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Abstrakt (CZ)

Pro studium separaci vybranych 24 analyti byla pouzita chiralni stacionarni faze na bazi
celulosy derivatizované tris(3,5-dimetylfenylkarbamatem). Enantioseparace byly reali-
zovany ve dvou systémech, a to v systému vysokoucinné kapalinové chromatografie a
superkritické fluidni chromatografie. Hlavni proménnou bylo sloZeni mobilni faze. Tes-
tovano bylo pét riznych aditiv (izopropylamin, diethylamin, triethylamin, kyselina
trifluoroctova, kombinace izopropylaminu a kyseliny trifluoroctové) a jejich vliv na
enantioseparaci, v systému superkritické fluidni chromatografie také vliv dvou riznych
modifikatori (methanol, propan-2-ol) v kombinaci s témito aditivy. Cilem prace bylo
nalézt slozeni mobilni faze vhodné pro separaci vybranych analytd a porovnat separace
v ramci riznych mobilnich f4zi a obou separa¢nich systému. Dle piedpokladi se ukaza-
lo, Ze systém superkritické fluidni chromatografie poskytuje pon€kud lepsi vysledky-
lepsi rozdéleni v krat$im Case, ale bylo mozné najit dobré separa¢ni podminky pro né-
které analyty téz v systému vysokoucinné kapalinové chromatografie. Vysledek nebyl

zcela jednoznac¢ny.

Kli¢ova slova (CZ)

Chiralita, enantiomery, enantioselektivni separace, chirdlni stacionarni faze, vysoko-

ucinna kapalinova chromatografie, superkriticka fluidni chromatografie.



Abstract (EN)

Cellulose tris-(3,5-dimethylphenylcarbamate) chiral stationary phase was used for sepa-
ration of selected 24 analytes. Enantioseparations were realized using two systems, high
performance liquid chromatography and supercritical fluid chromatography. Effect of
mobile phase composition was studied. Five different aditives (isopropylamine, diethy-
lamine, triethylamine, trifluoroacetic acid, isopropylamine combined with trifluoroace-
tic acid) and their influence on enantioseparation were tested. Influence of two different
modifiers (methanol, propan-2-ol) combined with all aditives was also tested in super-
critical fluid chromatography system. The aim of this work was to find optimized com-
position of mobile phase which was suitable for separation of the analytes studied and
to compare separation potential among all mobile phases and also between used separa-
tions systems. The supercritical fluid chromatography was shown to yield better results,
i.e. better resolution in shorter analysis time. However examples of analytes better re-
solved under optimized conditions in high performance liquid chromatography system

have also been found.

Keywords (EN)

Chirality, enantiomers, enantioselective separation, chiral stationary phase, high per-

formance liquid chromatography, supercritical fluid chromatography.
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1. SEZNAM ZKRATEK
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2. UvoDp

Fakt, ze rozdil mezi enantiomery, mize vyustit az v rozdil mezi Zivotem a smrti, se
stal 1 namétem detektivky Patricie Cornwellové. V jeji knize se vrazednym néstrojem
stal levometorfan obsazeny v ptipravku proti kasli, kde mél byt pfitomen pouze druhy
enantiomer - dextrometorfan [1]. PfestoZe stereoizomerie sloucenin je znama vice nez
100 let, tak na poli farmacie byla az do nedavna opomijenym tématem. S chiralitou se
dnes setkavame u vice nez poloviny vyrabénych 1é¢iv a ze skupiny syntetickych chiral-
nich 1é¢iv je jich vice nez 80% vyrabéno v podobé ekvimolarnich smési enantiomerd.
Neucinné enantiomery jsou tedy vlastné necistoty, které by mély byt limitovany a sle-

dovany. Cistota farmaceutickych p¥ipravki je proto pfedmétem neustalého zajmu [2].

V dnesni dobé€ je nejcastéji aplikovanou metodou pro chirdlni separace kapalinova
chromatografie, kterd vyuziva chirdlni stacionarni faze (CSP). Za poslednich deset let
doslo k obrovskému rozmachu ve vyvoji novych CSP, které mohou zkratit dobu potieb-

nou k eluci analytu ¢i usnadnit jeho kvantifikaci [3].

Jednou z pomérné modernich metod vyuzivanych k chirdlnim separacim je metoda,
kterd je piekvapive stejné stard jako jeji vSeobecné dobife znamé kolegyné- vysokoucin-
na kapalinova chromatografie (HPLC) a nese ndzev superkritickd fluidni chromatogra-
fie (SFC) [4]. SFC by mohla nalézt vyuziti také jako metoda pro kontrolu dopingovych

latek v moci u profesiondlnich sportovct, napiiklad pro anabolické androgenni steroidy

[5].

Je nutno zminit jeSté dalSi metodu, kterd také naléza vyuziti v oblasti enantioselek-

tivnich separaci, a tou je kapilarni elektroforéza [6].



3. TEORETICKA CAST

3.1. ENANTIOMERY, CHIRALITA A DALSI SOUVISEJICI POJMY

3.1.1. CHIRALITA A ENANTIOMERY OBECNE

Ve védecke literatufe bylo pojmu chiralita vyuzito poprvé fyzikem lordem Kelvinem
[7]. Toto oznaceni vzniklo z feckého nazvu pro ruku, dlan- chiros. Chiralita je vlastnosti
celé molekuly, ne pouze jejich ¢asti. Abychom mohli molekulu oznacit za chiralni, musi
obsahovat alespon jedno stereogenni centrum. Jednim z necastéjSich stereogennich cen-

ter byvé atom uhliku, vyjimkou nejsou ani atomy siry, kiemiku fosforu nebo dusiku.

Enantiomery mohou mit shodné fyzikalni, avSak rozdilné biologické vlastnosti. Pro-
jevem rozdilnych biologickych vlastnosti mtze byt naptiklad odlisné ving [8]. Za enan-
tiomery oznacujeme slouceniny, které se vzajemné 1isi absolutni konfiguraci na stereo-
gennich centrech a jsou tak svymi pfesnymi zrcadlovymi obrazy (viz obr. 3.1). Obec-
nym zpusobem vyjadfeni konfigurace na stereogennim centru je pouziti zdznamu (R) a

(S) pted nazvem slouceniny [7].

COOH HOOC
= *l
e /J""'"u
i )\NHQ H,N \ H
CH; HsC
(S)-alanin zrcadlo (R)-alanin

Obr. 3.1 Struktura enantiomeru



3.1.2. CHIRALITA VE FARMACII

Biologické systémy, jako jsou proteiny nebo enzymy, maji trojrozmérnou strukturu,
ktera vzdy upiednostiiuje interagovat pouze s jednim enantiomerem. Efekt téchto inter-
akci dava zaklad pro studium chirality 1é¢iv [9]. Diilezitost chirality ndm také pfipomina

nechvalné prosluly ptipad thalidomidu [4].

Mnoho [éCiv je distribuovano v podobé racematu i piesto, ze biologickou aktivitu
vykazuje pouze jeden z pfitomnych enantiomerti. Druhy z enantiomeri je vétSinou bio-
logicky méné¢ aktivni, neaktivni, nebo dokonce muiize mit i toxické u¢inky. Enantiomery
mohou vykazovat rizné farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti. Zavedenim
prodeje enantiomerné Cistych 1é¢iv by s sebou neslo vyhody jako je podéavani nizsich
davek pacientim, omezeni vedlejSich U€inkt ¢i snizeni interindividudlni variability pi-

sobeni 1é¢iv [10].

Vsechna chiralni 1é¢iva mizeme rozdélit do tii kategorii 1) poZadovanou biologickou
aktivitu vykazuje pfevdzné jeden z enantiomert, ii) oba dva enantiomery jsou stejné
biologicky aktivni a maji tak shodné farmakodynamické vlastnosti, tato skupina ma
velice skromny pocet zastupct, iii) skupina 1éCiv, u kterych v téle mize dochéazet ke
konverzi jednoho enantiomeru v druhy [9]. Do posledni skupiny patii i vSeobecné zna-
my ibuprofen. Ten ma ve své molekule jedno stereogenni centrum, jeho S-enantiomer
ma protizanétlivé a analgetické ucinky, ale druhy, R-enantiomer, je neaktivni. Pfitom-

nost R-enantiomeru v 1éku dokonce zna¢né snizuje nastup ucinku S-enantiomeru [8].

V posledni dobé graduji snahy o vyrobu enantiomerné €istych 1é¢iv, namisto jejich
racemickych smési tzv. ,,chiral switch®, které by zajistily podstatné¢ vyssi kvalitu a bez-
pecnost distribuovanych 1€¢iv [9]. Potencialni zplisoby ziskdni enatiomerné Cistych 1¢é-
¢iv jsou dva. Prvnim je enantioselektivni syntéza poZzadovaného enantiomeru, druhym

je oddéleni pozadovaného enantiomeru z racematu [11].



3.2. VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Vznik chromatografickych metod je pfipisovan ruskému botanikovi M. S. Cvétovi,
kterému se v roce 1903 podafilo na sloupci sorbentu uhli¢itanu vapenatého pomoci or-

ganickych rozpoustédel separovat listova barviva (chlorofyly, karotenoidy) [12].

Metoda HPLC jiz po dlouhd desetileti umozituje separaci Sirokého spektra latek.
Principem metody je rozdélit latky na zéklad¢ jejich fyzikalnich a chemickych vlastnos-
ti mezi dvé nemisitelné faze. V prib¢hu separace se uplatiuji jevy jako je rozpousténi,

adsorpce, iontova vymena atd [13].

HPLC se da pouzivat v nékolika separacnich mddech, necastéjsi z nich jsou reverzni
mod, normalni mod a polarné-organicky mod [14, 15, 16]. Normalni mod vyuziva po-
larni stacionarni fdze (SF) a jako mobilni faze (MF) nepoldrni nebo méné€ poléarni orga-
nickd rozpoustédla. Reverzni mdd to ma s polaritou opaéné, MF je polarnéjsi nez SF.
Zakladem MF polarné-organického modu je nejcastéji organické rozpoustédlo acetoni-

tril ¢i methanol [17].

3.3. SUPERKRITICKA FLUIDNi CHROMATOGRAFIE

Za zrozenim SFC stéala potieba rozsitit schopnosti plynové chromatografie (GC) a
umoznit tak separaci latek, které ke své eluci potiebuji vysoké teploty, jez ale zaroven
mohou zapficinit jejich rozklad [18]. Hlavnim rozdilem mezi GC a SFC je role, kterou
zastava mobilni faze. Zatimco v GC je podil MF na separaci analytu feknéme neutralni,

v systému SFC hraje dalezitou roli [19].

SFC je pomérné moderni metoda, kterd se v poslednich letech stala atraktivni pro Si-
roké spektrum rtiznych farmaceutickych aplikaci. Tato metoda nabyva na popularité
také diky své ekonomické strance. JelikoZ jako hlavni slozka MF je pouzivan oxid uhli-
¢ity, lze mluvit o tzv. ,,green chemistry. SFC miZe byt také povaZzovéana za ortogonalni
k reverzni HPLC. Tato metoda je také vhodnym néstrojem pro separaci malych molekul

na farmaceutickém poli, jako jsou napftiklad syntetické intermediaty, aktivni slozky,

-10 -



necistoty a produkty vzniklé degradaci aktivnich slozek [20]. Piesnéjsi by bylo uvadét
misto oznaceni superkritickd pojmu subkriticka, jelikoz MF neni sloZzena pouze z plynu
v superkritickém stavu, ale jsou tam i dal$i slozky [21]. Ndzorna instrumentace metody

SFC je ukazana na obr. 3.2.

| Oeem=m e
PDA detektor
[o TRT=— = g
kolonovy termostat
1A
o ' zasobnik pro organické
' \—— —— modifikatory
Qee—
CO; konvergentni manaZer- BPR
automaticky davkovac
LOse— o i &
inarni cerpadlo
0000 { .
L

Obr. 3.2 Instrumentace SFC (vytvoteno dle citace [22]).

3.3.1. MOBILNI FAZE v SFC

Kdyz byl vyvoj SFC jesté na pocatku, vyuzivaly se jako mobilni faze cisté latky ja-
ko je amoniak, oxid dusicity a ne¢které¢ halogenované uhlovodiky. Avsak brzy bylo jas-
né, ze COz je tou spravnou volbou, ptevazné diky jeho nizké toxicité, nizké hotlavosti a
v neposledni fad¢é dobie dostupnym kritickym hodnotdm. Dalsi velkou vyhodou CO: je
jeho misitelnost ve velkém rozmezi tlakii a teplot s mnoha organickymi rozpoustédly

[19].

-11 -



CO2 ma oproti bézn¢ pouzivanym rozpoustédlim nékolik vyhod. Jeho nizka visko-
zita umoznuje vysokou difuzivitu analyti, vyhodou je moznost pouziti vysokych prito-
kovych rychlosti mobilni faze [20]. COx se stava superkritickou tekutinou pii dosazeni
teploty 31°C a tlaku 73,8 bar. Existenci superkritické tekutiny vysvétluje obr. 3.3. Jeji
hustota zlistava srovnatelnd s hustotou kapalin, ale vysoka difuzivita a nizkéa viskozita
odpovida spise vlastnostem plynu [23]. Neopomenutelnou vlastnosti CO» je jeho acidita,
jelikoz reakei alkoholu s CO> dochézi ke vzniku alkylkarbonové kyseliny. Béhem sepa-

race tak miize dochazet k protonaci bazickych latek a deprotonaci téch kyselych [24].

A
10 000
pevna létka i superkriticka

i tekutina

1000 = :
]

T |

£ | )

S 100 = R

i kriticky bod

10 o plyn
trojny bod
1 T T . .
200 250 300 350 400
teplota (K)

Obr. 3.3 Fazovy diagram COx.

Dnes se mobilni faze pro SFC sklada ptrevazné ze superkritického oxidu uhli¢itého,
ten ale neni pro vétSinu analytl dostatecné polarni, a proto je smichan s dal§im rozpous-
tédlem. Pro toto minoritni rozpoustédlo se pouzivd oznaceni ,,modifikator*. Modifikato-
rem je nejcastéji zastupce ze skupiny alkoholli, napt. metanol (MeOH), ten diky své
vysoké polarité podporuje rozpustnost analytu v mobilni fazi [20]. Pouziti MeOH jako

soucastt MF muze také podnécovat uplatnéni ostatnich interakci, jako jsou vodikové

-12 -



vazby, dip6l-dipol interakce, a také adsorpci rozpoustédla [25]. Mezi dalsi pouzivané
modifikatory patfi ethanol, propanol (PrOH), acetonitril atd. Testovany jsou 1 kombina-

ce dalSich méné obvyklych latek napt. chloroformu v kombinaci s methanolem [26].

Tteti slozkou mobilni faze mohou byt jesté dalsi aditiva a to jak kyseliny, tak baze a
soli [20]. Pro separaci vysoce polarnich latek mtze byt pouzita dokonce i voda [27].
Ukolem téchto aditiv je povétsinou vylepsit tvar piku, ktery je postizeny v dasledku
vedlejSich interakci analytu €i jeho Spatné rozpustnosti [20]. Separaci karboxylovych
kyselin podpotime piidavkem naptiklad kyseliny trifluoroctové, zatimco separaci ba-
zickych latek podpoii alifatické aminy, jako je izopropylamin, diethylamin ¢i ethyldi-
methylamin. Aditiva také mohou vytvaret iontové pary s analytem, a tak prispét k jeho
separaci [28]. Dalsi z vyhod pouziti aditiva mize byt obsazeni volnych silanolovych
skupin, a tim zabranéni nezaddoucim interakcim [29]. Bez pouziti aditiv by u né€kterych
vysoce polarnich analytli nemuselo dojit ani k jejich eluci [27]. V této diplomové praci
byla testovana aditiva izopropylamin (IPA), diethylamin (DEA), triethylamin (TEA),

kyselina trifluoroctova (TFA) a kombinace izopropylaminu a kyseliny trifluoroctové.

Dalsim faktorem ovliviiujicim separaci je napf. tlak, jelikoz ovliviiuje hustotu mo-

bilni faze [25].

3.3.2. STACIONARNI FAZE PRO SFC

Volbé CO», jako hlavni sloZky mobilni faze, je naklonéno pouZziti mnoha poléarnich i
nepolarnich SF [19]. Mezi nejbéZznéji pouzivané SF pro chiralni separace v systému
SFC patti CSP na bazi derivatizovanych polysacharidi celulosy a amylosy, které jsou
zakotveny nebo navazany na silikagelovy nosi¢. Tyto CSP se daji pfipravit dvéma riiz-
nymi zplsoby. Tzv. ,,coutingem*, kdy jsou chiralni selektory (CS) zakotveny na nosice
fyzikéalnimi interakcemi. Tyto CSP jsou ale nachylné na poSkozeni rliznymi rozpouste-
dly, jako je napt. dichlormethan. Druhym postupem je imobilizace, kterd umoziuje
pevngjsi vazbu a nésledné pouziti Sirsi Skaly rozpoustédel. Dal§i méné vyuzivané CSP

jsou na bazi makrocyklickych glykopeptidl, cyklodextrinti, cyklofruktanti nebo riznych
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syntetickych polymert. Pro latky, které maji ve své molekule vice jak jedno chiralni

centrum, se nabizi pouziti dvou CSP s komplementarni selektivitou za sebou [20].

CSP lze obecné pouzit 1 pro separaci achiralnich latek [30]. Pocet kolon pro

achiralni separace specifické pro SFC systém se znateln¢ zvysuje [19].

3.3.3. APLIKACE SFC

SFC metoda ma $iroké uplatnéni, a to jak pro analytické, tak preparativni tcely.

Aplikacni okruhy jsou znazornény na obr. 3.4 [19].

- .ﬂ."{_ﬂ-hﬂlv Kyseliny Anorganické ionty
. E“:" Aniliny  prim3eni alifatické Velké proteiny
entan ry Amidy aminy Amfotery Peptidy DNA/RNA

rostouci polarita

SFC: pouze CO2  |: _,
SFC: COz + modifikator

SFC: COz + modifikator + aditivum

SFC: COz+modifikdtor+aditivum+voda

............................................................................................................

parovani iontd [

RP- HPLC

icntova chrom.f

NP- HPLC

iontova wwmeéna

HILIC

Obr. 3.4 Prehled rozsahu aplikaci riznych chromatografickych systému [19].
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3.4. CHIRALNI STACIONARN{ FAZE

Za zrodem prvni komercné dostupné CSP pro pouziti v HPLC stoji Pirkl a jeho spo-
lupracovnici, ktefi odstartovali vyvoj nespocetného mnozstvi dalSich CSP. Jako jedna z
ukézala volba SF. V poslednich letech je rozvoj SF na vysluni, zvlasté pak téch chiral-
nich, jelikoz zisk Cistych enantiomert je zadan na poli farmacie, toxikologie i biologie

[11].

Pti priichodu enantiomert kolonou dochézi k jejich prechodné adsorpci na CSP,
vytvaii se tak komplexy s riznou vazebnou energii, coz je zasadni pro jejich separaci
[11]. Nejpravdépodobnéji jsou podminkou Uspésné separace nejméné tii simultanni in-
terakce mezi CSP a minimalné jednim z enatiomert [31]. Formovéani téchto komplexii
je fizeno interakcemi, jako jsou vodikové vazby, van der Waalsovy sily, n-n interakce,
interakce iont-dipdl, dip6l-dip6l a iont-iont. CS nemusi byt ovSem nutné soucasti pouze
SF, mtze byt piidan i do MF. Model chiralniho rozpoznavani zndzornuje obr. 3.5 [32].

CSP existuje velké mnozstvi, z nichz nékteré jsou probrany na nasledujicich strankach.

Objev pomysiného ,,dokonalého* chirdlniho selektoru, ktery by bylo mozno apliko-

vat na jakoukoliv racemickou smés, je zatim stéle ptislibem budoucnosti [33].

(R)-A+ (R)-CS X5 [(R)-A - (R)-CS]

(S)-A+(R)-CS <> [(S)-A - (R)-CS]

Obr. 3.5 Rovnice charakterizujici tvorbu komplexu chirdlniho analytu ((R)/(S)-A) a
chirdlniho selektoru (CS), ptedpokladajici (R) konfiguraci selektoru [32].
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3.4.1. POLYSACHARIDOVE CSP

Polysacharidové chiralni stacionarni faze jsou dnes velice popularni, jelikoz umoz-
fluji separaci mnoha racematt. Polysacharidova kolona byla pouzita i v této diplomové
praci. Zakladem téchto CSP je nejcastéji celulosa ¢i amylosa viz obr. 3.6 [34]. Tyto dva
polysacharidy maji linearni helikélni strukturu a jsou slozeny z glukosovych jednotek.
Celulosa je propojena B-(1,4) glykosidickou vazbou a amylosa a-(1,4) glykosidickou
vazbou [32]. Neni vSak zvykem tyto polysacharidy vyuzivat v jejich nativnim stavu,

nybrz az po néasledné derivatizaci na jejich hydroxylové skupiné [34].

ry acetdtu, benzoatu ¢i fenylkarbamat. Napf. tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) celulosy,
tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) amylosy a tris(4,5-methylbenzoat) celulosy [35]. Dime-
thylfenylkarbamat, jako derivatiza¢ni skupina, nabizi pro interakci s analytem vodikové

vazby na své karbonylové a NH skupiné a diky pfitomnému fenylu n-n interakce [32].

CSP pfipravené imobilizaci mohou byt pouzity v kombinaci s $irsi skalou rozpous-
tédel nez CSP pftipravené pokrytim. Pokryti (,,coating®), je zptisob ptipravy CSP, kdy se
napft. derivatizované polysacharidy nechaji adsorbovat na povrch silikagelového nosice.
Pro takto pfipravené CSP se doporucuje pouziti pouze rozpoustédel s nizkou polaritou.
Oproti tomu imobilizované CSP jsou kovalentné navazany na silikagelovy nosi¢ a diky
sveé vétsi stabilité tak mohou byt pouZity s vice rozpoustédly. Zajimavym faktem je, Ze 1
kdyz jsou imobilizované CSP stabilnéjsi, jejich enantioselektivita je nékdy nizsi nez u

CSP pfipravenych pokrytim [34].

o o-R
0 o} JEE\
rR—O o_ "n R—C o, 03;
R R
) )

Obr. 3.6 Struktura celulosy (1) a amylosy (2).
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3.4.2. CYKLODEXTRINOVE CSP

Mezi dalsi SF, které na sebe strhuji pozornost v oblasti enantioseparaci, patii cyk-
lodextriny (CD) [36]. CD jsou cyklické oligosacharidy citajici obvykle Sest a vice D-
glukopyranosovych jednotek [37]. Obecné rozdélujeme CD do tii hlavnich skupin a-, 3-

a v-CD, kter¢ obsahuji Sest, sedm a osm stavebnich jednotek viz obr. 3.7 [38].

Diky jejich kavité mize dochazet k tvorbé inkluznich komplexti s mnoha organic-
kymi molekulami. Velikost CD kavity je urCujici pro chiralni rozpoznani. Nejcastéji
k tvorbé inkluzniho komplexu dochéazi v poméru 1:1(hostitel-host), neni ale vyjimkou,
ze kavita pojme i vice ,,hostujicich® molekul [37]. Vnéjsi povrch CD kavity je hydrofil-
ni, zatimco vnitini ¢ast ma povahu hydrofobni. Hydroxylové skupiny na okraji kavity
jsou casto cilem derivatizace. Hydrofobni skupiny, které jsou pouzivany k modifikaci
nativniho CD, jsou napt. alkyly, aryly a estery. Zastupcem hydrofilnich substituentt je
polarni hydroxypropyl [36].

OH
HO
OH ° o o
OH OH "Ho
HO 0 Q OH
HQ, 0 0 0, OFPHO OS o 0 OH
OH ho » Ot on Q HO,
" 0 oo HO, HO o]
(o] OH
OH HO, OH 0 o] OH Oo
0,
0 HO OO OH o]
OH OH

O

(o] [s) 0
ol Q. OH o)
o)
H " OH HO OH OHO
OH.- OH o OH oyd™L0
0 0 L on H ) ot M
HO o o o
HO

(1 2 3

H

Obr. 3.7 Struktura cyklodextrintl, a- cyklodextrin (1), B- cyklodextrin (2) a y- cyklodex-
trin (3) [38].
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3.4.3. MAKROCYKLICKE GLYKOPEPTIDY

Makrocyklické glykopeptidy (MG) ukdzaly svlij separacni potencial pro déleni fady
analytli v normalnim, reverznim i polarné-organickém modu. MG, téz oznacované jako
makrocyklicka antibiotika, byly uvedeny na pole chiralnich separaci Armstrongem a
jeho skupinou, jimz se s vyuzitim vankomycinu, rifamycinu B a thiostreptonu jako

CS/CSP podafilo separovat zna¢né mnozstvi latek [39].

Dnes mezi nejzndméjsi CSP v této skupiné patii ty na bazi vankomycinu, ristocetinu
A, teikoplaninu a teikoplaninu aglykonu [32]. Tyto slou¢eniny maji mnoho riznych
funkénich skupin a stereogennich center, které¢ nabizi velké mnozstvi potencionalnich
interakci, jako jsou napi. vodikové vazby, elektrostatické interakce ¢i inkluzni efekt
[40]. Pro nazornost je na obr. 3.8 ukazana struktura vankomycinu. MG obsahuji ve své
struktufe ionizovatelné ¢asti napt. karboxylovou ¢i amino skupinu [32]. Skutecnost, Ze
CS nemusi byt pouze soucasti SF, ale mize byt pfidan do MF, popisuje studie, kde bylo
k chirdlni separaci ketoprofenu vyuzito achirdlni SF za ptidavku vankomycinu do MF

[40].

Obr. 3.8 Struktura vankomycinu [32].
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3.5. ANALYZOVANE LATKY

3.5.1. B-Blokadtory

B-Blokatory (BB) jsou léCiva patfici do skupiny sympatolytik. Hlavnim proje-
vem pisobeni sympatolytik je potlaceni G¢inku sympatického nervstva. Jak uz jejich
nazev vypovida, plsobi na B-adrenergni receptory. Vyuziti nalézaji pti 1écb€ anginy
pectoris, arytmiich a hypertenzi. Nezadouci ucinky po uzivani BB jsou napf. nauzea,

unava nebo parestézie [41].

V roce 1965 byl na trh uveden prvni BB s nazvem propanolol [42]. Ten se poda-
va preventivné u pacientl trpicich migrénami. Jako dalsi ptiklad Ize uvést acebutolol,
jez je hydrofilni kardioselektivni latka, kterd podléha velice rychlé¢ pfeméné v jatrech.
Skupina BB se da rozdélit na BB selektivni (atenolol) a neselektivni (alprenolol) a mi-
mo jiné i na BB s vnitini sympatomimetickou aktivitou (pindolol) a BB bez ni (propa-

nolol) [41].

3.5.2. FENOTHIAZINY

Fenothiaziny (PH) jsou jedny z nejdéle znamych neuroleptik. Neuroleptika jsou
antipsychotické latky pouzivané k terapii schizofrenie a dalSich psychoz, u kterych jsou

hlavnimi pfiznaky bludy a halucinace [41].

Typickym zéastupcem této skupiny je thioridazin. DalS§im z této skupiny je pro-
methazin, ktery ale nefadime do skupiny neuroleptik, nybrz do skupiny antihistaminik.

Promethazin mé sedativni a antiemetické U¢inky [42].

3.5.3. PROFENY

-----

vana napft. pii 1écbé migrény, bolesti zubi ¢i kloubnich chorob. Jeho strukturnim zakla-

dem je kyselina propionova. Vlastnostmi velice blizky ibuprofenu je i indoprofen. Tia-
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profenova kyselina mé dokonce i ochranné uc¢inky na kloubni chrupavky [41]. Dalsim
nesteroidnim zastupcem profenti (PF) je ketoprofen, ten mé vlastnosti analogické k
ibuprofenu. Aktivnim enantiomerem ketoprofenu je pouze jeho (S) forma, (R) forma je

inaktivni [40].

3.5.4. THIAZIDOVA DIURETIKA

Diuretika, jinak téz saluretika, jsou latky, které¢ svym pisobenim zvysuji tvorbu
moci. Plsobi mechanismem inhibice zpétné resorpce chloridu sodného a vody [42].
Indikaci jsou srde¢ni insuficience, edémy, intoxikace a hypertenze. Nezddoucimi uc¢inky
thiazidovych diuretik (TD) muze byt hypokalémie, hyperglykémie ¢i hyperurikémie
[41].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. PRISTROJE A POMUCKY

Systém HPLC:
Pumpa Waters 1525 Binary HPLC pump (Milford, USA)
Detektor Waters 2487 Dual A Absorbance Detector (Milford, USA)
Autosampler Waters 717,1us Autosampler (Milford, USA)

PocitaCovy program Breeze (Milford, USA)

Systém SFC:

Waters Acquity Ultra Performance Convergence Chromatography™ (UPC?)
Binary Solvent Manager (Waters, Milford, USA)

Sample Manager- FL (Waters, Milford, USA)

Convergence Manager (Waters, Milford, USA)

Column Manager (Waters, Milford, USA)

PDA detector (Waters, Milford, USA)

Pocitacovy program Empower 3

Kolona: CHIRAL ART Cellulose-SB S-3um, 150 x 3,0 mm L.D (Dinslaken, Germany)
Injekéni stifkacka: objem 20 ml, P-LAB (Praha, Ceska republika)

Jednorazova stikackova frita: Watrex (Praha, Ceské republika)

Vihy: METTLER AE 240 (Greifensee, Svysarsko)

Ultrazvukova lazeii: ELMASONIC, P-LAB (Praha, Ceska republika)
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4.2. POUZITE CHEMIKALIE

Hexan (Cistota >97,0%), propan-2-ol (Cistota 99,8%), kyselina trifluoroctova (99%),
triethylamin (99%), diethylamin (99%), izopropylamin (99,9%), methanol (99,9%) vse
od firmy Chromasolv®Riedel-de Haén, SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA.

Deionizovana voda

4.3. PRIPRAVA VZORKU A MOBILNICH FAZI

Vsechny vzorky byly pfipraveny rozpuSténim Img vzorku v 1ml methanolu.
Rozpusténi bylo podpoteno sonifikaci v ultrazvukové lazni. Po rozpusténi byly vzorky

prefiltrovany. Vzorky byly skladovany v lednici.

Pro ptipravu MF, ktera byla uréena pro méteni v HPLC systému, bylo k jejimu
odvzdusnéni vyuzito sonifikace v ultrazvukové 1azni, a to vzdy po dobu minimalné 20

minut. MF pouzivana k separacim v SFC systému takto odvzdusiiovana nebyla.

4.4. PODMINKY SEPARACE

4.4.1. HPLC SYSTEM

Pro méfeni v HPLC systému byla pouZita kolona na bazi celulosy derivatizované
tris(3,5-dimethylfenylkarbamatem) viz obr. 4.1. Kolona byla termostatovana na teplotu
35 °C. Prltok mobilni faze byl 1,8 ml/min. Tlak kolisal v rozmezi od 2730- 3240 psi
(18,8- 22,3 MPa), dle druhu aktualni MF. Detekce analyti probihala pfi vinovych dél-
kach A=254 nm a A=280 nm. Hodnota mrtvého ¢asu ( tm ) byla uréena pomoci methano-
lu. Slozeni MF ukazuje tabulka 4.1. Jako maximalni doba eluce byla zvolena hranice 30

minut.
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Obr. 4.1 Pouzita CSP (1) struktura celulosy, (2) struktura pouzité derivatizacni skupiny
3,5-dimethylfenylkarbamatu.

Tab. 4.1 Slozeni MF v HPLC systému.

HEX/PrOH/X
X=1PA X=DEA X=TEA X=TFA X=IPA/TFA
80/20/0,1 80/20/0,1 80/20/0,1 80/20/0,1 80/20/0,1
90/10/0,1 90/10/0,1 90/10/0,1 90/10/0,1 90/10/0,1

4.4.2. SFC SYSTEM

Pro méfeni v systému SFC byla pouzita stejnd kolona jako v HPLC, tedy kolona
na bazi celulosy derivatizované tris(3,5-dimethylfenylkarbamatem). Kolona byla termo-
statovana na teplotu 35 °C a vzorky byly termostatovany na 10 °C. Priitok mobilni faze
byl 2,5 ml/min. Tlak se pohyboval v rozmezi 3450- 3900 psi (23,8- 26,9 MPa), dle zvo-
lené MF. K detekci analytii byly zvoleny vinové délky A=254 nm a A=280 nm. Hodnota
mrtvého Casu ( tm ) byla urena pomoci methanolu. Slozeni pouzitych MF ukazuje ta-

bulka 4.2. Jako maximdlni doba eluce byla zvolena hranice 20 minut.
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Tab. 4.2 Schéma méteni v systému SFC

CO2/MeOH/X
X=1IPA X=DEA X=TEA X=TFA X=IPA/TFA
80/20/0,1 80/20/0,1 80/20/0,1 80/20/0,1 80/20/0,1
90/10/0,1 90/10/0,1 90/10/0,1 90/10/0,1 90/10/0,1
95/5/0,1 95/5/0,1 95/5/0,1 95/5/0,1 95/5/0,1
98/2/0,1 98/2/0,1 98/2/0,1 98/2/0,1 98/2/0,1
CO./PrOH/X
X=1IPA X=DEA X=TEA X=TFA X=IPA/TFA
80/20/0,1 80/20/0,1 80/20/0,1 80/20/0,1 80/20/0,1
90/10/0,1 90/10/0,1 90/10/0,1 90/10/0,1 90/10/0,1
95/5/0,1 95/5/0,1 95/5/0,1 95/5/0,1 95/5/0,1
98/2/0,1 98/2/0,1 98/2/0,1 98/2/0,1 98/2/0,1
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Jednim z ukoll této diplomové prace bylo otestovat riizna slozeni mobilni faze a
zhodnotit jejich vliv na separaci vybranych analyti. DalSim cilem bylo pokusit se najit
optimalni slozeni MF, které by bylo vhodné aplikovat pro rozdéleni vSech zvolenych
analyti. A zavérem se pokusit v rdmci moznosti porovnat ziskané vysledky v HPLC
systému s vysledky obdrzenymi ze SFC systému, i kdyz vime, Ze podminky pro separa-

ce nebyly totozné.

5.1. ENANTIOSELEKTIVNi SEPARACE V HPLC SYSTEMU

5.1.1. MOBILNI FAZE S OBSAHEM IPA JAKO ADITIVA

Jak je jiz patrné z tabulky 4.1, mobilni faze s pfidavkem IPA, byla testovana ve
dvou rtiznych objemovych pomérech HEX/PrOH. IPA je bazické aditivum, které bylo
testovano samostatné a nasledné jesté¢ v kombinaci s kyselym aditivem, TFA. Vysledky

jsou uvedeny v tab. 5.1.

Vétsinu analytti ze skupiny B-blokatorti se podafilo rozd¢lit na zakladni linii uz
pii objemovém zastoupeni hexanu (HEX) 80%. Separace nebyly uspé$né pouze pro
vzorky BB4, BB5 a BB9. Pfi zvySeni obsahu hexanu v MF na 90% se téméf podafilo
rozdélit az na zakladni linii 1 analyt BB9, av§ak BB4 a BB5 nejevily ani naznaky déleni.
Ze skupiny profenli se podafilo separovat pouze enantiomery indoprofenu (PF2). Ze
skupiny thiazidovych diuretik byla separace na zékladni linii Uspé$na pro dva vzorky a
to TD1 a TDS5. U fenothiazinli se neobjevily Zadné ndznaky déleni ani v jedné

z testovanych MF.
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Tab. 5.1 Vysledky méteni v HPLC systému o slozeni MF HEX/PrOH/IPA.

analyty 80/20/0,1 (v/v/v) 90/10/0,1 (v/v/v)
kl Rl,z o kl Rl,z o

ibuprofen (PF1) 0,11 0,07

indoprofen (PF2) 2,34 1,85 1,48 7,46 2,12 1,56
flurbiprofen (PF3) 0,35 0,65

tiaprofenova kyselina (PF4) 0,92 2,34 0,12 1,08
carprofen (PF5) 1,45 0,21 1,13 4,52 0,25 1,14
suprofen (PF6) 1,00 2,49 0,08 1,06
ketoprofen (PF7) 0,65 1,30

fenoprofen (PF8) 0,30 0,59 0,14 1,26
propranolol (BB1) 0,51 1,88 1,56 1,08 4,04 1,71
oxprenolol (BB2) 0,24 5,03 4,88 -

metoprolol (BB3) 0,18 1,89 2,46 0,48 3,83 2,38
metipranolol (BB4) 0,15 0,44

acebutolol (BBYS) 1,07 4,80

pindolol (BB6) 1,42 13,10 4,76 -

bopindolol (BB7) 1,93 18,96 7,21 -

atenolol (BBS) 2,58 2,79 1,39 -

alprenolol (BB9) 0,07 0,97 3,60 0,13 1,23 4,00
thioridazin (PH1) 0,10 0,14

promethazin (PH3) 0,01 0,03

butizid (TD1) 3,21 4,06 1,78 -

mefrusid (TD2) 2,77 7,92

chlorthalidon (TD3) 5,70 091 1,16 -

trichlormethiazid (TD4) 9,21 -
bendroflumethiazid (TD5) 4,70 1,78 1,25 25,15 1,69 1,27

5.1.2. MOBILNI FAZE S OBSAHEM DEA JAKO ADITIVEM

Vysledky jsou uvedeny v tab. 5.2. Volba DEA jako aditiva se ptiznivé projevila
na separaci vzorku BB9, ktery se podatilo oproti predchozimu aditivu, separovat az na
zékladni linii. B-Blokatory se tedy podatilo separovat Gspésné az na vzorky BB4 a BBS.
Jako nevhodny se DEA ukazal pro skupinu profenil, kde se na zékladni linii nerozdélil
ani jeden z analyti. Thiazidova diuretika a fenothiaziny poskytly vysledky velice po-

dobné predchozi MF s IPA jako aditivem.
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Tab. 5.2 Vysledky méteni v HPLC systému o slozeni MF HEX/PrOH/DEA.

analyty 80/20/0,1 (v/v/v) 90/10/0,1 (v/v/v)
k1 Rl,z o kl Rl,z o

ibuprofen (PF1) - 0,76

indoprofen (PF2) 2,37 0,12 1,09 2,99 0,48 1,07
flurbiprofen (PF3) 0,31 1,10

tiaprofenova kyselina (PF4) 1,03 3,85

carprofen (PF5) 1,35 6,09

suprofen (PF6) 0,93 3,44

ketoprofen (PF7) 0,41 1,69

fenoprofen (PF8) 0,26 0,90

propranolol (BB1) 0,56 2,10 1,58 -

oxprenolol (BB2) 0,28 4,89 4,74 -

metoprolol (BB3) 0,21 1,49 2,00 0,56 2,34 1,66
metipranolol (BB4) 0,18 0,53

acebutolol (BBS) 1,24 5,25

pindolol (BB6) 1,65 14,43 4,80 -

bopindolol (BB7) 2,03 18,38 7,07 -

atenolol (BB8) 2,57 2,73 1,40 -

alprenolol (BB9) 0,07 1,04 3,60 0,18 1,92 3,33
thioridazin (PH1) 0,13 0,19

promethazin (PH3) 0,04 0,07

butizid (TD1) 3,19 4,01 1,79 -

mefrusid (TD2) 2,56 8,32

chlorthalidon (TD3) 5,09 0,70 1,14 -

trichlormethiazid (TD4) 7,74 0,15 1,08 -
bendroflumethiazid (TD5) 4,18 1,56 1,25 26,88 1,68 1,27

5.1.3. MOBILNI FAZE S TEA JAKO ADITIVEM

Vysledky jsou uvedeny v tab. 5.3. Ze skupiny BB nebyly separace tspéSné pou-
ze u analyti BB4, BB5 a BB8. Profeny nejevi ani nepatrné znamky separace s vyjim-
kou PF2. Vzorky TD1 a TDS se podafilo rozdélit na zékladni linii. TEA tedy nepfinesl
zadné vyhody oproti dvéma predchozim aditiviim. U vétSiny analyth bylo také pozoro-

vano prodlouzeni jejich reten¢nich ¢ast v této MF.
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Tab. 5.3 Vysledky méteni v HPLC systému o slozeni MF HEX/PrOH/TEA.

analyty 80/20/0,1 (v/v/v) 90/10/0,1 (v/v/v)
k1 Rl,z o kl Rl,z o

ibuprofen (PF1) 0,06 0,18

indoprofen (PF2) 2,65 0,28 1,14 9,60 0,18 1,17
flurbiprofen (PF3) 0,41 1,13

tiaprofenova kyselina (PF4) 2,16 6,04

carprofen (PF5) 1,69 6,43 0,14 1,07
suprofen (PF6) 1,38 4,10

ketoprofen (PF7) 0,68 2,07

fenoprofen (PF8) 0,34 0,88

propranolol (BB1) 0,78 1,51 143 1,74 2,37 1,55
oxprenolol (BB2) 0,47 398 3,34 -

metoprolol (BB3) 0,38 0,88 1,77 1,04 1,33 1,85
metipranolol (BB4) 0,35 1,04

acebutolol (BBY) 2,19 10,76

pindolol (BB6) 2,44 7,45 3,87 -

bopindolol (BB7) 2,79 10,01 5,84 -

atenolol (BBS8) 3,81 1,40 1,32 18,40 1,32 1,34
alprenolol (BB9) 0,16 1,11 2,36 0,41 1,72 2,32
thioridazin (PH1) 0,18 0,26

promethazin (PH3) 0,07 -

butizid (TD1) 3,19 4,07 1,82 -

mefrusid (TD2) 2,59 9,62

chlorthalidon (TD3) 5,22 0,92 1,17 -

trichlormethiazid (TD4) 6,71 0,30 1,14 -
bendroflumethiazid (TD5) 4,16 1,70 1,26 -

5.1.4. MOBILNI FAZE S TFA JAKO ADITIVEM

Vysledky jsou uvedeny v tab. 5.4. Aditivum TFA se uké4zalo jako vhodné zv1asté
pro skupinu BB, kde napomohlo separaci vétsiny analytl kromé BB4 a BBS a to jiz pti
zastoupeni 80% hexanu. Mezi profeny se také poprvé podatilo uspesné separovat kro-
mé vzorku PF2 1 vzorek PF5. Pro thiazidova diuretika jsou vysledky opét velice podob-
né predchozim méfeni. Za zminku stoji ndznak separace, ktery se objevil v MF s 90%
hexanu u vzorku PH1 ze skupiny fenothiazinli. Je to jediny nadznak separace u tohoto

vzorku ze vSech testovanych MF v systému HPLC.
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Tab. 5.4 Vysledky méteni v HPLC systému o slozeni MF HEX/PrOH/TFA.

analyty 80/20/0,1 (v/v/v) 90/10/0,1 (v/v/v)
k1 Rl,z o kl Rl,z o

ibuprofen (PF1) 0,01 0,03

indoprofen (PF2) 1,46 2,16 1,30 -

flurbiprofen (PF3) 0,07 0,25

tiaprofenova kyselina (PF4) 0,35 0,88 0,40 1,12
carprofen (PF5) 0,60 2,22 1,77 1,29
suprofen (PF6) 0,46 1,24

ketoprofen (PF7) 0,22 0,60

fenoprofen (PF8) 0,09 0,25

propranolol (BB1) 1,04 3,74 2,79 -

oxprenolol (BB2) 0,78 9,64 543 -

metoprolol (BB3) 1,03 2,39 3,80 -

metipranolol (BB4) 1,26 3,15 0,51 1,22
acebutolol (BBY) 3,79 0,41 1,29 -

pindolol (BB6) 4,75 12,51 6,00 -

bopindolol (BB7) 5,43 15,74 6,66 -

atenolol (BB8) 6,44 1,86 1,84 -

alprenolol (BB9) 0,34 3,33 3,13 -

thioridazin (PH1) 5,03 3,43 0,22 1,12
promethazin (PH3) 1,63 4,18

butizid (TD1) 2,94 4,50 1,87 -

mefrusid (TD2) 2,51 8,82

chlorthalidon (TD3) 4,99 091 1,16 26,51 0,42 1,09
trichlormethiazid (TD4) 5,54 1,33 1,18 -
bendroflumethiazid (TD5) 3,91 2,03 1,27 -

5.1.5. MoBILNI FAZE S IPA/TFA JAKO ADITIVY

Jako posledni byla testovana MF, kde byla pouzita kombinace bazického a kyse-
1¢ho aditiva a to IPA a TFA. Vysledky jsou uvedeny v tab. 5.5. Hodnoty rozliSeni analy-
t, u kterych bylo dosazeno alespoil ¢astecného rozdéleni, jsou shrnuty v tab. 5.6. Tato
analyzovanych latek. BB se podaftilo separovat vSechny bez vyjimky, ze skupiny profe-
nt pouze PF2 a PF5 a z thiazidovych diuretik TD1 a TDS5. Fenothiaziny neprojevily ani
naznak dé¢leni. Pocty separovanych analytil v jednotlivych MF jsou vyobrazeny na obr.
5.1. Porovnani vlivu aditiva na separaci je vidét na obr 5.2, kde jsou ukdzany chromato-

gramy vzorku BBO.
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12

Pocet separaci na zakladni linii

IPA DEA TEA TFA IPA/TFA

Obr. 5.1 Graf zndzornujici pocet analytl separovanych na zakladni linii v MF s riznymi
aditivy. Separace byly provedeny v HPLC systému, byla pouZita kolona na bazi celulo-
sy derivatizované tris(3,5-dimethylfenylkarbamatem), termostatovanana 35 °C. Pri-

tok MF byl 1,8 ml/min.
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Tab. 5.5 Vysledky méteni v HPLC systému o slozeni MF HEX/PrOH/IPA/TFA.

analyty 80/20/0,1 (v/v/v) 90/10/0,1 (v/v/v)
k1 Rl,z o k1 Rl,z o

ibuprofen (PF1) - 0,03

indoprofen (PF2) 1,42 1,84 1,29 2,84 0,57 1,07
flurbiprofen (PF3) 0,09 0,24

tiaprofenova kyselina (PF4) 0,36 0,84 0,31 1,09
carprofen (PF5) 0,57 1,06 1,32 1,88 1,51 1,28
suprofen (PF6) 0,45 1,04 0,28 1,06
ketoprofen (PF7) 0,22 0,55

fenoprofen (PF8) 0,10 0,25

propranolol (BB1) 0,67 8,55 3,44 -

oxprenolol (BB2) 0,45 10,66 8,17 -

metoprolol (BB3) 0,36 9,63 7,50 1,10 13,32 6,57
metipranolol (BB4) 0,28 0,47 1,63 1,13 1,77 1,46
acebutolol (BB5) 2,01 1,39 1,33 10,10 2,10 1,30
pindolol (BB6) 2,90 19,56 8,49 -

bopindolol (BB7) 3,94 19,67 8,24 -

atenolol (BBS8) 3,48 1,79 1,28 16,57 2,25 1,26
alprenolol (BB9) 0,18 3,78 4,75 -

thioridazin (PH1) 1,07 2,76

promethazin (PH3) 0,81 2,27

butizid (TD1) 2,55 390 1,85 -

mefrusid (TD2) 2,39 7,69

chlorthalidon (TD3) 4,48 0,38 1,10 20,78 0,33 1,09
trichlormethiazid (TD4) 4,73 1,24 1,17 28,52 1,37 1,17
bendroflumethiazid (TD5) 3,46 1,85 1,27 20,28 2,26 1,29
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Obr. 5.2 Chromatogramy separace vzorku BB9 v HPLC syst¢ému o slozeni MF
80/20/0,1 (v/v/v) HEX/PrOH/IPA (a), 80/20/0,1 (v/v/v) HEX/PrOH/TFA (b) a 80/20/0,1
(vA/v) HEX/PrOH/IPA/TFA (c). Kolona termostatovana na 35 °C, prutok MF byl 1,8

ml/min.
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5.2. ENANTIOSELEKTIVNi SEPARACE V SFC SYSTEMU

Detailnéji bylo studovano reten¢ni chovani a separace v SFC systému, jelikoz je
to nova metoda v nasi laboratofi a vS§eobecné méné prozkoumané prostiedi. Pfi méteni
v SFC systému byly testovany MF, u kterych se ménil jak modifikator, tak pridané adi-
tivum. VsSechny ostatni podminky separa¢niho systému ztstaly neménné. Slozeni stu-

dovanych MF je jiz uvedeno v tabulce 4.2 na strané 24.

5.2.1. MOBILNI FAZE S MODIFIKATOREM MEOH

5.2.1.1. Mobilni faze s IPA jako aditivem

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.7. Pro skupinu BB se ukéazalo pouziti IPA ve-
lice vhodné. Uz pii nejniz§im zastoupeni MeOH v MF, tedy pfti 20%, se podatilo sepa-
rovat sedm analytll s vysokymi hodnotami rozliSeni (1,63- 16,70). Zbylé dva analyty se

nasledn¢ separovaly na zakladni linii pfi snizeni zastoupeni MeOH na 10%.

Ze skupiny profenil se podatilo separovat pouze ¢tyii z osmi vzorki. Dva jiz pfi
20% zastoupeni MeOH, jeden pfi snizeni obsahu MeOH na 5% a posledni az pfi pou-
hych 2%. Poslednim ze separovanych vzorkil byl fenoprofen. Zavislost jeho reten¢niho
faktoru na obsahu MeOH resp. CO2 v mobilni f4zi v porovnani s promethazinem lze

vidét na obr. 5.3.

Pro analyty ze skupiny thiazidovych diuretik byly ziskdny separace na zakladni
linii pro vSechny az na mefrusid, ktery nejevil Zadné znamky dé€leni ani pii zastoupeni
MeOH v pouhych 2%. U fenothiazinli byly pozorovany naznaky déleni, avSak zadny
z nich se nepodatilo separovat aZ na zékladni linii. VSeobecnym trendem mezi analyty
je zvySovani rozliSeni se zvySujicim se zastoupenim CO2 v MF. Vyjimkou je zde pro-
methazin, ktery poskytl nejvyssi rozliSeni v MF se zastoupenim 95% CO,. Avsak pfti
zvySeni obsahu COzna 98% rozliSeni pokleslo, 1 kdyZ retence se prodlouzila. Zhorsil se

také tvar piku.
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Obr. 5.3 Zavislost reten¢niho faktoru na obsahu CO> v mobilni fazi pro zastupce profe-
nl- fenoprofen (1) a zastupce fenothiazinli- promethazin (2). Separace probihaly v SFC
systému, byla pouzita kolona na bazi celulosy derivatizované tris(3,5-
dimethylfenylkarbamatem), kterd byla termostatovana na 35 °C. Pratok MF byl 2,5

ml/min.
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5.2.1.2. Méreni v MF s DEA jako aditivem

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.8. Skupinu BB se podafilo separovat na jed-
notlivé enatiomery u vSech vzorki. Ziskané vysledky jsou velice podobné predchozim

s aditivem IPA. Nejdelsi retenci a nejvyssi rozliSeni 1ze pozorovat u vzorku pindololu,

vvvvvvvv

Pro skupinu profenii pouziti DEA nepfineslo tak dobré vysledky jako IPA. Na
zakladni linii se separovaly pouze tii z osmi analytll. Lze také pozorovat znacné snizeni
retencnich ¢asii u vétSiny analytd oproti pfedchozimu aditivu. Ptiklad separace indopro-
fenu je vidét na obr. 5.4. Pro thiazidova diuretika jsou ziskané vysledky velice podobné
vysledkiim s IPA aditivem, nedoslo ani k vyraznému prodlouzeni reten¢nich Cast jako u

profentl. Vzorky fenothiazini se podatilo separovat s rozliSenim 1,03-1,17.

0,08

AU

0,07
0,06
0,05

0,04

0,03
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0,01

0,00 - I , :
0,0 0,5 1,0 1,5
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Obr. 5.4 Chromatogram separace vzorku PF2 v SFC systému o slozeni MF 80/20/0,1
(vv/v) CO2/MeOH/DEA. Kolona termostatovana na 35 °C, pritok MF byl 2,5 ml/min.
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5.2.1.3. Méreni v MF s TEA jako aditivem

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.9. TEA je prvnim aditivem v systému SFC,
pfi jehoz pouziti nedoslo k separaci vS§ech BB. Konkrétné v ptipadé acebutololu se ob-
jevily naznaky déleni, ale ne az na zékladni linii. Ani pro profeny se TEA pfili§ neo-
sveédcil. S jeho pouzitim se podafrilo separovat pouze dva z osmi analytl. Pozorujeme

zde také znacné prodlouzeni retenci ovSem bez piinosu vyssiho rozliSeni.

Pro thiazidova diuretika jsou vysledky opét velice podobné ptedchozim aditi-
vim, separovaly se Ctyfi z péti analytd. Hodnoty rozliSeni 1,42 se podafilo dosdhnout u

promethazinu.
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5.2.1.4. Méreniv MF s TFA jako aditivem

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.10. Jako jediné nebazické, tedy kyselé aditi-
vum, byla pouzita kyselina trifluoroctova. Ze skupiny BB se podafilo na zakladni linii
rozdélit pouze pet z deviti analytd. Dosazena rozliSeni jsou znateln¢ niz$i, nez napf.
v MF s aditivem IPA. Na skupinu profenti nemélo pouziti TFA oproti pfedchozim aditi-
vim také zadny kladny vliv. Podafilo se separovat pouze dva z osmi analytli a opét

s niz§imi hodnotami rozliSeni nez v MF s IPA.

Pro skupinu fenothiazinii se nepodafilo ziskat ani nejmensi naznaky déleni u
zadného z analytl. Ze skupiny thiazidovych diuretik se podatilo rozd€lit pouze tii z péti

analytu.
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5.2.1.5. Méreniv MF s IPA/TFA jako aditivy

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.11. Jako posledni varianta byla testovana
kombinace bazického a kyselého aditiva v MF. V této MF se podafilo separovat na za-
kladni linii vSechny analyty ze skupiny BB, 1 kdyz nékter¢ az v MF se zastoupenim CO»
90%. Profeny se podatilo separovat pouze dva a u jednoho dosdhnout témét separace na

zakladni linii.

U promethazinu bylo dosazeno pouze ¢aste¢né separace. Ze skupiny TD se sepa-
rovat podafilo pouze tii z péti zastupcl. V porovnani s MF, kde aditivem byl pouze
IPA, se tato kombinace nejevi ptinosnéjsi. Vysledky a porovnani separace vzorku buti-

zidu v MF s aditivem IPA, TFA a kombinaci IPA/TFA lze vidét na obr. 5.5.
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Obr. 5.5 Porovnani separace butizidu (TD1) s aditivy IPA (a), TFA (b), a IPA/TFA (c).
M¢éteni v SFC systému o slozeni MF 80/20/0,1 (v/v/v) CO2/MeOH/X. Kolona termosta-
tovana na 35 °C, pratok MF byl 2,5 ml/min.
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5.2.2. MOBILNI FAZE S MODIFIKATOREM PROH

V systétmu SFC byly testovany nejen mobilni faze s riznymi aditivy, ale také
s dvéma riznymi modifikatory. Témito modifikatory byly MeOH a PrOH. Pro kazdy

z téchto modifikatort byla provedena méfeni se vSemi variacemi aditiv.

5.2.2.1. Méreni v MF s IPA jako aditivem

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.12. Toto slozeni MF se jiz pfi prvnich vysled-
cich zdalo jako velice vhodné. Ve skupiné¢ BB se podatilo rozdélit na zékladni linii
sedm z deviti analyti v zastoupeni CO2 v MF pii pouhych 80%. Retence analytl
v porovnani s retencemi v MF, kde byl jako modifikator pouzit MeOH, jsou zna¢né

zvysene.

Ze skupiny profenti byly separace ispésné u Ctyf z osmi analyt. Dva vzorky se
separovaly pii zastoupeni CO2 80%, jeden pii jeho zvySeni na 90% a posledni analyt
dosahl zékladni linie aZ pfi zvySeni obsahu CO2 na 95%. V porovnani s MF, kde byl
modifikatorem MeOH, se vzorky podatilo separovat snaze, nebylo zapotiebi zvySovat

zastoupeni CO2 na 98% a Celit tak s tim spojenym nariistem retence.

Thiazidova diuretika se podatilo separovat na zakladni linii tfi z péti a to jiz pii
zastoupeni 80% CO». Jeho zvySovani nepiineslo zadné pozitivni vysledky s ohledem na
separaci této skupiny analyti. Oproti MF s MeOH se zde nepodafilo rozdélit vzorek
TD3, ktery doséhl rozliSeni pouze na hodnotu 1,04. Co se fenothiazinii tyka, nejlepsi
separace bylo dosazeno pro promethazin, ktery pii 90% zastoupenim CO; vykazoval

rozliSeni 1,19.

Vseobecnym trendem u vSech analyta je zvySovani retence s rostoucim zastou-
penim CO> jako nepolarni slozky MF. ZvySovani retence je vétSinou doprovazeno i
nartistem rozliSeni, stejné€ jako u pfedchoziho modifikatoru, nemusi tomu vSak byt vzdy

(napft. v ptipadé BB1).
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5.2.2.2. Mobilni faze s DEA jako aditivem

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.13. Jako dalsi aditivum byl zvolen stejné jako
u predchoziho modifikatoru (MeOH) DEA. Pii separaci BB se podafilo rozdélit také
sedm z deviti analyti. Pro vzorek BB4 bylo dosazeno rozliSeni 1,47, tj. téméf na za-

kladni linii.

v

Kde se uziti DEA nejevi jako nejvhodnéjsi, je skupina profenti. Separovat enan-
tiomery se podafilo pouze u vzorku PF2. Dalsi analyty se se zvySujicim se obsahem

CO; zacinaly separovat, ale byl piekrocen urceny maximalni ¢as eluce.

Vysledky pro thiazidova diuretika jsou velice podobné tém s IPA jako aditivem,
a to jak vzhledem k retencim, tak k rozliSenim. Separovat se podafilo tii z peti analytil.

Ani jeden z fenothiazinii se nepodafilo separovat na zakladni linii.
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5.2.2.3. Mobilni faze s TEA jako aditivem

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.14. Ve skupiné BB se podafilo separovat sedm z
deviti analyzovanych vzorki jiz v prvnim objemovém zastoupeni COz, tj. 80%. Vymeé-
na DEA za TEA s sebou pfinesla i prodlouzeni reten¢nich Cast. Toto prodlouzeni je
vice znatelné u analytli s vy$Sim reten¢nim casem. U vzorku BB4 se podafilo dosahnout
rozliSeni 1,05 a to v MF s obsahem CO2 95%. U vzorku BB5 se nepodafilo zaznamenat

ani ndznak separace.

Ze skupiny profenti probéhla separace na zakladni linii u dvou vzorka (PF2, PF5) a
¢astecna separace také u dvou vzorkid (PF3, PF6). I zde mtizeme, stejné jako u piedcho-
zi skupiny BB, pozorovat prodlouzeni retencnich ¢asti analytli oproti hodnotdm v MF
s DEA. Zajimavé je, Ze oproti separaci v MF s DEA, se u vzorku PF2 rozliSeni téméf o

jednotku snizilo, avSak u vzorku PF5 pfiblizn€ o jednotku zvysilo.

Thiazidova diuretika se na zékladni linii separovala pouze tii z péti. Z vysledkil vy-

plyva, ze zména aditiva zde zadny znacny narust retence nepodmiiuje.

Pozitivni vysledky jsou vidét u separace promethazinu, ktery v MF se zastoupe-
nim CO2 98% dosahl separace az na zakladni linii. NejbliZze tomuto rozdé€leni byla sepa-
race s modifikatorem MeOH a aditivem TEA. Lze tedy konstatovat, Ze TEA ma pozi-

tivni vliv na separaci promethazinu.
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5.2.2.4. Mobilni faze s TFA jako aditivem

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.15. Pouziti toho kyselého aditiva ma za nasle-
dek separaci pouze péti vzorkli ze skupiny BB v MF s obsahem CO; 80%. Dalsi dva
analyty z této skupiny se podafilo separovat az pti zvySeni obsahu CO; na 90% a u
vzorku BB4 bylo dosazeno rozliSeni 1,44. Porovname-li retence v této MF oproti pted-
chozi MF s TEA, je vidét, ze doslo k jejich dal§imu zvySeni. TFA tedy podporuje afini-
tu téchto analytt ke SF.

U skupiny profent pozorujeme ohledné retence jev opacny. VSechny profeny
maji v prostiedi s TFA nizsi retence v porovnani s bazickym TEA. To ukazuje na sku-
te€nost, Ze potlaceni disociace téchto kyselych analytl, vede k omezeni jejich interakce
s CSP. Nartst retence je spojen s nardstem rozliSeni, coz ukazuje na stereoselektivni
interakce. V diskutované MF se podafilo separovat celkem 4 vzorky, z ¢ehoz 2 v MF
s obsahem CO2 80%, jeden dalsi pfi jeho zvySeni na 90% a posledni pii dal§im zvySeni

na 95%.

Zmeéna aditiva méla pozitivni efekt na separaci promethazinu. Jiz pii méfeni
s MF obsahujici 80% CO: se podafilo separovat promethazin s vysokym rozliSenim

8,54. Je vsak patrné, Ze jeho retence je oproti MF s TEA vice neZ dvojnasobna.

Ve skupin¢ thiazidovych diuretik nedoslo k nartistu retence, ani k zasadnimu

zvySeni hodnot rozliSeni. Separace bylo docileno pouze u tfi z péti vzorkd.
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5.2.2.5. Mobilni faze s kombinaci IPA/TFA jako aditivy

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.16. Poslednim testovanym aditivem byla stejné
jako v ptedchozich piipadech MF s pfidavky IPA 1 TFA. Co se skupiny BB tyce, je
z vysledkill patrné, Ze tato volba piinasi nejlepsi vysledky. Jiz v prvnim poméru s 80%
CO; doslo k separaci vSech vzorkll ze skupiny, a to s extrémné vysokymi hodnotami
rozliSeni, se kterymi ovSem nepfichazi zadny masivni nartst retence. Separace tedy byly

rychlé a ucinné.

Pro separaci profend nepfinesla tato kombinovana aditiva zddné vyjimecné vysled-
ky. Tyto separace jsou velice podobné separacim s pouziti samotné TFA, a to jak reten-

ci, tak rozliSenim. Rozd¢lit se podatilo Ctyii z osmi vzorki.

Vysledky pro skupinu thiazidovych diuretik jsou opét velice podobné tém, které by-
ly ziskdny 1 pro pfedchozi aditivum. Separace na zdkladni linii byla Gsp&$nd pro tfi
z péti analyti. Ze skupiny fenothiazinli se nepodaftilo rozdélit zadny ze vzorkii. Analyza

promethazinu nebyla viibec uspokojiva, jelikoz vzorek se ve velké mife rozmyval.
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5.3. POROVNAN] VLIVU MODIFIKATORU MEOH A PROH NA SEPARACI

Vsechna pouzita aditiva byla testovana v kombinaci s dvéma modifikatory, a to
MeOH a PrOH. Lze tedy kromé& vlivu aditiv posuzovat také vliv téchto modifikatort.
Skupinou analytil, kterd reagovala nejvyraznéji na tyto zmény MF, byly BB. Naopak
nejmensi vykyvy v ziskanych hodnotach byly zjistény u skupiny thiazidovych diuretik.
Celkovy pocet analytl separovanych na zakladni linii v MF s obéma modifikatory je
ilustrovan na obr. 5.6. Z tohoto obrazku je patrné, ze bazicka aditiva (IPA, DEA, TEA)
pfindSeji lepsi vysledky v kombinaci s modifikdtorem MeOH. Tento modifikator ma
vétsi tendenci k odStépeni H' iontu, nez PrOH, coZz podporuje protonizaci bazickych
aditiv a jejich nasledné interakce ovlivitujici enantioseparaci. Naopak aditiva kyselé
povahy (TFA, IPA/TFA) maji kladny vliv na separaci enantiomerti za pfitomnos-

ti modifikatoru PrOH.

18 -
. ® Modifikator MeOH
E 16 - Modifikator PrOH
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T 14 -
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Obr. 5.6 Graf znazoriiujici poCty separovanych analyti v zavislosti na druhu pouzitého

modifikatoru v kombinaci s riznymi aditivy v SFC systému.
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5.3.1. VLIV ZMENY MODIFIKATORU NA ROZLISENI

Neni mozné fici, Ze jeden modifikator je lepsi pro celou skupinu analytl, nez
druhy. Odlisnosti se projevuji taktéz v ramci pouzitych aditiv. RozliSeni ziskand pro
skupiny BB v MF s rozdilnym modifikdtorem jsou znazornény v tabulce 5.17. Hned u
vzorkd BB1 a BB2 mizeme vidét, ze v MF s aditivem IPA se u BB1 rozliseni po zméné
modifikatoru na PrOH snizi, avSak u BB2 se zvysi. V MF s kombinaci aditiv IPA/TFA
doslo ke zvysSeni rozliSeni u vzorkiit BB1, ale i BB2. Modifikator PrOH poskytl nejlepsi
vysledky v kombinaci s aditivy TFA resp. IPA/TFA, kdy doslo k rozdéleni 17 analyt
na zakladni linii (viz obr. 5.6). Stejny pocet analyti se podafilo separovat i pii pouziti
modifikdtoru MeOH v kombinaci s aditivem IPA. Nejméné vhodné sloZzeni MF je kom-
binace modifikdtoru MeOH s aditivem TFA, kdy doslo k separaci na zakladni linii pou-
ze u 10 vzorkd (viz obr. 5.6). Zde je opét vidét negativni vliv MeOH na disociaci TFA,

a tudiz 1 nasledného déleni enantiomeru v této MF.

Tab. 5.17 Porovnani hodnot rozliSeni (R12) pro vSechny vzorky ze skupiny BB, v MF
s aditivy, které byly nasledn¢€ vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi pro tyto separace. VSech-
ny uvedené hodnoty Ri> jsou z MF o slozeni CO/modifikator/aditivum 80/20/0,1
(v/v/v). Separace probihaly v SFC systému, pratok MF byl 2,5 ml/min a teplota kolony
35°C.

IPA TFA IPA/TFA
MeOH PrOH MeOH PrOH MeOH PrOH
Rip Ri2 Rip Ri» Rip Ri»

propranolol (BB1) 6,01 4,30 1,83 1,16 4,81 14,00
oxprenolol (BB2) 4,58 8,82 1,64 1,77 2,60 16,30
metoprolol (BB3) 5,63 7,93 2,67 1,90 3,86 17,30
metipranolol (BB4) 0,52 1,28 - - 0,79 1,98
acebutolol (BBY) 0,79 1,37 - - 0,72 2,64
pindolol (BB6) 16,70 10,31 3,98 3,77 12,00 22,67
bopindolol (BB7) 3,54 14,32 2,55 6,23 1,20 22,22
atenolol (BB8) 6,54 6,55 1,38 2,66 4,55 13,29
alprenolol (BB9) 1,63 4,19 0,08 1,11 1,08 7,72
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5.3.2. VLIV ZMENY MODIFIKATORU NA RETENCI

Vedle zmény rozliSeni pozorujeme u nékterych analytt také vétsi ¢i mensi zmé-
ny retencnich Casti. ZvysSeni retence s sebou Casto piinasi i zlepSeni rozliSeni, neni to
vSak pravidlem. Napt. u vzorku BBl v MF CO2/MeOH/TFA o zastoupeni 80/20/0,1
(v/v/v) je retence nizsi, ale rozliSeni je vyss$i nez na zékladni linii. Oproti tomu v MF
CO2/PrOH/TFA o zastoupeni 80/20/0,1 (v/v/v) je retence piiblizné¢ dvojnasobna, avSak
rozliSeni nedosahlo na zakladni linii. Rozdily mezi retencemi s riznymi modifikéatory
jsou uvedeny na piikladu carprofenu (PF5) na obr. 5.7. Z obrazku je patrné, ze retence
carprofenu jsou znaéné zvysené v MF, kde je pfitomen modifikator PrOH a bazické
aditivum. Pro aditiva TFA a IPA/TFA jsou hodnoty retenci carprofenu podobné u obou
modifikatort. Tento trend se vyskytl i u fady dalSich analytl. Zména modifikatoru mize
byt parametrem vedoucim k rozdilu mezi ispé$nou a netispésnou separaci. Jako ptiklad
lze uvést vzorek ze skupiny thiazidovych diuretik chlorthalidon (TD3). Pfi méteni
v mobilni fazi CO2/MeOH/DEA o zastoupeni 80/20/0,1 (v/v/v) byla jeho retence 1,81
min a rozliSeni 2,93. AvSak v MF s modifikatorem PrOH byla retence 4,41 min ale roz-
liSeni pouze 0,94. Piehled reten¢nich faktord pro skupinu profenti porovnavajici vysled-

ky pro oba modifikatory je uveden v tab. 5.18.
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B Modifikator MeOH
Modifikator PrOH

vSemi testovanymi aditivy. Separace probihaly v SFC systému, slozeni MF bylo

CO»/modifikator/aditivam 80/20/0,1 (v/v/v), teplota kolony 35 °C a prutok MF 2,5

ml/min.

Tab. 5.18 Porovnani hodnot retencnich faktorii (k;) pro vSechny vzorky ze skupiny pro-
fent, v MF s aditivy, které byly nasledné vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi pro tyto sepa-
race. Separace probihaly v SFC systému, slozeni MF bylo CO>/modifikéator/aditivum

4 -
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O I T T T T
IPA DEA TEA TFA

Obr. 5.7 Porovnani hodnot retencnich faktora (ki) u vzorku carprofenu (PF5), v MF se

80/20/0,1 (v/v/v), teplota kolony 35°C a pritok MF 2,5 ml/min.

ibuprofen (PF1)

indoprofen (PF2)
flurbiprofen (PF3)
tiaprofenova kyselina (PF4)
carprofen (PF5)

suprofen (PF6)

ketoprofen (PF7)
fenoprofen (PF8)

IPA/TFA
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TFA IPA/TFA
MeOH PrOH MeOH PrOH MeOH PrOH
k] k] k] k] kl k]
0,33 0,42 0,33 0,34 0,44 0,25
2,79 6,64 3,21 5,38 3,62 5,34
0,75 1,06 0,81 0,78 0,98 0,78
1,04 2,82 1,27 1,50 1,49 1,47
4.44 6,91 5,41 5,47 5,95 5,22
1,27 2,33 1,39 1,69 1,64 1,66
0,75 1,36 0,81 0,97 0,98 0,97
0,68 0,97 0,72 0,81 0,90 0,78



5.4. POROVNANI SEPARACNICH SYSTEMU HPLC A SFC

Je zfejmé, ze neni mozné jednoznacné fici, ktery separacni systém je ,,lepsi“. Vzdy

zalezi na tom, jaké analyty chceme separovat a jestli je chceme napf. 1 kvantifikovat.

Ani v ramci této diplomové prace nemiizeme objektivné zhodnotit, ktery systém je
nejlepsi pro zvolené analyty, jelikoz podminky separaci nebyly shodné. Rozdily byly
napt. v prutoku MF, coz vSak predstavuje zanedbatelny efekt. Pfesto se vSak pokusim o
urcité srovnani.

L4

Nejobecnéjsi informaci, kterd se da porovnat, a kterd je vlastn¢ zdmérem kazdé
separace, je pocet rozdélenych analytli. Pocty separovanych analyt v zavislosti na vyu-
Zitém separa¢nim systému a rozdéleni dle jednotlivych aditiv jsou zndzornény na obr.
5.8. Z toho obrazku je patrné, Ze v SFC systému se podafilo separovat 17 analytli na
zakladni linii, zatimco v HPLC systému pouze 14. Nejvhodnéj$im aditivem pro separa-
ce v HPLC systému je kombinace IPA/TFA, coz je analogické SFC systému. Na tomto
misté je tfeba podotknout, ze separacim v SFC systému byla vénovana vétsi  pozor-

nost- provedeno vice méteni.
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Obr. 5.8 Znazornéni poctu separovanych analytli v jednotlivych separacnich systémech

s dal§im rozdélenim dle pouzitych aditiv. V SFC jsou zahrnuty oba modifikatory.

DalSim z dileZzitych parametrtl, ktery by byl zajisté bran v potaz pii vybéru sepa-
ra¢ni metody, je délka analyzy (retencni Cas). Je zfejmé, ze ¢im kratsi je retencni Cas,
tim metoda ziskava vétsi potencial k dalSimu vyuziti v praxi. V tabulce 5.19 jsou shrnu-
ty retencni faktory a hodnoty rozliSeni vSech analyti v MF s aditivy IPA/TFA.
Z tabulky lze usuzovat, Ze v SFC systému za pouziti PrOH jako modifikatoru mé vétsi-
na analytl nejdelsi retence. Vysoké retence jsou také spojeny s vys$s§imi hodnotami roz-
liSeni, a tudiz vysokym poctem analyti separovanych na zakladni linii. V HPLC systé-
mu dochézi ke zvyseni hodnot rozliSeni pti zvySeni zastoupeni nepolarniho HEX v MF,
ale také k znacnému prodlouZeni retenci. Pro dosazeni vysSich hodnot rozliSeni

v kratS§im reten¢nim cCase je tedy vhodnéjsi SFC metoda.
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Tab. 5.19 Porovnani hodnot reten¢nich faktort (k;) a hodnot rozliSeni (R, ) pro vSechny

vzorky.
HPLC SFC SFC
analyty HEX/PrOH/IPA/TFA  CO»/MeOH/IPA/TFA  CO,/PrOH/IPA/TFA
80/20/0,1 (v/v/v) 80/20/0,1 (v/v/v) 80/20/0,1 (v/v/v)
ki Rip ki Ri2 ki Ri2

ibuprofen (PF1) - 0,44 0,25

indoprofen (PF2) 1,42 1,84 3,62 1,98 5,34 4,86
flurbiprofen (PF3) 0,09 0,98 0,78
tiaprofenova kyselina (PF4) 0,36 1,49 1,47 1,21
carprofen (PF5) 0,57 1,06 5,95 1,44 5,22 3,62
suprofen (PF6) 0,45 1,64 0,69 1,66 1,19
ketoprofen (PF7) 0,22 0,98 0,97

fenoprofen (PF8) 0,10 0,90 0,78
propranolol (BB1) 0,67 8,55 1,55 481 2,13 14,00
oxprenolol (BB2) 0,45 10,66 0,61 2,60 0,97 16,30
metoprolol (BB3) 0,36 9,63 0,56 3,86 0,81 17,30
metipranolol (BB4) 0,28 0,47 0,42 0,79 0,66 1,98
acebutolol (BBS5) 2,01 1,39 1,15 0,72 4,56 2,64
pindolol (BB6) 2,90 19,56 2,94 12,00 6,13 22,67
bopindolol (BB7) 3,94 19,67 2,61 1,20 7,97 22,22
atenolol (BBS) 3,48 1,79 2,14 4,55 6,69 13,29
alprenolol (BB9) 0,18 3,78 0,43 1,08 0,63 7,72
thioridazin (PH1) 1,07 2,76 5,53 0,92
promethazin (PH3) 0,81 1,31 2,72

butizid (TD1) 2,55 3,90 3,57 4.48 9,13 8,22
mefrusid (TD2) 2,39 2,39 3,50
chlorthalidon (TD3) 4,48 0,38 5,72 1,81 12,53 1,02
trichlormethiazid (TD4) 4,73 1,24 6,67 1,49 15,06 3,17
bendroflumethiazid (TD5) 3,46 1,85 4,72 0,76 9,44 2,62
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6. ZAVER

Pro enantioselektivni separace vybranych ¢tyt skupin analyt byly testovany dva
separacni systémy. Prvni zvolenou metodou byl syst¢émem HPLC, ve kterém byla pro-
vedena sada méfeni za konstantnich podminek (teplota, pritok MF) pouze
s proménlivym slozenim MF. Druhou pouZzitou metodou byl systém SFC. Zde byly také
zachovany konstantni podminky (teplota, priitok MF) pro vSechna méieni, pouze sloze-
ni MF se ménilo. VSechny separace byly provadény na totozné stacionarni fazi, kterou

byla SF na bazi celulosy derivatizované tris(3,5-dimethylfenylkarbamatem).

V systému SFC dochazi se zvySovanim obsahu CO; v MF k vyraznému prodlu-
zovani retenci. Stejny jev je vidét také na vysledcich poskytnutych HPLC systémem pfi
zvySovani obsahu nepolarni slozky MF, tj. hexanu. VétSinou je prodluzovani retenci

spojeno také se zvySujicimi hodnotami rozliSeni. Neni to vSak pravidlem.

Pro vSechny MF v obou separacnich systémech bylo testovano celkem pét adi-
tiv. Podle poctu analytt, které se podafilo separovat na zakladni linii, se pro HPLC sys-
tém jevi jako nejvhodnéjsi aditivum kombinace IPA/TFA. Pro systém SFC
s modifikdtorem MeOH bylo nejvhodnégjsi aditivum IPA, avSak s modifikatorem PrOH
se nejvice analytll podafilo separovat s pouzitim aditiv TFA a kombinace IPA/TFA.

Piidavky DEA a TEA nemély na déleni enantiomert pfili§ pozitivni vliv.

Zaveérem lze konstatovat, Ze v HPLC systému se podatilo separovat 14 z 24 ana-
lyth, zatim co v SFC systému o tfi analyty vice. Vyhodou SFC systému jsou krat$i re-
tence pro vétSinu analytl, dosaZeni separaci na zakladni linii u vice analytll, a také radi-

kaln¢€ nizsi spotieba rozpoustédel potrebnych jako slozky MF.
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