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Abstrakt

Stiedem z4jmu této bakalatské prace jsou enantioseparace vybranych termotropnich chirdlnich
tyCinkovitych kapalnych krystali za pouziti techniky ultra-vysokoucinné kapalinové
chromatografie na chiralni stacionarni fazi v reverznim modu. Studované chirdlni kapalné
krystaly jsou mezogeny tvotici smektickou mezoféazi, mezi sebou se lisi chemickou strukturou
(délkami alkylovych fetézct, substituenty) a maji chirdlni centrum odvozené od dvou latek —
2-oktanolu a kyseliny mlécné. Bakalatskd prace se zabyva testovanim enantioselektivniho
potencialu nové UHPLC kolony Chiralpak IB-U s tris(3,5-dimethylfenylkarbamatem) celulozy
jako chirdlnim selektorem. Provadi se optimalizace chromatografickych podminek, tj. teploty
a rychlosti pritoku mobilni faze. Jako mobilni faze se pouzivaji acetonitril, methanol, ethanol
a deionizovana voda v riznych pomérech. Posuzuje se vliv struktury kapalnych krystalt
(ptitomnost a pozice atomu fluoru na benzenovém jadie, délka alkyloxylového fetézce, povaha
chiralniho centra) na pribeh separaci, tedy na retenci, enantioselektivitu a rozliSeni. Vysledky
se porovnavaji s publikovanymi daty podobnych studii, a tak se diskutuje vliv stacionarni faze

na uvazované enantioseparace.

Klicova slova: ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie, chiralni kapalné krystaly,

separace enantiomert, chiralni stacionarni faze, chromatografie s reverznimi fazemi



Abstract

This bachelor thesis focuses on the enantioseparation of selected thermotropic chiral rod-shaped
liquid crystals using ultra-high-performance liquid chromatography on a chiral stationary phase
working in a reverse mode. The studied chiral liquid crystals are mesogens that form a smectic
mesophase. They differ in chemical structure (lengths of alkyl chains, substituents) and have a
chiral center derived from two substances - 2-octanol and lactic acid. The current study consists
of testing the enantioselective potential of a new UHPLC column Chiralpak IB-U with tris (3,5-
dimethyl phenyl carbamate) cellulose as a chiral selector. The optimization of the
chromatographic conditions, i.e., temperature and mobile phase flow rate, is performed.
Acetonitrile, methanol, ethanol, and deionized water in various ratios are used as mobile phases.
The influence of the structure of liquid crystals (namely the presence and the position of fluorine
atoms on the benzene nucleus, length of the alkyl chain, nature of the chiral center) on the
course of separations, i.e., on retention, enantioselectivity, and resolution, is assessed. The
results are compared with published data from similar studies. The influence of the stationary

phase on the enantioseparations of interest is discussed.

Keywords: ultra-high performance liquid chromatography, chiral liquid crystals,

separation of enantiomers, chiral stationary phases, reversed-phase chromatography
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Seznam zkratek a symbolt

CE — kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

CSF — chiralni stacionarni faze (chiral stationary phase)

CDA — chiralni derivatiza¢ni ¢inidla (chiral derivating agents)

HETP — vyskovy ekvivalent teoretického patra (height equivalent to a theoretical plate)
HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie (high-performance liquid chromatograpfy)
LCs — kapalné¢ krystaly (liquid crystals)

LCD - displej z kapalnych krystalii (liquid crystal display)

LLC — rozdé€lovaci kapalna chromatografie (liquid liquid chromatography)

MF — mobilni faze

NPLC — chromatografie s normélnimi fdzemi (normal phase liquid chromatography)

SF — stacionarni faze

SFC — superkriticka fluidni chromatografie (supercritical fluid chromatography)

TLC — chromatografie na tenké vrstvé (thin-layer chromatography)

RP-HPLC — chromatografie s reverznimi fazemi (reversed phase high-performance liquid
chromatography)

PDA - fotodiodova tada (photodiode-array)

UHPLC - ultra-vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (ultra-high performance liquid
chromatography)

a — enantioselektivita

ki — reten¢ni faktor prvniho piku

k>- retenc¢ni faktor druhého piku

L — délka kolony

N - pocet teoretickych pater

R -rozliSeni

fr - retencni Cas

tr1 - retencni Cas prvniho piku

tr2 - retencni ¢as druhého piku

u - pritokova rychlost

wy - Sifka prvniho piku pii zédkladné

w2 - §ifka druhého piku pfi zédkladné

wis2 -$itka piku v poloving jeho vysky



1. Uvod

Chiralni separace, jez znamena rozd¢leni enantiomerd, se Siroce uplatiiuje v riznych odvétvich
chemie, od farmaceutického primyslu po materialové v&dy'. Proces chiralni separace ma
v zédkladu pojem chiralita, tj. vlastnost latek nebyt totozné se svym zrcadlovym obrazem.
Chiralita je bézna u molekul organickych latek; zakladni stavebni latky organismu (sacharidy,
bilkoviny) jsou chiralni a jejich biologick4 uc¢innost je na chiralité zavisla. Tato vlastnost je
dilezita pti syntéze novych 1éCiv tj.ve farmaceutickym primyslu, nebot’ i mald pfitomnost
neaktivniho enantiomeru miiZze byt pro organismus toxicka?. Dalsi skupinou latek, u kterych je
bézna chiralita a kterymi se bude tato prace zabyvat, je skupina chiralnich kapalnych krystali.
Kapalné krystaly predstavuji stav hmoty, jehoz vlastnosti jsou piechodem mezi kapalnym a
pevnym skupenstvim, a jsou vyznamné pro technologie uplatnéné v elektronice, napiiklad ve
vyrobé modernich LCD displejti, projektorii a mikro¢ipt®. Ve vSech aplikacich ma zasadni vliv
opticka Cistota, tj. relativni obsah pozadovaného enantiomeru vzhledem k celkovému obsahu
obou enantiomerti jedné latky. Proto je potfeba vyvijet nové ucinné metody chiralnich separaci
pro charakterizaci noveé pfipravenych materiali. Posledni studia zabyvajici se chiradlnimi
separacemi kapalnych krystald*® ukazaly, 7e velky potencial pro enantioseparace ma
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC). Byly publikovany uspésné vysledky
separaci pomoci HPLC s kolonami na bazi derivatizované amylozy. Amyloza se skladéa z a-D
glukozy a jeji monosacharidové jednotky jsou spojené pomoci a- 1,4 glykosidové vazby.
Stredem zajmu této prace je otestovani enantioselektivniho potencidlu nové kolony na bazi
jiného polymeru glukozy — celulozy, ve které jsou monosacharidové jednotky spojené pomoci

B-1,4 glykosidové vazby.

Cilem préce je

1) otestovat ucinnost kolony Chiralpak IB-U na bazi celulozy (tris(3,5-
dimethylphenylkarbamat) celulézy) pro enantioseparaci kapalnych krystali za rtznych
podminek teploty, rychlosti prutoku a sloZzeni mobilni faze

2) porovnat vysledky enantioseparace s kolonou na bazi amylézy, Chiralpakem [A-U (#ris(3,5-

dimethylphenylkarbamat) amylozy).



1.1 Chiralita

Chiralita je vlastnost molekuly. Molekula je chirdlni, pokud neni ztotoznitelnd se svym
zrcadlovym obrazem. Lze to ptfipodobnit ke vztahu mezi levou a pravou rukou. Chiralni
molekula obsahuje jeden anebo vice stfedu chirality (prvki chirality), coz je pfi¢inou vzniku
chirality; tyto prvky jsou definovany tak, Ze rozlozeni atomt kolem stfedu chirality je ve vSech
titech rozmérech rizné. Pritomnost stfedu chirality je nutnou podminkou chirality, nikoliv vSak
postacujici. Aby byla molekula chirdlni, nesmi mit rovinu symetrie ani stied symetrie. Chiralita
se déli do skupin podle prvku chirality: centralni chiralita (chiralni centrum), axialni chiralita
(chiralni osa), planarni chiralita (chiralni rovina).

Chiralni molekuly, které jsou zrcadlovym obrazem jedna druhé nazyvame enantiomery. Nutna
podminka pro existenci enantiomert je nemoznost pievést model molekuly v identicky utvar
zrcadlenim v rovin€. Enantiomery se strukturné vzajemné 1isi absolutni konfiguraci. Pokud o
néjaké latce fikame, Ze vime jeji absolutni konfiguraci, rozumime tim, Ze vime, ktera ze dvou
v tvahu pfichazejicich struktur danému enantiomeru piislusi. Pro oznaceni konfigurace na
chiralnim atomu (chirdlni centrum) se pouzivaji symboly R a S neboli Cahn-Ingold-Prelogiiv
systém (pravidlo pro uréeni priority substituentll na chiralnim atomu). Enantiomery maji stejné
fyzikalni vlastnosti (bod tani, bod varu, hustota, viskozita) a chovaji se stejn¢ pti chemickych
reakcich, pokud jsou v achirdlnim prostiedi. Enantiomery se lisi svou optickou aktivitou, tj.
schopnosti stacet rovinu polarizovaného svétla. Smér optické rotace urcuje, ktery symbol (+/-)
se pouziva v nazvoslovi pro odliSeni enantiomerti: (+) pro pravotocivé latky, (-) pro levotoCivé
latky. Toto oznaceni se vztahuje vyhradné ke sméru otaCeni roviny polarizovaného svétla,
nevypovidd o skute¢ném prostorovém uspofddani na chiralnim atomu (konfiguraci). Smés
obsahujici ekvimolarni mnozstvi obou enantiomerti se nazyva racemat neboli racemicka smés

a vykazuje nulovou optickou aktivitu.

1.2 Kapaln¢ krystaly

Kapalné krystaly neboli mezogeny jsou skupinou latek, které jsou schopné tvotit mezofazi —
stav hmoty, kdy ma latka vlastnosti na pomezi mezi pevnym a kapalnym skupenstvim. Je to
stav, ve kterém latky mohou téct jako kapalina, avSak maji pravidelné vnitini uspotradani
molekul jako pevné krystaly a vykazuji anizotropni vlastnosti (optické a elektromagnetické).
Skala praktického vyuziti kapalnych krystali je velmi $iroka. Dlouhodobé se uplatiuji pfi

vyrobé displejii pro elektrotechniku (notebooky, mobilni telefony, digitalni kamery, 1ékatské



piistroje atd.)®. M4ji vyznamnou roli v materidlové védg, jsou ¢asto pokladany za modelové
materidly ke studiu obecnych vlastnosti kondenzovanych systémi, protoze jsou vhodnym
materidlem pro zkoumani vztahli mezi strukturou molekul a fyzikalnimi vlastnostmi latek.
Taky pfispivaji k pochopeni fazovych prechodu latek, vlastnosti biologickych membran a
chovéani samoorganizujicich systémii’. V modernich nanotechnologiich jsou kapalné krystaly

vyuzivany jako pomocné latky pro transport 1&&iv®.

Podle ptfiCiny vzniku mezofaze lze kapalné krystaly rozdélit do dvou hlavnich skupin, a to
lyotropni a termotropni kapalné krystaly. Termotropni mezogeny tvoii mezofazi v urcitém
teplotnim rozsahu, pod dolni teplotni hranici jsou v pevném stavu, nad horni hranici predstavuji
izotropni kapalinu. Termotropni kapalné krystaly, jejichz separace jsou predmétem této prace,
se déli do ¢tyt dalSich skupin, a to podle tvaru molekul: ty€inkovité (angl. calamitic neboli rod-
like), diskotické (angl. disk-like), konické a bandnového tvaru. Pro vznik termotropnich
mezogenl neni vyzadované urCité rozpoustédlo. Naopak u lyotropnich mezogeni ma typ a
koncentrace rozpoustédla vliv na agregaci mezofdze a jeji chovani. TycCinkovité kapalné
krystaly se 1i$i usporadanim a mirou organizace mezofaze, nejCastéjSimi typy jsou smekticka a
nematicka faze (Obr. 1). U jedné latky Ize pozorovat ob¢ tyto faze, ¢i pouze jednu. Molekuly
nachazejici se ve smektické fazi jsou uspotrddany do paralelnich na sobé€ nezéavislych vrstev, ve
kterych jsou molekuly orientovany stejnym smeérem. Nematickd fdze neni uspotadana do
9

vrstev, ale osy jednotlivych molekul sméruji zhruba stejnym smérem”. Pfi zahtivani mtize

smekticka faze prechazet do méné organizované nematické faze.

0000 000000
I 000800 i
a0 000

Nematicka Smekticka

Obrazek 1. Schematické znazornéni uspofadani v kapalné krystalickych mezoféazich (popis v
textu).

Orientované uspotadani kapalnych krystali zptsobuje zajimavé optické a elektrooptické jevy.
V zavislosti na uspofadani mezofdze muze kapalny krystal ménit polarizaci svétla, které jim
prochdzi. V elektrickém poli se kapalny krystal chova tak, Ze se molekuly snazi otocit v jeho
sméru (nematické faze)'’. Specifické vlastnosti kapalnych krystald jsou uréeny tvarem molekul

a interakcemi mezi nimi.
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1.2.1 Chiralni kapalné krystaly

Pritomnost chirdlniho centra ovliviiuje interakce mezi molekulami mezogenu, takze chiralni
kapalné krystaly maji nové vlastnosti oproti achiralnim'!. Na rozdil od achiralnich kapalnych
krystaldi, chiralni maji dodate¢nou supramolekularni strukturu — helix neboli Sroubovici'® (

Obr. 2).

a) b)

Obrazek 2. a) Chirdlni mezogen, (R) 2-[(4-kyano)-4-difenyl]-hexan spolu se svym
S enantiomerem, (S) 2-[(4-kyano)-4-difenyl] -hexan. b) Levo- a pravotoc¢iva Sroubovice, ktera

schematicky predstavuje uspotradani chiralnich nematik.

Struktura Sroubovice se charakterizuje krokem Sroubovice (angl. helical pitch), tj. vzdalenosti
dvou bodu ve vertikdlni roviné po dokonceni otacky a urcuje vinovou délku svétla, kterd je pti
ozéateni odrazena. Pro fadu chirdlnich nematik je tento krok srovnatelny s vlnovou délkou
viditelného svétla. Spolu s periodickou supramolekuldrni strukturou faze to vede k tomu, ze
odrazené svétlo je ve viditelné Casti spektra, a tedy fdze bude vypadat barevné. Struktura
Sroubovice chiralnich nematik je velmi citliva na teplotu': barva faze se s teplotou méni. Tato

vlastnost je usp&$né vyuzivana v mediciné (LCD termometry).
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1.2.2 Studované chiralni kapalné krystaly

Predmétem zajmu této prace bylo otestovani enantioselektivniho potencidlu kolony Chiralpak
IB-U pro chiralni separace vybranych termotropnich chirdlnich tyCinkovitych kapalnych
krystalt, které byly syntetizované v ramci rozsahlé studie o vlivu struktury mezogenti na jejich
mezomorfni vlastnosti'?. Tyto kapalné krystaly tvoii smektickou mezof4zi. Slou¢eniny skupiny
tyCinkovitych mezogent obsahuji podlouhlé rigidni jadro, tvofené nckolika benzenovymi
kruhy, a flexibilni alkanové fetézce na jeho koncich. Studované kapalné krystaly se daji dale
rozlisit do dvou niZe definovanych skupin podle latky ze které je odvozeno chiralni centrum.

Jednotlivé struktury studovanych kapalnych krystal a jejich zkratky jsou uvedené v Piiloze 1.

Skupina 1 - Chiralni centrum odvozené od 2-oktanolu
Chiralni centrum mezogeni prvni skupiny je odvozeno od 2-oktanolu. Obecnd struktura latek

je znazornéna na Obr. 3

C3F7CHQOCrH2rO / O%
X, O

(R,S)

Obrazek 3. Obecné schéma kapalnych krystalii s centrem chirality na bazi 2-oktanolu. Latky se
1181 délkou alkyloxylového fetézce, pritomnosti, pripadné pozici fluoru na benzenovém kruhu.
X1 Xy predstavuje zkratku pouzitou pro ndzvy vSech vzorkd této skupiny, kde r je délka
postranniho uhlikového fetezce, X; a X jsou pozice pro pifipadnou substituci fluorem.
Naptiklad vzorek SHF ma pét atomu uhliku v postrannim alkyloxylovém fetezci, vodik na

pozici X a fluor na pozici X». Znak * znaci asymetricky uhlik.

Je videt, ze achiralni ¢ast molekuly je mnohem vétsi nez ¢ast chirélni, a toto zplisobuje pomérné
obtiZznou separaci enantiomerti takovych latek. Enantioseparace latek s chirdlnim centrem
odvozenym od 2-oktanolu byla jiz diive provedend za vyuziti superkritické fluidni

chromatografie (SFC)"?.
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Skupina 2 — Chiralni centrum odvozené od kyseliny mlécné

Kapalné krystaly, které jsou soucasti této skupiny méji chiralni centrum odvozeno od kyseliny
mlécné (Obr.4,5), coz je prirodni latka, kterd je levna a dobfe dostupna pro ucely syntézy ve
velkych mnozstvich. Do skupiny 2 byla navic pfifazena latka Z 12/*, ktera se od latky ZL 12/10
1i$1 podobou chiralniho centra a neni tudiz odvozena od laktatu, viz Obr. 4d. Tato latka byla
piidana mezi testované latky, aby bylo mozno diskutovat vliv nejbliz§iho okoli asymetrického

uhliku na enantioseparace.
CsH
/ 511

O O
(a) H25C1204®_< 0—
o CHs

O O C4oHo4
o N J
/ _
(b) Hom+1CmO 0—
\_7 \\o CHj

X
0O O /CnH2n+1
O -
(c) H21C1o 0—;
o ¢ CH,
O HyC CHy
O—< >—< 4)—/
0]

Obrazek 4. Obecné schéma kapalnych krystalt s centrem chirality na bazi kyseliny mlécné,
a)12PHB? AL, b) BCL 6/10 (m=6, X =Cl) a ZL 12/10 (m=12, X = H), ¢) 10ZBBL (n=4) a 10
ZBDL (n=10) a d) latky Z 12/*. Znak * znaci asymetricky uhlik.
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HG. O CHs 0
N 0 QG
H // @ g
HeC  O—CrHymO N o o
O *
CHs CH;

Obrazek 5. Obecné schéma kapalnych krystalt s centrem chirality na béazi kyseliny mlécné,
obsahujicich azobenzen. Latky se znac¢i zkratkou MDA m/n, kde m oznacuje délku spaceru a n

délku koncového alkylu, napft. latka MDA 6/10 (m = 6, n =10).

Vyse zobrazené obecné struktury kapalnych krystalt jsou velké hydrofobni molekuly. Kvuli
jejich vlastnostem je mozné tyto latky separovat pomoci chromatografii s normélnimi fazemi
(NPLC), coz bylo vminulosti studovano®. V této praci se provadi separace pomoci

chromatografie s reverznimi fazemi (RP-LC).

1.3 Chromatografie

Chromatografie je analytickd instrumentalni metoda zalozena na rozdélovani latek mezi dvé
nemisitelné faze. Podstatou separace smési latek je opakované ustavovani rozdélovacich
rovnovah komponentli vzorku mezi mobilni a stacionarni fazi. Mobilni taze (MF, eluent) je
pohybliva a urCitym smérem unasi komponenty vzorku; stacionarni faze (SF, sorbent) je
nepohyblivou naplni prostoru, ve kterém dochazi k separaci '*. Analyty ve vzorku unaseném
mobilni fazi opakované interaguji (sorpce a desorpce) s fazi stacionarni. Separace je umoznéna
riznymi vazebnymi silami téchto interakci, a tedy i riznou mirou brzdéni pohybu jednotlivych

komponent. Vztah (1) udava distribuci slozky vzorku X mezi mobilni a stacionarni fazi:

K, =1 (1)

Ve vztahu (1) [X]s je molarni koncentrace slozky X ve SF, [ X]m je molarni koncentrace slozky
X v MF, Kpje distribu¢ni konstanta ptislusné slozky X, zavisla na povaze latky X a vlastnostech
MF a SF. Cim vétsi je hodnota Kp, tim vic je dana slozka zadrzovana na SF'*. Zasadnim
hlediskem pro rozdéleni chromatografickych metod je skupensky stav MF, podle n€hoZz se
vyclefiuji plynova chromatografie (GC), kapalinovd chromatografie (LC), ptipadné
superkriticka fluidni chromatografie (SFC); hlubsi ptistup k tfidéni chromatografickych metod
musi zohlediiovat mechanismus separace (adsorpce, rozd€lovani, iontovd vymeéna atd.), ktery

souvisi s vlastnostmi SF'°.
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1.3.1 HPLC

HPLC (vysokoulinnd kapalinova chromatografie) je instrumentdlni analyticka
chromatograficka technika. Tato metoda pouzivé kolony o pfesnych rozmérech s naplnémi SF
o dobfe definované, malé velikosti castic (fddové 3—10 um), které vykazuji velky
hydrodynamicky odpor (jako diisledek vysoké homogenity, vysoké hustoty naplng) !. K
dispozici je mnoho riznych typt kolon s naplnémi o rtizné podrovitosti, velikosti Castic,
s riznymi chemickymi modifikacemi povrchu ¢astic tvoticich SF. Kolony, pouzivané v HPLC
analyzach, jsou nejcastéji vyrabény z odolné antikorozni ocele nebo ze specialné tvrzeného
borosilikatového skla, ob¢as opatfené¢ho ocelovym plastém. Nejrozsifengjsi je oxid kiemicity
S10; modifikovany navazanim funk¢nich skupin. Obecnym rysem vSech typtt HPLC je pouziti
vysokych tlakti (az do 400 bar), nutnych pro dosazeni optiméalniho pritoku mobilni faze a
dostatecné ucinnosti separa¢niho procesu. Bezpulzni, staly priitok MF systémem se zajiStuje
cerpadlem, které miize byt bud’ izokratickym (pro izokratickou eluci, kdy MF zachovava
konstantni slozeni béhem analyzy) nebo gradientovym (pro eluci gradientovou, vhodnou pro
Nastiik (davkovani) vzorku se provadi nejcastéji automatickych davkovacem (u novéjsich
instrumentil) nebo Sesticestnym ventilem s davkovaci smyckou, aby se vyhnulo kolisani
prutokové rychlosti. MF se uCastni procesu separace, a tak spravna volba jejiho slozeni je velmi
vyznamna pro dosazeni kyzeného prabeéhu separacniho procesu.

Detekce v kapalinové chromatografii se provadi pomoci riznych instrumentalnich metod: jsou
pouzivany detektory fotometrické, fluorimetrické, hmotnostni, elektrochemické. Na pristroji,
na kterém byla vypracovéna tato prace, se pouziva detektor s diodovym polem (photodiode-
array, PDA), ktery umoziuje kontinualn¢ méfit absorbanci MF a komponent vzorku na vytoku
z kolony ve viditelné a UV oblasti elektromagnetického zafeni.

Technika HPLC ma vyznacné postaveni v analytické chemii, je to nezastupitelna metoda pro
analyzu roztokli net€kavych latek ve vzorcich s komplexnimi matricemi. Vysokou¢inna
kapalinova chromatografie se Siroce uplatfiuje v mnoha oblastech chemického vyzkumu, ve
farmaceutickém primyslu, v mediciné, v potravinarské chemii, v analyzach spojenych s chemiti

zivotniho prostiedi'® 1%,
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1.3.2 UHPLC

UHPLC (ultra — vysokoucinna kapalinova chromatografie) je takzvanou rychlou technikou
kapalinové chromatografie, kterd pouziva kratsi naplnové kolony a porézni uniformni ¢astice
sorbentu SF o velmi malych primérech (<2 pm, ¢asto 1,7 pm) v systému s extrémn¢ vysokymi
tlaky (az 1000 bar). U&innost separace se obecné zvysuje se snizujici se velikosti astic.
Zmenseni velikosti ¢astic je ale pricinou zna¢ného zvyseni tlaku v systému, a proto je nutné
pouzit kratsi kolonu, aby bylo mozné se dostat do oblasti prakticky realizovatelnych tlakt. Tato
chromatograficka technika dovoluje dosahnout vysoké uc¢innosti separace a vysokych hodnot
rozliSeni za stejnou nebo zkracenou celkovou dobu analyzy ve srovnani s HPLC. Hlavni,
priméarni vyhodou pouziti UHPLC kolon je zkrdcend doba analyzy?'. Se zkracenou dobou
analyzy souvisi také uspora MF, a taky moZnost rychlejSiho testovani kolon za rtznych
chromatografickych podminek, coz usnadiiuje postupy optimalizace chromatografickych
metod.

Vyvoj metody UHPLC souvisi s pokroky ve vyrobé materialli s ¢asticemi o definované
velikosti, tvaru, porozité, s pozadovanou hustotou uspotadéani a vysokou homogenitou. Kolony
naplnéné sub-2 pm C¢ésticemi se staly komeréné dostupnymi od roku 2004. I kdyz ke UHPLC
analyze je nutnosti pouziti specialnich ¢erpadel pro zajisténi ultra — vysokych tlakt, tato metoda
se rychle rozsifila a ve mnoha pfipadech zacala nahrazovat metodu konvencni HPLC
v primyslovych a vyzkumnych laboratofich 22, 2*. Tato prace byla vypracovana na UHPLC
systému vybaveném kvalitni vysokotlakou kvartérni pumpou, umoznujici michani az Ctyt

rozpoustédel a zajistujici velmi malé zpozdéni gradientu a skvélou reprodukovatelnost.

1.3.3 Separa¢ni mody

Pro klasifikaci chromatografickych metod je vzdy ustfedni separacni mechanismus neboli
pfic¢iny zadrzovani a déleni latek analyzovaného vzorku na kolonég. V adsorpcni chromatografii
(LSC) je zédkladem rozdilna adsorpce molekul analytlh na povrchu SF (fyzikalni adsorpce,
chemisorpce); v iontové vyménné chromatografii (IEC) se uplatiiuji mechanismy vymeény iontt
analyti na iontoméniCich; gelovd permeacni chromatografie (GPC) dé&li molekuly
separovanych latek na zéklad¢ jejich velikosti (sitovy efekt) ; afinitni chromatografie (AC) se
zaklada na vysoce specifickych biochemickych interakcich mezi specifickym selektorem, ktery

je navazan na SF, a analytem, atd. Nejb¢éznéjsi, a také dulezity pro tuto praci je
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chromatograficky syst¢ém RP-HPLC (HPLC s obracenymi fazemi), ktery patii mezi LLC,

neboli rozdélovaci chromatografii.

Rozdélovaci chromatografie vyuziva riznou rozpustnost slozek vzorku ve dvou nemisitelnych

kapalinach, jedna, z kterych je eluentem a druhd je nanesena, navazana na SF (nejCastéji

chemicky modifikovany silikagel

) 24'

Zéasadnim kritériem pro tfidéni jednotlivych variant rozdélovaci chromatografie je podstata

interakce analytu se stacionarni fazi. Zakladni rozdéleni se provadi podle relativni polarity SF

a MF, a pravé toto rozdéleni bude uvedeno v dané kapitole, ponévadz praveé nésledujici

separacni mody se normalné vyuzivaji v praxi pro separace kalamatickych kapalnych krystalt.

V systémech s normalnimi fazemi (NP-HPLC) je vic polarni sorbent a min polarni
eluent. Jako SF se v takovych variantach provedeni LC pouziva Cisty silikagel nebo
alumina; mtZze byt pouzita i modifikovana stacionarni faze (napf. silikagel s navazanou
diolovou, kyano anebo aminopropylovou skupinou). Jako MF se pouzivaji nepoléarni
uhlovodiky (heptan, hexan, toluen), chlorované¢ uhlovodiky (chloroform,
dichlormethan); jako modifikatory mobilni faze se pro upravu, optimalizaci elu¢nich
vlastnosti mohou ptidavat nizkomolekularni alkoholy nebo ethery. Retence klesa se
zvysujicim se podilem polarniho rozpoustédla v mobilni fazi. Pfi tomto provedeni
chromatografického procesu se nejméné polarni slouceniny eluuji jako prvni a
nejpolarn€jsi slozky — jako posledni. Interakce analyti, které se uplatiuji, jsou van der
Waalsovy sily (disperzni, orientaéni, indukéni), n-m interakce, a také vodikova vazba 2.
V systémech s obracenymi neboli reverznimi fazemi (RP-HPLC) je méné& polarni
sorbent a vice polarni eluent. Jako SF se v takovych variantach provedeni LC nejcastéji
pouziva silikagel modifikovany navazanim vhodnych funkénich skupin (oktadecyl-
silikagel, oktyl-silikagel, fenyl(hexyl)-silikagel a jiné). Jako MF nejcastéji vystupuji
smési vodnych pufri s organickymi rozpoustédly (hlavné acetonitril, methanol,
ethanol). Mohou byt i bezvodé MF (napt. smési acetonitrilu s alkoholy). Tento méd
byva nazyvan jako bezvoda reverzni faze, pfipadné polarn€ organicky mod. Retence
klesa se sniZujici se polaritou MF. Nepolarni latky se eluuji pozd&ji nez latky polarni.
Nekovalentni mezimolekulové interakce, které se podili na procesech rozdélovani jsou

piedevsim hydrofobni interakce®.
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1.3.4 U¢innost separace. Van Deemterova rovnice

Pti chromatografickém procesu, kdy vzorek postupuje kolonou, se jeho jednotlivé slozky
Studiem toho, co ovliviiuje retenci, retardaci, rychlosti migrace, interakce ,,sorbent — analyt®,
se zabyva termodynamika separace. Z kinetické stranky véci, jsou zajimavé procesy rozmyvani
z6n jednotlivych latek v systému a souvisejici rozsifovani pikl. Oba tyto pohledy mezi sebou
souvisi a maji rozhodujici vliv na rozliseni pikti ve vysledném chromatogramu. Bylo navrzeno
nekolik modelt pro vysvétleni rozmyvani zon a vzniku charakteristického tvaru pikd, priblizné
odpovidajiciho Gaussové distribuci 2’. Teorie chromatografického patra je starsi a zaklada se
na predpokladu dosazeni rovnovahy na koloné v jednotlivych pomyslnych krocich neboli
délkovych usecich rozdélovaciho procesu — virtudlnich patrech. Sofistikovanéj$i modely
dynamické teorie uvazuji procesy v nerovnovazném systému, vSak pojem ,,teoretické patro* se
zachoval 1 v téchto modernéjSich ptistupech.

Pocet teoretickych pater kolony piedstavuje miru u€innosti dané chromatografické kolony a

muze byt vyjadien nésledujici rovnici:

t t
N=16 (B)? = 5,545 (WR/Z)2 2)

kde N je pocet teoretickych pater analytické kolony, #z je reten¢ni Cas uvazovaného analytu, W
je sitka piku prislusejiciho analytu pti zakladné, W;» je Sitka piku pfisluSejiciho analytu v

poloving jeho vysky.

Numerické koeficienty jsou odvozené na zakladé znalosti Gaussovy funkce. Podobné vztahu

(2) mize byt nadefinovan i vztah pro vySkovy ekvivalent teoretického patra, H (3):

H= % 3)
kde L je délka chromatografické kolony.

Vys§i hodnoty N, respektive niz§i hodnoty H, indikuji vyssi G¢innost separace. Uginnost
separaniho procesu lze ovliviiovat volbou chromatografickych podminek jako jsou délka
kolony, teplota, vybér SF a MF, rychlost prittoku MF, velikost ¢astic SF 27.

K popisu miry separace dvou slozek, a tedy k popisu separace jim pftislusejicich elucnich

kiivek, se pouziva veli¢ina zvana rozliSeni — R; 2, rovnice (4). Je to hodnota bezrozmérna.
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Optimalizaci separa¢nich podminek se vzdy snazi dosdhnout optimélnich hodnot rozliseni.

Ri2= 1,5 indikuje, Ze piky jsou rozdélené na zékladni linii.

_ (tr2—tr1)
Riz= 0,5 (Wy +W2) )

Vysvétleni symboli pouzitych v rovnici (4) je ddno vySe v textu. Rovnice (4) je uzitecna
v praxi. Existuje vSak 1 dalSi rovnice zvand skute€nou rovnici rozliSeni, poskytujici hlubsi
nahled do toho, jaké parametry rozliSeni ovliviuji:

_ VN (az1-1) ks

Rl,z—T Trkz (%)
—ka _tR2
%21 = k1  tr1 (6)
K, = R2 (7)
tMm

V rovnici (5) N je pocet pater kolony, a2 ;je separaéni faktor, nadefinovany podle rovnice (6),
k> je retencéni neboli kapacitni faktor latky 2, nadefinovany podle rovnice (7). Reten¢ni

(kapacitni) faktor ukazuje, kolikrat vic Casu stravi latka ve stacionarni fazi nez ve fazi mobilni.

Redukované retencni Casy ptislusnych latek ( £’z2a ¢’z ) jsou, v podstaté znamenajici Cas,
ktery ty analyty stravi ve stacionarni fazi a #s je mrtvy cas kolony.

Stejnym zpisobem jako v rovnici (6) se definuje i enantioselektivita kolony neboli schopnost
chromatografockého systému rozlisit, oddélit dva enantiomery latky od sebe navzajem.

Enantioselektivita je vyjadiovéana separa¢nim (selektivitnim) faktorem o:

k2
0=y ®)

Ve vztahu (8) je k> retenénim faktorem toho enantiomeru, ktery je detekovan jako druhy, ;

ptislusi tomu enantiomeru, ktery je eluuovan prvni.

Van Deemterova rovnice je jednou ze zakladnich rovnic chromatografie, vyjadiujici zavislost
mezi vySkou teoretického patra (HETP, vyskovy ekvivalent teoretického patra) a stfedni
linedrni rychlosti toku mobilni faze. Rovnice uvazuje rtizné piispévky k difuznimu rozsiteni
chromatografickych zo6n, jeji minimum odpovida takové rychlosti pritoku MF, u [mm/s], pfi
které je nejnizsi HETP (a tedy nejvyssi Gc¢innost separace) za danych podminek (teplota,
velikost ¢astic SF, atd.). Ve své zékladni formé mlze byt van Deemterova rovnice zapsana

nasledujicim zptisobem:
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H=A+Bu+Cu 9)

V rovnici (9) je vyznam symbolil H [mm] a u [mm/s] je vysvétlen vys v textu. Koeficient A je
konstanta, nezavisla na pritokové rychlosti. Je to ptispévek vitivé difuze: kviili nehomogenité
SF (ptitomnosti vice kanala rtiznych Sitek a délky v poréznich strukturach) riizné ¢astice MF
museji urazit rizné vzdalenosti. Obecné je velikost prispévku vifivé difuze umérna velikosti
¢astic SF a pravidelnosti plnéni kolony. Koeficient B souvisi s podélnou molekulérni difuzi
v MF. Podélna difuze v mobilni fazi je dana pfirozenou tendenci latek difundovat ze zon
s vy$§imi koncentracemi do téch s niz§imi. Tento pfispévek je nepifimo Umérny linedrni
rychlosti priitoku MF, tedy pouziti vysSich u vede ke snizeni vlivu podélné difuze. Koeficient
C symbolizuje souhrnné odpor proti pienosu hmoty v mobilni a stacionarni fazich. Odpor proti
pfenosu hmoty v SF je dan tim, ze rtizné molekuly difunduji rizné hluboko do SF; v MF
rychlostni profil molekul je parabolicky — ty stykajici se se stény kanalki jsou brzdény. Tento
ptispévek je pfimo umérny linearni rychlosti toku MF.

Na Obr. 6 je zobrazen pribéh van Deemterovych kiivek pro rizné velikosti ¢astic SF. Je vidét,
ze snizujici se prumeéry castic SF vedou k vyznamnému snizeni HETP (tedy ke zvySeni
ucinnosti separace), a taky ke posunu minima kiivek smérem k vy$sim pratokovym rychlostem.
Zaroven se meni tvar kiivky: existence vétsi oblasti minimalnich HETP misto ostrého minima

umoznuje flexibilngjsi vybér pritokovych rychlosti 2%,

10 pm &astice
20 -{

H
E 15 5 um Castice
T
P

10 - 3,5 pm Castice

. K
5 it

1,7 um castice

0 ] 2 3 4 5 6 7
Linearni pratokova rychlost [u, mm/s]

Obrézek 6. Priibéh van Deemterovych kiivek pro riizné velikosti ¢astic SF %,
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1.3.5 Chirélni separace

Chiralni separace neboli rozd€leni enantiomerd latek s centrem (centry) chirality, jsou
mimoradné dilezité pro védecky vyzkum a technologii — jsou nezbytné vSude, kde je zapotiebi
dosédhnout vysoké optické Cistoty syntetizovaného nebo pouzivaného materidlu. Co se tyka
medicindlni chemie, 56 % Vv soucasnosti pouzivanych 1éki jsou chirdlni molekuly?.
Pozadovanou biologickou aktivitu mé pouze jeden enantiomer molekuly 1é¢iva, a tak obrovsky
vyznam chiralnich separaci pro farmaceuticky primysl je zjevny. UHPLC se prokazala jako
velice uzite¢na metoda pro tyto aplikace *°.

Vzhledem ke vlastnostem enantiomernich sloucenin, které byly popsany v kapitole 1.1, jejich
separace je mozna pouze na zaklad¢ jejich kovalentni (nepfimd metoda) nebo docasné
nekovalentni modifikace (pfimé metody) za ucelem ziskani diastereomernich entit, které

vykazuji rozdilné fyzikalng-chemické vlastnosti a jsou separovatelné 3! (viz Obr. 7).

NEPRIMA METODA

Chiralni
* p . v s
C derivatizacni
Diastereomerni i i
par / ¢inidlo
Analyt
c*
Mobilni faze A Stacionami faze
P4
,/
ey 4 s
Chiralni 7’ Chiralni
aditivum * Prachodny C* stacionarni
k mobilni fazi diastereomemi par faze

PRIME METODY

Obrazek 7. Techniky pfimé a nepiimé enantioseparace.

Nepiimou metodou pro enantioseparaci opticky aktivnich molekul v kapalinové chromatografii
je pouziti chirdlnich derivatiza¢nich ¢inidel (CDA) které reakci s racemickou smési izomeril
uvazované latky poskytuji par diastereomert s vhodnymi vlastnostmi pro separaci a detekci.
Mezi hlavni vyhody této metody patii moznost vybéru takového derivatiza¢niho ¢inidla, aby se
ziskaly  diastereomerni derivaty s dobrymi chromatografickymi charakteristikami,

predvidatelnou elu¢ni sekvenci, snadnou detekci a pouzivani konvenénich achirdlnich HPLC
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kolon. Pfekazkou vSak Casto je kritickd nutnost mit vysoce opticky Cisté derivatizacni ¢inidlo a
v neposledni fadé narocnost a zdlouhavost celého procesu separace (kovalentni navazani a
odstranéni nezreagovaného CDA).

Pfimé metody enantioseparace jsou dvé. Zaprvé, problém chirdlni separace mize byt vyfesen
na konvencni achiralni SF pfiddnim vhodného chiralniho selektoru (napf. chiralniho crown-
etheru) do MF *2. Chiralni selektor je opticky aktivni latka piidavana jako aditivum, ktera tvoii
s analyty pfechodné diastereomerni pary. Tato technika vSak v praxi ma jen okrajovy vyznam.
Mnohem diilezitéjsi je metoda spocivajici ve vyuziti chiralni staciondrni faze (CSF), a praveé
tato metoda je pouzivéana v této praci.

V enantioseparacich zaloZenych na pouziti CSF je chirdlni selektor zakotven na stacionarni
fazi. Interakci enantiomert analytu se zakotvenym chirdlnim selektorem dochazi ke vzniku
piechodnych diastereomernich komplexti, které se 1i§i svymi konstanty stability, coz je

zékladem pro jejich rozdilnou retenci, a tak 1 separaci. Tento princip je ilustrovan rovnicemi

(10) a (11).

(R)-A +(R)-S=[(R)-A:--(R)-S] s ptisluSnou rovnovaznou konstantou déje Kr (10)
(S)-A +(R)-S=[(S)-A--:(R)-S] s ptisluSnou rovnovaznou konstantou dé€je Ks (11)

V rovnicich (10), (11) A symbolizuje analyt, S symbolizuje selektor. R, S — jsou konvencné
uzivané stereodeskriptory popisujici absolutni konfiguraci na stereogennich centrech. Chiralni

selektor v daném ptikladu mé konfiguraci R.

Pro vysvétleni molekularniho mechanismu chirdlniho rozpoznavani se casto pouziva tzv. model
ttibodové interakce (Obr. 8). Chirdlni staciondrni faze je tvofena chirdlnim selektorem
navazanym pies spacer na silikagelové matrici. S tim, jak se pfiblizuji enantiomery selektandu,
zaujima selektor ,,aktivni* konformaci (ptisobenim urcitych fyzikalné-chemickych sil anebo
kviili ndhodné kolizi), a kviili specifickym prostorovym restrikcim s jednim z enantiomert je
tvofen silnéjsi komplex (,ideal fit“ na Obr. 8 pro S-enantiomer analytu; uplatiiuji se vSe tii
interakce), druhy enantiomer z péru je vazan slabéji (,,non-ideal fit* na Obr. 8 pro R-enantiomer
analytu), a tak Ks > Kr a vlivem rozdilné retence dochézi k chromatografickému rozdéleni

enantiomert 3.
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Obrazek 8. Znazornéni modelu tfibodové interakce pti chirdlnim rozpoznavani na CSF.

Tvorba komplex, a tedy chiralni rekognice je zalozena pouze na nekovalentnich interakcich
3 P¥ima enantioseparace je vyhodna tim, Ze postup nevyzaduje piedipravu vzorku
derivatizaci, tedy je to z hlediska pracnosti rychld a jednoduch4d metoda. Pokud se jedna o
preparativni métitko, je mozné snadno izolovat Cisté enantiomery. Pomér enantiomernich
forem analytu muze byt velice snadno zjistén na zakladé vyhodnoceni ploch vyslednych pikt
na chromatogramu. Nevyhodou je vsak to, Ze kolony s CSF jsou vyrazné drazsi *.

Jak uz bylo uvedeno vys, v souc¢asné dobé existuje celd fada chirdlnich staciondrnich fazi; pres
dvé st¢ CSF jsou komeréné dostupnych, veetné specidlnich ,tailor-made* CSF, vyvinutych
piimo pro specidlni piipad enantioseparace®”. Podle separa¢niho mechanismu a pouZitého
chiralniho selektoru se daji komer¢ni CSF roztidit do nékolika skupin. Nejcastéji se vyclenuji
nasledujici zédkladni tfidy: Pirklovy CSF (funguji na zakladé donor-akceptorovych interakci),
proteinové CSF, CSF na bazi helikalnich polymert (polysacharidové CSF, ale taky nékteré
syntetické polymery), CSF s makrocyklickymi selektory (do této skupiny spadaji
cyklodextrinové CSF a CSF na bazi makrocyklickych antibiotik), iontové a ligandové vyménné
CSF (souhrnné se taky jmenuji nizkomolekularni CSF) **. V ramci dané price se pracuje

s kolonou Chiralpak IB-U, ktera je ptikladem UHPLC kolony s chiralni stacionarni fazi na bazi

celulozy.
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Polysacharidové chiralni stacionarni faze maji v enantioselektivni kapalinové chromatografii
dlouhou tradici. Polysacharidy (jako jsou celul6za, inulin, dextran, amyloza, chitosan a dalsi)
jsou prirozené se vyskytujici polymery. Celuldza je krystalicky polymer slozeny z B-D-1,4-
glukopyranosovych zbytka, které vytvaii polymerni fetézce s helikdlni (Sroubovicovou)
strukturou. Vhodna derivatizace polymeru, kterd spo¢iva v navazani aromatickych substituenti
na volné hydroxylové skupiny polymerni kostry esterovou nebo karbamatovou vazbou,
poskytuje rozmanité v praxi pouzivané CSF. Takto derivatizované polymery se vyznacuji
rozli¢nou selektivitou pro rtuzné analyty (podle konkrétni pouzité modifikace). Nékteré

konkrétni ptiklady CSF na bazi celulozy jsou znazornény na Obrazku 9.

Polymerni kostra Residuum Nazev

—(j)—CH3 tris(4-methylbenzoat) celuldzy

H
,N‘Q tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) celulézy

0 H
0 . O)ﬁ N_Q

/ tris(3,5-dichlorfenylkarbamat) celulézy
H
N

Cl
Cl
CH,
_d_CI tris(4-chlor, 3-methylfenylkarbamat) celulézy
Cl
CH,

/
Hj
H
/N

tris (3-chlor, 4-methylfenylkarbamat) celulézy

Obrazek 9. Struktura vybranych chiralnich selektort v CSF-HPLC na bazi celulozy.

Pro molekularni mechanismus chirdlniho rozpoznavani na (fenyl)karbamatovych
polysacharidovych SF (pfipad relevantni pro tuto studii) jsou obzvlast dulezit¢é H-vazby a
dip6l-dipdlové interakce zprostfedkované polarni karbamatovou skupinou. Pro systémy
s obracenymi fazemi (RP-HPLC) jsou dilleZité taky n—mr interakce mezi fenylovymi skupinami
selektoru CSF a aromatickymi jadry analytl. Povaha substituentii na benzenovych jadrech
(fenyl)karbamatovych selektorti ovlivituje polaritu karbamatovych zbytki, a tedy ma vliv na

selektivitu a rozli§ovaci schopnost systémii*®.
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Polysacharidové CSF jsou popularni volbou pro rizné ucely enantioseparaci; jsou relativné
dostupné z hlediska finan¢nich nakladt, jsou kompatibilni s dostate¢nym rozsahem mobilnich
fazi a vykazuji dobré chiralni rozpoznavaci vlastnosti 3% 336,

V ramci této bakalarské prace se pracovalo s kolonou CHIRALPAK IB-U, jejiz podrobny popis
je uveden v kapitole 2.2 Instrumentace. Jednd se o UHPLC systém s chirdlnim selektorem

tris(3,5-dimethylfenylkarbamatem) celuldzy (viz Kapitola 3.3 Tab.5).
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Chemikalie

Byl pouzit acetonitril (Chromasolv, gradient grade =99,9%) a Methanol (Chromasolv, gradient
grade =>99,9%), které oboje byly koupeny od prodejce Sigma-Aldrich se sidlem v USA.
Deionizovana voda byla zakoupena od LiChrosolv (Némecko). Jednotlivé kapalné krystaly (dle
struktur viz Ptiloha 1) byly k dispozici jako racemickd smés (R, S) a S enantiomer. Latky
odvozené od 2-oktanolu byly syntetizovdny na Wojskove Akademii Techniczne, latky
odvozené od kyseliny mlé&né a Z12/* byly syntetizovany na Fyzikalnim Ustavu Akademie Véd

CR.

2.2 Instrumentace

Ptistroj Acquity H-Class UHPLC® byl dodan spolecnosti Waters Corporation (Milford, USA).
Ptistroj se sklada z kvartérniho Cerpadla, autosampleru, detektoru s diodovym polem (PDA) a
kolonového termostatu. Chromatograficky software Waters® Empower 3™ byl pouzit pro
zpracovani a vyhodnoceni dat.

Byla pouzita kolona CHIRALPAK® IB-U, s chirdlnim selektorem tris(3,5-
dimethylphenylkarbamatu) celulozy kovalentné¢ imobilizovaném na silikagelu, ktera byla
zakoupena od firmy Daicel Corporation (Japonsko). Struktura chiralniho selektoru kolony je
znazornéna na obrazku v Tab.5, kapitola 3.3. Rozméry kolony jsou 100 x 3,0 mm, velikost
castic 1,6 um. Objem davkovaného vzorku byl 1 pl. Chromatogramy byly zaznamenany pfi
vlnovych délkach 276 nm, 298 nm, 303 nm, 366 nm odpovidajici absorpnimu maximu

jednotlivych latek.

2.3 Metodika prace

Navazovani vzorki probihalo pomoci analytickych vah s piesnosti na pét platnych ¢islic. Latky
byly rozpusténé v Cistém acetonitrilu a vysledna koncentrace byla 0,2 mg/ml pro latky
odvozené od 2-oktanolu a 0,05 mg/ml pro latky odvozené od kyseliny mlécné (a latku Z 12/%*).
Separace enantiomerll obsazenych v racemické smési se provadéla na UHPLC systému.
Nejdiive byly optimalizovany podminky pro enantioseparaci. Optimdlni podminky Cinily
40 °C pro teplotu kolony a 0,2 ml-min™' jako rychlost priitoku mobilni fize. Poté byl proveden
screening vSech kapalné krystalickych latek v riznych MF. Pouzit¢ MF byly 90/10 (v/v)
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acetonitril/voda, 80/20 (v/v) acetonitril/voda, 100 % acetonitril, 100 % methanol, 100 %
ethanol, 20/80 (v/v) acetonitril/ methanol. Slozeni mobilni fize je vzdy uvadéno ve formé

objemovych procent.

27



3. Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace podminek pro enantioseparaci

Pro ucely minimélniho rozsifovani zon analyti, a tedy nejvétsi ti¢innosti kolony je tieba zvolit
optimalni pritokovou rychlost. Béhem studii enantioseparace kapalnych krystali s centrem
chirality na bazi kyseliny mlé¢né bylo zjisténo, ze nizké pritokové rychlosti odpovidaly
(¢inngj8i enantioseparaci’. Teplota ma vliv na termodynamicky i kineticky aspekt

chromatografického procesu, a proto byl vyzkousen 1 vliv teploty.

3.1.1 Optimalizace pratoku

Optimalizace pritoku se provadéla za podminek konstantni teploty (40 °C) pro vzorek Z1.12/10
(racemat), ktery patii do skupiny kapalnych krystalu, jejichz centrum chirality je odvozeno od
kyseliny mlé¢né. Rychlost pritoku se zkoumala v rozsahu doporu¢eném vyrobcem pro tuto
kolonu, a to mezi 0,2 a 0,8 ml-min”! v intervalu 0,1 ml-min™'. SloZeni mobilni faze bylo zvolené
na 15 % acetonitrilu a 85 % methanolu. Zavislost HETP na pritokové rychlosti je zobrazena

na Obrazku 10.
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Pratokova rychlost (ml-min™)

Obrazek 10. Zavislost vysky teoretického patra HETP na pritokové rychlosti MF pro vzorek
ZL 12/10 pfi teploté 40 °C, MF o slozeni 15 % acetonitrilu a 85 % methanolu.
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Z Obr. 10 je vidét jasny trend, Ze G¢innost kolony vyznamné klesd se vzrlstajici rychlosti
hodnota rychlosti prittoku 0,2 ml'min'. Ve srovnani s grafem zobrazujicim béZnou zavislost
HETP na priitoku pomoci Van Deemterové rovnice, tak pozorujeme, ze obvykle existuje rozsah
hodnot pritokové rychlosti, které mizeme zvolit, aniz by doslo ke sniZeni G¢innosti kolony,
tyto hodnoty odpovidaji minimalni vySce teoretického patra. V nasem piipad¢ vidime jenom

jednu odpovidajici hodnotu 0,2 ml-min!, ktera byla zvolena pro viechna dalsi méfeni.

3.1.2 Optimalizace teploty

Obecné, zvyseni teploty systému v UHPLC vede k tomu, Ze se zkracuje doba analyzy a proces
separace je u¢inng&j$i’’. V termodynamickym kontextu zvyseni teploty vede ke zkraceni doby
analyzy a sniZzeni kapacitniho poméru. Kinetickym aspektem tohoto dé&je je zvySeni ucinnosti
kolony. ZvySena teplota téz ovliviiuje viskozitu mobilni faze, a tim je dano sniZeni tlaku na
kolon¢. Z vyse uvedenych divodu je patrné, Ze optimalizace teploty je nutna a dualezita pro
uc¢innou separaci. Behem chiréalnich separaci s polysacharidovymi stacionarnimi fazemi muize
kvili zméné teploty dochazet ke konformacni zméné hlavniho polysacharidového fetézce.
Tento d¢j se miize projevovat zmeénou enantioselektivity, ktera nékdy vede az ke zméné poradi
eluce enantiomerti. Z téchto pfic¢in nelze predem odhadnout, zda bude pro enantioseparace

vvvvvv

sestupna anebo se s teplotou nemenit.

Zavislost G¢innosti kolony na teploté byla métena v rozsahu teplot, které ¢inily 15 az 40 °C
s intervalem 5 °C pro latku ZL.12/10 pii pritokové rychlosti stanovené v pfedchozim kroku na
0,2 ml-min’!. Maximum teplotniho intervalu méfeni je dano rozsahem teplot doporuc¢enym
vyrobcem kolony (0—40 °C). Minimalni teplota 15 °C byla zvolena s ohledem na zna¢né
prodluZovani retence a snizovani U¢innosti pii pouziti nizSich teplot. Teplotni zavislost je

zobrazena na Obr. 11.
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Obrazek 11. Zavislost HETP na teploté pro vzorek ZL 12/10, MF o slozeni 15/85 (v/v)

acetonitril/methanol, priitokova rychlost 0,2 ml min’!

Z grafu na Obr. 11 je vidét, ze teplota 40 °C odpovidd nejvétsi ucinnosti kolony (nejnizsi
HETP). Pocet teoretickych pater pro vzorek ZL 12/10 pfi teploté 40 °C Cini 9498, pii 15 2448,

coz znamena, ze zvyseni teploty z 15 °C do 40 °C vede k 3,9krat zvyseni ucinnosti kolony.

Zmeéna enantioselektivity na teploté byla také pozorovana. Zmény hodnot enantioselektivity
s teplotou se pochybovaly viadu jednotek procent, coz znamena, ze vliv teploty na
enantioselektivitu je v daném ptipad¢ maly. Z toho divodu se faktor enantioselektivity pii
vybéru optimdlni teploty se neuvazoval, a tato teplota byla vybrand podle nejvétsi ucinnosti

kolony. Optimalni teplota tak byla stanovena na 40 °C.

3.2 Vliv sloZeni mobilni faze na enantioseparaci

Slozeni mobilni faze ma vliv na G¢innost separace, kapacitni, retenéni pomér, rozliSeni, dobu
analyzy a selektivitu, a proto je nepostradatelnou Céasti vyvoje a optimalizace metody
enantioseparace.

Separace se provadéla v reverznim modu (RP-HPLC), tj. SF je méné polarni nez MF, tento
mad se prednostné vyuziva pro nepolarni analyty.

Acetonitril a methanol jsou nejvice pouzivana rozpoustédla pro RP-HPLC. Pro prvni

experimentalni slozeni MF byl zvolen Cisty acetonitril z divodu své nizké viskozity (coz
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snizuje tlak v systému) ve srovnani s methanolem a vhodnosti pro rozpousténi hydrofobnich
analytd. Pfidani vody do acetonitrilu snizuje elu¢ni silu MF a prodluzuje retenci analytu skrze
zesileni hydrofobnich interakci. Dalsim dGvodem byly vysledky ptfedchozich studii
enantioseparaci kapalnych krystalu s chirdlnim centrem na bazi 2-oktanolu, které ukézaly
uspésnou enantioseparaci kapalnych krystali pfi tom, ze mobilni faze byla slozena
z acetonitrilu a vody v riiznych pomérech®. Vysledky enantioseparace pro viechny vzorky se
slozenim MF acetonitril/voda v riiznych pomérech (voda 0%, 10%, 20%) jsou uvedené

v Tabulce 1.

Tabulka 1. Hodnoty enantioselektivity pro vSechny zkoumané vzorky v zavislosti na poméru

vody a acetonitrilu v MF

%vody/ nazev 0 % 10 % 20 %
vzorku
2HH 1,000 1,000 1,029
SHF 1,000 1,000 1,032
SFF 1,000 1,000 1,033
7HH 1,000 1,000 1,027
SHH 1,000 1,000 1,028
SFH 1,000 1,000 1,026
MDA 6/6 1,000 1,000 1,000
MDA 10/6 1,000 1,000 1,000
MDA 10/10 1,000 1,000 1,000
MDA 6/10 1,000 1,000 1,000
ZL 12/10 1,000 1,000 1,000
BCL 6/10 1,000 1,000 1,000
10ZBBL 1,000 1,000 1,000
10ZBDL 1,000 1,000 1,000
12PHB AL 1,000 1,000 1,000
Z12/* 1,000 1,000 1,000

Vysledky ukazuji, Ze enantioselektivita je nejvy$si pro MF o slozeni 20/80 (v/v)
voda/acetonitril, a plati to pro skupinu kapalnych krystali s centrem chirality na bazi 2-
oktanolu. Ostatni vzorky se neseparovaly. I pfestoze vysledky enantioseparace pro vzorky prvni
skupiny kapalnych krystalli ukazuji hodnoty selektivity vétsi neZz jedna, stejné nelze tyto
vysledky povazovat za uspé$né, protoze doslo pouze k ¢astecné enantioseparaci a hodnoty
rozliSeni byly velmi nizké; u nékterych latek nebylo ani mozné rozliSeni spocitat. Z téchto
diivodu bylo rozhodnuto o zméné hlavni slozky MF z acetonitrilu na dal$i organické Siroce

pouzivané a dostupné rozpoustédlo methanol.
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Rozpoustédla, kterd tvofi MF se daji rozdélit do urcitych skupin, podle jejich vlastnosti (kysela,
bazicka, bipolarni povaha latky a polarita), coz bylo pfedlozeno ve studii L. R. Snydera, ktery
v roce 1993 publikoval svoji klasifikaci rozpoustédel pro kapalinovou chromatografii*®. Z této
studie vychazi index polarity (P"), ktery urcuje polaritu rozpoustédla (rozpoustédlo je tim
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predstaveny v Tabulce 2.

Tabulka 2. Hodnoty indexu polarity pro vybrané rozpoustédla

Rozpoustédlo Index Polarity (P")
voda 10,2

acetonitril 5,8

methanol 5,1

ethanol 4,3

Je vidét, Ze nejvyssi polaritu mé voda, pak nasleduje acetonitril, nejmensi polaritu ma ethanol.
Nasledujici experimenty byly provedené se zmeénou hlavni slozky MF z acetonitrilu na
methanol. Vysledky enantioseparace s pouzitim MF o slozeni 20/80 (v/v) acetonitril/methanol

a Cisty 100 % methanol jsou zobrazené v Tabulce 3.
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Tabulka 3. Vysledky enantioseparace vSech zkoumanych vzorki s MF o slozeni 20/80 (v/v)
acetonitril/methanol a Cisty 100% methanol. ¢#.s, .z retencni Casy S a R enantiomeru, Rs
rozliSeni. * znamena velmi dlouhy retencni Cas (vétsi nez 60 min). Pokud alesponi prvni

enantiomer neeluoval do 60 minut, byla analyza ukoncena bez ziskani vysledk.

20/80 (v/v) acetonitril/methanol methanol 100 %

Rs t,.s/min t-R/Min Rs t.s/min t.r/min

ZL 12/10 2,75 8,65 9,55 6,68 47,5 63,4
BCl 6/10 1,46 5,49 5,76 3,85 11,5 13,2
10ZBBL 6,94 11,0 14,4 *

10ZBDL 11,4 16,4 25,6 *

12PHB AL - 3,83 3,89 1,63 5,87 6,24
Z12/* - 6,68 1,37 20,3 21,4
MDA 6/6 - 4,99 5,08 1,83 9,86 10,5
MDA 10/6 - 5,60 5,71 1,59 12,1 12,9
MDA 10/10 - 6,28 6,53 2,59 14,9 16,4
MDA 6/10 - 3,73 2,87 11,7 13,0
2HH 3,45 0,54 5,02 4,87
S5HF - 3,53 0,90 5,61 5,38
5FF - 3,68 0,77 5,45 5,26
7HH - 4,17 1,78 10,3 9,51
5HH - 3,79 1,20 7,21 6,83
5FH - 3,68 0,62 5,76 5,57

Z vysledku je vidét, ze nejlepsi enantioseparace (hodnoty Rs 0,9 az 1,78) skupiny kapalnych
krystalu s centrem chirality na bazi 2-oktanolu bylo dosdhnuto v  MF slozené ze 100 %
methanolu. Skupina kapalnych krystalli s centrem chirality na bazi kyseliny mlé¢né byla
nejlépe separovand (Rs 1,46 az 11,38) v MF o slozeni 20/80 (v/v) acetonitril/methanol. Je také
vidét, Ze hodnoty retencniho ¢asu analytli jsou relativné velké, a tedy proces separace je
zdlouhavy a Ze se zdménou methanolu za acetonitril jako MF se retence znac¢né (az 5,5krat)

zvysila.

Dale byl vyzkousen jesté¢ 100% ethanol jako MF. Ethanol je ve srovnani s methanolem méné

polarni. Vysledky enantioseparace jsou piedstavené v Tabulce 4.
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Tabulka 4. Vysledky enantioseparace vSech zkoumanych vzorkd s MF o slozeni 100% ethanol.

t-s, t-r retencni Casy S a R enantiomeru, Rs rozliSeni.

t.s/min ty.r/Min a Rs
ZL 12/10 10,6 13,5 1,35 3,82
BCl16/10 5,60 6,12 1,16 1,55
10ZBBL 22,5 36,8 1,71 7,10
10ZBDL 29.6 56,9 2,00 8,86
12PHB AL 3,84 3,96 1,09 -
Z12/* 7,51 1,00 -
MDA 6/6 5,55 5,76 1,07 -
MDA 10/6 5,78 5,97 1,06 -
MDA 10/10 6,04 6,46 1,11 1,03
MDA 6/10 5,75 6,16 1,12 1,06
2HH 3,85 1,00 -
S5HF 3,81 1,00 -
5FF 3,95 1,00 -
THH 4,68 1,00 -
SHH 4,15 1,00 ;
5FH 3,89 1,00 -

Vysledky enantioseparace v MF o sloZzeni 100% ethanol ukazuji sniZeni hodnot
enantioselektevity a rozliSeni oproti hodnotdm ziskanym ve 100 % methanolu. Ve srovnani
s vysledky enantioseparace s hlavni slozkou MF acetonitrilem, enantioseparace v 100 %

ethanolu ukazuje lepsi selektivitu a rozliSeni.

3.3 Vliv stacionarni faze na enantioseparaci

Stacionarni faze vyznamné ovliviiuje enantioselektivitu a jeji vybér ma kli€ovou roli pro
uspésnou enantioseparaci. I piestoze ze na trhu je pfedstaven velky vybér CSP predikce pro
separace dané urcité latky je témétf nemoznd z diivodu komplexity celého déje enantioseparace
a vlivu ze strany slozeni MF, chromatografickych podminek, struktury analytu. Z toho divodu

studium vlivu SF na chirdlni separace je pfedmétem z4jmu této prace.

Porovnani ucinnosti kolon Chiralpak IB-U a Chiralpak IA-U

Na zakladé vysledku zpracovanych P. Vatkatovou et al. * bylo provedeno porovnani ti¢innosti
kolon Chiralpak IB-U na bézi celuléozy a Chiralpak IA-U na bazi amylozy (liSi se pouze
polymerni kostrou chirdlniho selektoru), kterd se vyuZzivala pro enantioseparace kapalnych
krystalt s chirdlnim centrem na bazi 2-oktanolu a kyseliny mlé¢né. Porovnani struktur obou

kolon je pfedstaveno v Tabulce 5.
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Tabulka 5. Porovnani struktur chirdlnich selektorti dvou kolon Chiralpak IA-U a Chiralpak

IB-U
kolona Chiralpak TA-U Chiralpak IB-U
tris(3,5- tris(3,5-
Chiralni selektor dimethylfenylkarbamat) dimethylfenylkarbamat)

amylozy celulozy

Struktura chirdlniho CH, CH,

H H
selektoru N‘Q NO
ﬂo CH, _<0 CH,
amyloza celulosa

Polymerni kostra

OR - OH
(o] OH
Q HO 0
HO o d
OR OR CH
o - n OH n

Pti porovnani vysledku enantioseparace (Tab. 6) s pouzitim kolony Chiralpak IB-U s kolonou

Chiralpak IA-U, je vidét, Ze pro stejnou skupinu vzorkt zména kolony Chiralpak TA-U na
Chiralpak IB-U (tj. zména baze chiralniho selektoru polysacharidové CSP z amylozy na
celulozu) zpusobila velkou zménu enantioseparace.

Pokud se podivame na hodnoty enantioseparace pro skupinu LCs s centrem chirality na bazi
kyseliny mlécné, tak v Cistém acetonitrilu nebyla zadna latka separovana na zékladni linii pfi
pouziti kolony Chiralpak IB-U. Naopak u kolony Chiralpak IA-U, u které hodnoty
enantioselektivity jsou vétsi nez 1,13 pro kazdou latku, byly LCs této skupiny uspésné
separovany. MF o slozeni 90/10 (v/v) acetonitril/voda ukazuje obdobné vysledky, a to Zadna
rozseparovand latka u kolony Chiralpak IB-U oproti tfem zpéti stanovenych hodnot
enantioselektivity (o > 1,48) u kolony Chiralpak IA-U. Vysledky enantioseparace pii slozeni
MF z &istého ethanolu ukazuji, Ze enantioseparace pro tuto skupinu LCs probéhla 1épe (hodnoty
enantioselektivity jsou vyssi ) u kolony Chiralpak IB-U. Cel4 skupina LCs s centrem chirality

na bazi 2-oktanolu byla lépe separovana s pouzitim kolony Chiralpak IA-U.
Pro shrnuti kolona Chiralpak IA-U vykazuje vy$si hodnoty enantioseparace pro ob& skupiny

LCs se slozenim MF z 100 % acetonitrilu, 90/10 (v/v) acetonitril/voda i 100 % methanolu, nez

kolona Chiralpak IB-U. Kolona Chiralpak IB-U vykazuje vyS$$i enantioselektivitu jenom
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v ptipadé slozeni MF z 100 % ethanolu a pro skupinu LC s centrem chirality na bazi kyseliny

mlécné.

Tabulka 6. Porovnani hodnot enantioselektivity pro dva typy chromatografickych kolon:
Chiralpak IA-U (tris(3,5-dimethyfenyllkarbamat) amylozy), Chiralpak IB-U (tris(3,5-
dimethylfenylkarbamat) celuldzy) za stejnych podminek (teplota 40 °C, pratokova rychlost 0,2

ml-min’') a o stejném slozeni MF (100 % acetonitril a 90/10 (v/v) acetonitril/voda).

IB-U

Methanol Ethanol Acetonitril Acetonitril/voda

100 % 100 % 100 % 90/10 (v/v)
ZL 12/10 1,35 1,35 1,00 1,00
BCl1 6/10 1,19 1,16 1,00 1,00
10ZBBL * 1,71 1,00 1,00
10ZBDL * 2,00 1,00 1,00
12PHB AL 1,11 1,09 1,00 1,00
2HH 1,06 1,00 1,00 1,00
SFF 1,07 1,00 1,00 1,00
7HH 1,12 1,00 1,00 1,00
SHH 1,09 1,00 1,00 1,00
SFH 1,06 1,00 1,00 1,00

IA-U

Methanol Ethanol Acetonitril Acetonitril/voda

100 % 100 % 100 % 90/10 (v/v)
ZL 12/10 nejsou data 1,25 1,41 1,00
BCl 6/10 nejsou data 1,41 1,13 1,48
10ZBBL nejsou data 1,32 1,19 1,73
10ZBDL nejsou data 1,49 1,34 1,00
12PHB AL nejsou data 1,26 1,28 1,73
2HH 3,04 1,12 1,15 1,39
S5FF 2,02 1,13 1,17 1,35
7HH 4,49 1,09 1,35 1,93
SHH 4,66 1,12 1,34 1,83
S5FH 2,60 1,14 1,31 1,55
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3.4 Vliv struktury kapalnych krystali s centrem chirality na bazi
2-oktanolu na enantioseparaci

3.4.1 Vliv ptitomnosti fluoru na benzenovém jadie na enantioseparaci

Nékteré molekuly (SHF, SFF, SFH) ze skupiny kapalnych krystalli s centrem chirality na bazi
2-oktanolu m4ji na benzenovém jadte pritomen atom fluoru (viz Ptiloha 1). Lateralni substituce
fluorem ma vliv na krystalické vlastnosti kapalnych krystalu a také na jejich chromatografické
chovani. Molekula latky SHF se 1i8i od SFH pozici jednoho atomu fluoru (X pozice — SFH, X»
pozice — SHF). Pocet fluorovych atomu je odlisny pro latky SHF a SFH (jeden atom fluoru) a
5FF (dva atomy fluoru). Vzorek latky SHH neni substituovany fluorem. VSechny vzorky latek
byly analyzovany za stejnych podminek, a to pii teplot¢ 40 °C, pritokové rychlosti
0,2 ml'min' a o stejném slozeni MF (100 % methanol). Enantiomery latek obsahujici
substituovany fluor byly separované mén¢ uspé$né (nizs$i hodnoty Rs) oproti enantiomerim,
které fluor neobsahovaly (Obr. 12). Dale je vidét, ze enantiomery SFH byly nejhtf
odseparované (Rs = 0,62) i kdyz isomer lisici se jenom pozici fluoru na benzenovém jadre (latka
SHF, tj. Xi oproti X») béhem chromatografického procesu dosahl enantioseparaci s vyssi
hodnotou rozliSeni (Rs = 0,90). Enantiomery latky SFF a SHF dosahly pfiblizné stejné hodnoty
rozliSeni pfi enantioseparaci. Z toho lze usoudit, Ze nejenom piitomnost fluoru ovliviiuje
enantioseparaci, ale také samotna pozice fluorového atomu na benzenovém jadie ma znacny
vliv, 1 kdyz pocet fluorovych atomu téméi enantioseparaci neovliviiuje. Je také tfeba zduraznit,
ze hodnoty rozliSeni dosazené pfi enantioseparaci vzorkli obsahujicich fluor nelze povazovat

za uplné uspesné, jelikoz nedosahuji hodnot rozliseni na zakladni linii (Rs <1,5).
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Obrazek 12. Vliv pfitomnosti fluoru na benzenovém jadfe na enantioseparaci. Hodnoty

Rozliseni (R)

rozliSeni pro skupinu kapalnych krystalil s centrem chirality na bazi 2-oktanolu

3.4.2 Vliv délky alkyloxylového fetézce na enantioseparaci

Vliv délky alkyloxylového fetézce na enantioseparaci byl studovan s vyuzitim vybranych
enantiomert skupiny LC s centrem chirality na bazi 2-oktanolu, jelikoz tyto LC se liSi pouze
délkou alkyloxylového fetézce. Pro experimenty byly vybrany vzorky latek nesubstituovanych
fluorem a to 2HH, SHH, 7HH. Podminky chromatografického procesu byly stejné pro vSechny
vzorky, teplota 40 °C, priitokova rychlost 0,2 ml-min™! a slozeni MF 100 % methanol. Vysledky
enantioseparace zobrazené na Obr. 13. ukazuji jasny trend zvyseni rozliSeni se zvySenim délky

alkyloxylového fetézce.
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Obrazek 13. Vliv délky alkyloxylového fetézce na enantioseparaci. Hodnoty rozliSeni pro
skupinu kapalnych krystalt s centrem chirality na bazi 2-oktanolu, které se liSi jenom délkou

alkyloxylového fetézce.

Nejvyssiho rozliseni dosahla enantioseparace vzorku 7HH - 1,78, coz odpovida separaci na

zékladni linii (Rs>1,5). Na obr. 14 je zobrazen chromatogram enantioseparace vzorku 7HH.

(R)

()

N A

2 4 6 8 10 12 14
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Obrazek 14. Casova zavislost chromatografického separaéniho procesu (chromatogram) pro

enantiomery vzorku 7HH. Méfeno za optimalnich podminek v mobilni fazi 100% methanol.
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3.5 Vliv struktury kapalnych krystali s centrem chirality na bazi
kyseliny mlécné na enantioseparaci

Prvni podskupinu LCs s centrem chirality na bazi kyseliny mlééné tvoii latky 12PHB? AL,
BCl1 6/10, ZL 12/10, 10ZBBL, 10ZBDL a Z 12/* (viz Piiloha 1).

Studované LCs s centrem chirality na bazi kyseliny mlécéné se lisi pfitomnosti atomu chloru na
benzenovém jadfe, délkou proximalniho a/nebo distadlniho alkylového fetézce (vici stiedu
chirality) a poctem benzenovych kruht. Hlavni rozdil v enantioseparaci je zplisoben
pritomnosti atomu chloru, vliv mé taky pocet aromatickych jader ve struktufe kapalnych
krystali, jak je vidét z Obrazku 15. Chlor-substituované LCs a taky LCs s vy$§im poctem
aromatickych jader vykazuji vysSi hodnoty enantioselektivity. Odchylku od tohoto trendu
vykazuje par analyti BCL 6/10 a ZL 12/10. Toto je pravdépodobné déno rozdilem v délce
distalniho alkylového fetézce, ktery je delsi (C12) u nechlorovaného analytu ZL 12/10 (oproti
C6 u latky BCL 6/10). Delsi alkylové ftetézce v distalnich a proximdlnich polohach
pravdépodobné koresponduji se zvySenou enantioselektivitou. Pro spolehlivé potvrzeni tohoto
trendu by vSak bylo nutné posuzovat vétsi soubor LCs lisicich se vzdy pouze v jednom ze
sledovanych parametrt.

Pro vSechny LCs z této skupiny plati, ze delsi retencni Casy a vétsi enantioselektivitu vykazuji

v MF slozené ze 100 % ethanolu.
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Obrazek 15. Enantioselektivita separace kapalnych krystal skupiny s centrem chirality na bazi
kyseliny mlécné pro tiit MF (20/80(v/v) acetonitril /methanol, ¢isty 100 % ethanol, ¢isty 100 %
methanol). Méfeno za optimalnich podminek. Uvedeny jsou hodnoty enantioselektivity pouze
pro LCs, u kterych bylo dosazeno alespon ¢astecné separace, a proto vzorek Z 12/* neni do
vysledkti zahrnut, ze stejného diivodu nejsou uvedené hodnoty enantioselektivity pro vzorky

10ZBBL a 10ZBDL v 100 % methanolu.

Druhou podskupinu studovanych LCs s centrem chirality na bazi kyseliny mlé¢né tvoii latky
obsahujici azoskupinu, tedy MDA 6/6, MDA 10/10, MDA 6/10, MDA 10/6 (viz. Ptiloha 1).
Tyto latky se 1i8i pouze délkou proximalniho a/nebo distalniho alkyloxylového fetézce (viici
sttedu chirality). Na Obrazku 16 jsou sloupcové grafy, které znazoriiuji dosazZenou
enantioselektivitu pro kazdou latku v podskuping pro tfi pouzité MF. Je vidét, Ze v Cistych
alkoholech jako MF (methanol, ethanol) se analyty této skupiny chovaji podobnym zptisobem
(narist hodnot enantioselektivity). V MF 20/80 acetonitril/methanol je pofadi zvySeni
enantioselektivity odlisné. V této podskupin€ LCs na bazi laktatl ze ziskanych dat neni mozné
jednoznacné vyvodit vliv délky proximalnich a/nebo distalnich alkyloxylovych fetézci na
enantio enantioselektivitu. Reten¢ni Casy jednotlivych enantiomerd na rozdil od
enantioselektivity rostou dle ocekavani v pofadi MDA6/6 <MDA6/10 ~ MDAI10/6
<MDA 10/10.
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Obrazek 16. Enantioselektivita separace kapalnych krystal skupiny s centrem chirality na bazi

kyseliny mlécné pro tfi mobilni faze (20/80 (v/v) acetonitril/methanol, ¢isty 100% ethanol, Cisty

100% methanol). Méfeno za optimalnich podminek.
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4. Zaver

V ramci dané bakalafské prace byla prostudovéana chiralni separace dvou typl kapalnych
krystalii za vyuziti UHPLC s reverznimi fazemi, na koloné Chiralpak IB-U obsahujici tris(3,5-
dimethylfenylkarbamat) celul6zy jako chirdlni selektor. Pro chiralni separace byla provedena
optimalizace chromatografickych podminek t.j teploty a rychlosti pritoku MF. Jako MF pro
tuto studii byl pouzit acetonitril, methanol, ethanol a deionizovana voda v riiznych pomérech.
Vsechny enantiomery studovanych kapalnych krystalii se na kolon¢ Chiralpak IB-U nepodaftilo
rozdélit, pro skupinu kapalnych krystalti s centrem chirality na bazi 2-oktanolu se nepodatilo
dosahnout ani rozliSeni na zakladni linii, enantiomery druhé skupiny kapalnych krystald
s centrem chirality na bazi kyseliny mlééné byly nejlépe rozseparovany v Cistém 100 %
methanolu a 20/80 (v/v) acetonitril/methanol jako MF. Pro tuto skupinu latek byly ziskany
vysoké hodnoty rozliSeni a enantioselektivity (pro racemat 10ZBDL Rs = 11,38 a o = 1,66
v MF 20/80 (v/v) acetonitril/methanol), coz d¢la RP-UHPLC zajimavé z hlediska separace
kapalnych krystalti a prokazuje velky potencial této metody. Byl prokazan vyznamny vliv
struktury kapalnych krystal (pfitomnost atomu fluoru na benzenovém jadie a délka
alkyloxylového fetézce) na enantioseparaci. Jedinou nevyhodou studované metody se jevi
dlouhé¢ reten¢ni Casy analytil, které mohou piesahovat 60 min.

Vysledky této prace byly porovnané s vysledky prace P. Varkatové et al. * a tim se podafilo
diskutovat vliv SF, které se liSi pouze bazi chirdlniho selektoru (derivatizovana celuloza u
kolony Chiralpak IB-U oproti derivatizované amyléze u kolony Chiralpak IA-U), na
enantioseparaci. Pfi porovnani za stejnych chromatografickych podminek kolona Chiralpak IB-
U vykazala vy$si enantioselektivitu pro skupinu kapalnych krystalli s centrem chirality na bazi
kyseliny mlécné v 100 % ethanolu jako MF, kdyZ kolona Chiralpak IA-U ukazala lepsi
enantioselektivitu ve vSech pouzitych MF pro skupinu kapalnych krystald s centrem chirality

na bazi 2-oktanolu.
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