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TbACl tetrabutylamonium chlorid

TEA trietylamin
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Abstrakt

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové, Univerzita Karlova

Kandidat: Monika Janetkova

Skolitel’: doc. PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.

Konzultant: doc. Ing. Radim Vespalec, DrSc.

Nazov prace:  Vyuziti HPLC v chirdlnich separacich III.

Borové klastre st kompletne syntetické anorganické Struktiry jedinecnych vlastnosti,
ktoré si razia cestu medzi organickymi molekulami zvyCajne pouzivanymi v medicine.
Zakladna Struktira je tvorena atoémami boru a vodika, ktoré v priestore vytvaraju
mnohosten s trojuholnikovymi plochami. Vézba medzi atdémami B-H-B je trojstredova
aatomy spdja len jeden elektronovy par. Zdielany mrak elektronov je pri¢inou
pseudoaromatického charakteru a delokalizované¢ho negativneho naboja Struktary. Bory
neutralnych klastrov maji tendenciu uvolnovat protéon vodika za vzniku aniontu, a to
v protickych aj aprotickych rozpustadlach. Typicka je vysokd lipofilita, stabilita voci
metabolickym pochodom v organizme a tepelnd odolost’. V praxi st najvyuzivanejS$imi
closo-, nido- a arachno-karborany liSiace sa priestorovym usporiadanim s 11-12
vrcholmi. Boérové klastre st vysoko symetrické molekuly, u ktorych endo- aj

exoskeletalna substiticia narusuje symetriu klastru za vzniku enantiomérov.

V stcastnosti st vyuzivané ako stereoselektivne kalatyzatory, radiofarmaka, extrakéné
¢midla pri odstratiovani radioakttivneho odpadu a tvorbe stacionarnych fizi pre plynovua
chromatografiu. ZuroCit' charakteristické vlastnosti klastrov ako je metabolicka stabilita,
rigidita Struktury, lipofilita a delokalizovany negativny naboj mozno vo farmacii v ulohe
farmakoforov, kedy v molekule lie¢iva zvyCajne nahradzuju fenyl alebo heterocyklus

za uCelom modifikacie vlastnosti molekuly.

Z dbévodu rastuceho zaujmu o borové klastre, ich predpokladom k vzniku enantiomérov
a vyznamu chirality vo farmacii je preStudovanie ich spravania v HPLC systéme
a stanovenie vhodnych podmienok pre chirdlnu diskriminaciu nevyhnutnostou. V centre
ziymu tejto prace je nezrovnalost medzi vysledkami ziskanymi kapildrnou
elektroforézou a HPLC, kedy sa kapilarna elektroforéza s pouztim B-cyklodextrinu ako
chirdlneho selektoru javila ako vhodny systém pre chiralnu separaciu niektorych
aniontiov, avSak pomocou HPLC sa chiralna diskriminacia aniontov doposial’ nepodarila.
Dalej sme sa zamerali na ostatné faktory ovplyviiujlice chirdlnu diskriminaciu
testovanych aniontov a zwitteriontu (predovSetkym modifikdciu mobinych fazi
a vywzitie d’alSich chirdlnych stacionarnych fazi).
-11 -
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Boron cluster compounds are completely synthetic inorganic structures posessing unique
properties. Exceptional characteristics allow them to prove competent among organic
molecules predominantely used in medicine. Basic structure is made of boron
and hydrogen atoms forming three-dimensional polyhedron with triangular planes.
The atoms B-H-B are forming electrondeficient three-centred two-electron bond. Cloud
of electrons that is shared inside polyhedron structure is the cause of delocalized negative
charge of'a whole molecule. Boron cluster compounds are likely to loose hydrogen proton
in both, protic and aprotic solvents, ending in formation of an anion. Among their typical
characteristics  belong extreme hydrophobicity, metabolic and thermal stability.
Considering stability and reactivity closo-, nido- and arachno-clusters with 11-12
vertices are largely used. Either of endo- or exoskeletal substitution might impair

symmetry of a boron cluster molecule resulting in a formation of a chiral species.

Nowadays boron cluster compounds are used as radiopharmaceuticals, stereoselective
catalysts, extract reagents in disposal of radioactive waste and in production of thermally
stable stationary phases for gas chromatography. The usage of boron cluster compounds
as pharmacophores is brought about their properties such as metabolic stability, rigidity
of'the structure, hydrophobicity, delocalised negative charge. They usually replace

phenyl ring or heterocycle in order to modify characteristics of a molecule.

Owing to growing interest in boron cluser compounds, therr predisposition to formation
of enantiomers and the importance of chirality in pharmaceutical industry there is a need
for deeper study of appropriate conditions for chiral discrimination m HPLC. The aim
of this work was to elucidate discrepancy between the ability of a chiral discrimination
of'a cluster anions using capillary electrophoresis and HPLC. Capillary electrophoresis
using B-cyclodextrin as a chiral selector proved to be able to provide separation of boron
cluster anions. Furthermore we explored various conditions (constitution of mobile phase
and chiral stationary phases) that might influence chiral separation of tested anions

and zwitterion.

-12 -



1. Uvod

Borové klastre st kompletne syntetické anorganické Struktury jedinenych vlastnosti,

ktoré si razia cestu medzi organickymi Struktirami zvyCajne pouzivanymi v medicine.

V stcastnosti st vyuzivané ako stereoselektivne kalatyzatory, radiofarmaka, extrakéné
¢midla pri odstranovani radioaktivneho odpadu a tvorbe stacionarnych fazi pre plynovua
chromatografiu. Ziro¢it' charakteristické vlastnosti klastrov ako je metabolicka stabilita,
rigidita Struktiry, lipofilita a aj delokalizovany negativny naboj mozno vo farmacii
v ulohe farmakoforov, kedy v molekule lieCiva zvyCajne nahradzuje fenyl alebo

heterocyklus za ucelom modifikdcie vlastnosti molekuly.

V centre zaujmu tejto prace je nezrovnalost medz vysledkami ziskanymi kapilarnou
elektroforézou a HPLC, kedy sa kapilarna elektroforéza s pouzitim B-cyklodextrinu ako
chiralneho selektoru javila ako vhodny systém pre chirdlnu separaciu niektorych
aniontiov, avSak pomocou HPLC sa chirdlna diskriminacia aniontov doposial’ nepodarila.
Dalej sme sa zamerali na ostatné faktory ovplyviiujice chirdlnu diskriminaciu
testovanych aniontov a zwitteriontu (hlavne modifikdiciu mobilnych fazi a vyuzitie
dalsich chirdlnych stacionarnych fazi).
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2. Teoreticka cast’
2.1.  Chiralita a enantioselektivna separacia

Molekularna chiralita bola popisand uz v polovici 19. storocia, kedy Louis Pasteur
zaoberajuci sa kryStalografiou a optickou rotaciou zstil, Ze niektoré kryStaly kremena
vykazuji lavoto¢ivi a iné pravotoéivi morfologiu. Svojou pracou naviazal
na pozorovania Biota, ktory Studoval roticiu polarizovaného svetla nekrystalizujicimi
organickymi zliceninami, ¢i Araga a Haliya zaoberajicich sa rotaciou polarizovaného
svetla kremennymi kryStalmi. Louis Pasteur bol ziroven prvym, kto oddelil (rucne)
a skumal dva enantioméry, konkrétne enantioméry soli kyseliny hroznovej na zdklade
rozlicnej krystalickej morfologie. Fenoménu chirality sa aj nad’alej venoval vo svojej
vedeckej praci a Stvrt'storoCie po jeho objave bol identifikovany a popisany asymetricky
uhlk ako nositel molekulovej chirality.[1] Chiralita je priestorovou vlastnost'ou
mnohych molekal a nadmolekularnych Struktir, ktoré nas bezne obklopuju
(napr. aminokyseliny, cukry, nukleosidy...). V prfrode mozeme sledovat’ preferenénu
syntézu, interakciu, metabolizmus aj vyluovanie jedného z enantiomérov, co
odpozoroval uz Pasteur na preferencnom kvaseni jedného z enantiomérov Kkyseliny
hroznovej. Podanie xenobitika do chirdlneho prostredia akym je organizmus vedie
k otdzkam o jeho absorbcii, metabolizme, u¢inku a vylu€ovani. V sucastnosti je povinné
preskimat’ kazdy existyjuci enantiomér molekuly, ktora ma byt pouzitd ako lieCivo.
Cielom je zaistit u¢innu a bezpecnil terapiu pre pacienta. S povinnostou skumania
vlastnosti a i¢inkov enantiomérov uzko suvisi potreba rozvoja metdd, ktoré umozZnia
identifikovat’ a kvantifikovat’” jednotlivé enantioméry, a to ako v analytickom, tak

preparativnom meritku.[1, 2, 3]

2.1.1. Stereoizoméria a suvisiace nazvoslovie

Izoméry su molekuly s rovnakym chemickym vzorcom IiSiace sa bud’ priestorovym
usporiadanim molekuly (priestorové izoméry) alebo poradim (organiziciou) atdémov
v molekule (konstituéné izoméry). Medz priestorové izoméry (stereoizoméry) patria
enantioméry a diastereoméry. Enantioméry si nestotoznitelné zrkadlové obrazy
a v achrralnom prostredi maji rovnaké fyzikalne aj chemické vlastnosti (s vynimkou
smeru stoCenia roviny polarizovaného svetla, avSak plati, ze hodnota stoCenia ostdva
zachovand). Zmes enantiomérov v pomere 1:1 sa nazyva ako racemat/ racemickd zmes
a nevykazuje opticktl aktivitu. Chiralne diastereoméry mozu obsahovat’ dve a viac centier
chirality, nie su vzijomne zrkadlovymi obrazmi a rovnako ako v pripade enantiomérov
si molekuly nestotozniteI'né. Diastereoméry maju odlisné chemické a fyzikélne

vlastnosti. Vztah medz enantiomérmi a diastereomérmi zobrazuje Obr.1.[1, 4, 5]
-14 -



1 1’ Obr. 1 pokial' predpokladdme asymetricku

\ / substiticiu  na oboch uhlikoch, potom po urCeni
. priestorového usporiadania podla Cahn-Ingold-
92— —Q——Cy—2° P Jspordams o e
/ \ Prelog konvencie mozu existovat’ 4 stereoizoméry:
] (18,29), (1R,2R), (1S,2R), (1R,2S).
3 3 Stereoizomérne dvojice (1S,2S) a (1R,2R), (1R,2S)

a (IS,2R) st vo vzijomne enantiomérnom vztahu. Ostatné mozné kombindcie

stereoizomérov su diastereomérmi.

Chiralita je geometrickd vlastnost molekuly popisujica jej (a)symetriu. NajCastejSie
je zdrojom chirality asymetricka substiticia jedné¢ho alebo viacerych atémov. Zvycajne
je tymto atomom (stereogénnym centrom) uhlkk, na ktory si naviazané 4 rézne
substituenty. Centrom mdze byt aj dusik, sfra, kremik, germanium, cin, alebo fosfor.
S rasticim poc¢tom chirdlnych centier stipa pocet stereoizomérov, ktoré méze molekula
poskytnit’ (celkovy pocet stereoizomérov mozno zskat' jednoduchym vypoctom: 2", kde
n=pocet centier chirality). Chiralita nieje zavdzne spita len s pritomnostou stereogénneho
centra, ide o zmenu v symetrii molekuly dostato¢ne stabilnu pre existenciu dvoch a viac
stereoizomérov  (Obr. 2). Prikladom modZze byt hexahelicén, u ktorého je tvorba
enantiomérov  dosledkom napdtia v Struktire kruhu. Uvolnenie napdtia posunutim
jedného z kruhov mimo roviny vedie k vzniku ohybu a na zdklade smeru stocenia
je mozné rozliSitt enantioméry (Obr. 2a). Rovnako napohlad achiralna molekula
o-substituovaného bifenylu moéze byt chirdlnou, pokial je substiticia na cykloch
dostatocne odlisnd a velka, aby zabranila rotacii kolo jednoduchej vézby (Obr. 2b).
Daliim prikladom je DNA, u ktorej je zdrojom asymetric smer zatoGenia Struktury
(Obr. 2¢).[5]

NO, : '
&l!g“‘ * CO.H o
> T B
Soe
a8 ﬁ:» K
NN <
a

HO,C NO2
b C

Obr. 2 a) helicén, b) o-substituovany bifenyl, u ktorého je obmedzend volna otacavost’

okolo jednoduchej vizby, c) supramolekuldrny helikdlny systém (DNA) [5]

NajstarSia terminoldogia pouzivana pre popis chirdlnych molekal je zalozend na ich

optickej aktivite. Pri stdiCani roviny polarizovaného svetla v smere hodinovych ruciCiek

je enantiomér oznacovany (+) dextro-rotatory, v pripade jeho staCania v protismere
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hodinovych ruciiek je oznaovany (-) levo-rotatory. Pretoze tento popis nieje dostacujuci
a nevystihuje priestorové usporiadanie na centre chirality, vyuzivame okrem oznacenia

(+) aj Cahn-Ingold-Prelogovu konvenciu a Fisherovu projekciu.

Absolutna konfiguracia na stereogénnom centre je ur¢ovana podla Cahn-Ingold-Prelog
konvencie na ziklade klesajucej priority (klesajiceho protonového Cisla) funkcnej
skupiny naviazanej na chirdlny atom (Obr. 3). Za predpokladu, Ze sa na molekulu
pozerame v smere vizby, ktord vedie k skupine s najnizSou prioritou (D), potom pokles
priorit substituentov v smere hodinovych ruciCieck oznacujeme ako (R) =rectus/ pravy

a v protismere pohybu hodinovych ruciCiek ako (S) =smister/ lavy.

Obr. 3 R-enantiomér stac¢ajuci rovinu polarizovaného svetla v smere hodinovych
ruciCiek (na obrazku vpravo) a S-enantiomér stacajici rovinu polarizovaného svetla

v protismere hodinovych rucicie (na obrazku vlavo)

Fisherova projekcia je v praxi vyuzivand najmd pre popis sacharidov a aminokyselin.
Hlavny retazec molekuly je zakresleny zvislou priamkou (vizby smerujice za nakres).
Vizby zakreslené horizontdlne smerujt pred nakres a v mieste pretatia s vertikdlnou
priamkou je chirdlny atom, ktorého konfiguraciu posudzujeme. V pripade pritomnosti
viacerych stereogénnych centier je nutné posudzovat kazdé zvlaSt. V zavislosti
od polohy -OH sa centrum oznacuje sa ako “D* (skupina je napravo) alebo “L*“ (skupina
je nalavo). Pre popis supramolekularnych helikdlnych systémov mozno smer otacania
molekuly vyjadrit’ ako (P)= plus/ pravotoCivy alebo (M)= minus/ l'avotoCivy.[4, 6, 7, 8]

2.1.2. Vyznam chirality a enantiomérnej separacie vo farmacii

Vyznam enantioseparaciec vo farmacii Uzko suvisi s ulohou a pritomnostou chirality
v prirode. Pri pohlade na stereocharakter zikladnych stavebnych jednotiek
(aminokyseliny, proteiny, karbohydraty, nukleosidy), sekundarnych produktov rastlin,
enzymov, hormoénov alebo receptorov mézeme sledovat’ preferenciu tvorby a interakcie
s jednym z enantiomérov (L-aminokyseliny, D-cukry, pravotociva zavitnica DNA, atd’.).
U lieCiv sa rozdiel v priestorovom usporiadani moze prejavitt vo farmakokinetike,

farmakodynamike, munologickom aj toxickom u¢inku. Tento fenomén je vysvetlovany
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trojbodovou mterakciou, kedy je odlisné priestorové usporiadanie molekuly zodpovedné
za rozdielnu interakciu s cielovym miestom. Liit sa moze sila interakcie, a tym doba
a intenzita UC¢inku lieCiva alebo moze molekula vyvolat’ Uplne i reakciu organizmu.
Enantioméry moézu mat’ zhodné farmakologické vlastnosti (flekainid, cyklofosfamid),
v niektorych pripadoch je jeden z enantiomérov menej aktivny (D-tyroxin, R-amlodipin),
neakttvny (R-omeprazol) alebo Skodlivy (S-talidomid, D-DOPA). Viacsinou ide zmena
farmakologického u¢inku ruka v ruke s pritomnostou a incidenciou neziadicich u¢inkov.
U niektorych  lecivych  latok dochadza ku konverzii enantiomérov in  vivo
(napr. ketoprofen, ibuprofen, thalidomid). VsSetky tieto rozdiely a rizkd nas vedu
k rozvoju a pouzivaniu metdd umoziujicich detekciu, popis a nasledné pouzitie
bezpecného a u¢mného pripravku.[6] Nazaciatku 90. rokov 20. storocia vydala americka
FDA (Food and Drug Administration) nasledovand dalsimi krajinami smernice,
na zdklade ktorych bolo nutné dokladovat’ dopad chirality molekuly na farmakologicky
a toxikologicky efekt lie¢ivej latky. Daldou sledovanou vlastnostou je stereochemicka
stabilita in vivo a v priebehu skladovania. Tieto opatrenia maju viest najmi k zvySeniu

bezpecnosti terapie.[2, 3, 6]

Stidium farmakokinetiky a farmakodynamiky jednotlivych enantiomérov nim umoZiiuje
pouzit® vhodnejsi z nich (tzv. eutomer) a docielit’ tak ziaduci efekt, znizitt davku potrebnil
pre dosiahnutie UCinku, zmiernit' alebo az eliminovat’ niektoré neziaduce UCinky
a toxicitu pre pacienta. Vzt'ah koncentracie latky v plazme a davky sa mdze stat’ l'ahSie
predikovatelnym a moze dojst’ k znizeniu mnoZstva interakcii s ostatnymi lecivami.
Enantiomér s odlisnymi, neziadicimi, nevyhodnejSimi, alebo nedostaujicimi t¢inkami
oznacujeme ako distomer. Dosledky stereoizomérie na chovanie lieCiva v organizme boli
popisané¢ u viacerych farmakodynamickych skupin lieCiv- antibiotik, chemoterapeutik,
antipsychotk, antirevmatik, atd’.[6, 7,9] Praktickymi prikladmi tohoto vzt'ahu
je D-tyroxin, ktory v porovnani s L-tyroxinom dosahuje len 4% uCnnost’ a ma vyssiu
mcidenciu  neziadicich  u¢inkov  na srdce.[10] Porovnanim levobupivakainu
a bupivakainu (racemat), bolo zstené, Ze anesteticky efekt je sice zhodny, ale racemat
vykazuje vysSiu kardio- a neurotoxicitu.[11] D-DOPA, narozdiel od L-DOPY pouzivanej
ako antiparkinsonikum, sposobuje agranulocytézu.[6]

Trendom poslednych rokov sa stdva tzv. chiral/ racemic switching, ¢o je pouzivanie
chirdlne cistych izomérov (eutomérov), ktoré¢ ma viest’ k zvySeniu kvality a bezpecnosti
terapie. Tyka sa molekul, ktoré uz boli schvilené a obchodované ako zmesi enantiomérov
alebo diastereomérov, ale niekol’ko rokov od uvedenia na trh doSlo k ich prevedeniu
na chirdlne Cist¢é pripravky. V roku 2001 tvorili pripravky s obsahom len jedného
enantioméru viac ako 70 % lieCiv, ktoré boli schvalené FDA.[11] Celkovy pocet takychto
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pripravkov schvdlenych medzi rokmi 2001 a2011 bol 9.[12] Preskripcny uspech
enantioCistych lie¢ivych pripravkov potvrdzujii udaje z roku 2005, kde sa medzi desiatimi
najpredpisovanejSimi lieCivami v USA objavilo 7 maljch molekul (z ktorych Sest” bolo
vo forme samotného enantioméru, lanzoprazol vo forme racematu) a tri biomolekuly.[13]
Poziciu najpredpisovanjSicho mhibitoru proténovej pumpy v USA si dlhodobo udrzuje
esomeprazol (Nexium— AstraZeneca), ktory sa vroku 2015 zaradil medzi 20
najziskovejSich pripravkov na lekarsky predpis a je nastupcom omeprazolu (Prilosec—
AstraZeneca), ktoré¢ho patent skoncil v roku 2002.[14, 15]

Skuto¢ny terapeuticky prinos pripravkov s obsahom jedného z enantiomérov je u rady
molekul zréznych dovodov spochybiiovany. Porovndvacie Stadie boli kratke
(esomeprazol 8-24tyzdnov), neboli porovnavané odpovedajuce mnozstva Ucinnych latok
(escitalopram, R-salbutamol), porovnanie prebehlo len voci placebu (dexmetylfenidat,
salbutamol, escitalopram), enantiomér dosahoval v preregistraénych testoch vysledky
neliSiace sa od racemickych pripravkov (levocetirizin, dexlanzoprazol) alebo nebolo
mozné vyli¢it manipuldciu dat s ohladom na sponzorov. Vysledky naznacuji, ze si
vyrobcovia pomocou enantioméru udrzali postavenie na trhu, avSak pre pacienta tato
(zvy€ajne) drahSia liecba nieje prinosom z hl'adiska u¢inku, tolerancie alebo bezpecnosti.
V sicastnosti neexistuje zavdznd metodika, na zdklade ktorej by U¢nok jednotlivého

enantioméru mal byt porovnany s jeho racemickym prekurzorom.[2, 6, 10, 12]

Pohl'ad na stereoizomérny charakter lieCiv registrovanych medzi rokmi 1985-2004
celosvetovo ukazuje Obr. 4. Napriklad v roku 2004 bolo schvilenych 16 syntetickych
lie¢iv, zktorych 13 bolo na trh uvedenych vo forme jednotlivych enantiomérov. Cisla
ukazuju jasny trend preferencie enantiomérne Cistych pripravkov pred pouzitim

racematov.[3]
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Obr. 4 stereoizomérny charakter lieCiv schvalenych celosvetovo (1985-2004), prevzaté

a upravené [3]
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Okrem farmaceutického priemyslu je popis U¢inkov a vlastnosti, detekcia a separacia
apouwztie  enantiomérov ~ vyznamnou  su¢astou  potravinového  (ochucovadld),
kozmetického (parfemacia), elektrochemického, chemického a polnohospodarskeho

(agrochemikalie) priemyslu.[1, 2, 14]

2.1.3. Metody separacie a detekcie enantiomérov

Potreba enantiomérnej separacie nas sprevadza ako pri syntéze, kde je produktom reakcie
Casto zmes enantiomérov, tak aj pri ziskavani latok semisynteticky, ¢i z prirodnych
zdrojov. Priprava enantioCistého produktu so sebou prindSa zvySenie ceny syntézy
a ¢asovll narocnost’ ako po stranke vyvoja metddy, tak aj samotnej syntézy. Na druhej
strane separacia racemickej zmesi znizuje vytaznost reakcie v pripade, Ze je skuto¢ne
chceny len jeden z enantiomérov. Moznostou ako tieto straty zmiernit' je racemizacia
arecyklacia nechceného enantioméru. Prehlad metdd spolu s rozliSenim ich vyuzitia
ukazuje Obr. 5. Analytické metody su vyuzivané k detekcii pritomnosti enantiomérov
a/alebo ich mnozstva v zmesi. Preparativne metddy umoziuju aj izolaiciu produktu,

v praxi je dolezit¢ mnoZzstvo Cistého enantioméru, ktoré dokaZzeme metodou ziskat'.[2, 4]

krystalizacia

Vyuzitie metéd:

T analyticky/preparativne

[ L-L extrakcia ]

Metody
enantioselektivnej
asymetricka katalyza / separacie m
biotransformacia chromatografia
kapilana
[ senzory ] elektroforéza

Obr. 5 prehl'ad a vyuzitie metdd enantioselektivnej separacie; prevzaté a upravené [2]

2.1.3.1. Krystalizacia

Ide o metédu casto vyuzivanii v kombindcii s mou technikou (napr. SMB). Pretoze
kryStalizicia enantiomérov v odlisnych kryStalografickych sustavach nieje v prirode
velmi beznd, umoctiyje sa transformiciou na soli za tvorby kryStalizuyjucich
diastereomérov. Kvoli zvySeniu efektivity a zednoduSeniu procesu vyberu vhodnych
¢inidiel pre krystaliziciu ziadaného enantioméru, sa zaCali vytvarat sady obsahujuce

zmesi rovnakych enantiomérov Struktirne pribuznych kyselin, ktoré slizia na rozliSenie
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racemickych zasad a naopak. Separdciu mozno modifikovat aj pridanim chirdlneho
rozpuStadla (vdcSinou organicky charakter, nevhodné pre polarne zliceniny) alebo

zavedenim kryStalu jedného z enantiomérov do roztoku.[2, 4]

2.1.3.2. Liquid-liquid extrakcia

Tato technika je vyhodnd vdaka nizkym narokom na vybavenie. Pre chirdlnu separaciu
je nutné, aby distribicia enantiomérov medzi oboma kvapalinami bola rovnaka
adojednej zkvapalnych fizi bol pridany selektor. Casto vyuZivanym selektorom
je cyklodextrin. Vo faze so selektorom dochiadza k preferentnej tvorbe komplexu
sjednym zenantomérov v dosledku jeho priestorovych vlastnosti a mnterakcii.

Selektivita tejto reakcie udava kvalitu chirdlnej diskriminacie.[4, 16]

2.1.3.3. Membrany

Membrany (kvapalné alebo tuhé¢) umoziiuji kontnualnu separaciu, ¢o je vyhodné najmi
pre objemné separacie v priemysle. Membrana méze byt priamo chirdlnym selektorom
alebo obsahuje imobilizovany chirdlny selektor (pevna membrana). V pripade
kvapalnych membran je tekuty chiralny selektor alebo jeho roztok ohraniCeny

neselektivnou membranou, ktord ma len podporna funkciu (Obr. 6).[2, 4]

l Pevna membrana ' (K\'apalnﬂmemhrﬂnﬂ

chiralny polymér kvapalny chirilny selektor

alebo alebo
polymér obsahujici imobilizovany roztok chirilneho selektorn

chiralny selektor

ZQ:

= 0=

ECE

=0 =

= s

0 =

ElE

20 =

= 0=

AN

achiralne membrany

Obr. 6 kvapalnd a pevnd enantioselektivna membrana; prevzaté a upravené [4]

2.1.3.4. Chromatografické metody

Kvapalinova chromatografia (LC- liquid chromatography) zahffia metody, pri ktorych
je mobilnou fazou kvapalina a staciondrnou fazou pevna latka. LC mdéze byt prevadzana
nepriamo, pomocou chirdlne Cist¢ho derivatizatného ¢midla, alebo priamo pouzitim
chirdlnej staciondrnej faze (CSF), ¢1 mobinej faze (MF) s obsahom selektoru.
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Pri nepriamej metode dochddza reakciou s derivatizacnym ¢midlom (enantiomérne Cista
latka) k vzniku diastereomérov s odlisnymi fyzikalnymi a chemickymi vlastnostami,
ktoré mézu byt dalej rozdelené pomocou achirdlneho systému, kryStalizdciou alebo
destilaiciou. Nutnostou je zaistenie vysokej Cistoty derivatizacného Ciidla. Vo vicSine
pripadov dochadza k tvorbe diastereomérnych amidov, karbamatov a derivatov
mocoviny. Medzi vyhody tohoto postupu patri moznost zmeny v elunom poradi
analytov, lepSia detekcia u vybranych molekul (ammokyseliny), nizka cena a dostupnost’
achirdlnych staciondrnych fazi. V sucastnosti je tato metdda potlacena do uzadia
pouzivanim CSF, kde odpadé riziko racemizicie, skracuje sa doba pripravy a nehrozi
riziko vzniku viacerych (aj neziaducich) diastereomérnych produktov.

Pri priamej separacii je chiraly selektor sticastou MF, zikladného roztoku elektrolytu
alebo je mmobilizovany vo forme CSF. Selektor so separovanym analytom vytvara
prechodné¢ diastereomérne komplexy, pricom rozdielna interakcia jednotlivych
enantiomérov vedie ku chirdlnej diskriminicii. Pre vysvetlenie rozdielnej afinity
k selektoru sa vd’aka zrozumitel'nosti pouziva trojbodovy model, podla ktoré¢ho jeden
z enantiomérov interaguje mtenzivnejSie a/alebo do priestorového usporiadania zapada
lepSie. Pouzitie chirdlneho aditiva v MF vedie k vy$§Sim finannym narokom
na prevedenie separacie (kontinudlne privadzanie velkého mnoZstva casto drahych
adittv), problémy s detekciou, nizky pocet teoretickych priedhradok a asymetrické piky.
[2, 8,17, 18]

Metody kvapalinovej chromatografie pouzivané pre separdciu enantiomérov zahfiiaju
protipradovu chromatografiu (countercurrent chromatography), chromatografiu na tenkej
vrstve (thin layer chromatography), simulovanu protipradovi separaciu (simulating
moving bed) a vysokou¢innu kvapalnovi chromatografiu (high pressure liquid

chromatography).

Chromatografia na tenkej vrstve (TLC) je metéda pouzitelnd len v analytickom
meritku, vyvojova plocha je potiahnuta chirdlnym selektorom, MF je zvyCajne tvorena
zmesou organickych  kvapalin. Metodu mozno vyuwzt v predikci  vhodnych
chromatografickych podmienok pouztel'nych v HPLC.

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC) je v sucastnosti metodou volby.
Pouziva najCastejSie chirdlne staciondrne faze, u ktorych analyt reaguje s chirdlnym
selektorom upevnenym na silikagel, aminopropyl silikagel alebo polyméry. Jednotlivé
enantioméry interaguji roznou silou za tvorby prechodnych komplexov, Co sa prejavuje
na ich retenci. Vyhodou je moznost izolicie enantiomérov, urCenia pomeru
enantiomérov a nieje potrebnd derivatizicia vzorky. Hlavnou nevyhodou je cena
chirdlych stacionarnych fazi.
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Chirdlne rozliSenie enantiomérov pomocou CSF zavisi na jej schopnosti rozli¢ne
interagovat’ s jednotlivymi enantiomérmi do takej miery, aby doslo k ich separacii.
Mechanizmus predpokladd najmenej trojbodovi interakciu s analytom, z ktorych
mmimalne jedna je stereoSpecificka. V zavislosti na staciondrnej fazi a povahe
enantiomérov sa na separacii podielaju stérické vplyvy, tvorba inkliznych komplexov,
vodikové mostiky, dipol-dip6l mterakcie a B-E interakcie. Porovnanie sily jednotlivych
mterakcii uvadza Tab. 1.[2, 17]

Tab. 1 charakteristka molekuldirnych mterakcii podielajucich sa na chiralnej

diskriminacii [19]

typ interakcie sila interakcie smer ‘ dosah (d)
Coulumbove / elektrické - ,
. vel'mi silna A/R stredny (1/d?)
sily
vodikové vizby vel'mi silna A velky
stéricka zabrana vel'mi silna R vel'mi maly
-1 silna A/R stredny
ion — dipol silna A kratky
dipol — dipdl stredne silna A kratky (1/d*)
dipdl — indukovany dipdl slaba A vel'mi kratky
Londonove disperzné / ) ) _
) vel'mi slaba A vel'mi kratky (1/d¢)
van der Waalsove sily
Vysvetlivky: A- pritazlivy, R- repulzny/odpudivy, d- priemer

Protiprudova chromatografia (CCC) je systtmom dvoch alebo viacerych
nemiesite'nych kvapalin. Posobenim odstredivej sily sa jedna z nich stava staciondrnou
fazou. Pouziva sa v analytickom aj preparativnom meritku a chirdlnu selektivitu mozno

dosiahnut’ pridanim chirdlneho selektoru k stacionarnej kvapalnej fazi.[4]

Simulovana protipridova chromatografia (SMB) je metdda vyuzivand preparativne
vo farmaceutickom, petrochemickom a agrochemickom priemysle. Zabezpecuje
separdciu latok vo vicSich mnozstvach (>100 g), ale vyzaduyje vicSmu pociato¢nu
mvesticiu. Sklada sa zcyklického systému tvoreného kolénami s adsorbentom
a protipridovou separaciou. Enantioméry sa vdaka odliSnej afinite k staciondrnej fazi
pohybuji v systéme rozlicnou rychlostou (CSF- polysacharidy, polyakrylamidy,

cyklodextriny, selektory Pirklovho typu). Usporiadanie umoziiuje kontinudlne
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privadzanie zmesi a odoberanie produktu, o je pre priemyselné vyuzitie dolezity
faktor.[4, 13]

Superkriticka kvapalinova chromatografia (SFC) vyuziva kvapalni mobini fazu
za teplot a tlakov bliziacich sa alebo presahujicich jej kriticky bod. Cas analyzy sa

skracuje a znizuje sa spotreba rozpustadiel.[4]

Plynova chromatografia (GC) je technika separacie pouzitelnd pre dostatocne prchavé
a zaroven stabilné racematy, napr. inhalaéné anestetikd. Nosny plyn je mobilnou fazou,

selektorom je pevna stacionarna faza, Casto modifikovany cyklodextrin.[2, 4]

2.1.3.5. Kapilarne elektroforéza (CE)

CE je elektromigracnd metdéda vyuzivana v analytickom meritku, zalozena na pohybe
nabitych (iontovych) latok v elektrickom poli. Smer a rychlost’ migracie Castic je zavisla
na ich naboji a pohyblivosti. Medz jej vyhody patri kratky ¢as analyzy, malé objemy
vzoriek (nl), detekcia sa prevadza na kapildre a nieje nutnd pritomnost’ detekcnej cely,
Siroky aplikaény potencial, automatizicia a jednoduchy vyvoj metdédy. Chirdlny selektor
sa pridava do roztoku zikladného -eletrolytu a varidcia podmienok umoziuje Iahko
zmenit eliciu  enantiomérov. Vznikajuce komplexy enantiomér-selektor sa liSia
stabilitou, nabojom a velkostou, ¢o sa odzrkadli na ich pohyblivosti a dochadza k
separacii. Ako selektory sa pouzivaji cyklodextriny, crownethery, makrocyklické
antibiotika ¢i polysacharidy.[1, 20]

Kapilarna elektrochromatografia (CEC) sa povazuje za hybridni techniku, ktora spaja
principy  separacie  kapilarnej  elektroforézy a  vysokouCinnej  kvapalino vej
chromatografie. Narozdiel od HPLC prechadza analyt systétmom na zaklade
elektroosmozy (nie pod tlakom).[2]

2.1.3.6. Asymetricka katalyza/ biotransformacia

Dolezitost” tejto metddy rastie najmid v priemyselnom odvetvi. Pouzitim samotného
enzymu, extraktu z bunky alebo celej bunky (najCastejSie mikroorganizmu) mozno

dosiahnut’ preferencni produkciu alebo spracovanie len jedného z enantiomérov.[2]

2.1.3.7. Senzory

Vyuzitie senzorov pre rozliSenie jednotlivych enantiomérov je v suCasnej dobe
rozvijajuca sa metodda, ktord by umoznila uréit enantiomérnu ¢istotu pomocou zmeny
farby alebo fluorescencie. Priklady molekul fungujicich ako enantioselektivne senzory
uvadza Obr. 7.[2]
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Obr. 7 enantioselektivne molekulové senzory; (A) chromogénny senzor rozliSujuci
chiralne aminy (B) chromogénny senzor rozliSujuci enantioméry phenylglycinolu (C)

fluorescencny senzor selektivny pre monosacharidy [2]

Dalsie metody: enantioselektivna destilacia, optické metody (polarimetria, elektronovy

cirkularny dichroizmus, vibra¢ny cirkularny dichroizmus), gélova elektroforéza. [2]
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2.2. Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

HPLC je siroko vyuzivanou separacnou metddou, ktora je zalozend na ustalovani
rovnovahy delenych latok medzi mobilnou (kvapalina) a stacionarnou fazou (sorbent
v kolone). Separicia analytov a ich elicia zavisi na povahe mobilnej (MF) a staciondrnej
faze (SF). Latky s vysSou afinitou k stacionarnej fazi zotrvavaju dlhSie na koléne a maju
vysSiu distrbuéna konStantu. Zaznamom procesu je chromatogram, ktory je zavislostou

odozvy detektoru na Case.[8]

2.2.1. InStrumentacia

Mobilnd faza je transportovand zo zisobnikov (1) cez odplynova¢ (degaser) (2)
a zmieSava¢ MF do chromatografickej kolony (5). Va¢Sina inStrumentacie je vyrobena
z teflonu alebo nerezovej ocele pre dobré uzavretie a odolost’ voci vysokym tlakom
vznikajicim v systéme. Transport MF zabezpecuji  vysokotlakové pumpy (3)
(najCastejSie  piestové). Davkovanie vzorky na kolonu moze prebiechat’ automaticky
(prevazuje) alebo manudlnymi smyCkovymi davkovacmi. Zmes MF a vzorky prechiddza
kolénou umiestnenou v termostatovanom priestore a detektorom (6). Signal je z detektora
privadzany a interpretovany datovou stanicou (pocitac— PC) ako chromatogram (Obr.8).
[1,4,7,8

5 |

2 =3 3 Q@A > 6
ocooedooadoooo
v
(1) zasobniky MF (2) degaser a zmieSavac (3) vysokotlakové .I.'I |
L
cerpalo (4) davkovac vzorky (5) chromatograficka kolona (6) \ J'
detektor (7) PC (8) odpad t [min]

Obr.8 schéma HPLC prevzata a upravena [21]

2.2.2. Vybrané zikladné charakteristiky chromatografického procesu
Mrtvy cas ty je retencny Cas analytu, ktory nieje v kolone nijak zadrzZiavany.
Retentny cas tg je doba od nastreku vzorky po maximum elicnej krivky.
Redukovany retencny Cas t'gr je Cas, ktory stravi analyt v stacionarnej fazi, vid. Obr9.[8]

t,R_ tR_tO
-25-



signal detektoru

Retencny faktor k charakterizuje afinitu analytu k stacionarnej fiazi. Vysoké hodnoty

znacia interakciu a zotrvanie analytu v SF.[22]

_ (tR - to)
Lo

k

Distribu¢na konstanta Kp je pomerom rovnovaznej koncentracie analytu v staciondrnej
[A]s a mobilnej fazi [A]m.[8]

[A]s
[A]

Selektivita @ popisuje schopnost’ systému rozliSit' jednotlivé komponenty vzorky.

K, =

Zvycajne sa vyjadruje ako pomer retenénych faktorov (ki a k2).[22]

ky tgy, — to

ky tr— to
RozliSenie Ry vyjadruje mieru separacie analyzovanych latok, udava sa ako podiel
rozdielu retenénych c¢asov (tr) a suctu Sirok pikov v polovici vySok (wn). Separacia by
mala prebehnit’ v prijatelnom case a za vhodného rozliSenia jednotlivych zoziek zmesi.
Narozdiel od selektivity berie do tvahy aj G¢mnost, ktord je vyjadrend Sirkou piku.
Obr.10.[23]

_ 1,18(tg, — tgr1)
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2
— @ I 1
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Eas (mimity)
Obr. 9 zikladné charakteristiky Obr. 10 zakladné charakteristiky
HPLC systému (to, tr, t'rR) HPLC systému (w, h, tr)
prevzaty a upraveny [24] prevzaty a upraveny [25]
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2.3.  Chiralne stacionarne faze a chiralne selektory

Vyber vhodného selektoru pri vyvoji metddy sa odraza od vlastnosti analyzovanej latky
ako je rozpustnost’ v rozlicnych kvapalindch, funkéné skupiny, pritomnost’ objemného
substituentu, schopnost’ tvorby vodikovych mostikkov, B-interakcii a inkliznych
komplexov. Doéleziti Ulohu zohrava pritomnost’ a rozlozenie substituentov v blizkosti
chirdlneho centra, ktoré su schopné mteragovat’ s chirdlnym selektorom. V pripade, ze
analyt takd skupinu nemad, je mozna derivatizacia, kde pritomnost’ d’alSicho susbstituenta
zabezpeCi d’alSie nterakéné miesto pre chirdlnu interakciu. Naprieck moznosti odhadnat
vhodnost’ kolony pre analyt u stereoselektivnej separacie plati, Ze az pokus odhali,
¢i enantioseparacia prebehne.[1, 8, 17]

Zakladnym mechanizmom umoziujicim enantioselektivnu  separacu je tvorba
diastereomérnych komplexov enantiomérov s chirdlnym selektorom. Predpokladd sa
preferencna terakcia jedného z enantiomérov. Struény prehlad najpouzivanejSich CSF
s jednotlivymi typmi analytov, pre ktoré si vhodné, moédmi a interakciami, ktoré
poskytuju zobrazuje Tab. 2.[4, 8, 17, 26]

Tab. 2 prehl'ad najpouzivanejSich stacionarnych faz, druhy poskytovanych mterakcii,

podmienok pre enantioseparaciu a typy separovanych analytov

hlavné typy interakcii podmienky
analytu so selektorom separacie

chiralny selektor charakter analytu

ionizovatel'na skupina,

protein . hydrofébne, elektrostaticke RP
aromaticky kruh
planarne a aromatické ]
cyklodextrin i inklizne komplexy, H-mostiky RP, NP, PO
skupiny

kyslé, bazické, amfoterné a ) ] ]
. . , ) , ) H-mostiky, dipdl-dipdl, stericke,
makrocyklicky glykopeptid | neutralne, objemna skupina RP, NP, PO

. hydrofobne, - interakcie
v blizkosti chiralneho centra

) . . ) .| H-mostiky, dipdl-dipol, stéricke,
) objemna skupina v blizkosti = .
polysacharid L, inkluzne komplexy, hydrofdbne, RP, NP
chiralneho centra, . i
n-m interakcie

donor-akceptorovy selektor  aromatickd skupina, tvorba dipol-dipdl, H-mostiky, m-m i o~
avne
(tzv. Pirklova) H-mostikov interakcie
, o, . o L. . vodné MF
crownéter primarne aminy inkluzna komplexacia, H-mostiky s nizkym pH
) } ionizovatelné skupiny ] )
iontovy menic H-mostiky, 7-m interakcie RP, PO, NP

v molekule

H-mostiky= vodikové mostiky, NP= normalne-fazovy mod. PO= polarne-organicky méd, RP= reverzne-fazovy maod
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2.3.1. Proteinové stacionarné faze

Proteiny v tlohe enantioselektivnej stacionarnej fize umoziuju separaciu kyslych,
bazickych aj neutralnych latok. Obmedzenim v ich SirSom pouziti je citlivost’ na teplotu
avys$iu koncentraciu organickej zlozky mobilnej fizi (denaturdcia). Prevazné pouzivanie
vodnych a vodne-organickych MF urobilo z proteinovych SF kolony volby pre tkaniva
atelné¢ tekutmy. Najpouzivanej§imi st: hovddzi sérovy albumin (BSA), l'udsky sérovy
abumin (HSA) aai-kysly glykoprotein  (AGP), dalej ovomucoid (OVM)
a cellohydrolaza 1 (CBH 1). CBH 1 umoziuje separdciu najmd bazickych molekul
a najvyuziteI'nejSimi v enantioseparacii si AGP a OVM. Vyzmamnym modifikdtorom
retencie je pH, ktorym je mozné ovplyvnit ako naboj, tak ciastocne aj konforméciu
proteinu. Daliia modifikacia je mozna typom pufiu, aditivami (alkylaminy, hydrofobne
karboxylové kyseliny, atd’.) a obsahom organickej zlozky. Interakcie s molekulami

prebichaju najmi prostrednictvom hydrofobnych a elektrostatickych interakcii.[17, 27]

2.3.2. Cyklodextriny

Stacionarna faza je tvorend cyklickymi oligosacharidmi, ktoré st produktom rozkladu
Skrobu prostrednictvom cyklodextrin glycozyltransferazy roznych barktérii. Cyklus sa
skladd z6-8 glukozovych zvySkov spojenych a-(1,4)glykozidickymi vézbami Ich
spojenim vznikd duty kuzel, ktorého vnutornd kavita je lipofilnd a hydrofilny vonkaj$i
okraj lemuju sekundarne hydroxylové skupiny. Vysledkom tohoto usporiadania
je schopnost’ tvorby inkliznych komplexov analytu a cyklodextrinu (CD), ktora prebicha
najmid v pritomnosti vody alebo zmesi vody a polarneho rozpistadla. Dolezitym
faktorom je vyber vhodnej velkosti CD vzhladom na velkost’ analytu. Zatial co
alfa-cyklodextrin (a-CD) slizi pre separaciu malych molektl (maximalne 6-Clenny
cyklus), najpouzivanej$i beta-cyklodextrin (B-CD) sa uplatiuje u molekul priblizne
velkosti naftalénu a gama-cyklodextrin (y-CD) pre analyty obsahujuice 3 a viac
aromatickych kruhov. DalSie interakcie zahffiaji van der Waalsove a hydrofobne sily,
vodikové vizby a lipofilné interakcie. V zavislosti na derivatizicii sekundarnych
hydroxylovych skupin CD mozno zskat' rozdielnu chirdlnu diskrimindciu a menit’ ich
rozpustnost. Cyklus je vo vode menej rozpusty ako porovnatelny linearny dextrin, ¢o je
vysledok sinych vdzieb medzi molekulami v krystalickom stave. Substiticiou
hydroxylovych skupin je vysokad energia kryStalu naruSend a rozpustnost’ sa spociatku
(do substitucie priblizne polovice hydroxylovych skupin) znizuje, hoci je substituent
lipofilny. Obr. 11 zobrazuyje velkost a Struktru jednotlivych CD vyuzivanych
v enantioseparacii. Vyhodou je moZznost pouztt CSF v normalnom, reverznom aj

polarne-organickom mode. Ich Siroké uplatnenie v chirdlnej diskriminacii je vysledkom
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dobrej rozpustnosti, dostupnosti, existencie viacerych velkosti a mnozstva derivatov,
nizkej toxicity a nizkej absorbancie.[1, 8, 17, 18, 20, 28]

Okrem enantioseparacie sa CDs vo farmaceutickom priemysle vyuzivaju aj pre zlepSenie
peroralnej biodostupnosti lieCiv skupiny II (nizka rozpustnost, vysokd permeabilita),
avSak u lie¢iv 1 (vysokd rozpustnost, vysokd permeabillita) a III skupiny (vysoka
rozpustnost’, nizka permeabilita) méze byt naopak dostupnost’ naruSend. V potravino vom
priemysle sa CDs vyuzivaju na redukciu neprijemnych pachov a chuti, v kozmetke sa
uplatnili ako stabilizitory chemicky labinych latok, na znizenie lokalneho drazdenia a aj

pre minimalizaiciu neprijemnych voni.[28]

Obr. 11 struktara a velkost” jednotlivych typov CD [29,30]

2.3.3. Cyklofruktany

Selektor je tvoreny B(2—1) D-fruktofuranozovymi jednotkami usporiadanymi v cykle.
St produktom cykloinulo-oligosacharidovej fruktanotransferazy rozkladajicej mulin.
Vyuzivaju sa prevazne derivaty, napriklad CcCiastocnd derivatizicia alifatickych alebo

aromatickych karbamatov vedie k vzniku dobrého selektoru primarnych aminov.[18]

2.3.4. Makrocyklické glykopeptidy

Chirdlnym selektorom makrocyklickych faz je glykopeptidové antibiotikum kovalentne
naviazané na silikagel, konkrétne vankomycin, teikoplanin, ristocetin A alebo aglykon
tekkoplaninu. Vysok4 pravdepodobnost’ tvorby diastereomérnych komplexov je dana
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Struktirou a pritomnostou mnozstva funkénych skupin. Vankomycin poskytuyje 18
chirdlnych centier, teikoplanin az 23. Heptapeptidovy aglykon tvoriaci jadro
a poprepdjané aromatické zvySky vytvaraju kosik s menSimi prelia¢inami poskytujicimi
priestor pre inkliziu enantioméra anasledni mterakciu. Vzhladom na Siroku Skélu
funk¢énych skupin, ionizovateI'nych skupin a chirdlnych centier sa na separacii podielaju
vodikové vizby, hydrofobne interakcie, stérické a B-B interakcie. Vyuztelné su
v reverznom, normalnom aj polarne-organickom mode. Selektivita je ovplyviiovana
Zlozenim a pH MF, teplotou, typom a koncentraciou organického modifikatora.
[4, 8,17, 18]

2.3.5. Polysacharidy

Napriek optickej aktivite a asymetrickej Strukture amylézy a celuldzy sa samostatne ako
chirdlne selektory neuplatnili, ato najmd kvoli nizkej selektivite. V dosledku rozdielnej
konformacie je amyléza popisovana ako enantioselektivnejSia areverzny méd ako obecne
vyhodnej$i. V praxi sa vyuzivaju ich derivaty (Obr. 12), najmid karbamaty
(3,5-dimetylfenylkarbamat). Siroké moZnosti derivatizicie urobili z polysacharidov
jedny z najvSestrannejSich a najpouzivanejSich chirdlnych seletorov. Vizba selektoru
na sorbent kolony (silikagel) moZe byt kovalentna alebo st derivaty na nosi¢ nanesené
(coating). Coating SF prindsa obmedzenia pri vybere MF, z dovodu rozpustania

naadsorbovaného selektoru.[4, 8, 18]

OR SF odvodené od OR SF odvodené od
o amylozy ’(Eéo&/ celulozy
RO />/ le
OR Ny~ RO o 0

CSF povaha -R CSF povaha R
CH, GCH.

o JEN e

CHIRALPAK IA  imobilizovany {b g7 CHIRALPAK IB  imobilizovanj —{ ‘={
a [a] CH._,
H F I

CHIRALPAK ID  imobiizovany —{ ‘= N Y
RSO M CHIRALPAK IC imobilizovany —( =
Cl Q @]

H
CHIRAIPAK IE imobilizovany —f ‘=
0

CHIRALPAK IF  imobilizovany —( \={ =%
[, cl

Obr. 12 polysacharidové CSF s obchodnymi nazvami, prevzaté a upravené [31]
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2.3.6. Donor-akceptorové stacionarne faze

St nazyvané ako Pirklove alebo brush-type fize a st vysledkom systematického Stidia
chirality, chirdlneho rozliSenia a principu reciprocity (pokial’ je chirdlna latka A schopna
separovat’ enantioméry latky B, potom je aj latka B schopna enantioselektivne separovat
zmes enantiomérov latky A). Selektorom je chirdlna, neutrdlna, zvyCajne synteticka
nizkomolekularna latka. Efektivita separdcie klesd pri pouzti reverzného alebo
polarne-organického mddu, a to kvoli doleztosti neiontovych elektrostatickych nterakcii
a tvorbe vodikovych mostikov. Elu¢né poradie enantiomérov moze byt zamenené volbou

enantioméru tvoriaceho selektor SF.[17, 18]

2.3.7. Iontové menice

SF je tvorend ionizovatelnym selektorom, rovnako musi byt separovand chirdlna latka
ionizovatelna. Su povazované za podskupinu donor-akceptorovych (Pirkovych) fazi.
Kationtové SF su zalozené na aminosulfonovych kyselindch, aniontové na derivatoch
alkaloidov chinovnika, zwitteriontové SF su vhodné pre separaciu kyselin, zasad a zmesi
zwitteriontov. Vplyv na selektivitu a retencu ma pH (RP mod), pomer kyselina/bdza (PO
mod), druh a mnozstvo organického rozpustadla (RP a PO méd).[17, 18]

2.3.8. Syntetické polyméry a molekuldrne imprintované polyméry

Chirdlne selektory mozno zskat’' radikdlnou polymeriziciou chirdlnym monomérov alebo
sparteinom-katalyzovanou aniontovou polymerizaciou za vzniku helikalnych polymérov.
V zavislosti od postupu mdéze polymerizicia prebichat priamo na silkagelovej Castici
(“grafting from”) alebo je mozné pripraveny polymér nasledne pripevnit k nosi¢u
(“grafting on”). Chirdlne rozliSenie je vysledkom stérickych faktorov, B-E nterakcii aj

smeru zatoCenia makromolekuly.[18]

Molekularne  imprintované polyméry su vysledkom polymerizicie v pritomnosti
predlohy molekuly. Po extrahovani predlohy je zskany selektor s kavitami, ktory
interaguje s konkrétnym analytom alebo skupinou Struktirne podobnych latok. V pripade
racematu je enantiomér powzty ako predloha vzdy viac zadrziavany. Na chirdlnej
diskriminacii sa podiel'a priestorové usporiadanie interagujicich skupin. Elucné poradie
je uz vopred stanovené. Pouztie je mozn¢ ako v HPLC, tak aj CEC s ¢astym vyskytom
nizkej efektivity, tailingu pikov a nizkou kapacitou. Daliim vyuzitim je ich zabudovanie

do povodne neselektivnej membrany ako selektoru.[2, 18]
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2.3.9. Crownétery

SF je tvorend makrocyklickym polyéterom obsahujucim etylenoxidové mostiky
(Obr. 13), ktorych pocet uruje velkost' kavity crownéteru. Enantioselektivitu ziskavaja
tieto faze zavedenim chirdlnej molekuly do ich Struktiry. VyuZivaji sa najma
pre separaciu molekul obsahujucich volni primadrnu aminoskupinu, ¢o si vyzaduje
dostatocnti protoniziciu rozptStadla (nizke pH 1-3,5). T4 umozni vzniknutym amoénnym
iontom inkliziu a nasledni tvorbu komplexu prostrednictvom vodikovych mostikov
s molekulou kyslika crownéteru. Kyslé pH chrani pred interakciou so silanolovymi
skupmami. Tieto podmienky vSak obmedzujii ich SiSie vywzitie v enantiosepardcii
auplatnenie si naSli najmd v chirdlnej diskriminacii protonovanych primarnych
aminov.[8, 17, 18]

A 0
N0y

CoY e

0 o o
K/O\) (S,S)-CSP-1: X= (C4Hy)-4-CONH(CH,);Si <~ 0—| HPLC
O silikagel

Obr. 13 zakladnd Struktira crownéteru a priklad enantioselektivnej modifikacie [32]

2.3.10. DalSie chirdlne selektory

Aptaméry su vysoko enantioSpecifické selektory. Aptamér interaguje s jednym
z enantiomérov za tvorby tesného komplexu, zatial o druhy nevytvara tak intenzivny
kontakt so selektorom. Na stereoselektivite a tvorbe komplexu sa podiel'aju vodikové
mostiky, elektrostatické mterakcie, hydrofobne mterakcie, B- nterakcie. Ako selektory
boli otestované v systtme HPLC, CEC, CE a micelarnej elektrokineticke;j
chromatografii.[18]

Kalixarény su syntetické molekuly, ktorych Struktira je tvorena jednotkami fenolu
spojenymi  metylenovymi skupinami. Modifikdciou povodne achirdlnej Struktury
(zavedenie molekul aminokyselin, alkaloidov chinovnika, cyklodextrinov...) wvznika
priestor pre roznu interakciu enantiomérov. V zavislosti na substiticii sa na separacii
podielajii iontové interakcie, B-E interakcie a d’alSie. Povodna Struktira vytvara svojim

tvarom priestor pre inkliziu a hydrofobnu interakciu. Vyuztie je mozné v HPLC, CEC
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aj GC. Molekuly odvodené¢ od Struktir kalixarénu zavedenim chromoforov maju

potencidl aj ako enantioselektivne senzory.[2, 18]

Chiralne micely si monoménrne chirdlne surfaktanty v koncentracii presahujicej
minimalnu micelarnu koncentraciu vo vodnom prostredi. V klasickej forme aaj vo forme
polymérov ~ su  pseudostaciondarnymi  fazami v micelarnej elektrokinetickej

chromatografii[18]

Chiralne iontové kvapaliny st soli, ktoré su pri izbovej teplote kvapalinami. Vyuzitie
nasli v spektroskopickych technikach, ale aj ako zakladné elektrolyty v CE, pridavky
do MF v HPLC a stacionarne faze v GC a HPLC.[18§]
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24. Borové Kklastre

Borové klastre (BCs) su chemicky jedine¢né anorganické latky, ktorych priestorovy
skelet je tvoreny atomami béru a vodika. Boli pripravené synteticky a svojimi
vlastnostami sa nachddzaji na pomedz anorganickych a organickych latok. NositeI'mi
Specifickych vlastnosti su typické vizby, v ktorych tri atomy zdielaja len 2 elektrony, ¢o
vedie k vzniku zdielaného mraku elektronov, delokalizovanému negativnemu naboju
(pseudoaromaticky charakter) a preferencnej tvorbe trojdimenziondlnych Struktar
narozdiel od uhlika, ktory uprednostiiuje tvorbu retazcov. Typickymi vlastnostami je
vysokd symetria  Struktir, tepelnd a metabolickd odolnost, vysokd lipofilita
a delokalizovany negativny naboj skeletu. Tvorba derivitov je moznd exo- aj
endoskeletalnou substiticiou s moznostou modifikacie ich vlastnosti. [33, 36, 38, 44]

2.4.1. Syntéza

Trojdimenzionalna Struktira BCs je tvorenda mnohostenom, ktorého skelet sa sklada
z atdbmov boru a vodika. Pre jasnost’ a prehladnost Struktir uvadzanych v praci
vynechaivam vodiky naviazané na atdbmoch boru. Karbaborany/ karborany st
podskupinou boérovych klastrov, ktoré obsahuji vo svojej Struktire jeden alebo viac
uhlkovych atomov. Metalokarborany obsahuju vo svojej skelete navySe atom
kovu.[33, 34]

Syntéza prvého karbaboranu (closo-C2Bi1oHi2) prebehla v roku 1963 reakciou dekaboranu
s acetylénom v pritomnosti slabej Lewisovej baze za vzniku ortho-1,2-karbaboranu
(Obr. 14).  Tepelnou  izomerizdciou Vv inertnej atmosfére mozno  zskat
meta-1,7- (400-500°C) a para-1,12-derivaty (600-700°C) (Obr. 15). Dalie zvySovanie
teploty méze mat’ za nasledok rozpad molekuly.[34, 35, 36] Mechanizmus izomerizacie
jednotlivych foriem pdsobenim tepla vysvetluje najuspokojivejSie Johnson et al[37]
Reakénym prostredim je toluén alebo acetonitril. V sicastnosti st jednothvé zoméry
komer¢ne dostupné a v praxi su uprednostiiované pred pouzitim dekaboranu kvoli jeho
vybusnosti, toxicite a nizkej vytaznosti reakcie s acetylénom (40-60%).[35, 38]

H
C
N\
Lewisova baza /\ /CH
B10H14 + CH=CH I + ZHZ
dekaboran acetylén closo-1,2-karboran

Obr. 14 reakcia prvej syntézy closo-karbaboranu [36]
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ortho-1,2- meta-1,7- para-1,12-

Obr. 15 izomerizacia o-, m-, p-closo-karbaboranu [36]

V zavislosti na pocte vrcholov a priestorovom usporiadani rozoznavame 5 typov klastrov:
closo-, nido-, arachno-, hypho- a conjucto-borany.[39] Derivaty klastrov mozno zskat’
deboronaénymi reakciami, kedy dochadza k odstraneniu jedného z najelektrofilnejSich
vrcholov a reakciami na uhliku alebo boére, pri ktorych st zavadzané substituenty.
Deboronizaciou closo-karbaboranu (12 vrcholov) pouzitim silnej Lewisovej zasady
(napriklad alkoxidu) vznika nido-klaster s 11 vrcholmi (Obr.16). Dakkou moZnostou je
nahrada atomu boru skeletu inym atdémom (C, N, Si, P, Se, kovy, atd’.).[34, 35]

P g &

closo nido arachno

Obr. 16 najbeznejSie typy priestorového usporiadania: closo- (‘“closed) a od neho

odvodené nido- (“nest”) a arachno- (“spider web*) [40]

2.4.2. Nazvoslovie

Zékladnou Struktirou karbordnov je closo-klaster, u ktorého Cislovanie zaCina
vrcholovym atémom s najnizSim poctom vézieb, pokracuje v smere hodinovych ruci¢iek
so snahou dat’ pritomnému atomu uhlka najnizSie mozné Cislo. Jednotlivé izoméry
closo-karboranu a nido-karboranu aj s ¢islovanim uvadzaji Obr. 17 a Obr. 18, u d’alSich

derivatov sa pri tvorbe nazvu postupuje obdobne.[41]

closo-1,2-karboran  closo-1,7-karboran closo-1,12-karboran

Obr. 17 Cislovanie a nazvoslovie Struktir izomérov closo-karbaboranu [41]
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nido—?,S-karborén nido-7,9-karboran nido-2,9-karboran

Obr. 18 Cislovanie a ndzvoslovie Struktir izomérov nido-karbaboranu [41]

2.4.3. Vlastnosti

Zakladna stavebnd jednotka, bor, sa nachddza v 13.skupine 2.peridde s elektronovou
konfiguraciou 1s%2s?2p! a v zliCenindim ma najcastejSie oxidaény stupen 3. Narozdiel
od uhllka nema tendenciu vytvarat' retazce, ale pre prekonanie elektronovej deficiencie
(3 elektrony na 4 vizobnych orbitdloch) vytvara vézby stroma az Siestimi dalSimi
atbmami  (prevazne s bormi), za vznku trojuholnikovych  zoskupeni alebo
komplexnejSich trojdimenzionadlnych klastrov (mnohostenov) priestorovo aromatického
charakteru. Prave elektrondeficientné tricentrick¢é vizby s zdrojom odlisnych vlastnosti
tychto Struktir od beznych anorganickych a organickych molekul.[36, 39, 41, 42, 43]

Velkost'ou je closo-klaster v priestore porovnatelny s rotyjicim fenylovym jadrom alebo
adamantanom. Velkost je 70-80 A, narozdiel od fenylu poskytuje vicsi povrch
pre kontakt s hydrofébnym cielom a vy$Siu lipofilitu.[41]

Typicky je vel'mi kysly charakter klastrov, porovnatelny s najsilnejSimi anorganick ymi
kyselinami.[44] Vodiky CH skupiny st kyslejSie ako vodiky na bére a l'ahko dochadza
k deprotonizacii za vzniku nukleofilov. Kyslost vodika na uhlku zivisi od druhu
izoméru. Plati, ze klesa v poradi ortho-1,2-, meta-1,7-, para-1,12-karboran s hodnotami
pKa22,0,25,6 a26,8. Rozdiel v kyslosti izomémych skupin vznika v dosledku rozdielnej
elektronegativity uhlka a boru (2,55 pre uhlik a 2,04 pre bor podla Paulinga).[35, 36]

Extrémna hydrofobicita klastrov je zapriCinend pritomnostou hydridovych vodikov
(B-H), ktoré niest schopné vytvarat vodikové vizby s molekulami vody, ¢o je dosledok
elektronovej deficiencie. Vplyv na dipdlovy moment, a teda aj lipofilitu, ma poloha
uhlikov, kedy najlipofilnejSi a ziroven najstabilnej$i je closo-1,12-karboran s nulovym
dipdlovym momentom. Volné¢ vodiky -CH skupmny zase hydrofobicitu znizujii svojou
kyslostou. Substiticiou klastra méze byt modifikovana jeho hydrofobicita (zatial Co
pri substiticii  na uhlku je hydrofobicita wvySSia v porovnani s adamantanom,
pri substitlicii na bore je nizSia).[35, 41, 45] Klaster ma aj v aprotickych rozpustadlach

tendenciu uvolnit H" za vzniku aniontu, ktory je zreakéného aj stereochemického
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hladiska zaujimavej$i. Pokial obsahuje v molekule bazicki skupinu a po zavedeni

do roztoku sa odtrhne H', stava sa zwitteriontom.[43, 44]

Chiralita bérovych klastroch je dosledkom stérickej asymetrie. Endo- a/ alebo
exoskeletdlna substiticia naruSuyje symetriu klastra natol’ko, ze dochddza k vzniku dvoch
oddeliteInych stereoizomérov. Klasické centrum chirality v podobe atomu so Styrmi

réznymi substituentmi nieje podmienkou chirality klastra.[39, 44]

Toxikologicky profil zlicenin obsahujucich bér je zmieSany, doposial bolo
identifkované minimdlne jedno bor obsahujuce antbiotikkum— boromycin. Je zname
toxické pdsobenie zhicenin obsahujucich boér u €lankonozcov, ale u vysSich zivo¢ichov
nebolo toto pdsobenie popisané. Aj ztoho dovodu su pouzivané ako herbicidy
a insekticidy. Povaha BCs a ich derivatov z hladiska toxikologie nebola doposial’
komplexne Studovand. Ziskané vysledky zatial ukazuji na nizku toxicitu k cicavéim
bunkam, narozdiel od mikroorganizmov.[46] V pripade testovania novych lipidovych
nosicov boru pre bérovi neutrébnovu zachytni terapiu (BNCT) sa cytotoxicita prejavila
na bunkovej kultire, in vivo sa objavilo krvacanie v oblasti tumoru, ktoré vSak bolo
pripisované deStrukcii ciev amfifilnym negativne nabitym lipidom. Toxicita sa na inych

organoch neprejavila.[47]

2.4.4. Vyujitie

Na ziklade tvaru, vysokej symetric skeletu, foto-
a metabolickej  stability mozno klastre vyuzit
pri tvorbe  nanoprostriedkov ~ (Obr. 19 vlavo)
urc¢enych pre kontrolovany transport, kde by mozu
nahradi® fulerény. Vyuztie fulerénov brzdi ich
fotoaktivita, problematickd rozpustnost, a tym
padom aj tazké Cistenie ziskaného produktu.[32, 34]

Obr. 19 Struktira nanoprostriedku vyuzivajica closo-klastre [34]

Metalokarborany (konkrétne komplex Ni'll/NiV bis(karbolidu)) sa vd’aka nekorozivnym
vlastnostiam, rychlym redoxnym prechodom a moZnosti modifikacie potencialu
redoxného paru stavaji  zayjimavymi pre powztie v Gritzelovych clankoch
(dye-sensitized solar cells/ farbivom sensitizované solarne Clanky). Klastre aich derivaty
mozno pouwzit ako povrch pre polymerizaéné reakcie, katalyzu chemickych reakcii
a enantioselektivnu katalyzu. Pri chemickych reakciach je vyuzivand predovsetkym
rigidna  Struktira klastra a jeho odolnost voci vysokym teplotdm. Substituovany
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para-karboran sa vyuziva ako spojka pri tvorbe vysokoporéznych kovovo-organickych
Struktur (metal-organic frameworks) Obr. 20. Uplatnenie nasl aj ako luminiscenéné
materidly, kedy sa zavedenim karboranového klastra do komplexov pouzivanych
pri tvorbe organickych svetlo-emityjicich diéd (organic light emitting diodes) stali
sucastou tzv. OLED televizorov, displejov a osvetlovacej techniky.[34] Priestorova
geometria a symetria, elektronové vlastnosti a delokalizicia vézieb, termilna stabilita,
absorbcia UV okolo 200 nm a pomerne l'ahké zavaddzanie funkénych substituentov robi

z borovych klastrov kandidatov pre pouzitie v priprave kvapalnych krysStalov.[48]

BCs aderivaty su testované ako sucasti magneziovych batérii, diagnostika a radiomarkre,
extrakéné ¢midld pri odstrafiovani vysokoradioaktivneho odpadu. Umoziiyju syntézu
polymérov so zvySenou tepelou stabilitou (karboranylpolystyrén) a pripravu SF
pre plynova chromatografiu.[33, 34, 44, 49]

= I
(=] (=]
) N
. (2]

Obr. 20 a) para-karboranova podjednotka b) kovovo-organickd kostra NU-135[34]

Velmi roznorodym farmaceutickym vyuwzitim borovych klastrov je ich zavedenie
do molekuly lieciva v tilohe farmakoforu. Tvorba analogov lieciv s vyuzitim klastrov
spoCiva prevazne v zamene fenylu (aspirin, protizipalovo posobiace latky, trimetoprim,
fenylalanin) alebo heterocyklu (thalidomid, kyselina lstovd) v molekule LecCiva.
Vmikajuci analég vykazuje zmeny v priestorovom objeme molekuly, zvySuje sa rigidita
Struktury, vdaka ktorej je mozné lepSie kontrolovat’ orientdciu funkénych skupin.
Prehlbuje sa hydrofobny charakter, tym aj afinita k lipofilnej oblasti receptoru
a pri interakcii s cielovym miestom sa méze uplatnit’ aj Specifické rozlozenie naboja.
Prechod bunkovymi membranami je ulahény a dochadza k zvySeniu stability voci
degradacnym pochodom v tele. Naviazanie klastru k molekule lLieciva prebieha takmer
vyluCne prostrednictvom uhlika, bor je pre tento ucel vyuzivany len vynimocne.[35, 41]

Kratko po syntéze prvého klastru bol karboran nkorporovany do Struktiry ammokyselin,

nukleovych kyselin a sacharidov. Jednou z prvych biomolekul pripravenych pre pouzitie
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v BNCT bol closo-L-1,2-karboranylalanin. BNCT je radiand metdda vyuzivana najméa
v terapii gliobastoma multiforme. Izotopy !B su privadzané preferenéne do buniek
novotvaru, kde interaguji a absorbuju tok neutronov za vzniku nestabilného izotopu ''B.
Ten sa rozpadd a uvolfiuje ’Li a o-Casticu. Ich ionizaény wplyv dosahuje priblizne
polomer bunky (<10 um), takze okolné tkanivda ostdvaji neposkodené. Klucové je
dosiahnutie dostato¢nej koncentrdcie boru v ozarovanom mieste, na ¢o je mozné
s vyhodou vyuzit' borovy klaster.[41, 50] Napriek pociatoénym netspechom su aj nad’ale]
pripravované a testované vhodné klastrové Struktiry pre pouzitie v BNCT a v terapii
nadorovych ochoreni vSeobecne. Prikladmi su klastre obsahujice delokalizované
lipofilné  kationy zasahujuce mitochondrie nadorovych buniek [51], Stuktary
kombinuyjice BNCT a chemoterapiu (doxorubicin) privadzajici komplex na miesto
pOsobenia polymérnymi nanocCasticami [52], molekuly cielené na nadorové bunky
magneticky [53], derivaty nukleosidov a dalSie.[54]

V roku 2015 bola pripravend a otestovand séria derivaitov lokalnych anestetik
(tzv. boronikainy, zobrazené na Obr.21) odvodenych od lidokainu (1) zZimenou fenylo vej
Castt molekuly za o-, m- p-zoméry karboranu (2-4), adamantan (6)
a dimethylsubstituovany m-karboran (5). Analgetické vlastnosti boli porovndvané
s lidokainom pouzitim hot plate testu na zvieracom modeli. VSetky analogy lidokainu
mali analgeticku aktivitu, Struktiry 2 a 5 vykazovali dlhsi efekt (zrejme dosledok mensej
dilatdcie ciev v porovnani s lidokainom), analgetickd tUCinnost klesala v poradi
2=5>4>1>3>6. Rozdiel medz 2 a 5 bol zanedbatelny.[55]

B:e;CH:e;C: ® BH: o
Obr.21 lidokain (1) a jeho analogy, prevzaté a upravené [55]

Substituované metalokarborany sa javia ako selektivne a kompetitivne mhibitory HIV
protedz, zahfiijuce aj formy, ktoré st na sicasni lieCbu rezistentné. Tieto Struktiry
vyuzivaji delokalizovany negativny naboj a hydrofobicitu klastra pre kontakt s aktivnym
miestom enzymu. Vodiky hydridového charakteru vytvaraji védzbu s proteinom

a flexibilny uhlovodikovy retazec ulahuje spravne zapasovanie molekuly do kavity
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enzgmu. Tri in vitro najuspeSnejSie molekuly nasyntetizované a otestované v Prahe
zobrazuje Obr. 22.[41]

O/\/\/\Nz\/o\/\o_@

78 Ri=R,=H
79 Ri=n-Bu Ry=H

O =Co*

Obr. 22 mhibitory HIV protedz, prevzaté a upravené [56]

Nahradou kruhov C a D u 17-B-estradioln mozno dosiahnut’ az 10x vysSu aktivitu,
zavedenim nido-karbaboranu do molekuly tamoxifenu bola mnohonisobne zvySend jeho
metabolicka stabilita (boroxifen). U adamantanu dochddza zamenou Struktiry za klaster
k prehibeniu hydrofobnych vlastnosti $truktiry.[38]

Nedavno sa objavila praca popisujiica vyuzitie izostérnej zameny adamantanu v molekule
N-(1-adamantyl)-3-aminobenzamidu za jednoduchSie polycykly a klastre (closo-1,2-
a nido-1,2-karborany). Zamenou adamantanu za plochejSie polycykly doSlo k zniZzeniu
aktivity. Vysledky kopfrovali predpoklad, ze objemnejSia substiticia pdsobi pozitivne
na antagonistickii  aktivitu molekuly a analog obsahujici closo-klaster vykazoval
najvyssiu aktivitu. Jednd sa o prvi pracu, v ktorej boli popisané Struktiry obsahujuce
karboran s aktivitou v centrdlnej nervovej sustave, konkrétne antidepresivnou aktivitou

(antagonista purinergného receptoru).[57]

2.4.5. Analyza
2.4.5.1. Kapilarna elektroforéza

CE sa javi ako metdéda vhodna pre detekciu a chirdlnu separaciu borovych klastrov. Praca
prebicha snabitymi analytmi a nizkymi koncentrdciami stanovovanych latok.
Pri achirdlnej separacii pomocou CE bola zistend tendencia klastru tvorit’ iontové pary
s kationtom pridanym do MF ako stcast’ pufru. Ako najoptimdlnej$i chirdlny selektor sa
javi B-CD.[40, 43, 44, 58] U a-CD bola chirdlna diskrimindcia aniontov obmedzena
velkostou kavity, vhodny bol najmd pre negativne nabit¢ klastre s malymi
exo-skeletilnymi  substituentmi  naviazanymi na uhlk, u 7y-CD nebol analyt
detekovany.[39]
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2.4.5.2. Chromatograficky systém

Separacia neutrdlnych klastrov byva problematickd z dovodu ich vysokej reaktivity
vo vodnom a protickom prostredi[59] Napriek tejto skutocnosti sa podarilo separovat
nickol’ko desiatok neutralnych molekul, v niektorych pripadoch bolo ziskané rozliSenie
dostatocné pre pouzitie v semipreparativnej separaci. Neutralne closo-metalokarborany
s 11- 12 vrcholmi boli Gspesne separované powZitim B-CD a derivatov (napr. acetylovany
B-CD, hydroxypropyl- B-CD). y-CD bol prvykrat uspeSne pouzity pre enantioseparaciu
v pripade Giastoéne az kompletne metylom substitutovaného metalokarbordnu. Struktiry
metalokarboranov s otvorenym skeletom (nido-, arachno-) neboli chirdlne separované.
Doélezita ulohu v chirdlnej diskriminacii zrejme zohrava pritomnost’ exo-skeletalnej
substitticie.[39]

Zwitterionty boli separované pouzitim polysacharidovych stacionarnych kolon
v reverznom aj polarne organickom moéde. Zwitterionty, ktorych Struktira je premostend
atdbmom siry boli separované castejSie, nez je to v pripade analytov premostenych
substittovanym  dustkkom. Zaroveii bol pozorovany vplyv typu a priestorového
rozmiestnenia substituentov na premostujicom atdéme.[42] Rovnako CSF na bazi CD
(nativneho alebo derivatizovaného) umoznili pouzitim HPLC opakovane separovat’ rozne

zwitterionty. [39]

Doposial’ sa vSak nepodarilo vytvorit’ spolahlivy chromatograficky systém, v ktorom by
bola moznd elicia a chirdlna separacia negativne nabitych karboranovych alebo
metalokarboranovych klastrov. Publikované vysledky uvadzaja ich separaciu len
zriedkavo, napr. u karbordnovych aniontov rigidnej Struktiry, ktoré su premostené
atdbmom siry alebo kyslikka. Mnohé pokusy o ich separdciu pomocou iontovo-vymennej
kvapalinovej chromatografie s pouzitim B-CD ako enantioselektoru skon¢ili netispechom
naprick tomu, ze v CE viedla aplikdcia podobnych podmienok k enantioseparacii.[39]
Rovnako polysacharidové SF zatial neposkytli vhodné podmienky pre chirdlnu
diskriminaciu aniontov. Elicia aniontov v NP mdde bola pozorovana sporadicky,
rovnako ako ndznaky chirdlnej separacie. Pouztie PO modu na polysacharidovych
kolonach viedol kelici aniontov na rozdiell od NP modu, avSak prevazne

bez dostatocnej retencie pre enantioseparaciu.[42]
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3. Ciele prace

Cielom tejto prace bolo objasnit’ nezrovnalost medzi doposial ziskanymi vysledkami
chirdlnej separacie borovych klastrov pouzitim kapilarnej elektroforézy a vysokouc€innej
kvapalinovej chromatografie. Na zaklade zskanych vysledkov je kapilarna elektroforéza
vyuzivajuca B-cyklodextrin ako chirdlny selektor schopnd separovat’ negativne nabité
borové klastre, avSak v HPLC sa za tychto podmienok enantiosepardcia doposial

nepodarila.

Nésledne sme sa zamerali na testovanie dalich chirdlnych selektorov a podmienok

pre enantioseparaciu, najmd modifikdciou zloZenia mobilnej faze a teploty.
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4. Experimentalna cast’
Pristroje:
kvapalinovy chromatograf LC 20 A Prominence (Schimadzu, Kyoto, Japonko):

- odplynova¢, typ DGU 20 A3

- pumpa, typ LC 20 AD- A

- pumpa, typ LC 20 AD- B

- autosampler, typ SIL- 20 AC

- riadiaca jednotka, typ CBM- 20 A

- detektor, typ SPD- M20A

- kolonovy priestor, typ CTO-20AC

- software- LC Solution Version 1.22 SP1

analytické vahy (Kern, Unipro-Alpha, Praha, Ceska republika)
acidimeter (Acidimetr 333, Druopta, Praha, Ceska republika)
ultrazvukova kuipel’ (Ecoson, Praha, Cesk4 republika)

spektrofotometer (UV-2401, Shimadzu, Japonsko)

Pomocky:

laboratorne sklo (odmerné valce, pipety, kadicky, atd’.), mikropipety, vialky

Chromatografické kolony:

LiChroCART Chiradex, 250x4 mm, velkost’ Castic 5 um

YMC CHIRAL B-CD BR, 250 x 4,6 mm, velkost’ Castic 5 pm

CHIRALPAK AGP, 100 x 4 mm, velkost’ Castic 5 um

CHIRALPAK QN-AX, 150 x 4 mm, velkost’ ¢astic 5 um, endcapped

CHIRALPAK QN-H2, 150 x 4 mm, velkost' Castic 5 um, endcapped

CHIRALCEL OD-R, 250 x 4,6 mm, velkost’ Castic 10 um

ZirChrom®-CelluloZe, 250 x 4,6 mm, velkost’ Castic 5 um

Astec Chirobiotic T LS, 250 % 2,1 mm, velkost’ ¢astic 5 um

LiChroCART Supersphere 100 RP-18, 250 x 4,6mm, velkost' Castic 4 um, endcapped

Priprava vzoriek prebehla rozpustenim adekvatneho mnoZzstva pevnej vzorky za vzniku

2mM roztoku. V zivislosti od pouzitého modu boli vzorky pripravené v Cisto
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metanolovom roztoku alebo boli nariedené destilovanou vodou za vznku 50%
metanolového roztoku. Prehlad pouztych vzoriek s oznaCenim, systematickym ndzvom,
Struktirnym vzorcom a spektrom uvadza Tab. 3. Vzorky boli uchovavané v chladni¢ke
aich spektrum bolo zaznamenavané v rozsahu 190— 350 nm. Vzorky pochadzaji
od RNDr. Bohumira Griinera, CSc. z Ustavu anorganickej chémie Akadémie vied Ceskej
republiky.

Nastrekovany objem vzorky sa pohyboval v rozsahu 5-15 pm.

Mobilna faza bola v priebehu experimentov pripravovand réznymi postupmi v zavislosti
od jej povahy. Jednoduchd MF zloZena z jedné¢ho az dvoch rozptistadiel bola zmieSavana
priamo pristrojom v pomere odpovedajicom potrebdm experimentu. V pripade mobilnej
faze obsahujucich pufor bola najskdr pripravena pufrovacia zlozka rozpustenim alebo
zmieSanim prisluSnych chemikalii v potrebnom mnoZzstve. Hodnota pH bola nésledne
skontrolovana a upravena pouzitim acidimetru.

Mobilnd faza bola pred zmiesenim s organickou zlozkou vakuovo prefiltrovana
a nasledne odplynend pomocou ultrazvukového kupelu.

Priprava fosfatového pufiu prebichala podla navodu [17].

Prietok pouzivany v experimentoch bol zvy€ajne 0,8 ml/ min s vynimkou kolony Astec
Chirobiotic T LS, kde bol pouzity prietok 0,3 ml/ min, CHIRALCEL OD-R
a CHIRALPAK AGP s prietokom 0,5 ml/ min.

Chemikalie:

acetonitril, dietylamin, edetan disodny, fenobarbital, propan-2-ol, kyselina mravencia,
kyselina octova, kyselina trifluoroctova, metanol, morfolin, mraventan aménny, octan

amomny, tetrabutylaménium chlorid, trietylamin Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

2-(N-morfolino)etansulfonova kyselina, 2-amino-2-(hydroxymetyl)propan-1,3-diol,
dihydrogénfosfore¢nan sodny, hydrogénfosfore¢nan sodny, chlorid hore¢naty, chlorid

vapenaty, chloristan sodny, kyselia fosforenéna LachNer (Neratovice, Ceské republika)
etanol Merck (Praha, Ceska republika)

hydroxid sodny, chlorid sodny Penta (Chrudim, Ceska republika)
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Tab. 3 zoznam vzoriek s ich spektrom, systematickym a Struktirnym vzorcom

oznacenie vzorky a
systematicky nazov

Struktirny vzorec spektrum

E1l
[5-Br-7,8-nido-C2BoHi1 ]

"

200 250 300 nm

E2
[7-CH3-7,8-nido-C2BoHi1 [

CH;

&

=

>

mAU

(x100)
2.
1.
0.

=

300 nm

ES
[9-NCS-7,8-nido-C2BoH11]

SCN

&

mAU
(x1000
1.25
1.00
0.75

0.50
0.25

0.00

N
P
S
N_
n
=

200 250 300 nm

E6
[9-CH3S-7,8-nido-C2BoHi1]

CH;

mAU
(x100)
75
5.0
25
0.0

)

200 250 300 nm

F9
[6,6"-1-S-(1,7-closo-C2BoHi0)2
-2,2"-CoJ

@0 €

mAU

x(100)
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0

b

200 250 300 nm

YA\
[9-(CH3)2S-7,8-nido-C2BoHi1]
/+

H,C

7/
®
—
—

o

-~

mAU
(x1,000)
2.0

15

1.0
05
0.0

[

200 250 300 nm

BisHz»
[BisH21]

48

mAU
(x1,000)
25

20
1.5
1.0

0.5
0.0

!

200 250 300 nm

e =CH




S. Vysledky a diskusia
5.1.  Chiralny selektor: p-cyklodextrin

Prvym a najtestovanejSim enantioselektorom bol B-cyklodextrin kovalentne naviazany
na silikagel. Hlavnym ddévodom bola uloha zstit’, ¢ije vhodnym chirdlnym selektorom
pre klastre aj v HPLC, ked’ze v CE sa javil ako schopny enantioseparacie [40, 43, 44, 58].
Pociatocné experimenty, u ktorych sme vyuzivali velmi jednoduchii MF obsahujicu
35-100% metanolu (MeOH) a 100% MeOH s pridavkom 0,1% kyselny octovej (AA)
neviedli k elicii a detekcii vzorky. Az zamena MeOH za acetonitril (ACN) s vySSou
elunou silou ndm umoznila detekovat vzorku F9 v podobe velmi Sirokého piku.
Rovnaké podmienky sme otestovali aj na d’alSich dvoch achirdlnych kolonach, avSak
s rovnakym vysledkom, ¢oukézalo, Ze sind retencia nesuvisi s chirdlnym selektorom, ale
obecne s vlastnostami pouztej kolony. Pre overenie funk¢nosti kolén sme pouzivali
prevazne fenobarbital. Vyber latky sa riadil aplikacnymi materialmi k B-CD kolone,
podla ktorého st barbiturity na koléne zadrziavané a separované. PretoZe bol test
funk¢nosti chirdlnej aj achirdlnych kolén bezproblémovy, mohli sme predpokladat’ silna

retenciu analytov na SF.

Prvé vzorky sa nam na B-CD kolone podarilo detekovat az po pridani pufiu do MF
obsahujuce; MeOH a ACN (3:1, v.:v) v Zlozeni 2-(N-morfolno)etansulfonova kyselina
(MES) a 2-amino-2-(hydroxymetyl)propan-1,3-diol (TRIS), 20 mM, pH 7,0. ZloZenie
anorganickej zlozky MF sa odvijalo od vysledkov publikovanych v CE [44] a kopirovalo
tak zloZenie -elektrolytu. Pretoze pri pouziti MeOH ako MF bola retencia vzoriek
privysoka asamotny ACN svojou vysokou elu¢nou silou maril enantioseparaciu, bola ich
kombindcia logickym krokom zabezpeCujicim akceptovatelni retenciu bez straty

separacie.

Miermmym znizenim pH tejto MF na hodnotu 6,5 doslo k vyznamnému zvySeniu retencie.
Vplyv vécsieho rozsahu pH sme preto nasledne overovali pomocou fosfatového pufru,
ktory umoziiuje otestovanie znacného rozsahu hodnét pH bez zdsadnych zmien v zozeni.
Pouzili sme rozsah pH 5,8-7,4 so zistenim, Ze s klesajuicim pH sa zvySuje retencia
vSetkych testovanych vzoriek (Tab. 4). Ziskan¢ vysledky su v rozpore s velmi kyslym
charakterom naSich analytov, u ktorych je zmena protonizicie s poklesom pH vel'mi
nepravdepodobna, a preto sme museli uvazovat o d’alSich moznych pri¢indch. Ako
najpravdepodobnej$i sa javil vplyv pritomnosti kationtov, s ktorymi naSe siné kyseliny
tvorili iontovy par.
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Tab. 4 vplyv zmeny pH fosfitového pufiu na retenciu vzoriek na koléne LiChroCART
Chiradex- chirdlny selektor B-CD v MF MeOH:ACN (3:1, v:v)-pufor (3:1, v.:v)

pH 10mM 5,8

fosfatového pufru c¢(Na) 50 mM

383 | 470 6,18 | 8,05
ki 0,17 025 054 101 1,64 1,83
tei (min) | 3,58 3,81 473 584 | 688 8,29
ki 0,06 024 | 054 090 126 1,74
ter (min) | 4,94 5,60 | 745 10,19 11,78 15,63
ki 0,60 083 | 144 232 287 4,16
R (min) | 3,67 3,96 494 617 @ 7,24 8,62
ki 0,19 029 061 100 1738 1,85
i (min) | 3,77 421 487 687 9,12 9,74
ki 022 037 0,5 1,07 1,64 2,05
tei (min) | 3,87 | 425 540 687 @ 9,12 9,74
ki 025 039 | 0,76 124 = 2,00 2,22
tei (min) | 7,29 1438 n 1518 19,38 52,42
ki 136 369 n | 395 536 16,32

ki-retencny faktor 1. piku, n- vzorka nebola analyzovana

Pre overenie vplyvu bazickej zZloZky pufru boli porovnané 20 mM pufrovacie systémy:
samotny MES, MES-NaOH, MES-TRIS, MES-morfolin v MF MeOH:ACN (3:1, v:v):
pufrovaci systém (9:1, v:v). V testovanych podmienkach bolo pH upravené na hodnotu 7
(okrem pouzitia samotného MES, kde bolo pH priblizne 4). Pri pouziti samotného MES-
u bez pritomnosti zasady, ktord by so vzorkami tvorila iontovy par, nebola pozorovana
elicia ziadnej zo vzoriek v testovanom cCase (Tab. 5). U ostatnych pufrovacich systémov
obsahujicich zasadu boli detekované vSetky vzorky s retenciou aj rozliSenim klesajicim
v poradi: morfolin, TRIS, NaOH. Bola dosiahnutd separacia takmer na zdkladni liniu
uvzorky F9 a ndznak separacie u vzorieck E2 a E6 (Tab. 5). Zmeny v retenciach

pripisyjeme druhu bazickej zlozky, jej lipofilite a priestorovému objemu.
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Tab. S vplyv rozdielnych bazickych sucasti pufiru MF na eliciu a enantioseparaciu
vzoriek na kolone LiChroCART Chiradex- chirdlny selektor B-CD

vzorka tRl (mm) tRz (IIllIl) k1 Rs

MeOH:ACN (3:1, v:v)-MES pH 3,94, 20mM (9:1, v:v)
E2 >130 - - - -
F9 >50 - - - -

MeOH:ACN (3:1, v:v)-MES-TRIS pH 7, 20mM (9:1, v:v)

El 24,58 - 8,39 - -
E2 25,28 25,82 8,66 0,08 1,02
ES 44,12 - 15,86 - -
E6 28,68 29,47 9,96 1,30 1,03
F9 21,56 23,19 7,24 1,55 1,09
W 29,86 - 10,41 - -
BisHa22 n n n n n

MeOH:ACN (3:1, v:v)-MES-NaOH pH 7, 20mM (9:1, v:v)

El 13,04 - 2,89 - -
E2 16,3 16,72 3,86 0,22 1,03
ES 24,73 - 6,38 - -
E6 18,22 18,68 4,44 0,51 1,03
F9 9,24 9,88 1,76 1,10 1,11
ZW 18,79 - 4,61 - -
BisH22 35,64 - 9,64 - -

MeOH:ACN (3:1, v:v)-MES-morfolinpH 7, 20mM (9:1, v:v)

El 35,19 - 10,35 - -
E2 39,65 40,75 11,79 0,70 1,03
ES 55,75 - 16,98 - -
E6 41,45 42,65 12,37 0,84 1,03
F9 34,43 36,90 10,11 1,64 1,08
W 42,29 - 12,64 - -
BisHa22 n n n n n

n— vzorka nebola analyzovana
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Pre potvrdenie naSej tedrie sme v dallich pokusoch do MF MeOH:ACN (3:1, v:v)
vo vodnom prostredi rozpustili rozne soli (NaCl, CaClk, MgCh, tetrabutylamonium
chlorid— TbACl) tak, aby bola vyslednd koncentracia kationtu 50 mM. pH MF sa
vo vsetkych pripadoch pohybovalo okolo hodnoty 5. Najvy$§iu retenciu mali vzorky
v systéme s organickym, lipofilnejSim a priestorovo objemnym TbAC], najlepSie
rozliSenie bolo ziskané u horc¢ika (Obr. 23) (Tab. 6).

Tab. 6 vplyv rozdielnych kationtov na eliciu a enantioseparaciu vybranych vzoriek
na kolone LiChroCART Chiradex- chiralny selektor f-CD

vzorka tr1 (min) tr2 (min) kq R a

MeOH:ACN (3:1, v:v)-vodny roztok 50mM Na (NaCl) (9:1, v:v) pH 5,68

El 18,18 - 4,79 - -
E2 19,37 19,92 5,15 0,59 1,04
F9 15,72 16,97 3,99 1,50 1,10

MeOH:ACN (3:1, v.:v)-vodny roztok 50mM Ca (CaClz) (9:1, v.v) pH 5,12

El 29,01 - 8,64 - -
E2 29,49 30,49 8,80 0,79 1,04
F9 21,38 24,76 6,10 2,57 1,18

MeOH:ACN (3:1, v:v)-vodny roztok 50mM Mg (MgClz) (9:1, v:v) pH 5,13

El 24,17 - 7,21 - -
E2 24,36 25,19 7,28 1,17 1,04
F9 18,13 20,63 5,16 2,22 1,16

MeOH:ACN (3:1, v:v)-vodny roztok 50mM TbABr (9:1, v:v) pH 4,75

El 36,07 - 10,56 - -
E2 33,78 34,89 9,823 0,81 1,04
F9 25,71 28,83 7,24 2,06 1,14
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Obr. 23 chromatogramy latok F9 (vlavo) s Rs=2,22 a E2 (vpravo) s R«=1,17
MeOH:ACN (3:1, v/4)-50 mM Mg>* (9:1, v/v)

Zadmenou metanolu v MF za etanol (EtOH) sa retencia znizila za cenu straty rozliSenia
stereoizomérov vid. Tab. 7 nasledovand chromatogramami (Obr. 24 a Obr. 25)
porovnavajucimi vzorky E2 a F9 v jednotlivych MF.

Tab.7 vplyv zameny MeOH za EtOH na eliciu a enantioseparaciu vybranych vzoriek
na koléne LiChroCART Chiradex- chiralny selektor B-CD

EtOH:ACN (3:1, v:v)-vodny roztok 50mM Na (NaCl) (9:1, v:v) pH 5,68

El 9,50 - 2,18 - -
E2 9,65 - 2,23 - -
F9 7,43 - 1,49 ] ]

MeOH:ACN (3:1, v:v)-vodny roztok 50mM Na (NaCl) (9:1, v:v) pH 5,68

El 18,18 - 4,79 - -
E2 19,37 19,92 5,15 0,59 1,04
F9 15,72 16,97 3,99 1,50 1,10
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Obr. 24 chromatogramy vzorky F9, vlavo MF: EtOH:ACN (3:1, v:v)-vodny roztok
50 mM Na (9:1, v:v), vpravo MF: MeOH:ACN (3:1, v.:v)-vodny roztok 50 mM Na

9:1, vov)
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Obr. 25 chromatogramy vzorky E2, vlavo MF: EtOH:ACN (3:1, v:v)-vodny roztok
50 mM Na (9:1, v:v), vpravo MF: MeOH:ACN (3:1, v:v)-vodny roztok 50 mM Na
9:1, vov)
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Okrem sledovania vplyvu roznych kationtov sme menili pridavok sodika (5, 20 a 50 mM)
v mobilnych fazach skyselinou octovou alebo fosforecnou o pH 3,2 a ZloZzenim
MeOH:ACN  (3:1, wv:v)-kyselina (9:1, wv:v). Vporovnani s predchiddzajucimi
experimentmi, kde mala MF kysly charakter (vysSie uvadzané podmienky s 20mM MES
o pH 3,94 (Tab. 5) a podmienky s 20mM AA o pH 3,23 (bez elice viac ako 60 min),
u ktorych nebola pozorovand elicia analytu, boli latky za pritomnosti kationtu v MF
detekované v retennych casoch cca 60 minit (kyselina octova) a cca 13 mmnit (kyselina

fosfore¢nd) vid’. Tab. 8.

V oboch pripadoch bolo vysledkom znizovanie retencie klastrov s narastajicim obsahom
sodika. KratSie Casy sme sledovali u kyselny fosforecnej (upravenej na pozadovanu
hodnotu dihydrogénfosfore€nanom sodnym), ktord ma vy$§i negativny naboj, a teda
dochadzalo k vicSiemu odpudzovaniu medzi klastrom a fosforecnanom, ktory sa
adsorbyje na povrch SF (Tab. 8). VysSie uvedené experimenty ndm potvrdili potrebu
pritomnosti kationtu, s ktorym by analyty tvorili iontovy par. Ocividné je, ze zalezi
na druhu pouzitého kationtu, jeho koncentracii a aj na kyslej zlozke, s ktorou do MF

prichadza.

Tab. 8 porovnanie zmeny kyslej zloZky MF na eliciu a enantioseparaciu testovanych
vzoriek na kolone LiChroCART Chiradex— chirdlny selektor B-CD

MeOH:ACN (3:1, v.:v)-kyselina octovda s 20 mM Na, pH 3,21 (9:1, v:v)

El 63,98 - 20,11 - -
E2 68,76 71,23 21,69 0,84 1,04
F9 53,71 59,91 16,72 2,22 1,12

MeOH:ACN (3:1, v:v)-kyselina fosforecna s 20 mM Na, pH 3,21 (9:1, v:v)

El 13,44 - 3,42 ] -
E2 13,45 13,68 3,42 0,21 1,02
F9 11,59 12,2 2,81 1,01 1,07

Okrem uz spomenutych pridavkov soli k MF sme na B-CD kolone Studovali aj vplyv

chloristanu sodného, od ktorého sme ocakavali dodanie sodika do MF a zvySenie

hydrofoébnych interakcii vd’aka chaotropickému efektu chloristanu sodného. Otestovali

sme rozne kombinicie MF liSiace sa organickou zloZkou (MeOH, ACN, propan-2-ol

(IPA), ich kombinacii) akoncentraciou organickej zlozky. Napriek tomu sme v porovnani

s predchadzajicimi solami nedosiahli chirdlnu separadci u inych, nez u uz separovanych
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vzorieck E6 a F9, u vzorky E2 sme pozorovali pik s rozsirenym vrcholom naznacujuci
tendenciu  k oddeleniu jednotlivych enantiomérov. Vsetky analyty boli detekované
s vyraznym  ZlepSenim rozliSenia u vzorky F9 v porovnani s doposial ziskanymi
vysledkami.  NajlepSie podmienky (s ohadom na chiralnu separdciu) sme zskali
pouzitim 75% MeOH s 0,5 M chloristanu sodného s koncentraciou sodika 82 mM
(Tab. 9).

Tab. 9 najvyhodnejSie podmienky pre enantioseparaciu s pouzitim NaClO4 ako sucasti
MF na kolone LiChroCART Chiradex— chiralny selektor 3-CD

vzorka tr1 (min) tr2 (min) ki R a
75% MeOH a 0,5 M chloristan sodny, c(Na)=82mM, pH 5,8

El 14,95 - 3,59 - -
E2 13,68 - 3,2 - -
ES 27,08 - 7,31 - -
E6 12,88 13,38 2,95 0,44 1,05
F9 19,07 39,3 4,85 10,13 2,28
W 18,35 - 4,63 - -
BisH22 >40 - - - -

Pouzitim PO médu na B-CD kolone sme rovnako ako v pripade pouztia RP modu
dosiahli minimalne ndznak separacie u vzorieck E2, E6 a F9. Obmenou MeOH za ACN sa
mizila retencia a stratila enantioseparacia. Pri pouziti zmesi MeOH:ACN v pomere 3:1
(v:v) bola retencia v porovnani so samotnym MeOH skratend priblizne o tretinu
so zhorSenim rozliSenia. V pokusoch boli pouzité¢ réozne pomery dietylaminu (DEA),
trietylaminu (TEA), kyseliny octovej (AA) a trifluoroctovej (TFA). ZvySenim pomeru
v prospech zasady sa znizila retencia vzoriek, optimalne podmienky vzh’'adom
na chirdlnu separdciu a retenciu boli ziskané kombmiaciou MF obsahujuicej MeOH
TEA:AA (0,1%, 1:1) (Tab. 10).
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Tab.10 najvyhodnejSie podmienky PO modu pre chiralnu diskrimindciu na kolone
LiChroCART Chiradex— chiralny selektor B-CD

MeOH TEA:AA (0,1%, 1:1)
El 54,54 - 15,56 - -
E2 61,07 64,188 17,55 0,98 1,05
ES 49,59 - 14,06 - -
E6 43,85 45,67 12,32 0,78 1,04
F9 24,08 25,22 5,25 0,92 1,05
W 64,88 - 18,7 - -
BisH2» 45,43 - 12,8 - -

Na ziklade doterajsich zsteni o lipofilite, stalom negativnom naboji a tendencii k tvorbe
iontovych parov vznikol predpoklad, ze v pouzitych kolénach sa dlhodobo nachiadza
pozitivny naboj, na ktory sa analyty viazu, a preto sa nam v Gvodnych podmienkach
bez pritomnosti kationtu v MF nepodarilo vzorky eluovat. Pre potvrdenie alebo
vyvratenie tejto teorie bola pouzitd séria premyvani kolon a pokusov zosumarizovanych
v Tab. 11. V prvom kroku bola kolona s B-CD premyta kyslou MF (MeOH-20mM AA
(19, vv) ) a 50% MeOH pre odstranenie neCistot (napr. organické zisady
z predchadzajucich experimentov). Opédtovne boli otestované pociato¢né podmienky
s MF obsahujucou len 100% MeOH, pri ktorych nebola elicia analytov pozorovana.
Nasledovalo premyvanie kolony 50% MeOH s pridanim 10 mM edetanu disodného
(EDTA-Naz), ktoré¢ho cielom bolo vysytenie poztivnych nabojov v kolone pred
samotnym nastrekom vzorky. Experiment pokracoval nastrekom analytov s pouzitim MF
Zlozenej z 80% MeOH s EDTA-Naz (1,25 mM) a pH 4,48. Koncentracia sodika bola
vypoctom stanovend na 0,15 mM, ¢o je mnozstvo, u ktorého nepredpokladame vyznamny
zasah do elicie analytu. Podarilo sa ndm detekovat’ vSetky vzorky s chiralnou separaciou
vzorky F9 a ndznakom chirdlnej separdcie u E2 a E6. Potom nasledovalo premyvanie
kolony 80% MeOH (120 mintt), aby sme vyplavili naviazany edetan a mohli zopakovali
nastrek bez pridaného protiontu. Sledovali sme preiblizne desat’ ndsobné predizenie
retenéného Casu u vzorky F9, vzorku E2 sme v priebehu 120 minit neeluovali. Fakt, ze
sa nam podarilo detekovat’ vzorku F9 (1. pik priblizne v 87. minite v porovnani s 8.
minutov u prechddzajucich podmienok) pripisujeme zostatku edetanu v kolone. Pre
potvrdenie, Ze ani pritomnost minimalneho mnozstva sodika (0,15 mM) nemohlo mat’
vplyv na eliciu sme do MF s 80% MeOH pridali sodik (NaCl) v koncentracii 0,17 mM.
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Tento predpoklad sa potvrdil a pritomnost’ sodika vo forme EDTA-Naz nemalo na pokus
vplyv. Séria testov potvrdila pritomnost’ pozitivneho ndboja na kolone, ktorého povod
mdze byt v silikageli typu A, ktory od vyroby obsahuje zvysky kovov (napr. Fe, Al Nj,
Zn, K, Ca, Mg, atd.). U kolony LiChroCART Supersphere 100 RP-18 sa nam sice
nepodarilo zstitt pdvod silikagelu v sprievodnych dokumentoch ani u vyrobcu, ale po
premyti kolony 20 mM kyselinou octovou s MeOH (9:1) sme pouzitim MF s 80-100 %
MeOH detekovali vzorky eluované z kolény v mftvom case. Predpokladdme preto
pritomnost” bazickych latok alebo kovov, ktoré sa ndm premyvanim zmesou s kyselinou
podarilo vymyt. Po preneseni rovnakych podmienok na kolonu LiChroCART
LiChrosphere obsahujucu s istotou silkagel typu B opustali vSetky vzorky kolonu

bez mterakcie, v mitvom case.

Tab. 11 vysledky a experimentdlne podmienky na kolone LiChroCART Chiradex—
chirdlny selektor B-CD s pridavkom EDTA-Na:
vzorka tr1 (mm) tr2 (Illln) k1 Rs
1. premytie kolony 20mM AA : MeOH (9:1, v:v)
2. premytie kolony 50% MeOH (30 minut)
mobilnd faza: 100% MeOH

El >60 - - _
E2 >4() - - -
F9 >20 - - -

3. premytie kolony 10mM roztokom EDTA-Na: (80 minit)
4. premytie kolony 50% MeOH (30minut)
mobilna faza: 80% MeOH + 1,25mM EDTA-Naz, c(Na)= 0,16 mM

El 13,21 - 2,96 -
E2 13,35 14,03 3,0 0,68
ES 19,87 - 4,96 -
E6 12,46 12,91 2,74 0,25
F9 7.8 9,36 1,34 1,46
A 18,04 - 4,41 ]
B18H22 54,68 - 15,4 -

5. premytie kolony 80% MeOH (120 minut)
mobilna faza: 80% MeOH
E2 >120 - - -
F9 87,5 108,26 25,48 1,97
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Vplyv teploty na retencny faktor bol u vSetkych analytov jednoznacny a so stipajicou
teplotou klesal. Vplyv na rozliSenie sau vzoriek 1iSil a dosiahoval maximum pri rozli¢ nej
teplote (Tab. 12). Obr. 26 zobrazuje chromatogramy vzorieck F9 a E2 snajlepSim

dosiahnutym rozliSenim.

Tab. 12 vplyv teploty na rozliSenie a a retencny faktor v MF 75% MeOH a 1,25mM
EDTA-Na; na kolone LiChroCART Chiradex— chirdlny selektor B-CD

teplota (°C)
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Obr. 26 chromatogramy vzoriek E2 pri 25°C s Re=1,2 (vI'avo) a F9 pri 32°C s R«= 4,0
(vpravo) v MF 75% MeOH a 1,25mM EDTA-Na;

5.2.  Chiralny selektor: bromovany pB-cyklodextrin

K dispozicii sme mali aj kolonu s bromovanym derivitom B-CD. Tento enantioselektor
mozno oznacit’ za najvyuZzitel'nej$i pre naSu skupinu analytov zo vSetkych testovanych,
pretoze pri nastaveni podmienok PO modu zlozeného z MeOH AA-TEA (0,1%, 1:1) sme
okrem vzorky F9 dosiahli separaciu alebo naznak enantioseparacie u vSetkych vzoriek,
¢o sa na mnej kolone nepodarilo. Kompletni enantioseparaciu vsetkych analytov sme
nedosiahli, uvzorky El sa naznak separdcie prejavil v rozsireni vrcholu piku alebo
naznaku dvoch pikov v oblasti vrcholu. Pre lepSie rozliSenie by boli nutné d’'alSie obmeny
Zlozenia MF. Vymenou trietylaminu za dietylamin sa retencia zvySila bez ZlepSenia
rozliSenia. Okrem PO mddu bol testovany aj RP mod. Da sa predpokladat’, ze zvySenie
lipofility okraju kavity brémom umocnilo lipofilni iterakciu a tvorbu mklizneho
komplexu s cyklodextrinom. U inak bezproblémovo sa deliacej vzorky F9 sme pozorovali
ndznak chirdlnej separdcie len v RP podmienkach 70% MeOH s 0,5 M chloristanom
sodnym. Opitovne sa ndm potvrdil poztivny vplyv MeOH na enantioseparaciu
v porovnani s inymi organickymi rozpUStadlami. Prehl'ad vybranych podmienok uvadza

Tab. 13 nasledovand chromatogramami Obr. 27 a Obr. 28.

-57-



Tab. 13 vybrané experimentalne podmienky na kolone YMC CHIRAL B-CD BR-
chirdlny selektor bromovany B-CD

e [

100% MeOH- AA:TEA (0,1%, 1:1)

El 40,27 - 8,64 - -
E2 42,14 44,59 9,08 1,62 1,06
ES 31,57 32,15 6,55 0,22 1,02
E6 32,89 34,45 6,87 1.4 1,05
F9 17,01 - 3,07 - -
W 40,67 41,61 8,73 0,06 1,03
B18H22 18,04 3,317 0,59 -

100% MeOH- AA-DEA (0,1%, 1:1)

El 44,17 - 9,24 - -
E2 52,03 55,38 11,03 1,6 1,07
ES5 34,79 35,36 7,04 0,03 1,02
E6 37,30 38,89 7,62 1,19 1,05
F9 19,48 - 3,5 - -
ZW 49,24 - 10,38 - -
B18H22 20,95 21,55 3,84 0,67 1,04

70% MeOH a 50mM sodika (NaCl)

El 47,99 - 10,12 - -
E2 54,29 57,79 11,58 1,01 1,07
ES >80 - - - -
E6 43,79 46,69 9,15 1,25 1,07
F9 36,49 - 7,46 - -
ZW 57,45 - 12,31 - -
BI18H22 >150 - - - -
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Obr. 27 vzorka ZW vlavo s R—=0,06 a vzorka E2 vpravo s R—=1,62
MF: 100% MeOH AA:TEA (0,1%, 1:1)

mAU mAU
25.0l 290nmdnm (1.00) 1 254nmdnm (1.0Q)
] 3.504
22.5 3.25
204 3.0@
] 2.75
17.5] 2.50]
150 2.25_5
] 2.00]
12.5 175
10.0] 1504
] 1.25
7.5 1.0Q;
] 0.75
5.01 E
] 0.504
O-O-I""I""I' 0.00:----|----|----|---
15.0 17.5 20.0 min 35.0 40.0 45.0 min

Obr. 28 vzorka BigH22 vIlavo s R=0,59 a vzorka El
MEF: 100% MeOH AA:TEA (0,1%, 1:1)
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5.3.  Chiralny selektor: a;-kysly glykoprotein

Dalou testovanou kolénou bola CHIRALPAK AGP, ktora ako chiralny selektor
obsahuje ai-kysly glykoprotein s izoelektrickym bodom 2,7.[60] Chiralny glykoprotein
svojou povahou umoziiuje ovplyviiovat ndboj povrchu pomocou zmien pH MF, ¢o sme
mali vimysle vyuzit pre interakciu s kyslymi analytmi a predpokladali sme vhodné
podmienky aj pre enantioseparaciu zwitteriontu. Testované podmienky zahfiiali obmenu
organickej zlozky MF (ACN, MeOH a IPA) v koncentraciach 5-15 % vzhl'adom
na citlivost’ proteinu k organickym kvapalndm. ACN a isopropylalkohol ako sucasti MF
skratili retenciu za cenu straty naznaku separacie. Bol pozorovany naznak separacie u E2,
E6 a ZW minimdlne v jednom pouzitom systéme. Rozsah pH pouztého fosfatového
pufru bol od 3,2 do 7,0. Znizovanie pH fosfatového pufru (MF s obsahom 10% MeOH,
pH 7,0 az 5,8) viedlo k zvySovaniu retencie az velmi silnej retencie analytov, ktoré
nebolo mozné rluovat’ v Case kratSom nez 140 mmut. Optimalne pH, pri ktorom sme
pozorovali naznak chirdlnej separacie ZW a E2 bolo 5,8. Pridanim NaClO4 k MF 10%
MeOH s fosfatovym pufrom o pH 5,8 sa znizila retencia analytov na koldéne s miernym
ZlepSenim rozliSenia a tvaru pikov (Tab. 14 a nasledujuce chromatogramy Obr. 29-31).
Zmeny retencie pri posune v pH by mohli byt vysledkom zmien proteinu a vo vSetkych

pripadoch bol k dispozicii protiont pre interakciu s negattvne nabitou vzorkou.

Tab. 14 vybrané vysledky testovanych podmienok na kolone CHIRALPAK AGP-—
chiralny selektor ai-kysly glykoprotein

vzorka tr1 (min) trz (min) kg R; a

10% MeOH a 50mM sodiku (NaCl) pH 5,84

El 23,85 - 18,66 - -
E2 14,10 - 10,75 0,06 -
E6 15,89 - 12,24 - -
W 17,81 20,07 13,84 0,26 -

10% MeOH, fosfatovy pH 7,0

El 12,74 - 9.8 - -
E2 8,2 - 5,95 - -
ES >50 - - - -
E6 8,47 - 6,18 - -
F9 >120 - - - -
W 10,32 - 7,75 - -
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10% MeOH, fosfatovy pufor pH 5,8

El 32,1 - 25,16 - -
E2 18,82 20,17 14,34 0,10 1,08
E6 22,06 - 16,98 - -
ZW 24,96 27,96 19,34 0,11 1,13
10% MeOH, fosfatovy pufor pH 5,8 a 0,3 M NaClOq
El 24,65 - 21,47 - -
E2 14,99 15,92 12,67 0,03 1,07
E6 16,24 - 13,81 - -
ZW 18,08 20,92 15,48 0,56 1,17
10% MeOH, pufor k.fosforecna a dihydrogénfosforecnan pH 5,0
El 66,29 - 59,48 - -
E2 38,71 41,13 34,32 0,06 1,06
E6 42,38 - 37,66 - -
ZW 44,89 - 39,96 - -
10% MeOH, pufor k. fosforecna a dihydrogén fosforecnan pH 3,2
El >140 - - - -
E2 >140 - - - -
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Obr. 29 vzorka E2
vlavo MF 10% MeOH s fosfaitovym pufrom, pH 5,8
vpravo 10% MeOH s fosfatovym pufrom a NaClO4, pH 5,8
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Obr. 30. vzorka ZW
vlavo 10% MeOH s fosfatovym pufrom, pH 5,8
vpravo 10% MeOH s fosfatovym pufiom a NaClO4, pH 5,8
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Obr. 31 chromatogramy latok ZW (vl'avo) a E2 (vpravo)
10% MeOH a 50mM Na (NaCl)

54. Chiralny selektor: tris(3,5-dimetylfenylkarbamat) celulozy

Selektorom uz v minulosti otestovanym pre chiralne klastre je
tris(3,5-dimetylfenylkarbamat) celulozy.[42] Rovnako sme testovali experimentalne
podmienky, za ktorych by mohla byt dosiahnutd chiralna diskriminidcia. Zmenami pH ani
obmenami zloZenia a kombindciami organicke] zloZky sa ndm nepodarilo v RP mode
dosiahnut’ enantioseparacius. Jej mierny naznak sa objavil len u vzorieck F9 a ZW.
Chloristan sodny (1 M) bol pouzity ako zdroj protiontu a na zdklade doporucenia
vyrobcu. K dispozicii sme mali kolénu s rovnakym chirdlnym selektorom, avSak
naviazanym na sorbente z oxidu zrkoni¢it¢ho. Ani tato koléna neposkytla vlastnosti
umoziiyjice oddelit’ jednotlivé stereoizoméry. Naznak separacie v podobe nasStiepnutého
alebo rozsiren¢ho vrcholu poskytol PO moéd u vzorieck El, E6 a ZW. Pouwzit¢ podmienky
pozostavali prevazne z PO mdédu s obmenami pouzittho pomeru kyseliny a zasady.
PouzZitie RP modu s protiontom a s roznymi koncentraciami organickej zloZky umoZnil

eliciu vzoriek bez enantioseparacie.

5.5.  Chiralny selektor: 0-9-(terc-butylkarbamoyl)chinin

Kolonou umoziiujucou separaciu len bezuhlikovej vzorky BisH22 CHIRALPAK QN-AX
obsahujuca 0-9-(terc-butylkarbamoyl)chinin imobilizovany na silikagel (8S, 9R).
Chirdlny selektor poskytuje priestor pre slabtl iontovii vymenu, avSak pre naSe kyslé
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analyty (s vynimkou BigH22) sa ako chirdlny selektor v pouzitych podmienkach nezdal
vhodny a pozorovali sme eliciu vzorieck bez enantioseparacie. Testované podmienky
obsahovali PO mod s obmenami organickej zlozky (MeOH, ACN, EtOH) a AA, TEA,
octanom amonnym (AcNH4), mravenanom amonnym (FA-NHs)a kyselnou mravencou
(FA) v kombinaciach aj samostatne. Pouzitim MF s MeOH a 0,1M AcNHs sme so
skratenim retencie stratili enantioseparaciu u vzorky BigHzz. Opédtovne bol pozorovany
pozitivny vplyv pritomnosti MeOH v MF na chirdlnu separaciu (Rs=1,317) v porovnani
s EtOH (Rs=0,487) (Tab. 15 a Obr.32) alebo v zmesi MeOH s ACN 1:1 (R=0,354) vid'.
Tab. 15. Pouzitim TEA ako zasaditej zlozky doslo k niekol’konasobnému narastu retencie
v porovnani s AcNHa4. Zlozenie optimalnej MF s najvy$§im dosiahnutym rozliSenim
pre vzorku BisHz2 bolo: MeOH:AA:AcNH4 (98:2:0,25 v/viw).

Koléna CHIRALPAK QN-H2 bola vyuzitd len pre jedny vybrané podmienky (MF:
MeOH:AA:AcNHs (98:22:0,5 v/viw)), kedy naznak separacie nebol pozorovany u ziadnej
7o vzoriek.

Tab.15 wplyv jednotlivych MF na eliciu a enantioseparaciu vzorky BisHz2, na chirdlnej
kolone CHIRALPAK QN-AX, chiralny selektor: o0-9-(terc-butylkarbamoyl)chinin

MeOH:AA:AcNHy (98 : 2 : 0,5 v/v/w)

BisHa22 28,61 30,54 19,43 1,32 1,07
EtOH:AA:AcNH4 (98 : 2 : 0,5 viv/w)
BigH22 13,79 14,37 8,54 0,49 1,05

MeOH:AA:AcNHq (98 : 2 - 0,25 v/v/w)

BisHa2 35,43 37,40 24,51 1,4 1,06
MeOH:ACN:AA:AcNHy (49 : 49 : 2 : 0,5 viv/v/w)

BigH22 6,11 6,25 3,22 0,35 1,03
MeOH:FA:FA-NHy (98:2:0,25 viv/w)

BisHa2 50,73 56,01 35,23 0,8 -
EtOH:AA:AcNHy (98:2:0,5 viv/w)

BisHa2 13,79 14,37 8,5 0,49 -
MeOH:FA:TEA (98:2:0,25 v/v/v)
BisHa2 76,1 83,83 50,6 0,82 -
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Obr. 32 chromatogramy vzorky BisH22
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Obr. 33 chromatogramy vzorky BisHaz2

vlavo MeOH:AA:TEA (98:2:0,25) s R«= 0,823
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5.6. Chiralny selektor: teikoplanin

U poslednej stereoselektivnej kolony Chirobiotic T LS tvorenej makrocyklickym
glykopeptidom  (teikoplaninom) sme v testovanych podmienkach sledovali len
minimalnu interakciu so selektorom, prevazovala elicia v mftvom case.. Doposial
enantioseparacne vyhodny PO mod v pripade tejto kolony viedol k elicii vzoriek
v mitvom Case. RP méd s rozne obmieianym obsahom organickej zlozky (10-80 %
MeOH) a pridavkom protiontu v podobe chloristanu sodného nestacil na zadrzanie
analytov na kolone a ich stereoselektivnu separaciu napriek pritomnosti 23 chirdlnych

centier a roznych vydutin a prelia¢in SF.

- 66 -



6. Zaver

Prvou a hlavnou tlohou mojej diplomovej prace bolo objasnit’ nezrovnalost doposial’
publikovanych vysledkov, kedy v kapilarnej elektroforéze sa cyklodextrin ukazal ako
vhodny selektor antiontovych klastrov, zatial €o vo vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografii k rozliSeniu enantiomérov jeho pomocou nedoslo. Podarilo sa nam
potvrdit’, ze rovnako ako v kapilarnej elektroforéze, tak aj vo vysokouc¢innej kvapalino vej
chromatografii je B-cyklodextrin mozné v principe pouzit’ v tlohe chirdlneho selektoru
borovych klastrov a ich derivatov.

Otestovali sme roznorodé chirdlne aj achiralne chromatografické kolony s cielom lepSie
pochopit’ spravanie klastrov v systéme. Achirdlne systétmy nam shizili prevazne
na ur¢enie spravania v jednoduchSom systéme, teda vztahu medz klastrami a sorbentom

kolony, pre urcenie rozsah vplyvu lipofility, stérickych vplyvov a pridavkov pufru.

Vyuzitim chirdlnych selektorov (proteiny, polysacharidy, cyklodextrin, modifikovany
cyklodextrin, makrocyklické¢ glykopeptidy, derivaty chininu), sorbentov (silikagel typu
A, silikagel typu B, oxid zirkoniCity), teplot, prietokov, zlozeni mobilnych fazi, médov
(PO a RP) a pufrov sme zstli, ze povodny predpoklad, Ze na retenciu a separaciu klastrov
ma vplyv pH vdaka zmene ionizicie nebol spravny.Vdala svojmu velmi kyslému
charakteru mali vzorky bodrovych klastrov tendenciu tvorit’ iontovy par s kationtami
obsiahnutymi v mobilnej fizi alebo dokonca so zvySkami kovov sorbentu (predovsetkym
siikagel typu A). Retencia a Uspech separacie zivisel od druhu pritomného kationtu
ajeho koncentracie. Organické kationty vSeobecne vyrazne predlzovali retenciu,
neznamenalo to vSak lepSie rozliSenie. Zmenami teploty sme neziskali jasni zavislost

s rozliSenim, retencia so znizovanim teploty stupala.

V powzitych chirdlnych podmienkach sme dosiahli asponi Ciastoénu separacie u kazdej
z testovanych vzorieck okrem vzorky El, u ktorej sme pozorovali len rozsfrenie vrcholu

piku.
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