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Uvod

Kathinon je alkaloid strukturné podobny amfetaminu
vyskytujici se v listech katy jedlé (Catha edulis). Je ale
nestabilni a béhem starnuti listd se disledkem biotransfor-
mace redukuje na kathin', jehoZ u¢inek na centralni nervo-
vou soustavu je relativné slaby, a proto se pro dosazeni
stimulaéniho u&inku Zvykaji Cerstvé listy katy®. Kathinon
a kathin, stejné jako amfetamin, stimuluji centralni nervo-
vou soustavu® a zpisobuji uvoliiovani katecholamint
z presynaptickych ulozist do oblasti centralni nervové
soustavy a periferniho nervového systému4"5. Klinicke
studie prokazaly vliv Zvykani katy na zvySeni krevniho
tlaku a tepové frekvence, euforii, bdélost
a psychomotorickou aktivitu®. Chronické uzivani viak
zplisobuje nespavost, deprese a psychozy’.

Syntetické kathinony jsou riiznorodou skupinou deri-
vatl pfirodniho kathinonu. V posledni dobé¢ tvofily tyto
latky nejcastéji slozky legalné nepostizitelnych drog, tzv.
Jlegal highs“®. Za obméhovanim struktury kathinonu je
snaha pfipravit derivaty se stejnym nebo vyssim farmako-
logickym t¢inkem, a proto se tato skupina latek fadi k tzv.
»designer drugs®. Timto zplsobem vznikl napf. butylon,
flefedron a mefedron. Na rozdil od ptirodniho kathinonu,
ktery se vyskytuje pouze jako (S)-enantiomer’, viak tyto
derivaty obsahuji oba dva enantiomery, protoze syntézou
vznika racemat. Ackoli je syntetickych kathinond znamo
jiz n€kolik desitek, existuji jen dvé prace, které se zabyvaji
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chiralni separaci n¢kolika kathinonti kapilarni elektroforé-
zou s vyuzitim cyklodextrint (CD) jako chiralnich selekto-
ra®'°. Kapilarni elektroforéza poskytuje vysokou u&innost
diky velkému poctu teoretickych pater, kterych byvaji
radove stovky tisic. Tento fakt umoznuje enantioseparaci
na zékladni linii i pfi separa¢nim faktoru men$im nez 1,01.
Vysoka ucinnost téchto metod je dana profilem toku
a transportnimi procesy probihajicimi v kapilare. Velkou
vyhodou je i rychl4 analyza, kterd je umoZnéna pouZitim
kratkych kapilar a rychlym transportem hmoty. Dalsi neza-
nedbatelnou vyhodou je velice nizkd spotieba nejen Cini-
del, ale i vzorku. CD se v elektromigracnich metodach
zprvu pouzivaly jako achirdlni selektory a posléze i jako
chiralni selektory. Velkou vyhodou téchto latek je moznost
jejich derivatizace a pro UspéSné chirdlni separace
v pritomnosti CD nejsou prakticky zadna striktni omezeni
tykajici se struktury analytii. Dalsi vyhodou CD je jejich
schopnost chirdlné separovat enantiomery nejen s centralni
symetrii, ale i s plandrni nebo axialni symetrii. Nejen tyto
vlastnosti, ale i mnoho dalsich, pfeduréuje CD k velkému
vyuziti nejen v kapilarni elektroforéze''.

Pro kvantitativni popis vznikajicich komplexa
CD-analyt lze vyuzit zdanlivé konstanty stability. Jejich
vypocet je zalozen na hodnotach elektroforetickych mobi-
lit analytu bez pfitomnosti a v pfitomnosti CD o rznych
koncentracich. Pfi obecném postupu vypoCtu je potieba
zahrnout korekci na rozdilné teploty uvnitf kapildry, roz-
dilnou viskozitu elektrolyt, a v neposledni tad¢ také na
ménici se iontovou silu'*". Tyto korekce Ize ale
v n¢kterych pfipadech zanedbat, napf. pokud je kapilara
termostatovana a v pribéhu experimentu nedochazi ke
zméné proudu. Dalsi zanedbani 1ze provést v piipadé, Ze
jsou koncentrace ptidaného selektoru dostatecné nizké
a neovliviuji tak viskozitu elektrolytu. Pokud je selektor
neiontové povahy anebo neni pti pH pouzivaného elektro-
lytu nabity, 1ze zanedbat i korekci na ménici se iontovou
silu elektrolytu.

Experimentalni ¢ast

Voda (Mili-Q, 18 MW cm™), hydroxid sodny (tripur,
Merck), kyselina fosfore¢na (50%, Fluka), kyselina sirova
(96%, Lachner), p-cyklodextrin (BCD, 97%, Sigma-
Aldrich), sulfonovany B-cyklodextrin (HSBCD, 90%, po-
cet substituovanych jednotek 7az 11, Sigma-Aldrich),
karboxymethylovany B-cyklodextrin (CMBCD, 90%, pra-
meérny stupenl substituce 3, Sigma-Aldrich). Analyzované
kathinony: 2-fluor-N-methylkathinon (2-FMC), 3-methyl-
-N-methylkathinon (3-MC), 4-methyl-N-methylbutiofenon
(4-MeBufedron), 4-methyl-a-pyrrolidinpropiofenon (4-MePPP),
pyrovaleron (PVP), 4-ethyl-N-methylkathinon (4-EMC).

* Martina Hegrové tuto praci prezentovala na soutZi o Cenu Karla Stulika 2015 za nejlepsi studentskou védeckou praci

v oboru analytickd chemie v Ostravé ve dnech 4. — 5. 2. 2015.
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Obr. 1. Struktury analyzovanych kathinoni spolu se systematickymi a trivialnimi nazvy a jejich zkratkami

Kathinony byly ptecistény bleskovou chromatografii na
ptistroji CombiFlash Rf-200. Cistota byla stanovena na
ptistroji UHPLC/MS Agilent 6460 na vice jak 95 % z po-
méru plochy analytu k souctu ploch vSech detegovanych
slozek.

Elektroforetickd méfeni byla provadéna na pfistroji
Agilent 7100 CE s UV-VIS detekci. K analyze byla pouzi-
ta kfemenna kapilara potazena polyimidovou vrstvou
s vn&j$im primérem 375 pm, vnitinim primérem 75 pm,
efektivni délkou 50 cm a celkovou délkou 58,5 cm od
firmy Polymicro Technologies (USA). Vzorky byly déav-
kovany tlakem 1,5 kPa po dobu 5s. Pfi analyzach bylo
pouzito napéti —10 kV, —15 kV a +20 kV. Elektroforegra-
my byly zaznamenavany pfi vinové délce 207 nm.

Zakladni elektrolyt byl pfipraven fedénim koncentro-
vané kyseliny fosforecné vodou a nasledné bylo pH upra-
veno piidavkem hydroxidu sodného na hodnotu 2,5. Za-
kladni elektrolyty obsahovaly 20 mmol I' fosfatovy puft,
pH 2,5 a BCD o koncentracich 5, 10 nebo 14 mmol I
Dale byly pouzity elektrolyty s CMBCD o koncentracich
5a 10 mmol I'' v 20 mmol 1! fosfatovém  pufru
as 15 mmol I'' CMBCD v 50 mmol I"" fosfatovém pufru.
Elektrolyty obsahujici HSBCD o koncentracich 5
a 10 mmol ' byly pfipraveny ve 20 mmol I"' fosfatovém
pufru a dale byl pfipraven 5 mmol I"' HSBCD v 50 mmol I'*
fosfatovém pufru. Pied kazdym méfenim analytu byla kapi-
lara vzdy proplachnuta nejprve 2 min NaOH (0,1 mmol I'),
2 min vodou a nakonec 2 min pouzitym elektrolytem. Pro
jednotlivé analyzy byly pouzity roztoky kathinonii o kon-
centraci 1 nebo 2 mmol I,

Zdanlivé konstanty stability byly vypocteny pro kom-
plex PVP-CD. Pro analyzy byl pouzit roztok PVP o kon-
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centraci 2 mmol 1" ve vod& s pfidavkem 1 mmol I” thi-
omocoviny. Elektrolyty byly tvofeny fosfatovym pufrem
o koncentraci 50 mmol ', pH 2,5, sptidavky CMBCD,
resp. BCD o koncentracich 0; 1,6; 1,8; 2,0; 2.,3; 2,8; 3,5;
4,7;7,0 a 14,0 mmol 1",

Vysledky a diskuse

Cilem prace bylo chiralné separovat Sest kathinont,
které jest€ nebyly analyzovany kapilarni elektroforézou.
Na zékladé publikovanych ¢lanka”'® byly jako chiralni
selektory pouzity cyklodextriny. Uginnost separace byla
kvantifikovanad hodnotou rozliSeni, ktera byla vypoctena
z rovnice (1) (cit."*').

Lep ~Tra (1)

R, =
0.85- (¥, s (A)+ W, ; (B))

kde s a frp jsou migracni Casy enantiomerd, Wys(A)
a Wy 5(B) jsou Sitky pikl v poloviné jejich vysky.

Pro vypocet zdanlivych konstant stability komplexu
PVP-CD byla pouzita rovnice (2) (cit.'®).

_ (/uep,PVP—CD _/Uep,f)' K, '[CD]
1+K, -[cD]

)

L
Heop —Hepp

L
kde K, elektroforetickd mobilita PVP v pfitomnosti cyk-

lodextrinu o koncentraci [CD], 4, , je elektroforetickd
mobilita PVP bez ptitomnosti CD, K je zdanliva konstanta

stability a ., prp-cp je elektroforetickd mobilita kom-
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Tabulka I

Cena Karla Stulika

Vypoctené hodnoty rozliseni jednotlivych enantiomert kathinont v zavislosti na typu a koncentraci ptidaného cyklodextri-

nu do zékladniho elektrolytu

Vzorek Chiralni selektor o koncentraci ¢ [mmol 1]
BCD CMBCD HSBCD

5 10 14 5 10 15 57 5 10
2-FMC <0,5 <0,5 <0,5 2,0 34 3.9 - - -
3-MC <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 0,6 0,9 - 34 -
4-EMC <0,5 <0,5 0 0,7 1,0 0,9 2,5 3,7 -
4-MeBufedron 0 0 0 0 0 0 4.0 - -
PVP 0,7 0,5 <0,5 0,8 1,4 1,3 <0,5 1,8 1,3
4-MePPP <0,5 <0,5 0 0,7 0,7 0,8 - - -

“Fosfatovy pufr o koncentraci 20 mmol I''; ° fosfatovy pufr o koncentraci 50 mmol I''

plexu. Vzhledem k termostatované kapilaie a neménnému
proudu v prib&hu experimentu jsme do vypoctu nezahrnuli
korekci na zménu teploty. RovnéZ jsme zanedbali zménu
viskozity, nebot’ jeji zména vypoctend dle publikovaného
postupu'’ byla srovnatelna s nejistotou opakovanych méfe-
ni viskozity a ¢inila 1 %. Korekci na zménu iontové sily
jsme rovnéz mohli pii vypoctu zanedbat, nebot’ pK, karboxy-
lové skupiny v CMBCD nabyvé hodnoty 3,6 (cit.'®) a pi pH
elektrolytu 2,5 je tudiz CMBCD z vétSiny nenabity.

Pouzitim BCD o koncentracich 5, 10 a 14 mmol I'!
bylo dosazeno Castecné enantioseparace péti kathinond

s rozliSenim niz§im nez 0,5 a 4-MeBufedron nebyl chiral-
né separovan (tab. I). Pfidavky CMBCD o koncentracich
5,10 a 15 mmol 1" vedly k chiralni separaci péti kathino-
nt, avSak enantioseparace na zakladni linii se podafila
pouze u 2-FMC a 4-MeBufedron nebyl ani ¢aste¢né chiral-
né separovan.

Nejlepsich vysledki enantioseparace bylo dosazeno
ptidavkem 5 mmol I' HSBCD do fosfatového pufru
o koncentraci 20 mmol I', nebot se podafila &astena
chirdlni separace PVP a enantioseparace 4-MeBufedronu
a 4-EMC na zékladni linii. P¥idavkem 5 mmol I"' HSBCD

0,006 - 0,008 - 0,009 -
A A A B A C
0,003 - 0,004 - 0,005 -
0,000 . . —— 0,000 : : 1 0,000 : : L
70 78 86 tmin g4 39 43 47 tmin 51 56 62 68 tmin 74
0,022 0,060 - 0,012 -
A D A E A F
0,011 - 0,030 - 0,006 -
0,000 ~ ‘ —~ 0,000 ‘ ‘ — 0,000 ‘ ‘ ‘
13 15 17 tmin 19 14 16 18 tmin 29 10 12 14 tmin 1g

Obr. 2. Elektroforegramy smési enantiomeri A: 3-MC, B: 4-EMC, C: PVP s piidavkem 5 mmol I"' HSBCD do 50 mmol I"! fosfatové-
ho pufru, pH 2,5, napéti —10 kV; D: 2-FMC, E: 4-MePPP s ptidavkem 15 mmol I"' CMBCD do 50 mmol 1" fosfatového pufru, pH 2,7,
napéti +20 kV; F: 4-MeBufedronu s piidavkem 5 mmol I"' HSBCD do 20 mmol I'' fosfatového pufiu, pH 2,4, napéti —15 kV; kapilara

o vnitinim priméru 75 pm o délce 58,5 cm a efektivni délce 50 cm
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do fosfatového pufru o koncentraci 50 mmol I™' bylo dosa-
zeno chiralni separace na zakladni linii tfech kathinont,
ato 3-MC, 4-EMC a PVP, dalsi tfi kathinony nebyly dete-
govany. Pfi piidavku 10 mmol I'' HSBCD byl enantiose-
parovan pouze PVP, ostatni kathinony nebyly detegovany.
Elektroforegramy analyz kathinonti, pro které byly ziskany
nejvyssi hodnoty rozliseni, jsou uvedeny na obr. 2.

Pro stanoveni zdanlivych konstant stability kathinonu
s cyklodextrinem byl zvolen PVP, jehoz enantiomery se
podafilo pomoci BCD i CMBCD enantioseparovat. Vyssi
hodnoty primérnych zdanlivych konstant stability byly
ziskdny pfi analyze v pfitomnosti CMBCD (335 + 10 pro
prvni migrujici enantiomer a 384 + 11 pro druhy migrujici
enantiomer) a nizSich hodnot zdanlivych konstant stability
bylo dosaZzeno analyzou v ptitomnosti BCD (205 + 12 pro
prvni migrujici enantiomer a 249 + 15 pro druhy migrujici
enantiomer). Ze ziskanych vysledkt 1ze odvodit, Ze se na
interakci PVP s cyklodextrinem podili nejen samotné glu-
kosova c¢ast cyklodextrinu, ale i karboxylova skupina
CMBCD.

Zavér

V této praci bylo studovéno Sest kathinonli, dosud
neanalyzovanych kapilarni elektroforézou, s vyuzitim pfi-
davku tii komer¢né dostupnych cyklodextrinti do zakladni-
ho elektrolytu tvofené¢ho fosfatovym pufrem. Nejlepsich
hodnot rozlideni bylo dosazeno piidavkem 5 mmol I"' sul-
fonovaného [-cyklodextrinu do zakladniho elektrolytu.
V téchto analyzach bylo dosazeno chiralnich separaci ctyf
kathinonli na zékladni linii. Paty a Sesty studovany
kathinon se podafilo UspéSné€ enantioseparovat s piidav-
kem 15 mmol I"' karboxymethylovaného B-cyklodextrinu
do zékladniho elektrolytu. Pro jeden zanalyzovanych
kathinonti byly vypocteny zdanlivé konstanty stability se
dvéma pouzitymi cyklodextriny, pfi¢emz bylo zjisténo, Ze
vznika stabilnéjsi komplex, pokud se na interakci podili
i karboxylova skupina derivatu cyklodextrinu.

Prace byla realizovana za podpory grantového pro-
Jjektu Bezpecnostniho vyzkumu MVCR (VG20122015075).
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M. Hegrova, K. Rezankové, M. Kucha¥, and
P. Rezanka (University of Chemistry and Technology,
Prague, Czech Republic): Separation of Enantiomers
of Cathinones by Capillary Electrophoresis Using
Cyclodextrins as Chiral Selectors

This paper deals with a chiral separation of six cathi-
nones using three commercially available cyclodextrins as
additives to the background electrolyte consisting of
a phosphate buffer at pH 2.5. The best resolution values
were obtained by the addition of sulfated B-cyclodextrin at
5 mmol L' concentration in the background electrolyte.
Four complete chiral separations of racemic cathinones
were achieved. Other two racemic cathinones were suc-
cessfully enantioseparated by addition of carboxymethyl-
ated B-cyclodextrin at 15 mmol L' concentration in the
background electrolyte. For one of the cathinones ana-
lyzed, the apparent stability constants of B-cyclodextrin
and the average apparent stability constants of carboxy-
methylated B-cyclodextrin were calculated and it was
found that a more stable complex is formed for carboxy-
methylated B-cyclodextrin.



