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Abstrakt v Cestiné

Tato diplomova prace je zaméfena na zhodnoceni a porovnani enantioselektivniho
potencialu dvou kolon, CHIRAL ART Amylose-SA a CDShell-RSP, na sad¢ 29
chiralnich 1é¢iv  metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie. Separace
enantiomert probihala ve tfech mddech: reverznim, normélnim a polarné-organickém.
Kolona CHIRAL ART Amylose-SA byla testovana v normalnim médu, kolona CDShell-
RSP v reverznim a polarné-organickém.

Kolona CHIRAL ART Amylose-SA obsahuje jako chiralni stacionarni fazi
amylozu tris(3,5-dimethylfenylkarbamat), kterd je imobilizovand na poréznich
silikagelovych ¢asticich o velkosti 3 um. Kolona CDShell-RSP obsahuje jako chiralni
stacionarni fazi hydroxypropyl-f-cyklodextrin, ktery je kovalentné navazan na
pelikularnich casticich o velikosti 2,7 um.

V normalnim moédu byly pouZity mobilni faze sloZzené z hexanu a propan-2-olu.
Daéle byl testovan vliv aditiv (triethylamin, diethylamin, kyselina trifluoroctova, smés
diethylaminu a kyseliny trifluoroctové) v mobilni fazi na enantioseparaci analytu.
Nejuniverzalngj$im aditivem byla smés diethylaminu a kyseliny trifluoroctové. Celkové
se na kolon¢ CHIRAL ART Amylose-SA enantioseparovalo 22 analytil, z toho 10 na
zakladni linii.

Mobilni faze pro reverzni mod byly sloZzené z 10 mM octanu amonného (pH 3,0;
4,0; 6,5) a methanolu nebo 1% triethylaminoctanového pufru (pH 4,0; 6,5) a methanolu
v riznych objemovych pomérech. Nejvice enantiomert 1é¢iv se separovalo v mobilni fazi
tvofené 10 mM octanem amonnym, pH 6,5 a methanolem. Na kolon¢ CDShell-RSP se
v reverznim modu ¢asteéné separovalo 10 analyta.

V polarné-organickém moédu byly pouZzity mobilni faze sloZené z acetonitrilu,
methanolu, kyseliny octové a triethylaminu. Za téchto podminek se zadny z analyt

neseparoval.

Kli¢ova slova: chirdlni separace, chiralni stacionarni faze, HPLC, 1é¢iva



Abstract in English

This diploma thesis is focused on the evaluation and comparison of the
enantioselective potential of two columns CHIRAL ART Amylose-SA and CDShell-RSP
using a set of 29 chiral drugs in high performance liquid chromatography. The separations
of enantiomers were performed in three modes: reversed-phase, normal-phase, and polar-
organic mode. The CHIRAL ART Amylose-SA column was tested in normal-phase
mode, the CDShell-RSP column in reversed-phase and polar-organic modes.

The CHIRAL ART Amylose-SA column contains amylose tris(3,5-
dimethylphenylcarbamate) immobilized on 3 pum porous silica gel particles. The
CDShell-RSP column contains a chiral selector hydroxypropyl-$-cyclodextrin, which is
covalently bonded on 2.7 pm superficially porous particles.

In the normal-phase mode, mobile phases composed of hexane and propane-2-ol
were used. Furthermore, the effect of various additives (triethylamine, diethylamine,
trifluoroacetic acid, and the mixture of diethylamine and trifluoroacetic acid) in the
mobile phase on the enantioseparation of chiral drugs was tested. The most universal
additive was a mixture of diethylamine and trifluoroacetic acid. A total of 22 chiral drugs
were enantioseparated on the CHIRAL ART Amylose-SA column, 10 of them were
baseline separated.

Mobile phases for reversed-phase mode composed of 10 mM ammonium acetate
(pH 3,0; 4,0; 6,5) or 1% triethylammonium acetate buffer (pH 4,0; 6,5) and methanol in
various volume ratios. The best results were obtained in 10 mM ammonium acetate, pH
6,5/methanol (v/v) as mobile phases. Using the CDShell-RSP column, 10 drugs were
partially separated in reversed-phase mode.

In the polar-organic mode, mobile phases composed of acetonitrile, methanol,
acetic acid, and triethylamine were used. Under these conditions, none of the tested drugs

were separated.

Key words: chiral separation, chiral stationary phase, HPLC, drugs
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1. Seznam zkratek a symbolu

AA Kyselina octova

As Faktor symetrie

CE Kapilérni elektroforéza

CSp Chiralni stacionarni faze

DEA Diethylamin

GC Plynova chromatografie

HEX Hexan

HILIC Hydrofilni interak¢ni chromatografie
HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
IPA Propan-2-ol

ki, k> Retenéni faktor 1. a 2. eluujiciho enantiomeru
R Rozliseni

SFC Superkriticka fluidni chromatografie

SSP Pelikularni castice

TEA Triethylamin

TFA Kyselina trifluoroctova

TLC Chromatografie na tenké vrstve

M Mrtvy ¢as kolony

IR1, IR2 Retenéni Cas 1. a 2. eluujiciho enantiomeru
uv Ultrafialova oblast

o Enantioselektivita



2. Uvod

Chiralni biologicky aktivni latky jsou ve velké vétSiné syntetizovany jako smési
enantiomert. Enantiomery, latky, které jsou svymi zrcadlovymi obrazy, mohou
v lidském téle reagovat rizné, jeden z nich mize vykazovat i negativni U¢inky. To je
divod, pro¢ nékteré Iéky, které byly piivodné registrovany jako recematy byly zménény
na verzi s jednim enantiomerem, napiiklad ibuprofen nebo citalopram. Tato zména ma
fadu vyhod: snizuje vedlejsi ucinky, vylepsuje terapeuticky index nebo umoznuje nizsi
davky 1éku [1]. Z téchto divodi je po syntéze Casto vyzadovana kontrola enantiomerni
Cistoty produktu.

Pro kontrolu enantiomerni Cistoty je mozné vyuzit fadu metod. Jednou
z nejpouzivanéjSich je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s chiralni
staciondrni fazi. [ kdyZ je dnes dostupnych mnoho téchto fazi, nové jsou stale vyvijeny,
a to zejména kvuli zvyseni efektivity separace a vSestrannosti jejich pouziti [2].

Cilem ptredkladané prace bylo testovani a porovndni enantioselektivniho
potencidlu dvou kolon: CHIRAL ART Amylose-SA a CDShell-RSP. Pro testovani
enantioselektivniho potencidlu byla pouzita sada 29 strukturné odlisnych chirdlnich 1é€iv.
Kolona CHIRAL ART Amylose-SA byla testovana v normalnim médu, kolona CDShell-

RSP v reverznim a polarné-organickém modu.



3. Teoreticka c¢ast

3.1 Chiralita

Chiralita je vlastnost predméti nebo molekul, které jsou svymi zrcadlovymi
obrazy. Nemaji tedy rovinu ani stfed symetrie. Tuto vlastnost vykazuje spousta latek
vyskytujicich se v ptirod¢€. Pfic¢inou chirality molekul je nejcastéji ptitomnost uhliku, na
ktery jsou vazany Ctyii rizné substituenty [3].

Atomy uhliku s étyfmi riiznymi substituenty se nazyvaji stereogenni centra. Cim
vice je stereogennich center v molekule, tim ma molekula vice izomerid. Pocet izomert
je dan zavislosti 2", pficemz n je pocet stereogennich center [4].

Pokud molekula obsahuje jen jeden asymetricky uhlik, mize existovat ve dvou
ruznych stereoizomerech — enantiomerech. Enantiomery maji shodné fyzikalni vlastnosti
kromé optické otacivosti, ale liSi se chemickymi vlastnostmi. Rozdilné vlastnosti
enantiomerl se proto projevuji az v chirdlnim prostfedi, kde interaguji stereoselektivné

s jinymi chirdlnimi molekulami [5].

3.2 Chiralni léCiva

Ve farmaceutickém pramyslu je vice nez polovina 1ékti chiralnimi produkty a asi
tfi Ctvrtiny jsou registrovany jako racemické smési — ekvimolarni smési obou
enantiomert. Naproti tomu vétSina chiralnich pfirodnich latek je zastoupena zejména
v podobé jedin¢ho enantiomeru, naptiklad aminokyseliny nebo cukry [6].

Léciva, ktera jsou chirdlni a pfipravuji se synteticky, jsou Casto vyrabéna a
podavana jako racematy. Jednotlivé enantiomery mohou rozdilng interagovat s receptory,
transportnimi systémy nebo enzymy, coZ vede k rozdiliim v biologickych aktivitach
strukturné podobnych latek. Jeden z enantiomerti Casto neslouzi pro dany tucel, je
neucinny nebo je jeho ucinek nezadouci. To je dlivodem rostouciho poctu chiralnich 1€k,
které obsahuji pouze jeden enantiomer. Postupy pro vyvoj nového 1é¢iva vyzaduji metody
pro kontrolu enantiomerni ¢istoty [7].

Ziskéani jednoho enantiomeru je mozné bud’ enantioselektivni syntézou, nebo
chiralni selekci po syntéze [3]. Enantioselektivni syntéza je idedlni pro ziskani Cistého

enantiomeru, avSak neni vZdy moznd a Casto byva €asové€ i finan¢né narocna. I po této
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syntéze je vSak potiebnd metoda pro kontrolu enantiomerni Cistoty. Pro separaci
enantiomerl jsou vyuzivany rizné separacni techniky jako kapalinova (HPLC), plynova
(GC), superkritickd fluidni (SFC) a tenkovrstva chromatografie (TLC), nebo kapilarni
elektroforéza (CE). Pficemz hlavné SFC a HPLC se pouzivaji pro preparativni ucely. To

je dano snadnym zpracovanim vzorku, rychlosti metod a jejich ti¢innosti [8].

3.3 Chiralni separace v chromatografii

Chiralni separace je proces, pii kterém dochazi k rozd€leni racemické smési na
jednotlivé izomery. Metody pro separaci enantiomeri nachdzi uplatnéni zejména ve
farmaceutickém pramyslu, klinické analyze a potravinaiském primyslu. Pro vyvoj
enantioselektivnich metod jsou nejcastéji pouzivany techniky SFC a HPLC [9].
Chromatografické metody pro chiralni separace je mozné rozd¢lit na pfimé a nepfimé.

Neptimé metody jsou zalozeny na reakci enantiomeru s chirdlni derivatizacni
reagencii za vzniku diastereoizomeru s odliSnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.
Nov¢ vzniklé diasterecoizomery jsou posléze separovany konven¢nimi achiralnimi
chromatografickymi metodami. Vyhodou této metody je vysoka citlivost. Mezi nevyhody
patii potieba vysoké Cistoty derivatizacniho ¢inidla, jeho cena a dostupnost. Nepiimé
metody chiralni separace se ¢asto pouzivaji v plynové chromatografii [10].

Ptimé metody vyuzivaji chiralni stacionarni faze (CSP), nebo chirdlni aditiva
v mobilni fazi. Aplikace chiralnich aditiv v mobilni fazi je malo pouzivana kvuli vysoké
v kapalinové chromatografii a SFC [2].

Kapalinovou chromatografii je dnes mozné separovat latky s riznou hmotnosti a
poctem stereogennich center. Stovky odliSnych chiralnich stacionarnich fazi jsou dnes
komeréné dostupné. Zadnou z nich viak neni mozné ozna¢it jako univerzalni, schopnou
separovat vSechny typy racemickych smési [11].

Volba vhodné chiralni kolony pro separaci enantiomert je slozitd a spociva
zejména na empirickych datech a zkusenostech. Rozpoznavaci mechanizmus chiralniho
selektoru je ovlivnén mnoha faktory jako je slozeni mobilni faze, typ nosice a teplota.
VSechny chiralni selektory poskytuji chirdlni prostiedi pro enantiomery, které tvoii
s chiralnimi selektory pfechodné komplexy. Enantiomery se 1i§i ve vazebné energii

s chiralnim selektorem. Tudiz dochazi k eluci enantiomert v riiznych casech a ty mohou
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byt zvlast zachyceny pfi preparativni chromatografii [12].

3.4 Chiralni stacionarni faze pouzivané v HPLC

Chirélni stacionarni faze mohou byt tvofené¢ malymi chirdlnimi molekulami,
makrocyklickymi antibiotiky, opticky aktivnimi polymery jako napiiklad proteiny,
syntetickymi polymery, polysacharidy, cyklodextriny aj. [13].

3.4.1 ChiraIni stacionarni faze zaloZené na derivatech polysacharidu

Chiralni staciondrni faze zaloZené na derivatech polysacharidi, zejména celuldzy
a amyldzy, jsou v kapalinové chromatografii nejpouzivanéjsi. To je dano jejich velkym
enantioselektivnim potencidlem pro mnoho strukturné odliSnych sloucenin.
Polysacharidy jsou polymery sloZené z gluk6zovych jednotek spojenych vazbou f(1—4)
pro celulézu nebo a(1—4) pro amyloézu. Vyvoj CSP zaloZené na polysacharidu zacal
optimalizaci sacharidové slozky. Bylo vyzkouseno nékolik riznych polysacharidii jako
celuldza, amyléza, inulin, kurdlan, chyt6ézan, xylan a dextran [14].

Celuléza a amyloza se ukdzaly jako nejacinnéjsi kvili vysoké chirdlni
rozpoznavaci schopnosti, dostupnosti v Cisté form¢ a jednoduchosti zpracovani. Pro
ptipravu CSP se pouzivd v ptipad¢ celulézy hlavn€ mikrokrystalicka forma, pod
obchodnim nazvem Avicel, v pfipad¢ amylozy to muze byt ptirodni nebo semisynteticka
amyléza. Zdrojem piirodni amylozy je Skrob z rostlin. Ptirodni zdroj Skrobu ovliviiuje
schopnosti chirdlniho rozpoznavani finalniho produktu. Semisyntetickd amyléza ma
vyhodu v mozné upravé molarni hmotnosti a je také vhodné&jsi pro kovalentni vazbu
chiralniho selektoru na silikagelovy nosic [15]. Enantioselektivni potencial polysacharidt
je mozno zvysit spravnou modifikaci. Pouze amylézové a celul6zové derivaty se staly
Siroce pouzivanymi v praxi [16]. Polysacharidy vykazuji po derivatizaci vyssi
enantioselektivitu nez nederivatizované analogy [17].

Stacionarni faze s témito derivaty byly nejprve piipraveny jednoduchou adsorpci
na makroporézni silikagelovy nosi¢ [18]. Z tohoto diivodu mohly byt pouzity jenom
v kombinaci s limitovanym poctem rozpoustédel jako mobilnich fazi. CSP pfipravené
adsorpci se pouzivaji zejména v reverznim modu a maji odliSnou enantioselektivitu
v porovnani s imobilizovanymi CSP. Pfiprava imobilizovanych polysacharidii na

silikagelu rozSifuje mozné pouziti téchto chirdlnich selektort [19].
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Dnes je znamo n¢kolik metod pro piipravu kolon s polysacharidy
imobilizovanymi na silikagelovém nosici [19]. Velké mnozstvi té€chto kolon je komeréné
dostupnych. Vysokd chiralni rozliSovaci schopnost obvykle vyplyva z pravidelné

helikalni struktury, viz Obrazek 1. Zaujmout pravidelnou strukturu polysacharidového

Obrazek 1- Struktura amylozy tris(3,5-dimethylfenylkarbamatu) v methanolu (A) a v

n-heptan/propan-2-olu (90:10) (v/v) (B). Atomy polysacharidového fetézce jsou znazornény sféricky a

derivaty palickami [21].

Riizné derivaty polysacharidi, tj. alkylové, cykloalkylové, arylové a také estery
byly intenzivné studovany. Nekteré alkyl estery polysacharidi jsou stale komercéné
dostupné. Nejucinnéjsimi chiralnimi selektory jsou substituované aryl derivaty, benzoaty
a fenyl karbamaty [22].

Polarni karbamatova skupina je dllezitd pro svou schopnost interakci s analytem
prostfednictvim vodikovych vazeb aminové a karbonylové skupiny a dipol-dipdlovymi
interakcemi na karbonylové skupin€. U aromatickych analyth hraji vyznamnou roli 1 n-nt
interakce s fenylovou skupinou fenylkarbaméatového derivatu polysacharidu. V pribéhu
separace jsou enantiomery stabilizovany karbamatovou skupinou pfi stereogenni

interakci s polysacharidem [23].
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Nejvétsi duraz pii piipravé novych chirdlnich selektord zalozenych na
polysacharidech byl v poslednich letech zaméfen na optimalizaci substituenti na
fenylové cCasti téchto derivati. Vlastnosti aromatickych esterti polysacharidii je mozno
vyrazné ovlivnit spravnym umisténim elektron-donorovych nebo
elektron-akceptorovych substituenti na fenylové casti [24]. Benzoatové derivaty
s elektron-donorovymi substituenty (alkyly) vykazuji vyssi rozpoznavaci schopnost nez
ty, které obsahuji elektron-akceptorové substituenty (halogeny, trifluormethyl) [15].

Substituenty ovliviiuji elektronovou hustotu na karbamatové ¢asti polysacharidu,
a tim 1 interakce s chirdlnimi analyty. Naptiklad pfi separaci kyseliny chryzantémové
v normalnim modu vykazuji amylozové benzoaty horsi rozliSovaci schopnost nez
celulézové. To je pravdépodobné zplsobeno nizsi konformacni stabilitou amylozovych
derivatii, coz muze vést k tvorbé konformacnich izomera [22].

ZvySeni rozliSovaci schopnosti amylézovych fenylkarbamati je mozné
methylovymi a chloridovymi substituenty na fenylové ¢asti [25]. Pfitomnost elektron-
akceptorové skupiny na fenylové ¢asti zplisobuje narist acidity protonu na atomu dusiku
v karbamatové skupiné¢. Tim jsou pravdépodobnéjsi vodikové interakce elektron-
akceptorovych skupin analyti s NH skupinami na selektorech [26]. Naopak ptitomnost
elektron-donorovych substituentii na fenylové Casti zvySuje elektronovou hustotu na
karbonylovém kysliku karbamatové skupiny. Nasledné analyty s elektron-donorovymi
substituenty mohou silng interagovat s timto typem derivati polysacharidii [22].

Chiralni rozpoznavaci schopnost zavisi na schopnosti tvorby komplexu analytu se
stacionarni fazi. Tyto komplexy jsou primarné zprostiedkovany vodikovymi vazbami,
n-m interakcemi a van der Waalsovymi silami [21]. Obzvlast’ spojeni s karbamatovou
skupinou poskytuje flexibilitu aromatickému kruhu pro maximalizaci n-r interakci a van
der Waalsovych sil pro interakci s analytem.

Polysacharidové CSP jsou nejcastéji pouzivané v kombinaci s normdlnim
moddem, avSak umoznuji 1 pouZiti reverzniho a polarné-organického modu [27]. Vybér
reverzniho modu je €asto spojen s nizkou rozpustnosti polarnich analyti v nepolarnich
rozpoustédlech a nedostatkem enantioselektivity v organickych rozpoustédlech. Vybér
reverzniho modu je vyhodny pro nésledné pouziti hmotnostni spektrometrie [19].

V nasledujici kapitole bude podrobné popsana kolona s CSP na bazi amylozy,

ktera byla pouzita v této praci.
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3.4.2 Kolona CHIRAL ART Amylose-SA

Kolona CHIRAL ART Amylose-SA spole¢nosti YMC ma jako chiralni selektor
amylozu tris(3,5-dimethylfenylkarbamat), kterd je imobilizovand na poréznich
silikagelovych casticich o velikosti od 3 do 20 um. V této praci byla pouzita kolona
s délkou 150 mm a vnitinim pramérem 3,0 mm a velikosti ¢astic 3 um. Tuto kolonu je
mozné pouzit pro techniky HPLC a SFC. V HPLC je kolona kompatibilni s mobilnimi
fazemi pro reverzni i normalni maéd.

Kolona CHIRAL ART Amylose-SA byla v SFC uspésné pouzita pro chiralni
separaci racematli biologicky aktivnich bazickych latek [28]. V HPLC byla tato kolona
pouzitd napf. pro separaci derivati N-Benzoyl-5-hydroxy-1-benzazepinu, které jsou
soucasti antagonistl receptor vazopresinu [29]. Mezi analyty, jejichZ enantiomery byly

separovany na této kolon¢ patii také napt. kysela 1éciva flurbiprofen a fenoprofen [30].

3.4.3 Chiralni stacionarni faze zaloZené na cyklodextrinech

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy slozené z glukézovych jednotek
spojenych a(1—4) vazbou. Dle poctu glukoézovych jednotek se déli na alfa (6 jednotek),
beta (7 jednotek) a gama (8 jednotek) cyklodextriny [31]. Cyklodextriny se ziskéavaji
Stépenim Skrobu riznymi kmeny bakterii Bacillus. Cyklodextriny jako chiralni selektory
nasly vyuziti pfedev§im v kapilarni elektroforéze, kde se pfidavaji do zakladniho
elektrolytu. V kapalinové chromatografii se cyklodextriny pouZivaji také, a to bud’ volné
v mobilni fazi, nebo vazané na nosic¢ [32].

Molekuly cyklodextrini tvoti duty konicky utvar s hydrofobni kavitou a
hydrofilnim okolim. Sekundéarni 2- a 3- hydroxylové skupiny jsou na Sir§im lemu,
zatimco primarni 6- hydroxylové skupiny na uz8im, viz Obrazek 2. Pocet glukdzovych

jednotek urcuje velikost kavity [21].
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Sirsi lem
Obrazek 2 — Struktura S-cyklodextrinu a 3D struktura kavity, kterou cyklodextrin tvoti [33].

Hydroxylové skupiny je mozné derivatizovat, coz vede k Siroké nabidce
komeréné dostupnych nabitych i nenabitych derivati cyklodextrini. Derivaty jsou
dostupné bud’ jako jednotlivé izomery (obsahuji derivatizacni vzorec), nebo jsou to
nahodné substituované cyklodextriny, které jsou smési substitu¢nich a polohovych
izomerQ. Stupen substituce miize ovliviiovat schopnost separace enantiomert [34].

Tvorba komplexii cyklodextrinl a jinych molekul byla intenzivné studovéana. Ve
vétSing pripadii vznikaji komplexy se stechiometrii 1:1, jsou v§ak znamé i ptipady vzniku
komplexii analyt-cyklodextrin v poméru 1:2, 2:2 i vys$§im. Tvorba komplexu nastava po
zaClenéni hydrofobnich ¢asti rozpusténé latky do kavity cyklodextrinu, pficemz dojde
k nahrazeni molekul rozpoustédla. K zaclenéni mtZe dojit bud’ na uzsi, nebo S§irsi strané
kavity. Hydrofobni interakce a van der Waalsovy sily jsou pravdépodobné primarné
zapojeny pii tvorbé komplexu [35]. Daéle hraji dilezitou roli vodikové vazby
z hydroxylovych skupin a stérické faktory. U nabitych derivati se navic uplatituji iontové
interakce a u aromatickych n-m interakce [36].

VétSina vzniklych komplext je inkluzniho typu. Vznik inkluzniho komplexu v§ak
neni jednozna¢nym piedpokladem pro separaci enantiomerd. K vazb¢ analytu mtize dojit
1 na vngj§i strané kavity cyklodextrinu, coz stdle mize vést k separaci enantiomert [37].

V této praci byla pouzita kolona CDShell-RSP, kterd jako CSP obsahuje derivat

S-cyklodextrinu a bude podrobné&ji popsana v nasledujici kapitole.

3.4.4 Kolona CDShell-RSP

Kolona CDShell-RSP od spolecnosti AZYP obsahuje chirdlni selektor
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hydroxypropyl-f-cyklodextrin, ktery je imobilizovany na pelikularnich c¢asticich
velikosti 2,7 pm. Délka kolony byla 50 mm a vnitini primér 2,1 mm. Tuto kolonu je
mozné pouzit v kapalinové i superkritické fluidni chromatografii. V HPLC metodéch se
kolona pouziva v reverznim a polarné-organickém modu.

Kolona CDShell-RSP byla v kombinaci s HPLC uspésné pouzita pro
enantioseparaci riznych typl primdrnich amind v reverznim a polarné-organickém modu
[38]. V dalsich studiich byla tato kolona, také v HPLC uspotadani, uspesné pouzita napi.
pro enantioseparaci pesticidi v reverznim a polarné-organickém modu [39], nebo

nikotinu a jeho derivati v reverznim a polarné-organickém modu [40].

3.5 Chromatografické nosice

V chromatografickych kolonach jsou pouzivany dva zakladni typy nosicl, a to
pelikuldrni a porézni ¢astice. Pelikularni Castice byly ptivodné neporézni sférické kulicky
ze skla nebo polymeru. Povrch téchto kulicek byl pokryt vrstvou oxidu kiemicitého,
aluminy, nebo pryskyficemi. Velké pelikularni ¢astice (pramér 30—40 um) byly v HPLC
postupné vytlaceny malymi poréznimi ¢asticemi o priméru 3—10 um. V poslednich

letech se staly malé pelikularni ¢astice znovu pouzivanymi [41].

3.5.1 Pelikularni Castice

Pelikularni ¢astice (superficially porous particles, SPP) jsou tvofeny pevnym
neporéznim silikagelovym jadrem obalenym porézni vrstvou s vlastnostmi plné
poréznich materiald (Obrazek 3). SPP kombinuji vyhody poréznich materiali a
neporéznich Castic, vysledkem je kolona s rovnomérnou distribuci €astic a extrémné

vysokym poctem teoretickych pater [42].
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Porézni vrstva

Pevné jadro

Obrazek 3 — Struktura A — pelikularni ¢astice, B — porézni ¢astice

Pelikularni ¢astice o priméru 3 um dosahuji stejné ti¢innosti jako porézni ¢astice
o pruméru 2 pm pii podstatné niz$im tlaku.

Uc¢innost kolon popisuje Van Deemterova rovnice:

H = Hy + Hp + Hg + Hy (3.1
kde H je vyskovy ekvivalent teoretického patra, Hy je prispévek vifivé difuze, Hp
prispévek podélné molekularni difuze, Hs odpor proti pienosu hmoty ve stacionarni fazi
a Hy odpor proti pfenosu hmoty v mobilni fazi [43,44]. V praxi se pouziva upravena

vVerze:
B
H=A+—+Cxu (3.2)

kde H je vyskovy ekvivalent teoretického patra v centimetrech, 4 je koeficient vifivé
difuze, B/u koeficient podélné difuze, C koeficient odporu proti pfenosu hmoty a u je
linearni pritok mobilni faze v centimetrech za sekundu. Clen 4 je zavisly na kvalitnim
naplnéni kolony. To zahrnuje homogenitu, uspotfadani ¢astic pfi sténach a ve stiedu
kolony a distribuci velikosti &astic. Cleny B/u a C jsou zavislé na velikosti a retenci
analytu. S retencnim casem analytu roste i ¢len B/u, protoze je k dispozici vice ¢asu pro
maji tendenci difundovat pomaleji [45].

Dle rovnice (3.2), vliv vifivé difuze na kolonu naplnénou SPP koresponduje
s vn¢j$im primérem cdstice, ale odpor proti pfenosu hmoty a podélné difuze koresponduji

s tlouStkou a velikosti porti porézni vrstvy [46]. Kinetické vyhody pelikuldrnich ¢astic
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proto zavisi na velikosti analyzované latky. Kolony s SPP jsou velice efektivni pro
separaci malych molekul [47].

Ptitomnost pevného jadra v Casticich ma piimy vliv na podélnou difuzi, kterou
snizuje. Tento vliv se uplatiiuje zejména pii analyze malych molekul a nizké pritokové
rychlosti. Pfi separaci velkych molekul je tento vliv zanedbatelny [48].

Nejvétsi vliv maji SPP na velikost vifivé difuze, kterd je vyrazné nizsi v porovnani
s poréznimi ¢asticemi. Mechanizmus tohoto jevu stale neni pln¢ objasnén. Pfic¢inou mtze
byt tésna distribuce ¢astic. Krome toho existuje spousta jinych faktort, které jsou schopny
ovlivnit kvalitu naplné. SPP maji vyssi hustotu a n¢které jsou drsnéjsi nez porézni ¢astice
[46,49].

Vys§i GcCinnost separace malych molekul pifi pouziti kolon s SPP je

pravdépodobné zpiisobena vyraznym sniZzenim vifivé difuze. Pro separaci velkych

vvvvvv

3.6 Separacni mody pouzivané v HPLC

V literatufe je popsana cela fada separa¢nich modia pouzivanych v HPLC. Nekteré
tyto mody jsou si podobné, jiné se od sebe vyrazné lisi. Mody v HPLC jsou rozdéleny
podle riznych kritérii: typ stacionarni faze a slozeni mobilni faze, typ interakci
zodpovédnych za separaci, nebo podle obsahu urcitych rozpoustédel v mobilni fazi. Mezi
nejcastéj$i mody pouzivané v HPLC patfi: normalni, reverzni, iontové vyménny, polarné-
organicky, hydrofilni interak¢ni (HILIC), afinitni a jiné [50].

Dale budou podrobnéji popsany pouze mddy pouzité v této praci, a to normalni,

reverzni a polarné-organicky maod.

3.6.1 Normalni méd

V normalnim modu je staciondrni faze polarni, nejCastéji silikagel, a mobilni faze
je nepolarni (smeési organickych rozpoustédel hexanu nebo heptanu s ptidavky alkohola
napf. methanol, propan-2-ol). Cim je separovana latka polarn&jsi, tim ma vysii retenci.
Polaritu latky ovliviiuji i vodikové vazby, coZ se projevuje v selektivité separace. Behem
separace se uplatnuji také stérické efekty, které zptisobuji rozdily pti separaci izomert. U
aromatickych latek je polarita ovliviiovdna také mezomernimi, konguja¢nimi a

indukénimi interakcemi mezi aromatickym jadrem a funkéni skupinou.



-19 -

Normalni méd ustupuje v bézné chromatografii pro své nevyhody do pozadi, ale
pro separaci chiralnich latek v kombinaci s CSP zalozenymi na polysacharidech se stale
pouziva nejcastéji [51]. Hlavni nevyhodou je pouzivani nevodnych a tékavych
rozpoustédel. Normalni moéd je vhodny pro separaci analytl, které se rozkladaji
v pritomnosti vody nebo jsou nerozpustné ve vodnych rozpoustédlech. Organické
mobilni faze jsou také populdrni pro kratké casy analyzy, ostré piky a dobry pomeér

signalu k Sumu [52].

3.6.2 Reverzni mod

Reverzni méd predstavuje opak normélniho mdodu. Mobilni faze je polarnéjsi nez
stacionarni. Nejsiln€ji jsou proto zadrzovany nepoldrni latky a polarni jsou eluovany
rychleji. Mobilni faze je nejcastéji tvorend vodou nebo vodnym pufrem v kombinaci
s organickym rozpoustédlem (nejcastéji methanol nebo acetonitril). Eluci v reverznim
moédu ovlivituji principy rozdélovaci chromatografie, hydrofobni interakce a vodikové
vazby [50].

Reverzni méd je nejcastéji pouzivany mod v kapalinové chromatografii. Tento
mod obecné vykazuje vyssi reprodukovatelnost a robustnost nez normalni méd. Vyhodou
je také kompatibilita s hmotnostni spektrometrii a vyssi citlivost pii pouziti UV detekce

[53].

3.6.3 Polarné-organicky mod

V polarng-organickém modu se jako mobilni faze pouZivaji jenom polarni
organicka rozpoustédla, ¢isté alkoholy (methanol, ethanol a propan-2-ol), ¢isty acetonitril
nebo jejich kombinace. Mezi vyhody polarné-organického modu patii kratsi ¢asy analyzy
a vysoka tc¢innost [54].

U mobilnich fazi tvofenych kombinaci acetonitrilu a alkoholu mé jejich pomér
vliv na retenci. Mobilni fazi je moZné modifikovat pfidavkem kyselych (napft. kyselina
octovd) nebo bazickych (napf. triethylamin) aditiv pro ovlivnéni selektivity. Polarné-
organicky madd se pouziva jen v kombinaci s ur¢itymi kolonami naptiklad zaloZenymi na
polysacharidech, cyklodextrinech, nebo makrocyklickych antibiotikdch a pro chiralni

separace [55].
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4. Experimentalni Cast

4.1 Pouzité pristroje a pomuUcky
Vysokoucinny kapalinovy chromatograf
HPLC Waters 2690 D, Waters, Milford, MA, USA
Kolonovy termostat, Waters Alliance series column heater, Waters, Milford, MA,
USA
Detektor Waters 2487, Waters, Milford, MA, USA
Software Empower 2, Waters, Milford, MA, USA
Kolony
CHIRAL ART Amylose-SA®, rozméry 150%3,0 mm s velikosti ¢astic 3 um
(YMC, Kjoto, Japonsko)
CDShell-RSP®, rozméry 50%2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um (AZYP, Arlington,
Texas, USA)
Dalsi pomiicky
Ultrazvukova lazen Ultrasonic, LC 30, ELMA Némecko
Vahy Mettler AE 240, Greifensee, Svycarsko
pH metr PHM 240, Radiometer Analytical SAS, Villeurbanne Cedex, Francie

4.2 Pouzité chemikalie

o deionizovana voda upravena pomoci zatizeni Ultrapur a Rowapur (Watrex®,
Praha, Cesk4 republika)

o kyselina octovd (AA), ReagentPlus® (Cistota > 99 9%, Sigma-Aldrich®,
Steinheim, Némecko)

o octan amonny (Cistota > 99,00 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)

o methanol for HPLC, gradient grade (Cistota > 99,9 %, Sigma-Aldrich®,
Steinheim, Némecko)

o acetonitril, chromasolv gradient for HPLC, (Cistota > 99,9 %, Sigma-Aldrich®,
Steinheim, Némecko)

o diethylamin (Cistota > 99,5 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)

o triethylamin (Cistota > 99,5 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
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kyselina trifluoroctovd, reagent grade (Cistota > 99,0 %, Sigma-Aldrich®,
Steinheim, Némecko)

hexane, chromasolv for HPLC (Cistota > 97 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Némecko)

propan-2-ol, chromasolv for HPLC (¢istota > 99,9 9%, Sigma-Aldrich®,

Steinheim, Némecko)

Standardy pouZzité pro chiralni separaci:

(R,S)-7-chlor-3-hydroxy-5-fenyl-1,3-dihydro-2H-1,4-benzodiazepin-2-on
(oxazepam, Cistota > 98 % , Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-2-hydroxy-5-{1-hydroxy-2-[(4-fenyl-2-butanyl)amino]ethylbenzamid
hydrochlorid (labetalol hydrochlorid, ¢istota > 98 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Némecko)
(R,S)-10-[2-(1-methyl-2-piperidinyl)ethyl]-2-(methylsulfanyl)-10H-fenothiazin
hydrochlorid (thioridazin, Cistota > 99 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Némecko)
(R,S)-7-chlor-5-(2-chlorfenyl)-3-hydroxy-1,3-dihydro-2H-1,4-benzodiazepin-2-
on (lorazepam, Cistota > 98 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-1-(1H-indol-4-yloxy)-3-(propan-2-ylamino)-propan-2-ol (pindolol, ¢istota
> 98 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-2-(6-chlor-9H-karbazol-2-yl)propanova kyselina (karprofen, Cistota

> 97 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-2-(3-fenoxyfenyl)propanova kyselina (fenoprofen, ¢istota > 97 %, Sigma-
Aldrich®, Steinheim, Némecko)

(R,S)-2-(2-fluor-4-bifenylyl)propanova kyselina (flurbiprofen, Cistota > 98,5 %,
Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-2-[4-(1-0x0-1,3-dihydro-2H-izoindol-2yl)fenyl]propanova kyselina
(indoprofen, cistota > 97 % , Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-1-(propan-2-ylamino)-3-(1-naftyloxy)-2-propanol hydrochlorid
(propranolol hydrochlorid, ¢istota > 99 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Némecko)

(R,S)-1-(2-allylfenoxy)-3-(propan-2-ylamino)-2-propanol hydrochlorid
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(alprenolol hydrochlorid, ¢istota > 98 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Némecko)

(R,S)-2-(2,6-dioxo-3-piperidinyl)-1H-izoindol-1,3(2H)-dion (talidomid, ¢istota >
98 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-1-[3-(dimethylamino)propyl]-1-(4-fluorofenyl)-1,3-dihydro-5-
izobenzofurankarbonitril hydrobromid (citalopram hydrobromid, ¢istota > 98 %,
Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-trans-3,3',4",5,7-pentahydroxyflavan (katechin hydrat, ¢istota > 98 %,
Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-4-[2-hydroxy-3-[(1-methylethyl)amino]propoxy |benzenacetamid
(atenolol, Cistota > 98 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-2-hydroxy-5-[1-hydroxy-2-[(1-methyl-3-fenylpropyl)amino]ethyl]
benzamid hydrochlorid (labetalol, Cistota > 98 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Némecko)
N-(3-acetyl-4-[(R,S)-2-hydroxy-3-(propan-2-ylamino)propoxy]fenyl)butanamid
(acebutolol hydrochlorid, ¢istota > 97 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Némecko)

(R,S)-1-(2-allyloxyfenoxy)-3-propan-2-ylamino-2-propanol (oxprenolol
hydrochlorid, ¢istota > 97 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-2-(4-1zobutylfenyl)propanova kyselina (ibuprofen, ¢istota > 98 %, Sigma-
Aldrich®, Steinheim, Némecko)

(R,S)-2-(5-benzoylthiofen-2-yl)propanova kyselina (kyselina tiaprofenova,
Cistota > 98 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-2-[4-(thiofen-2-karbonyl)fenyl]propanova kyselina (suprofen, Cistota

> 98 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-2-(3-benzoylfenyl)propanova kyselina (ketoprofen, ¢istota > 98 %, Sigma-
Aldrich®, Steinheim, Némecko)

3-ethyl 5-methyl ester benzensulfonat (R,S)-2-[(2-aminoethoxy)-methyl]-4-(2-
chlorfenyl)-1,4-dihydro-6-methyl-3,5-pyridindikarboxylové kyseliny
(amlodipin, Cistota > 98 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)

methyl 2-[methyl(fenylmethyl)amino]ethyl ester hydrochloridu (R,S)-1,4-
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4.3

dihydro-2,6-dimethyl-4-(3-nitrofenyl)-3,5-pyridindikarboxylové kyseliny
(nikardipin, Cistota > 98 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
2-methoxyethyl 1-methylethyl ester (R,S)-1,4-dihydro-2,6-dimethyl-4-(3-
nitrofenyl)-3,5-pyridindikarboxylové kyseliny (nimodipin, ¢istota > 98 %,
Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)

(R,S)-1zobutyl methyl 1,4-dihydro-2,6-dimethyl-4-(o-nitrofenyl)-3,5-pyridin
dikarboxylat (nisoldipin, Cistota > 98 %, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
ethyl methyl ester (R,S)-1,4-dihydro-2,6-dimethyl-4-(3-nitrofenyl)-3,5-
pyridindikarboxylové kyseliny ( nitrendipin, ¢istota > 95 %, Sigma-Aldrich®,
Steinheim, Némecko)

(R,S)-5-[ N-(3,4-dimethoxyfenylethyl)methylamino]-2-(3,4-dimethoxyfenyl)-2-
propan-2-olvaleronitril hydrochlorid (verapamil hydrochlorid, Cistota > 99 %,
Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko)
(R,S)-cis-2-(dimethylaminomethyl)-1-(3-methoxyfenyl)cyklohexanol
hydrochlorid (tramadol hydrochlorid, ¢istota > 99,0 %, Sigma-Aldrich®,

Steinheim, Némecko)

Pfiprava vzorku a jejich struktura

Vsechny vzorky byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml methanolu. V Tabulce 1

jsou ukéazany struktury chiralnich 1é¢iv testovanych v této praci.

Tabulka 1 — Strukturni vzorce standardd pouzitych analytl a jejich zafazeni do skupiny 1é¢iv. Chiralni

centrum je oznac¢eno symbolem — *.

Nazev analytu Struktura Skupina

OH H
OJ*V N
Acebutolol Q Y beta-blokator
O
=
Alprenolol @O\/* N J\ beta-blokator
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Nazev vzorku

Struktura

Skupina

Amlodipin

Atenolol

Bopindolol

Citalopram

Fenoprofen

Flurbiprofen

blokator kalciového

kanalu

beta-blokator

beta-blokator

selektivni inhibitor
spétného
vychytavani

serotoninu

profen

profen
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Nazev vzorku Struktura Skupina
*
Ibuprofen OH profen
O
@) O
Indoprofen @N :: *\>— OH profen
Cl 0
Karprofen O O * OH profen
N
H
Katechin flavonoid
LT
Ketoprofen * OH profen
@)
'e) O.__OH
Kyselina S x
profen
tiaprofenova \ /
O.__NH,
Labetalol beta-blokator
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Nazev vzorku Struktura Skupina

Lorazepam benzodiazepin
blokator kalciového
Nikardipin
kanalu
o blokator kalciového
Nimodipin
kanalu
blokator kalciového
Nisoldipin
kanalu
blokator kalciového
Nitrendipin

kanalu
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Nazev vzorku Struktura Skupina
H O
N
et
Oxazepam cl —N benzodiazepin
OH |
Oxprenolol \r beta-blokator
HN /
OH |
Pindolol \( beta-blokator
HN /
e
O N
Propranolol OH H beta-blokator
Suprofen profen

O
NH
Thalidomid N—* 0] ftalimid
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Nazev vzorku Struktura Skupina

AL

Thioridazin fenothiazin

N inhibitor zpétného
|

~n
* /4 14 r
vychytavani
Tramadol * .
O\ serotoninu a
CH .
noradrenalinu

0
Verapamil
o N

O  blokator kalciového

kanalu

4.4 Pouzité mobilni faze a kolony

Pouzité mobilni faze pro dané kolony jsou shrnuty Tabulkach 2-4.

Tabulka 2 — Prehled mobilnich fazi pouzitych pro danou kolonu v normalnim modu.

Kolona Mobilni faze

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol; 80/20 (v/v)
CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol; 90/10 (v/v)

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol; 95/5 (v/v)

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol/Triethylamin; 80/20/0,1 (v/v/v)

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol/Triethylamin; 90/10/0,1 (v/v/v)

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol/Triethylamin; 95/5/0,1 (v/v/v)

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol/Diethylamin; 80/20/0,1 (v/v/V)

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol/Diethylamin; 90/10/0,1 (v/v/V)

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol/Diethylamin; 95/5/0,1 (v/v/v)

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol/Kyselina trifluoroctova; 80/20/0,1 (v/v/v)
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Kolona

Mobilni faze

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol/Kyselina trifluoroctova; 90/10/0,1 (v/v/v)

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol/Kyselina trifluoroctova; 95/5/0,1 (v/v/v)

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol/Diethylamin/Kyselina trifluoroctova; 80/20/0,1/0,1

(v/v/v/v)

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol/Diethylamin/Kyselina trifluoroctova; 90/10/0,1/0,1

(v/v/v/v)

CHIRAL ART Amylose-SA  Hexan/Propan-2-ol/Diethylamin/Kyselina trifluoroctova; 95/5/0,1/0,1

(v/v/v/v)

Tabulka 3 — Prehled mobilnich fazi pouzitych pro danou kolonu v reverznim moédu.

Kolona Mobilni faze

CDShell-RSP 10 mM Octan amonny; pH 4,0/Methanol; 20/80 (v/v)
CDShell-RSP 10 mM Octan amonny; pH 4,0/Methanol; 40/60 (v/v)
CDShell-RSP 10 mM Octan amonny; pH 4,0/Methanol; 60/40 (v/v)
CDShell-RSP 10 mM Octan amonny; pH 4,0/Methanol; 80/20 (v/v)
CDShell-RSP 10 mM Octan amonny; pH 4,0/Methanol; 90/10 (v/v)
CDShell-RSP 10 mM Octan amonny; pH 3,0/Methanol; 80/20 (v/v)
CDShell-RSP 10 mM Octan amonny; pH 3,0/Methanol; 90/10 (v/v)
CDShell-RSP 10 mM Octan amonny; pH 6,5/Methanol; 80/20 (v/v)
CDShell-RSP 10 mM Octan amonny; pH 6,5/Methanol; 90/10 (v/v)
CDShell-RSP 1% Triethylaminoctanovy pufr; pH 4,0/Methanol; 80/20 (v/v)
CDShell-RSP 1% Triethylaminoctanovy pufr; pH 4,0/Methanol; 90/10 (v/v)
CDShell-RSP 1% Triethylaminoctanovy pufr; pH 6,5/Methanol; 80/20 (v/v)
CDShell-RSP 1% Triethylaminoctanovy pufr; pH 6,5/Methanol; 90/10 (v/v)

Tabulka 4 — Prehled mobilnich fazi pouzitych pro danou kolonu v polarné-organickém modu.

Kolona Mobilni faze

CDShell-RSP  Acetonitril/Methanol/Kyselina octova/Triethylamin (80/20/0,3/0,2) (v/v/v/v)
CDShell-RSP  Acetonitril/Methanol/ Kyselina octova/Triethylamin (20/80/0,3/0,2) (v/v/v/v)
CDShell-RSP  Acetonitril/Methanol/ Kyselina octova/Triethylamin (80/20/0,03/0,02) (v/v/v/v)
CDShell-RSP  Acetonitril/Methanol/ Kyselina octova/Triethylamin (97/3/0,03/0,02) (v/v/v/v)
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Puftr s octanem amonnym o pozadované koncentraci a objemu 1 1 byl pfipraven
navazenim potiebného mnozstvi octanu amonného, ktery byl rozpustén v deionizované
vodé. Pozadované pH bylo dosaZeno titraci kyseliny octové, poté byl pufr doplnén
deionizovanou vodou do objemu 1 1. Pufr byl nasledné ptefiltrovan pomoci 0,45 pm filtru
pro odstranéni necistot.

Triethylaminoctanovy pufr byl pfipraven pipetovanim pozadovaného mnozstvi
triethylaminu do vody. Roztok byl poté titrovan kyselinou octovou na pozadované pH.

Z kadinky byl roztok pielit do 1 1 odmérné banky a doplnén vodou po rysku.

4.5 Podminky separace

Separace analytli probihala v reverznim a polarné-organickém modu na koloné
CDShell-RSP a v normalnim moédu na koloné¢ CHIRAL ART Amylose-SA. Davkovany
objem vzorku byl 5ul. Pro detekci byl pouzit dudlni spektrofotometr, méteni probihalo
bud’ pfi vinovych délkach 220 a 254 nm nebo 254 a 280 nm. Kolony byly termostatovany
na teplotu 25°C. Pratok mobilni faze v normélnim modu byl I ml/min, v reverznim modu

0,4 ml/min a v polarné-organickém moédu 0,5 ml/min. Eluce probihala izokraticky.

4.6 UrcCeni mrtvého ¢asu

Mrtvy cas byl pro obé kolony uréen nadavkovanim methanolu. Pro kolonu
CDShell-RSP byl mrtvy ¢as 0,63 min pro pritok 0,4 ml/min a 0,57 min pro pritok 0,5
ml/min. Pro kolonu CHIRAL ART Amylose-SA byl mrtvy ¢as 1,00 min pii pritoku 1

ml/min.

4.7 Chromatografické parametry

Chromatografické parametry popisujici separaci enantiomert a jsou pouZity v této
praci jsou: retencni faktor (k), enantioselektivita (a), rozliSeni (R) a faktor symetrie (4s).

Retencni faktor byl vypocten dle rovnice:

tr —tm

k= (6.3)

tm
kde £ je retencni faktor analytu, fr je retencni Cas analytu a v je mrtvy cas.

Enantioselektivita byla vypoctena jako pomér reten¢nich faktori:



-31 -

%

kde a je enantioselektivita, k> je retencni faktor pozdéji eluujiciho enantiomeru a k1 je

a (6.4)

retencni faktor diive eluujiciho enantiomeru.

Rozliseni sousednich pikii bylo vypocteno dle rovnice:

R = 1,18« (trz — tr1)
w; + w,

(6.5)

kde R je rozliSeni, tr> a tr1 jsou retencni ¢asy druhého a prvniho eluujiciho enantiomeru,
wi a w2 jsou Sifky pikll v poloviné jejich vysky.
Faktor symetrie byl vypocten jen pro piky analytii rozdélenych na zakladni linii,

a to dle vztahu:

W
=37
kde As je faktor symetrie, W je Sitka piku v 5 % jeho vysky a f je pomér Sitky piku

Aq (6.6)

vzestupné Casti k sestupné ¢asti piku v 5 % jeho vysky. V ptipadé, ze je pik symetricky,
je hodnota faktoru symetrie 1,0. Pokud pik chvostuje, je hodnota faktoru symetrie >1.

V ptipadég, Ze hodnota faktoru symetrie <1 pak dochazi k tzv. frontovani piku.
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5. Vysledky a diskuze

5.1 Kolona CHIRAL ART Amylose-SA

5.1.1 Retence a enantioseparace v normalnim médu

Me¢éteni v normalnim modu zacalo pouzitim jednotlivych mobilnich fazi slozenych
z hexanu (HEX) a propan-2-olu (IPA) v riznych objemovych pomérech bez ptidavku
aditiv (80 HEX/20 IPA, 90 HEX/10 IPA, 95 HEX/S IPA (v/v)). Zavislost retencnich ¢asti

vybranych analyti na mnozstvi propan-2-olu v mobilni fazi ilustruje Obrazek 4.

70 |—
60
50 —@— Flurbiprofen
Fenoprofen
E 40 Indoprofen
:.é 30 Karprofen
—@— Lorazepam
20 —@®— Oxazepam
—@— Suprofen
10 T\F —e—Talidomid
0 E—— —_— — : - :.
5 10 15 20
% IPA

Obrazek 4 — Zavislost reten¢niho Casu prvniho eluujiciho enantiomeru (#r1) uvedenych analytl na

procentualnim zastoupeni propan-2-olu v mobilni fazi HEX/IPA (v/v).

Na Obrazku 4 jsou zobrazeny pouze analyty, jejichZ enantiomery se délily
v danych mobilnich fazich. U vSech analytl se sniZovala retence se zvySujicim se
mnozstvim propan-2-olu v mobilni fazi kromé& flurbiprofenu, kdy se neménila.
Nejvyraznéjsi nardst retencnich Casli se snizenim mnozstvi propan-2-olu v mobilni fazi
se projevil u analyti indoprofen a talidomid. U talidomidu doba analyzy ptesahla 2

hodiny v mobilni fazi s 5 % propan-2-olu (v/v). Reten¢ni Casy strukturné¢ podobnych
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analytl lorazepam a oxazepam byly ve vSech pomérech propan-2-olu srovnatelné.
Analyty ze skupiny profentl se strukturn€ vyrazné lisi. Z tohoto diivodu byly retencni Casy
a jejich zéavislosti na mnoZstvi propan-2-olu v mobilni f4zi vyrazné odli§né. Indoprofen
oproti karprofenu a flurbiprofenu obsahuje navic ve své struktuie karbonylovou skupinu,
kterd je pravdépodobné zodpovédnd za narlst retencnich Cast. To, Ze pfitomnost
karbonylové skupiny prodluzuje retenci je patrné i u talidomidu, ktery ma podobnou
strukturu jako indoprofen, 4 karbonylové skupiny a vykazuje vyrazné€ vyssi retenci.

Na Obrazcich 5 — 7 jsou zobrazeny chromatografické parametry, rozliSeni (R),
enantioselektivita (o) a faktor symetrie (4s) pro analyty, které se enantioseparovaly v

mobilnich fazich HEX/IPA (v/v) v riznych objemovych pomérech.

B Fenoprofen

B Flurbiprofen

M Indoprofen
Karprofen

W Lorazepam

B Oxazepam

B Suprofen

20 10 5 M Talidomid
% IPA

Obrazek 5 — Zavislost rozliseni (R) uvedenych analyti na procentualnim zastoupeni propan-2-olu

v mobilni fazi HEX/IPA (v/v).

20
M Fenoprofen
L r B Flurbiprofen
M Indoprofen
s 10
Karprofen
05 | M Lorazepam
B Oxazepam
0,0 M Suprofen
20 10 > m Talidomid
% IPA

Obrazek 6 — Zavislost enantioselektivity («) uvedenych analyti na procentualnim zastoupeni propan-2-olu

v mobilni fazi HEX/IPA (v/v).
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50 r
4,5
40 B Karprofen Enantiomer 1
3,5 B Karprofen Enantiomer 2
3,0 M Lorazepam Enantiomer 1
< 25 Lorazepam Enantiomer 2

2,0 B Oxazepam Enantiomer 1
1,5

H Oxazepam Enantiomer 2
1,0

M Talidomid Enantiomer 1
0,5
0.0 Talidomid Enantiomer 2

20 10 5
% IPA

Obrazek 7 - Zavislost faktoru symetrie (45) uvedenych analyt na procentualnim zastoupeni propan-2-olu

v mobilni fazi HEX/IPA (v/v).

Pro rozdéleni enantiomert na zékladni linii je nutné dosahnout hodnoty rozliSeni
1,5. Z Obrazku 5 (str. 33) vyplyva, Ze nizsi zastoupeni propan-2-olu v mobilni fazi
neznamenalo vzdy zvyseni rozliSeni enantiomerti. To je dano tim, ze u nékterych analyta,
zejména talidomidu, dochazelo k vyraznému rozmyvani zon s rostouci retenci. U analyti,
napftiklad flurbiprofenu a lorazepamu, jejichz enantiomery eluovaly v Gzkych zoénach se
rozliSeni se snizujicim zastoupenim propan-2-olu zvySovalo.

Enantioselektivita ~ se  vyznamné nemeénila se  zménou  obsahu
propan-2-olu v mobilni fazi, viz Obrazek 6 (str. 33). VSechny analyty, jejichz
enantiomery se délily, mély piky malo symetrické a dochazelo k vyraznému chvostovani.
K nejvétsimu chvostovani vSech uvedenych analytii kromé lorazepamu dochazelo pii
10% obsahu propan-2-olu v mobilni fazi (Obrazek 7).

I kdyzZ maji lorazepam a oxazepam aZ na jeden atom chloéru stejnou strukturu,
jejich chromatografické parametry se liSily ve vSech pomérech propan-2-olu kromé
retence a enantioselektivity, kterd byla pfi vSech pomérech IPA srovnatelna. Atom chloru
ovliviiuje elektronovou hustotu jak indukénim, tak mezomernim efektem. Indukéni efekt
je silngjsi, proto je v ptipadé lorazepamu nizsi elektronova hustota na benzenovém jadre
v porovnani s oxazepamem. To je pravdépodobné diivod pro rizny vyvoj hodnot
rozliSeni a faktoru symetrie v zavislosti na poméru propan-2-olu v mobilni f4zi. Zajimavé
je, ze ukyselych profenti byly zmény rozliSeni a enantioselektivity podobné pro

indoprofen a karprofen, i kdyZ se tyto dva analyty strukturné 1isi. Indoprofen a karprofen
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jako jedini zastupci ze skupiny profenti obsahuji amino skupinu, coz je pravdépodobné

pti¢inou podobného chromatografického chovéni téchto analyti.
Chromatogramy enantioseparace vybranych analytii pti pouZziti mobilnich fazi bez

aditiva jsou zobrazeny na Obrazku 8.

Oxazepam HEX/IPA 80/20 (v/v)]

A ‘lﬂl . B
|"; i
[ A
A B Lorazepam HEX/IPA 80/20 (v/V)]
A (\ B [Karprofen HEX/IPA 90710 (v/v)|
|
| \ ;\
_ J —J ~
A B | Flurbiprofen HEX/IPA 95/5 (v/v)]
! | ! I M I ! 1
0 5 10 15 20
t (min)

Obrazek 8 — Chromatogramy enantioseparace uvedenych analytli v mobilnich fazich HEX/IPA (v/v).
A — prvni eluujici enantiomer, B — druhy eluujici enantiomer. Méfeno pti vinové délce 254 nm a pritoku
1,0 ml/min.

Tabulka 5 zobrazuje optimalni zastoupeni propan-2-olu v mobilni fazi bez

aditiva a chromatografické parametry pro analyty, které se separovaly na zékladni linii.
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Tabulka 5 — Optimalni podminky pro separaci uvedenych analytl pfi pouziti mobilni faze HEX/IPA (v/v).
Rozliseni (R), retencni faktor 1. eluovaného enantiomeru (k) a enantioselektivita (a).

propan-2-ol (%) R ki a

Flurbiprofen 5 1,50 1,35 1,32
Indoprofen 10 1,63 19,31 1,30
Karprofen 10 2,55 593 1,58
Lorazepam 20 2,67 229 1,59
Oxazepam 20 2,79 2,48 1,59
Talidomid 20 2,86 16,71 1,42

Doba potiebnd pro enantioseparaci flurbiprofenu, lorazepamu a oxazepamu byla
pod 10 min, v ptipadé¢ karprofenu pod 15 min. Nejdel$i doba analyzy byla u indoprofenu
a talidomidu, kdy trvala téméf 30 min. Faktor symetrie se pohyboval v rozmezi hodnot
4,5 — 5,0 pro karprofen, 1,5 — 3,0 pro lorazepam a oxazepam a 2,0 — 3,0 pro talidomid.

Pro zlepSeni separace bazickych analyti bylo do mobilni faze pfidano bazické
aditivum  triethylamin ~ (TEA). Nasledn¢ byly pouzity —mobilni  faze
80 HEX/20 IPA/0,1 TEA; 90 HEX/10 IPA/ 0,1 TEA; 95 HEX/5 IPA/0,1 TEA (v/v/v).
Zavislost reten¢nich Casti vybranych analytti na mnozstvi propan-2-olu v mobilni fazi je

zobrazena na Obrazku 9 na strané 37.
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50
__40
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é 30 —@— Lorazepam
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20 5\ xazepam
10 b . —@— Talidomid
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% IPA
<
£ Oxprenolol
b
= Propranolol
—@— Verapamil

% IPA

Obrazek 9 — Zavislost reten¢niho Casu prvniho eluujiciho enantiomeru (#r1) uvedenych analyti na

procentualnim zastoupeni propan-2-olu v mobilni fazi HEX/IPA/TEA (v/v/v).

Retencni Casy analytl ze stejnych skupin se v mobilnich fazich s triethylaminem
ménily podobné&. Verapamil patii do skupiny blokéatorid kalciovych kanald, ale jeho
retence se podobala retencim analyti ze skupiny beta-blokatorti. To je pravdépodobné
zpusobeno pritomnosti étherové a aminové funkéni skupiny ve struktufe verapamilu,
propranololu a oxprenololu. Retenéni cCasy pifi vSech pomérech HEX/IPA (v/&v)
v mobilnich fazich bez aditiva a v mobilnich fazich s triethylaminem jsou podobné pro
lorazepam, oxazepam a talidomid. U oxprenololu, propranololu a verapamilu se retencni
Casy vyrazné zkratily ve vSech pomérech IPA v mobilnich fazich s triethylaminem
pfi porovnani s mobilnimi fazemi bez aditiva.

Na Obrazcich 10 — 12 (str. 38) jsou zobrazeny chromatografické parametry,
rozliSeni (R), enantioselektivita (a) a faktor symetrie (4s) pro mobilni faze HEX/IPA/TEA
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v riznych objemovych pomérech pii konstantnim mnozstvi triethylaminu 0,1 % (v/v/v).

W Lorazepam

B Oxazepam

H Oxprenolol
Propranolol

H Talidomid

H Verapamil
20 10 5

% IPA

Obrazek 10 —Zavislost rozliseni (R) uvedenych analyti na procentualnim zastoupeni propan-2-olu

v mobilni fazi HEX/IPA/TEA (v/iv/v).

20 r
1,5 r ® Lorazepam
B Oxazepam
s 1,0 F
B Oxprenolol
05 F Propranolol
H Talidomid
0,0 B Verapamil
20 10 5
% IPA

Obrazek 11 — Zavislost enantioselektivity (a) uvedenych analyti na procentualnim zastoupeni propan-2-

olu v mobilni fazi HEX/IPA/TEA (v/v/v).

25 r

2,0

15 B Lorazepam Enantiomer 1

<

1,0 B Lorazepam Enantiomer 2
B Oxazepam Enantiomer 1

0,5
B Oxazepam Enantiomer 2

0,0

20 10 5
% IPA

Obrazek 12 — Zavislost faktoru symetrie (4;) uvedenych analytd na procentualnim zastoupeni propan-2-

olu v mobilni fazi HEX/IPA/TEA (v/v/v).
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V mobilnich fazich HEX/IPA/TEA (v/v/v) se na zakladni linii rozdélilo méné
analytt (Obrazek 10, str. 38) v porovnani s mobilnimi fazemi bez aditiva (Obrazek 5,
str. 33). V mobilnich fazich s triethylaminem se zacaly separovat bazické analyty
oxprenolol, propranolol a verapamil. U zddného z nich nedoslo k separaci na zakladni
linii. Analyty oxazepam a talidomid vykazovaly v mobilnich fazich s triethylaminem
nizsi rozliSeni v porovnani s mobilnimi fazemi bez aditiva ve vSech pomérech propan-2-
olu. V piipad¢ lorazepamu byla hodnota rozliSeni podoba pouze v mobilni fazi bez aditiva
a s triethylaminem pii 20 objemovych % IPA. Ve vSech ostatnich pomérech byla hodnota
rozliSeni nizsi v mobilnich fazich s TEA. V prostiedi bazického triethylaminu se prestaly
separovat kysel¢ analyty karprofen, flurbiprofen a indoprofen, které se v mobilnich fazich
bez aditiva rozdélily na zékladni linii (Obrazky S a 10, str. 33 a 38). Tyto vysledky
potvrzuji pozitivni vliv bazického aditiva v mobilni fazi pro enantioseparace bazickych
chiralnich analytt.

Enantioselektivita se se zvySujicim zastoupenim propan-2-olu v mobilnich fazich
snizovala (Obrazek 11, str. 38). Analyty lorazepam, oxazepam a talidomid mély
v mobilnich f4zich bez aditiva srovnatelnou enantioselektivitu jako v mobilnich fazich
s triethylaminem a to pii 20 a 10 objemovych % IPA. Pti 5 objemovych % IPA byla
enantioselektivita oxazepamu vyS$i v mobilni fazi s triethylaminem (Obrazky 6 a 11, str.
33 a 38).

V mobilnich fazich s triethylaminem se ve vSech pomérech HEX/IPA/TEA (v/v/v)
zlepsil faktor symetrie u enantiomerti lorazepamu a oxazepamu v porovnani s mobilnimi
fazemi bez aditiva (Obrazky 7 a 12, str. 34 a 38). Nejlepsi symetrie bylo dosazeno
v mobilni f4zi HEX/IPA/TEA 90/10/0,1 (v/v/v), kdy se hodnota faktoru symetrie druhého
eluovaného enantiomeru blizila 1, ale prvni eluovany enantiomer byl stale asymetricky.

V mobilnich fazich s bazickymi aditivy by se mély bazické analyty separovat
1épe. Toto se potvrdilo v ptipadé oxprenololu, propranololu a verapamilu. Tyto analyty
obsahuji ve své struktuie étherové a aminové funkéni skupiny. Zejména étherové funkeni
skupiny hraji pravdépodobné dilezitou roli pfi enantioseparaci, protoze nejhiife se
separoval propranolol, ktery ma jen jednu tuto skupinu, oxprenolol méa dvé a verapamil
¢tyfi. U oxprenololu a propranololu je étherova funkéni skupina vzdalena od chiralniho

cvwr

skupiny od chirdlniho centra oddé€luje benzenové jadro, dal§i dvé étherové funkéni
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skupiny se nachazeji na druhé stran¢ molekuly, nez je chirdlni centrum. Dulezitost
étherové skupiny pro separaci enantiomerii podporuje fakt, ze alprenolol, ktery je
strukturné¢ podobny s oxprenololem se neseparoval. Alprenolol obsahuje v porovnani
s oxprenololem o jednu étherovou funk¢ni skupinu méné.

Chromatogramy enantioseparace vybranych analyti pfi pouziti mobilnich fazi

s triethylaminem jsou zobrazeny na Obrazku 13.

A I‘| B Verapamil HEX/IPA/TEA 95/5/0,1 (v/v/v)|

A B [ Oxprenolol HEX/IPA/TEA 95/5/0,1 (v/v/V)]

Oxazepam HEX/IPA/TEA 90/10/0,1 (v/v/v)l A

‘,’r\\l /\\ B
[\ [\ ™\
| \'* f; \\ / / !
[\ /
N S . S~/ \,
| Lorazepam HEX/IPA/TEA 90/10/0,1 (v/v/V)] A B
~rTrrrrrrrrTrrrrrTTrTTrT T Tr T nr T T T TrTTrT T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

t (min)

Obrazek 13 — Chromatogramy enantioseparace uvedenych analytl v mobilnich fazich HEX/IPA/TEA
(v/v/v). A — prvni eluyjici enantiomer, B — druhy eluujici enantiomer. Méfeno pii vinové délce 254 nm a

pritoku 1,0 ml/min.

Tabulka 6 na dalsi stran€ zobrazuje optimalni podminky pro separaci analyti v mobilni
fazi HEX/IPA/TEA (v/v/v). V tabulce jsou déle uvedeny chromatografické parametry pro

analyty, které se rozdé€lily na zakladni linii.
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Tabulka 6 — Optimalni podminky separace uvedenych analyti v mobilnich fazich HEX/IPA/TEA (v/iv/v).
Rozliseni (R), reten¢ni faktor 1. eluovaného enantiomeru (k;) a enantioselektivita (a).

propan-2-ol (%) R ki a

Lorazepam 10 2,13 720 1,58
Oxazepam 10 222 7,10 1,59
Talidomid 10 1,71 50,91 1,27

Hodnoty faktoru symetrie pikli lorazepamu a oxazepamu byly v rozpéti 1,0 — 2,5.
Po porovnani dat z Tabulek 5 (str. 36) a 6 je zfejmé, Ze lepsi vysledky byly dosazeny
s mobilnimi fazemi bez aditiva, kdy byly doby analyzy krat$i s vy$$im rozliSenim.
Enantioselektivita byla srovnatelnd v mobilnich fazich bez aditiva a s triethylaminem.
Symetrie pika byla v8ak lepsi v mobilnich fazich s triethylaminem.

Vysledky ziskané v mobilnich fazich s triethylaminem byly hor$i neZ v mobilnich
fazich bez aditiva. Proto bylo dale testovano bazické aditivum diethylamin (DEA).
Nasledovalo pouziti mobilnich fazi 80 HEX/ 20IPA/0,1 DEA; 90 HEX/10 IPA/ 0,1 DEA;
95 HEX/5 IPA/0,1 DEA (v/v/v). Obrazek 14 ilustruje zavislost reten¢nich cast

vybranych analytli na mnozstvi propan-2-olu v zminénych mobilnich fazich.

50 r
45
—@— Alprenolol
40 —@— Bopindolol
35 | Indoprofen
Ketoprofen
—@— Labetalol
—@— Lorazepam

—@— Nisoldipin
—@— Oxazepam
—@— Oxprenolol
—@— Propranolol

—@— Talidomid

—@— Tramadol

Verapamil

% IPA

Obriazek 14 — Zavislost retencniho ¢asu prvniho eluujiciho enantiomeru (7r1) uvedenych analytti na

procentualnim zastoupeni propan-2-olu v mobilni fazi HEX/IPA/0,1 % DEA (v/i/v).
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Reten¢ni ¢asy lorazepamu a oxazepamu byly srovnatelné v mobilnich fazich bez
aditiva, s triethylaminem 1 s diethylaminem pro jednotlivé poméry propan-2-olu
v mobilni fazi. Talidomid mé4 v mobilni f4zi s diethylaminem pti obsahu 20 % IPA (v/»v)
niz$i retencni ¢as nez v mobilnich fazich bez aditiva a s triethylaminem. Indoprofen
vykazuje vyrazné vyssi retenéni ¢as nez ketoprofen. Oba tyto analyty maji karbonylovou
funkéni skupinu, indoprofen ma také aminovou funkéni skupinu, coz pravdépodobné
zpisobuje delsi retenci. U analytl ze skupiny beta-blokatori mél pouze labetalol vyrazné
odli$né retencni Casy, a to zejména v 10 a 5 objemovych % propan-2-olu. Labetalol se od
ostatnich beta-blokatort 1i8i pfitomnosti amidové funkéni skupiny, kterd pravdépodobné
zpisobuje vyrazny narist retencnich ¢asii pti niz§im zastoupeni propan-2-olu v mobilni
fazi. Nisoldipin a verapamil ze skupiny blokatorii kalciovych kanali mély podobné
retence ve vSech pomérech IPA, a to 1 pfesto, Ze se strukturné 1isi.

Obrazky 15 — 17 (str. 42 a 43) zobrazuji chromatografické parametry, rozlisent,
enantioselektivitu a faktor symetrie ziskané¢ v mobilnich fazich HEX/IPA/DEA (v/v/v)
v riznych objemovych pomérech HEX/IPA (v/v) pti konstantnim mnozstvi diethylaminu

0,1 objemovych %.

35 r

20 10 5
% IPA

H Alprenolol m Bopindolol ® Indoprofen m Ketoprofen M Labetalol M Lorazepam B Nisoldipin

B Oxazepam M Oxprenolol M Propranolol M Talidomid ™ Tramadol Verapamil

Obrazek 15 — Zavislost rozliSeni (R) uvedenych analyti na procentualnim zastoupeni propan-2-olu

v mobilni fazi HEX/IPA/DEA (v/v/v).
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20
15 |
31,0 |
05 |
0,0
20 10 5
% IPA

H Alprenolol m Bopindolol ® Indoprofen m Ketoprofen © Labetalol M Lorazepam M Nisoldipin

B Oxazepam M Oxprenolol ®Propranolol B Talidomid ™ Tramadol ™ Verapamil

Obrazek 16 — Zavislost enantioselektivity (a) uvedenych analytti na procentudlnim zastoupeni propan-2-

olu v mobilni fazi HEX/IPA/DEA (v/v/v).

40 ¢
3,5
3,0
2,5
< 2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

20 10 5
% IPA

M Lorazepam Enantiomer 1 M Lorazepam Enantiomer 2 B Oxazepam Enantiomer 1
Oxazepam Enantiomer 2 B Oxprenolol Enantiomer 1 B Oxprenolol Enantiomer 2

M Talidomid Enantiomer 1 = Talidomid Enantiomer 2

Obriazek 17 — Zavislost faktoru symetrie (4;) uvedenych analyt na procentudlnim zastoupeni propan-2-

olu v mobilni fazi HEX/IPA/DEA (v/v/v).

V mobilnich fazich HEX/IPA/DEA (v//v) se zaCalo separovat vice analyta
v porovnani s mobilnimi fazemi bez aditiva a s TEA. Na zékladni linii se rozd¢lilo pét
z nich (Obrazek 185, str. 42). Oproti mobilnim f4zim s triethylaminem se na zakladni linii
rozdelily bazické analyty alprenolol a oxprenolol. Diethylamin je sekundarni amin a kviili
indukénimu efektu ma na atomu dusiku nizsi elektronovou hustotu nez triethylamin, ktery

je tercialni amin. Atom dusiku diethylaminu je pravdépodobné stericky piistupné;jsi, proto
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1épe interaguje s chirdlimi centry analytl a diky tomu jsou enantioselektivni interakce se
stacionarni fazi siln€j$i. Analyty, které se separovaly v mobilnich fazich s triethylaminem
dosahly v mobilnich fazich s diethylaminem vyssi hodnoty rozliSeni ve vSech pomérech
propan-2-olu v mobilni fazi (Obrazky 10 a 15, str. 38 a 42). V porovnani s mobilnimi
fazemi bez aditiva se v mobilnich fazich s diethylaminem piestaly separovat kyselé
analyty kromé& indoprofenu a ketoprofenu. Zadny z kyselych analytd se neseparoval na
zakladni linii. Pro enantiomery lorazepamu, oxazepamu a talidomidu bylo v mobilnich
fazich bez aditiva dosazeno vyssiho rozliSeni ve vSech pomérech propan-2-olu kromé 10
% IPA (v/v), kdy bylo rozliSeni oxazepamu vys$$i v mobilni fazi s diethylaminem
(Obrazek 5, str. 33).

Enantioselektivita se v mobilnich fazich s diethylaminem u vétSiny analyti
vyrazn€ neménila ve vSech pomérech IPA, kromé talidomidu, tramadolu a verapamilu,
kdy se zvySujicim se obsahem propan-2-olu v mobilni fazi klesala. Enantioselektivita
ziskanad v mobilnich fazich s triethylaminem byla pro analyty lorazepam, propranolol,
talidomid a verapamil srovnatelna ve vSech pomérech pii porovnani s mobilnimi fazemi
s diethylaminem. Podobn4 enantioselektivita byla dosazena v mobilni fazi bez aditiva a
s diethylaminem v 20 % a 10 % IPA pro analyty lorazepam, oxazepam a talidomid.

Symetrie pikt byla v mobilnich fazich s diethylaminem horsi ve vSech pomérech
propan-2-olu pro piky lorazepamu a oxazepamu a srovnatelna pro talidomid v 20 % IPA
(v/v) v porovnani s mobilni fazi bez aditiva. Symetrie pikd lorazepamu a oxazepamu
v mobilnich fazich s diethylaminem je vyrazné hor§i neZ v mobilnich fazich
s triethylaminem a to ve vSech pomérech propan-2-olu v mobilni fazi.

Pti pouziti mobilnich fazi s diethylaminem se separovalo vice bazickych analyt
neZ v mobilnich fazich s triethylaminem a v mobilnich fazich bez aditiva. VSechny
bazické analyty dosdhly v mobilnich fazich s DEA ve vSech pomérech IPA vysSich
hodnot rozliSeni nez v mobilnich fazich s TEA nebo bez pouziti aditiva. Pouze lorazepam
a oxazepam dosahly vysS§iho rozliSeni v mobilni fazi bez aditiva nez pfti pouziti bazickych
aditiv, a to ve vSech pomérech propan-2-olu kromé 10 % IPA (v/v), kdy bylo rozliSeni
vys$si v mobilni fazi s DEA.

Chromatogramy enantioseparace vybranych analyti pii pouZiti mobilnich fazi

s diethylaminem jsou zobrazeny na Obrazku 18.
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[ 1 Oxprenolol HEX/IPA/DEA 80/20/0,1 (v/v/v)]

Oxazepam HEX/IPA/DEA 80/20/0,1 (v/v/v)‘

A B
Lorazepam HEX/IPA/DEA 80/20/0,1 (v/v/v)l /
\ [ i
AN N

[ Alprenolol HEX/IPA/DEA 95/5/0,1 (v/u/v)]

t (min)

Obrazek 18 — Chromatogramy enantioseparace uvedenych analytti v mobilnich fazich HEX/IPA/DEA
(v/v/v). A — prvni eluyjici enantiomer, B — druhy eluujici enantiomer. Méfeno pfi vinové délce 254 nm a

pritoku 1,0 ml/min.

Optimalni podminky separace a chromatografické parametry analytd, které se
separovaly na zakladni linii v mobilnich fazich HEX/IPA/DEA (v/v/v) jsou uvedeny
v Tabulce 7.

Tabulka 7 — Optimalni podminky pro separaci uvedenych analytt pfi pouziti mobilni fize HEX/IPA/DEA

(v/v/v). RozliSeni (R), retenéni faktor 1. eluovaného enantiomeru (k;) a enantioselektivita (a).

Propan-2-ol (%) R ki o
Alprenolol 5 1,57 0,69 1,54
Lorazepam 20 2,66 257 1,56
Oxazepam 20 2,68 255 1,58
Oxprenolol 20 1,51 043 1,44
Talidomid 20 2,72 16,13 1,42

Hodnoty faktoru symetrie pikti byly pii optimalnich podminkéch v rozpéti
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1,5 — 3,5 pro lorazepam, 1,5 — 3,0 pro oxazepam, 1,0 — 1,5 pro oxprenolol a 2,0 — 3,0 pro
talidomid. V mobilnich fazich s diethylaminem byly doby analyz vSech analytt krat$i nez
v mobilnich fazich s triethylaminem. Za téchto podminek bylo také dosazeno vyssSiho
rozliSeni a lepsi symetrie pikt (Tabulky 6 a 7, str. 41 a 45). Vysledky ziskané v mobilnich
fazich bez aditiva a s diethylaminem jsou srovnatelné, také symetrie pikl je shodna pro
oxazepam. Pro lorazepam byly ziskany lepsi vysledky v mobilni fazi bez aditiva
(Tabulky 5 a 7, str. 36 a 45).

Pro zlepsSeni separace kyselych analytt byla pouzita kyselina trifluoroctova (TFA)
jako aditivum v mobilnich fazich. Dalsi pouzité mobilni faze byly 80 HEX/20 IPA/0,1
TFA; 90 HEX/ 10 IPA/0,1 TFA; 95 HEX/5 IPA/0,1 TFA (v/v/v). Zavislost reten¢nich
¢asti vybranych analytii na obsahu propan-2-olu v téchto mobilnich fazich zobrazuje

Obrazek 19.

—@— Fenoprofen

0 Flurbiprofen
Indoprofen
40
Karprofen
—@— Ketoprofen

—@— Kyselina tiaprofenova
—@— Lorazepam
—@®— Oxazepam

—@— Suprofen

—@— Talidomid

—@— Thioridazin

% IPA

Obrazek 19 — Zavislost retencniho casu prvniho eluujiciho enantiomeru (fri1) uvedenych analytd na

procentualnim zastoupeni propan-2-olu v mobilni fazi HEX/IPA/TFA (v/iv/v).

svwvr

fazich s kyselinou trifluoroctovou pii 5% zastoupeni propan-2-olu v mobilni fazi pfi
porovnani s mobilnimi fazemi s diethylaminem, triethylaminem a bez aditiva. U vSech
kyselych analyt ze skupiny profeni byly retencni Casy niz§i v mobilnich fazich

s kyselym aditivem, a to ve vSech pomérech propan-2-olu, pfi porovnani s mobilnimi
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fazemi bez aditiva.

Na Obrazcich 20 — 22 (str. 47 a 48) jsou zobrazeny chromatografické parametry,
rozliSeni (R), enantioselektivita (o) a faktor symetrie (4s) pro mobilni faze HEX/IPA/TFA
(vvh).

20 10 5
% IPA
H Fenoprofen B Flurbiprofen B Indoprofen Karprofen
M Ketoprofen M Kyselina tiaprofenova B Lorazepam W Oxazepam
B Suprofen M Talidomid M Thioridazin

Obrazek 20 — Zavislost rozliSeni (R) uvedenych analyti na procentualnim zastoupeni propan-2-olu

v mobilni fazi HEX/IPA/TFA (v/iv/Wv).

2,0 r
15
s 1,0 F
0,5 |
0,0
20 10 5
% IPA

M Fenoprofen M Flurbiprofen M Indoprofen Karprofen
B Ketoprofen B Kyselina tiaprofenova B Lorazepam B Oxazepam
B Suprofen M Talidomid B Thioridazin

Obrazek 21 — Zavislost enantioselektivity (o) uvedenych analytii na procentualnim zastoupeni propan-2-

olu v mobilni fazi HEX/IPA/TFA (v/iv/Wv).
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20 10 5
% IPA

B Flurbiprofen Enantiomer 1 B Flurbiprofen Enantiomer 2 B Indoprofen Enantiomer 1
Indoprofen Enantiomer 2 W Karprofen Enantiomer 1 W Karprofen Enantiomer 2

B Lorazepam Enantiomer 1 Lorazepam Enantiomer 2 M Oxazepam Enantiomer 1
Oxazepam Enantiomer 2 Talidomid Enantiomer 1 Talidomid Enantiomer 2

B Thioridazin Enantiomer 1 ' Thioridazin Enantiomer 2

Obrazek 22 — Zavislost faktoru symetrie (4;) uvedenych analytd na procentualnim zastoupeni propan-2-

olu v mobilni fazi HEX/IPA/TFA (v/iv/Wv).

V mobilnich fazich s kyselinou trifluoroctovou se vyrazné zlepsila separace
kyselych analytt. Ze skupiny profent se v téchto mobilnich fazich separovaly na zakladni
linii enantiomery karprofenu, flurbiprofenu a indoprofenu (Obrazek 20, str. 47). VétSina
bazickych analytli se prestala separovat. VSechny kyselé analyty, které se délily i
v mobilnich fazich bez aditiva dosahly pfi pouZiti TFA jako aditiva lepSiho rozliSeni ve
vSech pomérech propan-2-olu v mobilni fazi kromé& flurbiprofenu v 20 objemovych %
propan-2-olu (Obrazky 5 a 20, str. 33 a 47). Lorazepam a talidomid dosahly vyssiho
rozliSeni v mobilnich fazich bez aditiva ve vSech pomérech IPA. Naproti tomu oxazepam
dosahl vyssiho rozliSeni v mobilnich fazich s kyselinou trifluoroctovou, a to ve vSech
pomeérech propan-2-olu.

U vétSiny analyti nebyla hodnota enantioselektivity vyrazné ovlivnéna
mnozstvim propan-2-olu v mobilni fazi (Obrazek 21, str. 47). U indoprofenu a
thioridazinu se enantioselektivita zvySovala s rostoucim zastoupenim propan-2-olu
v mobilni fazi, naproti tomu u kyseliny tiaprofenové se snizovala. Enantioselektivita

kyselych analytd ze skupiny profenti byla vysS§i v mobilnich fazich s kyselinou
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trifluoroctovou nez v mobilnich fazich bez aditiva ve vS§ech pomérech IPA (Obrazky 6 a
21, str. 33 a 47). Vyssi enantioselektivitu vykazoval v mobilnich fazich s TFA
v porovnani s mobilnimi fazemi bez aditiva také oxazepam ve vSech pomérech IPA.
Lorazepam vykazoval vyssi enantioselektivitu v mobilnich fazich s TFA pouze pii 5%
zastoupeni propan-2-olu.

Symetrie pikll vSech analyti se snizovala se zvySujicim se zastoupenim IPA
v mobilni fazi (Obrazek 22, str. 48). U enantiomert karprofenu, lorazepamu, oxazepamu
a talidomidu se faktor symetrie zlepsil v mobilnich fazich s TFA oproti mobilnim fazim
bez aditiva ve vSech pomérech propan-2-olu (Obrazky 7 a 22, str. 34 a 48).

Podle ptedpokladi byly pro kyselé analyty dosazeny lep$i chromatografické
parametry v mobilnich fazich s kyselym aditivem nez v téch bez aditiva. Pii pouziti TFA
jako aditiva se separovala vétSina analytil ze skupiny profent. V téchto mobilnich fazich
se také zacal separovat bazicky thioridazin. Moznou pficinou je pfitomnost atomu siry
v jeho struktute.

Chromatogramy enantioseparace vybranych analytl pifi pouZiti mobilnich fazi

s kyselinou trifluoroctovou jsou zobrazeny na Obrazku 23.

[ Thioridazin HEX/IPA/TFA 95/5/0,1 (v/v/v)]

Al B/
— . N S R
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t (min) A .
["Indoprofen HEX/IPA/TFA 80/20/0,1 (v/v/v)] M
’\I
A f \ N B | Karprofen HEX/IPA/TFA 80/20/0,1 (v/v/v)|
[ \
,‘| \\ ,“J \
A B [ Flurbiprofen HEX/IPA/TFA 95/5/0,1 (v/v/v)|
T I T T T T T T T [ T [ T ]
0 1 2 4 6 7 8
t (min)

Obriazek 23 — Chromatogramy enantioseparace uvedenych analyti v mobilnich fazich HEX/IPA/TFA
(v//). A — prvni eluyjici enantiomer, B — druhy eluujici enantiomer. Méfeno pti vinové délce 254 nm a

pratoku 1,0 ml/min.
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Optimalni podminky separace a chromatografické¢ parametry analytl, které se
separovaly na zékladni linii v mobilni fazi HEX/IPA/TFA (v/v/v) jsou uvedeny v Tabulce
8.

Tabulka 8 — Optimalni podminky separace uvedenych analytl pti pouziti mobilni faze HEX/IPA/TFA

(v/v/v). RozliSeni (R), retencni faktor 1. eluovaného enantiomeru (%;) a enantioselektivita (o).

Propan-2-ol (%) R ki a

Flurbiprofen 5 1,65 1,19 1,38
Indoprofen 20 1,77 4,68 1,24
Karprofen 20 2,56 1,30 1,61
Lorazepam 20 291 2,14 1,61
Oxazepam 20 3,06 2,10 1,64
Talidomid 20 2,43 14,64 142
Thioridazin 5 1,75 32,84 1,55

Nejlepsi symetrii pikll pfi optimalnim poméru propan-2-olu v mobilnich fazich
m¢él karprofen s hodnotou v rozmezi 1,0 — 1,5; nasledovaly flurbiprofen a indoprofen
1,5 — 2,0; oxazepam 1,0 — 2,5; lorazepam 1,5 — 2,5. Nejhorsi symetrii pika vykazovaly
talidomid a thioridazin (2,0 — 3,0).

Rychlost analyzy kyselych analytd byla vy$$i v mobilnich fazich s kyselinou
trifluoroctovou nez v téch bez aditiva (Tabulky 5 a 8, str. 33 a 50). Retence se vyrazné
sniZila zejména u indoprofenu a karprofenu. Reten¢ni €asy lorazepamu, oxazepamu a
talidomidu byly také niz§i v mobilnich fazich s kyselinou trifluoroctovou neZ v mobilnich
fazich bez aditiva.

Nejlepsi vysledky zkyselych analytt byly ziskdny pro karprofen, ktery pii
optimalnich  podminkach dosdhl nejvy$Siho rozliSeni, enantioselektivity a
nejsymetrictéjSich pikl.. Karprofen se liS§i od ostatnich analytl ze skupiny profenti
pfitomnosti atomu chloru ve struktufe.

Nasledné bylo pouzito smésné aditivum diethylamin a kyselina trifluoroctova.
Diethylamin byl zvolen kvili tomu, Ze pii jeho pouziti byly ziskany lepsi vysledky nez
v ptipad¢ triethylaminu. Pouzité mobilni faze byly 80 HEX/20 IPA/0,1 DEA/0,1 TFA;
90 HEX/ 10 IPA/0,1 DEA/0,1 TFA a 95 HEX/5 IPA/0,1 DEA/0,1 TFA (v/v/v/v). Mobilni
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faze se smésnym aditivem by mély byt univerzalnéjsi a zajistit lepsi separacni podminky
pro $irsi spektrum analyt. Zavislost retencnich Casti separovanych analytii na poméru

propan-2-olu v mobilnich fazich se smésnym aditivem je zobrazena na Obrazku 24.

—@— Acebutolol
—@— Amlodipin
Bopindolol
Citalopram
a0 L —@— Fenoprofen
—@— Flurbiprofen
—@— Indoprofen

—@— Karprofen

try (min)
w
o

—@— Ketoprofen

—@— Kyselina tiaprofenova
20

—@— Lorazepam

—@— Oxazepam
Oxprenolol
Suprofen

Talidomid

Thioridazin

—@— Tramadol

% IPA

Obrazek 24 — Zavislost retencniho ¢asu prvniho eluujiciho enantiomeru (7r1) uvedenych analyti na

procentualnim zastoupeni propan-2-olu v mobilni fazi HEX/IPA/DEA/TFA (v/iv/i/v).

Pti pouziti smésného aditiva se separovalo 17 analytl, 8 z nich se separovalo na
zakladni linii. Toto aditivum bylo nejvariabilnéjsi a poskytlo vhodné separac¢ni podminky
pro nejvic typt analytli. Analyty, které se zaCaly separovat az pii pouziti smesného aditiva
byly vSechny bazické. Z kyselych analytl se separovaly pouze ty, které se separovaly uz
pfi pouziti pfedchozich aditiv, zejména kyselého. Vétsina kyselych analytti méla pii 20%
zastoupeni propan-2-olu niZi retenci v mobilni fazi s TFA, ale s postupnym sniZovanim
mnozstvi [PA v mobilni fazi stale vice analytli eluovalo rychleji v mobilnich fazich se
smésnym aditivem. Podobné se vyvijely i retencni Casy lorazepamu, oxazepamu a

talidomidu. Reten¢ni Casy téchto tfi analytd byly niz$i v mobilnich fazich se smésnym
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aditivem v porovnani s mobilnimi fazemi s triethylaminem, diethylaminem a bez aditiva
ve vSech pomérech IPA. Bazicky thioridazin mél vyssi retencni ¢asy v mobilnich fazich
s kyselym aditivem ve vSech pomérech propan-2-olu v porovnani s mobilnimi fazemi se
smésnym aditivem. Bazické analyty bopindolol a oxprenolol ze skupiny beta-blokatori a
tramadol mély niz8i retenci v mobilnich fazich s diethylaminem ve vSech pomérech
propan-2-olu nez pti pouziti mobilnich fazi se smésnym aditivem.

Obrazky 25 — 27 (str. 52 a 53) zobrazuji chromatografické parametry, rozliSeni
(R), enantioselektivitu (a) a faktor symetrie (45) pro mobilni fazi HEX/IPA/DEA/TFA
(vvlv).

20 10 5
% IPA
H Acebutolol B Amlodipin H Bopindolol Citalopram
B Fenoprofen B Flurbiprofen M Indoprofen M Karprofen
B Ketoprofen B Kyselina tiaprofenova B Lorazepam B Oxazepam
H Oxprenolol B Suprofen Talidomid Thioridazin

B Tramadol

Obriazek 25 — Zavislost rozliSeni (R) uvedenych analyti na procentualnim zastoupeni propan-2-olu

v mobilni fazi HEX/IPA/DEA/TFA (v/v/iv/v).
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H Acebutolol B Amlodipin Bopindolol m Citalopram
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Obrazek 26 — Zavislost enantioselektivity (a) uvedenych analytl na procentualnim zastoupeni propan-2-

olu v mobilni fazi HEX/IPA/DEA/TFA (v/v/v/v).
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Obriazek 27 — Zavislost faktoru symetrie (4;) uvedenych analyt na procentudlnim zastoupeni propan-2-

olu v mobilni fazi HEX/IPA/DEA/TFA (v/v/v/v).

RozliSeni analyth rostlo se snizujicim se mnoZstvim propan-2-olu v mobilni fazi

s vyjimkou talidomidu (Obrazek 25, str. 52). Nejvyraznéji rostlo rozliSeni se zménou

poméru hexanu a propan-2-olu u thioridazinu. Tramadol se ¢aste¢n¢ separoval uz pfti
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pouziti mobilnich fazi s diethylaminem. Na zakladni linii se rozd¢lil az v mobilnich
fazich se smésnym aditivem.

Enantioselektivita vétSiny analytii se vyrazn¢ nemeénila pii zméné obsahu propan-
2-olu v mobilni fazi. U thioridazinu vyrazné rostla s rostoucim obsahem propan-2-olu
v mobilni fazi a u talidomidu klesala (Obrazek 26, str. 53). Enantioselektivita kyselych
analyti byla srovnatelna v mobilnich fazich se smésnym a kyselym aditivem ve vSech
pomérech propan-2-olu. U lorazepamu a oxazepamu byla enantioselektivita vyssi
v mobilnich fazich se smésnym aditivem nez s triethylaminem, diethylaminem a bez
aditiva, ale srovnatelnd s mobilnimi fadzemi s kyselym aditivem, a to ve v§ech pomérech
IPA. Enantioselektivita talidomidu se nemeénila pfi pouziti jinych aditiv nebo pomért
propan-2-olu a je srovnatelna ve vSech pomérech propan-2-olu ve vSech pouzitych
mobilnich fazich. V pfipadé thioridazinu byla enantioselektivita vyrazné vyssi pti pouziti
smésného aditiva nez kyselého, a to ve vSech pomérech IPA.

Symetrie pikti vSech analytl se zhorSovala se snizujicim se obsahem propan-2-olu
v mobilni fazi. Pfi¢inou horsi symetrie bylo zvySovani retence a rozmyvani zon. Symetrie
piki talidomidu byla vyssi pfi pouziti kyselého aditiva nez smésného ve vSech pomérech
propan-2-olu. Symetrie pikii oxazepamu byla nejlepsi v mobilnich fazich
s triethylaminem ve vSech pomérech IPA. Rozdily v symetrii pikti kyselych profent ve
stejnych pomérech IPA byly pfi pouziti smésného a kyselého aditiva nevyznamné.

V mobilnich fazich se smé€snym aditivem se na zékladni linii separovalo nejvice
analytd. Enantiomery thioridazinu a tramadolu byly 1épe rozliSeny pii pouziti smésného
aditiva. Tramadol byl jediny analyt, ktery se separoval na zékladni linii pouze pii pouziti
smésného aditiva, a ne v predchozich mobilnich fazich. VSechny ostatni analyty, které se
rozdélily na zakladni linii se separovaly diive v pfitomnosti samotného aditiva nebo bez
pouziti aditiva.

Chromatogramy enantioseparace vybranych analytd pfi pouziti mobilni faze se

smésnym aditivem jsou zobrazeny na Obrazku 28 (str. 55).
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Obrazek 28 — Chromatogramy enantioseparace uvedenych analytt v mobilni fazi HEX/IPA/DEA/TFA
(vv/v/v). A —prvni eluyjici enantiomer, B — druhy eluujici enantiomer. Méteno pii vinové délce 254 nm a

pritoku 1,0 ml/min.

Optimalni podminky separace a chromatografické parametry analytl, které se

separovaly na zdkladni linii v mobilni fazi HEX/IPA/DEA/TFA (v/v/v/v) jsou uvedeny
v Tabulce 9.

Tabulka 9 - Optimalni podminky separace uvedenych analyti pii pouziti mobilni féaze
HEX/IPA/DEA/TFA (v/v/v/v). Rozliseni (R), retencni faktor 1. eluovaného enantiomeru (k;) a
enantioselektivita (o).

Propan-2-0l (%) R ki o

Flurbiprofen 5 1,43 1,09 1,37
Indoprofen 20 1,73 5,15 1,24
Karprofen 20 247 142 1,57
Lorazepam 20 298 226 1,62
Oxazepam 20 3,06 228 1,62
Talidomid 20 2,33 15,88 1,42
Thioridazin 20 2,52 1,99 1,61

Tramadol 5 1,84 10,93 1,27
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24 r

Nejsymetrictejsi piky vykazoval karprofen s faktorem symetrie v rozmezi 1,0 —
1,5; nasledovaly flurbiprofen, indoprofen, thioridazin 1,5 — 2,0; lorazepam a oxazepam
1,0 — 2,5; tramadol 2,0 — 2,5 a talidomid 2,0 — 3,0.

Vysledky rozliSeni a retencnich faktorti pfi optimalnich podminkach ve vSech
mobilnich fazich jsou porovnany na Obrazcich 29 a 30, jedné se o data z Tabulek 5 -9
(str. 36,41, 45, 50 a 55).

M Bez aditiva
B TEA
B DEA

TFA
m SMES

Obrazek 29 — Zavislost rozliSeni uvedenych analytd na typu aditiva v mobilni fazi v optiméalnim zastoupeni

propan-2-olu v mobilni fazi.

8 r 60
T 50
6
5

<4
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N

H Bez aditiva WM DEA ®mSMES ®mTEA ETFA M Bez aditiva M DEA mSMES mTEA ETFA

Obrazek 30 — Zavislost retenéniho faktoru prvniho eluujiciho enantiomeru (k;) uvedenych analyt na typu

aditiva v optimalnim poméru propan-2-olu v mobilni fazi.

Vysledky enantioseparace kyselych analyti byly pfi optimalnim zastoupeni
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propan-2-olu v mobilnich fazich horS§i ve smésném aditivu v porovnani s kyselinou
trifluoroctovou. Pouze u flurbiprofenu byla doba analyzy kratsi pfi pouziti smésného
aditiva, ale hodnota rozliSeni klesla pod 1,5. V mobilnich fazich bez aditiva mély
flurbiprofen a ketoprofen vyssi rozliSeni, ale také vyssi retencni faktor nez v mobilnich
fazich se smésnym aditivem. V ptipad¢ ketoprofenu je retence v mobilnich fazich se
smésnym aditivem vyrazné kratSi v porovnani s mobilnimi fdzemi bez aditiva, u
flurbiprofenu neni tento rozdil vyrazny. Pfi pouziti mobilnich fazi se smésnym nebo
kyselym aditivem byly ziskdny srovnatelné vysledky pro lorazepam a oxazepam.
Talidomid mél vyssi rozliSeni i retencni faktor pfi pouziti kyselého aditiva v porovnéni
se smésnym aditivem. Retence thioridazinu byla niz$i v mobilnich fazich se smésnym
aditivem s vy$§im rozliSenim nez pfi pouZziti TFA v mobilnich fazich.

V normalnim moédu se na koloné CHIRAL ART Amylose-SA separovalo 22

analytt z celkového poctu 29, pfi¢emz na zakladni linii se rozdélilo 10.

5.2 Kolona CDShell-RSP

Nésledné byla testovana enantioselektivita kolony CDShell-RSP v reverznim a

polarné-organickém modu.

5.2.1 Retence a enantioseparace v reverznim modu

Nejprve byly pouzity mobilni faze slozené z 10 mM octanu amonného, pH 4,0 a
methanolu v riznych objemovych pomérech. Méteni zacalo v mobilni fazi se sloZenim
10 mM octan amonny, pH 4,0/methanol 80/20 (v/v). Nasledné bylo zvySovano zastoupeni
octanového pufru v mobilni fazi pro prodlouzeni retence analytl. Zavislost reten¢nich

¢asl vybranych analytd na mnozstvi methanolu v mobilni fazi ilustruje Obrazek 31.
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Obrazek 31 — Zavislost retenéniho ¢asu prvniho eluujiciho enantiomeru (fr1) uvedenych analyti na

procentudlnim zastoupeni methanolu v mobilni fazi 10 mM octan amonny, pH 4,0/methanol (v/v).

Na Obrazku 31 jsou uvedeny analyty, které se separovaly v mobilnich fazich
10 mM octan amonny, pH 4,0/methanol (v/v). Retence vSech analyti rostla se zvysSujicim
se obsahem pufru v mobilni fazi (Obrazek 31). Reten¢ni Cas flurbiprofenu pii 10 %
methanolu v mobilni fazi ptrekrocil dvé hodiny. Nejvyraznéji nardstaly retencni Casy
flurbiprofenu a indoprofenu, které maji ve struktufe karboxylovou funkéni skupinu.
Vyrazny rozdil mezi retenci flurbiprofenu a indoprofenu ve 20 objemovych % methanolu
v mobilni fazi je pravdépodobné zpiisoben bazickou aminovou skupinou ve struktuie
indoprofenu. Katechin ve své struktufe neobsahuje karboxylovou skupinu, ale ma 5

4

hydroxylovych skupin. Ty se pravdépodobné podileji na zvySeni retence v niz§im pomeru
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methanolu v mobilni fazi oproti ostatnim analytim.
Na Obrazcich 32 — 33 jsou zobrazeny chromatografické parametry, rozliSeni (R)

a enantioselektivita («).

1,2
1,0 | B Flurbiprofen
08 | M Indoprofen
m Katechin
x 0,6
Lorazepam
04 B Nimodipin
02 | B Nitrendipin
B Oxazepam
0,0 L

% Methanol

Obrazek 32 — Zavislost rozliSeni (R) uvedenych analytli na procentudlnim zastoupeni methanolu v mobilni

fazi 10 mM octan amonny, pH 4,0/methanol (v/v).
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0,0 ) W Oxazepam
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Obrazek 33 — Zavislost enantioselektivity (a) uvedenych analytt na procentualnim zastoupeni methanolu

v mobilni fazi 10 mM octan amonny, pH 4,0/methanol (v/v).

Hodnota faktoru symetrie nebyla vypocitana, protoze se Zadny analyt za téchto
podminek nerozdélil na zakladni linii. U vSech analyti se zvySilo rozliSeni v 10
objemovych % oproti 20 objemovym % methanolu v mobilni fazi. Analyty katechin,
lorazepam, nimodipin a oxazepam piekroCily hodnotu rozliSeni 0,5. Spole¢nym znakem

ve struktufe katechinu, lorazepamu a oxazepamu je vazba hydroxylové skupiny na
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chiralni atom uhliku. Je mozné, ze pravé hydroxylova funk¢ni skupina hraje vyznamnou
roli pfi separaci. Nimodipin hydroxylovou skupinu neobsahuje, ptesto dosahl hodnotu
rozliSeni nad 0,5. Analyty nimodipin a nitrendipin jsou strukturné podobné. Jiné hodnoty
dosazené¢ho rozlisSeni budou pravdépodobné zptuisobeny odlisnou elektronovou hustotou
na karboxylovych funkénich skupinach v blizkosti chirdlniho centra. Rozdilna
elektronova hustota je zpiisobena jinymi esterovymi skupinami.

Chromatogramy enantioseparace vybranych analytl jsou zobrazeny na Obrazku

34.

Lorazepam

ANEAN Oxazepam

Nimodipin

t (min)
Obrazek 34 — Chromatogramy enantioseparace uvedenych analyti v mobilni fazi 10 mM octan amonny
pH 4,0/methanol 90/10 (v/v). A — prvni eluujici enantiomer, B — druhy eluujici enantiomer. Méteno pii

vinové délce 254 nm a pritoku 0,4 ml/min.

Pro ovlivnéni separace kyselych analytd byly nésledné testovany mobilni faze
s niz§im pH slozené z 10 mM octanu amonného, pH 3,0 a methanolu v poméru 80/20
(v/v). Vmobilni fazi 10 mM octan amonny, pH 3,0/methanol 80/20 (v/v) se zacal
separovat katechin a oxazepam. Oba tyto analyty nedosahly v této mobilni fazi vyssi
hodnotu rozlisSeni nez 0,2. Chromatogramy enantioseparace obou analytli zobrazuje

Obrazek 35 (str. 61).
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Obrazek 35 — Chromatogramy enantioseparace uvedenych analytti v mobilni fazi 10 mM octan amonny,

pH 3,0/methanol 80/20 (v/v). Méfeno pii vinové délce 254 nm a pritoku 0,4 ml/min.

Protoze v této mobilni fazi nebyly ziskany lepsi vysledky nez pti pouziti mobilni
faze 10 mM octan amonny, pH 4,0/methanol (v/v), nebyla tato mobilni faze dale
testovana.

Nasledné byly pouzity mobilni faze s vyssim pH vodné slozky — pH 6,5. S timto
pH byly pouzité mobilni faze 10 mM octan amonny, pH 6,5/methanol 80/20 a 90/10 (v/v).
V mobilni fazi 10 mM octan amonny, pH 6,5/methanol 90/10 (v/v) byly méteny jen ty
analyty, které vykazovaly zndmky separace v poméru 80/20 10 mM octan amonny, pH
6,5/methanol. Zavislost reten¢nich ¢ast separovanych analyti na mnozstvi methanolu

v mobilnich fazich zobrazuje Obrazek 36.



-62 -

30 ¢
25
=20 Flurbiprofen
E 5 }
ZF10 k M Ibuprofen
5 | - Karprofen
0 L ' mPropranolol
20 10
% Methanol
10 r
& r M Indoprofen
6} M Katechin
£
2 4 M Lorazepam
T
5 L m Nimodipin
Oxazepam
0 P
20 10 W Suprofen

% Methanol

Obrazek 36 — Zavislost retencniho ¢asu prvniho eluujiciho enantiomeru (7ri) uvedenych analyti na

procentualnim zastoupeni methanolu v mobilni fazi 10 mM octan amonny, pH 6,5/methanol (v/v).

V mobilnich fazich s 10 mM octanem amonnym, pH 6,5 se separovaly stejné
analyty jako v mobilnich fazich s 10 mM octanem amonnym, pH 4,0 kromé nitrendipinu
a talidomidu. Navic se zacaly separovat analyty ze skupiny profenti ibuprofen, karprofen,
suprofen a propranolol ze skupiny beta-blokatord. Vsechny analyty uvedené na
Obrazcich 31 a 36 (str. 58 a 62) mély niZsi retenci ve stejném mnozstvi methanolu pfi
vysSim pH kromé katechinu, ktery mél ve 20 objemovych % methanolu nizsi retencni Cas
pri niz§im pH. Nartst retenc¢nich ¢asti téchto analytli pii pfechodu z 20 objemovych % na
10 objemovych % methanolu v mobilni fazi byl pti vy$§im pH mensi nez pii nizSim pH.

Na Obrazcich 37 — 38 jsou zobrazeny chromatografické parametry, rozliSeni (R)

a enantioselektivita (o) analytd, které se separovaly v mobilnich fazich s vodnou slozkou

o pH 6,5.
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Obrazek 37 — Zavislost rozliSeni (R) uvedenych analytli na procentualnim zastoupeni methanolu v mobilni

fazi 10 mM octan amonny, pH 6,5/methanol (v/v).
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Obrazek 38 — Zavislost enantioselektivity (a) uvedenych analytt na procentualnim zastoupeni methanolu

v mobilni fazi 10 mM octan amonny, pH 6,5/methanol (v/v).

Hodnota faktoru symetrie pikti nebyla vypocitana pro zadny z analytd, protoze se

z4dny z nich neseparoval na zakladni linii (Obrazek 37). Analyty, které se separovaly

jak v mobilnich fazich s vodnou sloZkou o pH 4,0, tak i o pH 6,5, dosahly vyss§i hodnoty

rozliSeni pfi vys$Sim pH ve vSech pomérech methanolu v mobilnich fazich. Karprofen byl

jediny analyt, ktery se separoval az v mobilni fazi s vodnou slozkou o pH 6,5 a doséahl

hodnotu rozliseni vyssi nez 0,5.

Hlavni interakei, kterd se podili na separaci enantiomert je inkluze do kavity
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cyklodextrinli. V ptipadé pouziti vodnych roztokl s methanolem se v kavité nachazi
molekuly vody a methanolu, které maji vysokou entalpii. Kavita omezuje tvorbu
vodikovych vazeb mezi molekulami vody, které¢ jsou bézné ve volném vodném prostiedi.
Hlavni silou inkluze je proto vypuzeni molekul vody a jejich ndhrada méné polarni
molekulou. Tim dojde k vytvotfeni energeticky vyhodnégjsiho a stabiln¢jSiho komplexu
[56].

Ve vyssim pH muze dochazet k siln€jsim vodikovym interakcim atomt vodiku
z hydroxylovych skupin cyklodextrinii s atomy s volnymi elektronovymi pary ve
struktufe analytdl, zejména dusikem a kyslikem. VSechny analyty, které se separovaly
v mobilnich fazich s vysSim pH obsahuji dusik, kyslik nebo siru. Roli hraje
pravdépodobné i pocet atoml s volnym elektronovym parem. Katechin (6 atomil
kysliku), nimodipin (1 atom dusiku, 5 atomi kysliku) a oxazepam (1 atom chléru, 2 atomy
dusiku, 2 atomy kysliku) doséhly vysokych hodnot rozliseni. Naproti tomu suprofen (2
atomy kysliku, 1 atom siry) nebo propranolol (1 atom dusiku, 2 atomy kysliku) dosahly
nizsich hodnot rozliSeni. Stericka pfistupnost atomu s volnym elektronovym parem je
také dilezitd. Karprofen se stericky 1épe piistupnym atomem dusiku s dvéma substituenty
byl 1épe separovan nez indoprofen, jehoz atom dusiku ma tfi substituenty a je kviili vazbé
na benzenové jadro hiife stericky pfistupny. Tuto hypotézu podporuje také vyssi mnozstvi
analytd, které se separovaly v mobilnich fazich pfi vy$Sim pH v porovnani s niz§im pH.

Separace analyti v mobilnich fazich s 10 mM octanem amonnym, pH 6,5 jsou

ukazany na Obrazku 39 (str. 65).
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Obrazek 39 — Chromatogramy enantioseparace uvedenych analyti v mobilnich fazichl0 mM octan
amonny, pH 6,5/methanol (v/v). A — prvni eluujici enantiomer, B — druhy eluujici enantiomer. Méfeno pii

vinové délce 254 nm a pritoku 0,4 ml/min.

Déle byl testovan vliv sloZeni pufru na enantioseparaci studovanych chiralnich
léciv. Nejprve byl pouzit 1% triethylaminoctanovy pufr, pH 4,0. Byly pouzity nésledujici
poméry methanolu a pufru v mobilni fazi: 1% triethylaminoctanovy pufr, pH
4,0/methanol 80/20 a 90/10 (v/v). Zavislost reten¢nich ¢ast analytd, které se separovaly,

na mnoZzstvi methanolu v mobilnich fazich zobrazuje Obrazek 40 (str. 66).
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Obriazek 40 — Zavislost retencniho ¢asu prvniho eluujiciho enantiomeru (fri) uvedenych analytli na

procentudlnim zastoupeni methanolu v mobilni fazi 1% triethylaminoctanovy pufr, pH 4,0/methanol (v/v).

Vsechny analyty uvedené na Obrazku 40 mély nizsi retencni ¢asy v mobilnich
fazich s triethylaminoctanovym pufrem, pH 4,0 nez s 10 mM octanem amonnym, pH 4,0
v obou pomérech methanolu.

Na Obrazku 41 jsou zobrazeny chromatografické parametry, rozliSeni (R) a
enantioselektivita  (a) analytd, které se separovaly v mobilnich fézich

s triethylaminoctanovym pufrem, pH 4,0.
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Obrazek 41 - Zavislost rozliSeni (R) a enantioselektivity (a) uvedenych analytii na procentudlnim

zastoupeni methanolu v mobilni fazi 1% triethylaminoctanovy pufr, pH 4,0/methanol 90/10 (v/v).

Oproti mobilnim fazim s 10 mM octanem amonnym, pH 4,0 se v mobilnich fazich

s 1% triethylaminoctanovym pufrem, pH 4,0 d¢lilo méné& analytd. VSechny analyty také
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dosahly niz8iho rozliSeni v mobilni fazi s 10 objemovymi % methanolu. Nizsi rozliSeni v
téchto mobilnich fazich je pravdépodobné disledek kratsich retenci.
Chromatogramy vybranych analytd, které se separovaly v mobilnich fazich s 1%

triethylaminoctanovym pufrem, pH 4,0 zobrazuje Obrazek 42.
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Obrazek 42 — Chromatogramy enantioseparace uvedenych analytd v mobilni fazi 1% triethylaminoctanovy

pufr, pH 4,0/methanol 90/10 (v/v). A — prvni eluujici enantiomer, B — druhy eluujici enantiomer. Méteno

pfi 254 nm a prutoku 0,4 ml/min.

Nasledné byl testovan 1% triethylaminoctanovy pufr, pH 6,5. Pfi pouziti tohoto
pufru se separoval pouze nimodipin v mobilni fazi 1% triethylaminoctanovy pufr, pH
6,5/methanol 90/10 (v/v). Nimodipin dosdhl hodnoty rozliSeni 0,7 a enantioselektivity
1,3. Chromatogram enantioseparace nimodipinu v uvedené mobilni f4zi je uveden na

Obrazku 43.
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Obriazek 43 — Chromatogram enantioseparace nimodipinu v mobilni fazi 1% triethylaminoctanovy puft,

pH 6,5/methanol 90/10 (v/v). A — prvni eluujici enantiomer, B — druhy eluujici enantiomer. Méteno pii 254

nm a pritoku 0,4 ml/min.

Nejlepsich vysledki na kolon¢ CDShell-RSP bylo dosazeno v mobilni fazi
10 mM octan amonny, pH 6,5/methanol 90/10 (v/v). V této mobilni fazi se separovalo
nejvice analytl a dosahly nejvyssich hodnot rozliSeni. Ani jeden z testovanych analyti se

neseparoval na zdkladni linii. Celkové se na koloné¢ CDShell-RSP v reverznim modu

¢astecn¢ separovalo 10 z 29 analytt.

5.2.2 Retence a separace v polarné-organickém modu

V polarné-organickém modu byly pouzity mobilni faze acetonitril/ methanol/

kyselina octovd/ triethylamin v 4 pomérech: 80/20/0,3/0,2; 20/80/0,3/0,2;
80/20/0,03/0,02; 97/3/0,03/0,02 (v/v/v/v). Retence vSech analytii byly kratké a neptesahly
6 minut. V Zadné z pouZitych mobilnich fazi nedoslo k separaci n€kterého z testovanych
analyti, coz mize byt zplisobeno tim, ze pro separaci pouzitych analytl je zapotiebi

vodného prostiedi pii pouziti této kolony.
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6. Zavér

Enantioselektivni potencial kolon CHIRAL ART-Amylose SA a CDShell-RSP
byl testovan na sad¢ 29 strukturné odlisnych chirdlnich 1é¢iv. Pro kolonu CHIRAL ART-
Amylose SA byl pouzit normalni moéd a pro kolonu CDShell-RSP byl pouzit jak reverzni,
tak polarné-organicky mad.

Na koloné¢ CHIRAL ART-Amylose SA byly nalezeny optimélni podminky pro
enantioseparaci 10 analytii na zakladni linii a ¢asteCnou separaci 12 analytl. Nejvice
analyti se separovalo v mobilni fazi HEX/IPA/DEA/TFA 80/20/0,1/0,1 (v/Av/A/v).
V ptipadé¢ pouziti kyseliny trifluoroctové jako aditiva v mobilni fazi byly
chromatografické parametry (rozliSeni, retencni faktor, enantioselektivita a faktor
symetrie) lepsi nebo srovnatelné pro kyselé analyty v porovnani s ostatnimi aditivy.
V mobilni fazi s bazickym diethylaminem se enantioseparoval nejvétsi pocet bazickych
analytl pfi porovnani s ostatnimi aditivy. Pti pouziti smésného aditiva (diethylamin a
kyselina trifluoroctovd) v mobilni fazi se enantioseparovalo nejvice z testovanych
analytt.

Na kolon¢ CDShell-RSP se v reverznim médu v mobilni f4zi 10 mM octan
amonny, pH 6,5/methanol 90/10 (v/v) caste¢né separovalo 10 analytd. V polarné-
organickém moédu se neseparoval zadny z testovanych analytu.

Enantioselektivni potencidl kolony CHIRAL ART Amylose-SA byl pro
enantioseparaci vybranych chirdlnich 1é¢iv vyssi nez kolony CDShell-RSP. Nicméné
analyty katechin, nimodipin a nitrendipin se ¢astecné separovaly na kolon€¢ CDShell-RSP,

zatimco na kolon¢ CHIRAL ART Amylose-SA nedoslo k jejich separaci.



-70 -

7. Seznam pouzité literatury

1 Calcaterra, A.; D’Acquarica, I.: The market of chiral drugs: Chiral switches versus de
novo enantiomerically pure compounds. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis 147, 323-340 (2018).

2 llisz, L.; Bajtai, A.; Lindner, W.; Péter, A.: Liquid chromatographic enantiomer
separations applying chiral ion-exchangers based on Cinchona alkaloids. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis 159, 127-152 (2018).

3 McMurry, J.: Organic chemistry. 8th ed. Belmont, CA, Brooks/Cole, Cengage
Learning, 2012.

4 Bruice, P. Y. Organic Chemistry. 8th ed., Boston, MA, Prentice Hall, (2011).

5 Fox, M. A.; Whitesell, J. K.: Organic chemistry. 3rd ed. Boston MA, Jones and
Bartlett, 2004.

6 Rentsch, K. M.: The importance of stereoselective determination of drugs in the
clinical laboratory. Journal of Biochemical and Biophysical Methods 54, 1-9 (2002).

7 Brooks, W. H.; Guida, W. C.; Daniel, K. G.: The Significance of Chirality in Drug
Design and Development. Current Topics in Medicinal Chemistry 11, 760—770
(2011).

8 Giibitz, G.; Schmid, M. G.: Chiral separation by chromatographic and
electromigration techniques. A review. Biopharmaceutics & Drug Disposition 22,
291-336 (2001).

9 Lesellier, E.; West, C.: The many faces of packed column supercritical fluid
chromatography — A critical review. Journal of Chromatography A 1382, 2—46
(2015).

10 Bernardo-Bermejo, S.; Sanchez-Lopez, E.; Castro-Puyana, M.; Marina, M. L.: Chiral
capillary electrophoresis. TrAC Trends in Analytical Chemistry 124, 115807 (2020).

11 Andersson, S.; Allenmark, S. G.: Preparative chiral chromatographic resolution of
enantiomers in drug discovery. Journal of Biochemical and Biophysical Methods 54,
11-23 (2002).

12 Nguyen, L. A.; He, H.; Pham-Huy, C.: Chiral Drugs: An Overview. International
Journal of Biomedical Science 2, 85-100 (2006).

13 Ikai, T.; Yamamoto, C.; Kamigaito, M.; Okamoto, Y.: Immobilized-type chiral
packing materials for HPLC based on polysaccharide derivatives. Journal of
Chromatography B 875, 2—11 (2008).

14 Okamoto, Y.; Kawashima, M.; Hatada, K.: Chromatographic resolution. 7. Useful
chiral packing materials for high-performance liquid chromatographic resolution of
enantiomers: phenylcarbamates of polysaccharides coated on silica gel. Journal of
the American Chemical Society 106, 53575359 (1984).

15 Ikai, T.; Okamoto, Y.: Structure Control of Polysaccharide Derivatives for Efficient
Separation of Enantiomers by Chromatography. Chemical Reviews 109, 6077-6101
(2009).

16 Yamamoto, C.; Hayashi, T.; Okamoto, Y.: High-performance liquid
chromatographic enantioseparation using chitin carbamate derivatives as chiral
stationary phases. Journal of Chromatography A 1021, 83-91 (2003).

17 Teixeira, J.; Tiritan, M. E.; Pinto, M. M. M.; Fernandes, C.: Chiral Stationary Phases
for Liquid Chromatography: Recent Developments. Molecules 24 (2019).

18 Ichida, A.; Shibata, T.; Okamoto, I.; Yuki, Y.; Namikoshi, H.; Toga, Y.: Resolution



-71 -

of enantiomers by HPLC on cellulose derivatives. Chromatographia 19, 280-284
(1984).

19 Padro6, J. M.; Keunchkarian, S.: State-of-the-art and recent developments of
immobilized polysaccharide-based chiral stationary phases for enantioseparations by
high-performance liquid chromatography (2013-2017). Microchemical Journal 140,
142-157 (2018).

20 Okamoto, Y.; Aburatani, R.; Miura, S.-I.; Hatada, K.: Chiral Stationary Phases for
HPLC: Cellulose Tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) and Tris(3,5-
dichlorophenylcarbamate) Chemically Bonded to Silica Gel. Journal of Liquid
Chromatography 10, 1613—1628 (1987).

21 Scriba, G. K. E.: Chiral recognition in separation science — an update. Journal of
Chromatography A 1467, 5678 (2016).

22 Chankvetadze, B.: Recent developments on polysaccharide-based chiral stationary
phases for liquid-phase separation of enantiomers. Journal of Chromatography A
1269, 26-51 (2012).

23 Ahuja, S.; Rasmussen, H.: HPLC Method Development for Pharmaceuticals, San
Diego, CA, Elsevier Science Publishing (2007).

24 Okamoto, Y.; Aburatani, R.; Hatada, K.: Chromatographic chiral resolution: XIV.
Cellulose tribenzoate derivatives as chiral stationary phases for high-performance
liquid chromatography. Journal of Chromatography A 389, 95-102 (1987).

25 Chankvetadze, B.; Yashima, E.; Okamoto, Y.: Dimethyl-, dichloro- and
chloromethylphenylcarbamates of amylose as chiral stationary phases for high-
performance liquid chromatography. Journal of Chromatography A 694, 101-109
(1995).

26 Chankvetadze, B.: Recent trends in preparation, investigation and application of
polysaccharide-based chiral stationary phases for separation of enantiomers in high-
performance liquid chromatography. TrAC Trends in Analytical Chemistry 122,
115709 (2020).

27 Zhang, J.; Sun, J.; Liu, Y.; Yu, J.; Guo, X.: Immobilized Cellulose-Based Chiralpak
IC Chiral Stationary Phase for Enantioseparation of Eight Imidazole Antifungal
Drugs in Normal-Phase, Polar Organic Phase and Reversed-Phase Conditions Using
High-Performance Liquid Chromatography. Chromatographia 82, 649—-660 (2019).

28 Geryk, R.; Kalikova, K.; Schmid, M. G.; Tesatova, E.: Enantioselective separation of
biologically active basic compounds in ultra-performance supercritical fluid
chromatography. Analytica Chimica Acta 932, 98—105 (2016).

29 Tabata, H.; Yoneda, T.; Oshitari, T.; Takahashi, H.; Natsugari, H.: Tolvaptan-Type
Vasopressin Receptor Ligands: Important Role of Axial Chirality in the Active Form.
Journal of Medicinal Chemistry 60, 4503—4509 (2017).

30 Dostupné z URL: <http://www.ymc.co.jp/en/columns/application/> [cit. 4.3.2020]

31 Zhou, J.; Tang, J.; Tang, W.: Recent development of cationic cyclodextrins for chiral
separation. TrAC Trends in Analytical Chemistry 65, 22-29 (2015).

32 Adly, F. G.; Antwi, N. Y.; Ghanem, A.: Cyclodextrin-Functionalized Monolithic
Capillary Columns: Preparation and Chiral Applications. Chirality 28, 97-109
(2016).

33 Voncina, B.; Vivod, V.: Cyclodextrins in Textile Finishing. Eco-Friendly Textile
Dyeing and Finishing [on-line]. 2013. Dostupné z: <
http://www.intechopen.com/books/eco-friendly-textile-dyeing-and-



=72 -

finishing/cyclodextrins-in-textile-finishing> [cit. 10.4.2020]

34 Folprechtova, D.; Kalikova, K.; Kozlik, P.; Tesafova, E.: The degree of substitution
affects the enantioselectivity of sulfobutylether-B-cyclodextrin chiral stationary
phases. ELECTROPHORESIS 40, 1972—-1977 (2019).

35 Biedermann, F.; Nau, W. M.; Schneider, H. J.: The Hydrophobic Effect Revisited—
Studies with Supramolecular Complexes Imply High-Energy Water as a Noncovalent
Driving Force. Angewandte Chemie International Edition 53, 11158—-11171 (2014).

36 Riesova, M.; Svobodova, J.; Tosner, Z.; Benes, M.; Tesarova, E.; Gas, B.:
Complexation of Buffer Constituents with Neutral Complexation Agents: Part I.
Impact on Common Buffer Properties. Analytical Chemistry 85, 8518—-8525 (2013).

37 Gogolashvili, A.; Tatunashvili, E.; Chankvetadze, L.; Sohajda, T.; Gumustas, M.;
Ozkan, S. A.; Salgado, A.; Chankvetadze, B.: Separation of brombuterol enantiomers
in capillary electrophoresis with cyclodextrin-type chiral selectors and investigation
of structure of selector-selectand complexes using nuclear magnetic resonance
spectroscopy. ELECTROPHORESIS 40, 1904—-1912 (2019).

38 Hellinghausen, G.; Roy, D.; Lee, J. T.; Wang, Y.; Weatherly, C. A.; Lopez, D. A.;
Nguyen, K. A.; Armstrong, J. D.; Armstrong, D. W.: Effective methodologies for
enantiomeric separations of 150 pharmacology and toxicology related 1°, 2°, and 3°
amines with core-shell chiral stationary phases. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis 155, 70-81 (2018).

39 Hellinghausen, G.; Readel, E. R.; Wahab, M. F.; Lee, J. T.; Lopez, D. A.; Weatherly,
C. A.; Armstrong, D. W.: Mass Spectrometry-Compatible Enantiomeric Separations
of 100 Pesticides Using Core—Shell Chiral Stationary Phases and Evaluation of
Iterative Curve Fitting Models for Overlapping Peaks. Chromatographia 82, 221—
233 (2019).

40 Hellinghausen, G.; Roy, D.; Wang, Y.; Lee, J. T.; Lopez, D. A.; Weatherly, C. A.;
Armstrong, D. W.: A comprehensive methodology for the chiral separation of 40
tobacco alkaloids and their carcinogenic E/Z-(R,S)-tobacco-specific nitrosamine
metabolites. Talanta 181, 132—-141 (2018).

41 Roy, D.; Armstrong, D. W.: Fast super/subcritical fluid chromatographic
enantioseparations on superficially porous particles bonded with broad selectivity
chiral selectors relative to fully porous particles. Journal of Chromatography A 1605,
360339 (2019).

42 Grushka, E.; Grinberg, N.: Advances in Chromatography. 1st ed. Boca Raton, FL,
CRC Press 2012.

43 van Deemter, J. J.; Zuiderweg, F. J.; Klinkenberg, A.: Longitudinal diffusion and
resistance to mass transfer as causes of nonideality in chromatography. Chemical
Engineering Science 5, 271-289 (1956).

44 Dostupné z URL: <https://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html> [cit.10.3.2020]

45 Skoog, D. A.: Fundamentals of analytical chemistry. 9th ed. Belmont, CA, Cengage
- Brooks/Cole, 2012.

46 Bobaly, B.; Veuthey, J. L.; Guillarme, D.; Fekete, S.: New developments and
possibilities of wide-pore superficially porous particle technology applied for the
liquid chromatographic analysis of therapeutic proteins. Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis 158, 225-235 (2018).

47 Cabooter, D.; Fanigliulo, A.; Bellazzi, G.; Allieri, B.; Rottigni, A.; Desmet, G.:
Relationship between the particle size distribution of commercial fully porous and



-73 -

superficially porous high-performance liquid chromatography column packings and
their chromatographic performance. Journal of Chromatography A 1217, 7074—7081
(2010).

48 Fekete, S.; Olah, E.; Fekete, J.: Fast liquid chromatography: The domination of core—
shell and very fine particles. Journal of Chromatography A 1228, 57-71 (2012).

49 Gritti, F.; Leonardis, I.; Abia, J.; Guiochon, G.: Physical properties and structure of
fine core—shell particles used as packing materials for chromatography: Relationships
between particle characteristics and column performance. Journal of
Chromatography A 1217, 3819-3843 (2010).

50 Moldoveanu, $.; David, V.: Essentials in modern HPLC separations. Waltham,
MA, Elsevier Science Publishing, 2013.

51 Nie, Y.; Liu, X.; Yang, X.; Zhao, Z.: Review: Recent Application of Chiral Liquid
Chromatography—Tandem Mass Spectrometric Methods for Enantiomeric
Pharmaceutical and Biomedical Determinations. Journal of Chromatographic
Science 51, 753-763 (2013).

52 Robards, K.; Haddad, P. R.; Jackson, P. E.: Principles and Practice of Modern
Chromatographic Methods. 1st ed. Boston, MA, Academic Press 2004.

53 Fanali, S.: Liquid chromatography. 2nd ed. Amsterdam, Elsevier Science Publishing,
2017.

54 Ferencz, E.; Kovdcs, B.; Boda, F.; Foroughbakhshfasaei, M.; Kelemen, E. K.; Téth,
G.; Szabo, Z.1.: Simultaneous determination of chiral and achiral impurities of
ivabradine on a cellulose tris(3-chloro-4-methylphenylcarbamate) chiral column
using polar organic mode. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 177,
112851 (2020).

55 Mosiashvili, L.; Chankvetadze, L.; Farkas, T.; Chankvetadze, B.: On the effect of
basic and acidic additives on the separation of the enantiomers of some basic drugs
with polysaccharide-based chiral selectors and polar organic mobile phases. Journal
of Chromatography A 1317, 167-174 (2013).

56 Rajbanshi, B., Saha, S., Das, K.: Study to Probe Subsistence of Host-Guest Inclusion
Complexes of a and B-Cyclodextrins with Biologically Potent Drugs for Safety
Regulatory Dischargement. Scientific Reports 8, 13031 (2018).



