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Abstract

The aim of this work was to optimalize the electrophoretic separation of chiral benzothiazole
derivates of amino acids in a coated capillary. Separation was performed by capillary zone
electrophoresis using cyclodextrines as chiral selector in the background electrolyte. The effect of the
electrolyte pH value on separation of derivates of amino acids was studies. Further, the separation
efficiency in a caoted and non-coated capillary was compared.

Souhrn

Cilem této prace bylo optimalizovat elektroforetickou separaci benzothiazolovych derivati
aminokyselin v pokryté kapilate polydimethylakrylamidem. Separace byla provedena pomoci
kapilarni zénové elektroforézy za pouziti cyklodextrinii jako chiralniho selektoru v zakladnim
elektrolytu. Byl studovan vliv pH na separaci benzothiazolovych derivatd a vliv pfidavku dvou
ruznych cyklodextrini do zakladniho elektrolytu na separaci derivati. Dale byla ovefena separacni
ucinnost v pokryté a neosetfené kapilaie.

1. Uvod

Benzothiazolové derivaty jsou aromatické heterocyklické slouceniny, od kterych existuje
veliky pocet derivati. U nékterych derivati byly prokézany piiznivé biologické a proti
rakovinové ucinky [1]. Benzothiazolové derivaty aminokyselin vykazuji optickou aktivitu a
jejich enantiomery nelze rozdé€lit za béznych podminek, a proto je zapotiebi do systému vlozit
médium, které zméni povahu chirdlnich latek. V posledni dobé je veliky zdjem o separaci
chirdlnich latek v mnoha odvétvich, a to predevsim ve farmaceutickém primyslu. Je znamo,
ze enantiomery vykazuji odlisné farmakologické, toxikologické a biologické vlastnosti [2].
Casto pouzivané separaéni techniky pro separaci chiralnich latek jsou kapilarni elektroforéza
(CE) a vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). CE je separa¢ni technika, ktera

poskytuje rychlé analyzy s vysokou ucinnosti a rozliSenim, v disledku pouziti elektrického

121



pole o vysoké intenzité [3]. Kapilarni elektroforéza obecné a predevs§im kapilarni zonova
elektroforéza (CZE) je metoda vhodna pro separaci enantiomert, jestlize do zakladniho
elektrolytu je ptidan chiralni selektor. Pfidany chiralni selektor do zakladniho elektrolytu
(BGE) vytvoii s enantiomerem reverzibilni rovnovazny stav, ktery zpusobi, ze ¢ast doby
enantiomery migruji volné v BGE a cast doby se pohybuji jako enantiomer-selektorovy
komplex. Pro uskute¢néni separace musi byt splnéno n¢kolik pozadavki. Zejména musi mit
selektor nebo enantiomer naboj. Dale enantiomery jako chirdlni molekuly musi mit rtiznou
afinitu k chiralnimu selektoru anebo musi mit enantiomer-selektorovy komplex odliSnou
pohyblivost [4]. NejbéznéjSimi  chiralnimi selektory (CHS) jsou cyklodextriny,
cyklofruktanty, linearni, oligo- a polysacharidy, vétvené polysacharidy, povrchové aktivni
latky, polymery, antibiotika, crown-ethery [5]. Dal$im postupem pro zlepSeni rozliSeni
enatiomerti V CE je upraveni vnitintho povrchu kapilary, a to bud s pouzitim dynamické
modifikace, nebo kovalentné¢ vazanym povlakem [6,7]. Vnitini povrch neoSetfené kapilary
obsahuje velké mnozstvi silanolovych skupin, které jsou velmi reaktivni a umoznuji ménit
charakter povrchu a jeho stabilitu v riznych oblastech pH. Modifikace povrchu se provadi z
divodu potlaceni interakci roztoku elektrolutu s povrchem kapilary, které piispivaji
Kk rozsifovani a chvostovani zon pomalou adsorpci a desorpci, ale také ke kontrole velikosti a
sméru elektroosmotického toku [8].

V této praci jsme se zabyvali chiralni separaci benzothiazolovych derivati aminokyselin
(AMK), konkrétné derivati leucinu a fenylalaninu. Nejdiive bylo zapotiebi optimalizovat
podminky, pfi kterych se dané separace budou provadét. Byl studovan vliv pH na migraci
vybranych benzothiazolovych derivati uvedenych aminokyselin. Poté byl zkoumén vliv
pokryti kapilary neutralnim polymerem na separaci derivati a porovnana ucinnosti separace.
Nakonec byl ovéfovan vliv elektrolytu s ptidavky dvou riznych cyklodextrini (CD) S riiznou

koncentraci na separaci derivati.

2. Experimentalni ¢ast
2.1. Chemikalie

Pro pfipravu zékladniho elektrolytu byly pouzity dihydrogenfosforecnan sodny a
draselny, které byly dodany od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Kyselina
fosforeéna byla dodana od firmy Lachema (Neratovice, CR). Chiralni selektory
(B-cyklodextrin, B-CD a 2-hydrozypropyl-y-cyklodextrin, 2-HP-y—CD) byly od firmy Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Hydroxid sodny byl ziskan od firmy J.T. Baker (Deventer,

Holandsko). Deionizovana ultracista voda byla upravena pomoci piistroje Mili-Q Reference
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system (Merck Millipore, Billerica, MA, USA). Aceton a peroxodisiran draselny byly od
PENTA (Praha, CR), y-methakryloxypropyltrimetoxysilan (MPT) a N,N,N’.N’- trimetyl-
etylendiamin (TEMED) byly obstarany od firmy Fluka (Buchs, Svycarsko), N,N-dimetyl-
akrylamid (DMA) (99%) byl ziskan od firmy Aldrich, propan-2-ol, kyselina octova (99%) a
kyselina chlorovodikové byly od firmy LachNer (Neratovice, CR).

2.2. Pristroje a zarizeni

Analyzy byly provedeny pomoci kapilarni elektroforézy Capel 105M (Lumex, St.
Petersburg, Rusko). Pristroj je vybaven autosamplerem, zdrojem napéti, kapilarou chlazenou
vodou a UV detektorem a je fizen programem Elforun. Dalsi ¢ast separaci byla provadéna na
kapilarni elektroforéze Agilent *°CE (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), kdy pfi
analyzach bylo sniméano celé spektrum vinovych délek v rozsahu 200-400 nm. Pro ucely

vyhodnoceni byla pouzita vinova délka 220 nm.
2.3. Analyzované derivaty sloucenin

L,D-Leucin - HCI L,D-fenylalanin - HCI
(LEVL) (PHE-ALA)

CH,
H3C‘§
N R .
\>_§S Hel /@ N R . HCl
S NH, . s NH,

Obrazek 1: Benzothiazolové derivaty aminokyselin

F

Z analyzovanych benzothiazolovych derivati aminokyselin (obr. 1) byly pfipraveny
zasobni roztoky o koncentraci 1 g/l, které byly rozpustény v deionizované vodé. Do nadobek
0 objemu 1,5 ml bylo odpipetovano 50 ul zasobniho roztoku analyzovanych slouéenin, které

byly nafedény 950 ul deionizované vody.

2.4. Materialy
K analyzam byla pouzita kfemenna kapilara od firmy Agilent (Palo Alto, CA, USA)
potazena ochrannou vrstvou polyimidu s vnitinim primérem 50 um. Pro méfeni byla pouzita

60 cm kapilara (52 cm délka k detektoru).
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2.5. Metody analyzy

Separace byly provadény ve 100 mM fosfatovém pufru o pH 3,5. Pro separace byl pouzit
zakladni elektrolyt s pfidavkem cyklodextrinu v koncentraénim rozsahu 10 — 100 mM.
Analyzy probihaly pfi teplotach 17, 20, 25 °C. Nova kapilara byla stabilizovana promytim
0,1 M roztokem NaOH a redestilovanou vodou po dobu 5 minut tlakem 1 Bar. Pied kazdym
méfenim byla nepokrytd kapildra promyta 0,1 M hydroxidem sodnym po dobu 2 minut,
deionizovanou vodou po 2 min a zakladnim elektrolytem po 2 min. Pokryta kapilara byla
promyta pouze deionizovanou vodou a zakladnim elektrolytem po dobu 2 minut. VVzorky
analyzovanych sloucenin byly davkovany tlakem 50 mBar po dobu 10 s. Vkladané napéti 20 a
25 kV (kladna polarita na vstupni elektrod¢) bylo pouzito pro oba typy kapilar. Detekce byla

uskutecnéna pii 220 nm.

2.6. Proces pokryvani kapilary

2.6.1. Iniciace vnitiniho povrchu kapilary

Nova kapilara byla nejprve promyta acetonem po dobu 10 minut, poté byla vyplachnuta
1 M NaOH po dobu 30 minut a zneutralizovana 0.1 M HCI po dobu 10 minut. Pak byla
kapilara napInéna roztokem 10% (v/v) MPT v kyselin¢ octové a acetonu (100 pul MPT + 450
pl kyselina octovd + 450 pl aceton). Oba konce kapilary byly uzavieny gumovymi septy a

nechany minimalné 20 hodin pfi laboratorni teploté. Potom byla kapilara promyta acetonem.

2.6.2. Proces pokryvani

Nejprve byl piichystan roztok DMA, ktery byl piipraven smichanim s deionizovanou
vodou a odvzdusnén pod vakuem ve vodni lazni pii 45 °C po dobu 20 min. Z tohoto roztoku
byl ptipraven 1% roztok DMA (35 ul propanol-2-ol + 5 ul 10% (v/v) TEMED + 5 ul 10%
(v/v) APS), se kterym byla naplnéna kapilara. Poté byly oba konce kapilary uzavieny septy a
kapilara byla nechana v susarné pii 50 °C po dobu 3 hodin. Pak byla kapilara zchlazena,
profouknuta dusikem a nezreagovany monomer byl vyplachnut deionizovanou vodou po dobu

10 min.

3. Vysledky a diskuze

Cilem této prace bylo ptipravit pokrytou kapilaru polyakrylamidem, uskute¢néni separace
benzothiazolovych derivatti aminokyselin a porovnani separaci v nemodifikované kapilafe a v
pokryté kapilafe. Dal§im cilem prace bylo optimalizovat separace enantiomert derivatt AMK

v elektrolytu s piidavkem dvou rtznych typt cyklodextrind v zakladnim elektrolytu.
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Obrazek 2: Zavislost zdanlivé pohyblivosti derivatu AMK na pH zakladniho elektrolytu.

Nejprve jsme se zabyvali ovéfenim vlivu pH na pohyblivosti derivatu AMK (obr. 2).
Analyzy probihaly v nemodifikované kapilafe o rozmérech 50 um x 60 cm, ve 100 mM
fosfatovém pufru jako BGE pfi teploté 25 °C a napéti 20 kV. Z grafu vyplyva, ze v oblasti pH
od 3.5 do 5.0 dochazi ke zvySovani zdanlivé pohyblivosti derivatt, coz je pravdépodobné
zpusobeno vlivem vzrustajici elektroosmozy v kapilafe. V oblasti pH od 2.0 do 3.5 dochazi
také kristu migrani rychlostiderivati, coz je vyvolano disociaci aminoskupiny V
aminokyseliné. Pro nase cely jsme hledali takovou oblast pH, kde bude pohyblivost iontti
(cyklodextrinem) pii chiralni separaci enantiomert derivatizovanych AMK. Proto byla
zvolena jako nejvhodnéjsi oblast pH 3.50, ktera je zaroven vhodna i pro 3-CD vzhledem jeho
rozpustnosti.

Obrazek 3 ukazuje EOF jako funkci pH pro pokrytou a nepokrytou kapilaru, na kterém je
probéhly ve 40 cm kapiléafe (32 cm k detekénimu okénku) x 50 um i. d., v pufru 20 mM Tris-
fosfat (pH 2.5 — 10). Detekce byla uskutecnéna pii 204 nm [9].

Na obrazku 4 je zobrazena separace smeési derivatu L,D-Phe-Ala, na zaklad¢ které je
mozné porovnat vliv Gpravy vnitiniho povrchu kapilary polymerizaci dimethylakrylamidem a
vliv rizného zastoupeni Obou typt pouzitych cyklodextrini v zakladnim elektrolytu. Pro

analyzy byly zvoleny Ctyfi typy elektrolytt, a to elektrolyt s pridavkem 100 mM 2-HP-y-CD
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Obrazek 3: Zavislost EOF na pH Vv pokryté a neoSetiené kapilare [9].

(A), elektrolyt s ptidavkem 1 mM B-CD s 10 mM 2-HP-y-CD (B), s ptidavkem 10 mM B-CD
s 1 mM 2-HP-y-CD (C) a s ptidavkem 10 mM B-CD s 10 mM 2-HP-y-CD (D). V nepokryté
kapilaie doslo k nejlepsimu rozdéleni dvojce enantiomeri v elektrolytu s pfidavkem 100 mM
2-HP-y-CD (obr.4A), ale naopak v pokryté kapilafe byla U¢innost separace nizka.
K nejlepSimu rozdéleni enantiomerd v pokryté kapilate doslo v elektrolytu s ptidavkem
10 mM B-CD s 10 mM 2-HP-y-CD, které¢ je zobrazeno na obrazku 4D.

Na obrazku 5 je zobrazen zdznam separace smési derivatu L,D-Leu v pokryté a
nemodifikované kapilare, na kterych bylo mozné porovnat vliv Gpravy vnitiniho povrchu
kapilary polymerizaci dimethylakrylamidem a vliv ridzného zastoupeni dvou typl
cyklodextrinli v zdkladnim elektrolytu. Analyzy byly provedeny ve tfech typech elektrolytd, a
to v elektrolytu s ptidavkem 100 mM 2-HP-y-CD CD (A), elektrolyt s ptidavkem 10 mM
B-CD s1 mM 2-HP-y-CD (B) a sptidavkem 10 MM B-CD s10 mM 2-HP-y-CD (C).
V elektrolytu s ptidavkem 100 mM 2-HP-y-CD nedoslo k rozdéleni dvojce enantiomeru L-D-
Leu jak v nepokryté kapilare, tak ani v kapilate pokryté polydimethylakrylamidem (obr. 5A).
Nejvyssiho rozliSeni bylo dosazeno v pokryté kapilafe v elektrolytu s ptidavkem 10 mM
-CD a 10 mM 2-HP-y-CD (obr. 5C).
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Obrazek 4: Porovnani separace benzothiazolového derivatu fenylalaninu v nepokryté kapilafe a
v kapilare pokryté dimethylakrylamidem.
Separa¢ni podminky: 60 cm x 50 um (i. d.), 25 °C, 20 kV.
(A) separace ve 100 mM 2-HP-y-CD, (B) separace ve smésném elektrolytu s 1 mM B-CD + 10 mM 2-
HP-y-CD, (C) separace ve smésném elektrolytu s 10 mM B-CD + 1 mM 2-HP-y-CD, (D) separace ve
smési elektrolytu s 10 mM B-CD + 10 mM 2-HP-y-CD.
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Obrazek 5: Porovnani separace benzothiazolového derivatu leucinu v nepokryté kapilare a
Vv kapilate pokryté dimethylakrylamidem.
Separacni podminky: 60 cm x 50 um (i. d.), 25 °C, 20 kV. (A) separace ve 100 mM 2-HP-y-
CD, (B) separace ve smésném elektrolytu s 10 mM B-CD + 1 mM 2-HP-y-CD, (C) separace
ve smeésném elektrolytu s 10 mM B-CD + 10 mM 2-HP-y-CD.



Zavér

V této praci jsme se zaméfili na optimalizaci elektroforetické separace benzothizolovych
derivata aminokyselin v pokryté kapilaie polydimethylakrylamidem. Prace byla zamétena na
zjisténi vlivu elektroosmotického toku na separaci benzothizolovych derivata aminokyselin.a
na moznost rozdé¢lit enantiomery obou derivati aminokyselin pfidavkem chirdlniho selektoru
do zakladniho elektrolytu, Z vysledki vyplyva, ze pH elektrolytu a tim padem i velikost
elektroosmotického toku hraji znac¢nou roli na separaci analyzovanych latek. Tento vliv
elektroosmozy lze potlacit Gpravou stén kapilary pokrytim vhodnym polymerem, v naSem
ptipadé polydimethylakrylamidem. Pfi chiralnich separacich v pokryté kapilare bylo dosazeno
nejlepSich vysledka v elektrolytu s pfidavkem 10 mM B-CD a 10 mM 2-HP-y-CD u obou
typt benzothiazolovych derivati (Leu i Phe-Ala). V nepokryté kapilafe bylo dosazeno
nejlepsich vysledki pouze v elektrolytu s pfidavkem 100 mM 2-HP-y-CD u derivatu Phe-Ala.
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