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KFCHFA za vřelost a ochotu.
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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové

Katedra: Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analýzy

Autor: Jakub Burda

Vedoućı diplomové práce: doc. PharmDr. Radim Kučera, Ph.D.

Název diplomové práce: Využit́ı HPLC v chirálńıch separaćıch V.

Neustále se zvyšuj́ıćı požadavky regulačńıch autorit na kvalitu a bezpečnost

léčiv kladou na výrobce velký tlak. Posledńı dekády se nesou ve znameńı chirálně

čistých léčiv, jejichž vývoj jde ruku v ruce s vývojem chirálńıch syntéz a separaćı.

Nejvyuž́ıvaněǰśı metodou jsou v oblasti separaćı př́ımé separace za využit́ı chirálńıch

stacionárńıch fáźı. Nejčastěǰśım nosičem pro tyto stacionárńı fáze je silikagel, který

může obsahovat na svém povrchu kovové nečistoty negativně ovlivňuj́ıćı separačńı

proces. Zaměřeńım této diplomové práce bylo testováńı vlivu chromatografických

podmı́nek na chirálńı a achirálńı interakce sedmi vybraných analyt̊u se stacionárńı

fáźı. K testováńı byla použita kolona s nativńım β-cyklodextrinem jako chirálńım

selektorem.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové

Department: Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical

Analysis

Candidate: Jakub Burda

Supervisor: doc. PharmDr. Radim Kučera, Ph.D.

Title of Thesis: The employment of HPLC in the field of chiral separations V.

Continuously growing requirements of regulatory authorities for the quality and

safety of medicines put a high pressure on manufacturers. Last decades are marked

by optically pure drugs, whose developement goes hand in hand with developement

of chiral syntheses and separations. The most used method in the field of separations

are direct separations using chiral stationary phases. The most often used carrier for

these stationary phases is silica, which may contain metal impurities on its surface,

negatively impacting separation process. The focus of this thesis was testing of

influuence of chromatographic conditions on chiral and achiral interactions of seven

selected analytes with stationary phase. Column with native β-cyclodextrin as chiral

selector was used for the testing.
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1 Seznam použitých zkratek

FDA Úřad pro kontrolu potravin a léčiv

HPLC Vysokoúčinná kapalinová chromatografie

MF Mobilńı fáze

SF Stacionárńı fáze

MS Hmotnostńı spektrometrie

UHPLC Ultra vysokoúčinná kapalinová chromatografie

HILIC Hydrofilně interakčńı chromatografie

D2O Deuterovaná voda

HTO Tritiová voda

IR Infračervený

NMR Nuklárńı magnetická rezonance

TEA Triethylamin

CHN Uhĺık vod́ık duśık analýza — typ elementárńı analýzy

BET Brunauer, Emmett, Teller — metoda určováńı specifického povrchu

CSP Chirálńı stacionárńı fáze

CS Chirálńı selektor

CDR Chirálńı derivatizačńı činidlo

GITC 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β -D-glukopyranosyl isothiokyanát

FLEC 1-(9-fluorfenyl)ethylchloroformiát

CMPA Chirálńı aditivum mobilńı fáze

RP Reverzńı fáze

CGTáza Cyklodextrin-glykosyl transferáza

DNBPG Dinitrobenzoylfenylglycin

MOF Kovově organické rámce
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MIP Molekulárně vtǐstěné polymery

AcA Kyselina octová

EDTA Edetan disodný

ACN Acetonitril

MeOH Methanol
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2 Úvod

Poznáńı možných rozd́ıl̊u ve farmakologické aktivitě enantiomer̊u vedlo k př́ıklonu

v jejich podáváńı jako léku v podobě opticky čistých izomer̊u. FDA ve svém vyjádřeńı

k vývoji nových stereoizomerńıch léčiv z roku 1992 se přikláńı k vývoji nových léčiv v

podobě čistého enantiomeru, avšak pokud rozd́ıly v aktivitě a toxicitě jsou nepatrné,

lze vyvinout lék jakožto racemickou směs. [1] Jakožto jedna z hlavńıch regulačńıch

autorit, co se týče farmaceutik na světě, jej́ı doporučeńı je pro výrobce léčiv stěžejńı.

Neńı tedy s podivem, že se výrobci t́ımto doporučeńım začali ř́ıdit, a z 18 malých

molekul schválených FDA v roce 2015 už pouze jedna byla registrovaná jako racemát,

ostatńıch sedmnáct bylo registrována jako opticky čistá látka. [2]. Využit́ı a rozvoj

metod chirálńıch separaćı tedy koṕıruje trendy posledńıch dekád, to znamená neustále

rostoućı požadavky na čistotu a bezpečnost léčiv a technologický rozvoj jako takový.

Nejpouž́ıvaněǰśı a nejrobustněǰśı chirálně separačńı technikou je vysokoúčinná

kapalinová chromatografie (HPLC). [3] Mezi daľśı chirálńı separačńı techniky patř́ı

mimo jiné v posledńı době obĺıbená superkritická fluidńı chromatografie, kapilárńı

elektroforéza či plynová chromatografie. [4] V HPLC je nejhojněji využ́ıváno př́ımé

separace s chirálńı stacionárńı fáźı, kdy je chirálńı selektor umožňuj́ıćı separaci jednot-

livých enantiomer̊u kovalentně vázán na stacionárńı fázi, kterou je nejčastěji silikagel.

[5] Povrch silikagelu obsahuje malé množstv́ı kovových kontaminant, které mohou

ovlivňovat pr̊uběh separace. [6] Tato práce se zaměřuje na testováńı a porovnáńı

vlivu chromatografických podmı́nek na separaci mezi kolonami s chirálńımi fázemi

na bázi cyklodextrinu s rozd́ılným typem silikagelu.
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3 Teoretická část

3.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie

3.1.1 Úvod

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) je jedna z nejrozš́ı̌reněǰśıch

separačńıch metod v současné vědě. Principem chromatografických metod je děleńı

analyt̊u mezi dvě nemı́sitelné fáze, stacionárńı (SF)a mobilńı (MF). Analyty jsou

rozpuštěné v MF, která prostupuje skrz SF. Během procesu se neustále vytvář́ı

rovnováha analyt̊u mezi oběma fázemi a analyty jsou separovány na základě afinity

k jednotlivým fáźım. [7, 8] Právě d́ıky jednoduchosti tohoto principu je HPLC tak

obĺıbená. Pro analýzu stač́ı velmi malé množstv́ı vzorku a metodu je možné plně

automatizovat. Z tohoto d̊uvodu je HPLC často prvńı volbou při analýze celé řady

látek. [5, 9]

S pomoćı této separačńı metody jsme schopni jak kvalitativńıho, tak kvantita-

tivńıho hodnoceńı separované směsy. Jednotlivé složky ve vzorku jsou za daných

podmı́nek charakterizovány signálem. Signál, tedy ṕık, je odezva detektoru na pr̊uchod

analytu. Grafický záznam separace vzorku označujeme jako chromatogram. Každý

ṕık v chromatogramu je charakterizován retenčńım časem, což je doba od nástřiku

vzorku na kolonu po dosažeńı maxima ṕıku. Na základě shody retenčńıch čas̊u

neznámé látky a př́ıslušného standardu lze neznámou látku identifikovat. Obecně je

požadována shoda retenčńıch čas̊u alespoň za dvou odlǐsných chromatografických

podmı́nek.

Intenzita signálu (plocha ṕıku) je závislá na množstv́ı analytu. Jedńım ze zp̊usob̊u,

jak źıskat koncentraci analytu, je za pomoćı kalibračńı křivky, která představuje

závislost plochy ṕıku na koncentraci. Z tohoto grafu je možné po dosazeńı plochy

ṕıku odeč́ıst jeho koncentraci. Daľśımi zp̊usoby jsou metoda vnitřńıho standardu a

metoda vněǰśıho standardu. U metody vněǰśıho standardu se porovnávaj́ı plocha ṕıku

standardu o určité koncentraci a plocha ṕıku analytu ve vzorku. U metody vnitřńıho

standardu je ke všem vzork̊um přidáno stejné množstv́ı strukturně bĺızké látky

(vnitřńı standard), která se dostatečně separuje od stanovované látky. Porovnáńım

poměr̊u ploch analytu a vnitřńıho standardu ve vzorku a ve standardu lze určit

koncentraci stanovovaného analytu. Výhodou tohoto př́ıstupu je, že koriguje možnou

chybu např. při př́ıpravě vzork̊u. .[5, 9, 10]
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Kapalinová chromatografie je použ́ıvána ve dvou módech, a to reverzńım a

normálńım. Normálńı mód znač́ı, že použitá SF je z polárńıho materiálu s velkým

povrchem, typickým př́ıkladem je např́ıklad silikagel, a použ́ıvaná rozpouštědla v

MF jsou nepolárńı, např́ıklad hexan. V reverzńım módu je použitá SF nepolárńı,

a MF polárńı. Analýzu lze provést za konstantńıho složeńı MF v pr̊uběhu celé

analýzy, tzv. isokratická eluce. Pokud je v pr̊uběhu analýzy složeńı MF měněno,

jedná se o tzv. gradientovou eluci. Chromatografie může být bud’ analytická, tedy ke

zjǐstěńı př́ıtomnosti látky za účelem jej́ı kvalitativńı a kvantitativńı analýzy, nebo

preparativńı, slouž́ıćı k źıskáńı př́ıslušné látky ze směsi pro jej́ı daľśı využit́ı. Protože

se u preparativńı chromatografie pracuje s větš́ım množstv́ım vzorku, instrumentace

je z tohoto d̊uvodu rozměrněǰśı, než u analytické chromatografie.[9, 11]

3.1.2 Instrumentace

Kapalinový chromatograf se typicky skládá z několika část́ı, viz obrázek 1.

Obrázek 1: Schéma vysokoúčinného kapalinového chromatografu. 1 = zásobńık roz-

pouštědla; 2 = př́ıvodńı hadička s fritou; 3 = pumpa s manometrem; 4 = autosampler; 5

= kolona s termostatem; 6 = detektor; 7 = odpad; 8 = PC ke sběru a vyhodnoceńı dat.

Převzato a upraveno z [10]

Zásobńıky rozpouštědel by měly být inertńı, nejčastěji ze skla. Některá roz-

pouštědla totiž mohou z plastu uvolňovat jeho složky a t́ım znehodnocovat roz-

poustědlo. Zásobńıky by měly být uzavřené, aby se zabránilo odpařováńı a pr̊uniku

pevných částic do rozpouštědla. Pro isokratickou eluci stač́ı jeden zásobńık, pro gra-
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dientovou eluci, kde jsou rozpouštědla mı́sena dohromady, je zásobńık̊u potřeba v́ıce.

V zásobńıku nebo na vstupńım mı́stě př́ıvodńıch hadiček je také umı́stěna frita, jenž

zachytává možné pevné částice a zároveň drž́ı hadičku u dna zásobńıku. Nejčastěǰśım

materiálem pro výrobu frit je keramika, nerezová ocel nebo jiné materiály inertńı k

mobilńı fázi. [5]

Pro HPLC jsou použ́ıvána rozpouštědla v př́ıslušné čistotě (HPLC grade), která

jsou čǐstěna od UV adsorbuj́ıćıch př́ıměśı a pevných částic. Všechny složky mobilńı

fáze by měly být před použit́ım přefiltrovány, např́ıklad vakuovou filtraćı. [5, 11]

Rozpouštědla by měla být před použit́ım zbavena rozpuštěných plyn̊u. Vznikaj́ıćı

bubliny plynu mohou zp̊usobit koĺısáńı tlaku, či dokonce znemožnit detekci analyt̊u.

Rozpouštědla se zbavuj́ı plyn̊u bud’ degasserem, umı́stěným před vysokotlakým

čerpadlem, což je soustava trubiček propustných pro plyn ve vakuu, kterými protéká

mobilńı fáze, probubláńım heliem nebo v ultrazvukové lázni. [5, 8, 10, 12]

Vysokotlaké čerpadlo je potřebné pro přiváděńı mobilńı fáze konstantńı pr̊utokovou

rychlost́ı na kolonu. Koĺısáńı tlak̊u má být co nejmenš́ı, což je zajǐstěno např́ıklad

pr̊uchodem tlakovaného rozpouštědla zař́ızeńım na tlumeńı puls̊u. Hadičky a šroubeńı

muśı být schopny odolat provozńımu tlaku. Je kladen velký d̊uraz na přesnost

množstv́ı přivedené mobilńı fáze. Čerpaćı systémy mohou dodávat rozpouštědla z v́ıce

zásobńık̊u. K mı́seńı rozpouštědel docháźı bud’ před natlakováńım, nebo v tlakované

části. Nejpouž́ıvaněǰśı jsou vysokotlaká čerpadla s duálńım vratným ṕıstem. [8, 11]

Autosampler zajǐst’uje přesné a správné dávkováńı vzorku do protékaj́ıćı mobilńı

fáze bez nutné př́ıtomnosti operátora, manuálńı dávkováńı v dnešńı době je nepř́ılǐs

časté. Na přesnost dávkovaného množstv́ı se kladou velké nároky, stejně jako na

zabráněńı přenosu analytu mezi vzorky (carryover). Vzorky určené k analýze, které

by pokud možno měly být rozpuštěny v mobilńı fázi, jsou uloženy v zásobńıku.

Injekčńı systémy autosampleru poté naberou požadované množstv́ı vzorku, který je

nastř́ıknut pomoćı šesticestného ventilu na kolonu. Samozřejmost́ı je propláchnut́ı

cest mezi každým nástřikem vzorku, které se taktéž děje automaticky. [5, 8, 10, 11]

Na chromatografických kolonách docháźı k separaci analyzovného vzorku. Kolonám

je věnována samostatná kapitola ńıže.

Analyt unášený MF měńı jej́ı fyzikálně-chemické vlastnosti a tato změna je

detekována v detekčńı cele detektoru, umı́stěném co nejbĺıže koloně. Odezva detek-

toru v závislosti na čase je zpracována př́ıslušným chromatografickým softwarem na

chromatogram. V závislosti na typu detektoru jsou měřeny odlǐsné fyzikálně-chemické
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vlastnosti. Ideálńı detektor by měl být vysoce citlivý, lineárńı, spolehlivý, jednoduchý

na použit́ı, nedestruktivńı, univerzálńı a neovlivněný změnami chromatografických

podmı́nek. [5, 10–12] Nejpouž́ıvaněǰśı detektory jsou UV-Vis spektrofotometry. Jsou

relativně jednoduché, levné a detekuj́ı širokou škálu látek. Nutnost́ı je vybrat správnou

vlnovou délku, při které analyt poskytuje nejvyšš́ı odezvu v̊uči mobilńı fázi. Diode

array detektor, poddruh UV detektoru, skenuje spektrum vlnových délek v troj-

rozměrném záznamu (čas, absorpce a vlnová délka). Tento zp̊usob detekce dokáže

rozlǐsit mezi dvěmi látkami se stejnou retenćı, pokud maj́ı rozd́ılná absorpčńı spektra.

UV detektory jsou vhodné pro gradientovou eluci d́ıky malému rozd́ılu absorbanćı

mezi MeOH, acetonitrilem a H2O. [5, 10, 11]

Daľśım velmi použ́ıvaným spojeńım je kombinace LC-MS. V hmotnostńım spek-

trometru iontový zdroj ionizuje analyty za pomoci r̊uzných ionizačńıch technik, jako

např́ıklad elektrosprejové ionizace (ESI) či chemické ionizace za atmostérického

tlaku (APCI). MS je nekompatibilńı s netěkavými pufry, jako např́ıklad citrátový a

fosfátový, docháźı ke kontaminaci iontového zdroje těmito látkami. Vzniklé ionty

jsou separovány v analyzátoru za pomoćı magnetického nebo vysokofrekvenčńıho

pole dle poměru hmotnosti a náboje (m/z), a detektor poskytne odezvu v podobě

hmotnostńıho spektra, které lze využ́ıt jak pro kvalitativńı, tak pro kvantitativńı

analýzu. Tato metoda je vysoce citlivá a selektivńı, avšak ekonomicky náročná. Mezi

daľśı detektory patř́ı fluorimetrické, refraktometrické a elektrochemické. [8, 10–12]

3.1.3 Kolony

Kolona je trubice z nerezové oceli nebo plastu, naplněná částicemi nebo monolitem

stacionárńı fáze. Kolona je na obou konćıch opatřena fritami, které bráńı úniku

stacionárńı fáze z kolony. Děĺı se na analytické a preparativńı. Kolony maj́ı omezenou

životnost, která se zkracuje např́ıklad znečǐstěnými vzorky či špatnou údržbou. Z

tohoto d̊uvodu se doporučuje použit́ı předkolony se stejnou stacionárńı fáźı, jenž

dokáže analytickou kolonu ochránit, toto je zvláště d̊uležité u analýz biologických

vzork̊u. Správně instalovaná a zvolená předkolona praticky nesnižuje účinnost separace.

[10, 11] Během analýzy je nutné také udržovat konstantńı teplotu, která je jednou

z nastavovaných separačńıch podmı́nek. Teplota se udržuje za pomoćı kolonového

termostatu od 10 až po 160◦C u nověǰśıch př́ıstroj̊u. [13] Při překročeńı provozńıch

teplot kolony degraduj́ı. [5, 8, 10–12]
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Kromě silikagelu mohou být použity jako stacionárńı fáze použity i jiné materiály,

např. ZrO2, AlO3, TiO2, polystyren-divinyl benzen či grafitizovaný uhĺıku, které

mohou být dále modifikovány.

Částice stacionárńı fáze mohou být děleny dle velikosti, charakteru a velikosti

pór̊u, plochy povrchu a konfigurace. [5] Nejčastěǰśı jsou plně porézńı částice silikagelu,

které jsou dostupné ve v́ıcero variantách, s velikost́ı do 5 µm, ale použ́ıvaj́ı se i tzv.

core-shell částice, s pevným jádrem a porézńı vrstvou stacionárńı fáze na povrchu.

Ty maj́ı větš́ı počet teoretických pater než plně porézńı částice při stejném pr̊uměru

a v d̊usledku k menš́ı difuzi skrz částici, rychleǰśımu přenosu hmoty, a tud́ıž lepš́ım

separačńım vlastnostem při menš́ım zpětném tlaku.[12, 14]

Dále se použ́ıvaj́ı pelikulárńı částice, tvořené pevným jádrem a pokryté velmi

tenkou vrstvou stacionárńı fáze. Dı́ky tomu maj́ı malý povrch a hod́ı se k separaci

zejména biomolekul. [5]

Posledńı typem částic jsou perfúzńı, obsahuj́ıćı velké póry propojené śıt́ı malých

(30-100 nm) pór̊u, což umožňuje tok mobilńı fáze skrze částici. Tyto částice jsou

obvykle větš́ı, což limituje jejich užit́ı pouze pro nižš́ı tlaky. Nejlépe se hod́ı pro

separaci makromolekul na preparativńı škále. [5]

3.1.4 Trendy v HPLC

Vývoj v dnešńı době ženou zejména požadavky na rychleǰśı, účinněǰśı a k životńımu

prostřed́ı šetrněǰśı separace. Dobu analýzy lze zkrátit zkráceńım kolony, zmenšeńım

jej́ıho pr̊uměru a zvýšeńım pr̊utoku mobilńı fáze. Citlivost lze zvýšit zmenšeńım

částic, d́ıky čemuž źıskáme vyšš́ı a užš́ı ṕıky. Současně je však generován vyšš́ı zpětný

tlak. To vedlo k vývoji UHPLC (ultravysokoúčinné kapalinové chromatografii), kdy

celý systém je schopný pracovat za vyšš́ıch tlak̊u. Optimálńı pr̊uměr částic použitých

v UHPLC je 1,7 µm. [15]

Dále se použ́ıvaj́ı monolitické kolony. Ty jsou tvořeny z jednoho kusu materiálu,

a to bud’ z nemodifikovaného nebo modifikovaného silikagelu, [16], Pro př́ıpravu

monolitických kolon je možné využ́ıt také polymery. [17] Struktura monolitu je

tvořena makropóry (o pr̊uměru několika µm), mezopóry(2-50 nm) a mikropóry (<2

nm). [12] Výhodou těchto kolon je jednoduchost př́ıpravy, vysoká pórovitost, d́ıky

které mohou separace fungovat při vyšš́ım pr̊utoku, lepš́ı přenos hmoty a rychleǰśı

separace při přijatelných tlaćıch. S výhodou se použ́ıvaj́ı k separaci makromolekul,
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ale v dnešńı době se i tento druh kolon dá použ́ıt k separaci malých molekul včetně

léčiv. [18, 19]

V neposledńı řadě se s úspěchem využ́ıvaj́ı povrchově porézńı (core-shell) částice

s pevným jádrem o velikosti od 1,3 do 5 µm, kdy se při analýze dosahuje podobné

účinnosti separace jako u porézńıch částic použ́ıvaných v UHPLC, ale s nižš́ımi

dosahovanými tlaky. Jádro je nejčastěji z polymeru, silikagelu nebo kovu. Core-shell

částice se využ́ıvaj́ı v reverzńı HPLC, hydrofilně – interakčńı chromatografii (HILIC),

ale i např́ıklad v chirálńıch separaćıch.[14, 20]

3.2 Silikagel

3.2.1 Př́ıprava silikagelu

Silikagel je amorfńı porézńı materiál skládaj́ıćı se z atomů křemı́ku ześıt’ovaný

atomy kysĺıku, kde na povrchu jsou hydroxylové Si –OH skupiny, (silanoly), které

maj́ı polárńı charakter a jsou slabě kyselé (pKA 6,8±0.5). [21] Tendence odštěpovat

proton je silně ovlivněna prostřed́ım, např́ıklad vod́ıkové můstky usnadňuj́ı reakci s

hydroxidovými ionty. [22] Hlavńımi výhodami silikagelu jsou zejména chemická a

mechanická stabilita, rychlý přenos hmoty a nosnost. [5] Nevýhodou silikagelu jako

takového je jeho rozpustnost v v prostřed́ı, kdy je pH >8. [22]

K př́ıpravě silikagelu je potřeba źıskat roztok kyseliny křemičité. Je několik

zp̊usob̊u př́ıpravy této látky, např́ıklad tepelná hydrolýza chloridu křemičitého, reakce

křemičitanu sodného v kyselém prostřed́ı či kyselá hydrolýza methoxy- nebo ethoxy-

silan̊u. [23, 24] Kyselina křemičitá (pKA 9,9) [24] následně podléhá kondenzačńım

reakćım a tvoř́ı polykřemičité kyseliny. Ty tvoř́ı jádra pro daľśı vazbu nekondenzo-

vaných monomer̊u, př́ıtomných v roztoku. Vznikaj́ıćı koloidńı částice jsou kulaté,

neporózńı a amorfńı. Částice mezi sebou za p̊usobeńı mechanické energie či času

koliduj́ı. Jejich povrchové silanolové skupiny spolu reaguj́ı a docháźı k agregaci

nejdř́ıve menš́ıch jednotek, které se poté spojuj́ı a docháźı k gelaci. Celý proces je

ilustrován na obrázku 2. Rychlost gelace je opět ovlivněna pH roztoku, množstv́ım

částic, koncentraćı přidaných soĺı a teplotou. Plat́ı, že v bazickém prostřed́ı docháźı

k vysokému větveńı agregát̊u, zat́ımco v kyselém se agregáty sṕı̌se řetěźı za sebou.

[22, 24, 25]

Jak spolu kondenzuje stále větš́ı množstv́ı silanolových skupin, mechanickým

pnut́ım docháźı k vytlačováńı vody (viz obrázek 3), synerezi gelu a vzniku pór̊u.
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Obrázek 2: Př́ıprava silikagelu z křemičitanu sodného, převzato a upraveno z [25]

Za synereźı stoj́ı kondenzačńı reakce. Po propláchnut́ı hydrogelu se voda odstrańı

výparem v peci. Aby došlo k vzniku sférických částic, je nutné nahradit vodu

organickým rozpouštědlem, např́ıklad MeOH. Dehydratace a synereze je spojena se

vznikem nových mezičásticových vazeb. Parametry pór̊u se daj́ı ovlivnit dobou zráńı,

změnou pH při formaci gelu, tepelným ošetřeńım nebo změnou kapalného média.[10,

22, 24, 25]

Obrázek 3: Schématické znázorněńı synereze u dvou silikagelových částic, tekutina v

pórech, pro zjednodušeńı znázorněna jako H2O modře, vznik nové siloxanové vazby červeně.

Převzato a upraveno z [25]

Jeden z velmi d̊uležitých parametr̊u je také obsah kov̊u v použitých materiálech,

protože kovové nečistoty, jako např́ıklad drasĺık, sod́ık, vápńık, železo či hlińık okyseluj́ı

povrch silikagelu, což vede k rozš́ı̌reńı ṕık̊u zejména bazických látek a jejich chvostováńı.

Některé jsou také silnými adsorpčńımi mı́sty pro komplexotvorné látky, a př́ıtomnost

kov̊u může také ovlivnit vazbu molekul stacionárńı fáze na silanoly. [26] To je

nevýhoda př́ıpravy silikagelu z křemičitanu sodného (starš́ı metoda), jelikož ten je
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kovy znečǐstěněǰśı. Tyto silikagely byly použ́ıvány v kolonách před rokem 1990, a v

literatuře je nazýván jako typ A. Nověǰśı postupy př́ıpravy silikagelu jsou čistš́ı, méně

znečǐstěné kovy a nazývané typ B, a nejsou tak náchylné na výše zmı́něné problémy.

[5, 26]

3.2.2 Povrch silikagelu

Chromatografický proces prob́ıhá na povrchu silikagelu, kde, jak již bylo zmı́něno,

se vyskytuj́ı Si-OH skupiny, tzv. silanoly, s kyselým polárńım charakterem. [21]

Silanoly můžeme dělit do tř́ı skupin: Izolované, geminálńı a vicinálńı, struktura

jednotlivých druh̊u silanol̊u je vidět na obrázku 4. Jednotlivé silanoly přisṕıvaj́ı

r̊uzným zp̊usobem k retenci, zejména izolované interaguj́ı velmi silně s bazickými

látkami. Dále jsou př́ıtomny siloxanové vazby, které prakticky v̊ubec k retenci

polárńıch látek nepřisṕıvaj́ı, d́ıky vlastnostem Si–O–Si vazby a jej́ı neschopnost́ı tvořit

vod́ıkové můstky. [22] Je ale možné pozorovat retenci nepolárńıch látek při velkých

koncentraćıch vody v mobilńı fázi. [23]. U starš́ıch metod př́ıpravy se také častěji

vyskytuje vazba Si–M+ –Si, tedy vazba s kovem. Nawrocki shrnuje mechanismy,

jakým tato kyselá mı́sta vznikaj́ı, vycháźı přitom z literatury o katalyzátorech. [6,

27] Geminálńı a vicinálńı silanoly nejsou tak kyselé. Jsou ale schopné tvořit vod́ıkové

můstky s daľśımi molekulami, které se tak mohou na těchto skupinách zadržovat.

[10, 28]

Obrázek 4: Chemická struktura silikagelu [10]

Koncentrace silanol̊u na povrchu je nejspolehlivěji určována za použit́ı deuterované

vody D2O nebo tritiové vody, HTO. Tato hodnota se pohybuje okolo 8±1,0 µmol/m2.

[6, 28] NMR a IR metodami je možné zjistit typ a koncentraci jednotlivých silanol̊u.

K určeńı koncentrace silanol̊u je také možno použ́ıt titraci NaOH v př́ıtomnosti soli

(methyllithia, dimethylzinku a daľśıch). [6, 22] Silanoly mohou být použity k navázáńı

stacionárńı fáze (např́ıklad C18, C30, fenylu a daľśıch), č́ımž je možné změnit retenčńı
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vlastnosti silikagelu. Ze sterických d̊uvod̊u ovšem neńı možné zajistit modifikaci

každého silanol̊u, zvláště v př́ıpadě deľśıch řetězc̊u, a tak je maximálńı koncentrace

těchto organosilylických vazeb okolo 4,5 µmol/m2. [21] Je tedy možno bezpečně ř́ıci,

že na povrchu modifikovaných stacionárńıch fáźı stále z̊ustávaj́ı aktivńı silanoly.

3.2.3 Kovy na povrchu silikagelu

Promyt́ı silikagelu rozpouštědlem s kyselým pH ho sice dokáže zbavit většiny

kovových nečistot, ale ne všech. [6] V silikagelu může být př́ıtomno až 20 prvk̊u v

koncentračńım rozmeźı µg/g a daľśıch 15 v koncentračńım rozmeźı ng/g. [29] Proč

jsou kovové nečistoty problémem, bylo zmı́něno výše v kapitole 3.2.1. Vliv těchto

nečistot je nejlépe vidět na eluci chelatuj́ıćıch složek. Byly tedy vyvinuty testy na

obsah kov̊u v silikagelu, např́ıklad s 2,4-pentandionem [30], dihydroxyantrachinonem

[31] nebo aromatickými dihydroxyly. [32]

Engelhardt vyvinul jednoduchý test pro charakterizaci obsahu kovových nečistot

stacionárńıch reverznch fáźı na základě rozd́ılných chelatačńıch vlastnost́ı 2,2‘-

bipyridylu a 4,4‘-bipyridylu, kdy zaznamenal téměř lineárńı závislost asymetrie

ṕıku 2,2‘-bipyridylu na obsahu železa. Ṕıky 2,2‘-bipyridylu se taktéž zmenšovaly, což

bylo dáno ireverzibilńı adsorpćı. Aby se rozlǐsilo mezi metalofilńımi a silanofilńımi

interakcemi u těchto látek, byl použit nechelatuj́ıćı 4,4‘-bipyridyl, který interaguje

pouze se silanolem. Zavedl takzvaný ”metal factor“, což je poměr asymetrie ṕık̊u

těchto dvou látek vynásobený stem. Č́ım je toto č́ıslo bĺıže stu, t́ım menš́ı je kovové

znečǐstěńı. Dokázal také, že kovové znečǐstěńı se zvyšuje s použ́ıváńım kolony, to je

vysvětleno hromaděńım kov̊u bud’to z instrumentace nebo mobilńı fáze. [26]

3.2.4 Reverzńı fáze

Nejčastěji použ́ıvanými reverźımi fázemi jsou modifikované silikagely. Použ́ıvaj́ı se

reakce s ligandy, alkylchlorosilany, nejčastěji dimethyloktadecylchlorosilanem. Tyto

ligandy reaguj́ı s volnými silanoly na povrchu, což dává vznik stacionárńım fáźım,

známým jako reverzńı. Obecná rovnice reakce je zobrazena na obrázku 5.

Analogickými modifikacemi je ale možné źıskat prakticky jakoukoli SF, mezi daľśı

ligandy často použ́ıvané k modifikaci silikagelu patř́ı např́ıklad C8,C30 nebo fenyl.

Výhodou tohoto př́ıstupu jsou dobře reprodukovatelné výsledky. K sńıžeńı počtu

volných silanol̊u se použ́ıvá tzv. endcapping, což je reakce s trimethylsilylchloridem,
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Obrázek 5: Syntéza vázané fáze reakćı chloralkylsilanu se silanolem na povrchu silikagelu.

Převzato a upraveno z [7].

který jako stericky malý substituent dokáže pokrýt daľśıch 20-30% nezreagovaných

silanol̊u, které jak bylo zmı́něno výše, mohou negativně ovlivňovat analýzu. [5, 11]

Nevýhodou daného postupu je, že tato malá skupina je v́ıce náchylná k hydrolýze v

kyselém prostřed́ı, což může negativně ovlivnit separačńı vlastnosti kolony. [5]

Dále existuj́ı reverzńı fáze s objemněǰśımi postranńımi substituenty na modifi-

kuj́ıćım ligandu, např́ıklad isopropylem či isobutylem. Ty stericky zabraňuj́ı hydrolýze

stacionárńı fáze při ńızkých hodnotách pH. Dále se použ́ıvaj́ı také polymerńı fáze,

které maj́ı stabilitu ve vyšš́ıch rozmeźıch pH, jejich nevýhodou je ovšem nižš́ı repro-

dukovatelnost procesu výroby. [5, 10, 11]

Retence solutu je ovlivněna r̊uznými interakcemi mezi solutem, mobilńı fáźı a

stacionárńı fáźı. Na obrázku 6 je přehled nejd̊uležitěǰśıch z nich, z toho interakce f, g

a h nejsou pro stacionárńı fáze na bázi alkylsilan̊u d̊uležité.

(a) Hydrofobńı interakce: ovlivňuj́ı retenci hydrofobńıch molekul. Celková hydro-

fobicita kolony nar̊ustá s prodlužuj́ıćımi se použitými řetězci, endcappingem,

vyšš́ı koncentraćı vazeb ligandu a menš́ım pr̊uměrem pór̊u.

(b) Sterické interakce: Pokud je koncentrace navázaných ligand̊u vysoká, rovné,

planárńı molekuly se mezi ligandy vmezeř́ı daleko jednodušeji a jsou tedy v́ıce

zadržovány, naopak objemněǰśı molekuly jsou zadržovány méně. Tato vlastnost

dále vzr̊ustá s deľśımi ligandy a menš́ımi póry.

(c) Vod́ıkové vazby s bazickými analyty: Jak již bylo zmı́něno, bazické analyty

maj́ı schopnost interagovat s volnými silanoly a být tak zadržovány. Kyselost

kolony je vyšš́ı u silikagel̊u typu A, avšak snižuje se s endcappingem. Vliv této

interakce se dá částečně odstranit př́ıdavkem TEA do mobilńı fáze.

(d) Vod́ıkové vazby s kyselými analyty: Pro r̊uzné kolony se X lǐśı, ve starš́ıch

kolonách to mohou být kovové částice. Vede k vyšš́ı zádrži karboxylových

kyselin.

20



Obrázek 6: Interakce solutu s kolonou, určuj́ıćı selektivitu kolony. (a) hydrofobńı interakce,

(b) sterické interakce, (c) vod́ıková vazba s bazickými analyty, (d) vod́ıková vazba s kyselými

analyty, (e) elektrostatické interakce, (f) interakce dipól – dipól, (g) π − π interakce na

fenylové SP, (h) π− π interakce na kyano SP, (i) komplexace chelatuj́ıćıch solut̊u. Neńı zde

zobrazena spojuj́ıćı silanová skupina [–Si(CH3)2 – ]). Převzato a upraveno z [5]

.

(e) Elektrostatické interakce: interakce se silanoly a jejich ionizace vzr̊ustá se

zvýšeńım pH, snadněji dostupné jsou u neendcappovaných kolon a u silikagel̊u

typu A. To vede k nižš́ı retenci ionizovaných kyselin kv̊uli repulzńım silám, a k

vyšš́ı retenci ionizovaných baźı.

(f) Komplexace chelatuj́ıćıch látek: jak již bylo zmı́něno výše, objevuje se zejména

u silikagelu typu A, znečǐstěný kovy. [5]

3.2.5 Charakterizace stacionárńıch fáźı

Z principu metody výroby reverzńıch fáźı, kdy se firmy snaž́ı optimalizovat proces

vazby ligandu na silikagel, použ́ıvaj́ı jinak reaktivńı silany a r̊uzné procesy výroby

silikagelu, nemůže být překvapeńım, že stejně označené kolony, např́ıklad C18 se

od r̊uzných výrobc̊u mohou značně lǐsit svými separačńımi vlastnostmi. [33] Popisy

výrobc̊u, přikládané ke kolonám, jsou často omezené a nedostačuj́ıćı pro odhad chováńı
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konkrétńıho analytu na dané stacionárńı fáźı. [21, 34] Na trhu je dostupno mnoho

r̊uzných kolon, je tedy obt́ıžné vybrat tu správnou pro určitou separaci. Evropský

lékopis děĺı kolony na 7 typ̊u, [35] ale v článćıch v neńı specifikovaná použitá kolona.

[34]

Retenčńı vlastnosti kolon záviśı na fyzikálně chemických vlastnostech silikagelu,

jako jsou povrch, hustota plněńı, množstv́ı a typ silanol̊u, obsah kovové nečistoty,

proces vazby ligandu, koncentrace vazeb ligandu a endcapping. [33, 34] K charakteri-

zaci jednotlivých kolon se použ́ıvaj́ı r̊uzné metody a testy, např́ıklad od Engelhardta

[33], či Tanaky[36], vyvinuto jich však bylo mnohem v́ıce. [34]

(A) Charakterizace fyzikálně chemických vlastnost́ı silikagelu:

(a) Existuje lineárńı závislost mezi procentuálńı hmotnost́ı uhĺıku a retenčńım

faktorem. [21] Obsah uhĺıku je zjǐst’ován CHN analýzou, kdy se vzorek spáĺı

ve spalovaćı komoře s čistým kysĺıkem, rozděĺı v plynovém chromatografu

a množstv́ı jednotlivých látek je určeno vodivostńım detektorem.

(b) Velikost částic je definována jako středńı hodnota velikosti částic. Nejčastěji

se určuje mikroskopicky, sedimentaćı nebo laserovou difrakćı. Č́ım menš́ı

částice, t́ım větš́ı je účinnost separace. Bohužel, se zmenšuj́ıćımi se částicemi

klesá permeabilita a vzr̊ustá zpětný tlak. [5, 21]]

(c) Specifická plocha povrchu porózńı částice je rovná součtu vnitřńıch a

vněǰśıch ploch, a běžně se měř́ı BET metodou, spoč́ıvaj́ıćı v adsorpci

molekul duśıku na povrch částice.. Z množstv́ı adsorbovaného duśıku je

možné spoč́ıtat plochu povrchu. Větš́ı plocha znamená v́ıce mı́sta, kde

může prob́ıhat separačńı proces. [5, 21]

(d) Porozita – pór je dutina, d́ıra nebo kanálek spojený s povrchem částice.

Dutina, nemaj́ıćı spojeńı s povrchem je tzv. zavřený pór a nepřisṕıvá

k celkové porozitě. Póry se děĺı dle velikosti na makropóry (o pr̊uměru

několika µm), mezopóry(2-50 nm) a mikropóry (<2 nm) Porozita je měřena

bud’to rtut’ovou porozimetríı, kdy se využ́ıvá nesmáčivosti rtuti, nebo

pomoćı sorpčńıch studíı. Plat́ı, že č́ım menš́ı pr̊uměr pór̊u, t́ım větš́ı je

plocha povrchu.[21] Nicméně pro analýzu je nutné, aby se analyt mohl

dostat bez pot́ıž́ı do póru. Uvád́ı se vhodná prostředńı hodnota pr̊uměru

pór̊u okolo 9 nm pro analýzu látek s molekulovou hmotnost́ı pod 500 Da.

[5]
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(B) Charakterizace chemického povrchu silikagelu

(a) Určeńı koncentrace volných silanol̊u a kovových nečistot je zmiňováno v

3.2.3, respektive 3.2.2.

(b) Jelikož retence solutu je ovlivněná jak hydrofilńımi, tak hydrofobńımi

vlastnostmi stacionárńı fáze, tak by látky zvolené do testované směsi měly

být z r̊uzných skupin organických látek. Měly by nejen odhalit hydrofobńı

vlastnosti, ale také vnést vhled pro použitelnost kolon k separaci polárńıch

a zvláště bazických látek. [34] Byla provedena studie, která testovala

36 r̊uzných parametr̊u vybraných z literatury na r̊uzných kolonách a

po statistickém vyhodnoceńı dat vybrala 4 nejvhodněǰśı a postačuj́ıćı.

Těmi jsou poměr relativńı retenčńı faktor fenolu a benzylaminu pro

aktivitu silanol̊u, retenčńı faktor amylbenzenu pro hydrofobicitu, relativńı

retenčńı faktor trifenylu/o-terfenylu pro sterické interakce a hydrofobicitu

a již zmiňovaný bipyridylový test pro aktivitu silanol̊u a obsah kovových

nečistot. [34]

3.3 Chirálńı separace

3.3.1 Izomerie

Izomery jsou molekuly maj́ıćı stejný sumárńı vzorec, které ale nejsou strukturně

totožné. Izomery jsou děleny na konstitučńı izomery a stereoizomery. Konstitučńı

izomery se navzájem lǐśı např́ıklad umı́stěńım dvojných vazeb, funkčńı skupiny a

nebo uspořádáńım uhĺıkového řetězce. Stereoizomery naopak maj́ı shodné uspořádáńı

vazeb mezi sebou, ale lǐśı se uspořádáńım jednotlivých vazeb v trojrozměrném

prostoru. Molekula je chirálńı, pokud j́ı nelze ztotožnit s jej́ım zrcadlovým obrazem.

Pojem chiralita pocháźı z řeckého chiros (ruka). Nejznáměǰśı př́ıčinou chirality v

organických molekulách je asymetrické centrum, kdy jsou na atom uhĺıku navázány

čtyři rozd́ılné substituenty. Pokud v molekule existuj́ı asymetrická centra, počet

možných stereoizomer̊u je 2n, kde n znač́ı množstv́ı chirálńıch center. Stereoizomery

je možné dále dělit na enantiomery a diastereoizomery. [5, 37]

Enantiomery jsou neztotožnitelné zrcadlové obrazy, maj́ıćı stejnou vnitřńı energii,

d́ıky stejným vazebným úhl̊um, meziatomovým vzdálenostem a meziatomovým

interakćım. Směs enantiomer̊u v poměru 1:1 se nazývá racemická směs. Směsi
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enantiomer̊u s jinými poměry se popisuj́ı bud’to poměrem enantiomer̊u (např. 97:3),

nebo enantiomerickou čistotou (97%). Ve vztahu k léčiv̊um, enantiomer vyznačuj́ıćı

se vyšš́ı aktivitou se nazývá eutomer, zat́ımco ten s nižš́ı distomer. [5, 11, 37]

Diastereoizomery nejsou zrcadlovými obrazy, maj́ı jiné fyzikálně - chemické vlast-

nosti a mohou tedy být separovány achirálńı chromatografiı. K rozlǐseńı jednotlivých

konfiguraćı na chirálńıch centrech se použ́ıvaj́ı stereochemické deskriptory (R a S, L

a D nebo + a -). R a S, pro chirálńı molekuly nejpouž́ıvaněǰśı, z latinského rectus,

pravý či sinister, levý a označuj́ı konfiguraci, ve které jsou substituenty na chirálńım

centru seřazeny podle Cahn - Ingold - Prelogova pravidla. Toto pravidlo přǐrazuje

jednotlivým substituent̊um prioritu dle jejich protonového č́ısla za podmı́nky, že

substituent s nejnižš́ım protonovým č́ıslem směřuje od pozorovatele. R je vyhrazeno

pro uspořádáńı substituent̊u po směru hodinových ručiček, zat́ımco u S je tomu

naopak. L a D se vztahuj́ı k Fisherově projekci použ́ıvanou k označeńı cukr̊u a

aminokyselin, a nakonec (+) a (-) označuje vlastnost enantiomer̊u stáčet rovinu

polarizovaného světla na levou (-) nebo pravou (+) stranu. [5, 10, 11, 37]

Obrázek 7: Strukturńı uspořádáńı efedrinu a pseudoefedrinu [38]

Na obrázku 7 je vidět, že jak (1R,2R)-(-)-pseudoefedrin, tak (1S,2S)-(+)-pseudoefedrin

jsou zrcadlové obrazy, enantiomery jeden druhého. To samé plat́ı o (1S,2R)-(+)-

efedrinu a (1R,2S)-(-)-efedrinu. Avšak pseudoefedrin s efedrinem zrcadlovým obrazem

nejsou, vždy se lǐśı konfiguraćı na jednom chirálńım centru a tud́ıž jsou diastereoizo-
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mery. [5, 11, 37]

Ve speciálńıch př́ıpadech, kdy se dva diastereoizomery lǐśı pouze v konfiguraci na

jednom chirálńım centru, můžeme ř́ıci, že tyto látky jsou epimery. Pokud jsou látky

achirálńı, ale přesto obsahuj́ı centra chirality, nazýváme je meso sloučeninami. [5, 11,

37]

3.3.2 Úvod do chirality

Chiralita byla objevena Pasteurem d́ıky jeho zjǐstěńı o preferenčńım metabolismu (-

)- tartrátu amonného pĺısńı Penicillium glascum.[39] Chirálńı povaha žij́ıćıch systémů

má zřejmé d̊usledky na biologicky aktivńı látky s nimi interaguj́ıćımi. Na molekulárńı

úrovni chiralita představuje elementárńı vlastnost ”stavebńıch kamen̊u života“, jako

jsou např́ıklad aminokyseliny a cukry, kterážto se přenáš́ı i na molekuly složitěǰśı,

jako např́ıklad peptidy a polysacharidy. Z toho d̊uvodu jsou metabolické a regulačńı

procesy prob́ıhaj́ıćı v organismech na stereochemii citlivé a často je možné pozorovat

r̊uzné odpovědi na odlǐsné enantiomery. Stereoselektivita je charakteristický rys

enzymatických reakćı, interakćı receptoru s ligandem a metabolických proces̊u. Může

se lǐsit druh od druhu a dokonce i mezi jednotlivými jedinci. Proto je d̊uležité při

studiu xenobiotik se stereochemíı poč́ıtat. [40]. Možné rozd́ılné farmakokinetické a

farmakodynamické efekty enantiomer̊u jsou následuj́ıćı:

(a) rozd́ılná vazebná afinita k biologickému ćıli a z toho vyplývaj́ıćı sńıžená aktivita

jednoho z enantiomer̊u (R/S)-karvedilol, (S)-(+)-ibuprofen

(b) antagonistické účinky jednotlivých enantiomer̊u na biologickém ćıli: (-)-dobutamin

vs (+)-dobutamin

(c) nesynergistické farmakologické účinky

(d) rozd́ılné biologické ćıle a z nich vyplývaj́ıćı odlǐsný účinek - chinin, chinidin

(e) vazba jednoho z enantiomer̊u na odlǐsné ćıle a z toho vyplývaj́ıćı nežádoućı

účinky až toxicita - (-)-tramadol vs. (+)-tramadol, S,S ’-ethambutol vs R,R’-

ethambutol

(f) antagonizace nežádoućıch účink̊u neaktivńım enantiomerem - v tomto př́ıpadě

je racemická směs použita s výhodou

(g) výhodněǰśı biodostupnost d́ıky sńıženému first-pass metabolismu (verapamil)
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(h) nižš́ı clearance jednoho z enantiomer̊u [41]

Zjǐstěńı, že se enantiomery takto mohou svou aktivitou lǐsit, vedlo regulačńı

autority na začátku 90. let ke zvýšeńı nárok̊u na testováńı aktivity jednotlivých

enantiomer̊u a preferenci vývoje enantiomer̊u. [1] To vedlo farmaceutické firmy

k procesu nazývaný chiral-switching. Tento pojem byl definován v roce 1999 a

znamená vývoj léku jakožto izolovaného enantiomeru, i když byl předt́ım vyvinut

a schválen jako racemát nebo směs diastereoizomer̊u. [2] Potenciálńımi výhodami

chiral-switchingu jsou:

(a) zlepšený terapeutický index d́ıky lepš́ı selektivitě a vyšš́ı účinnosti

(b) zlepšené a zjednodušené farmakokinetické parametry

(c) sńıžený sklon k lékovým interakćım

(d) vystaveńı pacienta nižš́ı dávce léku

[2, 41]

Objevy nových chirálńıch stacionárńıch fáźı a výzkum v oblasti chirálńı rekognice

jednotlivých chirálńıch selektor̊u v posledńıch dekádách byly hnány zejména potřebou

farmaceutických firem těmto nárok̊um vyhovět. Zároveň se vývoj chirálně čistých

látek stával jednodušš́ım s rozvojem analytických, separačńıch a syntetických metod.

[40, 42, 43]

3.3.3 Mechanismus chirálńı separace

Prvńı pokusy popsat chirálńı rozlǐseńı na molekulárńı úrovni vedly k návrhu

takzvaného three-point attachment modelu. V p̊uvodńı podobě tohoto modelu, navrh-

nutého Eassonem a Stedmanem (viz obrázek 8, je potřeba ke vzniku chirálńı separace

nejméně tř́ı stereospecifických přitažlivých kontaktńıch interakćı mezi chirálńım se-

lektorem a chirálńım substrátem, Nicméně v minulosti byla často upozad’ována ještě

jedna podmı́nka a to př́ıstupnost k receptoru, který je př́ıstupný často z jedné strany.

Historicky byl tento model podrobován kritice, ale přesto je pro svou jednoduchost a

ilustrativnost stále použ́ıván i ve výuce. [5, 44]

V dnešńı době je konsensem, že ne všechny tři interakce muśı být nutně přitažlivé.

Jak přitažlivé, tak i odpudivé śıly mohou stejnou měrou ovlivnit selektivitu, obě totiž

mohou stabilizovat interakci chirálńıho selektoru s analytem. Dále je nutné mı́t na
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Obrázek 8: Easson/Stedmanúv model, jak byl p̊uvodně navrhnut. Pro účely přǐrazeńı

RS deskriptor̊u, je předpokládáno, že priorita je a >b >c >d. Vazná mı́sta pro a, b, c

jsou A, B a C. V modelu (A), R-enantiomer se může vázat ke všem třem mı́st̊um a byl

by považován za nejaktivněǰśı. Nicméně, vazba S-enantiomeru je limitována na jediné

kontaktńı mı́sto (B). Možnost (C) interakce neńı možná kv̊uli sterickému bráněńı skupinou

d, vzdálenosti a-A, b-B a c-C jsou př́ılǐs velké. Dále, př́ıstup S-enantiomeru z vnitřńı strany,

jako je ukázáno v obrázku D, neńı možné. [44]

paměti, že velké množstv́ı interakćı, jako π − π nebo dipólové, jsou ve své podstatě

v́ıcebodové. Také molekuly, obsahuj́ıćı chirálńı centra v rigidńıch strukturách jako

např́ıklad cyklu, splňuj́ı geometrické požadavky jednodušeji nežli konformačně labilńı

struktury. V neposledńı řadě, prostřed́ı (povrch adsorbentu a molekuly rozpouštědla)

může přisṕıvat ke vzniku chirálńı interakce, např́ıklad solvataćı aktivńıch mı́st.

Př́ıdavek soĺı, či úprava pH může zprostředkovat konformačńı změny analytu či

změnit śılu elektrostatických interakćı.[5, 44, 45]

Interakce mezi chirálńı molekulou a chirálńım selektorem zahrnuj́ı:

(a) Iontové interakce mezi pozitivně a negativně nabitými skupinami

(b) Vod́ıkové můstky mezi H-donorovými skupinami, nejčastěji vod́ık s vazbou na

elektronegativńı prvek a H-akceptorovou skupinou, což bývá volný elektronový

pár
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(c) Ion - dipól a dipól - dipólové śıly, nazývané jako orientované śıly, se vyskytuj́ı

mezi iontem a permanentńım dipólem nebo permanentńımi dipóly. Dipól je

přitahován k iontu nebo dva permanentńı dipóly k sobě.

(d) Indukčńı śıly - jedna molekula je polarizována permamentńım dipólem, na

polarizované molekule vzniká indukovaný dipól.

(e) Disperzńı śıly - kdy momentálńı náboj vznikne náhodně d́ıky kmitáńı molekul

(f) π − π interakce

(g) Kation — π interakce, kdy jsou π elektrony aromatického jádra přitahovány

ke kladnému náboji kationtu

(h) Tvarová a velikostńı zp̊usobilost - analyt se muśı stericky vej́ıt do selektoru

(i) Funkčńı zp̊usobilost - je nutná taková orientace analytu se selektorem, aby k

interakćım mohlo doj́ıt

(j) Dynamická zp̊usobilost - maximalizace vzniku interakćı vhodnou adaptaćı

konformace molekuly [5, 37, 44–46]

V reálných chromatografických systémech mimo stereoselektivńı interakce mezi

selektorem a analytem také docháźı k nesteroselektivńı adsorpci solut̊u na holý

silikagel nebo na nestereospecifická mı́sta na selektorech. To ovlivňuje retenčńı

chováńı analyt̊u. Metody určeńı pod́ılu stereoselektivńıch a nestereoselektivńıch

interakćı byly vyvinuty pro některé CSP. [45, 47]

Z kapitoly 3.3.1 vyplývá, že diastereoizomery se vyznačuj́ı odlǐsnými fyzikálně-

chemickými vlastnostmi, je tedy možné je od sebe separovat v achirálńıch podmı́nkách.

Složitěǰśı je to s enantiomery, které se svými vlastnostmi shoduj́ı. Nutnost́ı je tedy je-

jich konverze bud’to na diastereoizomery (nepř́ımá metoda), nebo diastereoizomerické

komplexy (př́ımá metoda).

3.3.4 Nepř́ımá metoda chirálńı separace

Princip nepř́ımé metody spoč́ıvá v reakci enantiomer̊u s chirálńım derivatizačńım

činidlem (CDR), dle obecné reakce

(R)−X + (R)−CDR → (R, R′)−X−CDR
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(S)−X + (R)−CDR → (S, R′)−X−CDR

Vznikaj́ıćı diastereoizomery je možné dělit na běžných HPLC kolonách. V poměru

s př́ımou metodou je ekonomicky méně náročná, neńı potřeba vyb́ırat mezi rozd́ılnými

CSP. Je ovšem nutno splnit několik podmı́nek. [5, 10, 11]

1. Enantiomer muśı mı́t ve své struktuře derivatizovatelnou skupinu, aby mohlo

doj́ıt k derivatizaci.

2. Činidlo muśı být enantiomerně co nejčistš́ı, aby nedošlo ke vzniku druhých

dvou stereoizomer̊u

3. Nesmı́ docházet k racemizaci činidla, produkt̊u nebo analyt̊u.

4. Reakce s činidlem muśı proběhnout kompletně. Rychlostńı konstanty deriva-

tizačńı reakce se mohou lǐsit pro jednotlivé enantiomery. Pokud neńı derivatizace

dokončena, výsledný enantiomerický poměr nemuśı být 1:1, jak je očekáváno.

Této chybě lze zamezit pomoćı zvýšeńı reakčńı teploty, nadbytku CDR a

dostatečnému času pro pr̊uběh reakce.

Je výhodné, aby funkčńı skupina byla derivatizována bĺızko chirálńımu centru mole-

kuly, aby separace enantiomer̊u proběhla co nejlépe, s preferenćı vzniku amid̊u nebo

karbamát̊u, které maj́ı rigidněǰśı strukturu. Existuje množstv́ı činidel pro reakci s ana-

lyty, výběr záviśı na typu derivatizované skupiny a zp̊usobu detekce. Mezi použ́ıvaná

činidla patř́ı 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-glukopyranosyl isothiokyanát (GITC), 1-

fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-alaninamid (Marfeyho činidlo) či 1-(9-fluorfenyl)ethylchloroformiát

(FLEC).K detekci se použ́ıvá bud’to UV nebo fluorescenčńı detektor, avšak je nutné

dodat, že enantiomerický poměr nemuśı př́ımo odpov́ıdat poměru plochy ṕık̊u, jelikož

se vzniklé diastereoizomery mohou lǐsit v odpovědi detektoru. Nepř́ımá metoda se s

výhodou použ́ıvá u biologických vzork̊u, protože lze využ́ıt vysoce senzitivńıch CDR

a tedy citlivěǰśıch detektor̊u. [5, 10, 11, 39, 48]

3.3.5 Př́ımá metoda chirálńı separace

Př́ımá metoda spoč́ıvá v reverzibilńı tvorbě přechodných diastereoizomerických

komplex̊u mezi dvěma enantiomery a chirálńım selektorem (CS). Śıla interakce

jednotlivých enantiomer̊u s CS se lǐśı a diastereomerńı komplexy tak maj́ı rozd́ılnou

stabilitu. Dı́ky tomu mohou být separovány. Existuj́ı dvě provedeńı př́ımé chirálńı
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separace. Jedna využ́ıvá chirálńıch aditiv mobilńı fáze, kdy se diastereoizomerické

komplexy tvoř́ı př́ımo v mobilńı fázi. Nazývá se CMPA mód, z anglického chiral

mobile phase additive, a prob́ıhá na standardně použ́ıvaných stacionárńıch fáźıch. Při

druhém zp̊usobu je CS kovalentně navázán, př́ıpadně pevně adsorbován na nosič a

společně vytvář́ı chirálńı stacionárńı fáźı (CSP). [4, 5, 10, 11, 39]

Př́ıdavek CS do mobilńı fáze se hojně využ́ıvá v kapilárńı elektroforéze, použit́ı

v HPLC je limitované. CMPA může být nekompatibilńı s detektory či poskytnout

odlǐsnou odpověd’ pro jednotlivé enantiomery, a mohou se objevit systémové ṕıky.

Nav́ıc se CS často špatně odděluj́ı od analyt̊u, což rapidně snižuje vhodnost metody

pro preparativńı chromatografii. Nedaj́ı se z tohoto d̊uvodu znovu použ́ıt a to metodu

prodražuje. Mezi využ́ıvané CS patř́ı modifikované i nemodifikované cyklodextriny,

chinin a chinidin, makrocyklická antibiotika a jiné. [4, 5, 10, 11, 39]

Separace s CSP je metodou volby pro jak analytickou, tak preparativńı separaci.

Chirálńı selektor je kovalentně navázán nejčastěji na silikagel, ale může j́ım být

potažen i polymer. Mobilńı fáze je achirálńı. Selektor neńı př́ıtomen v eluátu, takže

neruš́ı detekci a ṕıky enantiomer̊u maj́ı stejnou odezvu, což umožňuje určit množstv́ı

jednotlivých enantiomer̊u. Nevýhodou je vyšš́ı cena kolon a horš́ı separačńı účinnost

než u běžných RP kolon. Nejpouž́ıvaněǰśım selektor̊um jsou věnovány následuj́ıćı

kapitoly. [4, 5, 10, 39]

3.3.6 Polysacharidové CSP

Prvńı separace enantiomer̊u na celulóze jako chirálńım selektoru byla pozorována

v roce 1951, ale nebylo to dř́ıve než v roce 1973, kdy Hesse a Hagel použili tria-

cetát celulózy k separaci enantiomer̊u. V následuj́ıćıch letech bylo syntetizováno

rozličné množstv́ı derivát̊u polysacharid̊u Okamotou. [49] Nejčastěji využ́ıvanými

polysacharidy se staly kv̊uli dostupnosti, jednoduchosti derivatizace a schopnostem

chirálńı rekognice celulóza a amylóza. [50] Celulóza je linerárńı polysacharid, tvořený

jednotkami glukózy, navzájem spojenými 1,4–β-glykosidickou vazbou. Amylóza

je polysacharid s helikálńı strukturou, tvořený jednotkami glukózy navzájem spo-

jenými 1,4–α-glykosidickou vazbou. S největš́ım úspěchem v chirálńı separaci jsou

použ́ıvané aromatické karbamáty, zejména tris(3,5-dimethylfenylkarbamát) a tris(3,5-

dichlorofenylkarbamát) celulózy a amylózy. [44, 45, 50] Tyto CSP jsou ukotveny

na silikagelových částićıch, nicméně je možné využ́ıt i částice jiných polymer̊u či
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oxidu zirkonia. [50] Ukotveńı bylo zvoleno kv̊uli lepš́ım mechanickým vlastnostem

materiálu, než u samotného triacetátu celulózy. [5, 51]

Obrázek 9: Polysacharidové CSP odvozené od celulózy a amylózy,upraveno [5].

Mezi mechanismy chirálńı diskriminace u tohoto typu CSP se uplatňuj́ı zejména

vod́ıkové můstky, π − π interakce, orientačńı a disperzńı śıly. Helikálńı struktura

zmı́něných derivát̊u polysacharid̊u chirálńı separaci napomáhá, docháźı k tvorbě

chirálńıch dutin jak v helixu, tak mezi jednotlivými polysacharidovými řetězci. Kar-

bamátová vazba na polysacharid napomáhá stabilizaci těchto helikálńıch struktur

a r̊uzné derivatizace dále ovlivňuj́ı chirálńı vlastnosti CSP. Tyto mechanismy ale

stále nejsou přesně pochopeny. [4, 50, 52] Polysacharidové CSP mohou být použité

jak v reverzńım, normálńım, tak polárně organickém módu. Při polárně organickém

módu se využ́ıvá nevodné polárńı mobilńı fáze, např́ıklad metanol nebo acetonitril,

společně s malým množstv́ım organické báze, jako triethylamin, amoniak a kyse-

liny, jako mravenč́ı nebo octovou. Důležitou výhodou oproti normálńımu módu je

možnost použit́ı v MS detekci s elektrosprejovou ionizaćı. Starš́ı polysacharidové

kolony trpěly inkompatibilitami s některými rozpouštědly, jako např́ıklad aceton,

toluen, dichlormetan či chloroform kv̊uli bobtnáńı polymeru, ale nověji vyvinuté

potažené CSP už tento problém překonaly. V dnešńı době jsou polysacharidové CSP,
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kterých je na trhu v́ıce než 100, jedny z nejpouž́ıvaněǰśıch fáźı, právě d́ıky možnosti

strukturńı variability, možnosti použit́ı ve v́ıcero módech a širokým schopnostem

chirálńı separace. Jsou materiálem volby i pro prepatativńı chromatografii. Novinkou

jsou polysacharidem potažené částice silikagelu se stř́ıbrem a polymerńı monolitické

kolony. [4, 5, 44, 45, 50–53]

3.3.7 Cyklodextrinové CSP

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy toroidńıho tvaru , složené z D-glukopyranózových

jednotek navzájem spojené 1,4–α-glykosidickou vazbou. Jsou tvořeny hydrolýzou

škrobu za užit́ı cyklodextrin-glykosyltransferázy (CGTázy). Rozlǐsuj́ı se tři typy

cyklodextrinu, v závislosti na počtu spojených jednotek glukózy; α-, β-, a γ- cyk-

lodextriny jsou složeny ze šesti, respektive sedmi a osmi jednotek. β-cyklodextrin

je méně rozpustný ve vodě, lépe izolovatelný a levněǰśı než α- a γ- cyklodextriny

[54]. Rozd́ılný počet jednotek dává vnitřńı dutině rozd́ılné pr̊uměry. Obecně vzato,

α-cyklodextrinové dutina je schopna včlenit molekulu o velikosti šestičlenného aroma-

tického kruhu, β-cyklodextrinová dutina pojme naftalenové jádro a nakonec velikost

γ-cyklodextrinové dutiny umožňuje alespoň částečné včleněńı tř́ıjádrových molekul.

Cyklodextrinový torus je lemován primárńımi hydroxylovými skupinami v poloze 6

a sekundárńımi hydroxylovými skupinami v polohách 2 a 3, a tato orientace hyd-

roxyl̊u dává vznik hydrofilńım okraj̊um, zat́ımco éterické kysĺıky a uhlovod́ıková

kostra prop̊ujčuje hydrofobńı vlastnosti dutině (kavitě), což je vidět na obrázku 10.

Hydroxyly mohou být dále modifikovány. [5, 54–56]

Obrázek 10: Struktura cyklodextrinu. [5]
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Prvńı stacionárńı fáze na bázi cyklodextrinu byly spojené etylendiaminovým

můstkem, tato vazba ale byla náchylná k hydrolýze a ovlivňovala retenci. Kv̊uli

těmto nevhodným vlastnostem nebyly uvedeny na trh. Prvńı komerčně dostupné

cyklodextrinové CSP, vyvinuté Armstrongem, byly spojeny epoxidovou vazbou, která

je stabilńı, ale je možná i karbamátová vazba. V dnešńı době jsou na trhu dostupné

r̊uzné druhy cyklodextrinových CSP, které mohou být děleny do tř́ı typ̊u: nativńı,

derivatizované a aromaticky derivatizované cyklodextrinové CSP. Nativńı cyklo-

dextriny jsou efektivně použ́ıvané v polárně-organickém módu, nejčastěǰśı využit́ı

nacháźı β-cyklodextrin. Derivatizované cyklodextriny obsahuj́ı nearomatický sub-

stituent, kterým může být acetyl, ale také methyl či 2-hydroxypropyl. Substituce

hydroxypropylem zabudovává do molekuly cyklodextrinu daľśı chirálńı centrum.

Aromaticky derivatizované cyklodextriny jako jediné z cyklodextrin̊u mohou být

využity v normálńım módu. Typickým substituentem je dimethylfenyl. [5, 45, 55, 56]

Koncentrace navázaných cyklodextrin̊u na povrchu se lǐśı v závislosti na substituci

cyklodextrinu a použité metodě, lze ale ř́ıci, že se pohybuje od 0,3 do 0,6 µmol/m2.

[57–59]

Typ chirálńıch interakćı u cyklodextrinu záviśı na použitém módu. V reverzńım

módu docháźı ke tvorbě takzvaných inkluzńıch komplex̊u, na jejichž bázi docháźı k

separaci. Inkluzńı komplexy můžeme popsat jako soubor dvou nebo v́ıce molekul, ve

kterých jedna z molekul, ”hostitel“, v tomto př́ıpadě cyklodextrin, obsahuje druhou

molekulu — analyt (”hosta“). K vytvořeńı inkluzńıho komplexu je také d̊uležité,

aby rozměry kavity odpov́ıdaly rozměr̊um analytu. Vznik komplexu zahrnuje vstup

lipofilńı části molekuly do lipofilńı kavity cyklodextrinu, přitom dojde k vytěsněńı

molekul rozpouštědla z vnitřku dutiny. Současně hydrofilńı část molekuly interaguje

s volnými hydroxyly a substituenty na okraj́ıch cyklodextrinu. Komplex stabilizuj́ı

zejména Van der Waalsovy śıly a hydrofobńı interakce, ale roli také hraj́ı sterické

efekty a vod́ıkové můstky. U substituovaných cyklodextrin̊u se uplatńı dipólové

momenty a π − π interakce. Možné je ale zanořeńı pouze některých skupin molekuly

a pokud je interakce dostatečně silná, komplex je dostatečně stabilńı, ke vzniku

inkluzńıho komplexu může doj́ıt také. [44, 45, 55, 56]

V polárně organickém módu docháźı ke sterickým repulźım, vod́ıkovým můstk̊um

a dipólovým interakćım. U normálńıho módu je chirálńı diskriminace dosažena skrze

π − π komplexaci, sterickým efekt̊um, dipólovým interakćım a vod́ıkovým můstk̊um.

Ke tvorbě inkluzńıch komplex̊u u normálńıho a polárně organického módu nedocháźı,
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Obrázek 11: Mechanismy molekulárńı rekognice pro cyklodextriny v polárně-organickém

nebo normálńım módu (a) a reverzńım módu (b). Převzato a upraveno z [5]

protože kavita je zabraná molekulami mobilńı fáze a jejich nahrazeńı analytem by

bylo termodynamicky nevýhodné. [44, 45, 55, 56]

Nové studie o cyklodextrinových CSP zahrnuj́ı zejména nové deriváty a r̊uzné

metody imobilizace na silikagel, zvláště click chemíı, jej́ıž výhody jsou zejména mı́rné

reakčńı podmı́nky a zvýšená tolerance chromatografických podmı́nek CSP vázanými

touto metodou. Využ́ıvá se také hybridńıch nosič̊u, jako hydridu silikagelu, kde je

mı́sto Si–OH vazeb využito vazby Si–H. Ten je odolněǰśı v̊uči vodě a má sńıženou

polaritu. [60] Jako nosič byl také použit oxid grafenu. [61] U monolitických kolon se

výzkum zaměřuje na vylepšováńı metod př́ıpravy. Enantioselektivita je sice široká,

ale velmi málo studíı se zaměřilo na reálné aplikace. [53]

3.3.8 Cyklofruktanové CSP

Cyklofruktany jsou cyklické oligosacharidy složené z D-fruktofuranózových jed-

notek spojené 2,1–β-glykosidickou vazbou. Poprvé byly objeveny v roce 1989, a

prvńı využit́ı jako chirálńıch selektor̊u bylo popsáno v roce 2009. Těchto jednotek je

nejčastěji šest, využ́ıvá se ale i kruh̊u ze sedmi či osmi jednotek, značené jako CF6,

CF7 a CF8. Každá jednotka má 4 stereogenńı centra a 3 volné hydroxylové skupiny.

Ačkoli stejně jako cyklodextriny jsou cyklickými oligosacharidy, jejich vnitřńı kruh je

hydrofilněǰśı a strukturou se podobá sṕı̌se crown-ether̊um. Molekuly cyklofruktanu

maj́ı hydroxylové skupiny orientované na jednu stranu plochy, která je tedy hydro-

filněǰśı a elektronegativněǰśı. Nativńı cyklofruktany maj́ı omezené schopnosti chirálńı

separace, které se zlepšuj́ı a měńı s derivatizaćı. [45, 60, 62]
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Obrázek 12: Struktury cyklofruktanových CSP spolu se substituenty. [62]

Substituce methylem či isopropylem dává cyklofruktan̊um výborné vlastnosti

při separaci primárńıch amin̊u. Substituce jednotek cyklofruktanu objemněǰśımi

planárńımi molekulami, jako např́ıklad 3,5-dimetylfenylkarbamátem či (R)-1-(1-

naftyl)ethylkarbamátem tyto CSP sice ztráćı schopnosti separace primárńıch amin̊u,

ale rozšǐruje možnosti využit́ı i napřiklad pro sekundárńı a terciárńı aminy, alkoholy,

kyseliny a jiné. [45, 62] Mechanismy chirálńı diskriminace, které se u cyklofruktan̊u

uplatňuj́ı, záviśı na typu substituce, patř́ı mezi ně zejména dipólové interakce, vod́ıkové

můstky a π − π interakce. Velikost a typ substituentu jsou tedy schopné výrazně

ovlivnit enantioselektivńı schopnosti těchto CSP. [45, 60, 62]

Nativńı cyklofruktany nalezly své uplatněńı v HILIC a normálńım módu, ale po

derivatizaci se daj́ı s úspěchem použ́ıt i pro reverzńı a polárně organický mód. Dá se

předpokládat, že výzkum v oblasti cyklofruktan̊u bude nadále pokračovat d́ıky jejich

dobrým mechanickým vlastnostem. [4, 45, 51, 62]

3.3.9 CSP na bázi crown-ether̊u

Crown-ethery jsou syntetické makrocyklické polyethery, tvořeny (–CH2 –CH2 –O–)

jednotkami. Počet těchto jednotek určuje velikost dutiny. Etherické atomy kysĺıku

slouž́ı jako elektrondonorové ligandy. Samy o sobě ale crown-ethery chirálńı nejsou,

tuto vlastnost jim poskytuj́ı zavedené chirálńı skupiny, jako např́ıklad kyselina vinná,

nebo 1,1′-binaftyl, které se komerčně použ́ıvaj́ı. Crown-ethery mohou být na silikagel
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vázány bud’to kovalentně, nebo na něj mohou být potaženy. V př́ıpadě potažeńı

jsou tyto stacionárńı fáze nekompatibilńı s větš́ım množstv́ı metanolu v mobilńı fázi.

Crown-ethery jsou známé svou schopnost́ı separovat enantiomery látek obsahuj́ıćı

primárńı aminoskupinu, kdy v kyselém prostřed́ı mobilńı fáze (pH 1-3,5) docháźı

ke tvorbě vod́ıkových můstk̊u mezi protonizovaným primárńım aminem s volnými

elektronovými páry etherových kysĺık̊u a tvorbě diastereoizomerńıho komplexu. Jak je

vidět na obrázku 13, chirálńı diskriminace je zajǐstěna sterickými vlivy substituent̊u.

Byly ale popsány separace i sekundárńıch amin̊u či amid̊u. Kyselé prostřed́ı je také

d̊uležité pro potlačeńı silanolových interakćı, ovšem z vlastnost́ı silikagelu vyplývá,

že může docházet k hydrolýze vazeb navázaného ligandu.[5, 44, 45, 63]

Obrázek 13: (a) Předpokládaná chirálńı diskriminace znázorňuj́ıćı (A) stabilněǰśı komplex

utvořený mezi α-aminokyselinou a CSP, (B,C) stabilněǰśı komplexy utvořené mezi seri-

nem (R=H) nebo threoninem (R=CH3) a CSP. (b) Předpokládaná chirálńı diskriminace

znázorňuj́ıćı iontovou interakci mezi kationickým mı́stem protonovaného sekundárńıho

aminu a anionickou karboxylovou skupinou CSP. [63]

3.3.10 Donor-akceptorové (Pirklovy) CSP

Na konci 70. let byla Pirklem představena CSP s čistě synteticky vyrobeným

selektorem na bázi (3,5-dinitrobenzoyl)-fenylglycinu. Tyto CSP, známé také jako

brush-type či Pirklovy fáze, takto pojmenované právě d́ıky jeho př́ıspěvku, využ́ıvaj́ı
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ńızkomolekulárńıch syntetických chirálńıch selektor̊u. Ty umožňuj́ı tvorbu neiontových

sil, jako např́ıklad vod́ıkových můstk̊u, π − π interakćı či dipólových sil. Tvorba

komplex̊u a enantioselektivita je podpořena sterickými interakcemi. Vývoj pokračoval

kupředu d́ıky využ́ıváńı reciprocity chirálńı diskriminace, totiž že role analytu a

selektoru jsou zaměnitelné. Pokud je tedy analyt rozdělen na určitém chirálńım

selektoru, po imobilizaci analytu tento bude schopen rozdělit racemát chirálńıho

selektoru. [5, 44, 45, 64] Nověǰśı Pirklovy CSP využ́ıvaj́ı π elektrondeficientńı a π

elektronově bohaté aromatické molekuly, často navzájem kolmo orientované a tvoř́ıćı

tak štěrbinu, ve které se mohou interakce uplatnit. Také je snahou upravit vazbu na

silikagel a eliminovat substituenty, nepřisṕıvaj́ıćı k chirálńı diskriminaci. [64] Tyto

fáze jsou využ́ıvané v normálńım módu, protože polárńı rozpouštědla významně

oslabuj́ı výše zmı́něné interakce. Nověǰśı f́ıze je ale možné použ́ıt i v reverzńım a

polárně organickém módu. [60] Výhodou je možnost nástřiku vyšš́ıho množstv́ı vzorku

a použit́ı kolony s opačným geometrickým uspořádáńım chirálńıho selektoru, což

vede k opačnému elučńımu pořad́ı analyt̊u. [5, 44, 64]

Obrázek 14: Struktury Pirklových fáźı, (a) Jedna z prvńıch zkomercializovaných fáźı,

DNBPG Chirex, kde je využito selektoru 3-[N-(3,5-dinitrobenzoyl) fenylglycin-amido]propyl,

stále na trhu dostupná, (b) Dnes asi neǰśı̌reji použ́ıvaná fáze, Whelk-O1, selektorem je

1-(3,5-dinitrobenzamido)-1,2,3,4-tetrahydrofenantren-2-yl. Převzato a upraveno z [64]
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3.3.11 Ligand-výměnné a iontově výměnné CSP

Enantioseparace u ligand-výměnných CSP jsou založené na reverzibilńı komplexaci

ligandu a centrálńıho iontu, kterým je typicky atom kovu, nejčastěji Cu2+, ale i

Zn2+ či Ni2+. [44] Atom kovu je imobilizován komplexaćı s chelatuj́ıćım chirálńım

selektorem, kterým je nejčastěji cyklická aminokyselina, jako prolin, hydroxyprolin či

fenylalaninamid. Tyto selektory mohou být bud’to dynamicky vázané na reverzńı fázi

či kovalentně vázané na nosič, kterým je silikagel nebo polymer. Spojeńı se silikagelem

je zajǐstěno využit́ım tzv. spaceru, což je alkylový řetězec, oddaluj́ıćı samotný chirálńı

selektor od silikagelu. Délka a derivatizace spaceru ovlivňuje retenčńı vlastnosti

těchto CSP. [39] Dynamicky vázané fáze jsou nestabilńı s mobilńı fáźı obsahuj́ıćı

větš́ı množstv́ı organického pod́ılu, může totiž docházet ke ”krváceńı“ stacionárńı

fáze. Podstatou chirálńı diskriminace je vznik ternárńıho komplexu, skládaj́ıćıho se z

chirálńıho selektoru, atomu kovu a enantiomeru. Komplexy jsou charakterizovány

konstantami stability, závislé na sterických faktorech a vlastnostech funckčńıch

skupin, a na základě rozd́ıl̊u mezi těmito konstantami docháźı k separaci enantiomer̊u.

Popsány byly separace amino a hydroxy kyselin, diol̊u, diaminu, aminoalkohol̊u a

krátkých oligopeptid̊u. [4, 39, 44]

Použit́ı iontově výměnných CSP bylo poprvé popsáno v roce 1985 za použit́ı

chininových alkaloid̊u. Typ těchto fáźı může být rozdělen do tř́ı podskupin: anionické,

kationické, či zwitterionické. Anion-výměnné selektory jsou vhodné k enantioseparaci

látek kyselé povahy. Použ́ıvaj́ı se již zmiňované chininové alkaloidy, chinin a chinidin,

každý s pěti chirálńımi centry. Na nosič jsou nejčastěji vázané karbamátovou nebo sul-

fidickou vazbou. Je d̊uležité zmı́nit, že chinin a chinidin se lǐśı v konfiguraćıch pouze ve

dvou centrech a z toho vyplývaj́ıćı tzv. pseudoenantiomerické chováńı. To se projevuje

obráceným elučńım pořad́ım jednotlivých enantiomer̊u při výměně chinidinové CSP

za chininovou CSP. [44, 60] Kationické selektory separuj́ı bazické enantiomery. Jejich

struktura je založena na amino-sulfonových nebo amino-karboxylových kyselinách.

Zwitterionické selektory byly vynalezeny zkombinováńım kĺıčových skupin v jediném

selektoru. Mohou být použity k separaci jak kyselých, tak zásaditých látek, což je

jejich hlavńı výhoda nad anion- nebo kation-výměnnými selektory. [44, 45, 60, 65]

Mechanismy chirálńı diskriminace na chinolinových alkaloidech a jejich derivátech

byly d̊ukladně prozkoumány, schéma je zobrazeno na obrázku 15. Ukazuje se, že se

významně zapojuj́ı iontové interakce spolu s vod́ıkovými můstky a van der Waalsovými
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silami, d̊uležitý je také př́ıspevěk π − π interakćı chinolinového jádra nebo jiné

zavedené aromatické skupiny. Enantioselektivita je také ovlivněna pH, koncentraćı a

poměrem kyseliny nebo baze (nebo oboj́ıho u zwitterionických fáźı) přidané do MF.

Nejčastěǰśı použit́ı je v polárně organickém a reverzńım módu. [4, 44, 60] V RP módu

je pozorováno nižš́ı rozlǐseńı kv̊uli větš́ımu množstv́ı vody. Paradoxně v některých

př́ıpadech malé množstv́ı vody (1-2%) může mı́t pozitivńı vliv na tvar ṕık̊u a vést

ke kratš́ım analýzám. [4]. Vývoj jde kupředu zejména u zwitterionických selektor̊u

a směřuje k využit́ı core-shell částic, sub-2 µm částic, které dále zvýš́ı aplikačńı

spektrum těchto CSP. Dále byly zkoumány např́ıklad brucin, strychnin a kodein

jako imobilizované selektory, či monolitické kolony s vázanými deriváty chininových

alkaloid̊u. [4, 39, 53, 60, 65]

Obrázek 15: Schéma možných interakćı zwitterionických CSP na bázi chinolinových

alkaloid̊u s amfolytickými analyty. [4]

3.3.12 Makrocyklická antibiotika

Použit́ı makrocyklických antibiotik jako CSP bylo poprvé popsáno Armstrongem

v roce 1994, kdy byly zkoumány daľśı př́ırodńı makrocykly po úspěchu chirálńıch sepa-

raćı na cyklodextrinových CSP. Makrocyklická antibiotika jsou dělena do 4 skupin a

to glykopeptidy, ansamyciny, aminoglykosidy a polypeptidy. Zejména glykopeptidová

antibiotika maj́ı dobré mechanické vlastnosti, jsou relativně levná a efektivńı jako CS,

č́ımž předč́ı proteinové CSP. [5] Glykopeptidová antibiotika vankomycin, ristocetin

A, teikoplanin a avoparcin jsou nejčastěji použ́ıvané CSP z této skupiny a jejich

struktury jsou vyobrazeny na orbázku č. 16. Glykopeptidy sd́ılej́ı heptapeptidickou

strukturu s aromatickými zbytky, které tvoř́ı miskovitý tvar. 5 aminokyselin ve
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struktuře je společných. Součást́ı molekul je také cukerný zbytek, který je relativně

flexibilńı a může se při chirálńı diskriminaci uplatnit jak pozitivně, tak negativně. [4,

44, 66] Dı́ky těmto strukturńım vlastnostem se v molekulách glykopeptid̊u vyskytuje

velké množstv́ı chirálńıch center a CSP na této bázi jsou schopny rozlǐsit velké

množstv́ı rozličných analyt̊u. Uplatňuj́ı se všechny mechanismy chirálńı diskriminace

popsané v kapitole 3.3.3, nicméně přesný př́ıspěvek jednotlivých interakćı je právě

kv̊uli složitosti molekul stále neznámý. [5, 44, 60, 66] Tento druh CSP je možné použ́ıt

ve všech módech, nejčastěji jsou však použ́ıvána v polárně organickém a reverzńım

módu. Glykopeptidová antibiotika se vyznačuj́ı komplementaritou. Jelikož jsou si

tyto selektory strukturně velmi podobné, je možné je zařadit za sebe či zaměnit a za

stejného složeńı mobilńı fáze separovat enantiomery např́ıklad na teikoplaninu, které

by se na vankomycinu oddělily částečně nebo v̊ubec. [5, 39, 44, 66]

Obrázek 16: Chemické struktury makrocyklických glykopeptidových antibiotik. (A)

vankomycin, (B) teikoplanin, (C) avoparcin, (D) ristocetin A [66]

Ostatńı skupiny antibiotik nalezly využit́ı jako chirálńı selektory zejména v

kapilárńı elektroforéze. Antibiotika ze skupiny ansamycin̊u obsahuj́ı ve své struktuře

aromatické jádro, např́ıklad naftochinon, přemostěný substituovaným alifatickým
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kruhem. Př́ıkladem jsou rifamycin B a SV. Prvńı zmı́něný je enantioselektivńı ke

kationickým látkám, zat́ımco SV lze použ́ıt k separaci neutrálńıch a anionických

látek. Ansamyciny maj́ı nižš́ı selektivitu než glykopeptidy. Aminoglykosidy postrádaj́ı

aromatickou skupinu ve struktuře, využ́ıvaj́ı se zejména kanamycin a streptomycin.

Jediné použ́ıvané polypeptidické antibiotikum, thiostrepton, má strukturu složitěǰśı, s

menš́ım počtem aromatických kruh̊u. [60, 66] V dnešńı době se zkoumaj́ı monolitické

kolony s těmito selektory, hybridńı monolity a jak je již trendem, kolony se sub-2

µm částicemi silikagelu, at’ už plně či povrchově porézńımi. [60, 65]

3.3.13 Proteinové CSP

Protein̊um vlastńı schopnost chirálńı rekognice byla poprvé využita v roce 1973.

Vyznačuj́ı se komplexńı strukturou s velkým povrchem, množstv́ım stereogenńıch

center a r̊uzných vazebných mı́st, které umožňuj́ı množstv́ı mezimolekulových interakćı

s malými molekulami. Přesný mechanismus chirálńı diskriminace nebyl dlouho znám,

ale s vývojem metod strukturálńı molekulárńı biologie byly pospsány módy vazby

pro něktěré komplexy ligand-selektor, např́ıklad u lidského sérového albuminu. Ten

byl zkoumán, protože je d̊uležitým transportńım proteinem xenobiotik v krvi. Bylo

vyvinuté množstv́ı proteinových CSP, z nichž se neǰsirš́ım spektrem separaćı vyznačuj́ı

α1-kyselý glykoprotein a surový ovomukoid, které separuj́ı jak bazické, tak kyselé

analyty. Lidský sérový albumin je určený k separaci kyselých enantiomer̊u, ale

komercializovaná je i kolona s cellobiohydrolázou I k separaci bazických enantiomer̊u.

[5, 44]

Tyto CSP se použ́ıvaj́ı v reverzńım módu, dlouhou dobu bylo výhodou možnost

kombinace těchto CSP s MS detekćı. Je ovšem nutno mı́t na paměti, že vysoký pod́ıl

organické složky mobilńı fáze může změnit konformaci vázaného proteinu a t́ım

ovlivnit separačńı schopnosti, či dokonce protein denaturovat a kolonu tak nenávratně

zničit. Může také doj́ıt k denaturaci teplotou, pH či př́ıdavkem iont̊u. K nevýhodám

patř́ı také možnost nástřiku pouze malého množstv́ı vzorku vzhledem k ńızké kapacitě

těchto CSP, což omezuje jejich využit́ı v preparativńım měř́ıtku. Kolony s těmito

CSP jsou také drahé. Z těchto d̊uvod̊u se role proteinových CSP snižuje, což je vidět

i na počtu publikovaných studíı, které se zaměřuj́ı sṕı̌se na optimizaci podmı́nek než

samotný vývoj. K překonáńı ńızké separačńı účinnosti se proteinovými selektory

funkcionalizuje povrch silikagelových či polymerńıch monolitických kolon. Proteinové
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CSP se stále využ́ıvaj́ı ve vývoji nových léčiv a ke studíım vazebných afinit, pro

kontrolu kvality se ale použ́ıvaj́ı CSP s výhodněǰśımi vlastnostmi, jako makrocyklická

antibiotika či polysacharidy. [5, 44, 59, 60]

3.3.14 Ostatńı CSP

CSP s takzvanými Metal-organic frameworks (MOF) patř́ı mezi mikroporézńı

krystalické materiály. Jsou tvořeny kationty kov̊u s organickou molekulou, nazývanou

linker. Obvykle jimi bývaj́ı di-, tri, nebo tetradentátńı ligandy, tedy maj́ı dva, respek-

tive tři nebo čtyři donorové atomy pro vznik koordinačńıho komplexu. [67] Jejich

vysoce porózńı strukturu je možné modifikovat použit́ım rozd́ılného linkeru. Ten

nav́ıc přináš́ı možnost post-syntetické modifikace. Syntetizované částice jsou mecha-

nicky odolné, ale nevýhodou je, že mohou být polydisperzńı a nepravidelného tvaru,

tud́ıž syntéza muśı být optimalizována přidáńım r̊uzných aditiv. [68] Prvńı achirálńı

separace na MOFs v HPLC byla popsána v roce 2007. [69] Enantioselektivitu lze

do molekuly zavést bud’to př́ımou syntézou s chirálně čistými linkery, postsyntetic-

kou modifikaćı, spontánně z achirálńıch materiál̊u v chirálńım prostřed́ı či pomoćı

chirálńı indukce. Spontánńı organizace je nepředv́ıdatelná výsledkem, ale achirálńı

ligandy jsou lehce dostupné. Postsyntetická modifikace vyžaduje př́ıtomnost volných

derivovatelných skupin na linkeru. V budoucnosti je možnost́ı racionálńı př́ıstup k

výběru funkčńıch skupin v závislosti na vybraném chirálńım selektoru a velikosti

póru. Chirálńı indukce je daľśı použitelná metoda. Při použit́ı tohoto postupu se k

achirálńım prekurzor̊um přidává takzvaný chirálńı induktor, např́ıklad cinchonidin.

Př́ıdavek induktoru katalyzuje r̊ust enantiomericky čistých krystal̊u MOF. Výběr

vhodného templátu pro zavedeńı chirality je ale komplikovaný a vyžaduje daľśı

výzkum. [69–71]

Syntetické polymery, už́ıvané jako CSP, jako např́ıklad polyakrylamidy, polyme-

takryláty a daľśı, jsou źıskány polymerizaćı chirálńıch monomer̊u. Vznikaj́ı polymery

s definovanou helikálńı konformaćı. Nicméně tyto polymery lze připravit i za použit́ı

chirálńıho katalyzátoru. Př́ıkladem je achirálńı trifenylmetakrylát, kdy za př́ıtomnosti

sparteinu anionickou polymerizaćı vznikne helikálně chirálńı polymer. Daľśım postu-

pem je helicity induction and memory př́ıstup, ve kterém polymer v komplexu spolu

s chirálńı látkou źıská helikálńı konformaci, která z̊ustává i po odstraněńı chirálńı

molekuly. Syntetické polymerńı CSP se často připravuj́ı grafting-to př́ıstupem, kdy
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se polymer tvoř́ı v roztoku a zároveň kotv́ı na silikagel, modifikovaný vinylovými

skupinami k kopolymerizaci. Tento postup ale může vést k nehomogenńı distribuci

polymeru na povrchu silikagelu. Byl tedy navrhnutý alternativńı postup, grafting-

from, při kterém se iniciátor radikálové polymerace naváže na silikagel. Po přidáńı

monomeru a zahřát́ı roztoku polymer začne r̊ust pravidelněji než ve výše zmı́něném po-

stupu. V chirálńı diskriminaci se uplatňuj́ı zejména vod́ıkové můstky, π−π interakce

a sterické faktory. [5, 45]

Molekulárně vtǐstěné polymery (MIP) jsou chirálńı selektory, specifické pro určitý

analyt. Źıskaj́ı se polymerizaćı monomer̊u s crosslinkery za př́ıtomnosti chirálně čisté

látky, která je použitá jako templát. Ten se po polymerizaci odstrańı a zbyde tak

kavita s tvarem analytu. Kolona s t́ımto typem CSP je tedy specifická pro čistý

enantiomer a bĺızce př́ıbuzné chirálńı látky, napřiklad β-blokátory nebo β-agonisty.

Kavity ale nejsou identické kv̊uli amorfńı struktuře polymeru, a tak se analyt zdržuje

v každém vazebném mı́stě jinak dlouho. To vede k širokým chvostuj́ıćım ṕık̊um a

ńızkému rozlǐseńı. Daľśı problém MIP je zejména bobtnáńı polymeru s některými

rozpouštědly, což může ovlivnit velikost kavity a sńıžit retenci analytu. Nejnověǰśı

výzkumy se zaměřuj́ı zvláště na využit́ı těchto selektor̊u na monolitických kolonách,

nanočástićıch a polymerech. [5, 39, 45, 60, 72]
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4 Ćıl práce

Ćılem této práce bylo zkoumáńı vlivu chromatografických podmı́nek na chirálńı

a achirálńı interakce vybraných bazických, kyselých a neionizovatelných analyt̊u.

Pozornost byla věnována interakci s kovovými nečistotami na silikagelu.

Pro tento účel byla vybrána chirálńı stacionárńı fáze na bázi nativńıho β-

cyklodextrinu. Dosažené výsledky, které byly źıskány za stejných chromatografických

podmı́nek, budou porovnány s výsledky źıskanými na koloně s bromovaným cyklo-

dextrinem jako chirálńım selektorem [73].
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5 Experimentálńı část

5.1 Př́ıstroje, kolona, pomůcky a chemikálie

Př́ıstroje:

kapalinový chromatograf LC 20 A Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japonsko):

• odplyňovač, typ DGU 20 A3

• dvě vysokotlaká čerpadla, typ LC 20 AD

• autosampler, typ SIL-20 AC

• ř́ıd́ıćı jednotka, typ CBM-20 AC

• detektor, typ SPD-M20A

• kolonový prostor, typ CTO-20AC

• software LC Solution Version 1.22 SP1

acidimetr (Acidimetr 333, Druopta, Praha, Česká republika)

analytické váhy (Kern, Unipro-Alpha, Praha, Česká republika)

ultrazvuková lázeň (Ecoson, Praha, Česká republika)

spektrofotometr (UV-2401, Shimadzu, Japonsko]

Chromatografická kolona:

LiChroCART 250-4 ChiraDex, velikost částic 5 µm (Merck, Praha, ČR)

Pomůcky:

laboratorńı sklo – kádinky, odměrné baňky, odměrné válce, pipety, mikropipety,

Pasteur pipety, špičky, vialky

Chemikálie:

edetan disodný (EDTA), hydroxid sodný (NaOH) – Penta (Chrudim, Česká

republika)

acetonitril (ACN). hexobarbital, ibuprofen, ketoprofen, kyselina octová (AcA),

metadon, methanol (MeOH), oxazepam, propranolol, triethylamin (TEA) – Sigma

Aldrich (Praha, Česká republika)

čǐstěná voda – Merck Millipore (Merck-Darmstatd, Německo)
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5.2 Př́ıprava vzork̊u a mobilńıch fáźı

Př́ıprava vzork̊u

Vzorky byly připraveny rozpuštěńım 0,5mg vzorku v 0,5 ml MeOH a poté zředěny

0,5 ml vodou. K usnadněńı rozpuštěńı bylo využito ultrazvukové lázně a vzorky byly

uchovávány v lednici. Přehled vzork̊u s jejich strukturńım vzorcem, systematickým

názvem, UV spektrem a pKAje uveden v tabulkách č. 1 a 2.

Př́ıprava mobilńı fáze

Byly připraveny čtyři typy MF:

1. organické rozpouštědlo (MeOH nebo ACN) + 0,1M AcA upravená TEA na pH

5,6

2. organické rozpouštědlo + H2O

3. organické rozpouštědlo + EDTA

4. organické rozpouštědlo + 0,1M AcA upravena NaOH na pH 3,2

1. MF s obsahem 0,1M AcA s pH 5,6 byla připravena rozpuštěńım 1,50g AcA.

Hodnota pH byla poté upravena přidáńım TEA. MF byla poté vakuově přefiltrována

a odplyněna v ultrazvukové lázni. Vodná část MF byla mı́sena s organickým roz-

pouštědlem př́ıstrojem podle zadaného poměru.

2. MF, složená z vody a organického rozpouštědla, byla mı́sena př́ıstrojem v

poměru podle zadaného poměru.

3. Pro třet́ı MF byl nejprve připraven zásobńı roztok EDTA o koncentraci 200

mM, který byl přefiltrován. Poté bylo podle požadované koncentrace odpipetováno

př́ıslušné množstv́ı zásobńıho roztoku EDTA, odpipetováno množstv́ı H2O a dle

požadovaného poměru doplněno organickým rozpouštědlem. MF byla před použit́ım

odplyněna pomoćı ultrazvukové lázně.

4. MF s obsahem 0,1 AcA s pH 3,2 byla připravena rozpuštěńım 1,50g AcA.

Hodnota pH byla následně upravena přidáńım 1M NaOH. Vodná část MF byla poté

vakuově přefiltrována a odplyněna pomoćı ultrazvukové lázně. Vodná část byla poté

mı́sena s organickým rozpouštědlem př́ıstrojem podle zadaného poměru.
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Tabulka 1: Strukturńı vzorce a systematické názvy bazických a neionizovaných analyt̊u,

jejich spektra a pKA. Hodnota pKA vypočtena programem ChemDraw 19.1. [74]
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Tabulka 2: Strukturńı vzorce a systematické názvy kyselých analyt̊u, jejich spektra a

pKA. Hodnota pKA vypočtena programem ChemDraw 19.1. [74]

5.3 Chromatografické podmı́nky

Použité chromatografické podmı́nky jsou uvedeny v tabulce č.3.

Pr̊utok mobilńı fáze 0,8 ml/min

Nastř́ıknutý objem vzork̊u 1 µl

Teplota termostatu 25◦C

Typ eluce isokratická

Detekce 220 nm, 254 nm

Separačńı mód reverzńı

Tabulka 3: Popis nastavených chromatografických podmı́nek.

Sedm vybraných analyt̊u bylo rozděleno do tř́ı skupin (viz tabulka 1 a 2 v kapitole

section 5.2) podle svých acidobazických vlastnost́ı. V každé skupině byl vybrán hlavńı
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analyt (baze: propranolol, kyseliny: ketoprofen, neionizované látky: hexobarbital).

Daľśı látky sloužily pro porovnáńı a potvrzeńı výsledk̊u.

Procentuálńı ionizace analyt̊u byla vypoč́ıtána podle rovnice č. 1.

pKA = pH + log
cprot

cdeprot

(1)

Rovnice 1: Henderson-Hasselbachova rovnice

Rozlǐseńı bylo poč́ıtáno dle rovnice č. 2.

R = 2 × tr2 − tr1

w1 + w2
(2)

Rovnice 2: Výpočet rozlǐseńı dle USP; ; tr1 - retenčńı čas druhého ṕıku; tr2 - retenčńı

čas prvńıho ṕıku; w1 - š́ı̌rka prvńıho ṕıku na základńı linii, w2 - š́ı̌rka druhého ṕıku na

základńı linii

Retenčńı faktor byl poč́ıtán dle rovnice č. 3.

k = tr − tm

tm

(3)

Rovnice 3: Vzorec pro výpočet retenčńıho faktoru. k - retenčńı faktor; tr - retenčńı čas;

tm - mrtvý čas
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6 Výsledky a diskuze

Ćılem mé práce bylo ověřeńı vlivu achirálńıch interakćı na chirálńı separaci

u dvou kolon s rozd́ılnými vlastnostmi. Zaměřili jsme se na achirálńı interakce

elektrostatického charakteru mezi povrchem silikagelu a nabitým analytem. Tyto

interakce jsou silněǰśı než hydrofobńı interakce s kavitou cyklodextrinu a mohou

být ovlivněny změnou iontového stavu molekuly analytu nebo maskováńım povrchu

silikagelu, např́ıklad chelataćı kovu edetanem disodným (EDTA). V experimentu

byly použity čtyři typy mobilńıch fáźı. Mobilńı fáze byly vybrány podle předchoźı

práce, [73] a složeńı bylo následuj́ıćı:

1. organické rozpouštědlo (MeOH nebo ACN) + 0,1M AcA upravená TEA na pH

5,6 (MF 1)

2. organické rozpouštědlo + H2O (MF 2)

3. organické rozpouštědlo + EDTA (MF 3)

4. organické rozpouštědlo + 0,1M AcA upravena NaOH na pH 3,2 (MF 4)

MF 1, obsahuj́ıćı triethylaminoacetát, může tvořit iontový pár s kyselinou a

zásadou. Předpokládáme, že vytvořeńım iontového páru docháźı k potlačeńı achirálńıch

interakćı a analyty interaguj́ı převážně s chirálńım selektorm. Pro potvrzeńı to-

hoto předpokladu jsme použili MF 2, která neobsahuje iontově-párové činidlo.

Předpokládala se repulzńı interakce mezi kladnými náboji kovových nečistot na

povrchu silikagelu a bazickými analyty. Naopak u kyselin se předpokládá vysoká

retence v d̊usledku elektrostatické interakce s povrchem silikagelu. Do MF 3 byla

přidána EDTA, která je známá tvorbou komplex̊u s kovovými kationty. Chelatace

kovových nečistot na povrchu silikagelu zameźı achirálńım interakćım a jak kyselé,

tak bazické analyty by měly interagovat převážně s chirálńım selektorem. V MF

4 je kyselina octová při pH 3,2 z větš́ı části nedisociovaná, netvoř́ı tedy iontový

pár s bazickými analyty. Avšak bazické látky jsou při tomto pH zcela disociované

a předpokládá se repulzńı interakce, stejně jako u MF 2. Kyseliny by měly být

neionizované a při tomto pH by měly interagovat s chirálńım selektorem a jednotlivé

enantiomery by se měly separovat.

Pro potvrzeńı naš́ı teze byly použity látky, které jsou za daných experimentálńıch

podmı́nek v neionizovaném stavu, hexobarbital a oxazepam. Tyto látky by si ve výše

zmı́něných podmı́nkách měly zachovat neutrálńı náboj. Očekáváme tedy, že ve všech

čtyřech mobilńıch fáźıch bude docházet k interakci s chirálńım selektorem.
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6.1 Bazické analyty

Zkoušenými látkami z této skupiny byly propranolol jako hlavńı a metadon jako

referenčńı látka. MF 1, připravená dle kapitoly 5.2, obsahovala ACN nebo MeOH v

definovaném poměru vzhledem k vodné části (viz tabulka č. 4), která obsahovala

kyselinu octovou upravenou TEA na pH 5,6. TEA s kyselinou octovou spolu tvoř́ı

triethylaminoacetát, který funguje jako iontově-párové činidlo. Acetát vytvář́ı iontový

pár s ionizovanou baźı. Iontový pár je elektroneutrálńı a látky tak mohou interagovat s

chirálńım selektorem. Chirálńı separace byla pozorována u obou látek pouze u nižš́ıch

koncentraćı MeOH, v ACN byl separován pouze metadon a to pouze s rozlǐseńım

0,39. Se zvyšuj́ıćı se koncentraćı organického rozpouštědla v MF klesala jak retence,

tak rozlǐseńı. Při použit́ı acetonitrilu jako mobilńı fáze byla retence nižš́ı než v MeOH.

Naměřené výsledky jsou shrnuty v tabulce č. 4.

V MF 2 anorganickou složku tvořila voda. Zde nedocházelo ke tvorbě iontového

páru a analyty byly kladně nabité. Separace nebyla pozorována ani u jednoho analytu

a látky byly eluovány před mrtvým časem za použit́ı jak acetonitrilu, tak methanolu.

Tato repulzńı interakce mezi kladně nabitým analytem a kladným nábojem na povrchu

silikagelu je silněǰśı než tvorba inkluzńıho komplexu, a proto analyt neinteraguje se

stacionárńı fáźı, na rozd́ıl od neutrálně nabitého iontového páru v MF 1, viz obr.

17. Je tak potvrzen předpoklad, že změnou chromatografických podmı́nek docháźı

k ovlivněńı achirálńıch a chirálńıch interakćı. Druhý eluovaný ṕık (obr. 17) patř́ı

nečistotě, což bylo zkontrolováno pomoćı UV-spektra. Dosažené výsledky jsou shrnuty

v tabulce č. 4.

MF 3 byla s př́ıdavkem 1,25 mM EDTA, která je schopna chelatovat kovy. Vliv

repulzńıch interakćı by se tak měl sńıžit. Bylo možné pozorovat separaci u metadonu

při nižš́ıch koncentraćıch MeOH a v acetonitrilu se oba enantiomery separovaly pouze

při použit́ı 5% koncentrace ACN v mobilńı fázi (viz tabulka 5). Propranolol se na

rozd́ıl od MF 1, kde byl př́ıdavek TEA, v metanolu neseparoval v̊ubec. Se zvyšuj́ıćı

se koncentraćı MeOH a ACN docházelo ke sńıžeńı retence obou látek. V př́ıpadech,

kde se jednotlivé enantiomery separovaly, se také snižovalo rozlǐseńı ṕık̊u. Výsledky

jsou uvedeny v tabulce č. 5.

Je tedy možné pozorovat pozitivńı vliv EDTA na maskováńı kovových nečistot.

Na základě naměřených dat byl ke zkoumáńı vlivu EDTA na achirálńı interakce

použit 5% acetonitril se zvyšuj́ıćı se koncentraćı EDTA (1,25 mM, 5 mM, 10 mM, 20
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Obrázek 17: Chromatogramy metadonu v jednotlivých mobilńıch fáźıch při koncentraci

20% MeOH. Jeden z ṕık̊u v chromatogramu patř́ı nečistotě, což bylo zkontrolováno pomoćı

UV-spektra.
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Graf 1: Závislost retenčńıch faktor̊u prvńıch ṕık̊u bazických látek na koncentraci EDTA.

Retenčńı faktor propranololu
Retenčńı faktor metadonu

mM a 40 mM). Kv̊uli riziku precipitace EDTA nebyly připraveny vyšš́ı koncentrace.

Se zvyšováńım koncentrace EDTA retenčńı faktory propranololu rostly, ale docházelo

také ke zlepšeńı separace, která byla pozorována od 5 mM EDTA. Největš́ı změna

retence byla pozorována se zvýšeńım koncentrace z 1,25 na 5 mM, zde se retenčńı

faktor zvýšil z 3,31 na 3,92, poté nár̊ust prob́ıhal mı́rněji, viz graf 1.

Bylo pozorováno i zlepšeńı rozlǐseńı, které se zvyšovalo s rostoućı koncentraćı

EDTA, viz graf 2. Š́ı̌rku ṕık̊u enantiomer̊u propranololu nebylo možné odeč́ıst z

d̊uvodu ńızkého rozlǐseńı. Z tohoto d̊uvodu jsme sledovali vliv koncentrace EDTA

na š́ı̌rku ṕık̊u u metadonu. Ten byl zároveň použit pro potvrzeńı vlivu zvyšuj́ıćı se

koncentrace EDTA na retenci a zlepšeńı rozlǐseńı. Š́ı̌rka ṕık̊u metadonu byla výrazněji

sńıžena až při koncentraci EDTA 40 mM. Retenčńı chováńı metadonu v závislosti na

koncentraci EDTA lze pozorovat v grafech 1, 2 a 3.

Z naměřených dat viditelných v tabulce č. 6 tedy vyplývá, že se zvyšuj́ıćı se

koncentraćı EDTA v mobilńı fázi docháźı k vysycováńı kovových iont̊u na povrchu

silikagelu a zlepšeńı parametr̊u separace. U koncentrace 40 mM již nebylo pozorováno

zlepšeńı rozlǐseńı propranololu.
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Graf 2: Závislost rozlǐseńı enantiomer̊u bazických látek na koncentraci EDTA.
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Graf 3: Závislost š́ı̌rky prvńıho ṕıku metadonu na koncentraci EDTA.

Š́ı̌rka ṕıku metadonu
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Koncentrace (mM) k1 k2 Rozlǐseńı w1 w2

Propranolol

1,25 3,31 - - - -

5 3,92 4,07 0,08 - -

10 4,15 4,34 0,12 - -

20 4,25 4,46 0,19 - -

40 4,72 4,94 0,19 - -

Metadon

1,25 2,03 2,26 0,48 1,12 1,24

5 3,05 3,38 0,62 1,43 1,56

10 3,18 3,53 0,81 1,21 1,34

20 3,29 3,66 0,82 1,21 1,37

40 3,68 4,08 1,09 0,99 1,15

Tabulka 6: Vliv koncentrace EDTA na chromatografické chováńı propranololu a metadonu

v ACN-EDTA, (5:95, v/v). k1,2 - retenčńı faktory jednotlivých enantiomer̊u, w1,2 - š́ı̌rky

ṕık̊u.

Testováno bylo i chováńı látek bazického charakteru při použit́ı MF 4, kdy byla

použita kombinace organického rozpouštědla a AcA (0,1M, pH 3,2) Při tomto pH je

kyselina octová v nedisociované formě z 97,32 %. Netvoř́ı tedy iontový pár s analyty

a docháźı tedy k repulzńım interakćım mezi povrchem silikagelu a kladně nabitými

analyty. Předpokládáme také, že povrch silikagelu neńı maskován jako u EDTA, a

proto ani u jedné látky nedošlo k chirálńı separaci. Analyty také byly eluovány před

mrtvým časem kolony. Naměřené hodnoty pro MF 4 jsou uvedeny v tabulce č. 5 a

chromatogramy metadonu pro jednotlivé MF jsou uvedeny na obrázku č. 17.

6.2 Kyselé analyty

Použitými látkami z této skupiny byly ketoprofen, fenoprofen a ibuprofen. Ke-

toprofen byl vybrán jako hlavńı analyt, fenoprofen s ibuprofenen byly použity pro

potvrzeńı výsledk̊u.

Prvńı mobilńı fáze, jako v předchoźım př́ıpadě, byla vybrána podle [73]. Tato

mobilńı fáze obsahovala H2O s kyselinou octovou upravenou triethylaminem na pH

5,6 a organické rozpouštědlo (MeOH nebo acetonitril). Vytvořený triethylaminoacetát
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funguje jako iontově-párové činidlo. Výsledky jsou uvedeny v tabulce č. 7. Nicméně

při těchto podmı́nkách k chirálńı separaci nedošlo. Retence ketoprofenu a fenoprofenu

při použit́ı 70% acetonitrilu byla významně nižš́ı než při výměně za MeOH, který má

nižš́ı elučńı śılu. 80% acetonitril nebyl použit, protože zvýšeńım elučńı śıly by došlo k

daľśımu sńıžeńı retenčńıho faktoru (kketoprofen = 0,83) a zároveň by se minimalizovala

možnost interakce s CS. Ibuprofen nebyl eluován ani při nejsilněǰśıch použitých

elučńıch podmı́nkách.

Ketoprofen je při pH 5,6 ionizovaný z 95,91% a tvoř́ı tak s triethylamoniovým

kationtem iontový pár, stejně jako daľśı zkoumané karboxylové kyseliny. Iontový

pář je elektroneutrálńı a vliv elektrostatické interakce s povrchem silikagelu by měl

být minimálńı. K odděleńı enantiomer̊u ale nedošlo ani v 80% metanolu. Selektivita

chirálńıho selektoru ovšem nemuśı být postačuj́ıćı k separaci jednotlivých enantiomer̊u,

separace tohoto druhu analyt̊u výrobce nedeklaruje.

Druhou použitou mobilńı fáźı byla kombinace vody s organickým rozpouštědlem

(MF 2). Z výsledk̊u v tabulce 7 lze vidět, že retence ketoprofenu byla velmi vy-

soká i v 80% acetonitrilu, kdy tr = 85,23 minut, přepočteno na retenčńı faktor

k=22,87. Záměnou acetonitrilu za MeOH se retence dále zvýšila a ṕık ketoprofenu

byl zaznamenán až po 110 minutě, viz tabulka č. 7.

Ketoprofen je v těchto podmı́nkách téměř kompletně ionizovaný. Předpokládáme,

že interaguje s kovy na povrchu silikagelu. S ohledem na naměřené výsledky s MF 1

lze tedy vyvodit, že ke tvorbě iontového páru analyt̊u s triethylamoniem docháźı,

což je patrné ze značných rozd́ıl̊u retenčńıch faktor̊u a skutečnosti, že MF 2 žádný

př́ıdavek iontově-párového činidla neobsahuje.

MF 3 s př́ıdavkem EDTA byla použita pro ověřeńı předpokladu, že maskováńım

kovových nečistot na povrchu silikagelu pomoćı EDTA dojde ke změně retence

sledovaných látek. Při použit́ı acetonitrilu jako organické složky mobilńı fáze bylo

retenčńı chováńı analyt̊u velmi bĺızké tomu při použit́ı MF 1. Spolu s rostoućı

koncentraćı organické složky klesal retenčńı faktor, v 70% ACN došlo i k eluci

ibuprofenu s k = 2,48. Větš́ı rozd́ıly mezi MF 1 a 3 byly pozorovány při záměně

acetonitrilu za MeOH. U MF 1 i při použit́ı 70% MeOH z̊ustavaly retenčńı faktory

relativně velké (k = 3,45 pro ketoprofen a k = 7,78 pro fenoprofen). Naproti tomu v

MF 3 při stejné koncentraci methanolu se retenčńı faktory sńıžily přibližně pětkrát.

Možným vysvětleńım je, že EDTA efektivně blokuje povrch silikagelu a významně

snižuje př́ıspěvek achirálńı složky k celkové retenci. Výsledky jsou uvedeny v tabulce
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lá
te

k
za

po
už
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č. 8.

I zde jsme testovali vliv koncentrace EDTA na retenčńı chováńı ketoprofenu.

Naměřené výsledky jsou zobrazeny v tabulce č. 9.

Koncentrace (mM) k1 k2 Rozlǐseńı w1 w2

1,25 16,99 x x 3,08 x

5 11,49 x x 2,71 x

10 9,33 x x 2,35 x

20 7,08 x x 1,84 x

40 5,49 x x 1,48 x

Tabulka 9: Vliv koncentrace EDTA na retenčńı chováńı ketoprofenu v ACN-EDTA, (20:80,

v/v) k1,2 - retenčńı faktory jednotlivých enantiomer̊u ketoprofenu, w1,2 - š́ı̌rky ṕık̊u.

Dle předchoźıch experiment̊u byla vybrána mobilńı fáze s ACN-EDTA (20:80 v/v).

Koncentrace EDTA byla 1.25, 5, 10, 20 a 40 mM. Vyšš́ı koncentrace EDTA nebyly

použity kv̊uli riziku precipitace. Stejně jako u analyt̊u bazické povahy ze źıskaných

výsledk̊u vyplývá, že lze pozorovat významný trend v ovlivněńı retenčńıch faktor̊u s

rostoućı koncentraćı EDTA. To ukazuje na významný př́ıspěvek achirálńıch interakćı

k celkové retenci i u kyselých látek. S rostoućı koncentraćı EDTA docházelo k poklesu

retenčńıch faktor̊u, což souviśı s postupnou eliminaćı dostupných kationických mı́st

na povrchu silikagelu. Největš́ı změna retenčńıho faktoru byla pozorována mezi 1,25

mM a 5 mM, viz graf č. 4.
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Graf 4: Závislost retenčńıho faktoru ketoprofenu na koncentraci EDTA.
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Graf 5: Závislost š́ı̌rky ṕık̊u ketoprofenu na koncentraci EDTA.

Š́ı̌rka ṕık̊u ketoprofenu

Dále bylo pozorováno zužováńı š́ı̌rky ṕıku s rostoućı koncentraćı EDTA„ které

vykazovalo podobný trend jako retenčńı faktor, viz graf č. 5. Dle výsledk̊u naměřených

u MF 2 lze předpokládat, že bez obsahu EDTA při této koncentraci organického

rozpouštědla by k eluci ketoprofenu nedošlo v̊ubec.

Posledńı zkoušenou mobilńı fáźı byla kombinace organického rozpouštědla a AcA

(0,1M, pH 3,2). Kyselina octová je při tomto pH neionizována z 97,32% a nechelatuje

kovové nečistoty. K chirálńı separaci nedošlo u žádného ze zkoumaných analyt̊u,

ale jelikož při tomto pH analyty jsou převážně v nedisociované formě (ketoprofen

89,59%), vliv achirálńı interakce s povrchem silikagelu je potlačen a analyt tak může
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interagovat s chirálńım selektorem. Při použit́ı 70% ACN a MeOH byl eluován i

ibuprofen. Se zvyšuj́ıćım se pod́ılem organického rozpouštědla v MF docházelo ke

sńıžeńı retence, ale u 80% acetonitrilu mı́rně narostla. Výsledky jsou uvedeny v

tabulce č. 8.

Na obrázku č. 18 jsou uvedeny chromatogramy ketoprofenu v jednotlivých mo-

bilńıch fáźıch. MF 2 zde neńı zobrazena z d̊uvodu vysoké retence ketoprofenu.

Obrázek 18: Chromatogramy ketoprofenu v jednotlivých mobilńıch fáźıch při koncentraci

80% MeOH.

6.3 Neionizované látky

Neionizované látky hexobarbital a oxazepam sloužily k potvrzeńı naš́ı teorie.

Hexobarbital je velmi slabá kyselina (pKA = 8,21), zat́ımco oxazepam je velmi slabou

baźı (pKA = 11,65). Za uvedených chromatografických podmı́nek jsou obě látky v

nedisociované podobě. Předpokládali jsme, že d́ıky tomu nedocháźı k elektrostatickým

interakćım s kovovými nečistotami na povrchu silikagelu. Tento předpoklad reflektuje
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výsledky již dř́ıve provedených experiment̊u. [73].

Ve všech použitých mobilńıch fáźıch docházelo k chirálńı separaci obou látek.

Při stejných koncentraćıch organické složky byla vyšš́ı retence a rozlǐseńı za použit́ı

methanolu. Hexobarbital byl výrazně v́ıce zadržován nežli oxazepam. Naměřené

retenčńı faktory lze nalézt v tabulkách č. 10 a 11. V př́ıpadě oxazepamu byl také

pozorován tzv. batman ṕık, což ukazuje na přechod jednoho enantiomeru oxazepamu

v druhý během analýzy. Tento proces je závislý na teplotě a jej́ım sńıžeńım by došlo

ke sńıžeńı sedla mezi ṕıky. [75]

Vysvětleńı větš́ı retence hexobarbitalu může spoč́ıvat v částečné ionizaci látky a

iontových interakćı s povrchem silikagelu či v komplexaci analytu s kovem na povrchu

nebo v nespecifické absorpci. [73] Na obrázku č. 19 jsou uvedeny chromatogramy

hexobarbitalu.

Obrázek 19: Chromatogramy hexobarbitalu v jednotlivých mobilńıch fáźıch při koncentraci

35% ACN.

Testován byl i vliv kovových nečistot na retenčńı chováńı analyt̊u v nedisociované
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podobě pomoćı EDTA. Předpokládali jsme, že kovové nečistoty nebudou mı́t na

retenčńı chováńı vliv. Na základě naměřených dat byl ke zkoumáńı vlivu EDTA na

achirálńı interakce použit 20% acetonitril se zvyšuj́ıćı se koncentraćı EDTA (1,25 mM,

5 mM, 10 mM, 20 mM a 40 mM). Naměřené výsledky pro hexobarbital a oxazepam

jsou k dispozici v tabulce č. 12.

Koncentrace (mM) k1 k2 Rozlǐseńı w1 w2

hexobarbital

1,25 4,85 5,56 1,33 1,04 1,14

5 4,32 4,96 1,57 1,07 1,21

10 4,66 5,37 1,67 1,17 1,28

20 4,47 5,13 1,45 1,19 1,46

40 4,05 4,65 1,44 1,11 1,44

oxazepam

1,25 0,78 1,41 3,07 0,52 0,64

5 0,74 1,34 3,03 0,51 0,61

10 0,80 1,49 3,37 0,54 0,67

20 0,74 1,40 3,15 0,52 0,66

40 0,65 1,20 2,82 0,53 0,62

Tabulka 12: Vliv koncentrace EDTA na retenčńı chováńı hexobarbitalu a oxazepamu v

ACN-EDTA, (20:80 v/v). k1,2 - retenčńı faktory jednotlivých enantiomer̊u hexobarbitalu,

w1,2 - š́ı̌rky ṕık̊u.

U hexobarbitalu a oxazepamu bylo pozorováno mı́rné sńıžeńı retenčńıho faktoru,

u hexobarbitalu i sńıžeńı rozlǐseńı. Tato změna byla pozorována mezi 20 a 40 mM,

viz grafy 6 a 7.
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Graf 6: Závislost retenčńıch faktor̊u prvnich ṕık̊u neionizovaných látek na koncentraci EDTA.
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Graf 7: Závislost rozlǐseńı ṕık̊u neionizovaných látek na koncentraci EDTA.

Rozlǐseńı enantiomer̊u hexobarbitalu
Rozlǐseńı enantiomer̊u oxazepamu

EDTA chelatuje kationická mı́sta na povrchu silikagelu. Jelikož může docházet k

částečné ionizaci hexobarbitalu nebo jeho komplexaci s kovem na povrchu silikagelu,

sńıžeńı retence je pravděpodobně založené na podkladu ovlivněńı achirálńıch interakćı.

Sńıžeńı rozlǐseńı lze přisoudit kratš́ı retenci. Vliv zvyšuj́ıćı se koncentrace EDTA na

š́ı̌rku ṕık̊u nebyl pozorován, viz graf č. 8.
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Graf 8: Závislost š́ı̌rky prvńıch ṕık̊u neionizovaných látek na koncentraci EDTA.

Š́ı̌rka ṕıku hexobarbitalu
Š́ı̌rka ṕıku oxazepamu
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6.4 Porovnáńı cyklodextrinových kolon

Součást́ı této práce bylo také porovnat retenčńı chováńı modelových analyt̊u na

koloně použité v této práci (dále jako kolona A) a koloně použité v práci [73] (dále

jako kolona B). Mezi oběma kolonami existuj́ı drobné rozd́ıly. Jako chirálńı selektor

je v koloně A použit nativńı cyklodextrin a v koloně B bromovaný cyklodextrin.

Dále předpokládáme rozd́ılný obsah kov̊u v obou kolonách. K porovnáńı vlivu

experimentálńıch podmı́nek na retenci a chirálńı separaci bylo využito rozlǐseńı,

spoč́ıtané podle rovnice č. 2 a retenčńı faktory, spoč́ıtané podle výsledk̊u uvedených

v [73] pomoćı rovnice č. 3.

Retenčńı faktory a rozlǐseńı pro bazické, kyselé a neionizované analyty v jednot-

livých mobilńıch fáźıch z práce A.Daňka [73] jsou uvedeny v tabulkách č. 13 a 14 pro

bazické analyty, 15 a 16 pro kyselé analyty a pro neionizované látky v tabulkách 17

a 18.

Podrobný popis výsledk̊u źıskaných na koloně B lze naj́ıt v [73]. Za nejd̊uležitěǰśı

rozd́ıl lze považovat chirálńı separaci kyselých analyt̊u na koloně B, ke které nedošlo na

koloně A s nativńım cyklodextrinem. Tuto skutečnost lze připsat rozd́ılu v chirálńım

selektoru. Dále byl pozorován rozd́ılný vliv zvyšuj́ıćı se koncentrace EDTA v mobilńı

fázi na retenci, rozlǐseńı a š́ı̌rku ṕık̊u. Zat́ımco pro bazické analyty nebyla u kolony B

pozorována významná změna výše zmı́něných parametr̊u při koncentraci EDTA nad

5 mM, u kolony A se tyto parametry měnily v celém rozsahu koncentraćı. Zlepšeńı

rozlǐseńı a zvýšeńı retenčńıch faktor̊u u bazických látek a sńıžeńı retence pro kyselé

látky bylo zjǐstěno na obou stacionárńıch fáźıch. Rozd́ılné chováńı bazických a

kyselých látek si vysvětlujeme rozd́ılnou achirálńı interakćı s povrchem silikagelu

v závislosti na jejich náboji. T́ım, jak jsou kovové nečistoty na povrchu silikagelu

postupně chelatovány, klesá i př́ıspěvek jimi zp̊usobených achirálńıch interakćı. Na

koloně B se obecně lépe dělil propranolol i ve vyšš́ıch koncentraćıch organického

rozpouštědla, než na koloně A. Co se týče neionizovaných látek, na koloně A byl

hexobarbital ve všech methanolických fáźıch zadržován nepoměrně déle, než na koloně

B, což předpokládáme, že bylo zp̊usobeno vyšš́ım obsahem kovových iont̊u na povrchu

silikagelu. Na rozd́ıl od kolony B byl na koloně A také pozorován vliv zvyšuj́ıćı se

koncentrace EDTA na retenci hexobarbitalu, což předpoklad potvrzuje.
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lń

ıs
ep

ar
ac

ik
ys

el
ýc
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vá

no
po

22
m

in
-

-
-

80
%

A
C

N
80

%
M

eO
H

ke
to

pr
of

en
an

o
0,

76
0,

81
0,

67
ke

to
pr

of
en

an
o

2,
35

2,
51

1,
22

fe
no

pr
of

en
an

o
1,

01
1,

29
1,

95
fe

no
pr

of
en

ne
el

uo
vá
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po

44
m

inutách
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ýc
h

lá
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7 Závěr

V této diplomové práci byl sledován vliv experimentálńıch podmı́nek na retenci

a chirálńı separaci vybraných modelových analyt̊u. Pozornost byla zaměřena na

ovlivněńı achirálńıch interakćı mezi modelovými látkami a stacionárńı fáźı s nativńım

β-cyklodextrinem. Źıskaná data byla následně porovnána s výsledky źıskanými v

diplomové práci A. Daňka, který pro tento účel použil kolonu s bromovaným β-

cyklodextrinem [73]. Soubor modelových látek zahrnoval bazické a kyselé analyty

a dále pak látky, které nebyly za experimentálńıch podmı́nek ionizované. Na obou

stacionárńıch fáźıch byl patrný podstatný př́ıspěvek achirálńıch iontových interakci

mezi povrchem silikagelu a ionizovatelnými látkami. Tyto interakce bylo možné

modifikovat volbou chromatografických podmı́nek, což se také ukázalo jako zásadńı

pro ovlivněńı retence modelových látek a také pro jejich chirálńı separaci. Pokud byly

podmı́nky nastaveny tak, že př́ıspěvek těchto achirálńıch interakćı byl dominantńı,

byla chirálńı separace modelových látek negativně ovlivněna a v některých př́ıpadech

i znemožněna.

Nejvýznamněǰśımi rozd́ıly mezi oběma stacionárńımi fázemi byly následuj́ıćı: 1)

kyselé analyty se nepodařilo separovat za žádných experimentálńıch podmı́nek na

koloně s nativńım β-cyklodextrinem. Separace těchto analytu se ale podařila na

stacionárńı fázi s bromovaným β-cyklodextrinem. Tento jev lze připsat rozd́ılu v

chirálńım selektoru; 2) na stacionárńı fázi obsahuj́ıćı nativńı β-cyklodextrin byly

iontové interakce podstatně silněǰśı, což patrně souviśı s rozd́ılným obsahem kovových

iont̊u na povrchu silikagelu. Tento jev ovlivnil také enantioselektivitu na obou

stacionárńıch fáźıch.
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