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reverzni mod
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superkriticka fluidni chromatografie
triethylamin

kyselina trifluoroctova

ultra-vysokoucinna kapalinovéa chromatografie



Predmluva

Ptedkladana prace predstavuje soubor vybranych publikaci zaméfenych na studium

mechanizmu separace v chromatografickych systémech, popis interakci, které se uplatiiuji pfi
reten¢nim a separacnim procesu, a také na postupy pii optimalizaci chromatografickych
podminek pro konkrétni smési latek a chiralni analyty. Do této prace jsem vybrala 11
publikaci zabyvajicich se touto problematikou. Divodem pro feSeni této problematiky je
rozmanitost chromatografickych systémil. Pochopeni fyzikalné-chemickych dé&ji, které
probihaji v rdmci chromatografického procesu, jednak umoziuje uskutecnit obecnéjsi zavery,
a také zjednodusuje vybér vhodného systému pro konkrétni ucely.
Prace se sklada z nckolika ¢asti. V uvodni €asti jsou popsany chromatografické systémy a
nékteré modely a pfistupy, které se pouzivaji k jejich charakterizaci. V dalsi ¢asti jsou shrnuty
naSe prispévky ke studiu mechanizmu separace v riiznych chromatografickych systémech, tj.
hydrofilni interak¢éni kapalinovd chromatografie, chirdlni vysokouUc¢innd kapalinova
chromatografie a superkritickd fluidni chromatografie s rtiznymi chirdlnimi stacionarnimi
fazemi a v riznych separacnich mddech. Posledni ¢ast tvofi 11 plvodnich publikaci, které
jsou v textu oznaceny fimskymi ¢islicemi.

Rada bych na tomto misté podékovala vSem, at’ uz z védeckého ¢i realného svéta, kteti

maji jakykoliv podil na této praci.



1. Uvod do problematiky popisu mechanizmu separace v chromatografickych systémech

1.1 Chromatografické systémy

Mezi nejcastéji pouzivané chromatografické metody pro separace smési chiralnich i
nechirdlnich analyti patfi vysokouc¢innd popiipadé ultra-vysokoucinnd kapalinova
chromatografie (HPLC, UHPLC), superkriticka fluidni chromatografie (SFC) a plynova
chromatografie (GC). Syst¢ém HPLC/UHPLC lze pouzit v rtznych separacnich modech.
Nejdéle zndmym je tzv. nevodny normalni mod (NP), ve kterém se pro separace vyuziva
poléarni stacionarni faze (SF) a nepolarni mobilni faze (MF). Mobilni faze jsou nejcastcji
tvotfeny alifatickymi uhlovodiky jako je hexan nebo heptan s piidavkem alkoholii (propan-2-
ol, ethanol, methanol), které zvySuji polaritu MF a tim usnadiuji eluci analyt
z chromatografické kolony. V zévislosti na separovanych latkach a pouZzité stacionarni fazi
jsou do mobilni faze také ptidavana kyseld (napf. trifluoroctova kyselina) ¢i bazicka
(triethylamin, diethylamin apod.) aditiva, popfipadé¢ kombinace obou aditiv. Pro achiralni
separace se nejcastéji vyuzivaji Cisté silikagelové stacionarni faze. Nicméné v dneSni dobé
jsou tyto separacni systémy nahrazovany reverznim modem (RP) HPLC nebo hydrofilni
interakéni kapalinovou chromatografii (HILIC). NP HPLC ma ale vyznamné zastoupeni v
oblasti chirdlnich separaci. Pro tento mdd existuje fada chiralnich stacionarnich fazi (CSF),
napf. CSF na bazi makrocyklickych antibiotik (teikoplanin, vankomycin apod.),
polysacharidové CSF na bazi derivatizované celulozy a amylézy, oligosacharidové
cyklodextrinové a cyklofruktanové CSF [1].

Pro bézny NP systém, u kterého je retence dana adsorpci analytu na povrch stacionarni
faze byl odvozen vztah mezi retenci a molarni frakci slozky MF s vyssi elu¢ni silou (B)

(rovnice 1) [2, 3]:

logk = logkp — = logNp (1)
B
kde koo reten¢ni faktor
KBeveeeieneeieniiice retencni faktor analytu v mobilni fazi slozené pouze ze slozky B
ASeeieiieiieeieien, plocha na povrchu stacionarni faze obsazena molekulami analytu
FIBueveeenereeennnaennnennns plocha na povrchu stacionarni faze obsazena molekulami

NBeooviinieeiienen, molarni frakce slozky B v mobilni fazi



Dal8im, velmi ¢asto pouzivanym systémem je reverzni mod kapalinové chromatografie. Tento
systém ma obracenou polaritu staciondrni a mobilni faze a tudizZ i elu¢ni pofadi analytl ve
srovnani s NP. Typickd mobilni faze pro RP mdd je smés organického modifikatoru
(methanol, acetonitril, ethanol, propan-2-ol) a vodné slozky (voda nebo vodny pufr). Pro
achiralni separace se velmi Casto pouzivaji stacionarni faze s oktylovymi ¢i oktadecylovymi
skupinami vazanymi na vhodném nosi¢i. Pro chiralni separace je mozné pouzit vétSinu
chiralnich selektorti jako pro separace v NP HPLC. V zavislosti na pouzitém moddu se na
mechanizmu separace podileji rizné interakce. Pro ,,idealni* RP systém se ptedpoklada, ze se
uplatituje pouze rozdélovani analytu mezi dvé faze [3]. Pro pouziti bindrni mobilni faze byl
odvozen vztah vyjadiujici nelinearni zavislost logaritmu reten¢niho faktoru na objemovém

zlomku ¢ slozky mobilni faze s vyssi elu¢ni silou (rovnice 2) [4]:

logk = Ap? + B + C (2)
kde A, B, C jsou konstanty.

V roce 1990 A. J. Alpert zavedl nazev hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie
pro separacni systém, ktery je tvofeny polarni stacionarni fazi a relativné nepolarni mobilni
fazi, kterd obsahuje vodnou slozku jako siln€jsi elu¢ni ¢inidlo [5]. Pro tento systém se téz
pouziva termin ,,vodna chromatografie na normalnich fazich*“ (ANPC) [6, 7]. Staciondrni faze
jsou nejcastéji tvoreny bud Cistym silikagelem [8], nebo silikagelem derivatizovanym
riznymi polarnimi skupinami (amidové, diolové, sulfoalkylbetainové apod.) [9, 10] nebo
molekulami (napft. cyklofruktan, cyklodextrin) [11, 12]. Mobilni faze je tvoiena organickym
modifikatorem, nejcastéji acetonitrilem (minimalné 60-70 objemovych %) a vodnou sloZzkou,
tj. vodou nebo vodnymi pufry (minimaln¢ 5 objemovych %). Mechanizmus separace v HILIC
je komplexni a zatim neni zcela objasnén. Studiem jeho popisu se zabyva fada vyzkumnych
skupin [napft. 9, 12-16]. Béhem separace se uplatiiuje jednak adsorpce na povrch stacionarni
faze (jako u NP) a jednak rozd€lovani analytu (jako u RP) mezi vodnou vrstvu ¢astecné
sorbovanou na povrch stacionarni faze a mobilni fazi [3, 17]. Tyto dil¢i procesy lze popsat
rovnicemi 1 a 2. Pro detailnéjsi popis interakci, které se uplatiiuji v separacnim systému, je
vSak zapotiebi pouzit jiné pfistupy. Jednim z vhodnych piistupt popisu interakci v riiznych,
zejména chromatografickych systémech je model linearnich vztah volnych energii (LFER)
[napt. 18-20]. Tento model bude podrobn¢ popsan dale.

V poslednich letech se dostdva do popiedi separa¢nich metod superkritickd fluidni

v

chromatografie. Nariist pouzivani této metody je spojen s produkei spolehlivéjsi a robustnéjsi
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instrumentace [21]. Hlavni slozkou mobilni faze je superkriticka tekutina, zejména se pouziva
superkriticky CO,, jehoz hodnoty kritické teploty (7¢=304,12 K) a kritického tlaku (pc=73,74
bar) lze dosdahnout technologicky nenaro¢nymi postupy [22]. Vyhodou téchto tekutin je, ze
maji viskozitu a diftizni koeficienty podobné plyniim, zatimco jejich solvatani schopnosti a
hustota jsou podobné kapalindm [23]. Uvadi se, ze polarita CO, je srovnatelna s polaritou n-
hexanu, ktery se ¢asto pouziva jako majoritni slozka mobilni fize v NP HPLC. Elu¢ni sila
mobilni faze se zvySuje pfidavkem organického modifikatoru, nejCastéji se pouzivaji rizné
alkoholy nebo acetonitril [24, 25]. K ovlivnéni selektivity a tvaru pikii se do MF piidava;ji
kyseld a/nebo bazické aditiva, kterd také ovliviiuji disociaci/protonizaci analyti a funkénich
skupin staciondrnich fazi. DalSimi parametry, které maji vyznamny vliv na separaci v SFC
jsou teplota a zpétny tlak [26, 27]. Té€mito parametry Ize ovlivnit hustotu a viskozitu mobilni
faze a tim 1 jeji solvatacni schopnosti. VétSina kolon pro HPLC je pouzitelna i pro separace v
SFC. Pro popis interakei, které se uplatituji pfi retenénim a separacnim procesu v SFC je

vhodny model LFER [28-30].

1.2 Charakterizace chromatografickych separa¢nich systémi

V literatuie je mozné najit velké mnozstvi rGznych modeli a metod pro popis
stacionarnich fazi nebo separacnich systémt [31, 20], nicméné¢ zadny z nich neni vSeobecné
akceptovan z duvodu slozitosti chromatografického systému a poctu parametrti, které
ovliviiuji retenci a separaci analytii/enantiomerti. Mezi pouzivané metody lze zaradit
spektroskopické metody (napt. nuklearni magnetické rezonance, infracervena spektroskopie s
Fourierovou transformaci), rentgenova difrakce, statistické metody (napf. analyza hlavnich
komponent, faktorova analyza), ureni fyzikalnich vlastnosti stacionarni faze, molekularni
modelovani, termodynamicka méteni (van’'t Hoffovy zavislosti) a chromatografické testy [20,
31, 32]. Chromatografické testovaci metody jsou zalozeny na méfeni retencnich a separac¢nich
faktorii tzv. testovacich solutli, coz jsou analyty s dobfe definovanymi vlastnostmi nebo se
sleduje symetrie pika téchto analytli a separacni u€innost [31]. Tyto postupy, mezi které patii
napt. Walterstiv test, Engelhardtiv test, Tanaklv test, se vyuzivaji zejména pro zjiSténi
silanolové aktivity, hydrofobicity, separacni u¢innosti, stérické selektivity apod. stacionarnich
fazi. Pro popis vztahli mezi chemickou strukturou analytu a interakcemi, kterych se analyt v
chromatografickém systému tucastni, je tieba zahrnout celé spektrum fyzikalné-chemickych
interakei, které ovliviiyji retenci analytu v daném systému. K tomu lze pouzit modely, ve

kterych se koreluji zmény termodynamickych veli€in s reten¢nimi daty. Mezi tyto modely
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patii i model LFER, ktery jsme casto vyuzivali a bude podrobné vysvétlen v nasledujici

kapitole.

1.2.1 Model linearnich vztaha volnych energii

Model linearnich vztaht volnych energii patii mezi nejCastéji pouzivané piistupy pro
popis interakci uplatnujicich se v reten¢nim/separacnim mechanizmu. LFER vyjadiuje
linearni zavislost zmény standardni Gibbsovy energie (AG”) na vlastnostech prostiedi. Se
zménou Gibbsovy energie dochazi ke zméné vSech vlastnosti, které s ni souviseji, v ptipadé
chromatografického procesu se jednd o zménu retencniho faktoru k. Pienos analytu z mobilni

do staciondrni faze je spojen se zménou standardni Gibbsovy energie systému - viz rovnice 3.

Ink =222+ Ing (3)
kde Ko reten¢ni faktor
AG oo, zména standardni Gibbsovy energie systému
R univerzalni plynova konstanta
T termodynamicka teplota
Deeeeeeeeree et eee e fazovy pomeér

Model LFER, téz nazyvany Abrahamiiv model (Abraham v 90. letech 20. stoleti predstavil
nové solvatacni parametry (deskriptory) pro velky pocet sloucenin [33, 34]), v separacnich
metodach koreluje retenci s vlastnostmi analytu. Zékladni LFER rovnice obsahuje pét

interak¢nich parametrt - viz rovnice 4 [35-37].

logk =aA+bB+eE+sS+vV+c (4)

kde ke reten¢ni faktor

Velké pismena na pravé stran¢ rovnice predstavuji deskriptory analytii, které popisuji jejich
fyzikéalné-chemické vlastnosti:

A...celkova nebo efektivni acidita vodikové vazby, interakce prostfednictvim vodikové vazby
B...celkova nebo efektivni bazicita vodikové vazby, interakce prostfednictvim vodikové vazby
E...rozsah molarni refrakce, disperzni interakce

S...parametr dipolarity/polarizibility, elektrostatické interakce



V..McGowanlv charakteristicky objem solutu, hydrofobni interakce, deskriptor zahrnuje
disperzni a kohezivni interakce (schopnost tvorby kavity) analytu s chromatografickym
systémem.

Regresni koeficienty a, b, e, s, v se ziskavaji multidimenzionalni linearni regresi a popisuji
rozdily v dané fyzikalni vlastnosti, tj. molekularni interakci mezi stacionarni a mobilni fazi.
Pokud je hodnota regresniho koeficientu kladnd, pak je dana interakce preferovana mezi
analytem a SF. V pfipad¢ zéporné hodnoty regresniho koeficientu je tato interakce siln¢jsi
mezi analytem a MF a sniZuje retenci. Clen ¢ odpovida zménam ve fazovém poméru systému
a zahrnuje vSechny vlivy na retenci, které nejsou zahrnuty v uvedenych péti regresnich
koeficientech [38].

Pro popis separacnich systému se stacionarnimi fazemi s nabitymi skupinami byly do
zakladni LFER rovnice piidany dva ¢leny D™ a D", které maji popisovat iontové interakce [20,

39, 40] - viz rovnice 5.

logk=aA+bB+eE+sS+vV+d D +d"D"+ ¢ ®))

Deskriptory D™ a D" popisuji stupefi disociace a protonizace analytll - viz rovnice 6 a 7.

T 2!
- 141072k (6)
L 10wk
- 1410k P (7)
kde pH*.......... ,.efektivni‘ hodnota pH smésné mobilni faze, tj. SpH,
pK*........... ,efektivni® hodnota disociacni konstanty analytu ve vodno-organické mobilni

fazi

Hodnota pH* by m¢la byt méfena v pouzité mobilni fazi pomoci elektrody kalibrované na
organické resp. vodno-organické pufry. Nicméné v praxi se pro zjednoduSeni pouZzivaji
hodnoty ,pH, tj. hodnota pH vodno-organické mobilni faze méfena -elektrodami
kalibrovanymi vodnymi pufry a disocia¢ni konstanty analytd ve vodé¢ [40], coz pfispiva k
chybé modelu. Timto modelem je mozné uritym zpisobem popsat uplatnéni iontovych
interakci v separacnim systému, ale stupeii ionizace nemusi svéd¢it o efektivnim néboji

analytil pro interakce s nabitymi skupinami na stacionarni fazi, napf. kvili sterickému efektu



[20]. Nekteré prace ukazuji, ze pouziti rovnice 5 vykazuje vyssi nejistotu vysledkl nez pouziti
modelu pro neutralni latky (rovnice 4) [19, 41].

C. West a kol. modifikovali zédkladni LFER rovnici pro popis interakci uplatiiujicich se v
chiralnich systémech a aplikovali ji pro polysacharidové CSF v SFC - viz rovnice 8 [napft. 42-
44]. Do rovnice byly pfidany 2 deskriptory, globularita (G) a flexibilita (F). Tyto deskriptory
maji rizné hodnoty pro jednotlivé enantiomery, zatimco hodnoty ostatnich deskriptor jsou
pro enantiomery totozné. Deskriptor F' charakterizuje flexibilitu molekuly, respektive frakci
rotovatelnych vazeb v molekule. Tento deskriptor byl pfidan z ditvodu, Ze flexibilni molekuly
maji vice konformeri a mohou tedy interagovat rliznym zplsobem prostiednictvim
intermolekularnich interakcei, coz je dilezité pro enantioseparace. Deskriptor G je vztazen k
sterickému odporu molekuly k priiniku do stacionarni faze. Pro malé molekuly popisuje lepsi

fit do kavity a tim umoznéni nékolika interakci najednou [42].
logk =aA+bB+eE+sS+vV+fF+gG+c (8)

Aplikace této modifikované rovnice ptfinesla pouze mirnou shodu s experimentalnimi daty a

neni obecné pouzitelna jako zakladni LFER rovnice (rovnice 4).
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2. Vysledky a diskuze

2.1 Studované separaéni systémy

Model LFER a dalsi testy byly pouzity pro podrobné&jsi popis separacnich systému
HILIC, chirdlnich HPLC a SFC systémi. V téchto systémech byly také optimalizovany

podminky pro separace konkrétnich analytii pro praktické uplatnéni.

2.1.1 Studium systémia HILIC

HILIC se velmi osvédc¢ila pro separace malych polarnich a ionizovatelnych latek, které
maji nedostate¢nou retenci v RP HPLC [45]. Modifikace silikagelu polarnimi skupinami nebo
molekulami poskytuje dalsi interakce, které mohou zlepsit separaci. V1iv navazani nativniho
cyklofruktanu (CF6) a derivatizovaného izopropylovymi skupinami (IP CF6) na silikagelovy
nosi¢ na interakce, které¢ se uplatituji v HILIC byl testovan modelem LFER a Waltersovym
testem popisujicim silanolovou aktivitu a hydrofobicitu [I]. Rovnice 1 a 2 byly pouzZity pro
popis mechanizmu, tj. uplatnéni rozdélovani a adsorpce béhem chromatografického procesu.
V téchto systémech byl také sledovan vliv typu stacionarni fidze na separace smeési
pentapeptidii a nonapeptidu.

Cyklofruktany jsou cyklické oligosacharidy, jejichz molekuly se skladaji z Sesti a vice
B-(2—1) D-fruktofuran6zovych jednotek [46]. Struktura cyklofruktanu (CF) je zndzornéna na
Obr. 1. Kazda tato jednotka obsahuje Ctyfi stereogenni centra a tfi hydroxylové skupiny, které
se vyuzivaji pro derivatizaci. Pro pfipravu SF se nejvice osvédCily CF se Sesti (CF6) a sedmi
(CF7) fruktofuran6zovymi jednotkami. Nativni cyklofruktany vykazuji nizkou
enantioselektivitu. Enantioselektivita se vyrazn¢ zvysi derivatizaci vhodnymi skupinami,
napf. R-naftylethyl, dimethylfenyl [47]. Molekula cyklofruktanu je poldrni a tudiz vhodna pro
pouziti v HILIC.
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Obr. 1: Struktura cyklofruktanu.

Na zéklad¢ testovani vlivu slozeni mobilni fdze na separace smési penta- a nonapeptidi byly
vybrany MF slozené¢ z acetonitrilu (ACN) a 20mM octanu amonného, pH 4,00 pro
podrobnéjsi charakterizaci. Vynesenim zavislosti, které popisuji rovnice 1 a 2 bylo zjisténo,
ze na vSech tfech studovanych stacionarnich fazich (tj. nederivatizovana silikagelova, nativni
cyklofruktanovd a derivatizovand cyklofruktanova izopropylovymi skupinami) se na
mechanizmu separace podili jednak rozdélovani analytu mezi vodnou vrstvu sorbovanou na
povrch SF a mobilni fazi a také adsorpce peptidii na SF. Model LFER byl nasledné pouzit pro
kvalitativni a kvantitativni urCeni interakci, které se uplatiiuji v retencnim/separa¢nim
mechanizmu. Tii MF ACN/20mM octan amonny, pH 4,00 80/20; 83/17 a 88/12 (v/v) byly
vybrany pro charakterizaci téchto systémtl. V systému s nederivatizovanou silikagelovou SF k
retenci prispivad pouze jeden typ interakce a to interakce prostfednictvim vodikové vazby
vyjadiena regresnim koeficientem b. Ptekvapive slozeni MF nemd vyznamny vliv na hodnotu
tohoto koeficientu. Derivatizace silikagelu CF6 a IP CF6 pfinesla dalsi interakce ovliviiujici
retenci/separaci. Regresni koeficient s, popisujici interakce dipo6l-dipol a dipol-indukovany
dipol je statisticky vyznamny na nativni CF6 pfi pouziti vSech tfi mobilnich fazi. Kladna
hodnota tohoto koeficientu vyjadfuje, Ze tato interakce je siln€jSi mezi analytem a SF nez
analytem a MF. Hodnota koeficientu s roste s klesajicim mnozstvim ACN v MF. Stejny trend
byl pozorovan v systémech s IP CF6, avSak hodnoty koeficientu s byly niz§i. Derivatizace
nativniho CF6 izopropylovymi skupinami sniZzuje uplatnéni téchto interakci. Disperzni
interakce (v RP nazyvdno hydrofobicita) vyjadiené regresnim koeficientem v jsou
preferovany mezi analytem a MF, coz je typické pro NP a HILIC. Vyssi absolutni hodnoty
koeficientu v byly ziskany pro nativni CF6 SF. Pro systémy s obéma kolonami plati, Ze rozdil

v disperznich interakcich mezi SF a MF roste s rostoucim mnoZzstvim pufru v mobilni fazi.
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Vysledky LFER jsou podpoieny shodou s Waltersovym testem, kdy nejvyssi ,,hydrofobicitu®

v

cvwvr

nederivatizovana silikagelovd SF, zatimco nejvyssi selektivitu nativni CF6 SF (Obr. 2). Lze
shrnout, ze modifikace silikagelu CF a derivatizovanym CF pfedstavuje nové stacionarni faze

vhodné pro HILIC se selektivitou pro biologicky aktivni latky.

’ IP CF6
N\
’\ /U\jtivni CF6

I (\ AN nederivatizovany silikagel
0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (min)

Obr. 2: Chromatogram separace pentapeptidi. MF ACN/20mM octan amonny, pH 4,00 83/17
(v/v). Elu¢ni potadi: leucin enkefalinamid, [D-Ala’]-leucin enkefalin, leucin enkefalin, [Met’]

enkefalin.

Stacionarni faze se stejnymi funkénimi skupinami, respektive selektory mohou
poskytovat rtiznou separacni ucinnost a selektivitu. Tyto rozdily jsou dany napt. druhem
silikagelovych Castic nosice, typem vazby funkcni skupiny na nosi€. Z tohoto diivodu jsme se
zamg¢fili na studium téchto rozdilti u dvou amidovych SF vhodnych pro HILIC [II]. Pro tyto
ucely byly provedeny rtizné testy, tj. zjisténi pievladajiciho retenéniho mechanizmu (rovnice I
a II), testy selektivity pro methylovou, hydroxy a amino skupinu. Pfestoze jsou tyto selektory
neutralni, iontové interakce se silikagelovym nosicem mohou ovliviiovat retenci zejména
bazickych analytti. Uplatnéni iontovych interakci se silikagelovym nosi¢em bylo testovano
pouzitim sady bazickych analyti s riznymi pK, hodnotami. Pro kvalitativni a kvantitativni
porovnéani interakci byl aplikovan model LFER. Teplota patii mezi parametry, které
vyznamné ovliviiuji retenci, selektivitu a rozliSeni v chromatografii. VIiv teploty na retenci

byl studovan za pouziti van't Hoffovy rovnice (viz rovnice 14).
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Tato rovnice vychazi ze dvou termodynamickych rovnic (rovnice 9 a 10) [48]:

AG® = AH® — TAS® (9)
AG® = —RTInK (10)

kde AG’...zména standardni Gibbsovy energie

AH’...zména standardni entalpie pfenosu

AS’...zména standardni entropie pfenosu

R...univerzalni plynova konstanta

T...termodynamicka teplota

K...rovnovazna konstanta
Vyjadienim In K a Gipravou rovnic 9 a 10, ziskdme van’t Hoffovu rovnici v nésledujicim tvaru
(rovnice 11):

AH® AS®

InK = _F-I_ R (11)

Pro In K plati v chromatografii nasledujici vztah:

InK =Inkf (12)
kde  k...reten¢ni faktor

p...fazovy pomér: f = ‘;—’Z = % (13)
PMeeoaaann.. objem mobilni faze
| T objem stacionarni faze

, o 1 iy e o , .
Dosazenim soucinu k* ;2 K, ziskdme nejcastéji pouzivanou formu van’t Hoffovy rovnice

v chromatografii (rovnice 14):

AH® AS®

lnk= _H-I_ T-I_ lTl(p (14)
kdek.............. reten¢ni faktor
/N fazovy pomer.

Ostatni parametry rovnice jsou popsany vyse. Pro f 1 ¢ se pouziva v literatuie stejny termin
fazovy pom¢r.

Na zéklad¢ vyjmenovanych testd byly prokazany rozdily v interakénim chovéni a
selektivit¢ dvou amidovych kolon, tj. XBridge Amide a TSK gel Amide-80. Kolona TSK gel

Amide-80 poskytuje siln¢jsi interakce prostfednictvim vodikové vazby, a to jak ve schopnosti

ptsobit jako donor vodiku, tak i akceptor vodiku (vyssi hodnoty regresnich koeficientli a 1 b).
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Tyto vysledky byly potvrzeny separaci smési pentapeptidii a nukleovych bazi. Vyssi retence
vSech téchto analyti vykazovala TSK gel Amide-80 kolona. Naopak, vyssi ucinnost a
selektivitu zejména pro pentapeptidy poskytuje kolona XBridge Amide. Za stejnych
chromatografickych podminek (MF ACN/20mM octan amonny, pH 4,00 85/15 (v/v)) doslo k
separaci na zdékladni linii smési €ty pentapeptidii ze skupiny enkefalinti pouze na koloné
XBridge Amide. ZvySenim mnozstvi ACN v MF je mozné dosdhnout separace na zékladni
linii 1 na koloné¢ TSK gel Amide-80, ale s vyraznym zvySenim doby analyzy. Rozdil v
ucinnosti je také castetné dan rozdilnou velikosti ¢astic téchto kolon (3,5 um pro XBridge
Amide a 5 um pro TSK gel Amide-80). Naopak selektivitu pro methylenovou skupinu (pomér
reten¢nich faktort uridinu a 5-methyluridinu) [49] popisujici ,,hydrofobicitu® maji ob& kolony
totoznou, coz je potvrzeno i stejnou hodnotou regresniho koeficientu v LFER rovnice. Obé&
kolony také vykazuji stejnou selektivitu pro hydroxyskupinu (pomér retencnich faktori
uridinu a 2’-deoxyuridinu). Selektivita pro amino skupinu vyjadiend jako podil retencnich
faktori aminokyseliny a jejiho N-blokovaného analogu se 1isi pro jednotlivé kolony. Vyssi
selektivita pro kolonu TSK-gel Amide 80 indikuje, ze pii daném pH 4,00 se na retenci na této
kolon¢ vice uplatnuji iontové interakce, coz je ve shodé¢ s vysSi hodnotou regresniho
koeficientu b LFER rovnice. Testovani iontovych interakci sadou bazickych latek, které se lisi
hodnotami disociacnich konstant, podpofilo tyto vysledky. Selektivita vypoctena jako podil
retencniho faktoru pln€ nabité baze a Castecné nabité baze je rozdilnd pro testované kolony.
Analyty, které jsou plné nabité pii pH 4,00 vykazuji relativné vyssi retenci na koloné TSK-gel
Amide 80. Téchto interakci se ucastni zejména nosic, na kterém je navazan amidovy selektor.
Studium teplotnich zavislosti ukézalo, Ze nedochdzi ke zméné reten¢niho mechanizmu v
rozmezi teplot 10-40°C na obou kolonach. Na zakladé téchto vysledkil je mozné fict, ze

testované amidové kolony vykazuji podobné, ale nikoliv stejné fyzikalné-chemickeé interakce.

2.1.2 Charakterizace chiralnich systémi
2.1.2.1 HPLC

Vysokoucinné kapalinova chromatografie patii mezi nejcastéji pouzivané metody pro
separace chirdlnich latek. V dneSni dob¢ existuje fada typt chirdlnich stacionarnich fazi, ale
stale pokracuje 1 vyvoj, zabyvajici se syntézou novych chiralnich selektori a nosi¢u a

ukotvenim selektori na nosi¢. Snahou je vytvofit co nejuniverzalnéjsi faze pro celou skalu

-----
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V této praci se budu podrobnéji zabyvat dvéma typy CSF - cyklofruktanovymi a
polysacharidovymi. Cyklofruktanové CSF jsou relativné nové faze, poprvé byly pouzity pro
enantioseparace v HPLC v roce 2009 [47]. Polysacharidové CSF na bazi derivatizované
celulozy a amylézy patii v dneSni dobé mezi nejCastéji pouzivané faze. Prestoze zakladni
LFER rovnice neobsahuje parametry popisujici stereoselektivni interakce, umoziuje tento
model objasnit interakce ovlivitujici retenci analytd. Ze znamé struktury enantiomerti a
hodnot regresnich koeficientii LFER rovnice lze ziskat ur¢itou piedstavu o enantioselektivité
daného separacniho systému.

Derivatizované cyklofruktanové CSF naSly uplatnéni pro chirdlni separace tady
enantiomert [47, 50]. Tyto CSF jsou multimodalni, tzn. je mozné je pouzit ve vSech
separacnich modech, ale vyssi selektivitu vykazuji pfevazné v NP. Proto byly testovany tfi
cyklofruktanové chirdlni stacionarni faze modelem LFER v NP, ktery umoznil odhalit
interakce, které ovliviiuji retenci a separaci analyti. Konkrétné se jednalo o tyto selektory
vazané na silikagelovy nosi¢: izopropylovany CF6 (IP CF6), R-naftylethyl CF6 (RN CF6) a
dimethylfenyl CF7 (DMP CF7) [III, IV]. CF6 a CF7 znaci, Ze molekula obsahuje Sest
respektive sedm fruktofurandézovych jednotek. Pro testovani byly pouzity dvé MF:
hexan/propan-2-ol 80/20 (v/v) a hexan/propan-2-ol/kyselina trifluoroctova (TFA) 80/20/0,5
(v/v/v) vybrané na zakladé uspésnych chiralnich separaci binaftolu a jeho derivati na RN CF6
CSF. LFER pak slouzil pro objasnéni interakci, které se podili na retencnim/separa¢nim
mechanizmu. Ve vSech separacnich systémech dosahuje regresni koeficient b nejvyssi kladné
hodnoty, tzn., ze vSechny tfi CSF maji vys$s$i schopnost pusobit jako donor vodiku pro
vodikovou vazbu nez MF. Okyselenim mobilni faze TFA se hodnoty koeficientu b snizi, tedy
snizi se rozdil v dané interakci mezi CSF a MF. V ramci jednotlivych CSF roste schopnost
této interakce v nasledujicim potadi: IP CF6 < RN CF6 < DMP CF7. Nejvyssi schopnost
ptsobit jako donor vodiku pro vodikovou vazbu DMP CF7 CSF je ddna vysSim poctem
fruktofuranézovych jednotek a tedy vétSim poctem derivatizacénich skupin, které mohou
pusobit jako donor vodiku. Disperzni interakce (,,hydrofobicita®) jsou preferovany ve vSech
systémech v MF, ¢emuz odpovida zapornd hodnota regresniho koeficientu v, coz je typické
pro NP. Nejnizsi absolutni hodnota tohoto koeficientu byla ziskdna v systému s DMP CF7,
zvyseni jeji polarity a rozdil v hydrofobicité mezi fazemi se snizi, coz se projevi nizsi
hodnotou koeficientu v. Toto plati pro CSF tvofené Sesti fruktofuran6zovymi jednotkami. V
piipadé DMP CF7 hodnota regresniho koeficientu v mirn¢ vzroste, coz je mozné vysveétlit

sorpci slozek MF na povrch SF a tim zvySeni jeji polarity. DMP CF7 ma nejvétsi povrch, tak
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se pravdépodobné tento efekt vyznamnéji projevi pouze na této CSF. DalSim parametrem,
ktery zvySuje retenci analyti na vSech tfech CSF je dipolarita/polarizibilita popsand regresnim
koeficientem s. Polarizibilita derivatizacnich skupin stoupd v potfadi izopropyl <
dimethylfenyl < naftylethyl. Hodnota regresniho koeficientu s stoupd v tomto poradi pii
pouziti MF bez TFA. V ptipad¢ pouziti mobilni faze s TFA hodnota regresniho koeficientu s
nejvice vzroste v systému s DMP CF7, coz lze opét vysvétlit nejveétsim povrchem staciondrni
faze a sorpci TFA na CSF. Opacny trend byl ziskdm pro RN CF6 CSF. Moznym vysvétlenim
je nizka sorpce TFA na CSF v disledku piitomnosti objemnych derivatizacnich skupin.
Regresni koeficienty a (schopnost pusobit jako akceptor vodiku) a e (popisuje interakce
prostiednictvim n- a 7- elektronovych parti) jsou statisticky nevyznamné pro vSechny
studované separacni systémy, tedy tyto typy interakci jsou srovnatelné v mobilni a stacionarni
fazi a vyznamné neovliviiuji retenci.

Stejné typy interakci, ale v rozdilném méfitku se uplatiiuji na vSech tfech studovanych CF
CSF. Na ziklad¢ LFER vysledkt Ize ptedpokladat, ze chirdlni analyty by mély obsahovat
polarizovatelné skupiny a skupiny pusobici jako akceptor vodiku blizko chiralniho centra pro
uspésnou enantioseparaci na téchto CSF v NP HPLC. Separované analyty by téz mély
vykazovat niz$i hydrofobicitu, aby byly dostate¢né zadrzovany na staciondrni fazi.

Jak jiz bylo zminéno, polysacharidové CSF patii mezi nejcastéji pouzivané faze pro
chiralni separace v HPLC 1 SFC. Nativni polysacharidy vykazuji pomérné nizkou
enantioselektivitu. Proto se pro enantioseparace pouzivaji rizné derivaty amyldozy a celuldzy.
Derivatizace zvySuje enantioselektivitu téchto selektort, kterd zavisi jednak na struktufe
polymerniho polysacharidového fetézce, tak i na druhu derivatizaéni skupiny [51]. Pro
komer¢né vyrabéné polysacharidové CSF se pouzivaji dva typy kotveni chiralniho selektoru
(CS) na silikagelovy nosi€. StarSim zpisobem je tzv. pokryti (,,coating®) silikagelového
nosice chirdlnim selektorem na zakladé fyzikalnich interakci. Takto pfipravena faze mize byt
pouzita bud’ v RP, nebo NP HPLC, nelze kombinovat mody na jedné kolon¢ vzhledem k
odlisSnému vazebnému protokolu. Dal§i nevyhodou je moZznost pouziti pouze nékterych
rozpoustédel jako slozek MF. Rozpoustédla stfedni polarity, napt. methyl terc-butyl ether,
tetrahydrofuran, 1,4-dioxan nebo chlorovanad rozpousStédla mohou rozpoustét CS [52].
Nov¢js$im zplsobem je ptiprava tzv. imobilizovanych CSF, kdy je CS navazan na silikagelovy
nosi¢ kovalentni vazbou. Takto pfipravené polysacharidové faze jsou multimodalni, avsak
byly pouzivany zejména v NP HPLC, kde poskytovaly lepsi vysledky. Pro separace
enantiomert z realnych vzorki, napt. biologicky aktivnich latek se vSak uptfednostiuje RP z

divodu kompatibility s hmotnostni detekci. Proto jsme se zaméfili na testovani
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enantioselektivniho potenciadlu ¢tyf imobilizovanych polysacharidovych CSF pravé v RP
HPLC [V]. Byl testovan vliv polysacharidového skeletu (amyloza versus celuloza) a
derivatiza¢nich skupin na enantioseparaci 30 strukturné odliSnych enantiomerd, pfevazné
chiralnich 1éCiv za raznych chromatografickych podminek. Testované kolony spolecné s

chirdlnimi selektory jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Testované polysacharidové kolony a jejich chiralni selektory

Kolona Chiralni selektor
CHIRALPAK IA  tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) amylézy
CHIRALPAK IB  tris(3,5-dimethylfenylkarbamat ) celulozy
CHIRALPAK IC  tris(3,5-dichlorofenylkarbamat) celulozy
CHIRALPAK ID  tris(3-chlorofenylkarbamat) amylézy

Pro uspésné chiralni separace na téchto CSF je nutné, aby enantiomery byly nenabité, protoze
tyto CS jsou neutralni a neposkytuji iontové interakce [53]. lonizace analyt tedy negativné
ovliviluje enantioseparace na téchto CSF. Proto byly pouzity rtizné slozky MF o rizném pH v
zavislosti na testovanych analytech (roztok kyseliny mravenci, pH 2,1 pro kyselé analyty,
10mM octan amonny, pH 8,8 pro bazické analyty). Pro enantioseparace bazickych analytt byl
také testovan ptidavek chaotropni soli (100mM KPFg) do MF, kterd tvofi iontovy par s danou
bazi, coz vede k tomu, ze molekula je navenek neutralni. Testované¢ CSF vykazuji
komplementarni  enantioselektivitu, coz je dano pfedev§im rlznou  strukturou
polysacharidového skeletu. Nicméné komplementdrni enantioselektivita byla zjiSténa 1 v
ramci CSF se stejnym polysacharidovym skeletem liSicim se derivatiza¢nimi skupinami - viz
Obr. 3. CSF na bazi derivatizované celulozy (CHIRALPAK IB kolona) je nejvhodnéjsi pro
enantioseparace bazickych analytl, které¢ obsahuji sekundérni amino skupinu, konkrétné 1é¢iv
ze skupiny f-blokatort. Pro derivaty amfetaminu (analyty obsahujici primarni aminoskupinu)
vykazuje nejvyssi enantioselektivitu CSF na bazi derivatizované amylozy, konkrétné kolona
CHIRALPAK ID. CSF na bazi derivatizované amylozy (kolony CHIRALPAK IA a ID)
obsahujici dané strukturni prvky vhodné k interakci jsou nejvhodnéjsi volbou pro
enantioseparace analytii kyselé¢ povahy (léCiva ze skupiny nesteroidnich antiflogistik) a
thiazidova diuretika. Ukazka enantioseparace analyti ze skupiny profeni na koloné
CHIRALPAK IA je znazornéna na Obr. 4. Vysledky této prace mohou slouzit jako navod pro
vybér vhodnych RP HPLC podminek pro enantioseparace celé Skaly strukturné odliSnych

analytli na imobilizovanych polysacharidovych CSF.
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Obr. 3: Chromatogramy enantioseparace bendroflumethiazidu. MF ACN/100mM KPF6 25/75
(v/v) pro kolonu Chiralpak IC, ACN/100mM KPF6 30/70 (v/v) pro kolonu Chiralpak IB.

t (min)

Obr. 4: Chromatogramy enantioseparace flurbiprofenu (A) a karprofenu (B) na koloné

CHIRALPAK TA. MF ACN/ roztok kyseliny mravenci, pH 2,1 60/40 (v/v).

Protoze imobilizované polysacharidové CSF jsou multimodalni, v dalsi praci jsme se zaméfili
na zjiSténi a porovnani enantioselektivniho potencialu dvou kolon z této skupiny,
CHIRALPAK IA a CHIRALPAK IB, v NP a RP HPLC [VI]. Tyto CSF obsahuji stejnou
derivatizacni skupinu, tris(3,5-dimethylfenylkarbamat), ale li§i se typem polysacharidového
skeletu - amyl6za versus celuloza. Mechanizmus separace, tj. interakce, které se podili na
retenci a enantioseparaci, je odliSny pro oba testované mody. Set testovacich chiralnich
analytii obsahoval 31 strukturné odlisnych 1é¢iv. MF o rizném slozeni, tj. hexan/propan-2-ol s

pridavky TFA nebo triethylaminu (TEA) v NP a ACN nebo methanol (MeOH)/vodna slozka
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(kyselina mravenc¢i, pH 2,1, 10mM octan amonny, pH 8,8 nebo 100mM KPFs) v RP byly
zvoleny na zaklad¢ struktury testovanych analytl. Obecné lze fici, ze NP je vhodnéjsi pro
separaci vétSiny testovanych 1é¢iv bez ohledu na typ polysacharidové CSF. Nicméné, pro
nekteré analyty (ibuprofen, butizid, 4-F-amfetamin) bylo dosazeno enantioseparace na koloné
CHIRALPAK IA pouze v RP. Pro oba separa¢ni mddy plati, ze CSF na bazi derivatizované
celulézy je vhodnéjsi pro enantioseparace bazickych 1éCiv, zatimco CSF na bazi
derivatizované amylozy vykazuje vysSs$i enantioselektivitu pro kyselé analyty ze skupiny
profent. Na zédklad¢ ziskanych vysledki byla na téchto CSF prokazana komplementarni
enantioselektivita. Vybér téchto dvou CSF s vhodnou optimalizaci slozeni mobilni faze v RP
a NP poskytuje potfebnou enantioselektivitu pro celou skalu strukturné odlisnych chirdlnich
1é¢iv.

V ramci podrobné charakterizace polysacharidovych CSF jsme se zaméfili také na
zjisténi a porovnani enantioselektivity a interakénich moznosti v RP HPLC dvou CSF
obsahujicich shodny CS (#ris(3,5-dimethylfenylkarbamat) amylézy), ale liSicich se vazbou CS
na silikagelovy nosi¢ [VII]. Kolona CHIRALPAK AD-RH obsahuje silikagel pokryty CS
pomoci fyzikalnich interakci (,,coated”), zatimco kolona CHIRALPAK IA mé& CS
imobilizovany na silikagel kovalentnimi vazbami. Sada 37 strukturné odlisnych chirdlnich
analytii, model LFER a testovani iontovych interakci sadou silnych nechirdlnich kyselin a
bazi byly pouzity pro charakterizaci rozdili mezi t€émito dvéma fazemi. MF obsahovaly ACN
a vodnou slozku: kyselinu mravenci, pH 2,1 nebo 10mM octan amonny, pH 8,8 podle
struktury separovanych enantiomert. Ackoliv obé CSF obsahuji stejny CS, byly zjistény
velké rozdily v enantioselektivnim a retenénim chovani. Mnohem vyssi retenci bazickych
analyti vykazovala kolona CHIRALPAK IA, zatimco vyssi enantioselektivitu pro tyto latky
poskytovala kolona CHIRALPAK AD-RH. Vyssi retence bazickych latek na imobilizované
kolon¢ vysvétluje porovnani iontovych interakci a LFER vysledka. Prispévek iontovych
interakci byl silnéjsi na této koloné, ¢emuz odpovida i nizs$i zapornd hodnota regresniho
koeficientu b. lontové interakce se uplatituji mezi bazickymi analyty a volnymi silanolovymi
skupinami, které zvySuji retenci, ale nemaji vliv na chirdlni rozpoznavani. Pro
enantioseparace kyselych analytii nebyl zjistén tak velky rozdil mezi kolonami jako pro
bazické analyty. Enantioselektivni potencidl obou kolon je srovnatelny, pficemz pro
enantioseparace profent a blokovanych aminokyselin ferc-butyloxykarbonylovou skupinou je
vhodnéjsi CHIRALPAK AD-RH kolona, zatimco pro aminokyseliny blokované
benzyloxykarbonylovou skupinou kolona CHIRALPAK IA. Model LFER byl vyuzit pro

zjisténi interakci, které se uplatiiuji v retenénim mechanizmu na téchto CSF. MF byly tvofeny
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stejnymi slozkami jako pro chirdlni separace. Regresni koeficient v dosahoval nejvyssich
kladnych hodnot ze vSech koeficientii na obou CSF v obou MF, pfi¢emz vyssi hodnota byla
ziskéna pro systém s pokrytou CSF. Stejny trend vykazuje i regresni koeficient e. Zaporné
hodnoty ostatnich regresnich koeficientii: s, a, b ukazuji, Ze interakce popsané témito
koeficienty jsou preferovany v MF. Vyssi absolutni hodnoty regresnich koeficientd s
vyjimkou koeficientu s v bazické MF byly ziskdny v systému s kolonou CHIRAKPAK AD-
RH, coz znaci, ze tato kolona muze ovlivilovat retenci analytii t€mito interakcemi v mensi
mife nez imobilizovana kolona. Lze shrnout, Ze zplsob vazby polysacharidového CS na
silikagelovy nosi¢ vyznamné ovlivituje nejen retenci, ale i enantioselektivni potencial v RP

HPLC.

2.1.2.2 SFC

Princip a zdkladni mechanizmus, ktery se uplatituje pii separacich v SFC spole¢né s
piehledem chiralnich stacionarnich fazi a jejich aplikaci v SFC jsme podrobné zpracovali v
publikaci [VIII]. Literarni reSerSe zahrnuje obdobi 2000-2013.

Jak jiz bylo zminéno, vétSina kolon pro HPLC je vhodna i pro méteni v SFC. V ramci
dalsich projekti jsme se zaméfili na charakterizaci CSF na bazi cyklofruktanu a
derivatizovanych polysacharidi v SFC.

Model LFER byl pouzit pro zjiSténi interakci, které se uplatiuji v mechanizmu
separace v SFC systému s CSF obsahujici chirdlni selektor dimethylfenyl cyklofruktan 7 [IX].
SFC separacni systémy byly nasledné porovnany s analogickymi syst¢émy NP HPLC [IV] z
hlediska poskytovanych interakci a enantioselektivity pro strukturné odlisné chiralni analyty.
Mobilni faze pro srovnavané systémy byly tvoieny CO,/propan-2-ol/TFA 80/20/0 a 80/20/0,5
(v/v/v) pro SFC, v NP HPLC byl misto CO, pouzit jako hlavni slozka MF n-hexan. Hlavnim
rozdilem pro oba separacni systémy ve vSech MF jsou interakce prostiednictvim n- a z-
elektronovych parii (regresni koeficient e), které se vyznamné uplatiiuji pouze v SFC systému.
V HPLC systému je tento koeficient statisticky nevyznamny, tudiz je zde tento typ interakci
srovnatelny v MF a CSF. Pozorovany rozdil je mozné vysvétlit reakci CO, s volnymi
hydroxylovymi skupinami CS za vzniku karboxylové skupiny [54, 55] a/nebo také adsorpci
organického modifikatoru na CSF. Dal$im vyznamnym rozdilem mezi srovnavanymi SFC a
HPLC systémy je vliv pfidavku TFA do MF na hodnotu regresniho koeficientu s
(dipolarita/polarizibilita). Zatimco v HPLC systému hodnota koeficientu s vyznamné vzroste

po piidavku TFA do MF, v SFC je vliv TFA zanedbatelny (maly pokles hodnoty koeficientu
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v ramci konfidencniho intervalu). Pokud srovname jednotlivé systémy, tento typ interakci se
siln€ji uplatituje v HPLC (vyssi kladna hodnota koeficientu s). Schopnost fazi piisobit jako
donor vodiku pro tvorbu vodikové vazby se uplatituje ve vSech testovanych systémech.
Regresni koeficient b dosahuje u vSech systému nejvyssi kladné hodnoty ze vSech koeficient
LFER rovnice. Vys$$i hodnoty byly ziskany pro HPLC systémy. Ptidavek TFA do MF pouze
nepatrné snizi hodnoty b koeficientli v obou systémech. Regresni koeficient a je statisticky
nevyznamny pro vSechny testované systémy. Disperzni interakce (regresni koeficient v) jsou
preferovany pro vSechny systémy v MF, coz je typické pro NP HPLC i SFC s polarni SF. V
literatufe bylo popsano, Ze v SFC systémech dochazi k vyssi adsorpci slozek mobilni faze na
stacionarni fazi pokud MF obsahuje malé mnozstvi organického modifikatoru [56, 57]. Proto
byl v SFC dale studovan vliv MF CO,/MeOH/TFA 95/5/0 a 95/5/0,1 (v/v/v) na regresni
koeficienty LFER rovnice. Jako organicky modifikator byl vybrdn MeOH, protoze v téchto
MF byly dosazeny nejlepsi vysledky chiralnich separaci pro derivaty binaftolu. Pii pouziti
téchto MF se na retenénim mechanizmu uplatituji vSechny interakce zakladniho LFER
modelu. Nicméné regresni koeficienty v v obou MF a s v MF s TFA vyznamnéji piispivaji k
chyb¢ modelu, coz vyplyva z vyssich p hodnot.

Na zaklad¢ vysledkt LFER a chirdlnich separaci bylo zjisténo, ze amino skupina ptfitomna v
molekule analytu se vyznamné podili na retencnim a separacnim mechanizmu na DMP CF7
CSF. Pokud je tato skupina v blizkosti chirdlniho centra nebo osy chirality, vykazuje
enantiodiskriminacni charakter. Amino skupiny vzdalené od prvku chirality maji vliv zejména
na retenci. Adsorpce slozek MF na CSF se vyznamnéji uplatituje v SFC nez HPLC. Bylo
adsorpci na CSF, coz ovliviluje poskytované interakce a mechanizmus separace v SFC
separacnim systému a je ve shod¢ s publikovanymi vysledky jinych autort.

Efektivni separace bazickych latek nejen v SFC byva obtiznd z diivodu sekundarnich
interakci analyti s volnymi silanolovymi skupinami silikagelového nosice. Enantioseparace
bazickych latek v SFC ¢asto vykazuje nizkou enantioselektivitu a nesymetrické piky. V dalsi
praci jsme se proto zaméiili na vyvoj a optimalizaci SFC separacnich podminek pro
enantioseparace 27 strukturné odliSnych biologicky aktivnich bazickych latek na CSF na bazi
derivatizované amylozy, konkrétné (zris(3,5-dimethylfenylkarbamét) amylozy) [X]. Tii
strukturné odli§né skupiny chirdlnich bazi, tj. derivaty amfetaminu a kathinonu, derivaty
benzofuranu a syntetické analogy aminonaftolu, tzv. Betti baze byly vybrany pro tyto ucely.
V ramci vyvoje metod byl testovan vliv slozeni MF (typ a mnoZzstvi organického

modifikatoru (methanol, propan-2-ol nebo jejich smési), ptidavek kyselych a/nebo bazickych
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aditiv (TFA, izopropylamin, diethylamin, triethylamin)), teploty a zpétného tlaku na
enantioselektivitu a rozliSeni enantiomert. Vysledky ukdazaly, ze piidavek aditiva do MF
pozitivné ovliviluje enantioselektivitu a tvar pikit bazickych analytd. Priméarni amin,
izopropylamin, se ukazal byt nejvhodnéjSim bazickym aditivem oproti diethylaminu
(sekunddrni amin) a triethylaminu (terciarni amin). Toto aditivum je pouzito Vv
optimalizovanych separacnich podminkdch (MF CO,/propan-2-ol/MeOH/izopropylamin
(vv/v/v), teplota 35°C, zpétny tlak 138 bar) pro enantioseparace derivatti benzofuranu a Betti
bazi, které byly separovany do péti respektive sedmi minut na zakladni linii. Pro derivaty
amfetaminu a kathinonu byly nejlepsi hodnoty rozliSeni enantiomerd ziskdny pfi pouziti
kombinace kyselého (TFA) a bazického (izopropylamin) aditiva v objemovém pomeéru 1:1.
MF byly slozené z CO,/propan-2-ol/TFA/izopropylamin (v/v/v/v). Pii poCatecnim nastaveni
teploty (35°C) a zpétného tlaku (138 bar) byly separovany vSechny derivaty amfetaminu a
kathinonu na zakladni linii s vyjimkou 3,4-dimethylmetkathinonu. Néslednd optimalizace
téchto podminek, tj. zvySeni teploty na 40°C a zpétného tlaku na 150 bar vedla k
enantioseparaci tohoto derivatu na zakladni linii. Pro vSechny separované enantiomery byly
ziskany relativné symetrické piky a kratkd doba analyzy pii pouziti amylozové kolony o
rozmérech 150 x 3mm, velikost ¢astic 3 pum.

Tato prace poskytuje navod pro vyvoj a optimalizaci SFC podminek pro chiralni separace
Sirokého spektra bazickych latek.

Za podminek SFC byl také studovan a porovnan enantioselektivni potencial #ris(3,5-
dimethylfenylkarbaméatu) amylézy a celuldézy. Cilem bylo ukazat vliv polysacharidového
skeletu na enantioselektivitu v SFC [XI]. Pro tuto praci byly pouzity kratké kolony
(ACQUITY UPC? Trefoil CEL1 a ACQUITY UPC? Trefoil AMY1), tj. 50 x 3mm, velikost
¢astic 2,5 um umoziujici rychlé separace. 52 strukturné odlisnych biologicky aktivnich
chirdlnich latek (kyselé, bazické, bifunkéni a neutrdlni) bylo pouzito jako analyty. Teplota a
zpétny tlak byly pro vSechna méfeni konstantni, aby enantioselektivita byla ovlivnéna pouze
typem CSF a slozenim MF. Mobilni faze byly tvofeny CO,, alkoholovym modifikatorem
(methanol nebo propan-2-ol) a aditivem — kyselym (TFA), bazickym (izopropylamin) nebo
kombinaci obou. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno na celul6zové CSF pii pouziti MF
tvofenych CO,, propan-2-olem a smésnym aditivem (TFA + izopropylamin). Oproti tomu,
pro enantioseparace na amylozové CSF se nejlépe osvédCily MF tvorené CO,, methanolem a
bazickym aditivem (izopropylamin). Komplementarni enantioselektivita z diivodu razné
struktury polysacharidového skeletu umoznila separaci na zakladni linii vétSiny testovanych
biologicky aktivnich chirdlnich latek. Obecné vySsi enantioselektivitu vykazovala CSF na
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bazi derivatizované amylozy (76,9% separaci na zdkladni linii). CSF na bazi derivatizované
celulozy poskytla 51,9% separaci na zdkladni linii. Nicméné pro nékteré slouceniny (napf.
indoprofen, analyty ze skupiny f-blokétori) je CSF na bazi derivatizované celulozy lepsi
nebo jedinou volbou pro rychlou separaci na zakladni linii. Ukazka rychlé enantioseparace f-

blokatoru alprenololu na kolon& ACQUITY UPC? Trefoil CEL1 je znazornéna na Obr. 5.

Alprenolol
CH
©\/V/ 2 CH4
O/Y\NHJ\CHE
OH
I
0,0 0,5 1,0

Obr. 5: Chromatogram enantioseparace alprenololu. Kolona ACQUITY UPC? Trefoil CELLI,
MF CO2/MeOH/izopropylamin 90/10/0.1 (v/v/v). pratok 2,5 ml/min, teplota 35°C, zpétny
tlak 138 bar.

Kombinace téchto dvou chirdlnich stacionarnich fazi v SFC nabizi rychlé a G¢inné separace

celé skaly strukturné odliSnych enantiomert.
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3. Zavér

Vybrané publikace zahrnuté v této praci predstavuji urCity pifispévek k objasnéni
mechanizmu separace v ruznych modech vysokoucinné kapalinové chromatografie a
superkritick¢ fluidni chromatografie. Studium chromatografického chovani strukturné
odlisSnych latek v rGznych separacnich systémech vedlo k vytvofeni nékterych
zevseobecnujicich zaveri.

K popisu mechanizmu separace v HILIC systémech byly pouzity rtizné ptistupy, tj.
zéavislosti popisujici adsorpci analytu na povrch stacionarni faze a rozdélovani analytu mezi
vodnou vrstvu Castecné sorbovanou na povrch staciondrni faze a mobilni fazi, model
linedrnich vztahti volnych energii, ktery umoziiuje charakterizovat interakce, které se
uplatiiuji na mechanizmu separace jak z kvalitativniho, tak kvantitativniho hlediska, popis
iontovych interakci a selektivity pro rizné funkéni skupiny ve struktuie analytti. Pro nové
modifikatory staciondrni faze na bazi cyklofruktanu bylo zjisténo, Ze modifikace
poléarnich latek. Na zéklad€ podrobného porovnéani chromatografickych vlastnosti dvou kolon
se stejnym ligandem, tj. amidovych SF, je mozné fici, Ze tyto faze vykazuji podobné, ale
nikoliv stejné fyzikalné-chemické interakce a selektivity. Tento zavér lze zobecnit i pro
ostatni faze se stejnym ligandem, které nemaji shodny postup pftipravy.

Interakce, které se podili na mechanizmu separace v systémech s cyklofruktanovymi
chiralnimi stacionarnimi fazemi v NP HPLC a SFC byly identifikovany semiempirickym
modelem LFER. Ze zmén hodnot regresnich koeficientli bylo zjisténo, ze sorpce slozek
mobilni fdze na stacionarni fazi se vyznamné&ji uplatituje v SFC v porovnani s NP HPLC.
Kromé popisu reten¢niho/separacniho mechanizmu byly na téchto CSF optimalizovany
podminky pro enantioseparace fady latek, zejména chiralnich katalyzatori a 1é€iv.

Byl testovan vliv typu polysacharidového skeletu, derivatizacnich skupin a vazby
selektoru na nosi¢ na enantioselektivitu polysacharidovych CSF v HPLC. V ramci testovani
byla zjisténa komplementarni enantioselektivita dana strukturou polysacharidového skeletu,
derivatizacni skupinou i pouzitym chromatografickym modem. Byly navrzeny separacni
podminky, tj. konkrétni polysacharidova CSF a slozeni MF pro celou skalu strukturné
odlisnych chiralnich analyta pro praktické vyuziti.

Enantioselektivni potencidl modernich polysacharidovych kolon byl studovan a

porovnéan za podminek SFC. Byly navrZzeny vhodné slozky MF, tj. organicky modifikator a
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aditivum pro rychlé a efektivni analyzy riznych skupin biologicky aktivnich latek na
konkrétni polysacharidové CSF.

I ptes rozsahly vyvoj teoretickych i praktickych poznatkli a zijem védci o tuto
problematiku, casto neexistuje univerzalni postup pro optimalizaci chromatografickych
separacnich podminek, zejména pro komplexni smési a rozliSeni enantiomert. Tento fakt

ukazuje smér pro dalsi vyzkumy na teoretické i praktické urovni.
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