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Abstrakt
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Autor: Jakub Burda

Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyuziti HPLC v chirdlnich separacich V.

Neustale se zvysujici pozadavky regulacnich autorit na kvalitu a bezpecnost
léciv kladou na vyrobce velky tlak. Posledni dekady se nesou ve znameni chiralné
¢istych 1éciv, jejichz vyvoj jde ruku v ruce s vyvojem chirdlnich syntéz a separaci.
Nejvyuzivanéjsi metodou jsou v oblasti separaci primé separace za vyuziti chiralnich
stacionarnich fazi. Nejc¢astéjsim nosicem pro tyto stacionarni faze je silikagel, ktery
miize obsahovat na svém povrchu kovové necistoty negativné ovliviujici separacni
proces. Zamérenim této diplomové prace bylo testovani vlivu chromatografickych
podminek na chiralni a achiralni interakce sedmi vybranych analytii se stacionarni
fazi. K testovani byla pouzita kolona s nativnim (3-cyklodextrinem jako chiralnim

selektorem.
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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 (3-cyclodextrin as chiral

selector was used for the testing.
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1 Seznam pouzitych zkratek

FDA Utad pro kontrolu potravin a léciv

HPLC Vysokotuc¢innd kapalinova chromatografie

MF Mobilni faze

SF Stacionarni faze

MS Hmotnostni spektrometrie

UHPLC Ultra vysokou¢inna kapalinova chromatografie

HILIC Hydrofilné interakéni chromatografie

D,O Deuterovana voda

HTO Tritiova voda

IR Infracerveny

NMR Nuklarni magneticka rezonance

TEA Triethylamin

CHN Uhlik vodik dusik analyza — typ elementarni analyzy
BET Brunauer, Emmett, Teller — metoda urc¢ovani specifického povrchu
CSP Chiralni stacionarni faze

CS Chiralni selektor

CDR Chiralni derivatizac¢ni ¢inidlo

GITC 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f3 -D-glukopyranosyl isothiokyanat
FLEC 1-(9-fluorfenyl)ethylchloroformiat

CMPA Chiralni aditivum mobilni faze

RP Reverzni faze

CGTaza Cyklodextrin-glykosyl transferaza

DNBPG Dinitrobenzoylfenylglycin

MOF Kovové organické ramce



MIP

AcA

EDTA

ACN

MeOH

Molekularné vtisténé polymery
Kyselina octova

Edetan disodny

Acetonitril

Methanol



2 Uvod

Poznani moznych rozdilia ve farmakologické aktivité enantiomert vedlo k priklonu
v jejich podavani jako léku v podobé opticky Cistych izomeru. FDA ve svém vyjadreni
k vyvoji novych stereoizomernich 1é¢iv z roku 1992 se priklani k vyvoji novych léc¢iv v
podobé ¢istého enantiomeru, avsak pokud rozdily v aktivité a toxicité jsou nepatrné,
1ze vyvinout 1ék jakoZto racemickou smés. [1] Jakozto jedna z hlavnich regula¢nich
autorit, co se tyce farmaceutik na svété, jeji doporuceni je pro vyrobce léc¢iv stézejni.
Neni tedy s podivem, ze se vyrobci timto doporucenim zacali Fidit, a z 18 malych
molekul schvalenych FDA v roce 2015 uz pouze jedna byla registrovand jako racemat,
ostatnich sedmnéact bylo registrovana jako opticky ¢istd latka. [2]. VyuzZiti a rozvoj
metod chiralnich separaci tedy kopiruje trendy poslednich dekad, to znamena neustale
rostouci pozadavky na Cistotu a bezpecnost 1é¢iv a technologicky rozvoj jako takovy.

Nejpouzivanéjsi a nejrobustnéjsi chiralné separacni technikou je vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC). 3] Mezi dalsi chirdlni separaéni techniky patii
mimo jiné v posledni dobé oblibena superkriticka fluidni chromatografie, kapilarni
elektroforéza ¢i plynovéa chromatografie. [4] V HPLC je nejhojnéji vyuzivano primé
separace s chiralni stacionarni fazi, kdy je chiralni selektor umoznujici separaci jednot-
livych enantiomert kovalentné vazan na stacionarni fazi, kterou je nejcastéji silikagel.
[5] Povrch silikagelu obsahuje malé mnozstvi kovovych kontaminant, které mohou
ovliviiovat prubéh separace. [6] Tato prace se zaméfuje na testovani a porovnani
vlivu chromatografickych podminek na separaci mezi kolonami s chiralnimi fazemi

na bazi cyklodextrinu s rozdilnym typem silikagelu.
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3 Teoreticka cast

3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

3.1.1 Uvod

Vysokotuc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je jedna z nejrozsitenéjsich
separacnich metod v soucasné védé. Principem chromatografickych metod je déleni
analyti mezi dvé nemisitelné faze, staciondrni (SF)a mobilni (MF). Analyty jsou
rozpusténé v MF, ktera prostupuje skrz SF. Béhem procesu se neustale vytvari
rovnovaha analyti mezi obéma fazemi a analyty jsou separovany na zakladé afinity
k jednotlivym fazim. |7, |8] Pravé diky jednoduchosti tohoto principu je HPLC tak
oblibena. Pro analyzu stac¢i velmi malé mnozstvi vzorku a metodu je mozné plné
automatizovat. Z tohoto divodu je HPLC ¢asto prvni volbou pfi analyze celé tady
latek. |5, 9]

S pomoci této separa¢ni metody jsme schopni jak kvalitativniho, tak kvantita-
tivniho hodnoceni separované smésy. Jednotlivé slozky ve vzorku jsou za danych
podminek charakterizovany signalem. Signal, tedy pik, je odezva detektoru na priichod
analytu. Graficky zdznam separace vzorku oznacujeme jako chromatogram. Kazdy
pik v chromatogramu je charakterizovan reten¢nim ¢asem, coz je doba od nasttiku
vzorku na kolonu po dosazeni maxima piku. Na zdkladé shody reten¢nich cast
neznamé latky a prislusného standardu lze neznamou latku identifikovat. Obecné je
pozadovana shoda retenc¢nich cast alespon za dvou odlisnych chromatografickych
podminek.

Intenzita signalu (plocha piku) je zavisld na mnozstvi analytu. Jednim ze zpusob,
jak ziskat koncentraci analytu, je za pomoci kalibra¢ni kiivky, ktera predstavuje
zavislost plochy piku na koncentraci. Z tohoto grafu je mozné po dosazeni plochy
piku odecist jeho koncentraci. Dalsimi zptsoby jsou metoda vnitiniho standardu a
metoda vnéjsiho standardu. U metody vnéjsiho standardu se porovnavaji plocha piku
standardu o ur¢ité koncentraci a plocha piku analytu ve vzorku. U metody vnittniho
standardu je ke vSem vzorkim piidano stejné mnozstvi strukturné blizké latky
(vnitini standard), kterd se dostatetné separuje od stanovované latky. Porovnanim
poméra ploch analytu a vnitiniho standardu ve vzorku a ve standardu lze urcit
koncentraci stanovovaného analytu. Vyhodou tohoto pristupu je, ze koriguje moznou

chybu napf. pfi pripravé vzorki. .[5, 9, [10]
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Kapalinova chromatografie je pouzivana ve dvou moddech, a to reverznim a
norméalnim. Normalni méd znaci, ze pouzita SF je z polarniho materidlu s velkym
povrchem, typickym prikladem je naptiklad silikagel, a pouzivana rozpoustédla v
MF jsou nepolarni, naptiklad hexan. V reverznim modu je pouzita SEF nepolarni,
a MF polarni. Analyzu lze provést za konstantniho slozeni MF v pribéhu celé
analyzy, tzv. isokraticka eluce. Pokud je v prtibéhu analyzy slozeni MF ménéno,
jednd se o tzv. gradientovou eluci. Chromatografie mize byt bud analytickd, tedy ke
zjisténi pritomnosti latky za tcelem jeji kvalitativni a kvantitativni analyzy, nebo
preparativni, slouzici k ziskdni prislusné latky ze smési pro jeji dalsi vyuziti. Protoze
se u preparativni chromatografie pracuje s vétsim mnozstvim vzorku, instrumentace

je z tohoto duvodu rozmérnéjsi, nez u analytické chromatografie.[9, 11]

3.1.2 Instrumentace

Kapalinovy chromatograf se typicky sklddd z nékolika ¢asti, viz obrdzek [I}

241 )bar

F

N
f

Obrazek 1: Schéma vysokouc¢inného kapalinového chromatografu. 1 = zasobnik roz-
poustédla; 2 = privodni hadicka s fritou; 3 = pumpa s manometrem; 4 = autosampler; 5
= kolona s termostatem; 6 = detektor; 7 = odpad; 8 = PC ke sbéru a vyhodnoceni dat.

Prevzato a upraveno z [10]

Zasobniky rozpoustédel by mély byt inertni, nejcastéji ze skla. Néktera roz-
poustédla totiz mohou z plastu uvoliovat jeho slozky a tim znehodnocovat roz-
poustédlo. Zasobniky by mély byt uzaviené, aby se zabranilo odparovani a priniku

pevnych castic do rozpoustédla. Pro isokratickou eluci sta¢i jeden zasobnik, pro gra-
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dientovou eluci, kde jsou rozpoustédla misena dohromady, je zasobniki potieba vice.
V zasobniku nebo na vstupnim misté privodnich hadicek je také umisténa frita, jenz
zachytava mozné pevné Castice a zaroven drzi hadicku u dna zédsobniku. Nejcastéjsim
materidlem pro vyrobu frit je keramika, nerezova ocel nebo jiné materialy inertni k
mobilni fazi. [5]

Pro HPLC jsou pouzivana rozpoustédla v prislusné ¢istoté (HPLC grade), kterd
jsou ¢isténa od UV adsorbujicich primési a pevnych ¢astic. Vsechny slozky mobilni
faze by mély byt pred pouzitim prefiltrovany, napiiklad vakuovou filtraci. [5, |11]
Rozpoustédla by méla byt pred pouzitim zbavena rozpusténych plynii. Vznikajici
bubliny plynu mohou zptisobit kolisani tlaku, ¢i dokonce znemoznit detekci analytii.
Rozpoustédla se zbavuji plynit bud degasserem, umisténym pied vysokotlakym
cerpadlem, coz je soustava trubicek propustnych pro plyn ve vakuu, kterymi protéka
mobilni faze, probublanim heliem nebo v ultrazvukové 14zni. 5] 8 10, [12]

Vysokotlaké cerpadlo je potifebné pro privadéni mobilni faze konstantni pritokovou
rychlosti na kolonu. Kolisani tlakti méa byt co nejmensi, coz je zajisténo naptiklad
prichodem tlakovaného rozpoustédla zarizenim na tlumeni pulsti. Hadicky a Sroubeni
musi byt schopny odolat provoznimu tlaku. Je kladen velky duraz na presnost
mnozstvi privedené mobilni faze. éerpaci systémy mohou dodévat rozpoustédla z vice
zésobnikli. K miseni rozpoustédel dochazi bud pied natlakovanim, nebo v tlakované
¢asti. Nejpouzivanéjsi jsou vysokotlaké ¢erpadla s dudlnim vratnym pistem. [8, [11]

Autosampler zajistuje pfesné a spravné davkovani vzorku do protékajici mobilni
faze bez nutné pritomnosti operatora, manudlni davkovani v dnesni dobé je neprilis
casté. Na presnost davkovaného mnozstvi se kladou velké naroky, stejné jako na
zabranéni prenosu analytu mezi vzorky (carryover). Vzorky uréené k analyze, které
by pokud mozno mély byt rozpustény v mobilni fazi, jsou ulozeny v zasobniku.
Injekcni systémy autosampleru poté naberou pozadované mnozstvi vzorku, ktery je
nastiiknut pomoci Sesticestného ventilu na kolonu. Samozrejmosti je proplachnuti
cest mezi kazdym nastiikem vzorku, které se taktéz déje automaticky. [5, [8, |10} |11]
Na chromatografickych kolonach dochazi k separaci analyzovného vzorku. Kolondm
je vénovana samostatna kapitola nize.

Analyt unaseny MF méni jeji fyzikalné-chemické vlastnosti a tato zména je
detekovana v detekéni cele detektoru, umisténém co nejblize koloné. Odezva detek-
toru v zavislosti na ¢ase je zpracovana prislusSnym chromatografickym softwarem na

chromatogram. V zavislosti na typu detektoru jsou méreny odlisné fyzikalné-chemické
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vlastnosti. Idealni detektor by mél byt vysoce citlivy, linearni, spolehlivy, jednoduchy
na pouziti, nedestruktivni, univerzalni a neovlivnény zménami chromatografickych
podminek. [5, 10-12] Nejpouzivanéjsi detektory jsou UV-Vis spektrofotometry. Jsou
relativné jednoduché, levné a detekuji sirokou skalu latek. Nutnosti je vybrat spravnou
vlnovou délku, pii které analyt poskytuje nejvyssi odezvu viici mobilni fazi. Diode
array detektor, poddruh UV detektoru, skenuje spektrum vlnovych délek v troj-
rozmérném zéznamu (Cas, absorpce a vinova délka). Tento zpusob detekce dokéze
rozlisit mezi dvémi latkami se stejnou retenci, pokud maji rozdilna absorpcni spektra.
UV detektory jsou vhodné pro gradientovou eluci diky malému rozdilu absorbanci

mezi MeOH, acetonitrilem a HyO. [5, |10, [11]

Dalsim velmi pouzivanym spojenim je kombinace LC-MS. V hmotnostnim spek-
trometru iontovy zdroj ionizuje analyty za pomoci riznych ioniza¢nich technik, jako
napiiklad elektrosprejové ionizace (ESI) ¢i chemické ionizace za atmostérického
tlaku (APCI). MS je nekompatibilni s netékavymi pufry, jako naptiklad citratovy a
fosfatovy, dochéazi ke kontaminaci iontového zdroje témito latkami. Vzniklé ionty
jsou separovany v analyzatoru za pomoci magnetického nebo vysokofrekvenéniho
pole dle poméru hmotnosti a ndboje (m/z), a detektor poskytne odezvu v podobé
hmotnostniho spektra, které lze vyuzit jak pro kvalitativni, tak pro kvantitativni
analyzu. Tato metoda je vysoce citliva a selektivni, avSsak ekonomicky naro¢na. Mezi

dalsi detektory patii fluorimetrické, refraktometrické a elektrochemické. |8, |10H12]

3.1.3 Kolony

Kolona je trubice z nerezové oceli nebo plastu, naplnéna ¢asticemi nebo monolitem
stacionarni faze. Kolona je na obou koncich opatfena fritami, které brani tniku
stacionarni faze z kolony. Déli se na analytické a preparativni. Kolony maji omezenou
zivotnost, kterd se zkracuje naptiklad znecisténymi vzorky ¢i spatnou udrzbou. Z
tohoto dtvodu se doporucuje pouziti predkolony se stejnou stacionarni fazi, jenz
dokaze analytickou kolonu ochranit, toto je zvlasté dilezité u analyz biologickych
vzorkl. Spravneé instalovand a zvolena predkolona praticky nesnizuje i¢innost separace.
[10, |11] Béhem analyzy je nutné také udrzovat konstantni teplotu, kterd je jednou
z nastavovanych separac¢nich podminek. Teplota se udrzuje za pomoci kolonového
termostatu od 10 az po 160°C u novéjsich pristroji. [13] Pii prekroceni provoznich

teplot kolony degraduji. [5, 8, [10-12]
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Kromeé silikagelu mohou byt pouzity jako stacionarni faze pouzity i jiné materialy,
napt. ZrO,, AlO3, TiO,, polystyren-divinyl benzen ¢i grafitizovany uhliku, které
mohou byt dale modifikovany.

Céstice stacionarni faze mohou byt déleny dle velikosti, charakteru a velikosti
port, plochy povrchu a konfigurace. [5] Nejcastéjsi jsou plné porézni ¢astice silikagelu,
které jsou dostupné ve vicero variantach, s velikosti do 5 um, ale pouzivaji se i tzv.
core-shell Castice, s pevnym jadrem a porézni vrstvou stacionarni faze na povrchu.
Ty maji vétsi pocet teoretickych pater nez plné porézni castice pri stejném priméru
a v disledku k mensi difuzi skrz ¢astici, rychlejSimu prenosu hmoty, a tudiz lepsim
separa¢nim vlastnostem pii mensim zpétném tlaku.[12 [14]

Dale se pouzivaji pelikularni ¢astice, tvorené pevnym jadrem a pokryté velmi
tenkou vrstvou stacionarni faze. Diky tomu maji maly povrch a hodi se k separaci
zejména biomolekul. [5]

Posledni typem castic jsou perfizni, obsahujici velké péry propojené siti malych
(30-100 nm) péru, coz umozinuje tok mobilni faze skrze Castici. Tyto ¢astice jsou
obvykle vétsi, coz limituje jejich uziti pouze pro nizsi tlaky. Nejlépe se hodi pro

separaci makromolekul na preparativni skale. [5]

3.1.4 Trendy v HPLC

Vyvoj v dnesni dobé Zenou zejména pozadavky na rychlejsi, a¢innéjsi a k zivotnimu
prostiedi Setrnéjsi separace. Dobu analyzy lze zkratit zkracenim kolony, zmensenim
jejtho pruméru a zvysSenim prutoku mobilni faze. Citlivost lze zvySit zmenSenim
¢astic, diky cemuz ziskame vyssi a uzsi piky. Soucasné je vSak generovan vyssi zpétny
tlak. To vedlo k vyvoji UHPLC (ultravysokot¢inné kapalinové chromatografii), kdy
cely systém je schopny pracovat za vyssich tlaki. Optimalni primeér castic pouzitych
v UHPLC je 1,7 pm. [15]

Déle se pouzivaji monolitické kolony. Ty jsou tvofeny z jednoho kusu materidlu,
a to bud z nemodifikovaného nebo modifikovaného silikagelu, [16], Pro p¥ipravu
monolitickych kolon je mozné vyuzit také polymery. |17] Struktura monolitu je
tvorena makropéry (o pruméru nékolika um), mezopéry(2-50 nm) a mikropdry (<2
nm). [12] Vyhodou téchto kolon je jednoduchost ptipravy, vysoka pérovitost, diky
které mohou separace fungovat pti vyssim pritoku, lepsi prenos hmoty a rychle;jsi

separace pri prijatelnych tlacich. S vyhodou se pouzivaji k separaci makromolekul,
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ale v dnesni dobé se i tento druh kolon da pouzit k separaci malych molekul vcetné
1é¢iv. [18,19]

V neposledni fadé se s ispéchem vyuZivaji povrchové porézni (core-shell) ¢astice
s pevnym jadrem o velikosti od 1,3 do 5 um, kdy se pti analyze dosahuje podobné
ucinnosti separace jako u poréznich castic pouzivanych v UHPLC, ale s nizsimi
dosahovanymi tlaky. Jadro je nejcastéji z polymeru, silikagelu nebo kovu. Core-shell
¢astice se vyuzivaji v reverzni HPLC, hydrofilné — interak¢ni chromatografii (HILIC),

ale i napriklad v chirdlnich separacich.|14} 20]

3.2 Silikagel
3.2.1 Priprava silikagelu

Silikagel je amorfni porézni materidl sklddajici se z atomt kiemiku zesitovany
atomy kysliku, kde na povrchu jsou hydroxylové Si—OH skupiny, (silanoly), které
maji polarni charakter a jsou slabé kyselé (pK, 6,840.5). [21] Tendence odstépovat
proton je silné ovlivnéna prostredim, napriklad vodikové miustky usnadnuji reakci s
hydroxidovymi ionty. [22] Hlavnimi vyhodami silikagelu jsou zejména chemickd a
mechanické stabilita, rychly prenos hmoty a nosnost. [5] Nevyhodou silikagelu jako
takového je jeho rozpustnost v v prostiedi, kdy je pH >8. [22]

K pripravé silikagelu je potteba ziskat roztok kyseliny kfemicité. Je nékolik
zpusobt pripravy této latky, napriklad tepelna hydrolyza chloridu kremicitého, reakce
kiemicitanu sodného v kyselém prostiedi ¢i kysela hydrolyza methoxy- nebo ethoxy-
silant. |23] 24] Kyselina kfemicita (pKa 9,9) [24] nasledné podléhd kondenza¢nim
reakcim a tvori polykfemicité kyseliny. Ty tvori jadra pro dalsi vazbu nekondenzo-
vanych monomeru, pritomnych v roztoku. Vznikajici koloidni ¢astice jsou kulaté,
nepordzni a amorfni. Céstice mezi sebou za pusobeni mechanické energie ¢i casu
koliduji. Jejich povrchové silanolové skupiny spolu reaguji a dochazi k agregaci
nejdrive mensich jednotek, které se poté spojuji a dochazi k gelaci. Cely proces je
ilustrovan na obrazku [2| Rychlost gelace je opét ovlivnéna pH roztoku, mnozstvim
¢astic, koncentraci pridanych soli a teplotou. Plati, Ze v bazickém prostiedi dochazi
k vysokému vétveni agregatii, zatimco v kyselém se agregaty spise Tetézi za sebou.
[22, 24, 125]

Jak spolu kondenzuje stale vétsi mnozstvi silanolovych skupin, mechanickym

pnutim dochézi k vytlacovani vody (viz obrazek , synerezi gelu a vzniku poéru.
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Obrazek 2: Priprava silikagelu z kfemic¢itanu sodného, pfevzato a upraveno z ||

Za synerezi stoji kondenzacni reakce. Po proplachnuti hydrogelu se voda odstrani
vyparem v peci. Aby doslo k vzniku sférickych ¢astic, je nutné nahradit vodu
organickym rozpoustédlem, napriklad MeOH. Dehydratace a synereze je spojena se
vznikem novych mezicasticovych vazeb. Parametry port se daji ovlivnit dobou zrani,

zménou pH pii formaci gelu, tepelnym osetfenim nebo zménou kapalného média.,
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Obrazek 3: Schématické znazornéni synereze u dvou silikagelovych ¢astic, tekutina v
porech, pro zjednoduseni zndzornéna jako HoO modre, vznik nové siloxanové vazby cerveneé.

Prevzato a upraveno z ||

Jeden z velmi dilezitych parametri je také obsah kovi v pouzitych materialech,
protoze kovové necistoty, jako napriklad draslik, sodik, vapnik, zelezo ¢i hlinik okyseluji
povrch silikagelu, coz vede k rozsiteni pikt zejména bazickych latek a jejich chvostovani.
Neékteré jsou také silnymi adsorpénimi misty pro komplexotvorné latky, a pritomnost
kovii muze také ovlivnit vazbu molekul stacionarni faze na silanoly. To je

nevyhoda ptipravy silikagelu z kfemicitanu sodného (starsi metoda), jelikoz ten je
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kovy znecisténéjsi. Tyto silikagely byly pouzivany v kolonach pted rokem 1990, a v
literature je nazyvan jako typ A. Novéjsi postupy pripravy silikagelu jsou Cistsi, méné
znecisténé kovy a nazyvané typ B, a nejsou tak nachylné na vyse zminéné problémy.

5, [26]

3.2.2 Povrch silikagelu

Chromatograficky proces probiha na povrchu silikagelu, kde, jak jiz bylo zminéno,
se vyskytuji Si-OH skupiny, tzv. silanoly, s kyselym poldrnim charakterem. [21]

Silanoly muzeme délit do ti skupin: Izolované, geminalni a vicinalni, struktura
jednotlivych druhu silanolu je vidét na obrazku [d Jednotlivé silanoly ptispivaji
riznym zpusobem k retenci, zejména izolované interaguji velmi silné s bazickymi
latkami. Dale jsou pritomny siloxanové vazby, které prakticky vubec k retenci
polarnich latek neprispivaji, diky vlastnostem Si—O —Si vazby a jeji neschopnosti tvorit
vodikové mistky. [22] Je ale mozné pozorovat retenci nepolarnich latek pri velkych
koncentracich vody v mobilni fazi. [23]. U starsich metod pripravy se také castéji
vyskytuje vazba Si—MT -Si, tedy vazba s kovem. Nawrocki shrnuje mechanismy,
jakym tato kyselda mista vznikaji, vychazi pfitom z literatury o katalyzatorech. [6,
27] Gemindlni a vicinalni silanoly nejsou tak kyselé. Jsou ale schopné tvorit vodikové
mustky s dalsimi molekulami, které se tak mohou na téchto skupinach zadrzovat.

[10, [28]
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Obréazek 4: Chemicka struktura silikagelu [10]

Koncentrace silanoli na povrchu je nejspolehlivéji urcovana za pouziti deuterované
vody D»O nebo tritiové vody, HTO. Tato hodnota se pohybuje okolo 8+1,0 pwmol /m?.
[6, 28] NMR a IR metodami je mozné zjistit typ a koncentraci jednotlivych silanoli.
K urceni koncentrace silanolii je také mozno pouzit titraci NaOH v pritomnosti soli
(methyllithia, dimethylzinku a dalsich). |6, 22| Silanoly mohou byt pouzity k navézani

staciondrni faze (napriklad Cig, Csg, fenylu a dalsich), ¢imz je mozné zménit retenéni
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vlastnosti silikagelu. Ze sterickych divodti ovsem neni mozné zajistit modifikaci
kazdého silanolil, zvlasté v pripadé delsich Tetézci, a tak je maximalni koncentrace
téchto organosilylickych vazeb okolo 4,5 umol/m?2. [21] Je tedy moZno bezpetné ¥ici,

ze na povrchu modifikovanych stacionarnich fazi stale ztistavaji aktivni silanoly.

3.2.3 Kovy na povrchu silikagelu

Promyti silikagelu rozpoustédlem s kyselym pH ho sice dokaze zbavit vétsiny
kovovych necistot, ale ne vsech. [6] V silikagelu muze byt pfitomno az 20 prvki v
koncentraénim rozmezi pg/g a dalsich 15 v koncentra¢nim rozmezi ng/g. [29] Pro¢
jsou kovové neéistoty problémem, bylo zminéno vyse v kapitole [3.2.1} Vliv téchto
necistot je nejlépe vidét na eluci chelatujicich slozek. Byly tedy vyvinuty testy na
obsah kovu v silikagelu, napiiklad s 2,4-pentandionem [30], dihydroxyantrachinonem
[31] nebo aromatickymi dihydroxyly. [32]

Engelhardt vyvinul jednoduchy test pro charakterizaci obsahu kovovych necistot
stacionarnich reverznch fazi na zakladé rozdilnych chelata¢nich vlastnosti 2,2°-
bipyridylu a 4,4‘-bipyridylu, kdy zaznamenal témér linearni zavislost asymetrie
piku 2,2°-bipyridylu na obsahu zeleza. Piky 2,2‘-bipyridylu se taktéz zmensovaly, coz
bylo dano ireverzibilni adsorpci. Aby se rozlisilo mezi metalofilnimi a silanofilnimi
interakcemi u téchto latek, byl pouzit nechelatujici 4,4‘-bipyridyl, ktery interaguje
pouze se silanolem. Zavedl takzvany ,metal factor®, coz je pomér asymetrie pikta
téchto dvou latek vynasobeny stem. Cim je toto cislo blize stu, tim mensi je kovové
znecisténi. Dokazal také, ze kovové znecisténi se zvysuje s pouzivanim kolony, to je

vysvétleno hromadénim kovii bud'to z instrumentace nebo mobiln{ faze. [26]

3.2.4 Reverzni faze

Nejcastéji pouzivanymi reverzimi fazemi jsou modifikované silikagely. Pouzivaji se
reakce s ligandy, alkylchlorosilany, nejcastéji dimethyloktadecylchlorosilanem. Tyto
ligandy reaguji s volnymi silanoly na povrchu, coz dava vznik stacionarnim fazim,
znamym jako reverzni. Obecnd rovnice reakce je zobrazena na obrazku 5

Analogickymi modifikacemi je ale mozné ziskat prakticky jakoukoli SF, mezi dalsi
ligandy casto pouzivané k modifikaci silikagelu patii napriklad Cg,Cs3g nebo fenyl.
Vyhodou tohoto pristupu jsou dobre reprodukovatelné vysledky. K snizeni poctu

volnych silanoli se pouziva tzv. endcapping, coz je reakce s trimethylsilylchloridem,
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~ ~
—SI-OH + GI-Si(CHg)R ——» — SI-O-Si(CHg)-R + HCI

Obrazek 5: Syntéza vazané faze reakci chloralkylsilanu se silanolem na povrchu silikagelu.

Prevzato a upraveno z [7].

ktery jako stericky maly substituent dokéaze pokryt dalsich 20-30% nezreagovanych
silanoli, které jak bylo zminéno vyse, mohou negativné ovliviiovat analyzu. |5, |11
Nevyhodou daného postupu je, Ze tato mald skupina je vice nachylna k hydrolyze v
kyselém prostiedi, coz mize negativné ovlivnit separacni vlastnosti kolony. [5]

Dale existuji reverzni faze s objemnéjSimi postrannimi substituenty na modifi-
kujicim ligandu, naptiklad isopropylem ¢i isobutylem. Ty stericky zabranuji hydrolyze
stacionarni faze pti nizkych hodnotach pH. Déale se pouzivaji také polymerni faze,
které maji stabilitu ve vyssich rozmezich pH, jejich nevyhodou je ovSem nizsi repro-
dukovatelnost procesu vyroby. [5, |10} |11]

Retence solutu je ovlivnéna rtiznymi interakcemi mezi solutem, mobilni fazi a

vvvvvv

a h nejsou pro stacionarni faze na bazi alkylsilant dulezité.

(a) Hydrofobni interakce: ovliviiuji retenci hydrofobnich molekul. Celkova hydro-
fobicita kolony nartista s prodluzujicimi se pouzitymi fetézci, endcappingem,

vyssi koncentraci vazeb ligandu a mensim primérem port.

(b) Sterické interakce: Pokud je koncentrace navazanych ligandu vysoka, rovné,
planarni molekuly se mezi ligandy vmezeii daleko jednoduseji a jsou tedy vice
zadrzovany, naopak objemnéjsi molekuly jsou zadrzovany méné. Tato vlastnost

dale vzrista s delsimi ligandy a mensimi pory.

(¢) Vodikové vazby s bazickymi analyty: Jak jiz bylo zminéno, bazické analyty
maji schopnost interagovat s volnymi silanoly a byt tak zadrzovany. Kyselost
kolony je vyssi u silikageli typu A, avsak snizuje se s endcappingem. Vliv této

interakce se da castecné odstranit pridavkem TEA do mobilni faze.

(d) Vodikové vazby s kyselymi analyty: Pro rtizné kolony se X lisi, ve starsich
kolonach to mohou byt kovové castice. Vede k vyssi zadrzi karboxylovych

kyselin.
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Obrazek 6: Interakce solutu s kolonou, uréujici selektivitu kolony. (a) hydrofobni interakce,
(b) sterické interakce, (c¢) vodikova vazba s bazickymi analyty, (d) vodikova vazba s kyselymi
analyty, (e) elektrostatické interakce, (f) interakce dipél — dipdl, (g) 7 — 7 interakce na
fenylové SP, (h) 7t — 7t interakce na kyano SP, (i) komplexace chelatujicich soluti. Neni zde

zobrazena spojujici silanova skupina [-Si(CHs)2—]). Pfevzato a upraveno z ||

(e) Elektrostatické interakce: interakce se silanoly a jejich ionizace vzrusta se
zvysenim pH, snadnéji dostupné jsou u neendcappovanych kolon a u silikagel
typu A. To vede k nizsi retenci ionizovanych kyselin kvili repulznim silam, a k

vyssi retenci ionizovanych bazi.

(f) Komplexace chelatujicich latek: jak jiz bylo zminéno vyse, objevuje se zejména

u silikagelu typu A, znecistény kovy.

3.2.5 Charakterizace stacionarnich fazi

Z principu metody vyroby reverznich fazi, kdy se firmy snazi optimalizovat proces
vazby ligandu na silikagel, pouzivaji jinak reaktivni silany a rtizné procesy vyroby
silikagelu, nemiize byt prekvapenim, zZe stejné oznacené kolony, naptiklad Cig se
od rtznych vyrobcii mohou znac¢né lisit svymi separacnimi vlastnostmi. Popisy

vyrobct, prikladané ke kolonam, jsou ¢asto omezené a nedostacujici pro odhad chovani

21



konkrétniho analytu na dané stacionarni fazi. [21, 134] Na trhu je dostupno mnoho

riznych kolon, je tedy obtizné vybrat tu spravnou pro urcitou separaci. Evropsky

lékopis déli kolony na 7 typu, [35] ale v ¢lancich v neni specifikovand pouzita kolona.

[34]

Retencni vlastnosti kolon zavisi na fyzikdlné chemickych vlastnostech silikagelu,

jako jsou povrch, hustota plnéni, mnozstvi a typ silanoli, obsah kovové necistoty,

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

zaci jednotlivych kolon se pouzivaji riizné metody a testy, naptiklad od Engelhardta

[33], ¢i Tanaky|[36], vyvinuto jich vSak bylo mnohem vice. [34]

(A) Charakterizace fyzikalné chemickych vlastnosti silikagelu:

(a)

Existuje linearni zavislost mezi procentualni hmotnosti uhliku a reten¢nim
faktorem. [21] Obsah uhliku je zjistovan CHN analyzou, kdy se vzorek spali
ve spalovaci komore s ¢istym kyslikem, rozdéli v plynovém chromatografu

a mnozstvi jednotlivych latek je ur¢eno vodivostnim detektorem.

Velikost ¢astic je definovana jako sttedni hodnota velikosti ¢astic. Nejcasteéji
se urcuje mikroskopicky, sedimentaci nebo laserovou difrakci. Cim meng{
¢astice, tim vétsi je uc¢innost separace. Bohuzel, se zmensujicimi se casticemi
klesd permeabilita a vzrista zpétny tlak. [5, [21]]

Specifickd plocha povrchu pordzni c¢astice je rovna souctu vnitinich a
vnéjsich ploch, a bézné se méri BET metodou, spoc¢ivajici v adsorpci
molekul dusiku na povrch ¢astice.. Z mnozstvi adsorbovaného dusiku je
mozné spocitat plochu povrchu. Vétsi plocha znamena vice mista, kde
miuze probihat separaéni proces. [5, 21]

Porozita — poér je dutina, dira nebo kanalek spojeny s povrchem c¢astice.
Dutina, nemajici spojeni s povrchem je tzv. zavieny pér a neprispiva
k celkové porozité. Pory se déli dle velikosti na makropéry (o praméru
nékolika pm), mezopdry(2-50 nm) a mikropéry (<2 nm) Porozita je méfena
bud'to rtutovou porozimetrii, kdy se vyuzivd nesméacivosti rtuti, nebo
pomoci sorp¢nich studii. Plati, Ze ¢im mensi prumér poru, tim vétsi je
plocha povrchu.[21] Nicméné pro analyzu je nutné, aby se analyt mohl
dostat bez potizi do péru. Uvadi se vhodna prosttedni hodnota primeéru

pora okolo 9 nm pro analyzu latek s molekulovou hmotnosti pod 500 Da.

o)
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(B) Charakterizace chemického povrchu silikagelu

(a) Uréeni koncentrace volnych silanolt a kovovych neéistot je zminovano v

3.2.3| respektive (3.2.2]

(b) Jelikoz retence solutu je ovlivnéna jak hydrofilnimi, tak hydrofobnimi
vlastnostmi stacionarni faze, tak by latky zvolené do testované smési mély
byt z riznych skupin organickych latek. Mély by nejen odhalit hydrofobni
vlastnosti, ale také vnést vhled pro pouzitelnost kolon k separaci polarnich
a zvlasté bazickych latek. [34] Byla provedena studie, kterd testovala
36 riznych parametri vybranych z literatury na rtiznych kolonach a
po statistickém vyhodnoceni dat vybrala 4 nejvhodnéjsi a postacujici.
Témi jsou pomeér relativni retencni faktor fenolu a benzylaminu pro
aktivitu silanoli, reten¢ni faktor amylbenzenu pro hydrofobicitu, relativni
reten¢ni faktor trifenylu/o-terfenylu pro sterické interakce a hydrofobicitu
a jiz zminovany bipyridylovy test pro aktivitu silanoli a obsah kovovych

necistot. [34]

3.3 Chiralni separace
3.3.1 Izomerie

[zomery jsou molekuly majici stejny sumarni vzorec, které ale nejsou strukturné
totozné. Izomery jsou déleny na konstitu¢ni izomery a stereoizomery. Konstituéni
izomery se navzajem lisi naptiklad umisténim dvojnych vazeb, funkcéni skupiny a
nebo usporadanim uhlikového fetézce. Stereoizomery naopak maji shodné usporadani
vazeb mezi sebou, ale lisi se usporadanim jednotlivych vazeb v trojrozmérném
prostoru. Molekula je chiralni, pokud ji nelze ztotoznit s jejim zrcadlovym obrazem.
Pojem chiralita pochézi z feckého chiros (ruka). Nejznaméjsi pri¢inou chirality v
organickych molekulach je asymetrické centrum, kdy jsou na atom uhliku navazany
¢tyti rozdilné substituenty. Pokud v molekule existuji asymetricka centra, pocet
moznych stereoizomeri je 2", kde n zna¢i mnozstvi chiralnich center. Stereoizomery
je mozné déle délit na enantiomery a diastereoizomery. |5, |37]

Enantiomery jsou neztotoznitelné zrcadlové obrazy, majici stejnou vnitini energii,
diky stejnym vazebnym thlim, meziatomovym vzdalenostem a meziatomovym

interakcim. Smés enantiomert v poméru 1:1 se nazyva racemickd smeés. Smeési
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enantiomert s jinymi poméry se popisuji bud'to pomérem enantiomeri (napft. 97:3),
nebo enantiomerickou ¢istotou (97%). Ve vztahu k 1é¢iviim, enantiomer vyznacujici
se vyssi aktivitou se nazyva eutomer, zatimco ten s nizsi distomer. [5, |11} |37]
Diastereoizomery nejsou zrcadlovymi obrazy, maji jiné fyzikalné - chemické vlast-
nosti a mohou tedy byt separovany achiralni chromatografii. K rozliseni jednotlivych
konfiguraci na chirdlnich centrech se pouzivaji stereochemické deskriptory (R a S, L
a D nebo + a-). R a S, pro chirdlni molekuly nejpouzivanéjsi, z latinského rectus,
pravy Ci sinister, levy a oznacuji konfiguraci, ve které jsou substituenty na chiralnim
centru serazeny podle Cahn - Ingold - Prelogova pravidla. Toto pravidlo pritazuje
jednotlivym substituentiim prioritu dle jejich protonového ¢isla za podminky, ze
substituent s nejniz$im protonovym ¢islem sméfuje od pozorovatele. R je vyhrazeno
pro usporadani substituentit po sméru hodinovych ruéicek, zatimco u S je tomu
naopak. L a D se vztahuji k Fisherové projekci pouzivanou k oznaceni cukri a
aminokyselin, a nakonec (+) a (-) oznaCuje vlastnost enantiomeru stacet rovinu

polarizovaného svétla na levou (-) nebo pravou (4) stranu. |5} |10, |11} |37]

1R,25-(-)-efedrin

15,2R-(+)-efedrin

15,25-(+)-pseudoefedrin

1R,2R-(-}-pseudoefedrin

Obrazek 7: Strukturni usporaddni efedrinu a pseudoefedrinu [38]

Na obrézku[7je vidét, Ze jak (1R,2R)-(-)-pseudoefedrin, tak (15,25)-(+)-pseudoefedrin
jsou zrcadlové obrazy, enantiomery jeden druhého. To samé plati o (15,2R)-(+)-
efedrinu a (1R,25)-(-)-efedrinu. AvSak pseudoefedrin s efedrinem zrcadlovym obrazem

nejsou, vzdy se lisi konfiguraci na jednom chiralnim centru a tudiz jsou diastereoizo-
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mery. [5} |11}, 37]

Ve specialnich pripadech, kdy se dva diastereoizomery lisi pouze v konfiguraci na
jednom chiralnim centru, mtizeme fici, Ze tyto latky jsou epimery. Pokud jsou latky
achirdlni, ale presto obsahuji centra chirality, nazyvame je meso slouc¢eninami. [5, 11}

371

3.3.2 Uvod do chirality

Chiralita byla objevena Pasteurem diky jeho zjisténi o preferenénim metabolismu (-
)- tartratu amonného plisni Penicillium glascum.|39] Chirdlni povaha zijicich systému
ma ziejmé disledky na biologicky aktivni latky s nimi interagujicimi. Na molekularni
urovni chiralita predstavuje elementarni vlastnost ,stavebnich kameni Zivota“, jako
jsou naptriklad aminokyseliny a cukry, kterazto se prenasi i na molekuly slozitéjsi,
jako napriklad peptidy a polysacharidy. Z toho divodu jsou metabolické a regulaéni
procesy probihajici v organismech na stereochemii citlivé a casto je mozné pozorovat
rizné odpovédi na odlisné enantiomery. Stereoselektivita je charakteristicky rys
enzymatickych reakei, interakei receptoru s ligandem a metabolickych procest. Mize
se lisit druh od druhu a dokonce i mezi jednotlivymi jedinci. Proto je dulezité pti
studiu xenobiotik se stereochemii poéitat. [40]. Mozné rozdilné farmakokinetické a

farmakodynamické efekty enantiomerti jsou nasledujici:

(a) rozdilnd vazebnd afinita k biologickému cili a z toho vyplyvajici snizend aktivita

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

(b) antagonistické i¢inky jednotlivych enantiomeri na biologickém cili: (-)-dobutamin

vs (+)-dobutamin
(c) nesynergistické farmakologické tcinky
(d) rozdilné biologické cile a z nich vyplyvajici odlisny tc¢inek - chinin, chinidin

(e) vazba jednoho z enantiomertu na odlisné cile a z toho vyplyvajici nezadouci
ucinky az toxicita - (-)-tramadol vs. (+)-tramadol, 5,5 -ethambutol vs R, R’-
ethambutol

(f) antagonizace nezadoucich i¢inkt neaktivnim enantiomerem - v tomto pfipadé

je racemicka smés pouzita s vyhodou

(g) vyhodnéjsi biodostupnost diky snizenému first-pass metabolismu (verapamil)
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(h) nizsi clearance jednoho z enantiomeru [41]

Zjisténi, ze se enantiomery takto mohou svou aktivitou lisit, vedlo regulac¢ni
autority na zacatku 90. let ke zvySeni narokii na testovani aktivity jednotlivych
enantiomert a preferenci vyvoje enantiomeru. |1 To vedlo farmaceutické firmy
k procesu nazyvany chiral-switching. Tento pojem byl definovan v roce 1999 a
znamenda vyvoj léku jakozto izolovaného enantiomeru, i kdyz byl predtim vyvinut
a schvalen jako racemat nebo smés diastereoizomert. [2] Potencidlnimi vyhodami

chiral-switchingu jsou:
(a) zlepSeny terapeuticky index diky lepsi selektivité a vyssi uc¢innosti
(b) zlepsené a zjednodusené farmakokinetické parametry
(c) snizeny sklon k 1ékovym interakcim

(d) vystaveni pacienta nizsi davce léku

[2, |41]

Objevy novych chirdlnich stacionarnich fazi a vyzkum v oblasti chirdlni rekognice
jednotlivych chirdlnich selektort v poslednich dekddach byly hnany zejména potiebou
farmaceutickych firem témto naroktim vyhovét. Zaroven se vyvoj chirdlné cistych

latek staval jednodussim s rozvojem analytickych, separac¢nich a syntetickych metod.

[40, [42, 143

3.3.3 Mechanismus chiralni separace

Prvni pokusy popsat chiralni rozliseni na molekularni trovni vedly k navrhu
takzvaného three-point attachment modelu. V ptivodni podobé tohoto modelu, navrh-
nutého Eassonem a Stedmanem (viz obrézek |8 je potfeba ke vzniku chirdlni separace
nejméneé tii stereospecifickych pritazlivych kontaktnich interakci mezi chiralnim se-
lektorem a chirdlnim substratem, Nicméné v minulosti byla ¢asto upozadovéana jesté
jedna podminka a to pristupnost k receptoru, ktery je pristupny casto z jedné strany.
Historicky byl tento model podrobovan kritice, ale presto je pro svou jednoduchost a
ilustrativnost stéle pouzivan i ve vyuce. [5}, 44]

V dnesni dobé je konsensem, Ze ne vsechny tii interakce musi byt nutné pritazlivé.
Jak pritazlivé, tak i odpudivé sily mohou stejnou mérou ovlivnit selektivitu, obé totiz

mohou stabilizovat interakci chiralniho selektoru s analytem. Déle je nutné mit na
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(A) (®) 4

Obrazek 8: Easson/Stedmantv model, jak byl puvodné navrhnut. Pro tcely prifazeni
RS deskriptori, je predpoklddano, ze priorita je a >b >c >d. Vazna mista pro a, b, ¢
jsou A, B a C. V modelu (A), R-enantiomer se muze vizat ke vSem tfem mistim a byl
by povazovan za nejaktivnéjsi. Nicméné, vazba S-enantiomeru je limitovana na jediné
kontaktni misto (B). Moznost (C) interakce neni mozna kvili sterickému bréanéni skupinou
d, vzdélenosti a-A, b-B a ¢-C jsou prilis velké. Déle, pristup S-enantiomeru z vnitini strany,

jako je ukézdno v obrazku D, neni mozné. [44]

pameéti, ze velké mnozstvi interakci, jako 7t — 7t nebo dipdlové, jsou ve své podstate
vicebodové. Také molekuly, obsahujici chirdlni centra v rigidnich strukturach jako
napriklad cyklu, spliuji geometrické pozadavky jednoduseji nezli konformacné labilni
struktury. V neposledni fadé, prostiedi (povrch adsorbentu a molekuly rozpoustédla)
muze prispivat ke vzniku chiralni interakce, naptiklad solvataci aktivnich mist.
Pridavek soli, ¢i aprava pH muze zprostredkovat konformac¢ni zmény analytu ¢i
zménit silu elektrostatickych interakei.[5], 44}, 45]

Interakce mezi chirdlni molekulou a chirdlnim selektorem zahrnuji:
(a) Tontové interakce mezi pozitivné a negativné nabitymi skupinami

(b) Vodikové mustky mezi H-donorovymi skupinami, nejcastéji vodik s vazbou na
elektronegativni prvek a H-akceptorovou skupinou, coz byva volny elektronovy

par
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(c) Ion - dipdl a dipdl - dipdlové sily, nazyvané jako orientované sily, se vyskytuji
mezi iontem a permanentnim dipélem nebo permanentnimi dipoly. Dipdl je

pritahovan k iontu nebo dva permanentni dipély k sobé.

(d) Indukéni sily - jedna molekula je polarizovana permamentnim dipélem, na

polarizované molekule vznikd indukovany dipdl.
(e) Disperzni sily - kdy momentélni ndboj vznikne ndhodné diky kmitéani molekul
(f) m — 7 interakce

(g) Kation — 7 interakce, kdy jsou 7t elektrony aromatického jadra pritahovany

ke kladnému naboji kationtu
(h) Tvarova a velikostni zptisobilost - analyt se musi stericky vejit do selektoru

(i) Funkéni zpusobilost - je nutna takova orientace analytu se selektorem, aby k

interakcim mohlo dojit

(j) Dynamicka zpusobilost - maximalizace vzniku interakci vhodnou adaptaci

konformace molekuly [5] 37, 44-46]

V redlnych chromatografickych systémech mimo stereoselektivni interakce mezi
selektorem a analytem také dochazi k nesteroselektivni adsorpci solutii na holy
silikagel nebo na nestereospecifickd mista na selektorech. To ovliviiuje retenc¢ni
chovani analyt. Metody urceni podilu stereoselektivnich a nestereoselektivnich
interakci byly vyvinuty pro nékteré CSP. [45, 47|

7 kapitoly vyplyva, ze diastereoizomery se vyznacuji odlisnymi fyzikalneé-
chemickymi vlastnostmi, je tedy mozné je od sebe separovat v achiralnich podminkéch.
Slozitéjsi je to s enantiomery, které se svymi vlastnostmi shoduji. Nutnosti je tedy je-
jich konverze bud'to na diastereoizomery (nepfimd metoda), nebo diastereoizomerické

komplexy (prima metoda).

3.3.4 Neprima metoda chiralni separace

Princip nepfimé metody spoc¢iva v reakci enantiomert s chirdlnim derivatiza¢nim

¢inidlem (CDR), dle obecné reakce

(R)—X + (R)—CDR — (R,R’)—X—CDR
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(S)—X + (R)—CDR — (S,R')—X—CDR

Vznikajici diastereoizomery je mozné délit na béznych HPLC kolonach. V poméru
s primou metodou je ekonomicky méné naroc¢na, neni potieba vybirat mezi rozdilnymi

CSP. Je ovsem nutno splnit nékolik podminek. [5, (10} |11]

1. Enantiomer musi mit ve své struktufe derivatizovatelnou skupinu, aby mohlo

dojit k derivatizaci.

2. Cinidlo musf byt enantiomerné co nejé¢istsi, aby nedoslo ke vzniku druhych

dvou stereoizomert
3. Nesmi dochézet k racemizaci ¢inidla, produkt nebo analyti.

4. Reakce s ¢inidlem musi probéhnout kompletné. Rychlostni konstanty deriva-
tizacni reakce se mohou lisit pro jednotlivé enantiomery. Pokud neni derivatizace
dokoncena, vysledny enantiomericky pomér nemusi byt 1:1, jak je ocekdvano.
Této chybé lze zamezit pomoci zvyseni reakéni teploty, nadbytku CDR a

dostatecnému casu pro prubéh reakce.

Je vyhodné, aby funkéni skupina byla derivatizovana blizko chirdlnimu centru mole-
kuly, aby separace enantiomert probéhla co nejlépe, s preferenci vzniku amid nebo
karbamati, které maji rigidnéjsi strukturu. Existuje mnozstvi ¢inidel pro reakci s ana-
lyty, vybér zavisi na typu derivatizované skupiny a zptisobu detekce. Mezi pouzivand
¢inidla patii 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glukopyranosyl isothiokyanat (GITC), 1-
fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-alaninamid (Marfeyho ¢inidlo) ¢i 1-(9-fluorfenyl)ethylchloroformiat
(FLEC).K detekei se pouzivd budto UV nebo fluorescen¢ni detektor, aviak je nutné
dodat, ze enantiomericky pomér nemusi primo odpovidat poméru plochy piki, jelikoz
se vzniklé diastereoizomery mohou lisit v odpovédi detektoru. Nepiima metoda se s
vyhodou pouziva u biologickych vzorki, protoze lze vyuzit vysoce senzitivnich CDR

a tedy citlivéjsich detektoru. [5, (10, |11} 39, 48]

3.3.5 Prima metoda chiralni separace

Primé metoda spoc¢iva v reverzibilni tvorbé prechodnych diastereoizomerickych
komplext mezi dvéma enantiomery a chirdlnim selektorem (CS). Sila interakce
jednotlivych enantiomerti s CS se lisi a diastereomerni komplexy tak maji rozdilnou

stabilitu. Diky tomu mohou byt separovany. Existuji dvé provedeni primé chiralni
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separace. Jedna vyuziva chiralnich aditiv mobilni faze, kdy se diastereoizomerické
komplexy tvori primo v mobilni fazi. Nazyva se CMPA mod, z anglického chiral
mobile phase additive, a probiha na standardné pouzivanych stacionarnich fazich. Pri
druhém zptisobu je CS kovalentné navazan, pripadné pevné adsorbovan na nosic¢ a
spoleéné vytvari chirdlni stacionarni fazi (CSP). |4} |5, |10, 11} [39]

Pridavek CS do mobilni faze se hojné vyuziva v kapilarni elektroforéze, pouziti
v HPLC je limitované. CMPA miize byt nekompatibilni s detektory ¢i poskytnout
odlisnou odpovéd pro jednotlivé enantiomery, a mohou se objevit systémové piky.
Navic se CS c¢asto spatné oddéluji od analyti, coz rapidné snizuje vhodnost metody
pro preparativni chromatografii. Nedaji se z tohoto diivodu znovu pouzit a to metodu
prodrazuje. Mezi vyuzivané CS patii modifikované i nemodifikované cyklodextriny,
chinin a chinidin, makrocyklicka antibiotika a jiné. [4} |5, |10, (11} |39

Separace s CSP je metodou volby pro jak analytickou, tak preparativni separaci.
Chiralni selektor je kovalentné navazan nejcastéji na silikagel, ale muze jim byt
potazen i polymer. Mobilni faze je achiralni. Selektor neni ptitomen v eluatu, takze
nerusi detekci a piky enantiomertt maji stejnou odezvu, coz umoznuje urcit mnozstvi
jednotlivych enantiomerti. Nevyhodou je vyssi cena kolon a horsi separacni i¢innost
nez u béznych RP kolon. Nejpouzivanéjsim selektortim jsou vénovany nasledujici

kapitoly. [4, 5, (10} 39

3.3.6 Polysacharidové CSP

Prvni separace enantiomert na celuléze jako chiralnim selektoru byla pozorovana
v roce 1951, ale nebylo to drive nez v roce 1973, kdy Hesse a Hagel pouzili tria-
cetat celuldzy k separaci enantiomert. V néasledujicich letech bylo syntetizovano
rozlicné mnozstvi derivatu polysacharidi Okamotou. |[49] Nejcastéji vyuzivanymi
polysacharidy se staly kvili dostupnosti, jednoduchosti derivatizace a schopnostem
chirdlni rekognice celuléza a amyléza. [50] Celul6za je linerarni polysacharid, tvoreny
jednotkami glukézy, navzajem spojenymi 1,4—[-glykosidickou vazbou. Amyloza
je polysacharid s helikalni strukturou, tvoreny jednotkami glukézy navzajem spo-
jenymi 1,4—a-glykosidickou vazbou. S nejvétsim tspéchem v chirdlni separaci jsou
pouzivané aromatické karbamaty, zejména tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) a tris(3,5-
dichlorofenylkarbamat) celulézy a amylézy. |44] 45, 50] Tyto CSP jsou ukotveny

na silikagelovych c¢ésticich, nicméné je mozné vyuzit i ¢astice jinych polymert ¢i
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oxidu zirkonia. Ukotveni bylo zvoleno kvili lepsim mechanickym vlastnostem

materidlu, nez u samotného triacetatu celulézy. [5),

Polymer backbone Residue Name
O _é - Callulose tris (4-
R ‘-f Ch rrmthml:uenmaﬁa]
¢ o8 -
~rf . N—C?c 3 Callulose tris (3.5-
0 O Lt dimethylphenyl-
g _g = CH, carbamate)

0 l
Calluloss tns (3.5-
Callulose ,N—Cé‘: dichlorophanyl-
| carbamata)

i
Fe—(o
CHy
", oy Amylosa tris (3,5-
0 - N H_Q dimethylphenyl-
q c#'ﬂ CH, carbamata)
Amylosa

Obrazek 9: Polysacharidové CSP odvozené od celuldézy a amylézy,upraveno ||

Mezi mechanismy chiralni diskriminace u tohoto typu CSP se uplatnuji zejména
vodikové miustky, T — 7t interakce, orientacni a disperzni sily. Helikalni struktura
zminénych derivat polysacharidii chirdlni separaci napomaha, dochazi k tvorbé
chirdlnich dutin jak v helixu, tak mezi jednotlivymi polysacharidovymi retézci. Kar-
bamétova vazba na polysacharid napomahd stabilizaci téchto helikdlnich struktur
a ruzné derivatizace dale ovliviiuji chiralni vlastnosti CSP. Tyto mechanismy ale
stale nejsou presné pochopeny. , , Polysacharidové CSP mohou byt pouzité
jak v reverznim, normalnim, tak polarné organickém maédu. Pti poldrné organickém
modu se vyuziva nevodné polarni mobilni faze, naptiklad metanol nebo acetonitril,
spole¢né s malym mnozstvim organické baze, jako triethylamin, amoniak a kyse-
liny, jako mravenc¢i nebo octovou. Dilezitou vyhodou oproti norméalnimu modu je
moznost pouziti v MS detekci s elektrosprejovou ionizaci. Starsi polysacharidové
kolony trpély inkompatibilitami s nékterymi rozpoustédly, jako napriklad aceton,
toluen, dichlormetan ¢i chloroform kvili bobtnani polymeru, ale novéji vyvinuté

potazené CSP uz tento problém prekonaly. V dnesni dobé jsou polysacharidové CSP,
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kterych je na trhu vice nez 100, jedny z nejpouzivanéjsich fazi, pravé diky moznosti
strukturni variability, moznosti pouziti ve vicero modech a Sirokym schopnostem
chiralni separace. Jsou materidlem volby i pro prepatativni chromatografii. Novinkou
jsou polysacharidem potazené castice silikagelu se stiibrem a polymerni monolitické

kolony. |4} 5, 144} 45, [50-53]

3.3.7 Cyklodextrinové CSP

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy toroidniho tvaru , slozené z D-glukopyranézovych
jednotek navzajem spojené 1,4—a-glykosidickou vazbou. Jsou tvotfeny hydrolyzou
skrobu za uziti cyklodextrin-glykosyltransferazy (CGTéazy). Rozlisuji se t¥i typy
cyklodextrinu, v zavislosti na po¢tu spojenych jednotek glukézy; «-, 3-, a y- cyk-
lodextriny jsou slozeny ze Sesti, respektive sedmi a osmi jednotek. -cyklodextrin
je méné rozpustny ve vodeé, lépe izolovatelny a levnéjsi nez o~ a y- cyklodextriny
[54]. Rozdilny pocet jednotek dava vnitini dutiné rozdilné pruméry. Obecné vzato,
a-cyklodextrinové dutina je schopna vclenit molekulu o velikosti Sesticlenného aroma-
tického kruhu, B-cyklodextrinova dutina pojme naftalenové jadro a nakonec velikost
v-cyklodextrinové dutiny umoznuje alespon castecné vélenéni trijadrovych molekul.
Cyklodextrinovy torus je lemovan primarnimi hydroxylovymi skupinami v poloze 6
a sekundarnimi hydroxylovymi skupinami v polohach 2 a 3, a tato orientace hyd-
roxyltt dava vznik hydrofilnim okrajim, zatimco éterické kysliky a uhlovodikova
kostra proptijcuje hydrofobni vlastnosti dutiné (kavité), coz je vidét na obrazku [L0]
Hydroxyly mohou byt dale modifikovany. [5], 54-56]

m, number of glucose units

[OH]zm

upper rim

lower rim

[OH]m

o-Cyclodextrin n=0m=6
B-Cyclodextrin n=1,m=7
v-Cyclodextrin n=2, m=8

Obrazek 10: Struktura cyklodextrinu. [5]
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Prvni stacionarni faze na béazi cyklodextrinu byly spojené etylendiaminovym
mustkem, tato vazba ale byla nachylna k hydrolyze a ovliviiovala retenci. Kvuli
témto nevhodnym vlastnostem nebyly uvedeny na trh. Prvni komeréné dostupné
cyklodextrinové CSP, vyvinuté Armstrongem, byly spojeny epoxidovou vazbou, ktera
je stabilni, ale je mozna i karbamatova vazba. V dnesni dobé jsou na trhu dostupné
rizné druhy cyklodextrinovych CSP, které mohou byt déleny do tii typii: nativni,
derivatizované a aromaticky derivatizované cyklodextrinové CSP. Nativni cyklo-
dextriny jsou efektivné pouzivané v polarné-organickém modu, nejc¢astéjsi vyuziti
nachazi B-cyklodextrin. Derivatizované cyklodextriny obsahuji nearomaticky sub-
stituent, kterym muze byt acetyl, ale také methyl ¢i 2-hydroxypropyl. Substituce
hydroxypropylem zabudovava do molekuly cyklodextrinu dalsi chiralni centrum.
Aromaticky derivatizované cyklodextriny jako jediné z cyklodextrinii mohou byt
vyuzity v normalnim médu. Typickym substituentem je dimethylfenyl. [5] |45, |55, [56]
Koncentrace navazanych cyklodextrinii na povrchu se lisi v zavislosti na substituci
cyklodextrinu a pouZité metods, lze ale Tici, Ze se pohybuje od 0,3 do 0,6 umol /m?.
[57-59]

Typ chirdlnich interakei u cyklodextrinu zavisi na pouzitém modu. V reverznim
modu dochézi ke tvorbé takzvanych inkluznich komplexi, na jejichz bazi dochéazi k
separaci. Inkluzni komplexy mtzeme popsat jako soubor dvou nebo vice molekul, ve
kterych jedna z molekul, ,hostitel”, v tomto pripadé cyklodextrin, obsahuje druhou
molekulu — analyt (,hosta“). K vytvoreni inkluzniho komplexu je také dilezité,
aby rozméry kavity odpovidaly rozmériim analytu. Vznik komplexu zahrnuje vstup
lipofilni ¢asti molekuly do lipofilni kavity cyklodextrinu, ptritom dojde k vytésnéni
molekul rozpoustédla z vnitiku dutiny. Souc¢asné hydrofilni ¢ast molekuly interaguje
s volnymi hydroxyly a substituenty na okrajich cyklodextrinu. Komplex stabilizuji
zejména Van der Waalsovy sily a hydrofobni interakce, ale roli také hraji sterické
efekty a vodikové mistky. U substituovanych cyklodextrint se uplatni dipélové
momenty a 7t — 7t interakce. Mozné je ale zanoteni pouze nékterych skupin molekuly
a pokud je interakce dostatecné silna, komplex je dostatecné stabilni, ke vzniku
inkluzniho komplexu muze dojit také. [44, 45, [55, |56]

V polarné organickém modu dochazi ke sterickym repulzim, vodikovym mistkim
a dipélovym interakcim. U normalniho médu je chirdlni diskriminace dosazena skrze
7t — 7t komplexaci, sterickym efekttim, dipdlovym interakcim a vodikovym mustkim.

Ke tvorbé inkluznich komplexi u normalniho a polarné organického médu nedochazi,
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Obrazek 11: Mechanismy molekularni rekognice pro cyklodextriny v poldrné-organickém

nebo normélnim médu (a) a reverznim médu (b). Prevzato a upraveno z [5]

protoze kavita je zabrana molekulami mobilni faze a jejich nahrazeni analytem by
bylo termodynamicky nevyhodné. [44, 45, [55, 56|

Nové studie o cyklodextrinovych CSP zahrnuji zejména nové derivaty a rtizné
metody imobilizace na silikagel, zvlasté click chemii, jejiz vyhody jsou zejména mirné
reak¢ni podminky a zvysend tolerance chromatografickych podminek CSP vézanymi

touto metodou. Vyuziva se také hybridnich nosi¢ii, jako hydridu silikagelu, kde je

misto Si—OH vazeb vyuzito vazby Si—H. Ten je odolnéjsi vii¢i vodé a méa snizenou
polaritu. [60] Jako nosi¢ byl také pouzit oxid grafenu. [61] U monolitickych kolon se
vyzkum zaméruje na vylepsovani metod pripravy. Enantioselektivita je sice Siroka,

ale velmi malo studii se zaméfilo na redlné aplikace. [53]

3.3.8 Cyklofruktanové CSP

Cyklofruktany jsou cyklické oligosacharidy slozené z D-fruktofuranézovych jed-
notek spojené 2,1-f-glykosidickou vazbou. Poprvé byly objeveny v roce 1989, a
prvni vyuziti jako chirdlnich selektort bylo popsano v roce 2009. Téchto jednotek je
nejcastéji Sest, vyuziva se ale i kruhti ze sedmi ¢i osmi jednotek, znacené jako CF6,
CF7 a CF8. Kazd4 jednotka mé 4 stereogenni centra a 3 volné hydroxylové skupiny.
Ackoli stejné jako cyklodextriny jsou cyklickymi oligosacharidy, jejich vnitini kruh je
hydrofilnéjsi a strukturou se podobé spise crown-ethertim. Molekuly cyklofruktanu
maji hydroxylové skupiny orientované na jednu stranu plochy, ktera je tedy hydro-

filnéjsi a elektronegativnéjsi. Nativni cyklofruktany maji omezené schopnosti chirdlni

separace, které se zlepsuji a méni s derivatizaci. |45, |60, 62]
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Obréazek 12: Struktury cyklofruktanovych CSP spolu se substituenty. [62]

Substituce methylem ¢i isopropylem dava cyklofruktanim vyborné vlastnosti
pri separaci primarnich amini. Substituce jednotek cyklofruktanu objemnéjsimi
planarnimi molekulami, jako naptiklad 3,5-dimetylfenylkarbamétem ¢éi (R)-1-(1-
naftyl)ethylkarbamétem tyto CSP sice ztraci schopnosti separace primarnich amini,
ale rozsituje moznosti vyuziti i naptiklad pro sekundarni a terciarni aminy, alkoholy,
kyseliny a jiné. [45], 62] Mechanismy chirdlni diskriminace, které se u cyklofruktant
uplatnuji, zavisi na typu substituce, patii mezi né zejména dipélové interakce, vodikové
mustky a 7t — 7 interakce. Velikost a typ substituentu jsou tedy schopné vyrazné
ovlivnit enantioselektivni schopnosti téchto CSP. [45, |60, 62]

Nativni cyklofruktany nalezly své uplatnéni v HILIC a normalnim médu, ale po
derivatizaci se daji s uspéchem pouzit i pro reverzni a polarné organicky mod. Da se
predpokladat, ze vyzkum v oblasti cyklofruktant bude nadale pokracovat diky jejich
dobrym mechanickym vlastnostem. [4} 45, 51, [62]

3.3.9 CSP na bazi crown-etheru

Crown-ethery jsou syntetické makrocyklické polyethery, tvoreny (—CHy—CHy—O—)
jednotkami. Pocet téchto jednotek urcuje velikost dutiny. Etherické atomy kysliku
slouzi jako elektrondonorové ligandy. Samy o sobé ale crown-ethery chiralni nejsou,
tuto vlastnost jim poskytuji zavedené chirdlni skupiny, jako naptiklad kyselina vinn4,

nebo 1,1’-binaftyl, které se komeréné pouzivaji. Crown-ethery mohou byt na silikagel
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vazany budto kovalentné, nebo na néj mohou byt potazeny. V piipadé potazeni
jsou tyto stacionarni faze nekompatibilni s vétsim mnozstvi metanolu v mobilni fazi.
Crown-ethery jsou zndmé svou schopnosti separovat enantiomery latek obsahujici
primarni aminoskupinu, kdy v kyselém prostiedi mobilni faze (pH 1-3,5) dochazi
ke tvorbé vodikovych miistkii mezi protonizovanym primarnim aminem s volnymi
elektronovymi pary etherovych kyslikti a tvorbé diastereoizomerniho komplexu. Jak je
vidét na obrazku [13] chirdlni diskriminace je zajisténa sterickymi vlivy substituentu.
Byly ale popsany separace i sekundarnich amint ¢i amidt. Kyselé prostredi je také
dulezité pro potlaceni silanolovych interakci, ovsem z vlastnosti silikagelu vyplyva,

ze muze dochézet k hydrolyze vazeb navézaného ligandu.[5, |44} 45, 63]
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Obréazek 13: (a) Predpokladand chirdlni diskriminace znazornujici (A) stabilnéjsi komplex
utvofeny mezi x-aminokyselinou a CSP, (B,C) stabilngjsi komplexy utvorené mezi seri-
nem (R=H) nebo threoninem (R=CHgz) a CSP. (b) Pfedpoklddana chiralni diskriminace
znézornujici iontovou interakci mezi kationickym mistem protonovaného sekundarniho

aminu a anionickou karboxylovou skupinou CSP. [63]

3.3.10 Donor-akceptorové (Pirklovy) CSP

Na konci 70. let byla Pirklem pfedstavena CSP s cisté synteticky vyrobenym
selektorem na béazi (3,5-dinitrobenzoyl)-fenylglycinu. Tyto CSP, znamé také jako

brush-type ¢i Pirklovy faze, takto pojmenované pravé diky jeho ptispévku, vyuzivaji
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nizkomolekuldarnich syntetickych chiralnich selektort. Ty umoznuji tvorbu neiontovych
sil, jako napriklad vodikovych mustki, 7t — 7t interakei ¢i dipolovych sil. Tvorba
komplexti a enantioselektivita je podporena sterickymi interakcemi. Vyvoj pokracoval
kuptedu diky vyuzivani reciprocity chiralni diskriminace, totiz Ze role analytu a
selektoru jsou zaménitelné. Pokud je tedy analyt rozdélen na urcitém chiralnim
selektoru, po imobilizaci analytu tento bude schopen rozdélit racemat chiralniho
selektoru. [5], 44, |45] 64] Novéjsi Pirklovy CSP vyuzivaji 7t elektrondeficientni a 7t
elektronové bohaté aromatické molekuly, casto navzajem kolmo orientované a tvorici
tak stérbinu, ve které se mohou interakce uplatnit. Také je snahou upravit vazbu na
silikagel a eliminovat substituenty, neprispivajici k chirdlni diskriminaci. |[64] Tyto
faze jsou vyuzivané v normalnim modu, protoze polarni rozpoustédla vyznamné
oslabuji vyse zminéné interakce. Novéjsi fize je ale mozné pouzit i v reverznim a
polarné organickém médu. [60] Vyhodou je moznost néstiiku vyssiho mnozstvi vzorku
a pouziti kolony s opa¢nym geometrickym usporadanim chiralniho selektoru, coz

vede k opatnému elué¢nimu poradi analyti. [5), 44, [64]

0—

Obrazek 14: Struktury Pirklovych fazi, (a) Jedna z prvnich zkomercializovanych fézi,
DNBPG Chirex, kde je vyuzito selektoru 3-[N-(3,5-dinitrobenzoyl) fenylglycin-amido]propyl,
stale na trhu dostupnd, (b) Dnes asi nejsifeji pouzivana faze, Whelk-O1, selektorem je

1-(3,5-dinitrobenzamido)-1,2,3,4-tetrahydrofenantren-2-yl. Pfevzato a upraveno z [64]
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3.3.11 Ligand-vyménné a iontové vyménné CSP

Enantioseparace u ligand-vyménnych CSP jsou zaloZené na reverzibilni komplexaci
ligandu a centralniho iontu, kterym je typicky atom kovu, nejcéastdji Cu®*, ale i
Zn*t ¢i Ni**. [44] Atom kovu je imobilizovan komplexaci s chelatujicim chirdlnim
selektorem, kterym je nejcastéji cyklicka aminokyselina, jako prolin, hydroxyprolin ¢i
fenylalaninamid. Tyto selektory mohou byt bud'to dynamicky vdzané na reverzni fazi
¢i kovalentné vazané na nosic¢, kterym je silikagel nebo polymer. Spojeni se silikagelem
je zajisténo vyuzitim tzv. spaceru, coz je alkylovy fetézec, oddalujici samotny chiralni
selektor od silikagelu. Délka a derivatizace spaceru ovliviuje retencni vlastnosti
téchto CSP. [39] Dynamicky vazané faze jsou nestabilni s mobilni fazi obsahujici
veétsi mnozstvi organického podilu, muze totiz dochéazet ke ,krvaceni“ stacionarni
faze. Podstatou chiralni diskriminace je vznik ternarnitho komplexu, skladajictho se z
chiralniho selektoru, atomu kovu a enantiomeru. Komplexy jsou charakterizovany
konstantami stability, zavislé na sterickych faktorech a vlastnostech funckénich
skupin, a na zakladé rozdilii mezi témito konstantami dochéazi k separaci enantiomert.
Popsany byly separace amino a hydroxy kyselin, diolt1, diaminu, aminoalkoholt1 a
kratkych oligopeptidu. 4], 39, |44]

Pouziti iontové vyménnych CSP bylo poprvé popsano v roce 1985 za pouziti
chininovych alkaloidi. Typ téchto fazi muze byt rozdélen do ti{ podskupin: anionické,
kationické, ¢i zwitterionické. Anion-vymeénné selektory jsou vhodné k enantioseparaci
latek kyselé povahy. Pouzivaji se jiz zminované chininové alkaloidy, chinin a chinidin,
kazdy s péti chirdlnimi centry. Na nosi¢ jsou nejcasteji vazané karbamatovou nebo sul-
fidickou vazbou. Je dilezité zminit, Ze chinin a chinidin se lisi v konfiguracich pouze ve
dvou centrech a z toho vyplyvajici tzv. pseudoenantiomerické chovani. To se projevuje
obracenym elu¢nim poradim jednotlivych enantiomert pii vymeéné chinidinové CSP
za chininovou CSP. [44) 60] Kationické selektory separuji bazické enantiomery. Jejich
struktura je zaloZzena na amino-sulfonovych nebo amino-karboxylovych kyselinach.
Zwitterionické selektory byly vynalezeny zkombinovanim klicovych skupin v jediném
selektoru. Mohou byt pouzity k separaci jak kyselych, tak zasaditych latek, coz je
jejich hlavni vyhoda nad anion- nebo kation-vyménnymi selektory. [44. |45] 60, 65|

Mechanismy chiralni diskriminace na chinolinovych alkaloidech a jejich derivatech
byly dikladné prozkoumdny, schéma je zobrazeno na obrézku [15] Ukazuje se, Ze se

vyznamneé zapojuji iontové interakce spolu s vodikovymi mistky a van der Waalsovymi
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silami, dulezity je také prispevék 7 — 7t interakci chinolinového jadra nebo jiné
zavedené aromatické skupiny. Enantioselektivita je také ovlivnéna pH, koncentraci a
pomérem kyseliny nebo baze (nebo obojiho u zwitterionickych fazi) pridané do MF.
Nejcastéjsi pouziti je v polarné organickém a reverznim modu. [4, 44, 60] V RP mddu
je pozorovano nizsi rozliseni kvuli vétsimu mnozstvi vody. Paradoxné v nékterych
pripadech malé mnozstvi vody (1-2%) muze mit pozitivni vliv na tvar pika a vést
ke krat$im analyzam. |4]. Vyvoj jde kupfedu zejména u zwitterionickych selektoru
a sméruje k vyuziti core-shell ¢astic, sub-2 um castic, které dale zvysi aplikacni
spektrum téchto CSP. Dale byly zkoumany napiiklad brucin, strychnin a kodein
jako imobilizované selektory, ¢i monolitické kolony s vazanymi derivaty chininovych

alkaloidu. [4, 139, |53, 60, 65]
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Obrazek 15: Schéma moznych interakci zwitterionickych CSP na bazi chinolinovych

alkaloidu s amfolytickymi analyty. [4]

3.3.12 Makrocyklicka antibiotika

Pouziti makrocyklickych antibiotik jako CSP bylo poprvé popsano Armstrongem
v roce 1994, kdy byly zkoumany dalsi prirodni makrocykly po tuspéchu chirdlnich sepa-
raci na cyklodextrinovych CSP. Makrocyklickd antibiotika jsou délena do 4 skupin a
to glykopeptidy, ansamyciny, aminoglykosidy a polypeptidy. Zejména glykopeptidova
antibiotika maji dobré mechanické vlastnosti, jsou relativné levna a efektivni jako CS,
¢imz predéi proteinové CSP. 5] Glykopeptidova antibiotika vankomycin, ristocetin
A, teikoplanin a avoparcin jsou nejcastéji pouzivané CSP z této skupiny a jejich
struktury jsou vyobrazeny na orbazku ¢. [16] Glykopeptidy sdileji heptapeptidickou

strukturu s aromatickymi zbytky, které tvori miskovity tvar. 5 aminokyselin ve
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strukture je spoleénych. Souc¢asti molekul je také cukerny zbytek, ktery je relativné
flexibilni a muze se pfi chirdlni diskriminaci uplatnit jak pozitivné, tak negativné. [4,
, Diky témto strukturnim vlastnostem se v molekulach glykopeptidi vyskytuje
velké mnozstvi chirdlnich center a CSP na této bazi jsou schopny rozlisit velké
mnozstvi rozlicnych analytd. Uplatiuji se vSechny mechanismy chiralni diskriminace
popsané v kapitole [3.3.3] nicméné presny prispévek jednotlivych interakci je prave
kvili slozitosti molekul stale nezndmy. [5,[44} 60} [66] Tento druh CSP je mozné pouzit
ve vsech modech, nejcastéji jsou vsak pouzivana v polarné organickém a reverznim
modu. Glykopeptidova antibiotika se vyznacuji komplementaritou. Jelikoz jsou si
tyto selektory strukturné velmi podobné, je mozné je zaradit za sebe ¢i zaménit a za

stejného slozeni mobilni faze separovat enantiomery naptiklad na teikoplaninu, které

by se na vankomycinu oddélily ¢astecné nebo viibec. , ,
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Obrazek 16: Chemické struktury makrocyklickych glykopeptidovych antibiotik. (A)
vankomycin, (B) teikoplanin, (C) avoparcin, (D) ristocetin A

Ostatni skupiny antibiotik nalezly vyuziti jako chiralni selektory zejména v
kapilarni elektroforéze. Antibiotika ze skupiny ansamycini obsahuji ve své strukture

aromatické jadro, napriklad naftochinon, premostény substituovanym alifatickym
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kruhem. Piikladem jsou rifamycin B a SV. Prvni zminény je enantioselektivni ke
kationickym latkam, zatimco SV lze pouzit k separaci neutralnich a anionickych
latek. Ansamyciny maji nizsi selektivitu nez glykopeptidy. Aminoglykosidy postradaji
aromatickou skupinu ve strukture, vyuzivaji se zejména kanamycin a streptomycin.
mensim poc¢tem aromatickych kruhu. [60, 66] V dnesni dobé se zkoumaji monolitické
kolony s témito selektory, hybridni monolity a jak je jiz trendem, kolony se sub-2

um ¢asticemi silikagelu, at uZ plné ¢i povrchové poréznimi. |60, 65]

3.3.13 Proteinové CSP

Proteintim vlastni schopnost chiralni rekognice byla poprvé vyuzita v roce 1973.
Vyznacuji se komplexni strukturou s velkym povrchem, mnozstvim stereogennich
center a ruznych vazebnych mist, které umoznuji mnozstvi mezimolekulovych interakei
s malymi molekulami. Pfesny mechanismus chiralni diskriminace nebyl dlouho znéam,
ale s vyvojem metod strukturalni molekularni biologie byly pospsany mody vazby
pro néktéré komplexy ligand-selektor, naptiklad u lidského sérového albuminu. Ten
byl zkouman, protoze je dilezitym transportnim proteinem xenobiotik v krvi. Bylo
o -kysely glykoprotein a surovy ovomukoid, které separuji jak bazické, tak kyselé
analyty. Lidsky sérovy albumin je uréeny k separaci kyselych enantiomerti, ale
komercializovand je i kolona s cellobiohydrolazou I k separaci bazickych enantiomeri.
[5, 44]

Tyto CSP se pouzivaji v reverznim médu, dlouhou dobu bylo vyhodou moznost
kombinace téchto CSP s MS detekci. Je ovSem nutno mit na paméti, ze vysoky podil
organické slozky mobilni faze muze zménit konformaci vazaného proteinu a tim
ovlivnit separac¢ni schopnosti, ¢i dokonce protein denaturovat a kolonu tak nenavratné
znic¢it. Muze také dojit k denaturaci teplotou, pH ¢i pridavkem iontd. K nevyhodam
patii také moznost nastriku pouze malého mnozstvi vzorku vzhledem k nizké kapacité
téchto CSP, coz omezuje jejich vyuziti v preparativnim meéritku. Kolony s témito
CSP jsou také drahé. Z téchto divodi se role proteinovych CSP snizuje, coz je vidét
i na poctu publikovanych studii, které se zaméruji spise na optimizaci podminek nez
samotny vyvoj. K prekonani nizké separacni 1ic¢innosti se proteinovymi selektory

funkcionalizuje povrch silikagelovych ¢i polymernich monolitickych kolon. Proteinové
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CSP se stale vyuzivaji ve vyvoji novych léciv a ke studiim vazebnych afinit, pro
kontrolu kvality se ale pouzivaji CSP s vyhodnéjsimi vlastnostmi, jako makrocyklicka

antibiotika ¢i polysacharidy. |5} |44} 59, 60]

3.3.14 Ostatni CSP

CSP s takzvanymi Metal-organic frameworks (MOF) patii mezi mikroporézni
krystalické materialy. Jsou tvoreny kationty kovi s organickou molekulou, nazyvanou
linker. Obvykle jimi byvaji di-, tri, nebo tetradentatni ligandy, tedy maji dva, respek-
tive t¥i nebo ¢tyti donorové atomy pro vznik koordinacniho komplexu. [67] Jejich
vysoce porozni strukturu je mozné modifikovat pouzitim rozdilného linkeru. Ten
navic prinasi moznost post-syntetické modifikace. Syntetizované c¢astice jsou mecha-
nicky odolné, ale nevyhodou je, ze mohou byt polydisperzni a nepravidelného tvaru,
tudiz syntéza musi byt optimalizovana pfidanim riuznych aditiv. [68] Prvni achirdlni
separace na MOFs v HPLC byla popséna v roce 2007. [69] Enantioselektivitu lze
do molekuly zavést bud'to piimou syntézou s chiralné ¢istymi linkery, postsyntetic-
kou modifikaci, spontanné z achiralnich materiali v chirdlnim prosttedi ¢i pomoci
chiralni indukce. Spontanni organizace je nepredvidatelna vysledkem, ale achiralni
ligandy jsou lehce dostupné. Postsynteticka modifikace vyzaduje pritomnost volnych
derivovatelnych skupin na linkeru. V budoucnosti je moznosti racionalni ptistup k
vybéru funkénich skupin v zavislosti na vybraném chiralnim selektoru a velikosti
poru. Chiralni indukce je dalsi pouzitelnd metoda. Pii pouziti tohoto postupu se k
achirdlnim prekurzoriim pridava takzvany chiralni induktor, naptiklad cinchonidin.
Pridavek induktoru katalyzuje rtist enantiomericky ¢istych krystalt MOF. Vybér
vhodného templatu pro zavedeni chirality je ale komplikovany a vyzaduje dalsi
vyzkum. [69-71]

Syntetické polymery, uzivané jako CSP, jako napriklad polyakrylamidy, polyme-
takrylaty a dalsi, jsou ziskany polymerizaci chirdlnich monomert. Vznikaji polymery
s definovanou helikalni konformaci. Nicméné tyto polymery lze ptipravit i za pouziti
chiralniho katalyzatoru. Prikladem je achiralni trifenylmetakrylat, kdy za pritomnosti
sparteinu anionickou polymerizaci vznikne helikdlné chirdlni polymer. Dalsim postu-
pem je helicity induction and memory pristup, ve kterém polymer v komplexu spolu
s chiralni latkou ziska helikalni konformaci, ktera ziistava i po odstranéni chiralni

molekuly. Syntetické polymerni CSP se casto pripravuji grafting-to pristupem, kdy
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se polymer tvori v roztoku a zaroven kotvi na silikagel, modifikovany vinylovymi
skupinami k kopolymerizaci. Tento postup ale muze vést k nehomogenni distribuci
polymeru na povrchu silikagelu. Byl tedy navrhnuty alternativni postup, grafting-
from, pri kterém se iniciator radikdlové polymerace navaze na silikagel. Po pridani
monomeru a zahtati roztoku polymer zacne rist pravidelnéji nez ve vyse zminéném po-
stupu. V chiralni diskriminaci se uplatnuji zejména vodikové miistky, 7t — 7t interakce
a sterické faktory. [5, [45]

Molekularné vtisténé polymery (MIP) jsou chirdlni selektory, specifické pro urcity
analyt. Ziskaji se polymerizaci monomert s crosslinkery za pritomnosti chiralné cisté
latky, ktera je pouzita jako templat. Ten se po polymerizaci odstrani a zbyde tak
kavita s tvarem analytu. Kolona s timto typem CSP je tedy specifickd pro ¢isty
enantiomer a blizce ptibuzné chiralni latky, naptiklad 3-blokatory nebo (3-agonisty.
Kavity ale nejsou identické kvili amorfni strukture polymeru, a tak se analyt zdrzuje
v kazdém vazebném misté jinak dlouho. To vede k Sirokym chvostujicim piktim a
nizkému rozliseni. Dalsi problém MIP je zejména bobtnani polymeru s nékterymi
rozpoustédly, coz miize ovlivnit velikost kavity a snizit retenci analytu. Nejnové;jsi
vyzkumy se zaméruji zvlasté na vyuziti téchto selektorit na monolitickych kolonach,

nanocasticich a polymerech. [5] 39, 45, 60, |72]
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4 Cil prace

Cilem této prace bylo zkouméani vlivu chromatografickych podminek na chiralni
a achiralni interakce vybranych bazickych, kyselych a neionizovatelnych analytu.
Pozornost byla vénovéana interakci s kovovymi necistotami na silikagelu.

Pro tento tcel byla vybrana chiralni stacionarni faze na bazi nativniho [3-
cyklodextrinu. Dosazené vysledky, které byly ziskany za stejnych chromatografickych
podminek, budou porovnany s vysledky ziskanymi na koloné s bromovanym cyklo-

dextrinem jako chirdlnim selektorem [73].
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5 Experimentalni cast

5.1 Pristroje, kolona, pomtiicky a chemikalie

Pristroje:

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

e odplynovac, typ DGU 20 A3

e dvé vysokotlaka c¢erpadla, typ LC 20 AD
e autosampler, typ SIL-20 AC

e tidici jednotka, typ CBM-20 AC

e detektor, typ SPD-M20A

e kolonovy prostor, typ CTO-20AC

e software LC Solution Version 1.22 SP1

acidimetr (Acidimetr 333, Druopta, Praha, Cesk4 republika)

analytické vahy (Kern, Unipro-Alpha, Praha, Cesk4 republika)

ultrazvukové lazeii (Ecoson, Praha, Ceskd republika)

spektrofotometr (UV-2401, Shimadzu, Japonsko]

Chromatograficka kolona:

LiChroCART 250-4 ChiraDex, velikost ¢astic 5 pm (Merck, Praha, CR)
Pomiicky:

laboratorni sklo — kadinky, odmérné banky, odmérné valce, pipety, mikropipety,
Pasteur pipety, spicky, vialky

Chemikalie:

edetan disodny (EDTA), hydroxid sodny (NaOH) — Penta (Chrudim, Ceské
republika)

acetonitril (ACN). hexobarbital, ibuprofen, ketoprofen, kyselina octova (AcA),
metadon, methanol (MeOH), oxazepam, propranolol, triethylamin (TEA) — Sigma
Aldrich (Praha, Ceska republika)

¢isténa voda — Merck Millipore (Merck-Darmstatd, Némecko)

45



5.2 Priprava vzorkt a mobilnich fazi

Priprava vzorka

Vzorky byly pripraveny rozpusténim 0,5mg vzorku v 0,5 ml MeOH a poté zredény
0,5 ml vodou. K usnadnéni rozpusténi bylo vyuzito ultrazvukové lazné a vzorky byly
uchovavany v lednici. Prehled vzorku s jejich strukturnim vzorcem, systematickym
nazvem, UV spektrem a pKuje uveden v tabulkéch ¢. [1] a 2]

Priprava mobilni faze

Byly pripraveny ¢tyti typy MF:

1. organické rozpoustédlo (MeOH nebo ACN) + 0,1M AcA upravend TEA na pH
5,6

2. organické rozpoustédlo + H,O

3. organické rozpoustédlo + EDTA

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

1. MF s obsahem 0,1M AcA s pH 5,6 byla pripravena rozpusténim 1,50g AcA.
Hodnota pH byla poté upravena pridanim TEA. MF byla poté vakuové prefiltrovana
a odplynéna v ultrazvukové lazni. Vodna ¢ast MF byla misena s organickym roz-
poustédlem pristrojem podle zadaného poméru.

2. MF, slozena z vody a organického rozpoustédla, byla misena pristrojem v
poméru podle zadaného poméru.

3. Pro treti MF byl nejprve pripraven zasobni roztok EDTA o koncentraci 200
mM, ktery byl prefiltrovan. Poté bylo podle pozadované koncentrace odpipetovano
prislusné mnozstvi zasobniho roztoku EDTA, odpipetovano mnozstvi H,O a dle
pozadovaného poméru doplnéno organickym rozpoustédlem. MF byla pred pouzitim
odplynéna pomoci ultrazvukové lazné.

4. MF s obsahem 0,1 AcA s pH 3,2 byla pripravena rozpusténim 1,50g AcA.
Hodnota pH byla nasledné upravena pridanim 1M NaOH. Vodna ¢ast MF byla poté
vakuoveé prefiltrovana a odplynéna pomoci ultrazvukové lazné. Vodna ¢ast byla poté

misena s organickym rozpoustédlem pristrojem podle zadaného poméru.
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Nazev Strukturni vzorec UV — spektrum pKs

Systematicky nazev

mAL

9,12

OH
(o 3
Propranolol O \[/

1-(izopropylamine)-3-(naftalen-
1-ylosy)propan-2-ol
mAL

250 300 filh}
O &0
N
\ o
Metadon @ @ 9,96

6-(dimethylaming) 4.4 -

nm
difenylheptan-3-on
o m.;lt
\N '.:-i-
Hexobarbatal o‘A“ N0 &0 821
H 40
0
3-cyklohex-1-enyl-1.5- 0
dimethyl-pyrimidin-2 4 6-trion 200 50 300 i
mAL
H 0O BOD
M 00
O o |2
ci N 0
Oxazepam O 300 11,65
100
. 200 250 300 mn

T-chloro-3-hydroxy-3-fenyl-
1,3-dihydro-2H-
benzo[e][1.4]diazepin-2-cn

Tabulka 1: Strukturni vzorce a systematické nazvy bazickych a neionizovanych analyti,

jejich spektra a pKs. Hodnota pKa vypocétena programem ChemDraw 19.1. [74]
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Nazev Strukturni vzorec UV — spektrum pKa

Systematicky nazev

mALT
0 O 0 150
Ketoprofen OH 100 4,14
0 .
0
2-(3-benzoylfenyl)propanova 200 250 300 T
kyzelina
mAU

OH 200
o 150

Fenoprofen @\ " 425
O 50

2-(3-fenoxyfenyl)propanova

kyzelina
mAU
OH o
Tbuprofen 4 10 4138
0
2-(4—isobut_\.'1feny1)1:u‘opanm‘é 200 250 300 nm

koyzelina

Tabulka 2: Strukturni vzorce a systematické nazvy kyselych analyti, jejich spektra a

pKa. Hodnota pKa vypoctena programem ChemDraw 19.1. [74]

5.3 Chromatografické podminky

Pouzité chromatografické podminky jsou uvedeny v tabulce ¢[3|

Pritok mobilni faze 0,8 ml/min
Nastiiknuty objem vzorka 1 ul
Teplota termostatu 25°C
Typ eluce isokraticka
Detekce 220 nm, 254 nm
Separacni mod reverzni

Tabulka 3: Popis nastavenych chromatografickych podminek.

Sedm vybranych analyti bylo rozdéleno do tif skupin (viz tabulka|l]a [2[ v kapitole
section podle svych acidobazickych vlastnosti. V kazdé skupiné byl vybran hlavni
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analyt (baze: propranolol, kyseliny: ketoprofen, neionizované latky: hexobarbital).

Dalsi latky slouzily pro porovnéani a potvrzeni vysledki.

Procentualni ionizace analyti byla vypocitana podle rovnice ¢. 1.

K = pH + log—2"" (1)
Cdeprot

Rovnice 1: Henderson-Hasselbachova rovnice
Rozliseni bylo poéitano dle rovnice ¢. 2.

try, — tp,

w1+w2

R=2x (2)

Rovnice 2: Vypocet rozliseni dle USP; ; t;, - retenc¢ni ¢as druhého piku; t,, - retencni

cas prvniho piku; wy - Sitka prvniho piku na zakladni linii, wo - Sitrka druhého piku na

zakladni linii

Retencni faktor byl pocitan dle rovnice ¢. 3.

(3)

Rovnice 3: Vzorec pro vypocet retencniho faktoru. k - reten¢ni faktor; t, - retencni cas;

tm - mrtvy cas
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6 Vysledky a diskuze

Cilem mé prace bylo ovéreni vlivu achiralnich interakci na chiralni separaci
u dvou kolon s rozdilnymi vlastnostmi. Zamérili jsme se na achiralni interakce
elektrostatického charakteru mezi povrchem silikagelu a nabitym analytem. Tyto
interakce jsou silnéjsi nez hydrofobni interakce s kavitou cyklodextrinu a mohou
byt ovlivnény zménou iontového stavu molekuly analytu nebo maskovanim povrchu
silikagelu, naptiklad chelataci kovu edetanem disodnym (EDTA). V experimentu
byly pouzity ¢tyti typy mobilnich fazi. Mobilni faze byly vybrany podle predchozi

prace, |73] a slozeni bylo nasledujici:

1. organické rozpoustédlo (MeOH nebo ACN) + 0,1M AcA upravend TEA na pH
5,6 (MF 1)

2. organické rozpoustédlo + H,O (MF 2)

3. organické rozpoustédlo + EDTA (MF 3)

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

MF 1, obsahujici triethylaminoacetat, muze tvorit iontovy par s kyselinou a
zasadou. Predpokladame, ze vytvorenim iontového paru dochazi k potlaceni achiralnich
interakci a analyty interaguji prevazné s chiralnim selektorm. Pro potvrzeni to-
hoto predpokladu jsme pouzili MF 2, ktera neobsahuje iontové-parové ¢inidlo.
Predpokladala se repulzni interakce mezi kladnymi naboji kovovych neéistot na
povrchu silikagelu a bazickymi analyty. Naopak u kyselin se predpoklada vysoka
retence v disledku elektrostatické interakce s povrchem silikagelu. Do MF 3 byla
pridana EDTA, ktera je znamé tvorbou komplext s kovovymi kationty. Chelatace
kovovych necistot na povrchu silikagelu zamezi achiralnim interakcim a jak kyselé,
tak bazické analyty by mély interagovat prevazné s chirdlnim selektorem. V- MF
4 je kyselina octova pri pH 3,2 z vétsi ¢asti nedisociovana, netvori tedy iontovy
par s bazickymi analyty. AvSak bazické latky jsou pri tomto pH zcela disociované
a predpoklada se repulzni interakce, stejné jako u MF 2. Kyseliny by mély byt
neionizované a pii tomto pH by mély interagovat s chiralnim selektorem a jednotlivé
enantiomery by se mély separovat.

Pro potvrzeni nasi teze byly pouzity latky, které jsou za danych experimentalnich
podminek v neionizovaném stavu, hexobarbital a oxazepam. Tyto latky by si ve vyse
zminénych podminkach mély zachovat neutrdlni naboj. Oc¢ekavame tedy, ze ve vSech

¢tyfech mobilnich fazich bude dochazet k interakci s chiralnim selektorem.
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6.1 Bazické analyty

ZkouSenymi latkami z této skupiny byly propranolol jako hlavni a metadon jako
referencni latka. MF 1, pfipravend dle kapitoly [5.2, obsahovala ACN nebo MeOH v
definovaném poméru vzhledem k vodné ¢asti (viz tabulka ¢. , ktera obsahovala
kyselinu octovou upravenou TEA na pH 5,6. TEA s kyselinou octovou spolu tvori
triethylaminoacetat, ktery funguje jako iontoveé-parové ¢inidlo. Acetat vytvari iontovy
par s ionizovanou bazi. lontovy par je elektroneutralni a latky tak mohou interagovat s
chirdlnim selektorem. Chirdlni separace byla pozorovana u obou latek pouze u nizsich
koncentraci MeOH, v ACN byl separovan pouze metadon a to pouze s rozliSenim
0,39. Se zvysujici se koncentraci organického rozpoustédla v MF klesala jak retence,
tak rozliSeni. Pti pouziti acetonitrilu jako mobilni faze byla retence nizsi nez v MeOH.

Namérené vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. (4]

V MF 2 anorganickou slozku tvorila voda. Zde nedochazelo ke tvorbé iontového
paru a analyty byly kladné nabité. Separace nebyla pozorovana ani u jednoho analytu
a latky byly eluovany pred mrtvym c¢asem za pouziti jak acetonitrilu, tak methanolu.
Tato repulzni interakce mezi kladné nabitym analytem a kladnym nabojem na povrchu
silikagelu je silnéjsi nez tvorba inkluzniho komplexu, a proto analyt neinteraguje se
stacionarni fazi, na rozdil od neutralné nabitého iontového paru v MF 1, viz obr.
[17 Je tak potvrzen predpoklad, Ze zménou chromatografickych podminek dochézi
k ovlivnéni achirdlnich a chirdlnich interakei. Druhy eluovany pik (obr. [17) patii
necistoté, coz bylo zkontrolovano pomoci UV-spektra. Dosazené vysledky jsou shrnuty

v tabulce ¢. Ml

MF 3 byla s pridavkem 1,25 mM EDTA, ktera je schopna chelatovat kovy. Vliv
repulznich interakci by se tak mél snizit. Bylo mozné pozorovat separaci u metadonu
pri nizsich koncentracich MeOH a v acetonitrilu se oba enantiomery separovaly pouze
pii pouziti 5% koncentrace ACN v mobilni fazi (viz tabulka |5]). Propranolol se na
rozdil od MF 1, kde byl pridavek TEA, v metanolu neseparoval viibec. Se zvysujici
se koncentraci MeOH a ACN dochazelo ke snizeni retence obou latek. V pripadech,
kde se jednotlivé enantiomery separovaly, se také snizovalo rozliseni piki. Vysledky

jsou uvedeny v tabulce ¢. [5

Je tedy mozné pozorovat pozitivni vliv EDTA na maskovani kovovych necistot.
Na zakladé namérenych dat byl ke zkoumani vlivu EDTA na achiralni interakce

pouzit 5% acetonitril se zvysujici se koncentraci EDTA (1,25 mM, 5 mM, 10 mM, 20
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Tabulka 4: Vliv experimentalnich podminek na chirdlni separaci bazickych latek za pouziti MF 1 a MF 2.

Vzorek Chiralni separace  k;

ko

Rozliseni

Vzorek

Chiralni separace  k;

Rozliseni

MF 1 : ACN-AcA (0,1M, pH 5,6), (10:90, v/v)

MeOH-AcA (0,1M, pH 5,6), (10:90, v/v)

propranolol ne 1,60 - - propranolol ano 3,24 3,42 0,24
metadon ano 0,94 1,04 0,36 metadon ano 1,80 2,41 0,74
20% ACN 20% MeOH
propranolol ne 0,55 - - propranolol ano 2,04 2/16 0,19
metadon ne 0,18 - - metadon ano 0,99 0,39
35% ACN 35% MeOH
propranolol ne 0,03 - - propranolol - - -
metadon ne -0,08 - - metadon - - -
MF 2 : ACN-H,O, (10:90 v/v) MeOH-H-0, (10:90 v/v)
propranolol - - - - propranolol ne -0,54 -
metadon - - - - metadon ne -0,54 -
20% ACN 20% MeOH
propranolol ne -0,38 - - propranolol ne -0,54 -
metadon ne -0,43 - - metadon ne -0,54 -
35% ACN 35% MeOH
propranolol ne -0,49 - - propranolol ne -0,38 -
metadon ne -0,b1 - - metadon ne -0,52 -
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Obréazek 17: Chromatogramy metadonu v jednotlivych mobilnich fazich pri koncentraci
20% MeOH. Jeden z pikiu v chromatogramu patii necistoté, coz bylo zkontrolovano pomoci

UV-spektra.
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Tabulka 5: Vliv experimentalnich podminek na chiralni separaci bazickych latek za pouziti MF 3 a MF 4.

Vzorek Chiralni separace kq ko Rozliseni Vzorek Chiralni separace  k; ko  Rozliseni
MF 3 : ACN-EDTA (1,25mM), (10:90, v/v) MeOH-EDTA (1,25mM), (10:90, v/v)
propranolol ne 2,21 - propranolol ne 4,87 - -

metadon ne 1.31 - metadon ano 290 3,21 0,40
20% ACN 20% MeOH
propranolol ne 0,78 - propranolol ne 3,58 - -
metadon ne 0,28 - metadon ano 1,73 1,92 0,39
35% ACN 35% MeOH
propranolol ne 0,60 - propranolol ne 1,80 - -
metadon ne 0,060 - metadon ne 0,56 - -
MF 4 : ACN-AcA (0,1M, pH 3,2), (10:90, v/v) MeOH-AcA (0,1M, pH 3,2), (10:90, v/v
propranolol ne -0,38 - propranolol ne -0,30 - -
metadon ne -042 - metadon ne -043 - -
20% ACN 20% MeOH
propranolol ne -0,41 - propranolol ne -0,35 - -
metadon ne -0,39 - metadon ne -0,41 - -
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Graf 1: Zavislost reten¢nich faktort prvnich pikta bazickych latek na koncentraci EDTA.

6 T T T T T
—5- Retencni faktor propranololu
51 |—=— Retencni faktor metadonu .

Retenéni faktor
o
T
|

| | | | |
01.25 5 10 20 40

koncentrace EDTA [mM]

mM a 40 mM). Kvili riziku precipitace EDTA nebyly pfipraveny vyssi koncentrace.
Se zvysovanim koncentrace EDTA reten¢ni faktory propranololu rostly, ale dochazelo
také ke zlepseni separace, ktera byla pozorovana od 5 mM EDTA. Nejvétsi zména
retence byla pozorovana se zvysenim koncentrace z 1,25 na 5 mM, zde se retenc¢ni

faktor zvysil z 3,31 na 3,92, poté narust probihal mirnéji, viz graf 1.

Bylo pozorovano i zlepseni rozliseni, které se zvysovalo s rostouci koncentraci
EDTA, viz graf 2. Siiku pikll enantiomertt propranololu nebylo mozné odecist z
dtuvodu nizkého rozliseni. Z tohoto diavodu jsme sledovali vliv koncentrace EDTA
na Sitku pikt u metadonu. Ten byl zaroven pouzit pro potvrzeni vlivu zvysujici se
koncentrace EDTA na retenci a zlepseni rozliseni. Strka piki metadonu byla vyraznéji
snizena az pri koncentraci EDTA 40 mM. Retencéni chovani metadonu v zévislosti na

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

Z naméfenych dat viditelnych v tabulce ¢. [0] tedy vyplyva, Ze se zvySujici se
koncentraci EDTA v mobilni fazi dochazi k vysycovani kovovych iontii na povrchu
silikagelu a zlepsSeni parametri separace. U koncentrace 40 mM jiz nebylo pozorovano

zlepseni rozliseni propranololu.
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Graf 2: Zavislost rozliseni enantiomert bazickych latek na koncentraci EDTA.
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Graf 3: Zavislost sitky prvniho piku metadonu na koncentraci EDTA.
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Koncentrace (mM) | kq ko, | RozliSeni | wy; | wy
Propranolol
1,25 331 - - - ;
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 chovani propranololu a metadonu
v ACN-EDTA, (5:95, v/v). ky 2 - retenc¢ni faktory jednotlivych enantiomert, wy o - sitky

pikii.

Testovano bylo i chovani latek bazického charakteru pii pouziti MF 4, kdy byla
pouzita kombinace organického rozpoustédla a AcA (0,1M, pH 3,2) Pti tomto pH je
kyselina octovd v nedisociované formé z 97,32 %. Netvori tedy iontovy par s analyty
a dochézi tedy k repulznim interakcim mezi povrchem silikagelu a kladné nabitymi
analyty. Predpokladame také, ze povrch silikagelu neni maskovan jako u EDTA, a
proto ani u jedné latky nedoslo k chirdlni separaci. Analyty také byly eluovany pred
mrtvym ¢asem kolony. Namétrené hodnoty pro MF 4 jsou uvedeny v tabulce ¢. [5| a

chromatogramy metadonu pro jednotlivé MF jsou uvedeny na obréazku ¢. [17]

6.2 Kyselé analyty

Pouzitymi latkami z této skupiny byly ketoprofen, fenoprofen a ibuprofen. Ke-
toprofen byl vybran jako hlavni analyt, fenoprofen s ibuprofenen byly pouzity pro
potvrzeni vysledkii.

Prvni mobilni faze, jako v predchozim pripadé, byla vybrana podle [73]. Tato
mobilni faze obsahovala HoO s kyselinou octovou upravenou triethylaminem na pH

5,6 a organické rozpoustédlo (MeOH nebo acetonitril). Vytvoreny triethylaminoacetét
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funguje jako iontové-parové ¢inidlo. Vysledky jsou uvedeny v tabulce €. [7] Nicméné
pri téchto podminkach k chirdlni separaci nedoslo. Retence ketoprofenu a fenoprofenu
pri pouziti 70% acetonitrilu byla vyznamné nizsi nez pri vymeéné za MeOH, ktery méa
nizsi eluéni silu. 80% acetonitril nebyl pouzit, protoze zvysenim elucni sily by doslo k
dalsimu snizeni reten¢niho faktoru (kketoprofen = 0,83) a zdroven by se minimalizovala
moznost interakce s CS. Ibuprofen nebyl eluovan ani pfi nejsilnéjsich pouzitych
eluc¢nich podminkéach.

Ketoprofen je pti pH 5,6 ionizovany z 95,91% a tvoii tak s triethylamoniovym
kationtem iontovy par, stejné jako dalsi zkoumané karboxylové kyseliny. Iontovy
par je elektroneutralni a vliv elektrostatické interakce s povrchem silikagelu by mél
byt minimalni. K oddéleni enantiomeru ale nedoslo ani v 80% metanolu. Selektivita
chiralniho selektoru ovsem nemusi byt postacujici k separaci jednotlivych enantiomer,
separace tohoto druhu analyt vyrobce nedeklaruje.

Druhou pouzitou mobilni fazi byla kombinace vody s organickym rozpoustédlem
(MF 2). Z vysledku v tabulce m lze vidét, Ze retence ketoprofenu byla velmi vy-
sokd i v 80% acetonitrilu, kdy t, = 85,23 minut, pfepocteno na retencni faktor
k=22.87. Zaménou acetonitrilu za MeOH se retence déle zvysila a pik ketoprofenu
byl zaznamenan az po 110 minuté, viz tabulka ¢.

Ketoprofen je v téchto podminkach témér kompletné ionizovany. Predpokladame,
ze interaguje s kovy na povrchu silikagelu. S ohledem na nameérené vysledky s MF 1
lze tedy vyvodit, ze ke tvorbé iontového paru analytt s triethylamoniem dochéazi,
coz je patrné ze znac¢nych rozdilt retenénich faktort a skutecénosti, ze MF 2 zadny
pridavek iontové-parového c¢inidla neobsahuje.

MF 3 s pridavkem EDTA byla pouzita pro ovéreni predpokladu, ze maskovanim
kovovych necistot na povrchu silikagelu pomoci EDTA dojde ke zméné retence
sledovanych latek. PTi pouziti acetonitrilu jako organické slozky mobilni faze bylo
retenéni chovani analyti velmi blizké tomu pii pouziti MF 1. Spolu s rostouci
koncentraci organické slozky klesal retencni faktor, v 70% ACN doslo i k eluci
ibuprofenu s k = 2,48. Vétsi rozdily mezi MF 1 a 3 byly pozorovany pti zaméné
acetonitrilu za MeOH. U MF 1 i pfi pouziti 70% MeOH zustavaly retenc¢ni faktory
relativné velké (k = 3,45 pro ketoprofen a k = 7,78 pro fenoprofen). Naproti tomu v
MF' 3 pti stejné koncentraci methanolu se retenéni faktory snizily priblizné pétkrat.
Moznym vysvétlenim je, ze EDTA efektivné blokuje povrch silikagelu a vyznamné

snizuje prispévek achiralni slozky k celkové retenci. Vysledky jsou uvedeny v tabulce
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¢. B
I zde jsme testovali vliv koncentrace EDTA na reten¢ni chovani ketoprofenu.

Namétené vysledky jsou zobrazeny v tabulce ¢. [9]

Koncentrace (mM) | k; | ks | RozliSeni | w; | wy
1,25 16,99 | x X 3,08 | x

5 11,49 | x X 2,71 | x

10 9,33 | x b 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 reten¢ni chovéani ketoprofenu v ACN-EDTA, (20:80,

v/v) ki 2 - reten¢ni faktory jednotlivych enantiomeru ketoprofenu, wy o - $itky piki.

Dle ptredchozich experimenti byla vybrana mobilni faze s ACN-EDTA (20:80 v/v).
Koncentrace EDTA byla 1.25, 5, 10, 20 a 40 mM. Vyssi koncentrace EDTA nebyly
pouzity kvili riziku precipitace. Stejné jako u analytii bazické povahy ze ziskanych
vysledkli vyplyva, ze lze pozorovat vyznamny trend v ovlivnéni retencnich faktori s
rostouci koncentraci EDTA. To ukazuje na vyznamny prispévek achirdlnich interakei
k celkové retenci i u kyselych latek. S rostouci koncentraci EDTA dochazelo k poklesu
retenc¢nich faktorl, coz souvisi s postupnou eliminaci dostupnych kationickych mist
na povrchu silikagelu. Nejvétsi zména retenéniho faktoru byla pozorovana mezi 1,25

mM a 5 mM, viz graf ¢. 4.
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Graf 4: Zavislost retenc¢niho faktoru ketoprofenu na koncentraci EDTA.
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Graf 5: Zavislost sitky pika ketoprofenu na koncentraci EDTA.
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Dale bylo pozorovano zuzovani sirky piku s rostouci koncentraci EDTA,, které
vykazovalo podobny trend jako retencni faktor, viz graf ¢. 5. Dle vysledkii namétenych
u MF 2 lze predpokladat, ze bez obsahu EDTA pri této koncentraci organického
rozpoustédla by k eluci ketoprofenu nedoslo viibec.

Posledni zkousenou mobilni fazi byla kombinace organického rozpoustédla a AcA
(0,1M, pH 3,2). Kyselina octové je pti tomto pH neionizovana z 97,32% a nechelatuje
kovové necistoty. K chiralni separaci nedoslo u zadného ze zkoumanych analyti,
ale jelikoz pfi tomto pH analyty jsou prevazné v nedisociované formé (ketoprofen

89,59%), vliv achirdlni interakce s povrchem silikagelu je potlacen a analyt tak muze
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interagovat s chiralnim selektorem. P¥i pouziti 70% ACN a MeOH byl eluovan i
ibuprofen. Se zvysujicim se podilem organického rozpoustédla v MF dochazelo ke
snizeni retence, ale u 80% acetonitrilu mirné narostla. Vysledky jsou uvedeny v
tabulce ¢. Rl

Na obréazku ¢. [1§] jsou uvedeny chromatogramy ketoprofenu v jednotlivych mo-

bilnich fazich. MF 2 zde neni zobrazena z divodu vysoké retence ketoprofenu.
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; 254 nm
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40000 \
8 30000
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o 20000
g E \
4 10000 )L
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0
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Obrazek 18: Chromatogramy ketoprofenu v jednotlivych mobilnich fazich pii koncentraci

80% MeOH.

6.3 Neionizované latky

Neionizované latky hexobarbital a oxazepam slouzily k potvrzeni nasi teorie.
Hexobarbital je velmi slaba kyselina (pKa = 8,21), zatimco oxazepam je velmi slabou
bazi (pKa = 11,65). Za uvedenych chromatografickych podminek jsou obé latky v
nedisociované podobé. Predpokladali jsme, Ze diky tomu nedochézi k elektrostatickym

interakcim s kovovymi necistotami na povrchu silikagelu. Tento predpoklad reflektuje
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vysledky jiz difve provedenych experimentu. [73].

Ve vsech pouzitych mobilnich fazich dochazelo k chiralni separaci obou latek.
Pri stejnych koncentracich organické slozky byla vyssi retence a rozliSeni za pouziti
methanolu. Hexobarbital byl vyrazné vice zadrzovan nezli oxazepam. Namétrené
reten¢ni faktory lze nalézt v tabulkéch ¢.[I0]a [I1] V pfipadé oxazepamu byl také
pozorovan tzv. batman pik, coz ukazuje na prechod jednoho enantiomeru oxazepamu
v druhy béhem analyzy. Tento proces je zavisly na teploté a jejim snizenim by doslo
ke snizeni sedla mezi piky. [75]

Vysvétleni vétsi retence hexobarbitalu mize spocivat v castecné ionizaci latky a
iontovych interakei s povrchem silikagelu ¢i v komplexaci analytu s kovem na povrchu

nebo v nespecifické absorpci. [73] Na obréazku ¢. [19| jsou uvedeny chromatogramy

hexobarbitalu.
. : MF 1
piky hexobarbitalu 254 nm
- /
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2 =< 1000
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g ™ 500
o
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Obréazek 19: Chromatogramy hexobarbitalu v jednotlivych mobilnich fazich pri koncentraci

35% ACN.

Testovan byl i vliv kovovych necistot na retencni chovani analyt v nedisociované

64



g¢‘e 69T {80 oue uredoazexo 2€0 90 20‘0- oue uredoazexo
ze'1 760 V19 oue [e31qreqoxey ze'0 160 880 oue [e31qreqoxoy
HO°IN %S¢ NOV %S¢
LG Jras 9%z oue uredoazexo 3T 260 880 ouw wredoazexo
0L°T L30T 9G°LT oue [e31q 1eqOXaT] 01°0 0T'¢  9¢'% oue [e}1qTeqOXaY]
(2/0 ‘08:02) ‘O*H-HOPIN (a/0 08:02) ‘O°H-NDV : & AN
cL'e VT SL0 our wredozexo 760 9T‘0 000 our wredozexo
eLT vI'G  9v'¥ oue [eHqIeqoxoy €8'0  ¥8'0 €L0 oue [eHqIeqoxoy
HO°IN %S¢ NOV %S¢
289 167 6£°C our uredozexo RS 90‘'T 9¢‘0 oue uredozexo
86'T  TLLT 0g'Cl oue [e1qreqoxoy vLT 617 99°€ oue [e}1qreqoxoy
HO°?IN %02 NOV %0¢
1§ 166 09'% oue uredoazexo 989 1€y 10T our uredoazexo
- - - - [eI1qIeqOXaY - - - yoenuIw GG od 9one  [RIIqIRQOXIY
(a/a ‘06:01) “(9°¢ HA ‘NT°0) VOV-HORIN (a/0 ‘06:01) (9°¢ Hd ‘INT'0) VOV-NOV : T AN
TUISI[ZOY oy Iy oorredos rupely)) NOI0ZA TUOSI[ZOY oY Iy ooeredos TupRIy) NOI0ZA

‘¢ AN ® T AN Iznod ez o3[ YoAurAOZIUOIOU [0RIedoS TU[RIIYD

eu ypurwpod yorupeiuswitiodxs A[A QT ©[NqeL

65



Tabulka 11: Vliv experimentalnich podminek na chiralni separaci neionizovanych latek za pouziti MF 3 a MF 4.

Vzorek Chirélni separace  k; ko  Rozliseni Vzorek Chiralni separace kq ko Rozliseni
MF 3 : ACN-EDTA (1,25mM), (20:80, v/v) MeOH-EDTA (1,25mM), (20:80, v/v)
hexobarbital ano 4,85 5,56 1,33 hexobarbital ano 18,26 21,18 2,19

oxazepam ano 0,78 1,41 3,07 oxazepam ano 3,09 6,32 5,72
35% ACN 35% MeOH
hexobarbital ano 1,09 1,21 0,55 hexobarbital ano 545 6,32 1,38
oxazepam ano 0,21 0,32 0,57 oxazepam ano 093 1,77 3,32
MF 4 : ACN-AcA (0,1M, pH 3,2), (10:90, v/v) MeOH-AcA (0,1M, pH 3,2), (10:90, v/v)
hexobarbital - - - - hexobarbital - - - -
oxazepam ano 1,84 3,79 5,83 oxazepam ano 4,13 8,67 5,15
20% ACN 20% MeOH
hexobarbital ano 3,32 3,80 1,42 hexobarbital ano 12,85 15,05 1,79
oxazepam ano 0,58 1,06 2,37 oxazepam ano 2,16 4,43 9,25
35% ACN 35% MeOH
hexobarbital ano 0,80 0,90 0,61 hexobarbital ano 421 483 1,36

oxazepam ano 0,17 0,25 0,42 oxazepam ano 0,76 1,42 2,96
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podobé pomoci EDTA. Predpokladali jsme, ze kovové necistoty nebudou mit na
retenc¢ni chovani vliv. Na zakladé namérenych dat byl ke zkoumani vlivu EDTA na
achirdlni interakce pouzit 20% acetonitril se zvysujici se koncentraci EDTA (1,25 mM,
5 mM, 10 mM, 20 mM a 40 mM). Namérené vysledky pro hexobarbital a oxazepam
jsou k dispozici v tabulce ¢.[12]

Koncentrace (mM) | k; ko | Rozliseni | w; | wo
hexobarbital
1,25 485|556 | 133 | 1,04 1,14
5 4320496 157 | 1,07] 121
10 4,66 | 5,37 1,67 1,17 | 1,28
20 4471513 145 | 1,19 | 1,46
40 405 | 4,65 | 144 | 1,11 1.44
oxazepam
1,25 078 | 141 | 307 | 052|064
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
40 065|120 | 28 053062

Tabulka 12: Vliv koncentrace EDTA na reten¢ni chovani hexobarbitalu a oxazepamu v
ACN-EDTA, (20:80 v/v). ki 2 - retenc¢ni faktory jednotlivych enantiomert hexobarbitalu,

Wi1,2 - éifky pfkﬁ.

U hexobarbitalu a oxazepamu bylo pozorovano mirné snizeni retenéniho faktoru,
u hexobarbitalu i snizeni rozliSeni. Tato zména byla pozorovana mezi 20 a 40 mM,

viz grafy 6 a 7.
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Graf 6: Zavislost reten¢nich faktoru prvnich pikt neionizovanych latek na koncentraci EDTA.
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Graf 7: Zavislost rozliseni pikii neionizovanych latek na koncentraci EDTA.
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EDTA chelatuje kationickd mista na povrchu silikagelu. Jelikoz mtze dochézet k
¢astecné ionizaci hexobarbitalu nebo jeho komplexaci s kovem na povrchu silikagelu,
snizeni retence je pravdépodobné zalozené na podkladu ovlivnéni achiralnich interakei.
Snizeni rozliseni lze prisoudit kratsi retenci. Vliv zvysujici se koncentrace EDTA na

sitku pikt nebyl pozorovan, viz graf ¢. 8.
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Graf 8: Zavislost sitky prvnich pikt neionizovanych latek na koncentraci EDTA.
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6.4 Porovnani cyklodextrinovych kolon

Soucasti této prace bylo také porovnat retenéni chovani modelovych analytii na
koloné pouzité v této praci (dale jako kolona A) a koloné pouzité v praci [73] (dale
jako kolona B). Mezi obéma kolonami existuji drobné rozdily. Jako chiralni selektor
je v koloné A pouzit nativni cyklodextrin a v koloné B bromovany cyklodextrin.
Dale predpokladame rozdilny obsah kovii v obou kolonach. K porovnani vlivu
experimentalnich podminek na retenci a chiralni separaci bylo vyuzito rozliseni,
spocitané podle rovnice ¢. 2 a retenéni faktory, spocitané podle vysledki uvedenych

v [73] pomoci rovnice ¢. 3.

Retencni faktory a rozliseni pro bazické, kyselé a neionizované analyty v jednot-
livych mobilnich fazich z prace A.Danka [73] jsou uvedeny v tabulkach ¢. {13|a [14] pro
bazické analyty, [15] a [L6] pro kyselé analyty a pro neionizované latky v tabulkdch
a[l8

vvvvvv

Podrobny popis vysledki ziskanych na koloné B lze najit v [73]. Za nejdulezitéjsi
rozdil 1ze povazovat chiralni separaci kyselych analytii na koloné B, ke které nedoslo na
koloné A s nativnim cyklodextrinem. Tuto skutecnost lze ptipsat rozdilu v chiralnim
selektoru. Dale byl pozorovan rozdilny vliv zvysujici se koncentrace EDTA v mobilni
fazi na retenci, rozliseni a sitku piki. Zatimco pro bazické analyty nebyla u kolony B
pozorovana vyznamnd zména vyse zminénych parametra pii koncentraci EDTA nad
5 mM, u kolony A se tyto parametry meénily v celém rozsahu koncentraci. Zlepseni
rozliSeni a zvyseni retenc¢nich faktort u bazickych latek a snizeni retence pro kyselé
latky bylo zjisténo na obou stacionarnich fazich. Rozdilné chovani bazickych a
kyselych latek si vysvétlujeme rozdilnou achiralni interakci s povrchem silikagelu
v zavislosti na jejich naboji. Tim, jak jsou kovové necistoty na povrchu silikagelu
postupné chelatovany, klesé i prispévek jimi zptusobenych achirdlnich interakci. Na
koloné B se obecné lépe délil propranolol i ve vyssich koncentracich organického
rozpoustédla, nez na koloné A. Co se tyce neionizovanych latek, na koloné A byl
hexobarbital ve vSech methanolickych fazich zadrzovan nepomérné déle, nez na koloné
B, coz predpokladame, ze bylo zptisobeno vyssim obsahem kovovych iontti na povrchu
silikagelu. Na rozdil od kolony B byl na koloné A také pozorovan vliv zvysujici se

koncentrace EDTA na retenci hexobarbitalu, coz predpoklad potvrzuje.
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Tabulka 14: Vliv experimentalnich podminek na chirdlni separaci bazickych latek za pouziti MF 3 a MF 4, pfevzato z [73] a upraveno.

Vzorek Chirélni separace  k; ko  Rozliseni Vzorek Chirélni separace  k; ko  Rozliseni
MF 3 : ACN-EDTA (1,25mM), (10:90, v/v) MeOH-EDTA (1,25mM), (50:50, v/v)
propranolol ne 0,44 - - propranolol - - -

metadon ano 1,56 1,65 0,29 metadon ano 1,25 1,41 0,75
20% ACN 20% MeOH
propranolol ne 0,09 - - propranolol ano 2,21 234 0,53
metadon ne 0,49 - - metadon ne 0,61 - -
40% ACN 40% MeOH
propranolol ne 0,01 - - propranolol - - - -
metadon ne 0,20 - - metadon ne 0,11 - -
MF 4 : ACN-AcA (0,1M, pH 3,2), (20:80, v/v) MeOH-AcA (0,1M, pH 3,2), (20:80, v/v)
propranolol ne -0,14 - - propranolol ne -0,33 - -
metadon ne -0,30 - - metadon ne -0,35 - -
40% ACN 40% MeOH
propranolol ne -0,24 - - propranolol ne -0,40 - -

metadon ne -0,28 - - metadon ne 0,39 - -
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Tabulka 16: Vliv experimentalnich podminek na chirdlni separaci kyselych latek za pouziti MF 3 a MF 4. Pfevzato z |73| a upraveno.

Vzorek Chiralni separace ky ko  Rozliseni Vzorek Chiralni separace ky ko Rozliseni

MF3 : ACN-EDTA (1,25mM), (70:30, v/v) MeOH-EDTA (1,25mM), (70:30, v/v)

ketoprofen - - - ketoprofen ano 3,33 4,42 1,85

fenoprofen - - - fenoprofen - - - -

ibuprofen - - - ibuprofen neeluovano po 45 min - - -
80% ACN 80% MeOH

ketoprofen ano 0,62 0,88 1,73 ketoprofen ano 1,76 2,27 1,66

fenoprofen ano 1,20 2,04 1,51 fenoprofen ano 6,70 10,37 1,68

ibuprofen neeluovano po 70 minutach - - - ibuprofen neeluovano po 50 minutach - - -

MF 4: ACN-AcA (0,1M, pH 3,2), (70:30, v/v) MeOH-AcA (0,1M, pH 3,2), (70:30, v/v)

ketoprofen ano 0,54 0,65 1,62 ketoprofen ano 2,60 3,29 2,57

fenoprofen - - - fenoprofen - - -

ibuprofen - - - ibuprofen neeluovano po 44 minutach - - -
80% ACN 80% MeOH

ketoprofen ano 0,77 0,89 1,65 ketoprofen ano 2,74 3,14 1,58

fenoprofen ano 0,79 1,21 2,14 fenoprofen ano 6,26 8,86 2,08

ibuprofen ano 3,70 4,95 3,43 ibuprofen neeluovano po 42 minutach - - -
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Tabulka 18: Vliv experimentalnich podminek na chirdlni separaci neionizovanych latek za pouziti MF 3 a MF 4. Prevzato z [73] a upraveno.

Vzorek Chirélni separace  k; ko  Rozliseni Vzorek Chiralni separace  k; ko,  Rozliseni
MF 3 : ACN-EDTA (1,25mM), (20:80, v/v) MeOH-EDTA (1,25mM), (20:80, v/v)
hexobarbital ano 1,06 1,22 2,05 hexobarbital ano 4,15 4,93 2,54

oxazepam ano 1,43 1,59 1,49 oxazepam ano 1,64 2,45 3,97
40% ACN 40% MeOH

hexobarbital ne 0,25 - - hexobarbital ano 0,93 1,12 1,92

oxazepam ne 0,23 - - oxazepam ano 0,41 0,54 1,19

MF 4 : ACN-AcA (0,1M, pH 3,2), (20:80, v/v)

MeOH-AcA (0,1M, pH 3,2), (20:80, v/v)

hexobarbital ano 0,63 0,74 1,13 hexobarbital ano 3,42 4,16 2,79

oxazepam ano 0,37 0,46 0,72 oxazepam ano 1,19 1,78 3,38
40% ACN 40% MeOH

hexobarbital ne 0,20 - - hexobarbital ano 0,69 0,82 1,32

oxazepam ne 0,17 - - oxazepam ano 0,38 0,49 0,93
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7 Zavér

V této diplomové praci byl sledovan vliv experimentalnich podminek na retenci
a chirdlni separaci vybranych modelovych analytti. Pozornost byla zamérena na
ovlivnéni achiralnich interakci mezi modelovymi latkami a stacionarni fazi s nativnim
-cyklodextrinem. Ziskana data byla nasledné porovnana s vysledky ziskanymi v
diplomové praci A. Danka, ktery pro tento ucel pouzil kolonu s bromovanym [3-
cyklodextrinem [73]. Soubor modelovych latek zahrnoval bazické a kyselé analyty
a dale pak latky, které nebyly za experimentalnich podminek ionizované. Na obou
stacionarnich fazich byl patrny podstatny prispévek achiralnich iontovych interakeci
mezi povrchem silikagelu a ionizovatelnymi latkami. Tyto interakce bylo mozné
modifikovat volbou chromatografickych podminek, coz se také ukazalo jako zasadni
pro ovlivnéni retence modelovych latek a také pro jejich chirdlni separaci. Pokud byly
podminky nastaveny tak, ze prispévek téchto achiralnich interakci byl dominantni,
byla chiralni separace modelovych latek negativné ovlivnéna a v nékterych pripadech
i znemoznéna.

Nejvyznamnéjsimi rozdily mezi obéma stacionarnimi fazemi byly nésledujici: 1)
kyselé analyty se nepodarilo separovat za zadnych experimentalnich podminek na
koloné s nativnim B-cyklodextrinem. Separace téchto analytu se ale podarila na
stacionarni fazi s bromovanym [-cyklodextrinem. Tento jev lze pripsat rozdilu v
chirdlnim selektoru; 2) na stacionarni fazi obsahujici nativni B-cyklodextrin byly
iontové interakce podstatné silnéjsi, coz patrné souvisi s rozdilnym obsahem kovovych
iontd na povrchu silikagelu. Tento jev ovlivnil také enantioselektivitu na obou

staciondrnich fazich.
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