P. J., Analyst. 2003, 128, 879-883.

-9D .-



[47]

[48]

[49]
[50]

[51]

[52]

Jalali-Heravi, M., Zekavat, B., Sereshti, H., J. Chromatogr. A 2006, 1114,
154-163.

Austin, K. G., Travis, J., Pace, G., Lieberman, H. R., Drug Test. Anal. 2014, 6,
797-804.

Lopez-Avila, V., Zorio, M., For. Sci. Int. 2013, 231, 113-119.

Zhang, Y., Woods, R. M., Breitbach, Z. S., Armstrong, D. W., Drug Test. Anal.
2012, 4, 986-990.

Wust, M., Reindl, J., Fuchs, S., Beck, T., Mosandl, A., J. Agric. Food Chem.
1999, 47, 3145-3150.

Batista, J. M., Lopez, S. N., Mota, J. S., Vanzolini, K. L., Cass, Q. B,
Rinaldo, D., Vilegas, W., Bolzani, V. S., Kato, M. J., Furlan, M., Chirality 2009,
21, 799-801.

Foret, F., Fanali, S., Ossicini, L., Bo¢ek, P., J. Chromatogr. A 1989, 470,
299-308.

Ma, Y. F., Zhang, R. L., J. Chromatogr. A 1992, 625, 341-348.
Dabek-Zlotorzynska, E., Dlouhy, J. F., J. Chromatogr. A 1994, 671, 389-395.
Shamsi, S. A., Danielson, N. D., Anal. Chem. 1994, 66, 3757-3764.

Soga, T., Imaizumi, M., Electrophoresis 2001, 22, 3418-3425.

Beck, W., Engelhardt, H., Chromatographia 1992, 33, 313-316.

Xu, X., Kok, W. T., Kraak, J. C., Poppe, H., J. Chromatogr. B 1994, 661, 35-45.
Johns, C., Macka, M., Haddad, P. R., J. Chromatogr. A 2003, 997, 87-94.
Kuwahara, Y., Nagata, H., Nishi, H., Tanaka, Y., Kakehi K., Chromatographia
2005, 62, 505-510.

Lecoeur-Lorin, M., Delépée, R., Morin, P., Electrophoresis 2009, 30, 487-498.
Fenn, J. B., Mann, M., Meng, C. K., Wong, S. F., Whitehouse, C. M., Science
1989, 246, 64-71.

Palzs, B., Suhal, S, Mass Spectrom. Rev. 2005, 24, 508-548.

Dettmer, K., Aronov, P. A., Hammock, B. D., Mass Spectrom. Rev. 2007, 26,
51-78.

Schmitt-Kopplin, P., Frommberger, M., Electrophoresis 2003, 24, 3837-3867.
Kftenkova, J., Foret, F., Proteomics 2012, 12, 2978-2990.

Von Brocke, A., Nicholson, G., Bayer, E., Electrophoresis 2001, 22, 1251-1266.
Creamer, J. S., Oborny, N. J., Lunte, S. M., Anal. Methods 2014, 6, 5427-5449.

-03 .



[70]

[71]

[72]
[73]

[74]

[81]

[82]
[83]

[84]

[85]

[86]

[87]
[88]

[89]

Hommerson, P., Khan, A. M., de Jong, G. J., Somsen G. W., Mass Spectrom.
Rev. 2011, 30, 1096-1120.

Chernushevich, 1. V., Loboda, A. V., Thomson, B. A., J. Mass Spect. 2001, 36,
849-865.

March, R. E., Mass Spect. Rev. 2009, 28, 961-989.
http://www.reliance.co.uk/en/news/66/quadrupole+mass—+filters.

[staZzeno v listopadu 2015]
https://masonaco/Home/mass-spectrometry/mass-analyzers.

[stazeno v listopadu 2015]

Lange, V., Picotti, P., Domon, B., Aebersold, R., Mol. Syst. Biol. 2008, 4,
222-235.

Shi, M., Gao, Q., Feng, J., Lu, Y., J. Chromatogr. Sci. 2012, 50, 547-552.

Foret, F., Electrophoresis 2009, 30, 34-39.

Verleysen, K., Sandra, P., J. High Resol. Chromatogr. 1999, 22, 33-38.

ICH Harmonized Tripartite Guideline: Validation of Analytical Procedures,
Q2(R1), Step 4 version, November 2005.

Maier, V., Petr, J., Knob, R., Horakova, J., Sev¢ik, J., Electrophoresis 2007, 28,
1815-1822.

Piibylka, A., Svidmoch, M., Sevéik, J., Maier, V., Electrophoresis 2015, 36,
2866-2873.

Scriba, G. K. E., Chromatographia 2012, 75, 815-838.

Sun, P., Wang, Ch., Breitbach, Z. S., Zhang, Y., Armstrong, D. W., Anal. Chem.
2009, 81, 10215-10226.

Kawamura, M., Uchiyama, T., Kuramoto, T., Tamura, Y., Mizutani, K.,
Carbohydr. Res. 1989, 192, 83-90.

Sawada, M., Tanaka, T., Takai, Y., Hanafusa, T., Carbohydr. Res. 1991, 217,
7-17.

Kushibe, S., Sashida, R., Morimoto, Y., Biosci. Biotechnol. Biochem. 1994, 58,
1136-1138.

Kim, H.-Y., Choi, Y.-J., Appl. Environ, Microbiol. 2001, 67, 995-1000.

Immel, S., Schmitt, G. E., Lichtenthaler, F. W., Carbohydr. Res. 1998, 313,
91-105.

Wang, C., Sun, P., Armstrong, D. W., Chiral Recognition in Separation
Methods, 2010, 77-96.

-94 -



[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]
[99]

[107]
[108]

[109]

[110]

[111]

Uchiyama, T., Kawamura, M., Uragami, T., Okuno, H., Carbohdr. Res. 1993,
241, 245-248.

Reijenga, J. C., Verheggen, T. P. E. M., Chiari, M., J. Chromatogr. A 1999, 8§38,
111-119.

Wang, Ch., Yang, S. H., Wang, J., Kroll, P., Schug, K. A., Armstrong, D. W.,
Int. J. Mass Spec. 2010, 291, 118-124.

Wang, L., Chai, Y., Sun, C., Armstrong, D. W., Int. J. Mass Spec. 2012, 323,
21-27.

Cacciapaglia, R., Mandolins, L., Chem. Soc.Rev. 1993, 22, 221-231.

Hapiot, F., Tilloy, S.,Monflier, E., Chem. Rev. 2006, 106, 767-781.

Tang, W., Ng, S.-Ch., Sun, D., Modified Cyclodextrins for Chiral Separation
2013, Springer.

Ogoshi, T., Harada, A., Sensors 2008, 8, 4961-4982.

Szejtli, J., Chem. Rev. 1998, 98, 1743-1754.

Sawada, M., Takai, Y., Shizuma, M., Takeda, T., Adachi, H., Uchiyama, T.,
Chem. Commun. 1998, 14, 1453-1454.

Zhang, Y., Breitbach, Z. S., Wang, C., Armstrong, D. W., Analyst 2010, 135,
1076-1083.

Zhang, Y., Armstrong, D. W., Analyst 2011, 136, 2931-2940.

Li, F., Hsieh, Y., J. Sep. Sci. 2008, 31, 1231-1237.

Lesellier, E., J. Chromatogr. A 2009, 1216, 1881-1890.

Vozka, J., Kalikova, K., Roussel, Ch., Armstrong, D. W., Tesatova, E., J. Sep.
Sci. 2013, 36, 1711-1719.

Wang, Ch., Zhang, Y., J. Chromatogr. A 2013, 1281, 127-134.

Hamman, Ch., Wong, M., Aliagas, 1., Ortwine, D. F., Pease, J., Schmidt, D. E.,
Victorino, J., J. Chromatogr. A 2013, 1305, 310-319.

Armstrong, D. W., Woods, R. M., Breitbach, Z. S., LC-GC Europe 2015, 28.
Qui, H., Loukotkova, L., Sun, P., Tesatova, E., Bosdkova, Z., Armstrong, D. W.,
J. Chromatogr. A 2011, 1218, 270-279.

Smuts, J. P., Hao, X.-Q., Han, Z., Parpia, C., Krische, M. J., Armstrong, D. W.,
Anal. Chem. 2014, 86, 1282-1290.

Dolzan, M. D., Spudeit, D. A., Breitbach, Z. S., Barber, W. E., Micke G. A.,
Armstrong, D. W., J. Chromatogr. A 2014, 1365, 124-130.

Sun, P., Armstrong, D. W., J. Chromatogr. A 2010, 1217, 4904-4918.

-905 -



[112]

[113]

[114]

[115]

[116]
[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

Sun, P., Wang, Ch., Padivitage, N. L. T., Nanayakkara, Y. S., Perera, S., Qiu, H.,
Zhang, Y., Armstrong, D. W., Analyst 2011, 136, 787-800.

Aranyi, A., llisz, 1., Pataj, Z., Szatmari, I., Filop, F., Armstrong, D. W.,
Antal, P., Chirality 2011, 23, 549-556.

Janeckova, L., Kalikova, K., Vozka, J., Armstrong, D. W., Bosakova, Z.,
Tesatova, E., J. Sep. Sci. 2011, 34, 2639-2644.

Kalikova, K., JaneCkova, L., Armstrong, D. W., Tesatova, E., J. Chromatogr. A
2011, 71218, 1393-1398.

Padivitage, N. L. T., Armstrong, D. W., J. Sep. Sci. 2011, 34, 1636-1647.
Aranyi, A., Bagi, A., llisz, 1, Pataj, Z., Fiilop, F., Armstrong, D. W., Antal, P.,
J. Sep. Sci. 2012, 35, 617-624.

Vozka, J., Kalikova, K., Janeckova, L., Armstrong, D. W., Tesatova, E., Analyt.
Lett. 2012, 45, 2344-2358.

Kozlik, P., Simova, V., Kalikova, K., Bosakova, Z., Armstrong, D. W.,
Tesarova, E., J. Chromatogr. A 2012, 1257, 58-65.

Perera, S., Na, Y.-Ch., Doundoulakis, T., Ngo, V. J., Feng, Q., Breitbach, Z. S.,
Lovely, C. J., Armstrong, D. W., Chirality 2013, 25, 133-140.

Gondova, T., Petrovaj, J., Kutschy, P., Armstrong, D. W., J. Chromatogr. A
2013, 71272, 100-105.

Padivitage, N. L. T., Dodbiba, E., Breitbach, Z. S., Armstrong, D. W., Drug
Test. Anal. 2014, 6, 542-551.

Padivitage, N. L. T., Dissanayake, M. K., Armstrong, D. W., Anal. Bioanal.
Chem. 2013, 405, 8837-8848.

Weatherly, C. A., Na, Y.-Ch., Nanayakkara, Y. S., Woods, R. M., Sharma, A.,
Lacour, J., Armstrong, D. W., J. Chromatogr. A 2014, 955, 72-80.

Woods, R. M., Patel, D. C., Lim, Y., Breitbach. Z. S., Gao, H., Keene, C., Li, G.,
Kiirti, L., Armstrong, D. W., J. Chromatogr. A 2014, 1357, 172-181.

Maier, V., Kalikova, K., Piibylka, A., Vozka, J., Smuts, J. P, Svidrnoch, M.,
Seveik, J., Armstrong, D. W., Tesatova, E., J. Chromatogr. A 2014, 1338, 197-
200.

Spudeit, D. A., Dolzan, M. D., Breitbach, Z. S., Barber, W. E., Micke, G. A.,
Armstrong, D. W., J. Chromatogr. A 2014, 1363, 89-95.

Shu, Y., Breitbach, Z. S., Dissanayake, M. K., Perera, S., Aslan, J. M.,
Alatrash, N., McDonnell, F. M., Armstrong, D. W., Chirality 2015, 27, 64-70.

-906 -



[129]

[130]

[131]

[132]
[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

Jiang, Ch., Tong, M.-Y., Breitbach, Z. S., Armstrong, D. W., Electrophoresis
2009, 30, 3897-3909.

Zhang, Y. J., Huang, M. X., Zhang, Y. P., Armstrong, D. W., Breitbach, Z. S.,
Ryoo, J. J., Chirality 2013, 25, 735-742.

Fakayode, S. O., Lowry, M., Fletcher, K. A., Huang, X. D., Powe, A. M.,
Warner, 1. M., Curr. Anal. Chem. 2007, 3, 171-181.

Fanali, S., J. Chromatogr. A 1997, 792, 227-267.

Porras, S. P., Sarmini, K., Fanali, S., Kenndler, E., Anal. Chem. 2003, 75,
1645-1651.

Fusanaki, N., Yado, H., Hada, S., Neya, S., Bull. Chem. Soc. Jpn. 1992, 65,
1323-1330.

Valente, A. J. M., Séderman, O., Adv. Colloid Interface Sci. 2014, 205, 156-176.
Mukerjee, P., Mysels, K. J., Critical Micelle Concentration of Aqueous
Surfactant Systems, NSRDS 36, US. Government Printing Office, Washington,
D.C.

Ptibylka, A., Svidrnoch, M., Tesatova, E., Armstrong, D. W., Maier, V., J. Sep.
Sci. 2016, 39, 973-979.

-97 -



