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ABSTRAKT

V této préci byly hledany podminky pro chromatografickou separaci eneantiomert
nékolika latek, které byly pfipraveny na katedre farmaceutické chemie a farmaceutické
analyzy Farmaceutické fakulty UK v Hradci Krdlové. Cilem prace bylo ovéfit
enantiomerickou Cistotu téchto latek a potvrdit tak stereoselektivitu pouzitych

syntetickych postupu.

Méreni na koloné Chiralcel®OD-R 250x4,6 mm; 10 um, probihalo v reverznim
modu. Vychozi slozeni mobilni faze bylo nastaveno na 25% roztoku chloristanu
sodného (1 mol/l) a 75% MeOH. Vychozi slozeni mobilni faze bylo vyhovujici pro
vétsinu latek. U nékolika latek vSak bylo potfeba zvysit polaritu mobilni faze ke zlepSeni

retence latek.

Ziskané chromatogramy jednotlivych enantiomer(i prokazuji enantiomerickou
Cistotu analyzovanych latek, jelikoZz se na téchto chromatogramech nenachazeji piky
jejich druhych enantiomerd. To znamen3, Ze syntetické postupy katedry farmaceutické

chemie a farmaceutické analyzy jsou stereoselektivni.

Klicova slova: Chiralita, HPLC, enantiomer, rozliSeni



ABSTRACT

Suitable conditions for a chromatographic separation of several substances-
enantiomers, prepared on the Department of Pharmaceutical Chemistry and
Pharmaceutical Analysis, Faculty of Pharmacy, Charles University in Hradec Kralové,
were sought. The aim of this thesis was to verify the enantiomeric purity of the

substances and this way to confirm stereoselectivity of the synthetic procedures used.

The measurement on a Chiralcel®OD-R 250x4.6 mm column; 10 um, was
performed in reverse mode. The initial composition of the mobile phase was 25% of
sodium perchlorate solution (1 mol / L) and 75% of MeOH. The initial composition of
the mobile phase was satisfactory for most substances. However, for several ones it
was necessary to increase the polarity of the mobile phase in order, to improve the

retention of substances.

From the obtained chromatograms of individual enantiomers, we can prove the
enantiomeric purity of the analyzed substances, because there are no peaks of the
other enantiomers on these chromatograms. This means that the synthetic procedures
used by the Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis are

stereoselective.

Key words: chirality, HPLC, enantiomer, resolution



1. UVOD

JelikoZ se dnes ve vSech oblastech lidského zkoumani setkdvame se stale vétSim
mnoiZstvim bioorganickych molekul a IéCiv, které jsou chiralni, jsou chirdIni separace
velmi duleZitou a nedilnou soucasti HPLC analyz. Ve farmaceutickém primyslu je
kladen velky diraz na syntézu enantiomericky Cistych léciv. Proto se neustdle vymysli

nové, lepsi stereoselektivni separacni postupy.

Pro chirdlni separace je nejpouzivanéjsi pfima separace, za poutziti chiralnich
stacionarnich kolon. Existuje hned nékolik druh( téchto kolon, a to proteinové,
polysacharidové, Pirklovy, cyklodextrinové, makrocyklickd antibiotika, crown-ethery,
cyklofruktany, iontové vyménné a chirdini ligandovd vyména. Tyto kolony jsou
kompatibilni s rdznymi separa¢nimi systémy s normalnim, reverznim i polarné
organickym maddem.

V této bakaldrské praci bych se rada zaméfila na HPLC metodu, chiralitu a na
podrobnéjsi popis nékolika vybranych kolon. V experimentalni ¢asti se budu soustredit
na nalezeni optimalnich podminek latek pro separaci a na ovéreni, zdali jsou latky
pripravené na katedie farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy, enantiomericky

Cisté.



2. ZADANI - CiL PRACE

Cilem této bakalafské prace s nazvem Chirdlni HPLC separace je seznamit Ctenare
stru¢né s HPLC metodou, chiralitou a chiralnimi separacemi, zejména s chiralnimi
stacionarnimi kolonami. Pro podrobné;si popis téchto kolon jsem si zvolila proteinové,
polysacharidové, Pirklovy, cyklodextrinové, makrocyklickd antibiotika a chirdlni

ligandovou vyménu.

V experimentalni ¢asti jsem pouzivala kolonu Chiralcel®OD-R 250x4,6 mm; 10 um.
Na této koloné jsem méla separovat enantiomery, které byly pfipraveny na katedre
farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy. Hlavnim Gcelem této separace bylo
prokdzat enantiomerickou Ccistotu pripravenych latek, a tedy stereoselektivitu

pouzitych syntetickych postupu.



3. TEORETICKA CAST

3.1 HPLC

Chromatografické metody radime mezi metody separaéni, jejich principem je
rozdilna distribuce délenych latek ve smési mezi dvé rlizné nemisitelné faze, mezi fazi
mobilni neboli pohyblivou a fazi stacionarni neboli nepohyblivou. V pfipadé kapalinové
chromatografie je mobilni fazi pravé kapalina. Stacionarni fazi mize byt latka tuha

nebo kapalna, kterd je umisténa na tuhém nosici. (Novakova et al., 2013)

3.1.1 Chromatografické systémy

V chromatografii se vyuzivd nékolik separacnich systému: systém s normalnimi
fazemi, sreverznimi fazemi, iontové vyménnd chromatografie, chirdlni separace,

gelova chromatografie a hydrofobné interakéni chromatografie. (Wellings, 2006)

3.1.1.1 Chromatograficky systém s normadlnimi fazemi

Chromatograficky systém s normalnimi fazemi je klasicky separaéni mod zaloZzen na
distribuci analytu mezi polarni stacionarni fazi a nepolarni mobilni fazi. Tyto stacionarni
faze mohou byt tvofeny nemodifikovanym silikagelem nebo oxidem hlinitym. (Dong,
2006) To, jak se budou latky eluovat, je ovlivnéno polaritou analytu a mnozstvim
polarniho rozpoustédla v mobilni fazi. Cim bude latka polarn&j$i a mnoZstvi polarniho
rozpoustédla v mobilni fazi mensi, tim se bude retence latek na koloné zvySovat.
Mobilni faze se tedy vybira podle eluotropické fady rozpoustédel. Nejéastéji jsou
voleny binarni smési s odliSnou polaritou. VyuzZiti separace v systému s normalnimi

fazemi v soucasné dobé vsak ustupuje. (Novakova et al., 2013)

3.1.1.2 Chromatograficky systém s reverznimi fazemi

Separace v systému sreverznimi fazemi je zaloZena na distribuci analytu mezi
polarni mobilni fazi a nepolarni stacionarni fazi, ktera je tvorena modifikovanymi
silikagely (nejcastéji silikagely, na které jsou navdzany napf. C18). Vtomto systému

budou jako prvni eluovany analyty polarni, a naopak nepolarni analyty budou



zadrZzovany na koloné. Elu¢ni poradi je tedy odlisné, nez jak tomu bylo u normdlnich
fazi. Jako mobilni faze se nejc¢astéji vyuziva smés methanolu nebo acetonitrilu s vodou
nebo vhodnym pufrem. Systém s reverznimi fazemi je nejvice pouzivany méd pro

HPLC, vyuZiva se pro vic jak 70 % HPLC analyz. (Dong, 2006)

3.1.1.3 Polarné organicky mod

Polarné organicky mod je systém, ve kterém mobilni fazi tvofi smés organickych
rozpoustédel jako je acetonitril nebo methanol s organickymi kyselinami nebo bazemi.
Organickymi kyselinami, které se zde vyuZzivaji, mohou byt kyselina octova, mravenci
nebo trifluoroctova a jako baze se vyuziva trimethylamin, diethylamin a ethylendiamin.
Vyhodou u polarné organického mdédu je snadné spojeni s MS detekci a nevyhodou je

omezené ovlivnéni ionizace poldrnich latek. (Novakova et al., 2013)

3.1.2 Instrumentace v HPLC

HPLC pfistroj se sklada z nékolika ¢asti ze zasobniku mobilni faze, odplyriovace,
sméSovacde, vysokotlakého cerpadla, davkovace vzorku, chromatografické kolony,

detektoru s pratokovou celou a cely systém je fizen pocitacem. (Novakova et al., 2013)

Zasobnik mobilni faze slouzi k uchovani a transportu mobilni faze. Nejéastéji je
tvofen prahlednymi, sklenénymi nddobami. Obsahuje také specidlni filtry, které

odstranuji ¢astice necistot. (Arora et al., 2014)

Odplynéni mobilni faze se provadi, aby pfi zméné tlaku na vystupu z kolony nebo i
v koloné nedochdzelo k uvolfiovani bublinek rozpusténych plynd. (Novdkova et al.,

2013)

Vysokotlaka Cerpadla zajistuji konstantni pritok mobilni faze kolonou. (Arora et al.,

2014)

Davkovac vzorku davkuje vzorek na kolonu pod vysokym tlakem. Dnes se vyuziva
autosampler, ktery automaticky nastfikne poZadované mnoistvi vzorku z vialek na

kolonu. (Dong, 2006)

Chromatografické kolony jsou kovové trubice vyplnéné stacionarni fazi. Jejich

vnitini pramér byva 2,1-5 mm a délka 10 az 300 mm. Velikost castic, kterymi jsou
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kolony vyplnény, je cca 2-5 um. Kolony se nachdzi vtermostatovaném prostoru.

(Novakova et al., 2013)

Detekéni systémy méfi koncentraci eluovanych analytl tak, Ze monitoruji nékterou
z jejich vlastnosti, jako je tfeba absorbance nebo fluorescence. Detektor mize byt
universalni nebo specificky. Nejéastéji se pouzivd UV-VIS detektor, ¢asto ve spojeni
s diodovym polem, nebo hmotnostni spektrometr. Existuje velké mnoiZstvi dalSich

detektord, napfiklad fluorescencni, CAD, ELSD, atd. (Dong, 2006)

Moderni HPLC systémy jsou ovladany pocitaci, které mohou korigovat parametry,
jako je sloZzeni mobilni faze, teplota, pritok a mnoZstvi vzorku, které je nastfiknuto na

kolonu, a provadét sbér a vyhodnocovani chromatografickych dat. (Arora et al., 2014)

3.2 Chiralni separace

3.2.1 Chiralita

Chiralni molekula je definovana jako molekula, u které se neprekryvaji jeji
zrcadlové obrazy. Tato molekula miZe mit jedno nebo vice chirdlnich center, coZ jsou
typicky uhliky (chirdlni maze byt dusik, sira a fosfor). Tyto stereogenni atomy uhliku na

sobé maji navazané ¢tyri rizné substituenty. (Snyder et al., 1997)

Stereoisomery jsou molekuly, které maji atomy navazané ve stejné konstituci, ale
maji jiné usporadani atom( v prostoru. Mlizeme je rozdélit do dvou skupin na

enantiomery a diastereomery. (Solomons et al., 2011)
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Obr. 1: Zobrazeni riznych stereoisomert
Zdroj: Novakova, Dousa (2013), prevzato

Dva zrcadlové obrazy jedné chiralni molekuly se nazyvaji enantiomery (Obr.1).
Enantiomery maji stejné fyzikdlni a chemické vlastnosti a staceji rovinu polarizovaného
svétla. KdyZz jeden zenantiomer(i staci rovinu polarizovaného svétla ve sméru
hodinovych rucicek, je oznaCovdn jako (+) a kdyZz ji staci proti sméru hodinovych
rucicek, je oznacovan jako (-). (Novakova et al., 2013) Tradi¢né je (+) isomerim
pfitazovana dextro (d) konfigurace a (-) isomerim levo (l) konfigurace. Toto vsak
neplati ve vSech ptipadech a je nutné takto oznacovat jen slouéeniny, u nichz byla

skutecnd rotace experimentdlné zmérena. (Beesley et al., 1998)

Diastereomery jsou stereoisomery, jejichz molekuly nejsou svymi zrcadlovymi
obrazy (Obr.1). Obsahuji vice nez jedno chiralni centrum. Diastereomery maji razné
chemické vlastnosti, a proto je mozné, je separovat konvencénimi separacnimi
technikami. (Solomons et al.,, 2011) Mezi enantioseparacni techniky mizeme zaradit

krystalizaci, chromatografii, kapilarni elektroforézu a biosensory. (Beesley et al., 1998)
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3.2.2 Chiralni chromatografie

V chiralni separaci rozliSujeme separaci pfimou a nepfimou. Nepfima separace je
zaloZzena na reakci mezi parem enantiomerl a enantiometricky Cistym chirdlnim
derivatizacnim Cinidlem. Touto reakci vznikaji diastereomery. Ty je mozné odseparovat
pomoci klasického achiralniho HPLC systému za pouziti normalni nebo reverzni faze.
Chiralni derivatizace je dnes zcela vytlacovana jinymi technikami. (Snyder et al., 1997)
Hlavnimi nevyhodami je to, Ze nesmi dojit k racemizaci, experimentalni naro¢nost a
Cistota chirdiniho derivatiza¢niho cinidla (> 99 %). Naopak vyhodami mohou byt
moznost pouziti konvenénich chromatografickych kolon, dobra selektivita

diastereomer(l a snadnd zména eluéniho poradi enantiomer(. (Novakova et al., 2013)

U pfimé separace se chirdini selektor pfidava do mobilni faze nebo je navazan na
stacionarni fazi. Dochdazi ke vzniku docasnych diastereomernich komplex(, afinita
téchto latek k selektoru udava jejich dobu eluce a tim i rozdilnost retencnich casu.
(Snyder et al., 1997) Vyhodami muizZe byt snadné provedeni na chiralnich stacionarnich
fazich, snadna kvantifikace a izolace enantiomeru, rychlost provedeni a také to, Ze zde
neni nutna derivatizace. Nevyhodou je vysoka cena chirdlnich kolon. (Novakova et al.,
2013) Pridavani chirdlnich selektori do mobilni faze se prakticky nevyuziva kvdali
nutnosti kontinualniho dodavani drahych chiralnich aditiv mobilni faze, detekénich

potizi a velmi ¢asté pritomnosti Spatné tvarovanych pikQ. (Snyder et al., 1997)

3.2.3 Mechanismy chiralni separace

Mechanismus chirdlni separace neni zcela objasnén. Predpoklada se, Ze mezi
analytem a chiralni stacionarni fazi plsobi hned nékolik interakci. Tyto interakce
vytvari kratkodobé diastereomerni komplexy a jsou to napfiklad H-mistky, m-Tt
interakce, dipdl-dipdl interakce a disperzni interakce. K separaci dvou enantiomert je

zapotrebi alespon tfibodova interakce mezi analytem a CSP. (Novdkova et al., 2013)

3.3 Chiralni stacionarni kolony

RozliSujeme nékolik typl CSP. Pro kapalinovou chromatografii je vsak délime

zpravidla do Sesti skupin.
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Tabulka ¢.1 Rozdéleni chirdlnich stacionarnich fazi

Typ CSP

Interakce mezi
analytem a CSP

Typ analytu

LC usporadani

Proteinové

Hydrofobni a
elektrostatické
interakce

lonizovatelna skupina
(amin nebo kyselina);
zadouci pfitomnost
aromatického kruhu,
poldrni a aromatické
skupiny

Jen reverzni méd

Polysacharidové

Inkluzni komplexy,
atraktivni interakce

Schopnost interakce
prostfednictvim H-mUstka,
stericky objemna skupina
blizko chirdIniho centra
pomaha

Reverzni i normalni
maod

Pirklovy

H-mustky, m-mt
interakce, dipdl-dipdl
interakce

Schopnost interakce
pomoci H-mustkl a it
elektront, zadouci je
aromaticka skupina

Vétsinou normalni
maod; reverzni
vétSinou s mensi
rezoluci

Cyklodextriny

Inkluzni komplexy, H-
mustky

Polarni a aromatické
skupiny

Reverzni, normalni
a polarné organicky
mad

Makrocyklicka

H-mustky, m-mt
interakce, dipdl-dipdl

Schopnost interakce
pomoci H-mustk( a t
elektronu, dipdélové vazby,

Reverzni a normalni

antibiotika interakce, sterické stericky objemna skupina maéd
efekty, hydrofobni v blizkosti chiralniho centra
pomaha

Chiralni Sy .

. Y Koordinacni komplexy o-Amino a a-hydroxy .
ligandové . . Reverzni mod

A s kovy aminokyseliny

vymeénné

Zdroj: Snyder et al, 1997 (pfevzato)

3.3.1 Proteinové CSP

Proteinové CSP byly vyvinuty jako prvni a jsou tvofeny pfirodnimi proteiny, které

jsou navazané na matrici tvorenou oxidem kifemicitym. (Beesley et al., 1998) Prikladem

pfirodnich proteinli mohou byt hovézi a lidsky sérovy albumin, a; kysely glykoprotein,

ovomukoid a pepsin. (Snyder et al.,, 1997) V téchto proteinech se vyskytuje velké

mnozstvi chiralnich center jedné konfigurace a je znama jejich silna interakce s malymi

analyty vykazujicimi silnou chirdlni selektivitu. (Beesley et al., 1998) Rlzné proteiny
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vykazuji riznou selektivitu pro Siroké spektrum latek odlisného slozeni. (Snyder et al.,

1997)

Mechanismus interakce mezi proteiny a racematy v komplexu neni zcela objasnén.
Proteiny vytvari trojdimenziondlni strukturu. Hlavnimi interakcemi, které se zde
uplatiuji, jsou hydrofobni interakce, elektrostatické interakce a H-mustky. (Gubitz et

al., 2004)

Vyhodou téchto kolon je jejich kompatibilita s vodnymi pufrovanymi mobilnimi
fazemi. (Snyder et al., 1997) Nevyhodou je v3ak jejich mensi vazebnd kapacita na rozdil
od ostatnich CSP, proteiny pouzivané v CSP maji vyznamna omezeni. Témi muze byt
jejich nizka ucinnost a denaturace protein(, kterou zpUlsobuje vy$si nebo nizsi hodnota
pH, neZ je hodnota optimalni, zména iontové sily a organického slozeni mobilni faze.
(Tang et al., 2012) Proto se jen velmi omezené pouzivaji v preparativni chromatografii.

(Snyder et al., 1997)

3.3.2 Polysacharidové CSP

Skoro vsechny v pfirodé se vyskytujici polysacharidy jsou chiralni a opticky aktivni,
a to diky své asymetrické struktufe. Pro kapalinovou chromatografii byly vyzkouseny
polysacharidové polymery, jako je naptiklad celuléza, amyldza, chitosan, xylan, dextran
a inulin. Ztéchto vSech poskytly nejlepsi vysledky celuléza a amyléza (Obr.2).
(Subramanian, 2007) Celuléza a amyldéza ve svém zakladnim stavu nejsou pfilis
dobrymi chiralnimi selektory. ZlepSeni chromatografie a enantioselektivity téchto
chirdlnich selektorll, muze byt docileno derivatizaci jejich hydroxylovych skupin.

(Meyers, 2006) Po derivatizaci se vazou na silikagelovou matrici. (Subramanian, 2007)
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Obr. 2: Rozdil stavby celulézy a amyldzy

Zdroj: Kobayashi, H., et al (2011). Synthesis of sugar alcohols by hydrolytic

hydrogenation of cellulose over supported metal catalysts. Green Chem.

Hned nékolik faktorl hraje dullezitou roli v mechanismu retence, napfiklad
primérna molekulovd hmotnost a molekulova hmotnost distribuce polymert, zp(sob,
jakym byl polysacharid zakotven na nosi¢ a charakter samotného nosice. (Snyder et al.,
1997) Chiralni rozpoznavaci schopnost CSP je ovlivnéna nejen chemickou strukturou
polysacharidovych derivati, ale také supramolekuldrni strukturou polymeru.
(Subramanian, 2007) Interakce muze byt zprostfedkovana prostfednictvim H-mastkd,
m—Tt interakcemi a stericky objemnou skupinou, kterd v blizkosti chirdlniho centra

pomaha. (Meyers, 2006; Snyder et al., 1997)

Pro polysacharidové CSP se béiné pouzivd mdd s normalnimi fazemi. Existuji ale
rizné typy, pro které lze pouZit i reverzni faze. (Meyers, 2006) Jako mobilni faze se
vyuziva smés heptanu s alkoholem a k prevenci chvostujiciho piku se mlze pridat malé
mnoZstvi organické kyseliny nebo zasady. (Beesley et al., 1998) Celulézové a amyldzové
kolony maji dobrou kapacitu a jsou ¢asto pouzivany pro preparativni separaci. (Meyers,

2006)
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3.3.3 Donor-akceptorové (Pirklovy) CSP

Pirklovy CSP byly poprvé vyvinuty koncem sedmdesatych let, pozdéji bylo
vytvoreno hned nékolik dalSich typd. Zndme je jako Pirklovy, karta¢ové a donor-
akceptorové CSP. Tato tfida CSP vyuziva neutralni syntetické chiralni nizkomolekuldrni
selektory. (Lammerhofer et al.,, 2010) S kartacovym typem distribuce chiralnich
molekul na povrch inertni matrice jsou snadno prfistupné pro analyty (Obr.3). (Tang et
al., 2012) Jako podklad pro tvorbu téchto kolon se pouZiva teorie reciprocity. Ta je
zaloZena na myslence, Ze pokud je CSP Y schopna separovat enantiomery latky X, tak je
latka X schopna fungovat jako CSP a separovat enantiomery latky Y. (Snyder et al.,

1997)

Whelk-O 1

8i0; NO,

NO,

Obr. 3 Priklad stavby chirdlniho selektoru

Zdroj: https://www.bgb-info.com/home.php?cat=28757

Je zndmo, Ze donor-akceptorové CSP oddéluji dva enantiomery racemickych
sloucenin prostfednictvim minimalné tfi simultannich interakci mezi CSP a racemickym
solutem, pricemz alespon jedna interakce je stereochemicky zavisla. Interakce mezi
CSP a solutem mohou byt bud pfitazlivé, nebo odpudivé povahy, véetné jakékoli z
molekuldrnich interakci, jako je interakce m-m donor-akceptor, H-mastky, dipdlové
interakce a stericka odpuzovéni. (Hyun et al. 2003) Tyto vzajemna pusobeni pfispivaji k
celkové stabilité diastereomernich komplexd vytvorenych mezi jednotlivym
enantiomerem a chirdlnim selektorem na stacionarni fazi. (Meyers, 2006) Zejména

nezbytnd je m-mt donor-akceptor interakce pro chirdlni rozpoznavani na Pirklové CSP.
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Pro Gcinnou interakci donor akceptor(i s racemickymi soluty byly tyto CSP navrzeny
tak, aby obsahovaly n-kyselé a / nebo m-bazické aromatické skupiny. Podobné
racemické soluty, které jsou rozdélovany na Pirklovych kolnach, by mély obsahovat -
kyselé a / nebo m-bazické aromatické skupiny nebo by mély byt derivatizovany
derivatizacnimi Cinidly obsahujicimi rt-kyselé nebo m-bazické aromatické skupiny. (Hyun

et al. 2003)

Pirklovy CSP nej¢astéji operuji v modu s normalnimi fazemi, ale mohou byt pouzity i
v reverznich fazich. Velkou vyhodou je dostupnost kolon v obou enantiomernich
formdach s opacnou konfiguraci, zobrazujicich opac¢né eluc¢ni poradi. Diky tomuto je
mozné je pouzit pro analytickou i preparativni separaci. (Snyder et al., 1997) Vétsina z
téchto CSP poskytuje dobrou enantioselektivitu pro separaci aminokyselin,

aminoalkoholl, amin( a jinych kyselych racematd. (Tang et al., 2012)

3.3.4 Cyklodextrinové CSP

CD CSP maji dlouhou historii. Jejich vyvoj se datuje jiz do sedmdesatych let
minulého stoleti a CD CSP vytvorené Armstrongovou skupinou byly prvni komeréné
dostupné CSP vhodné pro reverzni faze. (Tang et al., 2012) CD jsou cyklické oligomery
ziskané degradaci Skrobu enzymem cyklodextrinova transglykosylaza. CD tvofi skupinu
cyklickych oligosacharidd. Skladaji se ze Sesti nebo vice D-glukopyranosidovych
jednotek spojenych v a (1-4). Nazyvaji se také cykloamylosy. Typické nativni CD
obsahuji Sest, sedm nebo osm glukdézovych jednotek a jsou oznaceny a-, B-, a y-
cyklodextriny (Obr 4). Jsou to duté molekuly ve tvaru komolého kuzelu vytvoreného
z nékolika glukdzovych jednotek, které jsou kovalentné spojené atomy kysliku a
udrzované ve tvaru skrz vodikové vazby mezi sekundarnimi hydroxylovymi skupinami
na sousednich jednotkach na SirSim okraji dutiny. CD jsou ve skute¢nosti kruhovymi
molekulami a maji prstencovy nebo kuzZelovy tvar (Obr 4). Valcovity tvar nemaji kvdli
nedostatku volné rotace v Urovni vazeb mezi glukopyranézovymi jednotkami. (Crini et
al., 2018) Okraj kavity je lemovan polarnimi, sekundarnimi hydroxylovymi skupinami,
ale kavita sama o sobé je hydrofobni. Hydrofobni ¢ast molekuly analytu preferuje
nepolarni vnitfek kavity, zatimco polarni funkéni skupina se muZe pres H-mustky

navazat na poldrni ¢ast kavity. (Snyder et al., 1997)
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Obr. 4 Schématické zobrazeni zakladni chemické struktury (a), tfidimenzionalni
struktury cyklodextrinl (b) a chemické a dimenzionalni struktury o-, B-, a y-

cyklodextrint (c)
Zdroj: Crini, G., et al (2018). Fundamentals and Applications of Cyclodextrins.

Mechanismus chiralniho rozpoznavani je zaloZen nejen na interakcich analytd s
hydrofilnim povrchem CD, ale také na zaclenéni objemné hydrofobni skupiny analytu,
nejlépe aromatické skupiny, do hydrofobni dutiny CD. Vodikova vazba a dipél-dipdl
interakce s hydroxylovymi skupinami v polohach C-2 a C-3 v Usti dutiny také pfispiva k
chiralnimu rozpoznani. Enantioseparacéni schopnosti CD mohou byt zvySeny derivatizaci
jejich hydroxylovych skupin. (Tang et al., 2012) Ur¢ité strukturdlni vlastnosti mohou
zvysit pravdépodobnost separace enantiomer( na CD CSP. Molekula analytu musi byt

schopna vstoupit do kavity, aromaticky kruh nebo cykloalkylovy kruh by mély byt

19



v blizkosti chirdlniho centra. Substituent v blizkosti chiralniho centra analytu by mél byt

schopen interagovat s OH skupinami na vstupu do CD kavity. (Snyder et al., 1997)

Separace enantiomerl mUzZe probihat ve vsech tfech mddech v normalnim,
reverznim i poldrné organickém. Dulezitym parametrem pro vybér modu je
rozpustnost analytu. Pravdépodobnost separace enantiomeru klesa v poradi reverzni,

normalni a polarné organicky méd. (Snyder et al., 1997)

Obecné plati, Zze latky, které obsahuji jeden kruh (napf. benzen), se budou
separovat na a-CD, latky s dvéma kruhy (napt. naftalen) na B-CD a latky se tfemi jako je
pyren, se budou separovat na y-CD. (Snyder et al., 1997) B-CD je nejrozsitenéjsi chiralni
separacni materidl v HPLC technologii. K dnesnimu dni existuje celd fada sloucenin
(napf. B-blokatory, alkaloidy, karboxylové kyseliny a neutrdlni molekuly), které byly na

téchto CD CSP uspésné oddéleny. (Tang et al., 2012)

3.3.5 Makrocyklicka antibiotika CSP

Makrocyklickd antibiotika CSP nasla Siroké uplatnéni jako chiralni selektory
pro HPLC, zejména teikoplanin, aglykon teikoplaninu, vankomycin, ristocetin A a jejich
derivaty (Obr.5). Makrocyklicka antibiotika CSP vykazuji vynikajici selektivitu a mohou
byt navazany na silikagel pres vazebné fetézce za pouziti rlznych chemikalii. (Meyers,
2006) Komeréni makrocyklické glykopeptidové CSP byly shledany velmi odolnymi a
schopnymi pracovat v rlznych chromatografickych rezimech: normalnim, reverznim a
polarné organickém maddu pfi zachovani jejich separacnich vlastnosti. (Berthod et al.,

2010)

| pfes veliky vyznam téchto CSP o nich dopodrobna vime relativné malo, zejména
ohledné jejich chirdlnich rozpoznavacich mechanism( na molekularni drovni. Je zndmo,
Ze tyto antibiotické selektory jsou znacné strukturdlné slozité, a to komplikuje jejich
zkoumani. Sdileji spole¢né heptapeptidové aglykonové jadro s aromatickymi zbytky,
které jsou vzdjemné propojeny a vytvari koSovité struktury s mélkymi kapsami pro

inkluzni komplexy. Sacharidové zbytky jsou umistény na povrchu. (Lammerhofer, 2010)

20



Teicoplanin

Wiige,,

| A NT 0 L
DY L
‘}j ﬂm\\j\m w Teicoplanin no(/
™ = aglycon
fC/ P sin X

Avoparcin ~ ﬁ ,J) éjremomb‘c'”

Macrocyclic glycopeptide chiral selector -

Ristocetin

Obr. 5 Molekuldrni struktury makrocyklickych glykopeptid( teikoplaninu, vancomicinu,

ristocetinu, aglykonu teikoplaninu a dalsich.

Zdroj: Berthod, A., et al (2010). Chiral Recognition with Macrocyclic Glycopeptides:

Mechanisms and Applications. Chiral Recognition in Separation Methods,

Na rozdil od jinych typd chirdlniho selektoru obsahuji makrocyklicka antibiotika
Sirokou $kalu strukturalnich typ( (napf. makrocyklické polyenpolyoly, ansa slouceniny,
makrocyklické glykopeptidy, peptidy a peptid-heterocyklové konjugaty). R0zné
struktury tohoto typu makrocyklickych CSP umoznuji vice interakci (napt. hydrofobni,

dipdl-dipdl, m-mtinterakce, H-mustky a sterické odpuzovani). (Tang et al., 2012)

Nejvyraznéjsim rysem této tridy chiralnich selektort je jejich iontovy charakter. Bez
vyjimky jsou vSechny makrocyklické glykopeptidové chirdlni selektory ionizovatelné.
Vsechny nesou primarni nebo sekundarni aminy, které jsou kladné nabity pfi
neutralnich a kyselych hodnotdch pH. VSechny, kromé ristocetinu, maji také
karboxylovou kyselinu s negativnim nabojem p¥i neutrdlnim a zdsaditém pH. Cisty
naboj chirdlniho selektoru je nastavitelny zménou pH mobilni faze. (Berthod et al.,

2010)
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Makrocyklickd antibiotika maji Siroké spektrum aplikace. Maji vynikajici
enantioselektivitu pro nativni aminokyseliny, peptidy, a-hydroxykarboxylové kyseliny a
rzné neutralni analyty, véetné cyklickych amidd a amin(. (Tang et al., 2012; Meyers,

2006)

3.3.6 Chiralni ligandova vyména

Koncem Sedesatych let pouZil Davankov ligandové vyménou CSP k imobilizaci
prolinu na polystyrenovy nosi¢ s Cu?" ionty v eluentu. PouZiti bylo zaloZeno na
diastereomernim terndrnim koordina¢nim komplexu formatovaném chiralnim
selektorem, kovovym iontem a analytem, ve kterém je chirdlni selektor a analyt
adsorbovan v koordinacni sféfe centralniho kovového iontu (Obr. 6). Po syntéze a
zkouSce CSP chirdlni ligandové vymény typu polystyrenu v roce 1968, vznikly
analogické CSP, vazané na oxid kfemicity a o deset let pozdéji byly vyvinuty i dalsi CSP

polymerniho typu. (Tang et al., 2012)

. OH OH
Ligand ‘ A Ligand o
NHE {:. | NH.E
o O"‘-\_\ 2*.-#“"’ - o] “‘-\.\E 2+f *
- Cu H b ,/' u““-.,“_‘ =]
N"'/// RC"“ 0 [ ;” | 0 o
L-Pro OH, L-amino acid L-Pro OH, D-amino acid

. hetera-chiral complex
homa-chiral complex b

Obr. 6 Ternarni ligandové vyménny komplex mezi ligandem (L-Pro), Cu ?* a

enantiomerem aminokyseliny
Zdroj: Koska, J., et al (2001). Solvent effects in chiral ligand exchange systems.

Chirdlni ligandova vyména je retentni mod, ve kterém jsou enantiomery
separovany na zakladé rozdilu v jejich nabojovych a ionizacnich konstantach. Timto
zpUsobem lze oddélit pouze ionizované analyty. Tento typ chromatografie zahrnuje
tvorbu reverzibilniho kovového komplexu koordinaci substratd, které funguji jako

ligandy kovového iontu. Chirdlni ligandova vyména vyuziva schopnosti Cu?* nebo jinych
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dvojmocnych kovovych iontd tvofit diastereomerni komplexy s chirdInimi analyty, a
tim vznikd smiSeny ternarni komplex kov-ion / selektor / solut. (Meyers, 2006;
Lammerhofer et al., 2010) Separace enantiomerd pomoci této metody je zaloZzena na
rozdilu termodynamickych stabilit mezi enantiomery a dvojmocnymi kationy. Stabilita
komplexu je vysoce zavisld na pouZitém pfechodném kovu. Cu?* komplexy jsou obecné

stabilné&;jsi a preferované;jsi pro HPLC neZ Ni?* nebo Co?* komplexy. (Meyers, 2006)

ChirdIni ligandova vyména je dostupnd a pouZiva se primarné pro enantiomerni
separaci tfid biologicky relevantnich sloucenin (napf. aminokyseliny, a-hydroxylové
kyseliny). Enantiomery musi byt schopny tvofit bidentatni cheladty, aby byly oddéleny
na tomto druhu CSP. (Tang et al., 2012) Selektivita a uc¢innost tohoto typu separace je

velmi ovlivnéna pH, iontovou silou mobilni faze a teplotou. (Meyers, 2006)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroje, pomliicky, chemikadlie

Kapalinovy chromatograf (Shimadzu):

e degasér DGU A5

e vysokotlakd pumpa LC-10ADvp
e autosampler SIL-10ADvp

e kolonovy termostat CTO-10Avp
e PDA detektor SPD-M10Avp

e Chromatograf byl fizen prostfednictvim Fidici jednotky SCL-10Avp z pocitace

pomoci chromatografického softwaru CLASS-VP.

Kolona:

Chiralcel®OD-R 250x4,6 mm; 10 um, vyrobce: Daicel Corporation

Pomucky:

Analytické vahy (Sartorius)
Laboratorni sklo
Vialky

Mikropipeta

Chemikalie:
Methanol for gradient elution (Aldrich)
Chloristan sodny monohydrat (Fluka)

Deionizovana voda (FAF)
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4.2 Priprava vzorku pro HPLC analyzu

Pfiprava zasobniho roztoku probihala rozpusténim malého mnoZstvi v 5ml
methanolu v kadince. Tento roztok jsem prelila do odmérné banky, pfidala 2,5 ml

roztoku chloristanu sodného (1 mol/l), doplnila methanolem po znacku a promichala.

4.3 Seznam separovanych racemati

Tyto latky byly pfipraveny na katedre farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy:

[n]
PC-p-Ala TND)LH’L(D"
'\_N I:‘

o
M
PC-p1-Ala-Me | j)L"Ln’Ek
EH___ H o
[a]
PC-p-Ala-Et T”‘fj‘n’kf”‘
T
PC-1-Ala-Ft E:i)i‘,w, E”*"
o0
0 [}
PC-p-Asp-diMe u’"j)L‘Hj;JL”
«.N-"

s ]

a0
PC-1-Asp-diEt PR
H

>

O
PC-p-Glu-diMe [:JEHLI%

PC-1-Glu-diFt DQT'JJ/ .
L-talu-d1 H:ND)LH V\g,n\v
PC-Gly "aJ)L oH

: (Y
PC-Gly-Et T'Jj)LH“‘J_]_’C'\/
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PC-MeAcr

PC-p/i-Pgl-Me

PC-pr-Phe-Et

PC-p-5er

PC-1-5er-Me

PC-1-Of Bu-Ser-Me

PC-p-Thr-Me

PC-.-Thr-Me

PC-p-OfBu-Thr-Me

PC-.-OfBu-Thr-Me
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4.4 Vychozi nastaveni chromatografickych podminek

Teplota kolony byla nastavena na 25 °C. Prlitok mobilni faze byl u vSech separaci
0,5 ml/min. Vychozi sloZzeni mobilni faze bylo 25% roztoku chloristanu sodného (1
mol/l) a 75% MeOH, které bylo upravovano dle potifeby. Nasttiky vzorkd byly vidy
20ul. Detekce probihala pti vinovych délkach 228 a 310 nm. Zakladni doba analyzy byla

20 minut, ale byla upravovana dle potreby.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Hodnoceni chiralni separace

U kolony Chiralcel®OD-R 250x4,6 mm; 10 um probihala separace v reverznim médu
za rlizného sloZzeni mobilni faze. Vychozi slozeni mobilni faze bylo nastaveno na 25%
roztoku chloristanu sodného (1 mol/l) a 75% MeOH. Za téchto podminek se separovalo
nejvice latek. Pro nékteré Iatky bylo potfeba sloZeni zménit, aby doslo ke zlep3eni jejich

retence.

Tabulka 2: Prehled separovanych latek, jejich retencni ¢asy a vysledné slozeni mobilni

faze
nazev Retencni cas Mobilni faze

PC-D-Ala 9,35 25:75
PC-D-Ala-Et 9,24 25:75
PC-L-Ala-Et 10,56 25:75
PC-L-Asp-diEt 12,12 25:75
PC-D-Asp-diMe 10,09 25:75
PC-L-Glu-diEt 12,87 25:75
PC-D-Glu-diMe 10,00 25:75
PC-Gly 5,99 25:75
PC-Gly-Et 8,10 25:75
PC-MeAcr 17,04 25:75

PC-L-OtBu-Ser-
Me 11,96 2575

PC-D-OtBu-Thr-
Me 14,45 2575

PC-L-OtBu-Thr-
Me 12,92 25:75
PC-D-(L)-Pgl-Me 16,41/17,75 25:75
PC-DL-Phe-Et 19,74/21,35 25:75
PC-D-Ser 5,92 25:75
PC-L-Ser-Me 7,28 25:75
PC-L-Trp-Et 27,33 25:75
PC-L-Tyr-Et 13,92 25:75
PC-D-Tyr-Me 10,42 25:75
PC-DL-Ala-Me 11,78/12,72 35:65
PC-D-Val-Me 20,10 40:60
PC-L-Val-Me 21,36 40:60
PC-D-Thr-Me 8,93 40:60
PC-L-Thr-Me 9,42 40:60
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Ztab. 2 je zrfejmé, Ze ve vétSiné pripadd bylo vychozi sloZeni mobilni faze

dostacujici. Dale je uvedeno nékolik vzorovych chromatogram.

Obr. 7: Chromatograficky zaznam separace PC-DL-Phe-Et
Mobilni faze:

roztok chloristanu sodného (1 mol/l):MeOH=25:75

tR1= 19,74 min.

tR2= 21,35 min.

Time: 28 7247 Mnutes - Amplitude: -1.11 mAL
sl 1223 nm dom L L L A I I L L e Ll . [
* 17— JUH.chiral ; : : : : : : : : : ! !

DL-Phe2

maL

mall

.......

Separace D a L fenylalaninu-Et probihala za poutziti vychoziho slozeni mobilni faze.
Bylo vSak nutné prodlouzit ¢as analyzy. Latky maji spiSe nepoldrni charakter, proto se

déle zadrzovaly na koloné.
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Obr. 8: Chromatograficky zdznam separace PC-D-(L)-Pgl-Me
Mobilni faze:

roztok chloristanu sodného (1 mol/l):MeOH=25:75

tR1= 16,41 min.

tR2=17,75 min.

Time: 166262 Minutes - Amplitude: 217121 maAl

1:223 pm, 8 nm
a — JUH-chiral

mAU

D a L Pgl-Me se dobé separovaly za podminek, které byly uvedeny v podkapitole
4.4,
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Obr. 9: Chromatograficky zaznam separace PC-D-Ala-Et
Mobilni faze:
roztok chloristanu sodného (1 mol/l):MeOH=25:75

tR1= 9,24 min.

1:223 nm, 8 nm

g1 peohmium (A [ [ [ [ S A

27 — JUR-chiral : : ; : : ' : 1000
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Obr. 10: Chromatograficky zaznam separace PC-L-Ala-Et
Mobilni faze:
roztok chloristanu sodného (1 mol/l):MeOH=25:75

tR2= 10,56 min.

1:223 pm, 8 nm

L-Ala-Et

mal
kel

hinutes

D a L Alanin-Et se dobé separovaly za podminek, které byly uvedeny v podkapitole

4.4.
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Obr. 11: Chromatograficky zaznam separace PC-D-OtBu-Thr-Me

Mobilni faze:

roztok chloristanu sodného (1 mol/l):MeOH=25:75

tR1=

mAL

14,45 min.

Time: 7617 winutes - Amplitude: 1.039 mAU

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

— JUH-chiral
D-OtBu-Thr-Me

t T t T T T t T t T
0 12 14 18 12 20
hdnutes
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Obr. 12: Chromatograficky zaznam separace PC-L-OtBu-Thr-Me

Mobilni faze:
roztok chloristanu sodného (1 mol/l):MeOH=25:75

tR2=12,92 min.

Time: 453215 Mnutes - Amplitude: -51.208 mal
1:223 nm, 8 nm

— JUH-chiral
L-OtBu-Thr-Me

mal
40

200

Mnutes

D a L-OtBu-Thr-Me se dobé separovaly za podminek, které byly uvedeny

v podkapitole 4.4.
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Obr. 13: Chromatograficky zaznam separace DL-Ala-Me
Mobilni faze:

roztok chloristanu sodného (1 mol/l):MeOH=35:65
tR1=11,78 min.

tR2=12,72 min.

Time: 5.00162 Minutes - Amplitude: 7.8246 mAU

[ 1:2230m,8nm_ A A A A A LR ] L1z
— JUH-chiral | H | : : H B :
DL-Alad

____________________________________________

____________________________________________

mALl

U D a L Alaninu-Me bylo nutné zvysit polaritu mobilni faze, pfidanim vétsiho

mnozstvi chloristanu doslo k lepsi separaci.

35



Obr. 14: Chromatograficky zaznam separace D-Val-Me

Mobilni faze:

roztok chloristanu sodného (1 mol/l):MeOH=40:60

tR1= 20,10 min.

Time: 29 6654 Minutes - Amplitude: -1 277 mALl

1::223 nm, § nm
— JUH-chiral :
D-Valio

mall
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Obr. 15: Chromatograficky zaznam separace L-Val-Me
Mobilni faze:
roztok chloristanu sodného (1 mol/l):MeOH=40:60

tR2=21,36 min.

Time: 0 hinutes - Amplitude: 0 maAl
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U D a L Valinu-Me bylo nutné zvysit polaritu mobilni faze, pfidanim vétsiho
mnozstvi chloristanu doslo k lepsi separaci. ZvySenim polarity mobilni faze se latky déle

zadrZovaly na koloné, proto bylo také nutné prodlouzit ¢as analyzy na 30 min.

Je vidét, Ze nauvedenych chromatogramech jednotlivych enantiomerd se
nenachazeji piky jejich druhych enantiomerid. Mé méreni mohlo byt ovlivnéno

dlouhodobymi technickymi problémy s pfistrojem.
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6. ZAVER

Chiralni separace latek pfipravenych na katedfe farmaceutické chemie a
farmaceutické analyzy HPLC metodou probihala vreverznim médu na koloné
Chiralcel®OD-R 250x4,6 mm; 10 um. Byly zjistény optimalni podminky pro separaci
téchto latek. Vétsina latek se separovala za vychoziho sloZzeni mobilni faze 25% roztoku
chloristanu sodného (1 mol/l) a 75% MeOH, a to sdobou analyzy do 20 min. Pro
nékteré latky bylo nutné tyto podminky zménit. Napfiklad u D a L fenylalaninu-Et se
prodlouzil ¢as analyzy. Tyto latky maji spiSe nepoldrni charakter a déle se zadrzovaly na
koloné. V pfipadé D a L Alaninu-Me a D a L Valinu-Me bylo zapotiebi zvySit polaritu
mobilni faze. Pfidanim vétsiho mnozstvi chloristanu doslo k lepSi separaci. U D a L
Valinu-Me zvySenim polarity mobilni faze, doslo k delSimu zadrZzovani latek na kolonég,

stouply retencni ¢asy latek a ¢as analyzy byl nastaven na 30 min.

Hlavnim Ucelem této separace bylo prokazat enantiomerickou cCistotu pfipravenych
latek, a tedy stereoselektivitu pouzZitych syntetickych postupi. To bylo prokazano tim,
Ze na jednotlivych chromatogramech enantiomer( nejsou pritomny piky jejich druhych

enantiomeru.
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7. POUZITE ZKRATKY

HPLC

MS

UV-VIS

CAD

ELSD

CSP

CD

tR

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Hmotnostni spektrometrie
Ultrafialovo-viditelnd spektroskopie
Corona™ Charged Aerosol Detector
Evaporative Light Scattering Detector
Chirdlni stacionarni kolna

Cyklodextriny

Retencni ¢as
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