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Seznam pouzitych zkratek

ACN
CSp
CZE
EDS
El

E3

EE
HAc
HPLC
LFER
M
MeOH
MTAG
NCSS
RP HPLC
T

TAG
TEA
TEAA
uv

aE2

acetonitril

chirélni stacionarni faze

kapilarni zoénova elektroforéza

endokrinni disruptory

estron

estriol

17a-ethinylestradiol

kyselina octova

vysokoucinna kapalinova chromatografie

linearni vztahy volnych energii

mestranol

metanol

methylovany teikoplanin aglykon

statisticky program (Number Cruncher Statistical System)
reverzni mod vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
teikoplanin

teikoplanin aglykon

triethylamin

triethylaminacetatovy pufr

ultrafialovy

17a-estradiol



Seznam pouzitych symbolu

a regresni koeficient LFER rovnice

b regresni koeficient LFER rovnice

c usek/konstanta v rovnici LFER

AG zména Gibbsovy energie

k reten¢ni faktor

r regresni koeficient LFER rovnice

R rozliSeni pika

R, rozsah molarni refrakce

S regresni koeficient LFER rovnice

S faktor symetrie

tr retencni ¢as

v regresni koeficient LFER rovnice

Vi McGowantiv charakteristicky objem solutu

o, charakteristika proton-donorové schopnosti analytu pro tvorbu vodikové vazby

2B charakteristika proton-akceptorové schopnosti analytu pro tvorbu vodikové
vazby

' dipolarita/polarizibilita



1. UVOD

Vysokoucinnéa kapalinova chromatografie (HPLC) se fadi mezi nejcastéji pouzivané
separaéni metody. Vynika vysokou spolehlivosti, dobrou opakovatelnosti a robustnosti.
Vyhodou této metody je moznost ovliviilovat separaci nejen volbou stacionarni faze, ale také
zménami sloZeni mobilni faze, kterd neni pouze inertnim nosi¢em vzorkl (jako tomu je napf.
u plynové chromatografie), ale podili se na interakcich rozpusténych latek se sorbentem. V
HPLC jsou pouzivany dva, piipadné tii separacni mody: nejcastéjsi je reverzni (mobilni faze
je polarngj$i nez stacionarni faze), pak normalni (staciondrni faze je polarnéjsi nez faze
mobilni), a dale se hovoii o polarné-organickém (mobilni faze je vétSinou tvofena
acetonitrilem, methanolem a malym mnozstvim triethylaminu a kyseliny octové na ovlivnéni
selektivity). Touto technikou Ize separovat Sirokou Skalu strukturné velmi odlisnych slouc¢enin
[1] a lze ji pouzit pro kvalitativni i kvantitativni analyzu. Volba vhodného separac¢niho
systému se Casto provadi empiricky, na zdklad¢ zkuSenosti experimentatora, podle informaci
ziskanych z literatury, s vyuzitim nckterych optimalizacnich programii nebo ¢isté postupem

pokus-omyl. Lze vSak vyuzit i nékterych fyzikalné-chemickych charakteristik.

1.1 Optimalizace separace

Pro vybér optimdlnich separacnich podminek, tj. vybér vhodné stacionarni faze a
mobilni faze (poptipadé chiralniho selektoru ptidavaného do mobilni faze), je nutné hlubsi
poznani interak¢nich a reten¢nich mechanizmi. Separace v reverznim separa¢nim modu (RP
HPLC) piedstavuji pfevaznou ¢ast aplikaci, a tudiZ i studii zaméfenych na zékladni vyzkum a
nasledné vyuziti ziskanych poznatkli pro optimalizaci separac¢nich podminek v tomto
usporadani vysokoucinné kapalinové chromatografie. S rostoucim vyuzitim RP HPLC vznika
1 Siroké spektrum reverznich staciondrnich fazi. Znamé technické parametry
chromatografickych kolon nejsou ve vétSin€ ptipadi postacujici k vybéru optimalni kolony
pro konkrétni separaci [2]. Z tohoto dlivodu je Zzddouci nalézt vztah mezi chemickou
strukturou analytl, fyzikalné-chemickymi vlastnostmi stacionarnich fazi a jejich separa¢nimi
ucinky, a proto byla navrzena fada testl pro charakterizaci chromatografickych kolon v téchto
separaénich systémech. Zadny z testdl zatim neni vieobecné akceptovan z ditvodu sloZitosti
chromatografického systému a poctu parametrii, které ovliviiuji retenci analytd. Jednim z
moznych semiempirickych postupii charakterizace separacnich systémi je metoda linedrnich

vztahll volnych energii (LFER — Linear Free Energy Relationship) [3, 4].



Proces optimalizace separace muze velmi zkomplikovat vyskyt systémovych piki.
Existuji ptipady, kdy je dana systémova zona detekovatelna a ve vysledném chromatogramu
se objevi vice pikd nez odpovidd poctu analyzovanych latek anebo systémovéa zdéna
»interaguje” se zonou analytu a nastane jev nazyvany rezonance. Porozuméni jeviim
probihajicim (vyskytujicim se) v chromatografickych separacnich systémech ma zésadni vliv

na spravnou interpretaci analytickych dat, a tudiz vysledky analyzy.



2. CIL PRACE

Cilem dizertacni prace bylo studium interakénich mechanizmii ve vysokoucinné
kapalinové chromatografii.

Diléi cile 1ze rozdélit do nékolika boda:

e charakterizace a srovnani interakénich moznosti tii chirdlnich staciondrnich fazi:
teikoplaninu, teikoplanin aglykonu a methylovaného teikoplanin aglykonu v riznych
mobilnich fazich pomoci modelu LFER, zjisténi interakci, které nejvice ovliviiuji
retenci analytu a ukazani moznosti predikce retence novych analyti v popsanych
separacnich systémech

e studium systémovych piki v RP HPLC, tzn. popsani jejich vzniku resp. vyskytu a
chromatografického chovani v daném systému

e aplikace ziskanych poznatkl na separace konkrétnich smési analyta
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3. UVOD DO PROBLEMATIKY CHARAKTERIZACE SEPARACNICH SYSTEMU -
PUBLIKACE I

Béhem poslednich desetileti bylo navrzeno nékolik typl testd pro charakterizaci
chromatografickych kolon. Pouzivané testy vyuzivaji spektroskopické techniky (infraervena
spektroskopie a nukledrni magneticka rezonance), statistické (chemometrické¢) metody
(analyza hlavnich komponent, faktorova analyza), van't Hoffovy zavislosti (termodynamické
méteni), ur€eni fyzikdlnich vlastnosti stacionarni faze a chromatografické testovaci metody.
Prestoze prvni Ctyfi jmenované typy testli poskytuji informaci o stacionarni fazi, pro vybér
optimalniho typu separacni kolony pro konkrétni separace je nutné pouzit chromatografické
testovaci metody. Pouziti chromatografickych testii umoziuje charakterizaci kolon obecné
pomoci parametrd, jako je hydrofobicita, silanolova aktivita, procentudlni zastoupeni uhliku,
¢i pomoci parametr charakterizujicich fyzikalné-chemické vlastnosti staciondrni faze. Mezi
chromatografické testy patii napiiklad metody zalozené na urcitém modelu - Horvathiv
model, Galushkliv model, model interak¢nich indext dle Jandery a modely LFER [5]. Dale se
do chromatografickych testii fadi Tanakiv test, Engelhardtiiv test a Walterstv test, pomoci

kterych je mozné urcit naptiklad silanolovou aktivitu stacionarni faze.

3.1 Model linearniho vztahu volnych energii

Popis separa¢niho systému pomoci modelu LFER umoziuje kvalitativni i
kvantitativni objasnéni interakci, které se uplatiiuji v daném systému, a tudiz maji vliv na
retenci analytl. Mezi tyto interakce se fadi hydrofobni interakce, elektrostatické interakce,
vodikova vazba, disperzni sily, vazby s pifenosem naboje, koordina¢ni vazba a sterické
repulze [6]. VRP HPLC je retence analytu nejvyznamngji ovlivnéna hydrofobnimi
interakcemi. Tyto interakce spocivaji v tom, Ze se hydrofobni skupiny ve vodném prostredi
snazi minimalizovat sty¢nou plochu s polarnim (vodnym) okolim [7]. Na zdklad¢ ziskaného
popisu vSech moznych interakei Ize nasledné volit vhodnou kombinaci stacionarni a mobilni
faze pro separace pozadované smési analyti.

Model LFER je zaloZen na linearni zavislosti zmény Gibbsovy energie (AG), a tim 1
vSech vlastnosti, které s ni souviseji (napf. retencni faktor), na charakteristikach prostredi. Se
zménou Gibbsovy energie systému je v kapalinové chromatografii spojen pienos analytu
z mobilni faze do faze stacionarni. AG pii pfenosu analytu mezi fdzemi miiZze byt rozdélena na
prispévky jednotlivych nezavislych typt molekuldrnich interakci [4], které jsou v LFER
rovnici vyjadieny jako soucin dvou clent: fyzikdlné-chemickych parametrti analyt a vlivu

prostfedi na danou interakci.
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V HPLC je retence analytii dédna soucCtem vSech interakci, kterych se v daném
separa¢nim systému analyt Gcastni. Pokud je dand interakce silnéj$i se stacionarni fazi, bude
retenci analytu zvySovat a naopak. Rovnice LFER vyjadfuje korelaci experimentdlné

zjisténych logaritmt reten¢nich faktord s parametry analyti:
logk=c+rR+sm"+aZa” +b28"+ vV, (1)

kde k je reten¢ni faktor (zavisle proménnd), nezavisle proménné ¢leny na pravé stran¢ rovnice
(oznadené kurzivou) jsou: R; rozsah molarni refrakce (cm?) [3, 4], 7" dipolarita/polarizibilita,
o, charakteristika proton-donorové schopnosti analytu pro tvorbu vodikové vazby, 2B,
charakteristika proton-akceptorové schopnosti analytu pro tvorbu vodikové vazby, V,
McGowaniiv charakteristicky objem solutu (cm’.mol™) [8]. Objem solutu V; se d&li stem a
rozsah molarni refrakce deseti, aby byly deskriptory ve stejném métitku [9]. Regresni
koeficienty r, s, a, b, v ziskané multidimenzionalni linearni regresi popisuji rozdily v dané
vlastnosti mezi stacionarni a mobilni fazi. Symbol ¢ piedstavuje konstantu (viz nize).

LFER tedy koreluje retenci s vlastnostmi analytu. Tyto vlastnosti jsou popsany
pomoci deskriptort, které se ziskdvaji empiricky. V rovnici se vyskytuje pét na sobé
nezavislych deskriptori, které udédvaji schopnost analytu podilet se na urcitych typech
interakci: V, - hydrofobni interakce, deskriptor zahrnuje disperzni a kohezivni interakce
(schopnost tvorby kavity) analytu s chromatografickym systémem, 23," a Za,” - interakce
prostfednictvim vodikové vazby (Za,” - popisuje proton-donorovou schopnost analytu pro
tvorbu vodikové vazby smolekulami mobilni a stacionarni faze, XB,” - odrazi proton-
akceptorovou schopnost analytu pro tvorbu vodikové vazby s molekulami mobilni a
stacionarni faze), 7, - elektrostaticka interakce, R, - disperzni interakce. Deskriptory
kvantitativné popisuji strukturni odliSnosti mezi slou¢eninami. V roce 1993 M. H. Abraham
publikoval nové deskriptory, které patii k ¢asto pouzivanym charakteristikam latek [10]. Tyto
parametry byly publikovany pro velky pocet sloucenin a jsou vhodné pro model LFER,
protoZe jsou vztazené ke zméné Gibbsovy energie.

Ziskané regresni koeficienty popisuji rozdily v danych molekulérnich interakcich mezi
stacionarni a mobilni fazi. Pokud je dany regresni koeficient kladny, dana interakce je siln¢jsi
mezi analytem a stacionarni fazi neZ mezi analytem a mobilni f4zi a naopak. Koeficienty vétsi
nez nula zvySuji retenci analytu, zatimco zaporné koeficienty zplisobuji opacny efekt.

Vysledna retence analytu je pak uréena souctem vsech prispévk.
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Regresni koeficient r popisuje rozdil ve schopnosti staciondrni a mobilni faze
interagovat sn- a m-elektrony analytu. V  koeficientu s je zahrnut rozdil
v dipolarité/polarizibilit¢ mezi stacionarni a mobilni fazi - poukazuje na schopnost fazi
ucastnit se interakci dip6l-dipol a dipol-indukovany dipol. Regresni koeficient a odrazi rozdil
v akceptorové bazicit¢ vodikové vazby (schopnost piisobit jako akceptor vodiku pro
vodikovou vazbu) mezi stacionarni a mobilni fazi (bazicka fdze bude interagovat s kyselym
solutem). Rozdil v donorové acidité vodikové vazby (schopnost piisobit jako donor vodiku
pro vodikovou vazbu) mezi stacionarni a mobilni fazi je popsan koeficientem b. Regresni
koeficient v pfedstavuje rozdil v hydrofobicité mezi stacionarni a mobilni fazi, ktery zavisi na
rozdilu kohezivity obou fazi a na rozsahu disperznich interakci mezi solutem a stacionarni
fazi a solutem a mobilni fazi [11]. Clen ¢ rovnice LFER neni vysvétlovan pomoci
solvatacnich parametrti. Odpovida zméndm ve fazovém poméru systému (podil objemuli
stacionarni faze a mobilni faze) [12]. Zahrnuje téZ vSechny mozné vlivy na retenci, které
nejsou popsany pomoci regresnich koeficienti.

Pokud je pouzita fixni mobilni faze lze regresni koeficienty pouzit piimo pro
charakterizaci stacionarnich fazi, a tudiz umoznit jejich porovnavani [3, 4]. PfestoZe regresni
koeficienty v tomto ptipad¢ charakterizuji pfimo stacionarni fazi, mohou byt ovlivnény
nasorbovanou mobilni fazi a jsou tedy charakteristické pro dany chromatograficky systém,
danou kombinaci staciondrni faze a slozeni mobilni faze.

Vlastnosti separa¢niho systému vyjadiené pomoci regresnich koeficientll v rovnici (1)
se ,urcuji“ pomoci tzv. testovaci sady soluti. Vybrand testovaci sada soluti by méla
obsahovat strukturn¢ odlisSné latky, aby rozlozeni hodnot jednotlivych deskriptorii bylo
rovnomérné a pokryvalo celou Skalu interakci popsanych pomoci téchto deskriptort [13] a
tudiz se nepreferoval zadny typ interakce na ukor jiného. Vysledek metody LFER ma tim
vetsi vahu, ¢im veétsi pocet latek je do regrese zahrnut, na urceni kazdého regresniho

parametru se pocitaji alesponi ti1 az Ctyfti latky [12, 14].

3.2 Chiralni stacionarni faze na bazi teikoplaninu

Pro déleni chirdlnich latek je tfeba v separacnim systému vytvofit enantioselektivni
(chiralni) prostiedi. V HPLC lze toto prostfedi realizovat ptidavkem chiralniho selektoru do
mobilni faze nebo vyuzitim chiralni staciondrni faze. Druhému pfistupu se pritom vétSinou

dava prednost. Mezi vyznamné chirdlni selektory resp. CSP se fadi makrocyklicka antibiotika.
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Chiralni stacionarni faze (CSP) na bazi teikoplaninu — teikoplaninova (T), teikoplanin
aglykonovd (TAG) a methylovana teikoplanin aglykonova (MTAG) se fadi do skupiny
makrocyklickych antibiotik, glykopeptidl. Struktury téchto chirdlnich selektort jsou uvedeny
na Obr. 3.1. V systémech s makrocyklickymi antibiotiky lze v HPLC pouzit vSechny tfi
separacni mody (normalni, reverzni a polarné-organicky).

Teikoplanin je glykopeptid, jehoz struktura je tvofena bohaté substituovanou
peptidovou kostrou a cukernou slozkou. Molekula teikoplaninu obsahuje fadu polédrnich 1
nepolarnich skupin a dvacet tfi chirdlnich center. Mezi polarni skupiny teikoplaninu patii
deset hydroxylovych skupin, ¢tyfi fenolické skupiny, jedna primarni amino skupina a jedna
volna karboxylovd skupina. Mezi nepolarni ¢asti molekuly se ftadi predevsSim devét
methylenovych jednotek, které tvoii acylovy fetézec vazany na cukerny zbytek (2-amino-2-
deoxy-pB-D-glukopyranosylovy zbytek). Hydrofobni fetézec vyznamné piispiva k malé
rozpustnosti teikoplaninu ve vodé. Mezi dalsi nepolarni skupiny patii fada Sesti amidt vznikla
spojenim peptidovymi vazbami a vytvaiejici makrocyklickou ¢ast molekuly (tzv. aglykonovy
ko$) a sedm benzenovych jader na n¢ navazanych. Molekula teikoplaninu déle obsahuje dalsi
dva cukerné zbytky bez acylového fetézce a etherové skupiny [15]. Molekula teikoplanin
aglykonu se lisi od nativniho teikoplaninu absenci cukernych podili a skupin na né
navazanych (hydrofobni acylovy fetézec). Diky neptitomnosti cukernych slozek jsou jeho
ionizovatelné skupiny odhalenéjsi a tim pfistupnéj$i pro interakce s nékterymi analyty.
Naopak TAG ztraci interakéni moZznosti poskytované cukernymi substituenty. Methylaci péti
fenolickych skupin a jedné karboxylové skupiny molekuly TAGu lze pfipravit dalsi chiralni
selektor odvozeny od teikoplaninu - methylovany teikoplanin aglykon [16]. Substituci se
potlaci dispozice pro vodikové vazby, které se mohou tvofit mezi fenolickymi skupinami a
analytem.

Ze struktury teikoplaninovych chiralnich selektorii je patrné, ze typ interakce
s analytem v separacnim systému miize byt rizny - vodikové vazby, n-m interakce, interakce

dipol-dip6l, hydrofobni interakce apod.
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Obr. 3.1. Struktura teikoplaninu (A), teikoplanin aglykonu (B) a pfedpokladand struktura
methylovaného teikoplanin aglykonu (C).
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3.3 Vysledky a diskuze

Vyse popsany model LFER byl pouzit pro porovnani interakénich moznosti tfi CSP na
bazi teikoplaninu (T, TAG, MTAG) v RP HPLC. Pro studium byly vybrany ¢tyii mobilni faze
liSici se pomérem methanolu (MeOH) a 1% triethylaminacetatového pufru (TEAA), pH 4,20
(obsah MeOH v mobilni fazi se pohyboval mezi 20% a 80%) nebot’, jak jiz bylo vyse
zminéno, 1 sloZeni mobilni faze vyznamné ovliviiuje retenci a separaci analytii v HPLC. Jak
bylo ukdzdno v kap. 3.2., tyto chiralni selektory obsahuji velké mnozstvi potencialnich
interakénich mist. Z tohoto diivodu jsou chirdlni separace na CSP na bazi teikoplaninu
komplexnim procesem zahrnujicim i rizné vlivy slozeni mobilni faze. Zasadni ulohu hraji
specifické interakce mezi CSP a enantiomery. Volba vhodného typu chirdlni stacionarni faze
podle chemické podstaty solutu neni dosud beze zbytku mozna, protoze u fady z nich neni
znam piesny mechanizmus interakce. Volba je tedy ¢asto empirickd, podepiend jen idaji o
separaci podobnych sloucenin z dostupné literatury [17]. Popis separacnich systémli modelem
LFER umozniuje objasnit z kvalitativniho i kvantitativniho hlediska typy interakci, kterymi
dany systém disponuje. Tento model pievadi experimentdlné ziskané vysledky zurovné
retencnich dat do roviny intermolekularnich interakei, které jsou zakladem pro pochopeni
reten¢niho mechanizmu. Kvantitativnim ur€enim jednotlivych interakci lze predpovédét
retenci novych solutd se znamymi deskriptory a zvolit tak vhodny typ stacionarni faze pro

vybranou smés analytt.

Vsechny porovnavané CSP jsou tvofeny silikagelovym nosi¢em, na ktery jsou vazany
prislusné chirdlni selektory (viz Obr. 3.1.). Pouzitim pufru o pH 4,20 jako vodné slozky
mobilni faze byla potlacena disociace silanolovych skupin, triethylamin pfitomny v mobilni
fazi kompenzuje volné silanolové skupiny. Za téchto podminek jsou interakce vyvolatelné
volnymi silanolovymi skupinami znacn€ omezené a retenci analytd ovliviluji predevSim
interakce analyt/chiralni selektor a analyt/mobilni faze. Testovaci sada soluti obsahovala 34
strukturné odlisnych latek (viz Table 1 v publikaci 1) a pokryvala celou skalu interakci
vyjadienych molekulovymi deskriptory, aby rozloZeni hodnot jednotlivych deskriptor bylo
rovnomérné, a tim se nepreferoval Zadny typ interakce na ukor jiného.

Pro porovnani interakénich moznosti jednotlivych chromatografickych separac¢nich
systétmti byly pouzity regresni koeficienty optimalnich LFER modeli ziskané
multidimenziondlni linedrni regresi pomoci statistického programu NCSS. Tyto regresni

koeficienty jsou uvedeny v tabulce Table 2 a na obrazcich Figures 1-5 v publikaci I.
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V RP HPLC se hydrofobni interakce vyznamné podili na zvySeni retence prevazné
nepolarnich analyti. V modelu LFER je hydrofobicita reprezentovana regresnim koeficientem
v. Vnami studovanych systémech tento koeficient roste se zvySujicim se obsahem pufru
v mobilni fazi. Nejvyssi hodnota koeficientu v byla ziskdna pro MTAG CSP ve vsSech
pouzitych mobilnich fazich. Diivodem je zvySeni hydrofobicity chirdlniho selektoru methylaci
karboxylové skupiny a fenolickych skupin teikoplanin aglykonu. Pofadi vyznamnosti
hydrofobnich interakci je MTAG>TAG>T ve vSech studovanych separacnich systémech. Pfi
pouziti mobilni fadze s vysokym obsahem organického modifikatoru (v naSem ptipad¢ 80 %
methanolu) regresni koeficient v se stane statisticky nevyznamnym pro vSechny CSP, coz
znamena ze se tato interakce vyznamné nepodili na retenénim mechanizmu.

Schopnost interagovat s n- a 7- elektrony analytu (vyjadiend regresnim koeficientem
r) také roste s rostoucim obsahem pufru v mobilni fazi. Celkové nizsi hodnoty koeficientu r
oproti koeficientu v ukazuji, ze ptispévek tohoto typu interakce k celkové retenci analytl je
(oproti TAG a MTAG CSP pii pouziti stejné mobilni faze), ktera ma hlfe pfistupna
aromatickd jadra a karbonylové skupiny diky pfitomnosti cukernych zbytki. Pfi pouziti
mobilni faze s 80 % methanolu interakce s n- a - elektrony analytu obdobné jako interakce
hydrofobni nemaji vyznamny vliv na retenci.

Regresni koeficient s (popisujici mozné polarni interakce) nabyva kladné hodnoty pro
vSechny studované systémy (pouze v systétmu TAG CSP v mobilni fazi obsahujici 20 %
methanolu je tento koeficient statisticky nevyznamny), nebot CSP na bazi teikoplaninu
obsahuji mnoho polérnich (hydroxylové skupiny, amino skupiny atd.) a polarizovatelnych
skupin. Oproti tomu v reverznim modu s oktadecylovymi ¢i oktylovymi stacionarmini fazemi
nabyva tento regresni koeficient zapornych hodnot, to znamend, Ze na téchto staciondrnich
fazich se neuplatnuji interakce s n- a 7- elektrony analytu, tento typ interakce je siln¢js$i mezi
analytem a mobilni fazi [4]. V mobilni f4zi obsahujici 80 % methanolu se interakce dipdl-
dipdl a dipdl-indukovany dip6l stavaji vyznamnym faktorem ovliviiujicim retenci na TAG a
MTAG CSP (nahrazuji hydrofobni a - a 7- elektronové interakce).

Zaporné hodnoty regresnich koeficientti a a b ve vSech studovanych systémech znaci,
ze dany typ interakce je siln¢j$i mezi analytem a mobilni fazi neZ mezi analytem a stacionarni
fazi. Acidita a bazicita tedy patii mezi faktory snizujici retenci analytl, které maji
ptedpoklady ucastnit se téchto typid interakci. Regresni koeficient b je v systému tvofeném
mobilni fazi MeOH/1% TEAA, pH 4,20 (20/80, v/v) a TAG CSP statisticky nevyznamny, coz

znamena, Ze acidita staciondrni a mobilni faze je velmi podobna.
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Model LFER je (na rozdil od chromatografickych testl napt. dle Tanaky ¢i Walterse,
které poskytuji jen dil¢i informace [2, 5]) obecna metoda charakterizujici interakéni moZnosti
separacnich systémt. Tento model slouzi kpopisu separacnich systémil, nikoliv
k charakterizaci chirdlnich separaci. Stereoselektivni diskriminace nejsou explicitné
popisovany regresnimi koeficienty LFER modelu. Regresni koeficienty 1ze ovSem vyuzit k
predikci retence chiralnich latek, poptipadé ¢astecné i k predikci enantioseparace. Zde je tieba
uvazit, ze pro déleni enantiomerd na CSP se ale ptredpoklada alespon tfibodova interakce
molekul solutu s CSP [18], kde je alespoii jedna interakce stereoselektivni [19]. Podle znamé
struktury enantiomert a regresnimi koeficienty popsaného separa¢niho systému (tedy znalosti
interakénich moznosti, které systém poskytuje) lze ziskat urcitou ptedstavu o jeho

enantioselektivité.
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4. UVOD DO PROBLEMATIKY SYSTEMOVYCH PORUCH - PUBLIKACE II

4.1 Systémové piky

Vyznamnym, ale ¢asto ruSivym jevem, ztéZujicim proces optimalizace separace nejen
ve vysokoucinné kapalinové chromatografii, ale téz v dalSich separacnich metodach —napf.
kapilarni zonové elektroforéze (CZE), je vyskyt systémovych pikd.

Béhem chromatografického separa¢niho procesu se pii prutoku mobilni fidze systémem
ustavuje rovnovaha mezi staciondrni a mobilni fazi. Tuto rovnovahu lze porusit nédhlou
zménou slozeni mobilni faze [1, 2]. Nejcastéjsi pfi¢inou poruseni této rovnovahy je
nadavkovani vzorku, ktery se svym sloZenim 1i$i od sloZeni pouZivané mobilni faze [3]. Dalsi
pfi¢inou porusSeni rovnovahy muize byt napiiklad nahld zména teploty kolony [3].

Po naruSeni rovnovdhy za¢ne chromatograficky systém ihned sméfovat k novému
rovnovaznému stavu [4]. Vysledkem je vznik systémovych zon (poruch). Tyto systémové
zony se pohybuji chromatografickym systémem stejné jako zony analytti [4]. Pokud je
systétmova zoéna detekovatelna, objevi se ve vysledném chromatogramu ve formé
systémového piku. Zakladni vlastnosti systémovych pikll je nezévislost jejich retenc¢nich
faktori na charakteru davkovanych analytii [4]. Jsou charakterizovany vlastnimi retencnimi
faktory, tvarem pikl a vykazuji obvyklé adsorp¢ni izotermy, které 1ze ziskat v HPLC [5].

Studiu systémovych pikii byla, a vsoucasné dobé nadile je, vénovdna znacna
pozornost, coz dokazuje velky pocet praci zabyvajicich se touto problematikou [6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14]. Nepochopenim podstaty systémovych pikti muze dojit ke Spatné
interpretaci ziskanych vysledkd, tyto piky byvaji asto chybné zaménovany s piky métenych
analyti [15]. Zavazny problém pii vyhodnocovani namétenych dat muize nastat, pokud
systémova zona ,,interaguje se zénou analytu, tj.v kapalinové chromatografii v pfipadé, ze
retencni Casy systémového piku a piku analytu jsou shodné nebo velmi blizké [16]. Tento jev
se nazyva rezonance a byl podrobné popsan v CZE [17, 9, 18]. Vysledkem ,,interakce zo6n
mize byt deformace tvaru zén, a nasledné¢ nadmérné rozsifeni obou pikt. Signal sledovany
nepiimou detekci ziskd charakteristicky ,,cik-cak® tvar, je abnormalné velky a neni umérny
mnozstvi analytu. Takto ziskané chromatogramy nelze bezchybné vyhodnotit.

Systémové piky vSak nemaji pouze rusivé ¢i negativni vlivy na separaci a detekci, ale
lze je vyuzit napt. v HPLC k uréeni mrtvého Casu [1, 19], ktery je nezbytny pro vypocet
reten¢nich faktorti a tedy k charakterizaci separovanych latek. Spravné urceni mrtvého Casu

kolony byva v kapalinové chromatografii ¢asto problematické [20, 21, 22]. K ur¢eni mrtvého

20



¢asu se v mnoha pfipadech pouziva analyt, ktery ,,neinteraguje‘ se stacionarni fazi. Vzhledem
k tomu, Ze se na retenci podili mnoho rozdilnych typt interakei (viz kap. 3), je velmi obtizné
zajistit, aby zvoleny marker mrtvého Casu skutecné se stacionarni fazi neinteragoval zadnym
typem interakce. Timto zplsobem zjistovany mrtvy cas je zasadné ovlivnén vybérem
markeru. V zavislosti na vybraném markeru je mozné ziskat riizné hodnoty pro mrtvy cas
kolony [23]. Jinou moznosti je vyuzivat kur€eni mrtvého casu systémového
(rozpoustedlového) piku.

Stacionarni systémovy pik v CZE je mozné pouzit jako marker elektroosmotického toku [24].

4.2 Vysledky a diskuze

Vznikem a chromatografické ,,chovani systémovych pikil bylo sledovano v RP
HPLC. K feSeni této problematiky byla pouzita kolona Discovery® RP Amide C16, ktera je
kompatibilni se 100% vodnou mobilni fazi. U téchto typt kolon neni nutné pouzit organicky
modifikator v mobilni fazi, aby nedoSlo ke kolapsu staciondrni fize, jak se déje napf. u
béznych C18 nebo C8 kolon. Mobilni faze byly tvotené dvou nebo tiislozkovymi vodnymi
pufry o riznych koncentracich (a pfislusnych hodnotach pH). Dvouslozkové mobilni faze
byly tvofené kyselinou benzoovou a hydroxidem alkalického kovu (LiOH nebo CsOH).
Ttislozkové mobilni faze se sklddaly z kyseliny benzoové, kyseliny tropové a hydroxidu
lithného. Kyselina tropova (kyselina 3-hydroxy-2-fenylpropionova) byla vybrana jako tfeti
slozka mobilni faze z divodu strukturni podobnosti s kyselinou benzoovou; dala se proto
predpokladat jejich kompetice o vazebna mista na staciondrni fazi. Davkované poruchy
obsahovaly stejné slozky jako pouzivana mobilni faze se zménénou koncentraci jedné nebo
dvou z nich.

Obecné plati, ze systémové piky mohou byt negativni ¢i pozitivni v zavislosti na
koncentraci dané slozky v z6né ddvkované poruchy a v mobilni fazi [1, 3, 7]. Nadavkovanim
poruchy LiOH (CsOH) (tzn. koncentrace LiOH (CsOH) ve vzorku se lisi od jeho koncentrace
v mobilni fazi a koncentrace ostatnich slozek jsou zachovany) ziskadme dva systémové piky
pii pouziti binarniho pufru jako mobilni faze, respektive tii systémové piky u ternarniho pufru
(viz Figure 5 v publikaci II). Prvni systémovy pik je vzdy stacionarni, zatimco ostatni méni
svou pozici v zavislosti na sloZzeni pufru. V pifipadé vyssi koncentrace LiOH (CsOH)
v davkované zon¢ nez v binarni mobilni fazi, ziskdame chromatogram s prvnim pikem
kladnym, zatimco druhy pik je zaporny a naopak (viz Figure 4 v publikaci II). Pokud do téze

mobilni faze naddvkujeme kladnou/zapornou poruchu kyseliny benzoové, ziskame pouze
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jeden kladny/zédporny systémovy pik, ktery svou pozici odpovidd druhému (pozdéji
eluujicimu) systémovému piku vytvorenému pii poruse LiOH (viz Obr. 4.1.). Tento jev je
s nejvetsi pravdépodobnosti zplisoben tim, Ze se hydroxidy alkalickych kovii nevazi na tuto
stacionarni fazi a bude diskutovan pozdéji. Z Obr. 4.1. je patrné, ze nadavkovanim vzorku o
zcela stejném slozeni jako mobilni faze neziskame ve vysledném chromatogramu zadny
systémovy pik, protoze nedojde k poruseni ustavené rovnovahy mezi stacionarni a mobilni

fazi.

—— 7mM k.benzoova+9mM LiIOH
1 —— 8mM k.benzoova+9mM LiOH

0,005 + 9mM k.benzoova+9mM LiOH

—— 10mM k.benzoova+9mM LiOH

11mM k.benzoova+9mM LiOH
—— 12mM k.benzoova+9mM LiOH
1 13mM k.benzoova+9mM LiOH 4

0,003 4 —— 14mM k.benzoova+9mM LiOH |
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Obr. 4.1. Chromatogramy ziskané nadavkovanim poruchy kyseliny benzoové. Mobilni faze:
10 mM kyselina benzoova + 9 mM LiOH. Slozeni jednotlivych davkovanych poruch je
uvedeno v obrazku. Nepfima UV detekce: 290 nm, teplota kolony a v karuselu: 25 °C,

pratokova rychlost mobilni faze: 0,2 ml/min, ddvkovany objem: 10ul.

Zménou koncentrace obou slozek, LiOH 1 kyseliny benzoové, v davkované zoné
oproti koncentraci téchto slozek v mobilni fazi lze dosdhnout vyrovnani obou poruch a
»zmizeni® druhého systémového piku z chromatogramu, coz je patrné z Obr. 4.2.
Nadavkovanim poruchy o slozeni 12 mM kyselina benzoova + 3 mM LiOH do mobilni faze
tvofené 10 mM kyselinou benzoovou + 5 mM LiOH (Obr. 4.2. A) ziskdme zaporny prvni
systétmovy pik (koncentrace LiOH v davkované zoné€ je niz$i neZz v mobilni fazi). Druhy
systémovy pik je kladny a je dan souctem kladné¢ poruchy kyseliny benzoové a zaporné
poruchy LiOH (ta vyvola kladny druhy systémovy pik, jak jiz bylo uvedeno vyse). V ptipadé

nasttiku poruchy o slozeni 12 mM kyselina benzoova + 7 mM LiOH do téze mobilni faze
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(Obr. 4.2. B) dostaneme ve vysledném chromatogramu prvni systémovy pik kladny. Druhy
systtmovy pik ,zmizi“ zchromatogramu, protoze koncentrace kyseliny benzoové
v davkované zoné je vyssi nez v mobilni fazi — to by zplisobilo kladny druhy systémovy pik, a
zaroven je i koncentrace LiOH v davkované zoné vyssi nez v mobilni fazi, coz vyvolava
zaporny systémovy pik, v tomto pfipadé se tedy obé poruchy vyrovnaji. Analogického efektu
s opacnymi amplitudami 1ze dosdhnout pro poruchy s nizsi koncentraci kyseliny benzoové (a

k tomu pfislusnymi koncentracemi LiOH) neZ je v mobilni f4zi (Obr. 4.2. C, D).

A
B
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D
T T T T T T T T 1
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Obr. 4.2. Chromatogramy ziskané nadavkovanim: A — 12 mM k. benzoova + 3 mM LiOH,

B — 12 mM k. benzoova + 7 mM LiOH, C — 8 mM k. benzoova + 7 mM LiOH, D — 8 mM k.
benzoova + 3 mM LiOH. Mobilni faze: 10 mM k. benzoova + 5 mM LiOH. Neptima UV
detekce: 290 nm, teplota kolony a v karuselu: 25 °C, priitokova rychlost mobilni faze: 0,2

ml/min, ddvkovany objem: 10ul.

K ovéteni predpokladu, ze se kationty alkalickych kovli nevazi na staciondrni fazi, a
tudiz je mozné pouzit tyto latky k uréeni mrtvého ¢asu kolony, byl LiOH zaménén za CsOH o
stejné koncentraci v daném pufru pii zachovani vSech ostatnich experimentalnich podminek.
Ziskana data jsou uvedena v tabulce viz Table 2 v publikaci II. Z této tabulky je ziejmé, ze
zaména hydroxidd nema vliv na pozici obou systémovych pikt. Taktéz, pokud nadavkujeme
smesnou poruchu dvou alkalickych hydroxidii (napt. LiOH s CsOH nebo LiOH s NaOH) se
zachovanou koncentraci kyseliny benzoové, ve vysledném chromatogramu se neobjevi zadny
dalsi systémovy pik. V takovém ptipadé je plocha resp. vyska prvniho systémového piku dana

souctem obou komponent.
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Dalsi zptisob, ktery byl pouzit pro ovéfeni piedpokladu, ze kationty alkalickych kovii
neinteraguji se stacionarni fazi, byl specialni ,,cyklicky experiment™ (s naslednym métenim
v CZE), ktery je podrobné¢ popsan v publikaci II. Timto postupem bylo ovéieno, ze se LiOH
nevaze na stacionarni fazi, zatimco kyselina benzoova se stacionarni fazi interaguje. Hydroxid
lithny je tedy vhodny marker mrtvého Casu pro tento typ kolon.

Pozici prvniho systémového piku (stacionarni pik) nelze zménit, protoze, jak jiz bylo
uvedeno, hydroxidy alkalickych kovii se na staciondrni fazi nevazi. Zménit pozici druhého
systémového piku je v bindrnich systémech mozné¢ dvéma zplisoby. S rostouci disociaci
kyseliny benzoové v mobilni fazi (tzn. s rostouci koncentraci hydroxidu alkalického kovu) se
druhy systémovy pik posouva k vyssim reten¢nim ¢astim (viz Obr. 4.3. a Table 1 v publikaci
IT). Tento posun miiZze byt vysvétlen tim, Ze se na stacionarni fazi vaze prednostné nenabita
(nedisociovand) kyselina benzoova. S rostouci disociaci kyseliny benzoové je v daném pufru

k dispozici niz§i mnozstvi nenabité slozky, a tim se snizi kompetice o vazebna mista na

stacionarni fazi a dojde ke zvySeni retence.

—— mf: 10mM k.benzoova

—— mf: 10mM k.benzoova+1mM LiOH
mf: 10mM k.benzoova+2mM LiOH

0,012 4 —— mf: 10mM k.benzoova+3mM LIOH
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—— mf: 10mM k.benzoova+9mM LiOH

0,010+
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Obr. 4.3. Chromatogramy ziskané nadavkovanim 10 pl 12 mM kyseliny benzoové. SloZeni
jednotlivych mobilnich fazi je uvedeno v obrazku. Nepiima UV detekce: 290 nm, teplota

kolony a v karuselu: 25 °C, pratokova rychlost mobilni faze: 0,2 ml/min.

24



Druhym zpiisobem je fedéni mobilni faze. V tabulce viz Table III v publikaci II jsou uvedeny
retenéni Casy pro oba systémové piky v riznych mobilnich fazich tvofenych kyselinou
benzoovou a LiOH v poméru 2:1, kdy maji vSechny uvedené pufry maximdalni pufracni
kapacitu (pfi dané koncentraci pufrti). S fedénim mobilni faze (s klesajici koncentraci slozek
pufru) se druhy systémovy pik posouva k vysSim retencnim castim. Divodem je opét nizsi
pokryti stacionarni faze kyselinou benzoovou a tedy mensi kompetice o vazebna mista na

stacionarni fazi.

V ternarnich systémech tvofenych dvémi kyselinami (kyselinou benzoovou a
tropovou) a 5 mM LiOH ziskame nadavkovanim poruchy LiOH tfi systémové piky, z nichz
prvni pik je opét stacionarni. Druhy a tfeti systémovy pik méni svou pozici v zavislosti na
slozeni (koncentraci obou kyselin) mobilni faze (viz Figure 5 v publikaci II). Pozice druhého
systémového piku se s rostouci koncentraci kyseliny tropové (od 2 mM do 8 mM) v ternarni
mobilni fazi ptiblizuje pozici systétmového piku, ktery ziskame porusenim rovnovahy pii
pouziti binarni mobilni faze (10 mM kyselina tropova + 5 mM LiOH). Totéz plati pro treti
systémovy pik (se zvySujici se koncentraci kyseliny benzoové) v ternarnim systému ve
srovnani s druhym systémovym pikem v binarnim systému (10 mM kyselina benzoova +
5 mM LiOH). Pozice druhého a tietiho systémového piku se piiblizuji s klesajici koncentraci
kyseliny benzoové v mobilni fazi. Zjisténé chovani potvrzuje piedpoklad o soutéZeni téchto

dvou kyselin o vazebna mista na staciondrni fazi.

Ukézka jevu nazyvaného v odborné literatufe rezonance v chromatografickém
systému je znazornéna na obrdzku viz Figure 6 v publikaci II. ,,Interakce systémové zony a
zOny analytu nastala pti nadavkovani pentan-1-olu do jednoslozkové mobilni faze tvofené
10 mM kyselinou benzoovou. Ziskany signal ma ,,cik-cak® tvar, ktery je charakteristicky pti
pouziti neptimé UV detekce. Oba piky jsou rozsSitené a nelze je bezchybné kvalitativné ani

kvantitativné vyhodnotit.

4.3 Matematicky popis a predikce systémovych piki

Na zaklad¢ ziskanych experimentalnich dat byl odvozen matematicky model, ktery
popisuje chovani systémovych pikii v chromatografickém systému tvofeném vodnymi
mobilnimi fazemi slozenymi z kyseliny benzoové a LiOH v rGznych pomérech a kolonou

Discovery® RP Amide C16. Formulovany matematicky model interakce neutralni formy
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kyseliny benzoové se stacionarni fazi byl pfenesen do programu Simul 5 piivodn€ navrzeného
pro elektroforetické systémy. Tak bylo umoznéno simulovat casovy vyvoj popisovaného
systému v riznych pocate¢nich uspotfadanich. Popis zakladnich experimentl, ziskané
vysledky vyuzité jako podklady pro matematické odvozeni, pfislusny komentai a ukazky

predikovanych chromatogrami programem Simul 5 jsou uvedeny v ptiloze.
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5. PRIKLADY NALEZENI A VYUZITI OPTIMALIZOVANYCH SEPARACNICH
SYSTEMU

5.1 Achiralni systémy

5.1.1 Optimalizace HPLC metody pro separaci vybranych estrogenti - publikace I1I

Ptirodni a syntetické estrogeny se fadi mezi tzv. endokrinni disruptory (EDS). Tyto
latky jsou charakteristické tim, ze pozménuji funkce endokrinniho systému rdznych
organizmi, a to 1 pfi velmi nizkych koncentracich, ve kterych se vyskytuji v Zivotnim
prostfedi [1, 2]. Vzniklé zmény v endokrinnim systému mohou negativné ovlivnit dané¢ho
jedince nebo dlouhodobé plisobit na jeho potomstvo [3]. S rostoucim pouzivanim riznych
hormonalnich ptipravka se tyto slouc¢eniny nebo jejich metabolity dostavaji do tekoucich vod,
kde mohou neptiznivé plisobit na vodni zivocCichy, a proto je nutné monitorovat koncentrace
EDS. Cilem této prace bylo vyvinout jednoduchou HPLC metodu pro stanoveni péti
estrogend, konkrétn¢ estronu (E1), 17a-estradiolu (aE2), estriolu (E3), 17a-ethinylestradiolu
(EE) a mestranolu (M). Struktury jednotlivych estrogenti jsou uvedeny na obrazku viz Figure
1 v publikaci III.

Pro separaci uvedenych estrogenti byl pouzit reverzni mod vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie se stacionarni fazi C18 (tj. nepolarni oktadecylové fetézce kovalentné
navazané na dodateéné odstinény (endcapped) silikagelovy nosi¢). Snahou bylo pouzit co
nejjednodussi mobilni fazi. Acetonitril (ACN) byl vybran jako organicky modifikator,
vzhledem k jeho vys$si elu¢ni sile nez methanolu v téchto systémech, a druhou slozkou
mobilni faze byla deionizovana voda. Prvni testovanou kolonou byl Supelcosil TM LC-18-
DB (250 x 4,6 mm, velikost zrnéni 5 um). Na této koloné bylo postupnou tipravou pomeéru
ACN a deionizované vody v mobilni fazi dosazeno rozdéleni vSech péti estrogenti na zékladni
linii. Nejvhodnéjsi slozeni mobilni faze v izokratickém modu bylo ACN/deionizovana voda
40/60 (vlv) (viz Figure 2 v publikaci III). Retenéni ¢as mestranolu vSak nabyval v tomto
systému velmi vysoké hodnoty (85,8 min), pfi¢inou je silna hydrofobni interakce, kterd se
uplatituje v retenénim mechanizmu této slouceniny. Z divodu snahy po zkraceni doby
analyzy byla nasledné pouzita gradientova eluce. Jako nejvhodnéjsi se ukézal byt linearni
gradient do 100% ACN, aplikovany od 16. do 17. minuty; prvnich 16 minut bylo sloZeni
mobilni faze konstantni - ACN/deionizovana voda 40/60 (v/v). Ziskany chromatogram je
znazornén na obrazku viz Figure 4 v publikaci III. Za optimalizovanych podminek

gradientové eluce byla stanovena mez detekce a mez stanovitelnosti estrogent (viz Table 2
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publikace III). Kratsi retence, lepSi symetrie pikd a vyssi ucinnost separace byly ziskany za
pouziti gradientové eluce oproti eluci izokratické.

Kratsi kolona Symmetry ® C18 (150 x 4,6 mm, velikost zrnéni 5 um) s principidlné
stejnym typem staciondrni faze byla nasledné testovana za ucelem zkraceni doby analyzy a
zlepSeni symetrie pikli. Vybrana kolona mé deklarovanou velmi nizkou aktivitu silanolovych
skupin, takze by se tyto skupiny nem¢ly vyznamné podilet na retenci analytli. Nejprve byl na
této kolon¢ vyzkouSen optimalizovany gradient pouzity pro kolonu Supelcosil. Na Obr. 5.1. a
v Tabulce 5.1. jsou pro porovnani uvedeny chromatogramy resp. chromatografickd data
ziskana pro ob¢ kolony pii pouziti tohoto gradientu. Z obrazku je ziejmé, ze kolona
Symmetry je mnohem vhodnéjsi pro danou separaci, protoze nejenze se snizi retence
estrogenl s vyjimkou mestranolu, ale zirovenl se vyrazné zvysi symetrie pikd, zejména

v piipadé€ 17a-estradiolu, ethinylestradiolu a estriolu.

El

E2
“=° EE E3

Obr. 5.1. Porovnani chromatogramii separace smési 5 estrogenti za pouziti kolon: A)
Symmetry® C18, B) Supelcosil TM LC-18-DB; gradientova eluce, slozeni mobilni faze:
ACN/voda 40/60 (v/v) do 16. min, od 16. do 17. min linearni gradient do 100% ACN;
rychlost pritoku mobilni faze: 1,3 ml/min; teplota kolony: 20 °C; UV detekce: 200 nm.
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Tabulka 5.1. Porovnani vybranych chromatografickych parametrii (g — retencni ¢as, R —
rozliSeni a S — faktor symetrie) uvedenych latek pti pouziti dvou odliSnych kolon; gradientova
eluce; slozeni mobilni faze: ACN/voda 40/60 (v/v) do 16. min, od 16. do 17. min linearni

gradient do 100% ACN; rychlost pratoku mobilni faze: 1,3 ml/min; teplota kolony: 20 °C;

UV detekce: 200 nm.

kolona Supelcosil TM LC-18-DB kolona Symmetry® C18

tr (min) R S tr (min) R S
E1l 3,16 1,43 2,00 1,14
aB2 | 11,91 24,43 1,83 8,86 |28,75 1,18
E3 13,99 3,04 1,97 10,48 | 4,02 1,33
EE 15,77 2,27 1,76 11,99 | 3,19 1,33
M 20,27 10,27 1,21 20,05 27,23 096

Vzhledem k lepsim hodnotdm rozliSeni na koloné Symmetry byla gradientova eluce dale
upravovana za ucelem zkraceni doby analyzy. Zaznam separace estrogeni na koloné
Symmetry za optimalizovanych podminek je uveden na Obr. 5.2., pfislusné chromatograficka

data jsou shrnuta v Tabulce 5.2.
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Obr. 5.2. Chromatogram separace smeési estrogenit za pouziti kolony Symmetry® C18;
gradientova eluce, slozeni mobilni faze: ACN/voda 40/60 (v/v) do 8. min, od 8. do 9. min
linearni gradient do 100 % ACN; rychlost pratoku mobilni faze: 2 ml/min do 8. min, od 8. do

9. min linearné zvySovan pritok na 3 ml/min; teplota kolony: 20 °C; UV detekce: 200 nm.
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Tabulka 5.2. Chromatografické parametry (symboly jako v tabulce 5.1.) uvedenych

estrogennich latek za optimalizovanych podminek gradientové eluce (viz Obr. 5.2.) pfi pouziti

kolony Symmetry.
tr (min) R S
El 1,35 1,07

aE2 5,69 23,68 1,12

E3 6,72 3,44 1,20

EE 7,70 2,83 1,20

M 10,10 10,88 | 0,97

Srovnani separaci na koloné¢ Symmetry pfi aplikaci dvou riznych gradientovych eluci (viz
Obr. 5.1. a 5.2. a Tabulky 5.1. a 5.2.) ukazuje, ze v ptipad¢ aplikace druhého linearniho
gradientu do 100 % ACN, a zaroven zvySeni pritokové rychlosti mobilni fadze mezi 8. a 9.
min doslo k podstatnému zkraceni retence mestranolu (a tudiz celé analyzy), a navic se

zvysila symetrie pika vSech péti analyta.

5.1.2 Optimalizace separace 1,4-benzodiazepini metodou HPLC (pFipravovana

publikace)

Skupina benzodiazepint se fadi mezi tzv. malé trankvilizéry (sedativa). Tato 1éCiva
maji ¢tyfi druhy G¢inku: anxiolyticky (tlumi tzkost), protizachvatovy (v prevenci i v 1é¢bé
kteci), myorelaxacni (uvoliiuji svalové napéti) a sedativni/hypnoticky (navozuji spanek) [4,
5]. Jedna se o chiralni latky, které rychle podléhaji racemizaci, a proto je tézké izolovat
jednotlivé enantiomery [6]. Benzodiazepinova l1é¢iva se vyrab¢ji a pouzivaji pouze ve formé
racematil [7], a proto neni nutné kontrolovat enantiomerni Cistotu téchto 1é¢iv. Na druhou
stranu tyto léky mohou byt zneuzivany. Z tohoto diivodu je zadouci vyvoj analytickych metod
pro jejich stanoveni.

Cilem této prace bylo nalézt vhodné separa¢ni podminky v RP HPLC systému pro
sedm 1,4-benzodiazepini - bromazepam, oxazepam, nitrazepam, chlordiazepoxid,
flunitrazepam, lormetazepam a diazepam.

Nejprve byla testovana kolona Zorbax SB-C8 (4,6 x 150 mm, 5 pm), naplnéna
oktylsilikagelovou stacionarni fazi. Na této kolon¢ bylo postupnou upravou poméru ACN a
okyselené¢ deionizované vody (octovou kyselinou (HAc) na pH 3,0) v mobilni fazi dosaZeno

rozdéleni vSech sedmi benzodiazepinii na zdkladni linii. Nejvhodnéjsi (optimalizované)
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slozeni mobilni faze v izokratickém modu bylo ACN/okyselena deionizovana voda HAc, pH
3,0 30/70 (vlv) (viz Obr. 5.3., Tabulka 5.1.). Okyseleni mobilni faze bylo aplikovano za

ucelem zvySeni symetrie piki.
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Obr. 5.3. Chromatogram separace smeési benzodiazepini za pouziti kolony Zorbax SB-CS;
slozeni mobilni faze: ACN/okyselena deionizovana voda HAc, pH 3,0 30/70 (v/v); rychlost
pritoku mobilni faze: 1,5 ml/min; teplota kolony: 25 °C; UV detekce: 240 nm.

Tabulka 5.3. Chromatograficka data (symboly viz Tabulka 5.1.) pro separaci smeési
benzodiazepinli za optimalizovanych podminek izokratické eluce (viz Obr. 5.3.) na koloné

Zorbax SB-CS.

tr (min) R S
chlordiazepoxid 2,53 1,54
bromazepam 4,25 9,61 1,02
oxazepam 7,68 13,59 0,97
nitrazepam 8,99 3,92 0,99
flunitrazepam 15,56 13,62 0,98
lormetazepam 16,81 1,97 0,98
diazepam 23,66 8,72 0,99

Pro separaci benzodiazepinti na kolon¢ Zorbax SB-C8 byla zkouSena téz gradientova
eluce za ucelem snizeni celkové doby analyzy. Byly pouzity rizné typy gradientti, ale aby

byla zachovana separace flunitrazepamu a lormetazepamu, bylo mozné aplikovat zvysujici se
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mnozstvi ACN v mobilni fazi az od 15. minuty, coz pfineslo sniZzeni celkové doby separace
na 18,5 minuty oproti 25 minutdm v izokratickém modu. Symetrie pikl je pro gradientovou i
izokratickou eluci srovnatelnd, proto je pro opakovand méteni vhodnéjsi izokratické eluce,
kterou se piedejde nutné ,,ekvilibraci® kolony pred dal$im métenim.

Vyrazné zkraceni doby separace bylo dosazeno pii pouziti kolony Zorbax SB-CI18
(4,6 x 150 mm, 5 um), kterd se od predchozi 1i$i nepolarnéjsi stacionarni fazi (oktadecylové
fetézce navazané na silikagelovy nosi¢). V tomto separacnim systému bylo moZzné pouzit
mobilni fazi s vy$§im obsahem ACN (40 objemovych procent), pfi¢emz separace na zékladni
linii vSech benzodiazepinii byla zachovana a celkova doba analyzy v izokratickém modu se
snizila na 10 minut pfi rychlosti priitoku mobilni faze 1,5 ml/min. ZvySenim rychlosti pratoku

mobilni faze na 2 ml/min klesla celkovd doba separace na 7 minut (viz Obr. 5.4., Tabulka

5.4.).
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Obr. 5.4. Chromatogram separace smési benzodiazepini za pouziti kolony Zorbax SB-C18;
sloZzeni mobilni faze: ACN/okyselena deionizovana voda HAc, pH 3,0 40/60 (v/v); rychlost
pritoku mobilni faze: 2 ml/min; teplota kolony: 25 °C; UV detekce: 240 nm.

33



Tabulka 5.4. Chromatografickd data (symboly viz Tabulka 5.1.) pro separaci smési

benzodiazepinii za optimalizovanych podminek izokratické eluce (viz Obr. 5.4.) na koloné¢

Zorbax SB-C18.

tg (min)| R S
chlordiazepoxid 1,32 1,21
bromazepam 1,76 444 | 1,12
oxazepam 2,41 5,61 | 1,05
nitrazepam 2,74 2,50 | 1,05
flunitrazepam 4,09 8,39 | 1,03
lormetazepam 4,60 2,65 | 1,01
diazepam 6,83 9,07 | 1,02

Za optimalizovanych podminek izokratické eluce na kolon¢ Zorbax SB-C18 byly stanoveny

meze detekce a meze stanovitelnosti 1,4-benzodiazepinii. Mez detekce byla stanovena jako

trojnasobek vysky Sumu, mez stanovitelnosti jako desetindsobek vysky Sumu. Ziskané

hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5.5.

Tabulka 5.5. Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) uréené pro studované 1,4-

benzodiazepiny.
LOD (ng/ml)| LOQ (ng/ml)

chlordiazepoxid 8,68 28,92
"bromazepam 7,89 26,28
loxazepam 8,91 29,69
nitrazepam 17,05 56,83
flunitrazepam 26,70 89,00
lormetazepam 17,77 59,23
diazepam 22,76 75,86

Pouzitim gradientové eluce bylo dosazeno dalsi snizeni doby analyzy na 4,5 minuty.

Zaznam separace je ukdzan na Obr. 5.5. Symetrie pikll je pro gradientovou i izokratickou

eluci opé€t srovnatelnd, proto je pro opakovand méfeni jako v predchozim piipad¢ vhodnéjsi

izokraticka eluce.
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Obr. 5.5. Chromatogram separace smési benzodiazepinl za pouziti kolony Zorbax SB-C18;
slozeni mobilni faze: ACN/okyselena deionizovana voda HAc, pH 3,0 40/60 (v/v) do 2.
minuty, od 2. do 3. min linedrni gradient do ACN/okyselend deionizovana voda HAc, pH 3,0
90/10 (v/v); rychlost pritoku mobilni faze: 2 ml/min; teplota kolony: 25 °C; UV detekce: 240

nm.

5.2 Chiralni systémy — publikace IV

Chiralita se vyskytuje u ftady dtlezitych sloucenin, naptf. u vice nez poloviny
uzivanych 1é¢iv. VEtsina syntetickych postupt vede k tvorbé racematu (tj. ekvimolarni smési
enantiomerll). V piipadé lé¢iv ma velmi casto pouze jeden zenantiomerti poZzadované
terapeutické ucinky. V poslednich letech se projevuje snaha pouzivat jako 1é¢ivo pouze
aktivni enantiomer. Nezadouci izomery mohou interagovat s odliSnymi receptory nebo
enzymy a vést ke vzniku rozdilnych metaboliti a nezddoucich vedlejSich ucinki, toxicité
léCiva nebo jen zatézuji organizmus vstupem neaktivni latky [8]. Podobny trend byl
zaznamenan i pii aplikaci pesticidi. Také v potravinaiské chemii se vzhledem k rozdilnym
chutim, vinim i vyzivové hodnoté rtiznych enantiomert stale vice sleduje enantiomerni
zastoupeni slozek potravin a aditiv. Stanoveni enantiomerniho zastoupeni v potravinach a
napojich ma velkou vypovidajici hodnotu a je vyznamnou soucésti potravinaiské analyzy.

vvvvvv

hodnoceni kvality vyrobki je uveden v podrobné resersi publikaci I'V.
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Chiralni separace jsou dtilezitou podskupinou aplikaci separa¢nich metod. Pro
kontrolu enantiomerni cistoty se nejcastéji vyuzivd metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie nebo kapilarni elektroforézy [9]. Chiralni kapalinova chromatografie je
vhodné separacni technika, ktera je pouzivana béhem procesu vyvoje 1éCiv, stejné jako pro
studium  farmakologickych  vlastnosti kazdého enantiomeru. Uplatnéni naléza
enantioselektivni HPLC vice 1 v analyze enantiomerniho sloZeni potravin. Nejcastéji se
pouziva piima separace na chirdlnich stacionarnich fazich, jejichz vybér je velmi rozmanity a

je stale obohacovan vyvojem novych CSP s novymi ¢i modifikovanymi chirdlnimi selektory.

5.2.1 Optimalizace a validace HPLC metody pro enantioseparaci ()-cloprostenolu -

publikace V

Cloprostenol (struktura sodné soli (+)-cloprostenolu je zndzornéna na obrazku viz
Figure 1 v publikaci V) je syntetickym analogem prostaglandinu F,,. Aktivni latka se pouziva
ve veterinarni medicin€ (nejcastéji ve form¢ sodné soli) k synchronizaci a indukci fije,
k 1é¢eni reprodukénich poruch u hovéziho dobytka, k indukei porodu u prasnic a k 1éceni
nékterych chorob pohlavniho ustroji hospodatrskych zvifat. Cloprostenol ma schopnost
vyvolat luteolyzu a kontrakci délohy. Nicméné bylo zjisténo, ze (+)-enantiomer cloprostenolu
ma vyssi biologickou aktivitu nez racemat a pouze tento enantiomer je schopen vyvolat
luteolyzu [10, 11]. Rozdilné ucinky racematu a (+)-cloprostenolu byly popsany v fadé
publikaci [12, 13, 14] a nadéle jsou intenzivné studovany. Proto cilem této prace bylo
vyvinout rychlou a jednoduchou HPLC metodu pro stanoveni enantiomerd cloprostenolu
resp. pro kontrolu jeho enantiomerni Cistoty.

Nejprve byly pro enantioselektivni separaci (£)-cloprostenolu vyzkouSeny chiralni
stacionarni faze na bazi makrocyklickych antibiotik. Jako nejvhodnéjsi ze stacionarnich fazi
tohoto typu se ukazala byt teikoplanin aglykonova CSP, kterd se difive osvédcila napt. pfi
separaci béznych a-aminokyselin, [B-aminokyselin obsahujicich cykloalkanovy nebo
cykloalkenovy kruh [15] a nékterych 1éCiv — napt. benzodiazepini [16]. Ackoliv na této
koloné byly postupné vyzkouseny vSechny tfi separa¢ni mody s riznym slozenim mobilnich
fazi, teplotou kolony a pritokovou rychlosti, nebylo dosazeno optimélni enantioseparace
cloprostenolu. Nejpiijatelnéjsi separace téchto enantiomerti bylo dosazeno v normalnim modu
pii pouziti mobilni faze propan-2-ol/hexan/MeOH/TEA 10/60/30/1,5 (vIv/vIv). Za téchto
podminek byly enantiomery cloprostenolu rozdéleny, nicméné dosazena symetrie pikt (S; =

0,75; S, = 0,44), zejména pozdéji eluujiciho enantiomeru byla nevyhovujici (viz Obr. 5.6.).
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Obr. 5.6. Chromatogram enantioseparace (+)-cloprostenolu na TAG CSP v normalnim modu;
sloZzeni mobilni faze: propan-2-ol/hexan/MeOH/TEA 10/60/30/1,5 (v/vIvIv); rychlost pritoku

mobilni faze: 1ml/min; métfeni probihalo pfi laboratorni teploté; UV detekce: 276 nm.

Na TAG CSP bylo v normalnim modu dosazeno separace az na zakladni linii pfi pouZziti
mobilni faze propan-2-ol/hexan/MeOH/TEA 15/60/25/0,5 (v/vIviv), ale celkova doba analyzy
byla pfili§ dlouhd (cca 45 minut) pro praktické pouziti a obdobné jako v ptipadé na Obr. 5.6.
byly oba piky zna¢né€ nesymetrické.

Vzhledem k tomu, ze separaci v HPLC je obecné mozno ovlivnit slozenim mobilni
faze, teplotou, rychlosti pritoku mobilni faze (coz bylo vSe zkouSeno na TAG CSP), ale
pfedevsim vybérem staciondrni faze, byla pro optimalizaci separace vybrana jind CSP.
Vhodnou alternativou k CSP na bazi makrocyklickych antibiotik, glykopeptidl, jsou
polysacharidové chiréalni stacionarni faze. Pro dalsi experimenty byla pouzita kolona Chiralcel
OD-RH s celulosou modifikovanou tris (3,5-dimethylfenyl)-karbaméatem navédzanou na
silikagelovy nosi¢. Struktura tohoto chirdlniho selektoru je ukézana na obrazku viz Figure 2
v publikaci V. Uvedena kolona je ur€ena pro separace v reverznim modu. Testované mobilni
faze byly tvoreny ACN a 20 mM fosfatovym pufrem o pH 3,0 a 6,0. S klesajicim mnozstvim
ACN v mobilni fazi se zvySovala retence, a také rozliSeni enantiomeri zejména pii pouZiti
fosfatového pufru o pH 3,0 jako slozky mobilni faze. PfisluSné chromatogramy ziskané
v zaveéreénych krocich optimalizace poméru organického modifikatoru a pufru jsou ukazany

na Obr. 5.7. Chromatografické data jsou shrnuta v tabulce viz Table 1 v publikaci V.
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Obr. 5.7. Chromatogramy enantioseparace (+)-cloprostenolu na kolon¢ Chiralcel OD-RH;
slozeni mobilni faze: 1) ACN/20 mM fosfatovy pufr, pH 3,0 40/60 (v/v), 2) ACN/20 mM
fosfatovy pufr, pH 3,0 30/70 (v/v), 3) ACN/20 mM fosfatovy pufr, pH 3,0 33/67 (v/v);
rychlost pritoku mobilni faze: 0,7 ml/min; teplota kolony: 20 °C; UV detekce: 274 nm.

Jak je patrné zObr. 5.7., optimalizované chromatografické podminky pro
enantioseparaci (£)-cloprostenolu jsou: kolona Chiralcel OD-RH, mobilni faze: ACN/20 mM
fosfatovy pufr, pH 3,0 33/67 (v/v), rychlost pritoku mobilni faze: 0,7 ml/min, teplota kolony:
20 °C, UV detekce: 274 a 210 nm. V optimalizovaném systému byly dale stanoveny zakladni
valida¢ni parametry (stabilita vzorkl, opakovatelnost a reprodukovatelnost metody, linearita,
mez detekce, mez stanovitelnosti a robustnost metody) — viz publikace V. Metoda byla
optimalizovana pro kontrolu enantiomerni Cistoty 1é¢iva, nicméné zménou poméru
ACN/20 mM fosfatovy pufr, pH 3,0 v mobilni fazi lze vypracovanou metodu pouzit i pro

semipreparativni ucely.
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6. ZAVERY

Dizertac¢ni praci tvoti komentovany soubor 5 publikaci, které jsou zaméteny jak na

zéakladni vyzkum, tak na ukazky aplikaci.

Model LFER byl pouzit k porovnani tii chirdlnich stacionarnich fazi na bazi
teikoplaninu ve ctyfech mobilnich fazich zhlediska jimi poskytovanych interakénich
moznosti. Pomoci modelu byly zjiStény interakce rozhodujici o retenci analytt v téchto
systémech, a také vliv slozeni mobilni faze na velikost a zastoupeni jednotlivych typt
interakci. Zatimco pii pouziti mobilni fdze s vysokym obsahem pufru (80 objemovych
procent) je faktorem urcujicim retenci hydrofobicita, pfi pouZziti mobilni faze s vySSim
obsahem organického modifikatoru (40 az 60 objemovych procent) je piispévek hydrofobicity
srovnatelny s ptispévky dalSich typl interakci, ptip. mensi. V mobilni fazi obsahujici 80 %
methanolu se interakce dipdl-dipol a dipdl-indukovany dipdl stdvaji vyznamnym faktorem
urCujicim retenci na TAG a MTAG CSP (nahrazuji hydrofobni a n- a z- elektronové
interakce). Mezi faktory, které vyznamné snizuji retenci analyt v téchto separacnich

systémech, patfi acidita a bazicita.

Vyskyt a chromatografické chovani systémovych piki byly sledovany a popsany v RP
HPLC na kolon¢ Discovery® RP Amide C16 v mobilnich fazich, které byly tvofeny pouze
vodnymi pufry. Bylo zjisténo a pomoci CZE ovéteno, Ze kationty alkalickych kovi
neinteraguji s pouzitou stacionarni fazi, a proto jsou tyto latky vhodné k ur¢ovani mrtvého
casu kolony. Naproti tomu organické kyseliny pouzité jako slozky mobilnich fazi interaguji se
stacionarni fazi a jejich pozice v chromatogramu lze ovliviiovat zménou disociace kyseliny
anebo pouhym fedénim pufru. Na zaklad¢ rozsdhlého souboru ziskanych experimentalnich
dat byl vytvofen matematicky model popisujici systémové piky. Zformulovany matematicky
model interakce neutrdlni formy kyseliny benzoové se staciondrni fazi byl ptenesen do
programu Simul 5, pivodné navrzeného pro elektroforetické separacni systémy, coz umoznilo

simulovat ¢asovy vyvoj popisovaného systému za riznych pocatecnich podminek.

Byly optimalizovany HPLC metody pro separace vybranych estrogenti a 1,4-
benzodiazepinid. V obou piipadech byl pouzit reverzni mod vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Nejvhodnéjsi nalezené HPLC podminky pro separaci estrogenii gradientovou

eluci jsou: kolona Symmetry® C18, mobilni faze ACN/voda 40/60 (v/v) do 8. min, od 8. do
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9. min linedrni gradient do 100 % ACN, rychlost pritoku mobilni faze 2 ml/min do 8. min, od
8. do 9. min linedrné¢ zvySovan pritok na 3 ml/min. Za téchto podminek bylo vSech pét
studovanych estrogenti rozdéleno na zékladni linii a doba separace neptfesdhla 11 minut.
Vhodné podminky pro separaci 1,4-benzodiazepinii byly nalezeny v izokratickém modu:
kolona Zorbax SB-C18, mobilni faze ACN/ deionizovana voda okyselena octovou kyselinou
pH 3,0 40/60 (v/v), rychlost pratoku mobilni fdze 2 ml/min. Za téchto podminek se podafilo
rozdelit vSech sedm zastupct této skupiny analytl na zakladni linii do 8 minut. Pfi aplikaci

gradientu by bylo mozné dobu analyzy zkratit na 4,5 minuty.

Byla vyvinuta a nasledn¢ validovana HPLC metoda pro kontrolu enantiomerni Cistoty
veterinarniho 1éciva (+)-cloprostenolu. Optimalizované chromatografické podminky, pfi
kterych bylo docileno dobrého rozliSeni enantiomerii a doba analyzy neptesédhla 9 minut, jsou:
kolona Chiralcel OD-RH, mobilni faze ACN/20mM fosfatovy pufr, pH 3,0 33/67 (v/v),

rychlost pratoku mobilni faze: 0,7 ml/min.

41



Seznam publikovanych praci

II.

II1.

IV.

Kalikova K., Lokajova J., Tesatova E.: Linear free energy relationship as a tool
for characterization of three teicoplanin-based chiral stationary phases under

various mobile phase compositions, J. Sep. Sci 29, 1476 - 1485 (2006).

Kalikova K., Hruska V., Svobodova J., Chudoba R., Ga§ B., Tesafova E.:
Occurence and behavior of system peaks in RP HPLC with solely aqueous mobile
phases, J. Sep. Sci 32, 2864 — 2870 (2009).

Loukotkova L., Zlesakova D., Kalikova K., Tesafova E., Bosakova Z.:
Identification and quantification of selected estrogens using HPLC method, Book

of Proceedings, 4th International Student Conference — Modern Analytical

Chemistry 83 - 88 (2008). ISBN 978-80-903103-2-2.

Srkalova S., Kalikova K., Tesafova E.: Vyskyt a vyznam enantiomerii

v potravinach, Chem. Listy 102, 480 - 486 (2008).

Kalikova K., Tesatova E., Bosadkova Z.: HPLC method for enantioselective

analysis of cloprostenol, J. Pharm. Biomed. Anal. 46, 892 - 897 (2008).

42



Piispévky na konferencich

2009

5th Conference by Nordic Separation Science Society 2009, Tallin, Estonsko:
Kalikova K., Hruska V., Gas B., Tesatova E., Behavior of system peaks in RP HPLC
with solely aqueous mobile phases, poster.

CEEPUS International Symposium and Summer School on Bioanalysis 2009,
Blagoevgrad, Bulharsko: Kalikova K., Chudoba R., Schmid M., Tesafova E.,
Separation of selected 1,4-benzodiazepines by HPLC and CZE — A comparison of
methods, poster.

CEEPUS International Symposium and Summer School on Bioanalysis 2009,
Blagoevgrad, Bulharsko: Tesaiova E., Kalikova K., Bosdkova Z., Effect of
Macrocyclic Antibiotics Coverage/Contents on Enantioselective Rresolution in Liquid
Chromatography, prednaska.

ISSS 2009 - 15th International Symposium on Separation Sciences & 8th Balaton
Symposium, Siofok, Mad’arsko: JaneCkova L., Tesafova E., Kalikova K., Bosdkova
Z., Characterization and Application of Zirconia-Based Stationary Phases, poster.
PBA 2009 - 21st International Symposium on Pharmaceutical & Biomedical Analysis,
Orlando, Florida, USA: Diskova J., Kalikova K., Bosakova Z., Tesafova E., Sevéik J.,

Stability of tetracyclines in water, poster.

2008

14th International Symposium on Separation Sciences ISSS 2008, Primosten,
Chorvatsko: Kalikova K., Hruska V., Gas B., Tesatova E., Variability of system peaks
in HPLC depending on mobile phase composition, poster.

60. jubilejni sjezd asociaci Ceskych a slovenskych chemickych spolecnosti 2008,
Olomouc, Ceska republika: Kalikova K., Hruska V., Ga§ B., Tesatova E., Studium
systéemovych poruch v HPLC, poster.

60. jubilejni sjezd asociaci Ceskych a slovenskych chemickych spolecnosti 2008,
Olomouc, Ceska republika: Tesafova E., Bosdkova Z., Kalikova K., Lokajové J.,
Vadinskd M., Loukotkova L., Znaleziona J., Megova M., Maier V., Petr J., Knob R.,

Muller L., Sev¢ik J., Téz neznamend to_téz, to neni to_téz!, prednaska.

43



4th International Student Conference 2008, Praha, Ceska republika: Loukotkova L.,
Zlesékova D., Kalikova K., Tesatovda E., Bosdkova Z., Identification and

quantification of selected estrogens using HPLC method, ptednaska.

2007

Chirality 2007, San Diego, USA: Kalikova K., Bosakovd Z., Tesafova E.,
Enantioselective analysis of cloprostenol by HPLC, poster.

13th International Symposium on Separation Science ISSS 2007, Strbské Pleso,
Slovenska republika: Kalikovd K., Tesatova E., Hruska V., Gas B., Study of the
behavior of system peaks in high performance liquid chromatography, poster.
Chiranal 2007-Pokroky v chromatografii a elektroforéze 2007, Olomouc, Ceska
republika: Kalikova K., Zlesakova D., Bosdkova Z., Tesatova E., HPLC Method for
Determination of Estrogens in Water, poster.

CEEPUS, 7th International Symposium and Summer School on Bioanalysis 2007,
Pécs, Mad’arsko: Kalikova K., Koc M., Trencevska O., Zlesakova D., Bosakova Z.,
Tesatova E., HPLC method with UV detection for determination of estrogens, poster.
Prazské Analytické Centrum Inovaci Projekt CZ.04.3.07/4.2.01.1/0002
spolufinancovany ESF a Statnim rozpoétem CR 2007, Praha, Ceska republika:
Lokajova J., Kalikové K., Tesatova E., Studium interakcnich mechanismii v

separacnich systémech — LFER, ptednaska.

2006

12th International Symposium on Separation Sciences ISSS 2006, Lipica, Slovinsko:
Kalikova K., Hradiska M., Tesatova E., Study of retention and enantioseparation of
(£)-cloprostenol on teicoplanin aglycon-based CSP in HPLC, poster.

15th International Symposium on Capillary Electroseparation Techniques ITP 2006,
Pariz, Francie: Tesafova E., Kalikova K., Bosakova Z., Gas B., Enantioselective
separation of (£)-cloprostenol with teicoplanin aglycon-based CSP in HPLC and
CEC, poster.

2005

17th International Symposium on Chirality 2005, Parma, Italie: Kalikova K., Lokajova
J., Tesatova E., Teicoplanin based chiral stationary phases for HPLC in the frame of
LFER, poster.

44



11th International Symposium on Separation Sciences ISSS 2005, Pardubice, Ceska
republika: Lokajova J., Kalikova K., Tesatova E., Comparative Study of Three
Teicoplanin-based Chiral Stationary Phases Using the LFER, poster.

CEEPUS Summer School on Theoretical background of capillary electromigration
methods in bioanalysis 2005, Praha, Ceska republika: Lokajovéa J., Kalikova K.,
Tesatova E., Comparative study of teicoplanin based chiral stationary phases for
HPLC in the frame of LFER, poster.

Chiranal 2005, Olomouc , Ceska republika: Lokajova J., Kalikova K., Tesarova E.,
Porovnani chiralnich staciondrnich fazi na bazi teikoplaninu pomoci modelu LFER,

prednaska.

45



PRILOHA

Kvéta Kalikova, Vlastimil HruSka: Matematicky popis a predikce systémovych pikii.
Nepublikovana data.

46



Popis systémovych piki v HPLC
Experiment

V névaznosti na publikaci diskutovanou v kapitole 4 bylo dalSim cilem popsat vyskyt, pozice
a amplitudy systémovych pikid ve vysokoucinné kapalinové chromatografii. Matematicky
popis systémovych piki, véetné vytvorenych simulacnich programii (Simul, PeakMaster) jiz
existuje pro CZE resp. MEKC. Abychom mohli vyuzit tyto informace a znalosti i pro popis
systémovych pikii v HPLC, vybrali jsme pouze vodné mobilni faze tvofené vodou + malym
mnozstvim kyseliny benzoové a hydroxidu alkalického kovu. Takové mobilni faze jsou
podobné zékladnim elektrolytim pouzivanym v CZE. Hlavni vyhodou je, Ze ve vod¢ jsou
dobfte popsany acidobazické rovnovahy. Dalsi vyhodou vodnych roztok je, Ze voda na rozdil
od organickych rozpoustédel netéka, a tudiz se béhem méteni neméni slozeni mobilni faze ani
davkovanych poruch. Kyselina benzoova jako slozka pufrii byla vybrana vzhledem k jeji

absorpci v UV oblasti spektra, a tedy k moZnému vyuziti pro detekci systémovych pikd.

Nejprve byly studovany systémy s konstantni koncentraci kyseliny benzoové a rtiznou
koncentraci hydroxidu lithného v mobilni fazi. Na obrazku P1 jsou uk4dzany chromatogramy
ziskané pro pufry tvofené 15 mM kyselinou benzoovou (Bz) a proménlivou koncentraci

LiOH.

0.005

—— mobilni faze: 15mM k.b.+4mM LiOH
—— mobilni faze: 15mM k.b.+8mM LiOH
—— mobilni faze: 15mM k.b.+12mM LiOH
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Obr. P1. Chromatogramy ziskané nadavkovanim poruchy LiOH (slozeni poruch: vzdy
-3 mM LiOH ve vzorku oproti koncentraci LiOH v mobilni fazi). Slozeni jednotlivych
mobilnich fazi je uvedeno v obrazku. Neptima UV detekce: 290 nm; teplota kolony a

v karuselu: 25 °C; pratokova rychlost mobilni faze: 0,2 ml/min; davkovany objem: 10ul.
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Z obrazku je patrné, ze s rostouci koncentraci LiOH v mobilni fazi, tzn. s rostouci disociaci
kyseliny benzoové se druhy systémovy pik posouva k vyssim retencnim ¢astim, zatimco prvni
pik je stacionarni ve vSech pfipadech. Tento trend byl zaznamenan pro vSechny koncentrace

kyseliny benzoové a bude osvétlen nize.

Dalsi pozornost byla vénovdna amplitudam systémovych pik. Nadévkovéani poruchy
hydroxidu lithného zplsobi dva systémové piky (jeden staciondrni a jeden pohyblivy),
zatimco nadavkovanim poruchy kyseliny benzoové ziskame pouze jeden systémovy pik

(stacionarni pik chybi) — viz Obr. P2.

10mM kyselina benzoova+11mM LiOH

|

Obr. P2. Chromatogramy ziskané nadavkovanim poruch (+5 mM): A) LiOH, B) kyseliny
benzoové. Slozeni davkovanych poruch je uvedeno v obrazku. Mobilni faze: 10 mM kyselina
benzoova + 6 mM LiOH. Nepiima UV detekce: 290 nm; teplota kolony a v karuselu: 25 °C;
pritokova rychlost mobilni faze: 0,2 ml/min; davkovany objem: 10 ul; #, = 2,62 min, coz

odpovida pozici stacionarniho piku.

Nadavkovanim kladné/zaporné poruchy (koncentrace v davkované zoné je vysS$i/nizsi nez
v mobilni fazi) kyseliny benzoové dostaneme jeden kladny/zdporny systémovy pik
(pohyblivy). Z toho je ziejmé, ze porucha kyseliny benzoové nezpisobi poruchu LiOH, coz
poukazuje na skutecnost, Zze se LiIOH nesorbuje na stacionarni fazi (dals$i dikazy jsou uvedeny
v publikaci II). Pfi nadavkovani kladné/zéporné poruchy LiOH bude ve vysledném
chromatogramu prvni (stacionarni) pik kladny/zdporny a druhy (mobilni) zaporny/kladny.

Plochy pohyblivych systémovych pikii na obr. P2 A a B jsou shodné a 1isi se pouze orientaci.
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V ptipadé A je porucha LiOH +5 mM oproti koncentraci v mobilni fazi, v piipad¢ B je
porucha kyseliny benzoové +5 mM oproti jeji koncentraci v mobilni fazi. Toto plati obecné
pro vSechny pfipady, kdy porucha kyseliny i baze jsou Ciselné (koncentracné) stejné. Plocha

prvniho piku (Obr. P2 A) odpovida 5 % plochy druhého systémového piku.

Spektrofotometrickym méfenim absorbance kyseliny benzoové - sledovan rizny stupei
disociace - bylo zjisténo, ze pfi vlnové délce 290 nm disociovand forma kyseliny benzoové
absorbuje dvacetkrat méné nez forma nedisociovana. (Celkova absorbance je dana z péti
procent absorbanci disociované formy kyseliny benzoové a z devadesati péti procent
absorbanci nedisociované formy kyseliny benzoové.) Porovnani hodnot absorbanci
disociované a nedisociované formy kyseliny benzoové pti 290 nm s velikosti ploch prvniho a
druhého systémového piku zjisténych neptfimou UV detekei také pti 290 nm ukazuje, ze
v prvnim systémovém piku je porucha slozZena jen z disociované formy kyseliny benzoové, tj.

poruchy zptisobené LiOH a Bz se rovnaji.

Dalsi dilezité informace o studovaném systému nam poskytly také nasledujici experimenty,
které jsou zalozeny na zménach slozeni mobilni faze pti promyvani kolony (viz Obr. P3).
Vybrané mobilni faze se liSily jednak analytickou koncentraci kyseliny benzoové, a jednak

pomérem disociované a nedisociované formy této kyseliny.
Slozeni mobilni faze deionizovana voda resp. pufr bylo ¢asové ménéno stejnym zplisobem

uvedenym u obrazku P3 pro Sestnact mobilnich fazi s riznymi koncentracemi kyseliny

benzoové a LiOH.
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Obr. P3. Experimentalni podminky: mobilni faze: 0.-30. min - deionizovana voda, 30.-190.
min — 9 mM kyselina benzoova + 2 mM LiOH, 190.-350. min — deionizovana voda, 350.-510.
min — 9 mM kyselina benzoova + 2 mM LiOH, 510.-650. min — deionizovana voda. UV
detekce: 290 nm; teplota kolony a v karuselu: 25 °C; pritokova rychlost mobilni faze: 0,2
ml/min; ddvkovani: 10 pl deionizované vody. Zona 1 — benzoat lithny, zéna 2 — disociovana +

nedisociovana kyselina benzoova (mobilni faze).

Zoéna 1 v obrazku P3 patii benzoatu lithnému, coz jsme prokéazali podle poméru absorbanci
disociované a nedisociované formy kyseliny benzoové a faktu, ze se LiOH nevaze na
stacionarni fazi. Tato ¢ast chromatogramu odpovida postupné sorpci nedisociované kyseliny
benzoové na stacionarni fazi — v chromatogramu vidime pouze zénu benzoatu lithného,
nedisociovand forma kyseliny benzoové se zadrzuje na koloné. Témito experimenty bylo
prokazano, ze disociovana forma kyseliny benzoové neinteraguje se stacionarni fazi (pii
zméné mobilni faze z Cisté deionizované vody na pufr eluuje pouze Cisty benzoat lithny bez
nedisociované kyseliny benzoové¢), a tudiz disociovana kyselina neni na kolon¢ zadrzovana
stejn¢ jako lithium. Horni plato zony 2 ukazuje ustaveni rovnovahy mezi stacionarni a
mobilni fazi a eluuyje jiz nepozménéna mobilni faze. Pravdivost vysledkl je ovétfena

mnozstvim experimentti s riznym slozenim mobilni faze.
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Teorie

Vysledky ziskané zvySe popsanych sérii méfeni s velmi dobrou opakovatelnosti byly
porovnany s teoretickymi vypocty.

Na zékladé zjisténych experimentdlnich dat byla z amplitud systémovych pikii odvozena

matice systému:

A 1-2 |
0 1 (1)

kde A je retencni pomér, ktery odpovidd poloze systémového piku (vypolteny z

experimentalniho retencniho casu):

A= - 2)

kde tv je mrtvy Cas kolony, # retencni Cas systémového piku, # je konstanta, ktera odpovida
casu, za ktery projde analyt syst¢émem bez kolony. Matice (1) je odvozena na zakladé
amplitud systémovych pikd zjisténych experimentalné a vyse uvedené skutecnosti, Ze prvni
(stacionarni) pik obsahuje veSkeré lithium, naopak v pohyblivém systémovém pikt zadné

lithium neni obsaZeno.

Vztah mezi A a retenénim faktorem £ je:

k=-—1 3)

Matematické odvozeni A vychazi z rovnic kontinuity:

e, 5 ocy,

aCL' oc, .

L L 5
g . (5)
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kde cp; je celkova koncentrace vSech forem kyseliny benzoové v obou féazich, ci; je celkova
koncentrace lithia v obou fazich, cp,-1r 0znacuje koncentraci disociované formy kyseliny
benzoové v mobilni fazi (nevdzané na staciondrni fazi), cp,s je koncentrace kyseliny
benzoové vazané na stacionarni fazi. Symbol cp,r znaci celkovou koncentraci kyseliny
benzoové v mobilni fazi, se kterou budeme dale v derivacich nakladat jako s funkci
proménnych cp; a cLi. Po€et rovnic kontinuity je obecné stejny jako pocet slozek v mobilni
fazi bez ohledu na pocet jejich forem (mocenstvi). Tento model popisuje zavislost

koncentrace kyseliny benzoové v mobilni fazi na celkové koncentraci v daném misté. Pomoci

C
. I , . .y .y , . . B
aplikace uplného diferencialu dcg, ¢ na parcialni derivaci 872/ :
X

e, . oc, oc.  dc.
Coey _ OCney OCp, | Oy Ocy, ©)
Ox Oc, Ox  Oc, Ox

a upravenim rovnic kontinuity (4) a (5) do maticové formy:

9 cBZ __V a(;:Bz,f a(;:Bz,f XE ch (7
ol ey, ((:)Bz clLi oxl e, )

kde symbol % oznacuje maticové ndsobeni, ziskdme matici systému:

aCBz,f aCBz,f

oc,,  oc, (8)
0 1

Porovnani odvozené matice (8) a experimentdlné¢ ziskané matice (1) ndm déava teoreticky

vztah pro vypocet reten¢niho poméru A:

B ocy, . 7

A )]

oc,,

V nasem teoretickém modelu na zaklad¢ vyse uvedenych skute¢nosti uvazujeme, ze v daném

systétmu se ustavuje pouze jedna rovnovaha mezi nedisociovanou kyselinou benzoovou
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sorbovanou na stacionarni fazi (Bz’S) a volnou v mobilni fazi (Bz”); benzoat lithny se na

stacionarni fazi nesorbuje:
BZO + S« By QBZOS (10)
takze pro f plati:

_ [BZOS] _ Cros
lBZOJ'[S] CBz,o,f'S

By (11)

kde cp,0s je koncentrace nedisociované formy kyseliny benzoové vdzané na stacionarni fazi,
S oznacuje ,koncentraci” volnych vazebnych mist na stacionarni fazi. Volumetrické
koncentrace ve vztahu k vazebnych mistim na staciondrni fazi (tj. veliiny S a cs) a obdobné
koncentraci nasorbované nedisociované kyseliny benzoové (cpzos) definujeme jako podil
molarniho mnozstvi v prufezu kolony urc€ité Sitky (v limit€ infinitesimalni) a ptisluSného
objemu mobilni faze. Koncentrace nedisociované kyseliny benzoové sorbované na stacionarni

fazi je pak dana soucinem:

Cpoos = Po Cpoop oS (12)

V mobilni fazi je kyselina benzoova ptitomnd v nabité (cp,-1f) a neutrdlni formé (cp,o).

Jejich soucet dava celkovou koncentraci kyseliny benzoové v mobilni fazi cp:

Cp0,f =Chemt,y TChor (13)

Na stacionarni fazi se sorbuje jen neutrdlni forma a jeji koncentraci budeme znacit cp; 5.
Celkova koncentrace kyseliny benzoové cp, v daném misté¢ je dana souctem koncentraci

v mobilni a stacionarni fazi:

Cp. =Cpyp TChos (14)

Z této rovnice si miZzeme vyjadiit koncentraci kyseliny benzoové v mobilni fazi a za cp,0s

dosadit z rovnice (12):
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Cpop =Cp ~Craos = Cp —Po Cpo oS (15)
Pro celkovou koncentraci vazebnych mist na stacionarni fazi cs plati:

cg =8+ Cp-0,5 = S+ f, “Cpa0,1 ) (16)
kde S oznacuje volna vazebna mista na stacionarni fazi, ktera z této rovnice mizeme vyjadfit:

Cs

S=—"—— 17
1+ 4, - Cp0,1 17
Dosazenim vztahu (17) do rovnice (15) ziskame:

ﬂo'cs'chof
Cp p =Cp — 1
Bz, Bz 1+ 4, Cpo, (18)

JelikoZ cp,f a cpror jsou funkce koncentraci cp, a crj, tak ndm rovnice (18) poslouzi
k odvozeni parcidlnich derivaci cp,¢ podle cp, a cvi, které pottebujeme pro ziskani matice

systému (8) a reten¢niho poméru systémového piku A4 (9):

Ocy, s —1— By-cs ) 0cy.o.s (19)
Ocy, (1 + - ch,o,f)2 0y,
0cy, s _ By -cs ) 0Cy. s

20
ocy, (1 + - CBz,O,f)z ocy, 20)

K vyjédteni findlnich tvard vzorct (19) a (20) potfebujeme znét zavislost cp, 0 ¢ na cp; a cri. Ta
se obecn¢ ziskd feSenim acidobazickych rovnovdh kyseliny benzoové a rovnice

elektroneutrality v mobilni fazi:

Cpz0.f = Ch.r LK (21)

54



: o~ r . . . J + . +
kde Kg, je rovnovazna konstanta disociace kyseliny benzoové a cy je koncentrace H3;O

v mobilni fazi, kterou ziskdme feSenim rovnice elektroneutrality:

Cov +c, = Cpoo1f + Con- (22)

Po tpravé rovnice (22) zjistime, Ze nezndma cy' v ni vystupuje jako polynom 3. stupné
(kubicka rovnice), proto je vyhodné uvazit akceptovatelné aproximace. Prvni zjednodusSenti je
zifejmé, pokud vezmeme v ivahu jak oblast pH, kde kyselina benzoova pufruje (ptiblizné¢ pH
4-6) a dale bezpecnou oblast pH pro pouzitou kolonu (pH < 7) — mlizeme zanedbat ptitomnost

- . o 7 . v e & v . JON4 + o v
OH’ iontt. Dalsi zjednoduseni, které je ale podstatnéjsi, je zanedbani koncentrace ¢y vici

koncentracim cy; a cp.1.5, ze kterého plyne:

Cri =Cp 1,1 (23)
a tedy
Cp0,r =Cpy —Cpi (24)

Déle pii odvozovani budeme pracovat pouze v této aproximaci — tj. v pfiblizné oblasti pH od
4 do 6. Pomoci dosazeni vztahu (24) do rovnic (19) a (20) snadno ziskdme vysledné parcialni

derivace pro cpz

ach,f = (1 + 5, 'CBz,o,f)z (25)
0cy. (1 + /3, 'C,szz,o,f)Z + )¢
aCBZ./{: ﬁO'cS . 1 :l—i
oc,,  (+Bycpo S 10 PorSs (26)
I+ B, cs f

Zavéry, které mizeme ucinit z rovnic (25) a (26) v pouzité aproximaci (pH = 4 .. 6), jsou

nasledujici:
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1) Rovnice (25) popisuje zavislost retencniho poméru systémového piku a tedy 1 jeho pozici
v chromatogramu na slozeni mobilni faze (pfesnéji cp, ). Tato rovnice tedy miiZze byt vyuzita

k ziskani parametrii £ a cs pomoci fitovani experimentélnich dat.

2) Funkce A je vici koncentraci cpzo s monotonni (cpo¢ > 0). Minimalni hodnoty Ay a tedy

maximalniho ¢asu retence dosahuje pro cp, o= 0:

1

YR @

a pro cpzor —> +oo limituje A k hodnoté 1, coz odpovidd nulovému zadrzovani na kolon¢ a

eluci s mrtvym ¢asem.

3) Hodnota retenéniho poméru systémového piku A je vyluéné zavisla na koncentraci
neutrdlni formy kyseliny benzoové v mobilni fazi. Toto je dilezity vysledek, ktery osvétluje
zdanliveé nelogické chovani systémového piku na Obr. P1. Jak vidime, s rostouci koncentraci
LiOH v mobilni fazi nartistd retencni ¢as pohyblivého systémového piku a mohlo by se tedy
zdat, ze narlstajici obsah disociované kyseliny benzoové v mobilni fazi zplisobuje posun
reten¢niho Casu systémového piku k vysSim hodnotam. Pokud bychom systémovy pik
posuzovali stejné jako analyt, miizeme dospet k mylnému zavéru, Ze se disociovany benzoat
sorbuje siln€ji na staciondrni fazi nez neutrdlni forma. Spravna interpretace dat pomoci
rovnice (25) vSak ukazuje, Ze je tomu naopak. K nariistu reten¢niho casu druhého
systémového piku v Obr. P1 dochazi z toho divodu, ze se ptidavkem LiOH do mobilni faze

snizuje koncentrace neutralni formy kyseliny benzoové (cpz0) a tim se snizuje hodnota A. Jak

bylo vyse ukazano, nabita forma se na stacionarni fazi viibec nesorbuje.

ocy. .
4) Dalsi velice dulezity vysledek je rovnost %Z’ =1-A vrovnici (26). Ta zarucuje, Ze se
cL

experimentaln¢ ziskand matice (1) a matice odvozena pomoci naSeho modelu (8) vzdy
shoduji. To znamena, Ze zvoleny model spravné popisuje hodnoty amplitud obou

systémovych pikil v nasem systému pro jakékoliv slozeni mobilni faze i ddvkované poruchy.
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Platnost zavéri modelu a moZnosti jeho rozsireni

Pti odvozovani modelu jsme se pro jednoduchost omezili na oblast pH, kde miZzeme zanedbat
jak koncentraci OH  iontd, tak i H;O" iontll. Bazicka oblast pH neni z praktickych divodi
v kapalinové chromatografii v nejbéznéjSim uspoiadani, tj. se stacionarnimi fazemi na bazi
silikagelu aktudlni a proto se omezime na diskuzi pro mobilni faze o pH < 4. Pfi téchto
hodnotach pH lze bezpeéné zanedbat koncentraci OH™ iontd, ale H;O" ionty zaénou nabyvat
na vyznamnosti a z tohoto diivodu vySe odvozené vztahy postupné pozbyvaji svoji platnosti.
Pro dal3i rozsifeni modelu o H;O" je potieba ponechat cy” v rovnici elektroneutrality (22),
coz povede ke komplexnéjSim rovnicim. Dale je nutné vzit v uvahu fakt, Ze v nové obménéné
rovnici (24) pro cp.or bude vystupovat rovnovazna disociacni konstanta Kg,, pro kterou je
nutné uvazovat jeji zavislost na iontové sile, jinak by rozsifeni modelu pravdépodobné

postradalo smysl. Zavislost na iontové sile by se také silné odrazila na slozitosti odvozenych

vzorci (predevsim kvili nenulovym Cleniim Ky, a %) a aplikace vysledné funkce A na
Cy c,;

Z 1

fit experimentalnich dat by byla pomérné slozita.

Uvedeny rozbor ukazuje, Ze zvolené aproximace pro stavajici model jsou pro zékladni

prozkoumani studovaného systému prakticky nezbytné a velmi zadouci.
Fitovani experimentalnich dat k ziskani parametri £ a Cs

Rovnice (25) je vyznamna tim, Ze ji 1ze pouzit k fitovani experimentalnich dat, jako zavislost
retenéniho poméru A (vypocitané z retence systémového piku) na koncentraci neutralni formy
kyseliny benzoové. Vysledkem fitu jsou parametry /) a cs, které popisuji interakci neutralni

formy kyseliny benzoové se stacionarni fazi.
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V Tabulce P1 jsou uvedeny vysledné retencni ¢asy obou systémovych pika (zv pro rychly
systémovy pik eluujici s mrtvym €asem a ¢ pro pomalejsi systémovy pik) a sloZzeni mobilnich

fazi.

Tabulka P1. Slozeni pufrii a experimentalni data pro fit A vs. cg, 0. Hodnota A byla vypoctena
pomoci vzorce (2) za pouziti stanovené hodnoty #, = 0,26 min. Tu¢n¢ oznacené jsou veli¢iny
pouzité ve fitovaci proceduie. Uvedené hodnoty pH jsou vypoctené v programu PeakMaster

5. Tabulka je sefazena podle hodnot A.

cor(MM) | cri (mM) | Cpros (mMM) | ¢ (min) | fy (min) A pH
1,25 0,625 0,625 42,89 2,78 0,0591 4,27
2,50 1,25 1,25 39,24 2,74 0,0636 4,23
5,00 2,50 2,50 34,23 2,68 0,0712 4,20
8,00 5,00 3,00 32,75 2,65 0,0736 4,40
15,0 12,0 3,00 31,32 2,56 0,0741 4,76
9,00 5,50 3,50 31,07 2,64 0,0772 4,38
10,0 6,00 4,00 29,84 2,61 0,0794 4,35
20,0 16,0 4,00 28,34 2,53 0,0808 4,76
9,00 4,50 4,50 28,38 2,63 0,0843 4,19
10,0 5,00 5,00 27,55 2,63 0,0868 4,18
11,0 5,50 5,50 26,72 2,61 0,0888 4,18
10,0 4,00 6,00 25,84 2,62 0,0923 4,02
11,0 4,50 6,50 25,02 2,62 0,0953 4,03
15,0 8,00 7,00 23,80 2,58 0,0986 4,23

0,10

m Data
Fit

0,09

0,08

VS Cy o
0,07
Chin2/DoF = 4.6502E-7
R"2=0.99679

B, 0.05021 +0.00101
Cg 330.68785 +4.36106

0,06

Obr. P4. Fit experimentalnich dat zivislosti A na cp.,s pomoci funkce (25) v programu

Origin.
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Fit experimentalnich dat je uveden v Obr. P4. Ziskané hodnoty parametra jsou pro £ = 0,05
mM! a pro ¢s = 330 mM.

K orienta¢nimu ovéfeni ziskanych parametri miizeme pouzit zcela jiny (nezévisly) druh fitu,
ktery je zalozen na experimentech uvedenych na Obr. P3, kde jsme kolonu stfidavé promyvali
vodou a po ustaleni mobilni fazi. O zén¢€ oznacené 1 vime, zZe obsahuje prakticky jen benzoat
lithny, a tedy Ze doSlo v této zon¢€ k poklesu koncentrace z piivodni cp,r na cp;-14, tj. 0 Cpz 0.1
Ze S$itky této oblasti, kterou ozna¢ime A¢, mizeme vypocitat celkové mnozstvi adsorbované
kyseliny benzoové na stacionarni fazi a pomoci mrtvého ¢asu ty pfepocteme toto mnozstvi na

koncentraci cg, s podle nasledujiciho vztahu:

At
Cp-0,5s = Cheo,1 (28)
t, —t,
Zavislost a tedy 1 fitovaci funkci cp,0s na cp, o r ziskdme kombinaci rovnic (12) a (17):
CsPoChz0,r
Cpao5 = 1 ‘ (29)
+ ByCp. 0, r

Vstupni data pro fit jsou uvedena v Tabulce P2 a vysledky fitovani na Obr. P5. Hodnoty
fitovanych parametri jsou B = 0,06 mM™" a cs = 300 mM. Piestoze ma tato zavislost mnohem
mensi pocet fitovanych bodii nez ptedesly fit v Obr. P4, vysledek ukazuje, ze hodnoty

parametrQ z obou fitl jsou velmi blizké, coz ndm ovétuje smysluplnost ziskanych parametra.

Tabulka P2. Slozeni pufri a experimentalni data pro fit cp,0s VS. ¢B.or. Hodnoty cpz0s byly
vypocteny pomoci vztahu (28) za pouziti #x = 0,26 min a fy = 2,63 min (praméer hodnot ty
v Tabulce P1). Tu¢né oznacena jsou data pouzita pro fit. Tabulka je sefazena podle rostoucich

hodnot CBz,0,f-

CBzf (mM) | cpj (mM) Cizos (MM) | At (min) Cizo,s (MM)
10,0 9,0 1,0 32,5 18,6
10,0 8,0 2,0 35,5 33,2
10,0 6,0 4,0 39,3 59,9
10,0 4,0 6,0 44,0 82,2
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904

80+

Fit
m Data

CEZ

0Ss vs CEZDQ

Chi"2/DoF = 0.46569
R"2 =0.99961

b0 0.06331 +0.00671
cS 297.87622 +24.29788

Obr. PS5. Fit experimentalnich dat zavislosti cg,0s na cp,o¢ pomoci funkce (29) v programu

Origin.

Simulace: Modifikace elektroforetického programu Simul 5 pro popisovany

chromatograficky systém

Zformulovany matematicky model interakce neutrdlni formy kyseliny benzoové se
stacionarni fazi jsme pienesli do programu Simul 5, pivodné navrzeného pro elektroforetické
separani systémy, coZ nam umoznilo simulovat Casovy vyvoj popisovaného systému
za ruznych pocatenich podminek. Jako ukazku uvadime vysledky dvou simulaci se stejnou
mobilni fazi (slozeni: 10 mM kyselina benzoova + 6 mM LiOH) a dvou poruch — prvni bude
mit pfebytek kyseliny benzoové (10,25 mM kyselina benzoova + 6 mM LiOH) a druhy s
prebytkem LiOH (10 mM kyselina benzoova + 6,25 mM LiOH). Schéma pocate¢niho

usporadani je zndzornéno na Obr. P6.
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Stacionarni faze Detektor
cs =330 mM

Koncentraeni profil Coys

L L DL LA LA DL L R DL BN B B | LI L |
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Pozice v prostoru (mm)
Obr. P6. Schématické znazornéni pocatecCniho usporddani simulace v programu Simul 5 s
poruchou kyseliny benzoové ve vzorku. Sted nastfiku je v simulovaném prostoru umistén do

pozice 2,5 mm, 5 mm dlouhd kolona s ,koncentraci® staciondrni faze cs = 330 mM je

umisténa v prostoru mezi 5 mm az 10 mm a detektor je ve vzdalenosti 12,5 mm.

Kolona (stacionarni faze) je Sirokd 5 mm a vzdalenost od nastiiku k detektoru je 10 mm.
Detektor slouzi k ziskdni Casového zdznamu simulace a to jednak formou koncentracnich
profili kyseliny benzoové a LiOH, a také formou zdznamu absorbance (viz Obr. P7) -
potiebné udaje o zavislosti absorbance nabité a nenabité formy byly ziskany z kalibrace pfi

vlnové délce 290 nm:

A=0,0360c,, , ,+0,0017¢,, _, (30)

Je nutné zdiraznit, ze v simulaci nam neslo o zachyceni realnych rozmért, tudiz se budou
simulované cCasy liSit od redlnych. Razné pritokové rychlosti v koloné a pfipojenych
kapilarach také nejsou implementovany. Dil¢im cilem bylo ziskat spravné hodnoty reten¢niho
poméru A systémového piku a poméry amplitud obou pikd. K tomuto ucelu uvedend
zjednoduseni nejsou na zavadu — naopak, pomoci nich bude simulace mnohondsobné rychlejsi

se stejnou vypoveédni hodnotou.

Na Obr. P7 jsou uvedeny simulované chromatogramy za vySe zminénych experimentalnich

usporddani, které byly voleny slozenim mobilni faze a davkovanim tak, aby byly

61



porovnatelné s experimentem na Obr. P2. Lze fici, ze zdznamy absorbanci jsou z pohledu
velikosti amplitud velmi podobné. Pomoci vzorce (2) a schématu na Obr P6. miiZeme spocitat
retenéni pomér A pro pomalej$i systémovy pik (rychly se nezadrzuje na kolon¢ a tudiz je jeho
retenéni pomér roven jedné). Nasimulované Casy jsou nasledujici: 4 = 1,12 min, t = 0,166
min, tx = Y2ty = A = 0,08; coz je spravna hodnota pro tento systém s cpzor = 4 mM (viz

Tabulka P1 - 7. a 8. mobilni faze).

ntrace kyseliny benzoové

i
r

entrace LIOH

Absorbance

Obr. P7. Simulované chromatogramy s mobilni fazi 10 mM kyselina benzoova + 6 mM
LiOH. Nadavkové poruchy: A;-As) LiOH, B;-Bs) kyselina benzoova. Indexy: 1 - zdznam
profilu kyseliny benzoové detektorem, 2 — zdznam profilu LiOH detektorem, 3 - profil
absorbance pocitany dle (30). Usporadani simulace je stejné jako je uvedeno na Obr. P6.
Simulacni parametry: pocet bodit 4000, cas 76 s, Casovy krok 0,002 s, realna doba simulace

okolo 30 min, pritokova rychlost 1 mm/s.
Podatilo se ukazat, ze vytvofeny simulacni program poskytuje i za podminek zvolenych

aproximaci realné¢ vysledky, které mohou pomoci k objasnéni systémovych piki

v separacnich systémech HPLC.
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1. UVOD

Vysokoucinnéa kapalinova chromatografie (HPLC) se fadi mezi nejcastéji pouzivané
separaéni metody. Vynika vysokou spolehlivosti, dobrou opakovatelnosti a robustnosti.
Vyhodou této metody je moznost ovliviilovat separaci nejen volbou stacionarni faze, ale také
zménami sloZeni mobilni faze, kterd neni pouze inertnim nosi¢em vzorkl (jako tomu je napf.
u plynové chromatografie), ale podili se na interakcich rozpusténych latek se sorbentem. V
HPLC jsou pouzivany dva, piipadné tii separacni mody: nejcastéjsi je reverzni (mobilni faze
je polarngj$i nez stacionarni faze), pak normalni (staciondrni faze je polarnéjsi nez faze
mobilni), a dale se hovoii o polarné-organickém (mobilni faze je vétSinou tvofena
acetonitrilem, methanolem a malym mnozstvim triethylaminu a kyseliny octové na ovlivnéni
selektivity). Touto technikou Ize separovat Sirokou Skalu strukturné velmi odlisnych slouc¢enin
[1] a lze ji pouzit pro kvalitativni i kvantitativni analyzu. Volba vhodného separac¢niho
systému se Casto provadi empiricky, na zdklad¢ zkuSenosti experimentatora, podle informaci
ziskanych z literatury, s vyuzitim nckterych optimalizacnich programii nebo ¢isté postupem

pokus-omyl. Lze vSak vyuzit i nékterych fyzikalné-chemickych charakteristik.

1.1 Optimalizace separace

Pro vybér optimdlnich separacnich podminek, tj. vybér vhodné stacionarni faze a
mobilni faze (poptipadé chiralniho selektoru ptidavaného do mobilni faze), je nutné hlubsi
poznani interak¢nich a reten¢nich mechanizmi. Separace v reverznim separa¢nim modu (RP
HPLC) piedstavuji pfevaznou ¢ast aplikaci, a tudiZ i studii zaméfenych na zékladni vyzkum a
nasledné vyuziti ziskanych poznatkli pro optimalizaci separac¢nich podminek v tomto
usporadani vysokoucinné kapalinové chromatografie. S rostoucim vyuzitim RP HPLC vznika
1 Siroké spektrum reverznich staciondrnich fazi. Znamé technické parametry
chromatografickych kolon nejsou ve vétSin€ ptipadi postacujici k vybéru optimalni kolony
pro konkrétni separaci [2]. Z tohoto dlivodu je Zzddouci nalézt vztah mezi chemickou
strukturou analytl, fyzikalné-chemickymi vlastnostmi stacionarnich fazi a jejich separa¢nimi
ucinky, a proto byla navrzena fada testl pro charakterizaci chromatografickych kolon v téchto
separaénich systémech. Zadny z testdl zatim neni vieobecné akceptovan z ditvodu sloZitosti
chromatografického systému a poctu parametrii, které ovliviiuji retenci analytd. Jednim z
moznych semiempirickych postupii charakterizace separacnich systémi je metoda linedrnich

vztahll volnych energii (LFER — Linear Free Energy Relationship) [3, 4].





Proces optimalizace separace muze velmi zkomplikovat vyskyt systémovych piki.
Existuji ptipady, kdy je dana systémova zona detekovatelna a ve vysledném chromatogramu
se objevi vice pikd nez odpovidd poctu analyzovanych latek anebo systémovéa zdéna
»interaguje” se zonou analytu a nastane jev nazyvany rezonance. Porozuméni jeviim
probihajicim (vyskytujicim se) v chromatografickych separacnich systémech ma zésadni vliv

na spravnou interpretaci analytickych dat, a tudiz vysledky analyzy.





2. CIL PRACE

Cilem dizertacni prace bylo studium interakénich mechanizmii ve vysokoucinné
kapalinové chromatografii.

Diléi cile 1ze rozdélit do nékolika boda:

e charakterizace a srovnani interakénich moznosti tii chirdlnich staciondrnich fazi:
teikoplaninu, teikoplanin aglykonu a methylovaného teikoplanin aglykonu v riznych
mobilnich fazich pomoci modelu LFER, zjisténi interakci, které nejvice ovliviiuji
retenci analytu a ukazani moznosti predikce retence novych analyti v popsanych
separacnich systémech

e studium systémovych piki v RP HPLC, tzn. popsani jejich vzniku resp. vyskytu a
chromatografického chovani v daném systému

e aplikace ziskanych poznatkl na separace konkrétnich smési analyta
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3. UVOD DO PROBLEMATIKY CHARAKTERIZACE SEPARACNICH SYSTEMU -
PUBLIKACE I

Béhem poslednich desetileti bylo navrzeno nékolik typl testd pro charakterizaci
chromatografickych kolon. Pouzivané testy vyuzivaji spektroskopické techniky (infraervena
spektroskopie a nukledrni magneticka rezonance), statistické (chemometrické¢) metody
(analyza hlavnich komponent, faktorova analyza), van't Hoffovy zavislosti (termodynamické
méteni), ur€eni fyzikdlnich vlastnosti stacionarni faze a chromatografické testovaci metody.
Prestoze prvni Ctyfi jmenované typy testli poskytuji informaci o stacionarni fazi, pro vybér
optimalniho typu separacni kolony pro konkrétni separace je nutné pouzit chromatografické
testovaci metody. Pouziti chromatografickych testii umoziuje charakterizaci kolon obecné
pomoci parametrd, jako je hydrofobicita, silanolova aktivita, procentudlni zastoupeni uhliku,
¢i pomoci parametr charakterizujicich fyzikalné-chemické vlastnosti staciondrni faze. Mezi
chromatografické testy patii napiiklad metody zalozené na urcitém modelu - Horvathiv
model, Galushkliv model, model interak¢nich indext dle Jandery a modely LFER [5]. Dale se
do chromatografickych testii fadi Tanakiv test, Engelhardtiiv test a Walterstv test, pomoci

kterych je mozné urcit naptiklad silanolovou aktivitu stacionarni faze.

3.1 Model linearniho vztahu volnych energii

Popis separa¢niho systému pomoci modelu LFER umoziuje kvalitativni i
kvantitativni objasnéni interakci, které se uplatiiuji v daném systému, a tudiz maji vliv na
retenci analytl. Mezi tyto interakce se fadi hydrofobni interakce, elektrostatické interakce,
vodikova vazba, disperzni sily, vazby s pifenosem naboje, koordina¢ni vazba a sterické
repulze [6]. VRP HPLC je retence analytu nejvyznamngji ovlivnéna hydrofobnimi
interakcemi. Tyto interakce spocivaji v tom, Ze se hydrofobni skupiny ve vodném prostredi
snazi minimalizovat sty¢nou plochu s polarnim (vodnym) okolim [7]. Na zdklad¢ ziskaného
popisu vSech moznych interakei Ize nasledné volit vhodnou kombinaci stacionarni a mobilni
faze pro separace pozadované smési analyti.

Model LFER je zaloZen na linearni zavislosti zmény Gibbsovy energie (AG), a tim 1
vSech vlastnosti, které s ni souviseji (napf. retencni faktor), na charakteristikach prostredi. Se
zménou Gibbsovy energie systému je v kapalinové chromatografii spojen pienos analytu
z mobilni faze do faze stacionarni. AG pii pfenosu analytu mezi fdzemi miiZze byt rozdélena na
prispévky jednotlivych nezavislych typt molekuldrnich interakci [4], které jsou v LFER
rovnici vyjadieny jako soucin dvou clent: fyzikdlné-chemickych parametrti analyt a vlivu

prostfedi na danou interakci.
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V HPLC je retence analytii dédna soucCtem vSech interakci, kterych se v daném
separa¢nim systému analyt Gcastni. Pokud je dand interakce silnéj$i se stacionarni fazi, bude
retenci analytu zvySovat a naopak. Rovnice LFER vyjadfuje korelaci experimentdlné

zjisténych logaritmt reten¢nich faktord s parametry analyti:
logk=c+rR+sm"+aZa” +b28"+ vV, (1)

kde k je reten¢ni faktor (zavisle proménnd), nezavisle proménné ¢leny na pravé stran¢ rovnice
(oznadené kurzivou) jsou: R; rozsah molarni refrakce (cm?) [3, 4], 7" dipolarita/polarizibilita,
o, charakteristika proton-donorové schopnosti analytu pro tvorbu vodikové vazby, 2B,
charakteristika proton-akceptorové schopnosti analytu pro tvorbu vodikové vazby, V,
McGowaniiv charakteristicky objem solutu (cm’.mol™) [8]. Objem solutu V; se d&li stem a
rozsah molarni refrakce deseti, aby byly deskriptory ve stejném métitku [9]. Regresni
koeficienty r, s, a, b, v ziskané multidimenzionalni linearni regresi popisuji rozdily v dané
vlastnosti mezi stacionarni a mobilni fazi. Symbol ¢ piedstavuje konstantu (viz nize).

LFER tedy koreluje retenci s vlastnostmi analytu. Tyto vlastnosti jsou popsany
pomoci deskriptort, které se ziskdvaji empiricky. V rovnici se vyskytuje pét na sobé
nezavislych deskriptori, které udédvaji schopnost analytu podilet se na urcitych typech
interakci: V, - hydrofobni interakce, deskriptor zahrnuje disperzni a kohezivni interakce
(schopnost tvorby kavity) analytu s chromatografickym systémem, 23," a Za,” - interakce
prostfednictvim vodikové vazby (Za,” - popisuje proton-donorovou schopnost analytu pro
tvorbu vodikové vazby smolekulami mobilni a stacionarni faze, XB,” - odrazi proton-
akceptorovou schopnost analytu pro tvorbu vodikové vazby s molekulami mobilni a
stacionarni faze), 7, - elektrostaticka interakce, R, - disperzni interakce. Deskriptory
kvantitativné popisuji strukturni odliSnosti mezi slou¢eninami. V roce 1993 M. H. Abraham
publikoval nové deskriptory, které patii k ¢asto pouzivanym charakteristikam latek [10]. Tyto
parametry byly publikovany pro velky pocet sloucenin a jsou vhodné pro model LFER,
protoZe jsou vztazené ke zméné Gibbsovy energie.

Ziskané regresni koeficienty popisuji rozdily v danych molekulérnich interakcich mezi
stacionarni a mobilni fazi. Pokud je dany regresni koeficient kladny, dana interakce je siln¢jsi
mezi analytem a stacionarni fazi neZ mezi analytem a mobilni f4zi a naopak. Koeficienty vétsi
nez nula zvySuji retenci analytu, zatimco zaporné koeficienty zplisobuji opacny efekt.

Vysledna retence analytu je pak uréena souctem vsech prispévk.
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Regresni koeficient r popisuje rozdil ve schopnosti staciondrni a mobilni faze
interagovat sn- a m-elektrony analytu. V  koeficientu s je zahrnut rozdil
v dipolarité/polarizibilit¢ mezi stacionarni a mobilni fazi - poukazuje na schopnost fazi
ucastnit se interakci dip6l-dipol a dipol-indukovany dipol. Regresni koeficient a odrazi rozdil
v akceptorové bazicit¢ vodikové vazby (schopnost piisobit jako akceptor vodiku pro
vodikovou vazbu) mezi stacionarni a mobilni fazi (bazicka fdze bude interagovat s kyselym
solutem). Rozdil v donorové acidité vodikové vazby (schopnost piisobit jako donor vodiku
pro vodikovou vazbu) mezi stacionarni a mobilni fazi je popsan koeficientem b. Regresni
koeficient v pfedstavuje rozdil v hydrofobicité mezi stacionarni a mobilni fazi, ktery zavisi na
rozdilu kohezivity obou fazi a na rozsahu disperznich interakci mezi solutem a stacionarni
fazi a solutem a mobilni fazi [11]. Clen ¢ rovnice LFER neni vysvétlovan pomoci
solvatacnich parametrti. Odpovida zméndm ve fazovém poméru systému (podil objemuli
stacionarni faze a mobilni faze) [12]. Zahrnuje téZ vSechny mozné vlivy na retenci, které
nejsou popsany pomoci regresnich koeficienti.

Pokud je pouzita fixni mobilni faze lze regresni koeficienty pouzit piimo pro
charakterizaci stacionarnich fazi, a tudiz umoznit jejich porovnavani [3, 4]. PfestoZe regresni
koeficienty v tomto ptipad¢ charakterizuji pfimo stacionarni fazi, mohou byt ovlivnény
nasorbovanou mobilni fazi a jsou tedy charakteristické pro dany chromatograficky systém,
danou kombinaci staciondrni faze a slozeni mobilni faze.

Vlastnosti separa¢niho systému vyjadiené pomoci regresnich koeficientll v rovnici (1)
se ,urcuji“ pomoci tzv. testovaci sady soluti. Vybrand testovaci sada soluti by méla
obsahovat strukturn¢ odlisSné latky, aby rozlozeni hodnot jednotlivych deskriptorii bylo
rovnomérné a pokryvalo celou Skalu interakci popsanych pomoci téchto deskriptort [13] a
tudiz se nepreferoval zadny typ interakce na ukor jiného. Vysledek metody LFER ma tim
vetsi vahu, ¢im veétsi pocet latek je do regrese zahrnut, na urceni kazdého regresniho

parametru se pocitaji alesponi ti1 az Ctyfti latky [12, 14].

3.2 Chiralni stacionarni faze na bazi teikoplaninu

Pro déleni chirdlnich latek je tfeba v separacnim systému vytvofit enantioselektivni
(chiralni) prostiedi. V HPLC lze toto prostfedi realizovat ptidavkem chiralniho selektoru do
mobilni faze nebo vyuzitim chiralni staciondrni faze. Druhému pfistupu se pritom vétSinou

dava prednost. Mezi vyznamné chirdlni selektory resp. CSP se fadi makrocyklicka antibiotika.
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Chiralni stacionarni faze (CSP) na bazi teikoplaninu — teikoplaninova (T), teikoplanin
aglykonovd (TAG) a methylovana teikoplanin aglykonova (MTAG) se fadi do skupiny
makrocyklickych antibiotik, glykopeptidl. Struktury téchto chirdlnich selektort jsou uvedeny
na Obr. 3.1. V systémech s makrocyklickymi antibiotiky lze v HPLC pouzit vSechny tfi
separacni mody (normalni, reverzni a polarné-organicky).

Teikoplanin je glykopeptid, jehoz struktura je tvofena bohaté substituovanou
peptidovou kostrou a cukernou slozkou. Molekula teikoplaninu obsahuje fadu polédrnich 1
nepolarnich skupin a dvacet tfi chirdlnich center. Mezi polarni skupiny teikoplaninu patii
deset hydroxylovych skupin, ¢tyfi fenolické skupiny, jedna primarni amino skupina a jedna
volna karboxylovd skupina. Mezi nepolarni ¢asti molekuly se ftadi predevsSim devét
methylenovych jednotek, které tvoii acylovy fetézec vazany na cukerny zbytek (2-amino-2-
deoxy-pB-D-glukopyranosylovy zbytek). Hydrofobni fetézec vyznamné piispiva k malé
rozpustnosti teikoplaninu ve vodé. Mezi dalsi nepolarni skupiny patii fada Sesti amidt vznikla
spojenim peptidovymi vazbami a vytvaiejici makrocyklickou ¢ast molekuly (tzv. aglykonovy
ko$) a sedm benzenovych jader na n¢ navazanych. Molekula teikoplaninu déle obsahuje dalsi
dva cukerné zbytky bez acylového fetézce a etherové skupiny [15]. Molekula teikoplanin
aglykonu se lisi od nativniho teikoplaninu absenci cukernych podili a skupin na né
navazanych (hydrofobni acylovy fetézec). Diky neptitomnosti cukernych slozek jsou jeho
ionizovatelné skupiny odhalenéjsi a tim pfistupnéj$i pro interakce s nékterymi analyty.
Naopak TAG ztraci interakéni moZznosti poskytované cukernymi substituenty. Methylaci péti
fenolickych skupin a jedné karboxylové skupiny molekuly TAGu lze pfipravit dalsi chiralni
selektor odvozeny od teikoplaninu - methylovany teikoplanin aglykon [16]. Substituci se
potlaci dispozice pro vodikové vazby, které se mohou tvofit mezi fenolickymi skupinami a
analytem.

Ze struktury teikoplaninovych chiralnich selektorii je patrné, ze typ interakce
s analytem v separacnim systému miize byt rizny - vodikové vazby, n-m interakce, interakce

dipol-dip6l, hydrofobni interakce apod.
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Obr. 3.1. Struktura teikoplaninu (A), teikoplanin aglykonu (B) a pfedpokladand struktura
methylovaného teikoplanin aglykonu (C).
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3.3 Vysledky a diskuze

Vyse popsany model LFER byl pouzit pro porovnani interakénich moznosti tfi CSP na
bazi teikoplaninu (T, TAG, MTAG) v RP HPLC. Pro studium byly vybrany ¢tyii mobilni faze
liSici se pomérem methanolu (MeOH) a 1% triethylaminacetatového pufru (TEAA), pH 4,20
(obsah MeOH v mobilni fazi se pohyboval mezi 20% a 80%) nebot’, jak jiz bylo vyse
zminéno, 1 sloZeni mobilni faze vyznamné ovliviiuje retenci a separaci analytii v HPLC. Jak
bylo ukdzdno v kap. 3.2., tyto chiralni selektory obsahuji velké mnozstvi potencialnich
interakénich mist. Z tohoto diivodu jsou chirdlni separace na CSP na bazi teikoplaninu
komplexnim procesem zahrnujicim i rizné vlivy slozeni mobilni faze. Zasadni ulohu hraji
specifické interakce mezi CSP a enantiomery. Volba vhodného typu chirdlni stacionarni faze
podle chemické podstaty solutu neni dosud beze zbytku mozna, protoze u fady z nich neni
znam piesny mechanizmus interakce. Volba je tedy ¢asto empirickd, podepiend jen idaji o
separaci podobnych sloucenin z dostupné literatury [17]. Popis separacnich systémli modelem
LFER umozniuje objasnit z kvalitativniho i kvantitativniho hlediska typy interakci, kterymi
dany systém disponuje. Tento model pievadi experimentdlné ziskané vysledky zurovné
retencnich dat do roviny intermolekularnich interakei, které jsou zakladem pro pochopeni
reten¢niho mechanizmu. Kvantitativnim ur€enim jednotlivych interakci lze predpovédét
retenci novych solutd se znamymi deskriptory a zvolit tak vhodny typ stacionarni faze pro

vybranou smés analytt.

Vsechny porovnavané CSP jsou tvofeny silikagelovym nosi¢em, na ktery jsou vazany
prislusné chirdlni selektory (viz Obr. 3.1.). Pouzitim pufru o pH 4,20 jako vodné slozky
mobilni faze byla potlacena disociace silanolovych skupin, triethylamin pfitomny v mobilni
fazi kompenzuje volné silanolové skupiny. Za téchto podminek jsou interakce vyvolatelné
volnymi silanolovymi skupinami znacn€ omezené a retenci analytd ovliviluji predevSim
interakce analyt/chiralni selektor a analyt/mobilni faze. Testovaci sada soluti obsahovala 34
strukturné odlisnych latek (viz Table 1 v publikaci 1) a pokryvala celou skalu interakci
vyjadienych molekulovymi deskriptory, aby rozloZeni hodnot jednotlivych deskriptor bylo
rovnomérné, a tim se nepreferoval Zadny typ interakce na ukor jiného.

Pro porovnani interakénich moznosti jednotlivych chromatografickych separac¢nich
systétmti byly pouzity regresni koeficienty optimalnich LFER modeli ziskané
multidimenziondlni linedrni regresi pomoci statistického programu NCSS. Tyto regresni

koeficienty jsou uvedeny v tabulce Table 2 a na obrazcich Figures 1-5 v publikaci I.
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V RP HPLC se hydrofobni interakce vyznamné podili na zvySeni retence prevazné
nepolarnich analyti. V modelu LFER je hydrofobicita reprezentovana regresnim koeficientem
v. Vnami studovanych systémech tento koeficient roste se zvySujicim se obsahem pufru
v mobilni fazi. Nejvyssi hodnota koeficientu v byla ziskdna pro MTAG CSP ve vsSech
pouzitych mobilnich fazich. Diivodem je zvySeni hydrofobicity chirdlniho selektoru methylaci
karboxylové skupiny a fenolickych skupin teikoplanin aglykonu. Pofadi vyznamnosti
hydrofobnich interakci je MTAG>TAG>T ve vSech studovanych separacnich systémech. Pfi
pouziti mobilni fadze s vysokym obsahem organického modifikatoru (v naSem ptipad¢ 80 %
methanolu) regresni koeficient v se stane statisticky nevyznamnym pro vSechny CSP, coz
znamena ze se tato interakce vyznamné nepodili na retenénim mechanizmu.

Schopnost interagovat s n- a 7- elektrony analytu (vyjadiend regresnim koeficientem
r) také roste s rostoucim obsahem pufru v mobilni fazi. Celkové nizsi hodnoty koeficientu r
oproti koeficientu v ukazuji, ze ptispévek tohoto typu interakce k celkové retenci analytl je
(oproti TAG a MTAG CSP pii pouziti stejné mobilni faze), ktera ma hlfe pfistupna
aromatickd jadra a karbonylové skupiny diky pfitomnosti cukernych zbytki. Pfi pouziti
mobilni faze s 80 % methanolu interakce s n- a - elektrony analytu obdobné jako interakce
hydrofobni nemaji vyznamny vliv na retenci.

Regresni koeficient s (popisujici mozné polarni interakce) nabyva kladné hodnoty pro
vSechny studované systémy (pouze v systétmu TAG CSP v mobilni fazi obsahujici 20 %
methanolu je tento koeficient statisticky nevyznamny), nebot CSP na bazi teikoplaninu
obsahuji mnoho polérnich (hydroxylové skupiny, amino skupiny atd.) a polarizovatelnych
skupin. Oproti tomu v reverznim modu s oktadecylovymi ¢i oktylovymi stacionarmini fazemi
nabyva tento regresni koeficient zapornych hodnot, to znamend, Ze na téchto staciondrnich
fazich se neuplatnuji interakce s n- a 7- elektrony analytu, tento typ interakce je siln¢js$i mezi
analytem a mobilni fazi [4]. V mobilni f4zi obsahujici 80 % methanolu se interakce dipdl-
dipdl a dipdl-indukovany dip6l stavaji vyznamnym faktorem ovliviiujicim retenci na TAG a
MTAG CSP (nahrazuji hydrofobni a - a 7- elektronové interakce).

Zaporné hodnoty regresnich koeficientti a a b ve vSech studovanych systémech znaci,
ze dany typ interakce je siln¢j$i mezi analytem a mobilni fazi neZ mezi analytem a stacionarni
fazi. Acidita a bazicita tedy patii mezi faktory snizujici retenci analytl, které maji
ptedpoklady ucastnit se téchto typid interakci. Regresni koeficient b je v systému tvofeném
mobilni fazi MeOH/1% TEAA, pH 4,20 (20/80, v/v) a TAG CSP statisticky nevyznamny, coz

znamena, Ze acidita staciondrni a mobilni faze je velmi podobna.
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Model LFER je (na rozdil od chromatografickych testl napt. dle Tanaky ¢i Walterse,
které poskytuji jen dil¢i informace [2, 5]) obecna metoda charakterizujici interakéni moZnosti
separacnich systémt. Tento model slouzi kpopisu separacnich systémil, nikoliv
k charakterizaci chirdlnich separaci. Stereoselektivni diskriminace nejsou explicitné
popisovany regresnimi koeficienty LFER modelu. Regresni koeficienty 1ze ovSem vyuzit k
predikci retence chiralnich latek, poptipadé ¢astecné i k predikci enantioseparace. Zde je tieba
uvazit, ze pro déleni enantiomerd na CSP se ale ptredpoklada alespon tfibodova interakce
molekul solutu s CSP [18], kde je alespoii jedna interakce stereoselektivni [19]. Podle znamé
struktury enantiomert a regresnimi koeficienty popsaného separa¢niho systému (tedy znalosti
interakénich moznosti, které systém poskytuje) lze ziskat urcitou ptedstavu o jeho

enantioselektivité.
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		3.1 Model lineárního vztahu volných energií




1. UVOD

Vysokoucinnéa kapalinova chromatografie (HPLC) se fadi mezi nejcastéji pouzivané
separaéni metody. Vynika vysokou spolehlivosti, dobrou opakovatelnosti a robustnosti.
Vyhodou této metody je moznost ovliviilovat separaci nejen volbou stacionarni faze, ale také
zménami sloZeni mobilni faze, kterd neni pouze inertnim nosi¢em vzorkl (jako tomu je napf.
u plynové chromatografie), ale podili se na interakcich rozpusténych latek se sorbentem. V
HPLC jsou pouzivany dva, piipadné tii separacni mody: nejcastéjsi je reverzni (mobilni faze
je polarngj$i nez stacionarni faze), pak normalni (staciondrni faze je polarnéjsi nez faze
mobilni), a dale se hovoii o polarné-organickém (mobilni faze je vétSinou tvofena
acetonitrilem, methanolem a malym mnozstvim triethylaminu a kyseliny octové na ovlivnéni
selektivity). Touto technikou Ize separovat Sirokou Skalu strukturné velmi odlisnych slouc¢enin
[1] a lze ji pouzit pro kvalitativni i kvantitativni analyzu. Volba vhodného separac¢niho
systému se Casto provadi empiricky, na zdklad¢ zkuSenosti experimentatora, podle informaci
ziskanych z literatury, s vyuzitim nckterych optimalizacnich programii nebo ¢isté postupem

pokus-omyl. Lze vSak vyuzit i nékterych fyzikalné-chemickych charakteristik.

1.1 Optimalizace separace

Pro vybér optimdlnich separacnich podminek, tj. vybér vhodné stacionarni faze a
mobilni faze (poptipadé chiralniho selektoru ptidavaného do mobilni faze), je nutné hlubsi
poznani interak¢nich a reten¢nich mechanizmi. Separace v reverznim separa¢nim modu (RP
HPLC) piedstavuji pfevaznou ¢ast aplikaci, a tudiZ i studii zaméfenych na zékladni vyzkum a
nasledné vyuziti ziskanych poznatkli pro optimalizaci separac¢nich podminek v tomto
usporadani vysokoucinné kapalinové chromatografie. S rostoucim vyuzitim RP HPLC vznika
1 Siroké spektrum reverznich staciondrnich fazi. Znamé technické parametry
chromatografickych kolon nejsou ve vétSin€ ptipadi postacujici k vybéru optimalni kolony
pro konkrétni separaci [2]. Z tohoto dlivodu je Zzddouci nalézt vztah mezi chemickou
strukturou analytl, fyzikalné-chemickymi vlastnostmi stacionarnich fazi a jejich separa¢nimi
ucinky, a proto byla navrzena fada testl pro charakterizaci chromatografickych kolon v téchto
separaénich systémech. Zadny z testdl zatim neni vieobecné akceptovan z ditvodu sloZitosti
chromatografického systému a poctu parametrii, které ovliviiuji retenci analytd. Jednim z
moznych semiempirickych postupii charakterizace separacnich systémi je metoda linedrnich

vztahll volnych energii (LFER — Linear Free Energy Relationship) [3, 4].





Proces optimalizace separace muze velmi zkomplikovat vyskyt systémovych piki.
Existuji ptipady, kdy je dana systémova zona detekovatelna a ve vysledném chromatogramu
se objevi vice pikd nez odpovidd poctu analyzovanych latek anebo systémovéa zdéna
»interaguje” se zonou analytu a nastane jev nazyvany rezonance. Porozuméni jeviim
probihajicim (vyskytujicim se) v chromatografickych separacnich systémech ma zésadni vliv

na spravnou interpretaci analytickych dat, a tudiz vysledky analyzy.





2. CIL PRACE

Cilem dizertacni prace bylo studium interakénich mechanizmii ve vysokoucinné
kapalinové chromatografii.

Diléi cile 1ze rozdélit do nékolika boda:

e charakterizace a srovnani interakénich moznosti tii chirdlnich staciondrnich fazi:
teikoplaninu, teikoplanin aglykonu a methylovaného teikoplanin aglykonu v riznych
mobilnich fazich pomoci modelu LFER, zjisténi interakci, které nejvice ovliviiuji
retenci analytu a ukazani moznosti predikce retence novych analyti v popsanych
separacnich systémech

e studium systémovych piki v RP HPLC, tzn. popsani jejich vzniku resp. vyskytu a
chromatografického chovani v daném systému

e aplikace ziskanych poznatkl na separace konkrétnich smési analyta
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3. UVOD DO PROBLEMATIKY CHARAKTERIZACE SEPARACNICH SYSTEMU -
PUBLIKACE I

Béhem poslednich desetileti bylo navrzeno nékolik typl testd pro charakterizaci
chromatografickych kolon. Pouzivané testy vyuzivaji spektroskopické techniky (infraervena
spektroskopie a nukledrni magneticka rezonance), statistické (chemometrické¢) metody
(analyza hlavnich komponent, faktorova analyza), van't Hoffovy zavislosti (termodynamické
méteni), ur€eni fyzikdlnich vlastnosti stacionarni faze a chromatografické testovaci metody.
Prestoze prvni Ctyfi jmenované typy testli poskytuji informaci o stacionarni fazi, pro vybér
optimalniho typu separacni kolony pro konkrétni separace je nutné pouzit chromatografické
testovaci metody. Pouziti chromatografickych testii umoziuje charakterizaci kolon obecné
pomoci parametrd, jako je hydrofobicita, silanolova aktivita, procentudlni zastoupeni uhliku,
¢i pomoci parametr charakterizujicich fyzikalné-chemické vlastnosti staciondrni faze. Mezi
chromatografické testy patii napiiklad metody zalozené na urcitém modelu - Horvathiv
model, Galushkliv model, model interak¢nich indext dle Jandery a modely LFER [5]. Dale se
do chromatografickych testii fadi Tanakiv test, Engelhardtiiv test a Walterstv test, pomoci

kterych je mozné urcit naptiklad silanolovou aktivitu stacionarni faze.

3.1 Model linearniho vztahu volnych energii

Popis separa¢niho systému pomoci modelu LFER umoziuje kvalitativni i
kvantitativni objasnéni interakci, které se uplatiiuji v daném systému, a tudiz maji vliv na
retenci analytl. Mezi tyto interakce se fadi hydrofobni interakce, elektrostatické interakce,
vodikova vazba, disperzni sily, vazby s pifenosem naboje, koordina¢ni vazba a sterické
repulze [6]. VRP HPLC je retence analytu nejvyznamngji ovlivnéna hydrofobnimi
interakcemi. Tyto interakce spocivaji v tom, Ze se hydrofobni skupiny ve vodném prostredi
snazi minimalizovat sty¢nou plochu s polarnim (vodnym) okolim [7]. Na zdklad¢ ziskaného
popisu vSech moznych interakei Ize nasledné volit vhodnou kombinaci stacionarni a mobilni
faze pro separace pozadované smési analyti.

Model LFER je zaloZen na linearni zavislosti zmény Gibbsovy energie (AG), a tim 1
vSech vlastnosti, které s ni souviseji (napf. retencni faktor), na charakteristikach prostredi. Se
zménou Gibbsovy energie systému je v kapalinové chromatografii spojen pienos analytu
z mobilni faze do faze stacionarni. AG pii pfenosu analytu mezi fdzemi miiZze byt rozdélena na
prispévky jednotlivych nezavislych typt molekuldrnich interakci [4], které jsou v LFER
rovnici vyjadieny jako soucin dvou clent: fyzikdlné-chemickych parametrti analyt a vlivu

prostfedi na danou interakci.
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V HPLC je retence analytii dédna soucCtem vSech interakci, kterych se v daném
separa¢nim systému analyt Gcastni. Pokud je dand interakce silnéj$i se stacionarni fazi, bude
retenci analytu zvySovat a naopak. Rovnice LFER vyjadfuje korelaci experimentdlné

zjisténych logaritmt reten¢nich faktord s parametry analyti:
logk=c+rR+sm"+aZa” +b28"+ vV, (1)

kde k je reten¢ni faktor (zavisle proménnd), nezavisle proménné ¢leny na pravé stran¢ rovnice
(oznadené kurzivou) jsou: R; rozsah molarni refrakce (cm?) [3, 4], 7" dipolarita/polarizibilita,
o, charakteristika proton-donorové schopnosti analytu pro tvorbu vodikové vazby, 2B,
charakteristika proton-akceptorové schopnosti analytu pro tvorbu vodikové vazby, V,
McGowaniiv charakteristicky objem solutu (cm’.mol™) [8]. Objem solutu V; se d&li stem a
rozsah molarni refrakce deseti, aby byly deskriptory ve stejném métitku [9]. Regresni
koeficienty r, s, a, b, v ziskané multidimenzionalni linearni regresi popisuji rozdily v dané
vlastnosti mezi stacionarni a mobilni fazi. Symbol ¢ piedstavuje konstantu (viz nize).

LFER tedy koreluje retenci s vlastnostmi analytu. Tyto vlastnosti jsou popsany
pomoci deskriptort, které se ziskdvaji empiricky. V rovnici se vyskytuje pét na sobé
nezavislych deskriptori, které udédvaji schopnost analytu podilet se na urcitych typech
interakci: V, - hydrofobni interakce, deskriptor zahrnuje disperzni a kohezivni interakce
(schopnost tvorby kavity) analytu s chromatografickym systémem, 23," a Za,” - interakce
prostfednictvim vodikové vazby (Za,” - popisuje proton-donorovou schopnost analytu pro
tvorbu vodikové vazby smolekulami mobilni a stacionarni faze, XB,” - odrazi proton-
akceptorovou schopnost analytu pro tvorbu vodikové vazby s molekulami mobilni a
stacionarni faze), 7, - elektrostaticka interakce, R, - disperzni interakce. Deskriptory
kvantitativné popisuji strukturni odliSnosti mezi slou¢eninami. V roce 1993 M. H. Abraham
publikoval nové deskriptory, které patii k ¢asto pouzivanym charakteristikam latek [10]. Tyto
parametry byly publikovany pro velky pocet sloucenin a jsou vhodné pro model LFER,
protoZe jsou vztazené ke zméné Gibbsovy energie.

Ziskané regresni koeficienty popisuji rozdily v danych molekulérnich interakcich mezi
stacionarni a mobilni fazi. Pokud je dany regresni koeficient kladny, dana interakce je siln¢jsi
mezi analytem a stacionarni fazi neZ mezi analytem a mobilni f4zi a naopak. Koeficienty vétsi
nez nula zvySuji retenci analytu, zatimco zaporné koeficienty zplisobuji opacny efekt.

Vysledna retence analytu je pak uréena souctem vsech prispévk.
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Regresni koeficient r popisuje rozdil ve schopnosti staciondrni a mobilni faze
interagovat sn- a m-elektrony analytu. V  koeficientu s je zahrnut rozdil
v dipolarité/polarizibilit¢ mezi stacionarni a mobilni fazi - poukazuje na schopnost fazi
ucastnit se interakci dip6l-dipol a dipol-indukovany dipol. Regresni koeficient a odrazi rozdil
v akceptorové bazicit¢ vodikové vazby (schopnost piisobit jako akceptor vodiku pro
vodikovou vazbu) mezi stacionarni a mobilni fazi (bazicka fdze bude interagovat s kyselym
solutem). Rozdil v donorové acidité vodikové vazby (schopnost piisobit jako donor vodiku
pro vodikovou vazbu) mezi stacionarni a mobilni fazi je popsan koeficientem b. Regresni
koeficient v pfedstavuje rozdil v hydrofobicité mezi stacionarni a mobilni fazi, ktery zavisi na
rozdilu kohezivity obou fazi a na rozsahu disperznich interakci mezi solutem a stacionarni
fazi a solutem a mobilni fazi [11]. Clen ¢ rovnice LFER neni vysvétlovan pomoci
solvatacnich parametrti. Odpovida zméndm ve fazovém poméru systému (podil objemuli
stacionarni faze a mobilni faze) [12]. Zahrnuje téZ vSechny mozné vlivy na retenci, které
nejsou popsany pomoci regresnich koeficienti.

Pokud je pouzita fixni mobilni faze lze regresni koeficienty pouzit piimo pro
charakterizaci stacionarnich fazi, a tudiz umoznit jejich porovnavani [3, 4]. PfestoZe regresni
koeficienty v tomto ptipad¢ charakterizuji pfimo stacionarni fazi, mohou byt ovlivnény
nasorbovanou mobilni fazi a jsou tedy charakteristické pro dany chromatograficky systém,
danou kombinaci staciondrni faze a slozeni mobilni faze.

Vlastnosti separa¢niho systému vyjadiené pomoci regresnich koeficientll v rovnici (1)
se ,urcuji“ pomoci tzv. testovaci sady soluti. Vybrand testovaci sada soluti by méla
obsahovat strukturn¢ odlisSné latky, aby rozlozeni hodnot jednotlivych deskriptorii bylo
rovnomérné a pokryvalo celou Skalu interakci popsanych pomoci téchto deskriptort [13] a
tudiz se nepreferoval zadny typ interakce na ukor jiného. Vysledek metody LFER ma tim
vetsi vahu, ¢im veétsi pocet latek je do regrese zahrnut, na urceni kazdého regresniho

parametru se pocitaji alesponi ti1 az Ctyfti latky [12, 14].

3.2 Chiralni stacionarni faze na bazi teikoplaninu

Pro déleni chirdlnich latek je tfeba v separacnim systému vytvofit enantioselektivni
(chiralni) prostiedi. V HPLC lze toto prostfedi realizovat ptidavkem chiralniho selektoru do
mobilni faze nebo vyuzitim chiralni staciondrni faze. Druhému pfistupu se pritom vétSinou

dava prednost. Mezi vyznamné chirdlni selektory resp. CSP se fadi makrocyklicka antibiotika.

13





Chiralni stacionarni faze (CSP) na bazi teikoplaninu — teikoplaninova (T), teikoplanin
aglykonovd (TAG) a methylovana teikoplanin aglykonova (MTAG) se fadi do skupiny
makrocyklickych antibiotik, glykopeptidl. Struktury téchto chirdlnich selektort jsou uvedeny
na Obr. 3.1. V systémech s makrocyklickymi antibiotiky lze v HPLC pouzit vSechny tfi
separacni mody (normalni, reverzni a polarné-organicky).

Teikoplanin je glykopeptid, jehoz struktura je tvofena bohaté substituovanou
peptidovou kostrou a cukernou slozkou. Molekula teikoplaninu obsahuje fadu polédrnich 1
nepolarnich skupin a dvacet tfi chirdlnich center. Mezi polarni skupiny teikoplaninu patii
deset hydroxylovych skupin, ¢tyfi fenolické skupiny, jedna primarni amino skupina a jedna
volna karboxylovd skupina. Mezi nepolarni ¢asti molekuly se ftadi predevsSim devét
methylenovych jednotek, které tvoii acylovy fetézec vazany na cukerny zbytek (2-amino-2-
deoxy-pB-D-glukopyranosylovy zbytek). Hydrofobni fetézec vyznamné piispiva k malé
rozpustnosti teikoplaninu ve vodé. Mezi dalsi nepolarni skupiny patii fada Sesti amidt vznikla
spojenim peptidovymi vazbami a vytvaiejici makrocyklickou ¢ast molekuly (tzv. aglykonovy
ko$) a sedm benzenovych jader na n¢ navazanych. Molekula teikoplaninu déle obsahuje dalsi
dva cukerné zbytky bez acylového fetézce a etherové skupiny [15]. Molekula teikoplanin
aglykonu se lisi od nativniho teikoplaninu absenci cukernych podili a skupin na né
navazanych (hydrofobni acylovy fetézec). Diky neptitomnosti cukernych slozek jsou jeho
ionizovatelné skupiny odhalenéjsi a tim pfistupnéj$i pro interakce s nékterymi analyty.
Naopak TAG ztraci interakéni moZznosti poskytované cukernymi substituenty. Methylaci péti
fenolickych skupin a jedné karboxylové skupiny molekuly TAGu lze pfipravit dalsi chiralni
selektor odvozeny od teikoplaninu - methylovany teikoplanin aglykon [16]. Substituci se
potlaci dispozice pro vodikové vazby, které se mohou tvofit mezi fenolickymi skupinami a
analytem.

Ze struktury teikoplaninovych chiralnich selektorii je patrné, ze typ interakce
s analytem v separacnim systému miize byt rizny - vodikové vazby, n-m interakce, interakce

dipol-dip6l, hydrofobni interakce apod.
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Obr. 3.1. Struktura teikoplaninu (A), teikoplanin aglykonu (B) a pfedpokladand struktura
methylovaného teikoplanin aglykonu (C).
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3.3 Vysledky a diskuze

Vyse popsany model LFER byl pouzit pro porovnani interakénich moznosti tfi CSP na
bazi teikoplaninu (T, TAG, MTAG) v RP HPLC. Pro studium byly vybrany ¢tyii mobilni faze
liSici se pomérem methanolu (MeOH) a 1% triethylaminacetatového pufru (TEAA), pH 4,20
(obsah MeOH v mobilni fazi se pohyboval mezi 20% a 80%) nebot’, jak jiz bylo vyse
zminéno, 1 sloZeni mobilni faze vyznamné ovliviiuje retenci a separaci analytii v HPLC. Jak
bylo ukdzdno v kap. 3.2., tyto chiralni selektory obsahuji velké mnozstvi potencialnich
interakénich mist. Z tohoto diivodu jsou chirdlni separace na CSP na bazi teikoplaninu
komplexnim procesem zahrnujicim i rizné vlivy slozeni mobilni faze. Zasadni ulohu hraji
specifické interakce mezi CSP a enantiomery. Volba vhodného typu chirdlni stacionarni faze
podle chemické podstaty solutu neni dosud beze zbytku mozna, protoze u fady z nich neni
znam piesny mechanizmus interakce. Volba je tedy ¢asto empirickd, podepiend jen idaji o
separaci podobnych sloucenin z dostupné literatury [17]. Popis separacnich systémli modelem
LFER umozniuje objasnit z kvalitativniho i kvantitativniho hlediska typy interakci, kterymi
dany systém disponuje. Tento model pievadi experimentdlné ziskané vysledky zurovné
retencnich dat do roviny intermolekularnich interakei, které jsou zakladem pro pochopeni
reten¢niho mechanizmu. Kvantitativnim ur€enim jednotlivych interakci lze predpovédét
retenci novych solutd se znamymi deskriptory a zvolit tak vhodny typ stacionarni faze pro

vybranou smés analytt.

Vsechny porovnavané CSP jsou tvofeny silikagelovym nosi¢em, na ktery jsou vazany
prislusné chirdlni selektory (viz Obr. 3.1.). Pouzitim pufru o pH 4,20 jako vodné slozky
mobilni faze byla potlacena disociace silanolovych skupin, triethylamin pfitomny v mobilni
fazi kompenzuje volné silanolové skupiny. Za téchto podminek jsou interakce vyvolatelné
volnymi silanolovymi skupinami znacn€ omezené a retenci analytd ovliviluji predevSim
interakce analyt/chiralni selektor a analyt/mobilni faze. Testovaci sada soluti obsahovala 34
strukturné odlisnych latek (viz Table 1 v publikaci 1) a pokryvala celou skalu interakci
vyjadienych molekulovymi deskriptory, aby rozloZeni hodnot jednotlivych deskriptor bylo
rovnomérné, a tim se nepreferoval Zadny typ interakce na ukor jiného.

Pro porovnani interakénich moznosti jednotlivych chromatografickych separac¢nich
systétmti byly pouzity regresni koeficienty optimalnich LFER modeli ziskané
multidimenziondlni linedrni regresi pomoci statistického programu NCSS. Tyto regresni

koeficienty jsou uvedeny v tabulce Table 2 a na obrazcich Figures 1-5 v publikaci I.
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V RP HPLC se hydrofobni interakce vyznamné podili na zvySeni retence prevazné
nepolarnich analyti. V modelu LFER je hydrofobicita reprezentovana regresnim koeficientem
v. Vnami studovanych systémech tento koeficient roste se zvySujicim se obsahem pufru
v mobilni fazi. Nejvyssi hodnota koeficientu v byla ziskdna pro MTAG CSP ve vsSech
pouzitych mobilnich fazich. Diivodem je zvySeni hydrofobicity chirdlniho selektoru methylaci
karboxylové skupiny a fenolickych skupin teikoplanin aglykonu. Pofadi vyznamnosti
hydrofobnich interakci je MTAG>TAG>T ve vSech studovanych separacnich systémech. Pfi
pouziti mobilni fadze s vysokym obsahem organického modifikatoru (v naSem ptipad¢ 80 %
methanolu) regresni koeficient v se stane statisticky nevyznamnym pro vSechny CSP, coz
znamena ze se tato interakce vyznamné nepodili na retenénim mechanizmu.

Schopnost interagovat s n- a 7- elektrony analytu (vyjadiend regresnim koeficientem
r) také roste s rostoucim obsahem pufru v mobilni fazi. Celkové nizsi hodnoty koeficientu r
oproti koeficientu v ukazuji, ze ptispévek tohoto typu interakce k celkové retenci analytl je
(oproti TAG a MTAG CSP pii pouziti stejné mobilni faze), ktera ma hlfe pfistupna
aromatickd jadra a karbonylové skupiny diky pfitomnosti cukernych zbytki. Pfi pouziti
mobilni faze s 80 % methanolu interakce s n- a - elektrony analytu obdobné jako interakce
hydrofobni nemaji vyznamny vliv na retenci.

Regresni koeficient s (popisujici mozné polarni interakce) nabyva kladné hodnoty pro
vSechny studované systémy (pouze v systétmu TAG CSP v mobilni fazi obsahujici 20 %
methanolu je tento koeficient statisticky nevyznamny), nebot CSP na bazi teikoplaninu
obsahuji mnoho polérnich (hydroxylové skupiny, amino skupiny atd.) a polarizovatelnych
skupin. Oproti tomu v reverznim modu s oktadecylovymi ¢i oktylovymi stacionarmini fazemi
nabyva tento regresni koeficient zapornych hodnot, to znamend, Ze na téchto staciondrnich
fazich se neuplatnuji interakce s n- a 7- elektrony analytu, tento typ interakce je siln¢js$i mezi
analytem a mobilni fazi [4]. V mobilni f4zi obsahujici 80 % methanolu se interakce dipdl-
dipdl a dipdl-indukovany dip6l stavaji vyznamnym faktorem ovliviiujicim retenci na TAG a
MTAG CSP (nahrazuji hydrofobni a - a 7- elektronové interakce).

Zaporné hodnoty regresnich koeficientti a a b ve vSech studovanych systémech znaci,
ze dany typ interakce je siln¢j$i mezi analytem a mobilni fazi neZ mezi analytem a stacionarni
fazi. Acidita a bazicita tedy patii mezi faktory snizujici retenci analytl, které maji
ptedpoklady ucastnit se téchto typid interakci. Regresni koeficient b je v systému tvofeném
mobilni fazi MeOH/1% TEAA, pH 4,20 (20/80, v/v) a TAG CSP statisticky nevyznamny, coz

znamena, Ze acidita staciondrni a mobilni faze je velmi podobna.
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Model LFER je (na rozdil od chromatografickych testl napt. dle Tanaky ¢i Walterse,
které poskytuji jen dil¢i informace [2, 5]) obecna metoda charakterizujici interakéni moZnosti
separacnich systémt. Tento model slouzi kpopisu separacnich systémil, nikoliv
k charakterizaci chirdlnich separaci. Stereoselektivni diskriminace nejsou explicitné
popisovany regresnimi koeficienty LFER modelu. Regresni koeficienty 1ze ovSem vyuzit k
predikci retence chiralnich latek, poptipadé ¢astecné i k predikci enantioseparace. Zde je tieba
uvazit, ze pro déleni enantiomerd na CSP se ale ptredpoklada alespon tfibodova interakce
molekul solutu s CSP [18], kde je alespoii jedna interakce stereoselektivni [19]. Podle znamé
struktury enantiomert a regresnimi koeficienty popsaného separa¢niho systému (tedy znalosti
interakénich moznosti, které systém poskytuje) lze ziskat urcitou ptedstavu o jeho

enantioselektivité.
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