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1 UvoD

V podednich desetiletich dvacdého soleti se podarilo objevit  mnoho
stereoselektivnich reakci, diky kterym je mozné synteticky pripravit ¢isté enantiomery rady
latek, majicich Siroké vyuziti v nejruiznéjSich oblastech lidského Zivota Tento zpasob
piipravy, tzv. asymetrickd syntéza, umoziuje piimou syntézu enantiomerta (s vysokym
stupném optické ¢istoty) za pouZziti vhodnych katalyzatora, jimiz byvaji opticky aktivni I&tky,
tzv. pomocna chiralni ¢inidla. Asymetricka syntéza je dnes fazena k velmi dalezitym arychle
se rozvijejicim odvétvim organické chemie. Vyznamnou roli mezi pomocnymi chirdnimi
¢inidly zaujimaji derivaty odvozené od 1,1'-binaftylu. Chiralita téchto laek neni dana
piitomnosti asymetrického uhlikového atomu, ale je zpisobena brénénou rotaci aromatickych
zbytki okolo jednoduché vazby spojujici naftylové kruhy. Tento typ chirality je oznatovan
jako chiralita axialni a enantiomery jako atropisomery. Predpokladem Uspédného pouZiti
organickych katalyzétori v asymetrické syntéze je vedle jegjich vhodného prostorového
uspoiddani i jejich dostatecna konformacni stabilita, tedy dostatecna velikost racemizacni
bariéry, (cinn¢ branici jejich racemizaci.

Literatura tykajici se binaftylovych derivata je velmi rozsahla, je ale piedevSim
zameiena na jejich syntézu. Chromatografické separace jsou zmitiovany obvykle okrajové a
piresné separacni podminky mnohdy schazi. Pritom chromatografie je k rychlému zjigténi
enantiomerni cistoty pripravené latky nebo k predpovézeni velikosti racemizatni bariéry (ta
nasledné napovi, zda je pripraveny derivét vhodny k dalSimu katalytickému pouziti ¢i nikoli)
velice vhodna.

Chiralni vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je v soucasnosti nejéasté]i
pouZivand metoda pro déleni Sirokého spektra chirdlnich latek a v tomto sméru se velice
osvedcily tii skupiny chirdnich stacionarnich fézi (CSP). Prvni skupinu tvoti CSP na bazi
makrocyklickych antibiotik, druhd skupina zahrnuje cyklodextrinové CSP a tietim typem
jsou polysacharidové CSP.

Nové pripravené, zcela syntetické polymerni chirdlni stacionarni faze na bazi trans-
1,2-diaminocyklohexanu, trans-1,2-difenylethylendiaminu, trans-9,10-dihydro-9,10-
ethanoantracen-(11S5129)-11,12-dikarboxylové kyseliny, N,N’-diallyl-L-diamidu kyseliny
vinng, trifenylmethylmetakryldu nebo difenyl-2-pyridylmethylmetakrylatu by mely byt proti
CSP na bazi ptirodnich nebo derivatizovanych oligo/polysacharidi stélé ve vétSim rozmezi

hodnot pH, mély by byt pouzitelné v SirSim rozsahu polarit mobilnich fézi a mély by mit



vysokou davkovaci kapacitu (davkovani vzorka o vysoké koncentraci nebo velkych mnozstvi
analyt). To znamend, Ze by mély byt snadno pouZzitelné v semipreparativnim i preparativnim
meétitku. DalSi vyhodou je snadna priprava obou enantiomernich forem CSP a tudiz snadna
nadsledna zména elu¢niho poradi enantiomeri, jednoduSe pouZitim CSP s poZadovanou
konfiguraci.

Cilem této disertacni préce bylo studium chromatografického chovani sady 2,2'-
disubstituovanych a 2,3,2"-trisubstituovanych 1,1"-binaftyla a 3,8 -disubstituovanych 1,2"-
binaftylovych derivatt na tiech rozdilnych typech CSP, jmenovité na bézi cyklodextrinu,
derivatizované celulosy a syntetickych polymeri. Na zéklad¢é ziskanych dat byly diskutovany
enantioselektivni separacni mechanismy.



2 TEORETICKY UVOD

2.1 Stereoisomerie, opticka aktivita a chiralita

PFi popisu struktury organickych molekul postupujeme od elementarniho sloZeni pies
konstituci (pocet a typ vazeb, atomt) vedouci k 2D strukture az po konkrétni rozmisténi
atoma v prostoru — 3D strukturu. 1somerie je stav, kdy slouceniny se stejnym sumarnim
vzorcem maji jiné strukturni uspoiadani atomi v molekule a tedy i chemické nebo fyzikalni
vlastnosti. Zakladni déleni isomert je na strukturni neboli konstituéni isomery a
konfiguratni neboli stereoisomery. Kongtitucni isomery maji stejny sumarni vzorec,ae
jiné vnitini usporadani a délime je do ¢ty skupin na retézové, polohové, funkeni (skupinove)
a tautomery. Sterecisomery se vzglemné liSi prostorovym usporadanim, resp. jinou
prostorovou geometrii, a déli se na enantiomery a diasterecisomery, které se dale déli na
geometrické (cigtrans isomerie) a konforma¢ni. Energie potiebnd k pireméné jednoho
konfigura¢niho isomeru na druhy je srovnatelna s disociacni energii jednoduchych C-H, C-C
vazeb. Konformacni isomery vznikaji rotaci (skupin) atomi kolem jednoduchych vazeb a
energie potiebna k premeéné jednoho isomeru na druhy je uréena Gibbsovou aktivacni energii
isomerizace [1]. Cim je hodnota energetické bariéry nutné k roz&&peni vazby nebo k otogeni
kolem jednoduché vazby vySSi, tim je dany isomer stabilngjsi.

Molekula muze byt bud’ symetricka, nebo asymetricka. Symetrii molekuly pro danou
konfiguraci nebo konformaci |ze popsat pomoci operaci symetrie podle odpovidajicich prvka
symetrie a symetrické molekuly se tiidi do skupin obsahujicich vzdy stejny typ a pocet prvka
symetrie, tzv. bodovych grup. Asymetricka molekula pak nemé zadny prvek symetrie.

Enantiomery jsou dvé molekuly liSici se absolutni konfiguraci a jsou ve
vzajemném vztahu vzor a jeho zrcadlovy obraz. Absolutni konfigurace popisuje prostorové
uspoiédani na kazdém z prvki chirality. Stereoisomery, které nejsou enantiomery, se nazyvaji
diastereoisomery. Ty mohou byt achiralni nebo chirdlni. Slouceniny se stejnym poctem
enantiomernich skupin identicky vazanych, které neobsahuji z&dné dalSi chiralni skupiny
nazyvame meso-slouc¢eniny. Tyto l&ky jsou achirani, protoze maji rotacné-reflexni osu
symetrie, a prispévky kazdé z chirdlnich skupin se vzagemné vyrudi. [1] Pokud molekula
neobsahuje rotacné-reflexni prvky symetrie, je chirdini. Je ztejmé, Ze asymetricka molekula je
vzdy chirdlni, ale chirdni molekula nemusi byt vzdy asymetricka.



Chiralita je z&ladni vlastnost trojrozmérného svéta organickych sloucenin, je to
vlastnost objektu jako celku. Chiralni isomery se pri interakci s chirdnim objektem lisi ve
svych vlastnostech, zatimco v achirdlnim prostredi se jevi jako identické. Chiralni objekt
maZe byt bud’ jind molekula (¢inidlo, rozpou&édlo), nebo chirdlni fyzikani prvek (kruhové
polarizované zéreni definované vinové délky nejcastéji pri sodikové ¢are). Chirdni muze byt
jak jedina molekula, tak cely krystal.

Chiralita molekuly je vyvolana piitomnosti urcitych strukturnich motiva, tzv. prvka
chirality. Chirdni molekula obsahuje bud’ chiralni centrum, chirdini osu, nebo chirdni
rovinu. Pokud v molekule existuje jeden z téchto prvku chirality, je molekula vzdy chiralni.

Nejcastéjsi pricinou centralni (bodové) chirality je piitomnost asymetrického
uhlikového atomu nesouciho ¢tyii rozdilné substituenty. Vedle atomu uhliku mohou byt
chirdnimi centry také napt. fosfor, arsen, dusik nebo kiemik. Osova (axialni) chiralita
je vyvolana existenci ¢ty substituenti lezicich mimo jednu rovinu. Osa chirality pak lezi na
spojnicich dvojic substituentti. Z I&ek vykazujicich axiani chiralitu Ize jmenovat alleny,
alkylidencykloalkany, adamantoidy, spiranové slouceniny a diaryly [1]. PloSna (planarni)
chiralita je vyvolana dvojici raznych substituenti leZicich ve spole¢né roviné — rovingé
chirality. Mimo tuto rovinu potom lezi minimdné jeden substituent tzv. pivot, ktery je
srovinou chirality spojen chemickou vazbou. Helikalni chiralita patti mezi tzv.
inherentni chiralitu, neboli chiralita bez prvka chirality. Chiralita molekuly je vyvolani
vystavbou z achirdlnich ¢ésti a vyskytuje u sloucenin vytvérgjicich Sroubovici. Typickymi
predstaviteli jsou heliceny. [1]

Opticka aktivita je popis situace, kdy makroskopicky vzorek st&i rovinu
polarizovaného svétla o urcity Uhel o, ktery je ¢iselné vyjadien specifickou optickou rotaci
[a]p, kterd je jednim z parametra identifikujicich chiralni slou¢eniny. VSechny chirdni laky
by mély byt opticky aktivni. Opticka aktivita je veli¢ina stanovovana na souboru chiralnich
objektd, zatimco chiralita je vlastnost pouze jednoho objektu. U vSech souborta chirdinich
molekul tedy nelze stanovit jejich optickou aktivitu.

2.2 Chiralni separacev HPLC

Vysokouginna kapalinova chromatografie je dnes velmi pouzivana separacni metoda
umoznujici rozdélit obrovské mnozstvi chemickych sloucenin. Separace opticky aktivnich
ldtek se pred rokem 1980 povaZovaly za sloZité nebo dokonce nemozné. Problémem byl
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nedostatek vhodnych chirélnich stacionérnich fazi. Po roce 1980 se vyvoj novych chirdlnich
selektori a nasledné i vyvoj novych chirdnich stacionérnich fazi znatné rozvinul a do
devadesatych let bylo uvedeno na trh vice nez sto CSP [3]. V soucasné dobé se
chromatografické separace na chiralnich stacionarnich fézich staly jednou z nejucinngjSich
technik, kterou Ize pouZit v analytickém i v preparativnim métitku [4].

Chirdini stacionarni faze je tvorena pevnou matrici, kterou byva nejcastéji silikagel, a
chirdlinim selektorem (CS), ktery je na matrici ptipojen — bud’ chemicky (obvykle kovalentni
vazbou) nebo fyzikdlné (adsorpci). Chirdni stacionarni faze lze rozdgélit podle raznych
kritérii. Naptiklad podle jejich struktury je muzeme roziadit do péti tiid - na makrocyklické
CSP, polymerni CSP, CSP tvorici n-r interakce, ligandové-vyménné a hybridni CSP [5,6].
DalSim kritériem pro klasifikovani CSP je velikost molekul chirdniho selektoru. CSP tvorené
malymi molekulami obvykle imobilizovanymi na silikagelu formuji takzvané n-akceptorové a
n-donorové faze [7,8]. Ty byly roku 1981 vyvinuty Pirklem a od té doby jich byla ptipravena
cela fada. Do druhé skupiny pak fadime CSP obsahujici velké makromolekularni selektory
jako jsou napiiklad proteiny [9,10,11], polysacharidy ajejich derivéty [9,12,13,14,15,16,17] a
syntetické polymery [4,9,18]. Polymerni CSP se déli do tti skupin - na biopolymery, na
polymery pripravené chemickou modifikaci ptirodnich polymera a na polymery plné
syntetické. Prikladem CSP na bazi ptirodnich polymera ¢i oligomeri jsou cyklodextriny,
proteiny, polysacharidy nebo makrocyklickd antibiotika. Mezi CSP vzniklé chemickou
modifikaci ptirodnich polymeri patti derivatizované cyklodextriny a derivatizované
polysacharidy (zejména celulosa a amylosa). Mezi syntetické polymerni CSP radime napf.
polyakrylamidy, jednostranné (,one-handed”) helikélni polymetakryléty, chirdni ,crown-
ethery* a dalSi. Chemicka modifikace prirodnich polymert vede ¢asto ke zvySeni pocétu
chirdnich center v molekule, ke zvétSeni molekuly resp. ke zméng jeji struktury, a tim
dochézi k rozsireni okruhu separovatelnych analyti. Ze v3ech chirdinich stacionarnich fazi
jsou dnes pravdépodobné nejrozsirenéjsi polysacharidové CSP. PouZivaji se v analytickém,
semipreparativnim i preparativnim mgtitku, jsou enantioselektivni pro velké mnozZstvi
chirdnich molekul a maji vysokou davkovaci kapacitu. Vedle zminénych CSP jsou zajimave i
zesitované polymerni gely s chirdnimi kavitami vytvorenymi ,,otiskem* chirdlni molekuly —
templétu — do gelu (technika molekularniho imprintingu) [9].
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2.3 Polysacharidoveé chiralni stacionar ni faze

Prvni chromatografické separace enantiomert vyuzivaly piirodni chiralni adsorbenty
jako jsou vina a Skrob. Polysacharidy jsou jedny znejduleZitéjSich a nejcastéji se
vyskytujicich opticky aktivnich prirodnich biopolymeri, které magji v Zivych organismech
obvykle stavebni funkci nebo slouzi jako zasobarna energie. Ptimo celulosa tvori primarni
bunééné stény a spolu s ligninem se podili na vzniku sekundérnich bunéénych stén. Typické
polysacharidy jako jsou celulosa, Skrob (amylosa) a dextran jsou sloZzeny z D-glukosovych
jednotek. Celulosu tvori D-(+)-glukosové jednotky, které jsou spojeny glykosidickou B-1,4
vazbou. Glukosové jednotky amylosy pak poji a-1,4 vazba.

Zatdtkem dvacétych let minulého stoleti se podatilo enantioselektivni adsorpci na ving
rozdélit racemicka barviva obsahujici fenylalanin nebo zbytky kyseliny mandlové. V roce
1938 Henderson a Rule publikovali préci o chromatografické enantioseparaci p-fenylen
bis(iminokamforu) na kolon¢ naplnéné disacharidem laktosou. Na stejné koloné pak Prelog a
Wieland o néco pozdéji uspesne separovali Trogerovy béze. Chirality polysacharida poprvé
vyuZil Kotake akol. - ti separovali fadu racemickych derivata aminokyselin pomoci papirové
chromatografie na celulose. Dalgliesh pak jejich préaci rozSitil a vytvoril pravidlo tzv.
tiibodové interakce - pro rozliSeni enantiomert v biomolekularnich systémech je zapotiebi tii
souc¢asné probihajicich interakci. Dodnes se Dalglieshova pravidla dovolavame pri
objasiiovani mechanismi enantiomernich separaci. Pozdgji pak byla vyvinuta tenkovrstva
chromatografie na celulose a kolonova kapalinovd chromatografie scelulosovymi a
&robovymi (bramborovy skrob) fazemi. Zminéné metody se pouzivaly zejmeéna k separacim
aminokyselin. [13]

VétSina prvnich pokusi v kolonové chromatografii byla omezena nizkymi U¢innostmi
kolon. Nicméné Musso ukézal uZite¢nost prirodnich polysacharida jako chirdlnich adsorbentt
a dosahl 0plného rozlieni atropisomernich derivata bifenylu na koloné naplnéné
bramborovym 3krobem. Yuasa pozd¢ji ukézal, Ze kapalinovad chromatografie skolonou
napinénou dukladné precidténou nativni celulosou svysokym stupném  krystalinity
(mikrokrystalicka celulosa (Avicel)) miaze zcela separovat aminokyseliny, napriklad
tryptofan. Na karboxymethylcelulose a Sephadexovych iontomgnicich sloZenych
z dextranové trojrozmerné sité, kde byl pouzit epichlorhydrin jako sitovaci ¢inidlo, pak bylo
rozdéleno mnoho kovovych komplexa. V roce 1993 Wulff a jeho skupina imobilizovali

amylosu na silikagel pomoci enzymatické polymerizace a nésledné zjistili, Ze tato CSP je
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schopna rozdélit racemicky mentol (HPLC metoda). VVSechny zminéné materidly se zdaly byt
v praxi mélo vyuzitelné, protozZe jejich rozliovaci schopnost byla pomérné nizka Vv kapiléarni
elektroforéze mohou jako chiralni aditiva v z&ladnim elektrolytu slouzit ve vodé rozpustné
polysacharidy, véetné heparinu a amylosy. Vysoka G¢innost separace v kapiléarni elektroforéze
umoziuje i pres nizkou enantioselektivitu samotnych polysacharidovych derivata kompletni
rozdéleni mnoha enantiomera véetné chiralnich I&civ. [13]

Prirodni polysacharidy v praxi kvili své nizké enantioselektivité a nevhodnym
mechanickym vlastnostem velké uplatnéni nenalezly. Ov3em n¢které modifikované
polysacharidy maji vybornou schopnost chiralniho rozpoznavani.

2.3.1 Estery polysacharidi
2.3.1.1 Triacetét celulosy

Poprvé byl triaceté& celulosy, prvni polysacharidova CSP dobie vyuzitelna v praxi,
piipraven Hessem a Hagelem roku 1973 [17,19]. Tato CSP vznikla heterogenni acetylaci
mikrokrystalické celulosy v prostiedi benzenu. Nova CSP s uchovala strukturu velmi
podobnou mikrokrystalické celulose a nazyva se triacetat mikrokrystalické celulosy (CTA-I)
— struktura je uvedena na obr.1. Obvykle se CTA-l pouziva v reverznim separacnim modu a
mobilni faze byva sloZzena ze smési ethanolu a vody. V takové MF byly separovany
predevSim nepolarni slouceniny a aromaticka Ié&tiva. Na CTA-1 CSP lze davkovat velké
objemy analyti, a proto je ¢asto pouzivana v preparativnich separacich za stredné vysokého
tlaku [13].

SniZeni rozliSovaci schopnosti nebo obréaceni elu¢niho poradi analyta 1ze pozorovat pri
rozpu&éni CTA-1 vrozpoustédle. V pripadé, Ze je CTA-lI rozpudéna v rozpoustédle a
zroztoku adsorbovana na silikagel, vznikd dalsi CSP — CTA sodliSnymi schopnostmi
chirdlniho rozpoznavani nez CTA-I a vysSi G¢innosti a odolnosti. U nékterych analyti pak
dochézi ke zmeéneé elu¢niho poradi, které je zptisobeno odlisnou konformaci triacetétu celulosy
[17]. Kvalita chiralniho rozpoznavani je uréena uspoiadanim struktury celulosové CSP —¢im
pravidelngjsi struktura, tim lepsi schopnost chiralniho rozpoznavani.

13



OAcC
(0]
(0]
AcO
OAc
n

Obr. 1: Strukturatriacetétu celulosy.

Mechanismus chirélniho rozpoznavani CTA-1 CSP nebyl dlouho uspokojivé objasnén
i pres to, Ze se tato CSP pouziva v chromatografickych separacich jiz dlouho. AZ Hesse a
Hagel [19] a pozdéji Francotte [20] navrhli inkluzni mechanismus, kdy enantiomery mohou
byt adsorbovéany do chirdinich kavit sestévgjicich se z vrstvené CTA-I matrice. Inkluze
molekul analytu do kavit CSP neni pravdépodobné fizena interakcemi funkénich skupin dané
CSP a analytem, ale predevSim tvarem molekul analyti. Tento mechanismus chirdniho
rozliSeni by pak vysvétloval i Uspésné separace latek, které v molekule nenesou zadné funkéni
skupiny, jako jsou napiiklad nearomatické a aromatické uhlovodiky. Heterogenni acetylace
muaze vést ke vzniku supramolekularni struktury CTA-I, kde s nejvétsi pravdépodobnosti za
vysokou schopnost chiralniho rozpoznavani velkého poctu analytt zodpovidaji mista schopna
mnohonasobné interakce, specificky povrch CSP a dutiny uvniti matrice [21,22]. Pritomnost
takové supramolekulérni struktury byla predpovézena na z&kladé NMR studie triacetatt
celulosy v roztoku [23].

2.3.1.2 Benzoat celulosy

Na obr. 2 je uvedena zékladni struktura a derivéty tribenzodtu celulosy. Tribenzoaty
celulosy (CTB) nebo amylosy jsou dalSimi derivéty, které maji velmi dobré vlastnosti pro
déleni enantiomert. Komeréné dostupny je tribenzoa celulosy pod ndzvem Chiralcel OB.
Tris(4-methylbenzoat) celulosy, ktery je enantioselektivni pro celou fadu l&tek veetné I€Civ,
se prodava pod komerénim nédzvem Chiralcel OJ. Krom¢ klasickych CSP, kdy je chirdlni
selektor navazan na silikagel, byly Mannschreckem a Francottem pripraveny sférické ¢astice
derivéta tribenzodtu celulosy a s Uspéchem vyuZzity zejména pro preparativni Ucely [24]. CSP
nesouci tribenzoéty amylosy jako chirdlni selektor se v separacich prilis neosvédcily, protoze

jgjich schopnost chiréiniho rozpoznévani je velmi nizka
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Obr. 2: Strukturatribenzodtu celulosy.

NejdulezitéjSim adsorpénim mistem CTB derivéti je pravdépodobné karbonylova
skupina esteru, jgjiz polarita miZe byt modifikovana substituenty navédzanymi na fenylové
kruhy. CSP na bézi derivatu celulosy nebo amylosy miZe interagovat sracematy majicimi
karbonylovou skupinu progtiednictvim dipdl-dipolovych interakci a slakami majicimi
amino- nebo hydroxylovou skupinu interaguje pres vodikové vazby [23,25,26,27].
V mechanismu chiralniho rozpoznavani se ve srovnani s CTA-I neuplatiiuje inkluze analytu
do kavit CSP.

Tribenzodty obsahujici elektron-donorové substituenty (napi. methyl) vykazuji lepSi
enantioselektivni chovani nez ty, které maji elektron-akceptorové substituenty jako jsou
naptiklad halogeny. AvSak nejsilngjsi elektron-donorova skupina — methoxy substituent— neni
pro svou vysokou polaritu prinosem pro enantioselektivni separacni mechanismus.

Schopnost chirdlniho rozpoznavéni je vyrazné ovlivnéna podminkami piipravy CSP,
zejména pak rozpoudtédlem pouzivanym k rozpudténi derivata tribenzodtu celulosy béhem
procesu vazani na pevnou matrici. Z toho vyplyvd, Ze s enantioselektivitou chirdini
stacionérni faze Uzce souvisi morfologie derivata tribenzodtu celulosy nebo vznik
supramolekularni - struktury. Teplota je dalSim faktorem majicim vyrazny vliv na
enantioselektivitu CSP. Pri nizké teploté¢ je mechanismus chirdiniho rozpoznavani fizen

entropii; pii vysoké teploté enthalpii. [13]

2.3.2 Fenylkarbamaty celulosy a amylosy

CSP na bézi trig(fenylkarbamétii) celulosy (obr. 3) nebo amylosy dnes patii k

nejvyznamnéjSim a nejpouzivanéjSim polysacharidovym fézim. S napadem derivatizovat
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celulosu piisel Y. Okamoto zacdkem devadesatych let po uspédné syntéze helikaniho
poly(trifenylmethylmetakrylatu) (PTrMA) a jeho uplatnéni v chirdini HPLC. Svou pozornost
zamétil na polysacharidy, zejména na celulosu, kterd ma nejvétsi zastoupeni ze vsech
polymeri na zemi a je nejlevnéjsi. Navic byla jiz zndma mikrokrystalickd triacetat celulosa,
ktera prokézala ojedinélé rozliSovaci schopnosti. V roce 1984 byl syntetizovan
tris(fenylkarbamét) celulosy (CTPC) reakci mikrokrystalické celulosy (Avicel) sfenyl
isokyanatem a od té doby bylo ptipraveno velké mnozstvi fenylkarbamétovych derivéti. [18]
Jmenujme naptiklad 3-chloro-4-methyl- [28], 4-chloro-3-methyl- [28] a 3-fluoro-5
methylfenylkarbaméty [29] celulosy a tris(5-chloro-2-methylfenylkarbamat) amylosy [23,30].
Tyto CSP maji ve své gruktuie jak elektron-donorovou (methylovou), tak elektron-
akceptorovou (halogenovou) skupinu. RozliSovaci schopnosti téchto CSP jsou velmi dobré.
Naopak derivéty fenylkarbamétu celulosy nesouci heteroatom (methoxy- nebo nitroskupina)
nemaji dobré rozliSovaci vlastnosti, protozZe substituenty jsou jiz piilis polarni [12,13]. Malou
rozliSovaci schopnost maji také benzylkarbaméty celulosy, stejné jako jednoduché
alkylkarbamaty (methyl- nebo isopropylkarbamaty) [31,32].

R
1: 4-CH30 20: 3,5-(CHg);
2: 4-C,H50 21: 2,6-(CHg),
3: 4-(CH3),CHO 22:3,45-(CHg)3
4: 4-(CHg3),CHCH,O0  23:35Cl;
5: 4-(CHg)3Si 24:3,4-Cl
6: 4-CHg 25: 2,6-Cl,
7: 4-CH3CH, 26: 3,5-F;
8: 4-(CH3)2CH 27: 3,5-(CF3)2
9: 4-(CH3)3C 28: 2-Cl -4-CH3
10: 3-CHg 29: 2-Cl -5-CHj3
11: 2-CHg 30:2-Cl -6-CH3
12: H 31: 3-Cl -2—CH3
13:4-F 32: 3-Cl -4-CH3
14: 4-Cl 33: 4-Cl -2-CHj3
15: 2-Cl 34: 4-Cl -3—CH3
16: 4-Br 35: 3-F -4—CH3
17: 4-CF3 36: 5-F -2-CH3
18: 4—N02 37: 3-F '5‘CH3
19: 3,4-(CH3)2 38: 3-Cl -5-CH3
39: 3-Br -5-CHj3

Obr. 3: Struktura derivétu tris(fenylkarbamatu) celulosy.

NejrozsirenéjSi  polysacharidové CSP  jsou bezesporu zalozeny na 3,5
disubstituovanych fenylkarbamétech celulosy nebo amylosy. Z jegjich zastupca mizeme
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jmenovat napiiklad tris(3,5-dimethylfenylkarbamét) celulosy (Chiralcel OD), trig(3,5-
dichlorfenylkarbamat) celulosy nebo tris(3,5-dimethylfenylkarbamét) amylosy (Chiralpak
AD). Na CSP na bézi trig(3,5-dichlorfenylkarbamétu) celulosy se podatilo rozdélit napiiklad
objemné metakryldty. Nevyhodou té&to CSP byla jeji rozpustnost v mobilnich fazich
svysokym podilem propan-2-olu a stim souvisgjici omezena pouzitelnost. Chemickym
navazanim CSP na 3-aminopropyl-silanizovany silikagel, kde hexadiisokyanat slouzil jako
vazebné raménko (spacer), se podarilo tento problém odstranit [33].

Tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) celulosy (CDMPC) je enantioselektivni pro mnoho
chirdnich sloucenin vcetné aromatickych uhlovodikt, axidné a planarné asymetrickych
sloucenin, chirdlnich sloucenin siry a fosforu, l&ek obsahujicich v molekule kov,
kyanoslou¢enin a karbonyli, amint, karboxylovych kyselin, alkoholt, derivati aminokyselin,
ethert a l&civ. Kompletni enantioseparace nékterych stereochemicky vyznamnych sloucenin —
derivdta metallocenu, derivéti fullerenu, katenani a dalSich latek - byla také publikovana
Trig(3,5-dimethylfenylkarbamé) amylosy (ADMPC) ma stejné dobrou rozpoznévaci
schopnost jako CDMPC a je k ni komplementérni [13,17].

DrivejSi polysacharidové CSP byly pripraveny tak, Ze derivatizovany polysacharid byl
pripojen — fyzikdlné, naadsorbovan (coated) - na makroporézni silikagel (bez chemické
vazby). Proto béZzné rozpoustédia jako chloroform, tetrahydrofuran, ethylacetét, aceton apod.
nemohou byt pouzita jako slozka MF, protoZe v jegjich piitomnosti dochézi k bobtnani nebo
dokonce rozpoudténi polysacharidového derivatu. Rozmezi MF je nasledné pomérné omezené
— pouzivaji se smési n-hexan/alkohol v norménim separacnim modu (NP) a nebo ACN/voda
vV reverznim separacnim modu (RP). Moznogt vybéru rozpoudtédla vyznamné ovliviuje
enantioselektivitu CSP. Pro separace v analytickém metitku by se pouzitim zmingnych
»Zakézanych" rozpoustédel dalo dosahnout zmény elu¢niho poradi analytt a vysSi
enantioselektivity polysacharidovych derivata [34]. V preparativnim méiitku je vysoka
produktivita separaci dosaZiteln4 pouZzitim solventu, ve kterém se bude analyt vyborné
rozpoudteét [34,35]. Jinak feceno, zlepSeni kompatibility rozpou&édel a chirdinich selektora by
vedlo k vyraznému zlepSeni chirélnich separaci.

Jednou z moznosti, jak dosdhnout vySSi odolnosti polysacharidovych CSP, je jejich
imobilizace na chromatografické matrice. Témi mohou byt sféricky silikagel [36,37,38],
monoliticky silikagel [39,40], st¢na kiemenné kapiléry [41] nebo organicky polymerni gel
[42]. Takeé imobiliza¢nich technik bylo vyvinuto nékolik:

o imobilizace derivéti nesoucich hydroxylove skupiny s diisokyandtem [33,43]
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o chemické navazani amylosového derivatu aktivovanym koncem jeho fetézce
[44,45]

0 imobilizace derivdtt nesoucich vinylové skupiny s(nebo bez) vinylovym

monomerem [46,47,48,49]

o fotochemické zesitovani [50]

0 imobilizace derivata nesoucich azidoskupiny [51]

o imobilizace derivéti nesoucich alkoxysilylove skupiny [52,53,54].
Trig(3,5-dimethylfenylkarbaméty) celulosy a amylosy imobilizované na silikagelu jsou dnes
komer¢né dostupné jako Chiralpak IB resp. |A a CSP tris(3,5-dichlorfenylkarbamét) celulosy
se prodava pod obchodnim nazvem Chiralpak IC (Daicel) [55]. Moznosti, jak imobilizovat
chirdini selektory na matrici, bylo vyvinuto pomérné velké mnozstvi, ale stale se zkoumaji
dalSi zpusoby, jejichZ provedeni bude jednoduché, imobilizace bude velmi efektivni, trvala a
enantioselektivita pro analyty vysoka [34]. Z hlediska enantioselektivity a ¢asto niZsi retence
analyta jsou vyhodngjsi ,,coated” kolony, na druhou stranu pocet aplikaci na imobilizovanych
CSP neustdle roste. U imobilizovanych CSP se uplatiuji krome chirdlnich interakci vedoucich
k rozliSeni enantiomeru také achirdini interakce mezi analytem a CSP, které zvy3uji retenci,
ale snizuji enantioselektivitu [56].

Pro Uspésnou separaci je dalezity vybér jak stacionarni, tak mobilni faze. CDMPC a
ADMPC CSP se nejéastéji pouzivaji v normalnim areverznim separacnim médu. n-Hexan ve
smési s propan-2-olem nebo ethanolem (typ pouzitého akoholu muze ovlivnit
enantioselektivitu) tvori nejcastéji mobilni f&ze norméniho moédu. Malé mnozstvi silné
kyseliny, kterou ¢asto byva kyselina trifluoroctovd, prispiva ke zlepSeni separace kyselych
analytu. Pridavek kyseliny vede ke zkréceni retence a zvySeni symetrie pika. Pro bazické
latky je vhodny maly piidavek diethylaminu nebo isopropylaminu vedouci ke zlepSeni
v symetrii pika. V reverznim modu, ktery je velmi casto aplikovany, je MF tvorena smési
vody (pufru) a organického modifikétoru, kterym obvykle byva acetonitril nebo methanol
[35]. Superkritick& fluidni chromatografie pak pouziva jako MF smési CO, a alkoholul.

VétSina derivéata tris(fenylkarbamétu) celulosy tvoii ve vysoce koncentrovanych
roztocich lyotropni kapalnou krystalickou fazi, jejiz vysoce uspoiradana struktura je viditelni
pod polariza¢nim mikroskopem. Vysoce pravidelna struktura fenylkarbamatovych derivatu je
zachovéna i na povrchu silikagelu. Derivéty, které netvori lyotropickou kapalinu v roztoku,
nejsou schopny chirdlniho rozpoznavani, ke kterému vyznamnou meérou prispiva pravé
vysoce usporddana struktura derivétt celulosy. Mechanismy chirdiniho rozpoznavani byly u
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téchto fézi studovany na zékladé chromatografickych méreni, NMR studii a pocitatového
modelovani. [13]

Chromatograficka studie:

Hlavnimi adsorpénimi misty CSP jsou polarni karbaméové skupiny schopné
interagovat sraceméty, se kterymi tvoii vodikové vazby (vazba analytu na NH a C=0
skupiny CSP). Polaritu karbamatovych skupin lezicich v blizkosti glukosovych jednotek a
nasledné enantioselektivitu ovliviuji substituenty fenylového kruhu [13,17]. Pokud je na
fenyl zaveden elektron-donorovy substituent (methyl), dochézi ke vzristu elektronové hustoty
na karbonylu. Naopak substituce elektron-akceptorovou skupinou vede k zvySeni elektronové
hustoty na NH skupiné. Napriklad aceton z mobilni faze se proto bude silngji adsorbovat na
CSP svétsim poctem NHs"™ skupin (vznik H-vazby). Substituce fenylového kruhu elektron-
donorovou nebo elektron-akceptorovou skupinou v pozicich meta a/nebo para obvykle vede
ke zvySeni rozliSovaci schopnosti CSP, narozdil od derivéta substituovanych v ortho- poloze,
které nejsou pro chirdlni separace vhodné. Pokud je substituentem polérni skupina (nitro-
nebo methoxy-), pak raceméty budou interagovat piednostné se substituenty navazanymi na
fenylovém kruhu a vysledkem bude sniZeni rozliSovaci schopnosti CSP, protoZe substituent je
daleko od chirdni glukosové struktury. Naopak substituce objemnymi alkoxyskupinami
(isopropyl- nebo isobutoxyskupina) vede ke zlepSeni rozliSeni, protoZe dochézi k omezeni
interakci na kyslikovém atomu etherové skupiny [23]. Vysoké chiralni rozliSeni je podminéno
pravidelnou, vysoce uspoiddanou strukturou celulosy, kterou poméhaji udrzet substituenty
fenylového kruhu. Ty proto musi mit odpovidajici velikost. Pro amylosové CSP plati obdobné
zavéry [31,32] stim rozdilem, Ze ortho- substituované amylosove fenylkarbamaty maji oproti
celulosovym pomeérné velkou rozliSovaci schopnost [30].

Tris(fenylkarbamat) celulosy tvoii levotocivou 3/2 Sroubovici sglukosovymi
jednotkami rozmisténymi podél osy Sroubovice. Paralelné shlavnim fetézcem Iezi chiralni
helikdlni smycka spolarnimi  karbamatovymi  skupinami. Karbamétové skupiny jsou
situovény dovnitt, zatimco hydrofobni aromatické skupiny jsou umistény vné polymerniho
fetézce, takZe interakce polérnich analytt skarbaméovymi zbytky bude probihat prevazné
uvniti &roubovice. Vazbu zprostredkovévaji vodikové vazby. Tyto interakce dominuji
separacnimu mechanismu zefména v normanim separacnim modu. K chiralnimu rozliseni
vyznamnou mérou prispivaji dipdl-dipdlové a n-r interakce mezi fenylovymi skupinami CSP
a anaytem, které umoziuji separaci nepolarnich aromatickych sloucenin. V reverznim
separacnim mddu jsou pro dobré chirdlni rozpoznavani dulezité urcité typy hydrofobnich
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kavit, které wvznikaji mezi jednotlivymi fetézci tris(fenylkarbamétu) celulosy.
Trig(fenylkarbamé) amylosy tvori 4/1 levotocivy  helikdlni  fetézec. Rozdily
v enantioselektivitée amylosovych a celulosovych CSP jsou pri¢itdny rozdilnému uspoiadani
struktur (tetézca) [12,13,17]. Z chromatografické studie jednoznacné vyplyva, Ze interakce
karbamétovych skupin CSP sanalyty (raceméty) je nejdalezitéjsi pro chirdlni rozlieni. To
potvrzuje také NMR studie.

NMR studie:

Objasnit mechanismus separace na celulosovych nebo amylosovych CSP NMR
spektroskopii bylo dlozité, protoze rozliSovaci schopnost vétSiny fenylkarbaméta
polysacharidi je zévisla na mite jejich rozpustnosti v polarnich rozpoustédiech
(tetrahydrofuran, pyridin nebo aceton), kde dochézi prednostné k interakci rozpoudtédia
spolarni karbamétovou skupinou polysacharidové CSP na misto sanalyty. Proto maji
polysacharidové CSP v téchto rozpou&eédlech nizkou rozliSovaci schopnost. Ovéem nékolik
fenylkarbamatovych derivati — napriklad tris(4-trimethylsilylfenylkarbamat) celulosy nebo
tris(5-fluoro-2-methylfenylkarbaméat) celulosy — je rozpustnych v chloroformu a je schopno
rozliSovat enantiomery v'H i *C NMR spektroskopii stejné dobie, jako v HPLC, takZe
mohly byt provedeny NMR studie interakci probihajicich v roztoku [57,58,59,60]. Ziskané
vysledky potvrzuji zavéry plynouci z chromatografickych studii.

Pocitacové modelovani

Pocitacova simulace zahrnujici molekulovou mechaniku a molekularni dynamiku
maZe byt uZitecné pro objasnéni mechanismu chiréniho rozliSeni u téch polysacharidovych
CSP, u kterych neni proveditelndA NMR studie. Diky pocitatovému simulovani lze
predpovedét elueni poradi enantiomert. Lipkowitz a kol. na z&kladé molekulové mechaniky a
molekulédrni dynamiky a kvantové-mechanickych vypoéta urcili interakéni energie mezi CSP
aenantiomery, a navrhli mechanismus chiraniho rozliSeni [61,62].

Okamoto a Yashima pak vypocitali interakéni energie mezi tris(fenylkarbamatem)
celulosy (CTPC) nebo tris(dimethylfenylkarbamétem) celulosy (CDMPC) a trans-stilben
oxidem, aby ziskali néhled na mechanismus chirdiniho rozpoznavani u derivéta
fenylkarbamatu celulosy nebo amylosy, nerozpustnych v deuterovaném chloroformu. CTPC
je pro svou definovanou strukturu a vysokou schopnost chirdlniho rozpoznavani vhodnym
kandidé&tem pro tyto studie. Trans-stilben oxid byl chromatograficky rozdélen na enantiomery
na obou CSP, ade sopacnym elu¢nim poradim jednotlivych enantiomeria. Na CTPC eluoval
jako prvni R, R isomer (a = 1,46), zatimco na CDMPC prvni eluoval S Sisomer (a = 1,68).
Rozdilné chovani CDMPC a CTPC je pozorovatelné i ve ziedénych roztocich, kde CDMPC
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vykazuje zretelnou optickou anisotropii na rozdil od CTPC i dalSich celulosovych derivétu.
[13,17]

2.3.3 Aralkylkarbamaty polysacharidi

Nekteré tris(aralkylkarbaméty) celulosy nebo amylosy prokazaly charakteristické
rozliSovaci schopnosti, které jsou zcela odlisné od fenylkarbamatt. Z derivéti, které
poslouzily k pripravé CSP muZzeme jmenovat napi. benzyl-, 1-fenylethyl-, 1-fenylpropyl-, 2-
methyl-1-fenylpropyl- a 1,1-difenylmethylkarbaméty celulosy. Schopnost rozpoznavat
enantiomery je u 1-fenylpropyl- a 1-fenylethylkarbamétti proti ostatnim derivatam vysSi,
protoZe tyto skupiny prispivaji k zachovani vysoce usporadané struktury polysacharidovych
derivaétt, duleZité pro chirdlni rozpoznavani. Obdobna situace je u derivatt amylosy. [17] (S)-
1-Fenylethylkarbama amylosy (Chiralpak AS, obr. 4) je z&stupce skupiny
aralkylkarbaméovych CSP a je enantioselektivni pro fadu sloucenin (karbonylové
slou¢eniny, laktamy), jejichz separace na fenylkarbamétovych CSP byla nelispédna.

Vliv chirality 1-fenylethylové skupiny na chirani diskriminaci 1-fenylethylkarbamétu
celulosy nebo amylosy byl také studovan. Vysledky ukézaly, Ze (R R)-fenylethylkarbamat
celulosy ma vysSi schopnost chirdiniho rozpoznavani nez (RS- nebo (S9-
fenylethylkarbamat. V piipadé amylosy naopak lepSi enantioselektivni rozpoznavani vykazuje
(S9-fenylethylkarbamét [17].

Alkylkarbaméty  polysacharidic  jako  naptiklad  methyl-, isopropyl- a
cyklohexylkarbamat celulosy nejsou pro separace chirdnich latek ptilis vhodné. Tris(terc-
butylkarbamét) celulosy je enantioselektivni pro nekteré 1&tky, ovdem okruh separovatelnych

l&tek je ve srovnani s fenylkarbaméty celulosy vyrazné uZsi.
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Obr. 4: Struktura (S)-1-fenylethylkarbamétu amylosy.

2.3.4 Jiné polysacharidové fenylkarbamaty a oligosacharidy

Kromé CSP na bazi celulosy a amylosy se pro pripravu CSP pouZivgji i jiné sacharidy
— chitosan, xylan, b-1,3-glukan (curdlan), dextran ainulin. Jegjich struktura je uvedena na obr.
5. Schopnost chirdiniho rozliSovani zévisi na charakteru monosacharidovych jednotek,
charakteru a pozici substituentu a typu vazby. Pomérné vysokou schopnost chirdiniho
rozpoznavani maji 3,5-dimethylfenylkarbamaty chitosanu a xylanu, presto se viak stejnym
celulosovym derivatim nemohou rovnat. Podobnou enantioselektivitu jako tris(3,5-
dimethylfenylkarbamét) amylosy mé i (3,5-dimethylfenylkarbamat) amylopektinu, jedné ze
slozek skrobu. [13]

3,5-dimethylfenylkarbamaty celulosovych oligosacharidi a 3,5-dimethylfenyl-, 4-
chlor- a 4-bromfenylkarbamaty odvozené od oligosacharidi maltosy byly rovnéz ptipraveny.
RozliSovaci schopnost celulosovych oligosacharidu je niZsi nez u stejného derivatu celulosy,
coZ je zpuasobeno jejich rozdilnou strukturou. Naopak CSP na bazi oligosacharidi odvozenych
od amylosy a maltosy maji vzhledem k podobnym strukturam podobné schopnosti chirdlniho
rozpoznévani [13].
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Obr. 5: Struktury polysacharidu, které se také pouzivaji pro pripravu CSP.

2.3.5 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD; obr. 6), nazyvané také Schardingerovy dextriny, jsou cyklické
oligosacharidy tvoiené a-D-glukopyranosovymi jednotkami navzgem spojenymi a-1,4
vazbou. CD byly objeveny Villiersem roku 1891, ale prvni podrobny popis jejich ptipravy a
izolace proved! roku 1903 Schardinger. Cyklodextriny se ziskavaji enzymatickym &tépenim
Skrobu skupinou amylas, které se nazyvaji bud’ glykosyltransferasy, nebo cyklodextrinasy, a
jsou bakteridlniho pivodu (Bacilus macerans). Struktura Skrobu, resp. jeho Sroubovice, je
hydrolyzou rozruSena, a jeji konce jsou spojeny a-1,4 vazbami. ProtoZe enzymy nejsou
vysoce specifické, vysledkem je smés cyklodextrini obsahujicich 6, 7 a 8 glukosovych
jednotek dohromady s malym mnoZzstvim vySSich analogt, obsahujicich az 13 glukosovych
jednotek. Cyklodextriny tvoiené méné nez Sesti glukosovymi jednotkami nejsou dostatecné

stabilni, jednotlivé glukosové jednotky si vzaiemné stéricky prekazeji, a proto takové CD
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nevznikaji, resp. nejsou znamy. Praktické vyuziti maji cyklodextriny sloZené ze 6, 7 a 8

glukosovych jednotek, které se nazyvaji a-, B- ag-cyklodextriny. [63]
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Obr. 6: Struktura arozmery cyklodextrinu.

Glukopyranosové jednotky (vSechny v Zidlickové konformaci) cyklodextrinu tvori
konicky prstenec s obéma konci otevienymi. Sir§i strana je tvorena sekundarnimi C2- a C3-
hydroxylovymi skupinami, zatimco na uzsim konci jsou primarni C6- hydroxylové skupiny.
Pocet glukosovych jednotek tvoricich CD urcuje rozméry a velikost kavity (zakladni
charakteristiky viz tab. 1), ktera je lemovana vodikovymi atomy a glykosidickymi
kyslikovymi mistky. Nevazebné elektronové péry glykosidickych kyslikovych mustki jsou
orientovany dovniti kavity, kde pak stoupa elektronovd hustota. Vysledkem takového
usporadani funkénich skupin CD je hydrofobni charakter kavity, zatimco vnéjsi okraj dutiny
je pomerné polérni diky navéazanym C2- a C3- hydroxylovym skupindm. Ty byvaji ¢asto
derivatizovany raznymi substituenty a dochazi tak ke vzniku velkého poctu derivata hojné
vyuzivanych v separacnich systémech [63,65]. Pratenec intramolekularnich vodikovych
vazeb, ktery se vytvari mezi C2- a C3- hydroxylovymi skupinami prilehlych glukosovych
jednotek, je pricinou dosti rigidni struktury CD [63]. Za normalnich podminek, tedy pri pH
vySSim nez 3,5 ateploté niZsi nez 60 °C, jsou cyklodextriny stabilni.
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Tab. 1: Zakladni charakteristiky/fyzikélné-chemickeé vliastnosti cyklodextrint.

Charakteristika o B v
Pocet glukosovych jednotek 6 7 8
Molekulova hmotnost 972 1135 1297
Rozpustnost ve vodé[g/100 ml] 14,5 1,85 23,2
Pramer kavity [A] 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Vy&ka kavity CD[A] 79+01| 7,9¢01| 7,9+0,1
pKa 12,33 12,20 12,08

Charakteristickou vlastnosti cyklodextrini je jejich schopnost vytvéret inkluzni
komplexy s raznymi molekulami od organickych po anorganické latky iontové nebo neutrdni
povahy az po vzécné plyny. Jedinou nutnou podminkou je ,fit“ molekuly do kavity CD.
Vznik inkluzniho komplexu vroztoku je rovnovéazny dynamicky proces, ktery Ize
charakterizovat rovnici

CD +M < CD-M

kde M je molekulaa CD-M je inkluzni komplex cyklodextrinu a molekuly.

Vazebné sily podilejici se na vytvoreni komplexu jsou (i) van der Waalsovy nebo hydrofobni
interakce mezi hydrofobni skupinou molekuly a kavitou CD (ii) vodikové vazby mezi
polarnimi funkénimi skupinami molekuly a OH- skupinami CD (iii) uvolnéni molekul vody s
vysokou energii z kavity CD v prabéhu tvorby komplexu (iv) uvolnéni deformacni energie
v prstencovém systému CD. Bez ohledu na to, jaké sily se podileji na vzniku komplexu,
geometrie a polarita molekul, viastnosti prostiedi a teplota jsou nejdulezitéjsSimi faktory
uréujici stabilitu inkluzniho komplexu. Molekula mensi nez je kavita daného CD bude snadno
vstupovat a opoudtét tuto kavitu aniz by dochazelo k vazb¢. Molekuly vétsi nez kavita CD
také mohou tvofit inkluzni komplexy, ovdem do CD kavity vstupuji pouze urcité skupiny
nebo postranni fetézce molekuly. Jak jiz bylo zminéno, stabilita inkluzniho komplexu zavisi
na polarité¢ molekuly. Jinak fe¢eno, komplex mohou tvorit substréty, které jsou méné polarni
nez voda. Stabilita komplexu CD-molekula je pak Umérna hydrofobnimu charakteru
molekuly. S rostouci teplotou klesa stabilita komplexu CD a molekuly. [63,66]

Uplatnéni cyklodextrinu je velice Siroké, pouzivaji se napiiklad ve farmaceutickém
pramyslu jako komplexacni ¢inidla, rozpoudédla nebo fedidla, a take jako prisady tablet bud’
Zlepdujici  fyzikalné-chemické vlastnosti nebo zvy3ujici biologickou dostupnost maélo
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rozpustnych [éki [67,68]. V potravindiském, kosmetickém a tabakovém pramyslu slouzi
cyklodextriny jako stabilizé&tory chutovych a vonnych prisad, dale pomahaji odstranovat
nezadouci prichuté nebo poméhaji zamezovat mikrobiologické kontaminaci. V pramysiu
barev a laku slouzi CD jako stabilizétory barevnych pigmenti [63].

V separacnich metodach je vyuziti CD velmi rozséhlé. V tenkovrstvé chromatografii
se prevézné pouzivaji pridavky CD do mobilni faze, kde prispivaji ke zlepSeni selektivity
nebo zvySeni citlivosti chromatografické detekce. Protoze CD inhibuji nékteré enzymy,
pouzivaji se v afinitni chromatografii — naptiklad B-CD je afinitnim ligandem pro a-amylasy
z obilnin. V elektroforéze se cyklodextriny pridavaji do nosného elektrolytu pii separaci
strukturnich isomert a strukturné piribuznych latek. V plynové chromatografii slouzi CD a
jejich derivéty, kterymi ¢asto byvaji acylované a- a p-CD (o-CD acetét, p- CD aceté@t, p-CD
propionat, butyré a permethylované CD), jako stacionarni féze pro separaci alkohold, ketond,
estert, isomernich xylent a dalSich latek. [63,69,70].

V HPLC se cyklodextriny vyuzivaji dvéma zpasoby. Prvni moZznosti je navazani CD
nebo jeho derivétu na pevny nosi¢, kterym zpravidla byva silikagel, a vytvoreni CSP. Druhym
zpusobem je piidani cyklodextrinu nebo jeho dobie rozpustného derivatu do mobilni féze.
Sohledem na vlastnosti cyklodextrini, kterymi jsou (i) selektivni a reverzibilni tvorba
inkluznich komplexa, (ii) rozpustnost ve vodg, (iii) odolnost vici svétlu a nulova absorpce
v UV oblasti a (iv) stabilita ve velkém rozsahu pH, umoziuje jejich pouziti jako aditiv
mobilnich fézi vreverznim modu. Takto byla separovana tada isomert (strukturni,
diastereoisomery i enantiomery) a chirdlnich latek, napriklad barbiturédti, kyseliny mandlové a
jejich derivéta, fenylalaninu, a-pinenu nebo pseudoefedrinu. [63]

Cyklodextrinové CSP vznikagji tak, Ze se jedna nebo dvé primérni hydroxylové
skupiny (pozice 6 na glukosové jednotce) CD kovalentné v&zi na silikagel. V chiralni HPLC
se pouzivaji CSP na bézi jak nativnich, tak derivatizovanych CD. Derivatizace pak probiha na
sekundarnich hydroxylovych skupinéch, prednostné v pozici 2 nésledované derivatizaci
v pozici 3. Cyklodextrinové derivaty maji jiné fyzikalni a chemické vlastnosti nez ptirodni
CD, ¢asto obsahuji vice chirdlnich center, poskytuji vice interakénich mist, a jsou selektivni
pro vétsSi mnozstvi chirdlnich latek [71].

Data ziskana rentgenovou strukturni krystalografii naznacuji, Zze p a g struktury jsou
rigidni, neohebné a jsou stédlé v Sirokém rozsahu vodnych a organickych rozpou&édel,
zatimco vazby o-CD se zdaji slabsi a elastické. Proto mohou i vétsi molekuly vykazovat
inkluzi do kavity a-CD, kterd se tim zdeformuje [72]. Obecné plati, Ze B-cyklodextrin je
vhodny pro separaci substituovanych fenyla, naftylt a bifenylt, zatimco menSi molekuly se
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budou Iépe délit na a-CD. Molekuly obsahujici tfi aZ pét cyklu, jako jsou napriklad steroidy,
se budou separovat na g-CD. Schematicky je retence razné objemnych cyklt na jednotlivych
typech CD ukézéna naobr. 7. [63,71].
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Obr.7: Retence polyaromatickych uhlovodika na a-, B-, a g-cyklodextrinu. Obr. pievzat z
[71].

Nejpouzivangjsi cyklodextrinové CSP jsou zaloZzeny na B-CD, protoZze p-CD ma
rozmer kavity (vnitini primér 8A) vhodny pro inkluzi fady farmaceuticky vyznamnych latek
a je snadno dostupny. Na -CD se separuji latky obsahujici dva az ¢tyti cykly, z nichZ alespon
jeden je aromaticky [64]. Vzhledem k ¢astému vyuziti B-CD CSP je zitgjmé, Ze vétSina CSP
zaloZenych na cyklodextrinovych derivatech je odvozena prévé od B-CD. Nejcastéjsi derivéty
B-CD jsou uvedeny v tab. 2. Dimethylovana verze se pouziva pouze v reverznim médu, kde
v mechanismu chiralniho rozliSeni prevlédaji stérické interakce probihajici pii okrajich

kavity. Na této CSP byl separovan napt. warfarin. V pripadé CSP zaloZené na acetylovaném
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B-CD prevlddaji v rozliSovacim mechanismu vodikové vazby. Tuto CSP Ize pouZzit jak v
reverznim, tak v polarné-organickém maédu a je vhodna pro analyty, jejichz aromatické ¢ést
obsahuje stereogenni centrum s hydroxylovou nebo aminovou skupinou v a nebo B pozici. Na
této CSP byly separovany naptiklad homoatropin a chiralni 1atky nesouci ve své strukture siru
nebo fosfor. DalSi CSP na bézi derivatizovaného cyklodextrinu je hydroxypropylether--
cyklodextrinova CSP). Hydroxylovéa skupina tohoto derivatu zvy3uje pravdépodobnost tvorby
vodikovych vazeb a napoméha stérickym interakcim zejména téch enantiomert, které
obsahuji v poloze beta ke stereogennimu centru objemné substituenty. Z dalSich
cyklodextrinovych derivéta lze zminit R- nebo S-naftylethylkarbamét-p-cyklodextrin a 3,5-
dimethylfenylkarbamét-p-cyklodextrin. Ty ve své strukture obsahuji jak skupiny schopné
tvorby vodikovych vazeb, tak skupiny poskytujici n-m interakce. K inkluzi analytu do kavity
CD dochézi i na téchto CSP. PouZzité rozpoustédlo (separacni mod) vyznamné ovliviuje typ
prevladajicich interakci. [71]

Obecn¢ plati, Ze pro dosaZeni poZadované selektivity musi byt vybréna odpovidajici
velikost kavity CD. Inkluze molekuly analytu do kavity CD zavisi na typu substituentu.
Pokud molekuly analytu obsahuji disperzni skupiny (halogeny, sulfo- nebo fosfoskupiny,)
inkluze probih& snadno. Pokud analyt obsahuje polarni skupiny (aminy, aldehydy, ketony,
kyseliny), pak do kavity CD nevstupuje a piednostné interaguje s jejim povrchem. [72]
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Tab. 2: Prehled casto pouzivanych CSP na bézi derivatizovaného B-cyklodextrinu. Tab.
prevzataz [71].

Silica Gel

CHYCLOBOND | 2500

SUFFIX
OCH- A
[dimethylaled)
— COCH, ACH
{acatylatod)
P SP ar RSP
—CHCHCH, {hydroxypropyl ether)
G2 RN ar SN

I g
s

COMHEH 4 {naphthylethy
e carbamate)

-Gy CnE
b (3, 5-dimethylphonyt
carbamats)

Na cyklodextrinovych CSP Ize pracovat ve trech separacnich modech. Velmi ¢asto se
CD CSP pouZzivaji v reverznim modu, kde mobilni féze byva tvoirena smési ACN nebo MeOH
s vodou nebo vodnym roztokem pufru. V reverznim médu se nejvice uplatiuje mechanismus
inkluze nepolarni ¢ésti analytu do kavity CD - schéma vzniku inkluzniho komplexu ilustruje
obr. 8. Polarni funkéni skupiny analytu v blizkogti chirdlniho atomu mohou interagovat

s hydrofilnim okrajem CD a prigpét tak k diskrimina¢nimu mechanismu.
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NARNNANNN

Obr. 8: Vznik inkluzniho komplexu. Obr. prevzat z [71].

Druhym separacnim mdédem, ve kterém se cyklodextrinové CSP pouZzivaji, je normalni
mdd s mobilnimi fazemi tvorenymi nepolarnimi rozpou&édly (n-hexan nebo n-heptan) ve
smési s ethanolem nebo propan-2-olem. V tomto systému se v mechanismu enantioseparace
neuplatnuje inkluze analytu do kavity CD. Upiednostinovany jsou spiSe vodikové vazby an-n
interakce [64,71,73]. Pridavek malého mnoZstvi octové nebo trifluoroctove kyseliny vede jak
ke zlepSeni symetrie piki, tak ke zvySeni enantioselektivity.

Na CD CSP lIze pouzit polarné-organicky mdd. Mobilni faze jsou tvoreny zejména
acetonitrilem s pridavkem methanolu, ktery upravuje retenci analyta. Methanol piednostné
tvoii vodikové mustky sCD, coZ vede ke zkréceni retence. Podgstatou separace je tvorba
vodikovych mastka mezi chirdlnim analytem a (i) sekundérnimi hydroxylovymi skupinami
nativnich CD nebo (ii) s karbamatovymi, acetdtovymi, hydroxypropylovymi a zbytkovymi
hydroxylovymi funkénimi skupinami derivatizovanych CD. Enantioselektivitu ovliviuje,
stginé jako v normdnim modu, pridavek malého mnoZstvi octové nebo trifluoroctove
kyseliny — dochazi ke stimulaci vzniku vodikové vazby v bezvodém prostiedi. Polarng-
organicky mod je vhodny zejména pro enantioseparaci latek obsahujicich nejméne dvé
funkéni skupiny schopné elektrostatickych interakci, z nichz je alespon jedna v blizkosti
stereogenniho centra analytu. [64,72,73]
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2.4 CSP nabazi syntetickych polymer i

Chirdini kolona pro HPLC miaZe byt tvorena bud® malymi opticky aktivnimi
molekulami, nebo polymery navézanymi na pevny nosi¢ a majicimi vysoké rozliSovaci
schopnosti. V roce 1981 byly uvedeny na trh chiralni polymerni népliové materidly vyvinuté
Pirklem a Pochapskym [1]. O rok pozdgji je nasledovala CSP skl&dgjici se z jednostranného
helikalniho poly(trifenylmethylmetakryldtu) vyvinutého Okamotem a kol. [2,3]. Od té doby
byla ptipravena cela rada syntetickych chirdnich selektora a nasledné i piislusnych CSP.
V podlednich letech je zdjem soustiedén na zcela syntetické polymerni chirdni stacionérni
féze na bézi vinylovych, polyamidovych a polyuretanovych polymeri [4].

Syntetické polymerni CSP maji celou fadu atraktivnich znaku jako naptiklad moznost
zapojeni velkého mnoZzstvi raznych chemickych struktur, jednoduchost chemické modifikace
téchto struktur nebo moznost ziskéni chirdniho selektoru sopacnou absolutni konfiguraci a
stim souvisegjici snadnd zména eluéniho poradi separovanych enantiomerti. Proto se jejich
vyzkum v soucasnosti velmi rozviji, i kdyZ zatim nedosahly srovnatelného uspéchu napr.
s polysacharidovymi stacionérnimi fazemi [5].

Syntetické polymerni chiralni stacionarni faze se vyznacuji vysokou stabilitou v Sirokém
rozmezi hodnot pH, pouZitelnosti ve velkém mnozstvi mobilnich fazi, zeiména pak v
normalnim ¢i polarné-organickém modu, a vysokou davkovaci kapacitou (moznost davkovat
vysoké koncentrace analyti). Tyto CSP jsou diky hustému pokryti povrchu silikagelu nebo
jiného nosice chirdnim selektorem vhodné k pouZiti v semipreparativnim nebo v
preparativnim mefitku [4]. K dobrému rozlieni vzorkt déavkovanych ve vysokych
koncentracich na kolonu prispiva i to, Ze polymer vazany jednoduchou vazbou nebo
adsorbovany na nosi¢ stacionérni faze miZe soucasné interagovat s nékolika molekulami
analytu. Narozdil od CS tvoienych malymi molekulami, které jsou obvykle védzané na povrch
silikagelu, mohou chirdni polymery byt bud’ chemicky navézany, zpravidla kovalentni
vazbou (bonded), nebo pokryvaji (coated) povrch silikagelové matrice. Pokrytim rozumime
fyzikdni adsorpci polymeru na povrchu pevné matrice. Navic mohou chiralni polymery
vytvaret monoliticky gel. Schopnost malych molekul rozdélovat latky na enantiomery je
ovlivnéna hlavné jejich strukturou. Naproti tomu mechanismus chiralni separace na
polymernich stacionarnich fézich je slozit¢jsi, protoZze musi byt brana v Gvahu jesté
sekundarni struktura, kterou polymery vytvéreji. Ta ¢asto rozhoduje o chiralnim rozligeni.

Obecné je snazsi zvysit pokryti povrchu silikagelu polymerem nez malymi molekulami CS,
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kovalentn¢ vézanymi na silikagel. Proto miaZeme na syntetické nebo semisyntetické

polymerni kolony davkovat velka mnozstvi vzorku [6,7].

2.4.1 Polymerni chiralni materialy

Syntetickych polymernich chirdlnich stacionérnich fazi pro HPLC existuje cela fada
Jak jiz bylo zminéno v predeslych odstavcich, syntetické polymerni CSP maji mnoho
atraktivnich vlastnosti. Jednéa se zejména o jejich strukturni a chemickou variabilitu, moznost
pripravit ob&¢ enantiomerni verze dané CSP a chemickou a terméalni stabilitu ndpln¢ kolon,
vychazejici z kovalentniho pripojeni chiralnihno polymeru k pevné matrici. Pokud neni
dodrZzen stupen polymerizace, hustota pokryti pevné matrice chirdlnim polymerem a
architektura polymeru, mohou syntetické CSP trpét pomalou kinetikou pienosu hmoty a
snizenou U¢innosti. Pro pripravu zdokonalenych CSP jsou vysoce Zzadouci polymerni
materidly formujici tenkou, usporadanou vrstvu na silikagelové matrici (,, polymer brushes*)
bez pozménéni morfologie pora. [8] Polymery muzeme roziadit do tii hlavnich skupin podle
typu polymerizace. Prvni skupinu tvoii adi¢ni polymery — sem patii vinylové, aldehydové,
isokyanidové a acetylenové polymery. Do druhé skupiny fadime polymery vzniklé
kondenzaci, jako jsou polyamidy a polyuretany. Tieti skupinu pak tvori zesitované gely [9].

Pro pripravu polymernich CSP byly pouZity negjmeéng ¢tyti postupy. Prvni, pouzivany
Blaschkem a jeho kolegy, spoc¢ival v kopolymerizaci chiralnich monomeri s achirdinim
sitovacim cinidlem. Takto byly ptipraveny chirdni akrylamidy nebo metakrylamidy. Jako
sitovaci ¢inidlo byl pouzit ethylendiakryld. Tyto CSP v3ak nesnesly vysoké tlaky, proto
jgjich hlavni uplatnéni spocivalo zejmeéna v preparativni chromatografii [6]. Druhy zptisob
ptipravy chirdnich polymera vychézel z asymetricky katalyzované polymerizace
prochirdnich monomeri. Tento zpasob uZival naptiklad Okamoto a jeho skupina, kteri
pripravili jednostranné ,one-handed” polymery z prochirdnich monomerd (naptiklad
trifenylmethylmetakryld (TrMA) a difenyl-2-pyridylmethylmetakryld (D2PymA)) cestou
asymetricky katalyzované aniontové polymerizace. Tyto vzniklé chirdlni polymery byly bud’
vazany, nebo adsorbovény na silikagel za vzniku prislusné chirélni stacionarni féze [2,3,10].
Treti, Allenmarkav pristup spocival v katalyzované kopolymerizaci chiralnich monomera
obsahujicich diallylové skupiny s multifunkénimi hydrosilanovymi molekulami za vzniku sité
polymernich chirdnich selektori. Jako monomery byly pouzivany derivaty N,N -diallyl-L-
diamidu kyseliny vinné (DATD) a derivdty trans-9,10-dihydro-9,10-ethanoantracen-
(11S129)-11,12-dikarboxylové kyseliny. Takto vznikly chiralni selektor byl nésledné
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navazdn na silikagel nesouci vinylovou funkéni skupinu, a tim byla vytvoiena CSP
[11,12,13]. Podedni zpiasob pripravy CSP zahrnuje vytvoieni linearniho homopolymeru
navazaného na povrch silikagelové matrice. Takto byly vytvoreny polyakrylamidové a
polymetakrylamidove CSP s fenylalanylovymi, 1-fenylethyleovymi, 1-
cyklohexylethylenovymi, penicilinovymi, mentonovymi nebo mentolovymi skupinami. Tyto

stacionérni faze viak byly enantioselektivni pouze pro nékolik chirdinich molekul. [4]

2.4.2 Trans-1,2-diaminocyklohexan jako chiralni selektor

Poprvé byla syntéza trans-1,2-diaminocyklohexanu (DACH) popsana Wielandem a
jeho kolegy, ktefi jej ziskali konverzi kyseliny hexahydroftalové na hydrazid a naslednou
Curtiovou reakci v roce 1926 [14]. Tento diamin je C, symetricky a rekrystalizaci s kyselinou
vinnou lze ziskat cisty (R,R)- nebo (SS)-DACH. V pramyslu se trans-1,2-diaminocyklohexan
ziskavéa jako vedlgsi produkt ¢idteni 1,6-diaminohexanu, vychoziho materidlu pro vyrobu
Nylonu 66. Enantiomerné ¢isty DACH je tedy komeréné dostupny za pomerné nizké ceny
[6,14]. Jak cCisté enantiomery, tak i derivdty transsDACHu mohou slouZit jako G¢inné
stereogenni ligandy v asymetrické syntéze [14] nebo jako slozky chirdlnich stacionarnich fazi
[15-23].

O molekule trans-1,2-diaminocyklohexanu se jako o potencidlnim novém chiralnim
selektoru zacalo poprvé uvazovat a7 na zékladé kladnych vysledka ziskanych pouZitim
derivéatt DACHu jako chirdlnich katalyzatora v asymetrické indukci [23]. Jak bylo zminéno
v predchozim odstavci, molekula DACHu obsahuje C, osu symetrie, které je podobna mnoha
dalSim chirdnim katalyzatoram pouzivanym v chromatografickych separacich opticky
aktivnich ldek. DACH ma navic dal$i vyhodné vlastnosti:

(a) jednoduché ziskéni jednotlivych enantiomernich forem trans-1,2-DACHu;

(b) pevné ukotveni k silikagelové matrici, kdy dochazi k vytvéieni velmi stabilnich

kovalentnich vazeb mezi DACHem a matrici;

(c) snadn& derivatizace DACHu, moZnost jednoduchého navazani dalSich funkénich

skupin, atim zlep3eni ¢i rozSiteni procesu chirdlniho rozpoznavani molekul;

(d) rigidni struktura.
Pokud je molekula trans-1,2-diaminocyklohexanu derivatizovana riznymi aromatickymi
chloridy, dochézi ke vneseni n-n donor-akceptorovych mist do rigidni struktury se dvéma
stereogennimi centry. Tim dochézi ke zvySeni poctu moznych interakci (H-vazba, n-n
interakce, stéricky efekt) mezi analytem a chirdinim selektorem a nasledné k vyraznému
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ZlepSeni stereoselektivity celého systému [8]. Timto pristupem se rozSituje i aplikacni oblast
tohoto CS. V literatuie se ¢asto zminuje CSP na bézi N,N’-3,5-dinitrobenzoyl derivétu trans-
1,2-diaminocyklohexanu [15,19,20,21,25,26,27,28]. Tato CSP, také oznacovand DACH-
DNB, patii do skupiny n-donorovych a m-akceptorovych CSP [29,30,31]. Na této chirani
methylamid) [28], amidy, akoholy, estery, ketony, kyseliny, fosfinové oxidy [31],
methylestery aryloxysubstituované kyseliny octové [26], P-chirdni fosfinoyletheny [15], b-
aminoestery [25] a fada dalSich ldek. CSP na bézi derivatizovaného trans-1,2-
diaminocyklohexanu existuje cela rada. Jednotlivé CSP se mezi sebou lisi hlavné typem
substituentu, ktery je navdzadn na DACH, a také skupinou (akrylamid, vinyl etc.), ktera

umoziuje vazbu na silikagel.

243 P-CAP

Prvni CSP na bazi trans-1,2-diaminocyklohexanu byly piipraveny Gasparriniho
skupinou v devadesétych letech 20. stoleti. Tato chiralni stacionérni faze vznikla radikélovou
kopolymerizaci chirdliniho monomeru diamidu s 3-merkaptopropyl silikagelem [17,32].
Monomerni trans-1,2-cyklohexandiamin akrylamid pak vytvéii zesitovany poly-DACH-
ACR. Gasparrini proved! i predbéznou chromatografickou evaluaci této CSP. Gasparriniho
skupina se syntéze, evaluaci a studiu vlastnosti CSP na bazi DACH vénovala intenzivng, coz
dokazuje fada publikaci [16,17,18,21,23,25,27,28,32,33,34].

Prededlé vysledky vyuzil Armstrong se svou skupinou asi 0 deset let pozdéji, kdy byla
pripravena CSP na bézi poly(trans-1,2-diaminocyklohexandiyl-bis akrylamidu). Tato CSP je
komeréné¢ dostupna pod ndzvem Poly-Cyclic Amine Polymer (P-CAP). P-CAP vznika
radikalové iniciovanou polymerizaci N,N’-diakryloyl derivatu DACHu. Pred zapocetim
samotného procesu volné radikdlové polymerizace byl volny radikalovy iniciator
imobilizovan na povrchu silikagelu. Proto je, na rozdil od polymeru piipraveného
Gasparrinim, P-CAP znatne rigidni lineérni ,, brush-type* polymer, jehoz vétve tvoii jednotky
trans-1,2-diaminocyklohexan akrylamidu. Obr. 9 uvadi strukturu (RR)-P-CAPu. Struktura
(§9-P-CAPu ma opacnou konfiguraci kazdého sereogenniho centra cyklohexylovych
jednotek nez (RR)-P-CAP. Proto je snadné dosdhnout opatné selektivity resp. zmeény
elu¢niho poradi analyti pouZitim bud’ jednoho, nebo druhého enantiomerniho typu (bud’
(1S29), nebo (1R2R)) stacionarni faze P-CAP. Tuto CSP lze velmi dobie pouzit

Vv preparativnim meétitku.

37



Obr. 9: Struktura chirdlni stacionérni faze (R,R)-P-CAP.

Pokud jsou chiralni monomer a radikélovy iniciaor pritomny v roztoku, pak chirdni
polymer vznika prevézné také v roztoku, a nasledné je jednim koncem piipojen k povrchu
pevné matrice (angl. end-grafted). Matrice musi byt predem aktivovana polymerizovatelnou
skupinou (vinyl nebo akryloyl). Tato technika se nazyva grafting-to (g-to). Takto je pouze
omezené mnozstvi polymeru imobilizovano na matrici, protoZe jiz vzniklé polymerni
fragmenty stéricky brani kovalentnimu ptipojeni dalSich polymernich fetézca k matrici. Navic
zahlceni péra velkymi polymernimi fragmenty muzZe vést k nedokonalému a nelplnému
pokryti povrchu matrice.

Daleko lepsi vysledky piinesla nasledné vyvinuta metoda grafting-from (g-from), jejiz
princip spocivéa v radikélovém polymerizacnim procesu. Na aktivovaném povrchu silikagelu
se stiedng velkymi péry (200 A) dochézi k primému vzniku polymeru. To umoziuji iniciétory
radikalove polymerizace, které jsou imobilizovany na silikagelu. V idedlnim ptipadé g-from
proces na povrchu nejen zating, ale je jim i omezovan. Nedochazi tak ke vzniku
polymerovych fragment v roztoku. Ve skutecnosti ale mohou reaktivni ¢astice z povrchu
uniknout a dogtat se do vnitiniho objemu kolony. Polymerizace tak piestdvé byt kontrolovana
povrchem. Nicméné, pokud rast polymeru od povrchu predstavuje dominantni proces, pak
polymerni fetézce vzniklé v roztoku mohou byt snadno odstranény z hotového materidlu —
pokud oviem nedoslo k naslednému piipojeni téchto fetézci (end grafting) k povrchu matrice
v pribéhu reakce. [8,32,33,34].

Chiralni selektor je vazan na silikagelovou matrici kovalentni vazbou. Dusledkem
pevného spojeni chirdniho selektoru a matrice je vysoka tepelna a chemicka stabilita téo
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CSP. Pro déleni analyti se obvykle pouZivagji dva separacni médy — normalni a polérné-
organicky. Casté je vyuziti halogenovanych rozpoudtédel. V normanim médu se obvykle
pouzivaji mobilni faze slozené z n-heptanu nebo n-hexanu a propan-2-olu nebo ethanolu.
Z halogenovanych rozpoustédel se pouziva dichlormethan nebo methylen chlorid ve smési
s methanolem. V polarné-organickém mddu se nejcastéji pouZivaji smési acetonitrilu a
methanolu. Casto se do mobilni faze pridavaji dalsi aditiva, kterd obvykle zkracuji retenci a
snizuji asymetrii. Aditivy MF byvaji kyseliny octova nebo trifluoroctova, v polarné-
organickém modu se nékdy pouZziva octan amonny.

Chirdini stacionérni faze P-CAP neobsahuje Za&dné aromatické skupiny, proto
k chirdlnimu rozlieni enantiomert neprispivaji n-n interakce. V. mechanismu chiraniho
rozlieni dominuji predevSim vodikové vazby a dipolarni interakce mezi analytem a mnoha
amidovymi skupinami, které obsahuje chirdini selektor. Na téo CSP mohou byt tedy
rozdéleny analyty, které maji ve své struktuie hydroxylové, karboxylové, karbonylove,
aminové, amidové, mocovinové skupiny nebo fluor, tedy takové skupiny, které jsou schopny
tvorby silnych vodikovych vazeb. K enantioselektivité P-CAP prispiva nepolarni
cyklohexylova skupinatéto chiralni stacionarni faze, ktera poskytuje hydrofobni interakce pro
nepolarni analyty a podili se na stérickych efektech [6].

2.4.4 P-CAP-DP

Saigo a kolektiv jako prvni ptipravili opticky aktivni polyamid z (-)-1,2-
difenylethylendiaminu (DPEDA) a chlorida dvojsytnych kyselin polykondenzaci v roztoku za
nizké teploty. Modifikovany silikagel byl pak pokryt vzniklym polyamidem. Takto vznikla
CSP se osvédcila v enantioseparacich naptiklad Trogerovych béazi, benzoinu, amidu kyseliny
mandlové nebo 2,2°-dihydroxy-1,1"-binaftylu [27,35]. V porovnani sjinymi chirdnimi
stacionérnimi fazemi vSak maji separace na této CSP pouze okrgjovy vyznam. VyuZiti
DPEDA jako sloZky chirdnich stacionérnich fazi zminil jak Gasparrini v patentu z roku 2003
[32], tak Lindner, Maier a Uray ve svych pracich [29,30]. Armstrong a kolektiv pak
syntetizovali CSP na béazi N,N’-[(1R,2R)-1,2-difenyl-1,2-ethandiyl] bis-2-propenamidového
monomeru [37]. Pouzili pfitom metodu jednoduché radikdlové polymerizace. Radikdovy
inicidor byl rozpudtén v celém objemu reakéni smési a piimo v roztoku dodlo k vytvoreni
opticky aktivniho polymeru. Ten byl nasledné pripojen k povrchu modifikovaného silikagelu
(reakce akrylovych skupin). Nepiipojené polymerni fetézce, které zastaly v roztoku, pak bylo
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mozné odstranit promytim kolony raznymi rozpoudtédly [37]. CSP na bézi trans-1,2-
difenylethylendiaminu je dnes komeréné dostupna pod ndzvem P-CAP-DP.

Kazdy monomer stacionarni faze P-CAP-DP (obr. 10) obsahuje dvé aromatické
(fenylové) jednotky a konformace monomeru je flexibilni [4]. Na chirdinim rozlieni analyta
se podilgji n-m interakce — narozdil od chirdlni stacionarni faze P-CAP.

Obr. 10: Struktura chirdlni stacionéarni faze (R,R)-P-CAP-DP.

P-CAP-DP CSP se pouziva, stejné jako P-CAP, piedevdim v normanim a polarné-
organickém separacnim mddu, které jsou vzgemné komplementarni. To znamend, Ze nekteré
raceméy se separuji pouze v normanim maédu, nékteré pouze v polérné-organickém maédu.
Nekteré latky se separuji v obou chromatografickych modech, ovsem s rozdilnymi hodnotami
enantioselektivity a rozliseni. Rovnéz ze srovnani P-CAP a P-CAP-DP CSP vyplyvd, ze
nékteré analyty 1ze separovat pouze na jedné chirdini stacionarni fézi, nékteré analyty na obou
CSP ov&em opét srozdilnymi hodnotami enantioselektivity a rozliSeni. To znamend, Ze ob¢
CSP jsou vzgemné komplementarni. [4,37] P-CAP-DP lze, stejné jako P-CAP, pouZzit
Vv preparativnim métitku, protoZe i tato CSP mé vysokou dévkovaci kapacitu.
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245 DEABV

DEABV je komeréni nazev pro chirani stacionarni fazi zaloZzenou na bis-4-
vinylfenylamidovém monomeru trans-9,10-dihydro-9,10-ethanoantracen-(11S5129)-11,12-
dikarboxylové kyseliny. Trans-9,10-dihydro-9,10-ethanoantracen-(11S5129)-11,12-
dikarboxylova kyselina je hodné vyuZivana v riznych syntézéch a jako stavebni jednotka
chirénich stacionarnich féazi [12,13,22]. Racemicka trans-9,10-dihydro-9,10-ethanoantracen-
(11S129-11,12-dikarboxylova kyselina se ziska z Diels-Alderovy reskce antracenu a
kyseliny fumarové. Jednotlivé enantiomery se snadno ziskaji rekrystalizaci brucinovych soli
trans-9,10-dihydro-9,10-ethanoantracen-(11S,125)-11,12-dikarboxylové kyseliny, kdy mén¢
rozpustnd sial poskytuje (-)-(SS)-enantiomer. PouZziti toxického a drahého brucinu (ve velkém
meétitku) se da vyhnout asymetrickou Diels-Alderovou reakci, které poskytuje enantiomerng
Cisté formy této kyseliny [38]. Asymetrickd Diels-Alderova reakce spouZitim kyseliny
fumarové poskytuje fadu opticky aktivnich Cy-symetrickych dikarboxylovych kyselin -
vyznamnych stavebnich kamenti pro syntézu enantiomern¢ cistych selektort, které dée
mohou slouzit v asymetrické syntéze jako katalyzatory nebo chirdini stacionérni faze.

Chiralni stacionarni f&ze DEABV (obr. 11) byla pripravena radikélové iniciovanou
polymerizaci bis-4-vinylfenylamidového derivatu trans-9,10-dihydro-9,10-ethanoantracen-
(11S129)-11,12-dikarboxylové kyseliny [4]. DEABV CSP obsahuje pomérné mnoho
amidovych vazeb a aromatickych skupin. Proto vodikové vazby, dipolarni a n-n interakce
hraji velkou roli v procesu chirdniho rozpoznavani. VétSina chirdnich analyta Uspésné
separovanych na této CSP obsahuje vice nez jednu skupinu schopnou tvorby vodikovych
mastka — napt. amidy, estery, karboxylové kyseliny a hydroxylové skupiny. DEABV CSP
vykazuje lepSi enantioselektivitu pro separaci latek obsahujicich silné n-kyselé skupiny (N-
(3,5-dinitrobenzoyl)-L-leucin nebo N-(3,5-dinitrobenzoyl)-L-fenylglycin [6]) nez P-CAP
CSP. Navic se na CSP DEABV podatilo proti P-CAP CSP rozdélit analyty schopné tvorby
pouze jedné vodikové vazby (N-benzyl-1-(1-naftyl)-ethylamin, big1-fenylethyl]-amin
hydrochlorid). Z tohoto faktu vyplyva, Zze se na DEABV musi v chirdinim rozpoznévani
uplatiiovat jesté dalSi interakce, které nejsou na P-CAP mozné [4,6].
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| Poly-DEABV

Obr. 11: Struktura chirdlni stacionérni faze DEABV.

Pro déleni se vyuziva opét normalni a polarné-organicky separacni mod. Normalni
méd, jak vyplyva z literatury, je vhodnéjSi pro separace rady analyti resp. bylo v ném
dosazeno vétSiho poctu separaci nez v polarné-organickém moédu. [6] Ovsem pouziti PO
mbdu a eventualné halogenovanych rozpou&eédel v NP piinasi jisté vyhody — predné dochézi
k enantioseparacim latek, které se v NP predtim nedélily a Uplné separace probiha obvykle ve
velmi krdtkém case - laky zpravidla eluuji do deseti minut od nésttiku na kolonu.
Z organickych modifikétori se pouzivd propan-2-ol nebo EtOH. Druhy zminovany je
vhodngjsi, vétSina ldek se vjeho piitomnosti separovala svysSim rozliSenim a vySSi
acinnosti. VySSi Ucinnost kolony je pravdépodobné zpasobena niZsi viskozitou EtOH proti
propan-2-olu a stim souvisgjicim lepSim prenosem hmoty mezi mobilni a stacionérni fazi.
Casto se do mobilni faze pridava kyselina trifluoroctova, kterd ma nejvétsi vliv na interakci
kyselych latek, u nichZz nasledné¢ dochézi ke sniZeni retence a ke zvySeni U¢innosti separace,
selektivity a rozliSeni. Malé mnozstvi TFA v mobilni fazi maze ,pokryt* reziduani aminové
skupiny stacionarni faze a tak predejit silnym interakcim mezi kyselym analytem a bazickymi
misty stacionérni faze. DEABV CSP je komplementarni k P-CAP a P-CAP-DP stim, Ze
nékteré latky se déli pouze na jedné ze tti CSP a nékteré se separuji na vsech tiech CSP,
ov3em s jinymi hodnotami rozliSeni a enantioselektivity. [6]
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2.5 Binaftylové derivéaty

Asymetricka syntéza je jedno z dulezitych odvétvi organické chemie zabyvajici se
ptipravou chirdnich laek v co nejvysSi optické cistoté. Preména achirdniho nebo
prochiralniho reaktantu na chiralni produkt probihé pouze v chirdlnim prostiedi [1]. Chiralni
¢inidlo (katalyzator) ma vyznamny vliv na vysledek reakce. Jeho Uloha spociva ve vytvoreni
dvou diasterecisomernich piechodnych stavi vedoucich k obéma enantiomerim produktu,
z nichz pouze jeden je preferovan [2].

Mezi vyznamné katalyzétory asymetrickych reakci patii derivaty binaftylu, jejichz
pouziti pti tizeni mnoha asymetrickych procesa je velmi rozséhlé. Binaftyly se vyznacuji
pozoruhodnymi  vlastnostmi  chirdniho rozpoznavani pramenicimi z jejich chirality,
prostorového usporadéani a rigidni struktury. Vétsina molekul 1,1"-binaftylu (Obr. 12) je C;
symetricka se dvéma identickymi substitu¢nimi skupinami, které byvgji ¢asto umistény
v polohéch 2 a 2". Chiralita derivéta 1,1'- binaftylu je dadna stéricky branénou rotaci atomua
nebo skupin atomi kolem jednoduché vazby binaftylového skeletonu. Létky jsou axidlné
chiralni. Dvoucetna osa symetrie je kolméa na vazbu C' — C* (spojnice naftylovych kruhi). C,
symetrie vede za uréitych okolnosti k redukci vzgemné si konkurujicich diastereoizomernich
tranzitnich stavii, coZz mizZe zvysit enantioselektivitu reakce [3,4,5,6].

N N 6 3
2 ~ ; 2
8 1
g v
S R - >
O 7 O 4 ¢ ¥
5 4

Obr. 12: Enantiomery 1,1"-binaftylu.

25.1 2,2 -disubstituované derivéaty 1,1 -binaftylu

Binaftylovych derivatt byla pripravena celd fada sidentickymi i neidentickymi
substituenty umisténymi v nejriznéjSich polohach binaftylové kostry. Duraz je pritom kladen
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na vytvoreni stabilnich chirdnich ligandt, které budou v asymetrické syntéze poskytovat
enantiomery svysokym stupném cistoty [1,6]. NejvyznamnéjSimi predstaviteli celé skupiny
jsou derivéty 1,1 -binaftylu nesouci identické substituenty v polohéch 2 a 2” (Obr. 13). Tyto
latky jsou zndmy vice nez sto let [10]. Poc¢atky jejich vyuZiti v asymetrické syntéze spadaji do
sedmdesétych let minulého stoleti a [1,10] dodnes si zachovaly vedouci postaveni v poétu
aplikaci.

Samotny nesubstituovany 1,1"-binaftalen ma racemizacni bariéru 95 kJmol™, které
odpovida pomala racemizace pii laboratorni teploté. Pokud zavedeme substituenty do poloh 8
a8 (8,8"-dimethyl-1,1"-binaftyl), racemizacni bariéra stoupne cca na 120 kJ.mol™. Binaftyly
nesouci substituenty v polohach 2,2'maji vyrazné vysSi konfiguracni stabilitu a napt. u 2,2'-
dimethyl-1,1"-binaftylu nebyla pozorovéna racemizace ani pii teplot¢ 240 °C. Vysoka
odolnost viaci atropisomerizaci umoziuje pouziti mnoha binaftylovych derivata i pri
vysokych teplotéch. Vazebna interakce substituentti v polohach 2,2"mize vyznamné ovlivnit
konfiguracéni stabilitu a nésledné velikost racemizacni bariéry. Proto ne v3echny 2,2°-
disubstituované derivaty jsou vhodnymi katalyzétory asymetrickych reakci [7,8].

Z vyznamnych zéstupci 2,2'-disubstituovanych derivadta 1,1"-binaftylu miZeme
jmenovat 2,2"-dihydroxy-1,1"-binaftyl (1,1'-bi-2,2"-naftol, OBIN, BINOL), 2,2"-diamino-
1,1"-binaftyl (BINAM) a 2,2"-big(difenylfosfino)-1,1"-binaftyl (BINAP).

g

Obr. 13: Struktura 2,2"-disubstituovaného-1,1"-binaftylu.

BINOL je zitejmé nejznaméjsi binaftylovy derivat. V roce 1973 jej von Richter poprvé
pripravil jako racemét [9]. Pozdgji byl pripraven jako opticky cista latka, jejiz absolutni
konfigurace byla ur¢ena roku 1971 [10]. Hlavnim krokem pri ptipravé OBINu je oxidativni
kopulace 2-naftolu pomoci Zelezitych (FeCls, K3sFe(CN)g) [9,11] nebo manganatych [9,12]
soli ¢i komplexi méd’natych soli saminy [9,13]. Racemicky BINOL Ize velmi snadno
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rozdglit na atropisomery za pouZiti (8S9R)-(-)-N-benzylcinchonidinium chloridu Je to jedna z
nejjednodusSich a nejacinngjSich metod proveditelnych v laboratoii [6]. Opticky aktivni
BINOL slouzi jako prekursor hydridového cinidla BINAL-H, které se pouZiva
k asymetrickym redukcim prochirdnich ketoni vedoucim ke vzniku opticky aktivnich
sekundérnich alkoholu. Tato reakce se vyuzivai v pramyslu v nékolikakilogramovem metitku
pti Coreyho syntéze prostaglandini [14]. BINOL nalezl vyuziti také pii aldolové kondenzaci
[15], Streckerové syntéze aminokyselin [16], Diels-Alderové reakci, hydrokyanaci a dalSich
asymetrickych reakcich [9,17,18,19]. BINOL se také pouziva jako chirdni komplexacni
c¢inidlo, které je duleZité pro rozdéleni napr. terc-butanthiosulfindtu [20]. BINOL velmi ¢asto
slouzi jako vychozi l&ka pro syntézy chirdlnich binaftylovych sloucenin, protoze
hydroxyloveé skupiny v polohé&ch 2 a 2"mohou byt snadno zaménény za jiné substituenty [6].

DalSim vyznamnym binaftylovym derivédtem je 2,2 -bis(difenylfosfino)-1,1"-binaftyl.
Poprvé ho pripravili roku 1980 Noyori a Takaya [21]. BINAP Ize pripravit nékolika zpusoby,
naptiklad Cai vyvinul couplingovou reakci mezi ditrifldtem (trifl& — aniont kyseliny p-
toluensulfonové nebo trifluormethansulfonové) BINOLu a difenylfosfinem katalyzovanou
niklem [22], Laneman pouZil opticky aktivni ditriflat a chlordifenylfosfin [23] a Kumobayashi
vyvinul metodu pouzivajici ditrifla a difenylfosfinoxid [24]. BINAP u¢inné indukuje
asymetrii diky intra-komplexovym stérickym interakcim mezi objemnym triarylfosfinovym
systémem a reaktanty vazanymi ke kovu. Komplexy Ru-BINAP prokazaly vybornou
schopnost indukovat enantioselektivitu pii hydrogenacich alkeni nebo a, b- nenasycenych
karboxylovych kyselin [21,25].

Komplexy BINAP-Rh(I) nebo BINAP-Ru(ll) dobie redukuji N-acylaminoakrylové
kyseliny a estery [21,26,27,28], BINAP-RNh(I) se pouZiva v pramyslové vyrob¢ (-)-mentholu
[14,29] jako katalyzator Kklicové reakce celé syntézy — asymetrické izomerizace
diethylgeranylaminu. Komplexy BINAPu sRh(l), Ru(ll) a Pd(0) se uspedné uplatiuji
v homogennich asymetrickych hydrogenacich prochirélnich ketona [21,30], akeni nebo
allylalkoholt, allylamini a mnoha dalSich reakcich [6,21,31].

2,2'-Diamino-1,1"-binaftyl se pouziva, stejné jako BINAP a BINOL, ke katalyze tady
asymetrickych reakci. Jako priklady muZeme uvést aldolovou kondenzaci spouZzitim L-
prolinu a BINAM-prolinamidu (vysoce regio-, diastereo- a enantioselektivni syntéza) [32].
Mnoho diarylovych thioetheri a arylalkyl thioesteri bylo syntetizovano Ullmanovym
couplingem z odpovidajicich aryliodidi a aromatickych nebo alifatickych thiolt v pritomnosti
BINAM-Cu(Il) komplexu [19,33,34]. Zname také Schiffovy baze odvozené od BINAMu [35]
nebo se BINAM uplatiuje jako katalyzétor v Diels-Alderovych reakcich [36].
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BINOL, BINAP i BINAM jsou symetricky substituované binaftyly - maji stejné
substituenty v polohach 2 a 2". Z nesymetricky substituovanych zéstupci binaftylovych
derivdtd  jmenujme  2-difenylfosfino-2°-methoxy-1,1"-binaftyl  (MOP).  Prisludné
enantiomery se pripravuji étyfstupniovou syntézou z enantiomeri BINOLu [37]. MOP
tvoii nej¢astéji komplex sPd(0) a tento je velmi G¢innym katalyzétorem asymetrickych
hydrosilylaci terminalnich alkeni slouZicich k pripravé chirdnich sekundérnich alkohola
[38]. Vyzkum je ddle zaméien na pripravu novych ligandt a komplexa MOPu s kovy
(predevSim paladiem) a jejich dalSi pouziti jako katalyzatori v asymetrické syntéze
[39,40,41]. Z dalSich nesymetricky substituovanych 1,1°-binaftyla jsou vyznamnymi
katalyzatory asymetrickych procesi  2-amino-2'-hydroxy-1,1"-binaftyl  (NOBIN)
[42,43,44] a 2-amino-2’-difenylfosfino-1,1"-binaftyl (MAP) [45,46].

V podedni dob¢ byla pripravena fada dalSich 1,1"-binaftyla substituovanych
raznymi funkénimi  skupinami [47,48,49,50,51,52,53,54] nebo byly hledany zptsoby
snadn¢jSi a efektivngjsi pripravy (jiz zndmych) binaftylt a jejich vyuZziti v dalSich reakcich
[55,56,57,58,59].

2.5.2 Ostatni binaftylové derivaty

Binaftylovy skelet nemusi byt substituovan jen v polohach 2 a 2. Vhodnymi misty
pro substituci mohou byt i polohy 2,8, 8,8 [10,60,61,62] nebo polohy 3,3" binaftylové kostry
[63]. 8,8 -disubstituovanych derivatt 1,1 -binaftylu byla pripravena celd fada a v uréitych
ptipadech byla prokézana jejich vysoka schopnost asymetrické indukce, kterd je vyvolana
vysoce nesymetrickym mikroprostiedim v blizkogti C-8 a C-8 [64]. Pouziti 8,8-
disubstituovanych 1,1'-binaftyld je omezené kvili jejich nizké konfiguracni stabilité —
v porovnéni s 2,2 -disubstituovanymi derivaty. Z métreni racemiza¢nich bariér vyplyva, Ze pro
8,8 -disubstituované 1,1 -binaftyly se substituenty majicimi v blizkosti pozice 8 (8") uhlikovy
atom v sp’-hybridizaci, klesa velikost racemizaéni bariéry na droven nesubstituovaného 1,1'-
binaftylu (100 kJ.mol™). Naopak u substituentt v hybridizaci sp® dochézi ke zvygeni
racemiza&ni bariéry cca o 25 kJ.mol™.

Velikost racemizacni bariéry 2,8 -disubstituovanych 1,1°-binaftylti je srovnatelna
s hodnotami ziskanymi pro 2,2 -disubstituované 1,1"-binaftyly (napt. BINOL ma racemizacni
bariéru 168 kJ.mol™). To umoZiuije jejich pouZiti v asymetrické katalyze pi teplotach do 150
°C [60].
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Krom¢ pripravy binaftylovych derivétt snestejnymi substituenty nebo substituenty
lokalizovanymi v raznych polohéch se snaha organickych chemiki zamétfila na posun
klasické 1,1"-chiralni osy do polohy 2,2'nebo 1,2". Racemiza¢ni bariéra disubstituovanych
1,2"-binaftylt je velmi podobna racemizacni bariéte samotného 1,1'-binaftylu nebo 8,8'-
disubstituovanych 1,1"-binaftylii se substituenty v hybridizaci sp?, a proto nejsou tyto derivéty
piilis vhodné ke katalyze asymetrickych procesi (jejich odolnost vici interkonverzi je
omezena piedevsim teplotou). [60]

Publikaci zabyvgjicich se binaftylovymi derivaty je obrovské mnozZstvi, vétsina je
zaméiena na pripravu novych derivdtd a jejich uplatnéni v asymetrické syntéze.
Enantioselektivni vysokoug¢inna kapalinova chromatografie je v nékterych pripadech pouZzita
ke kontrole enantiomerni cistoty nebo vytézku findlnich produktt, oviem popis separacniho
systému a podminek separace byvaji obvykle nedostacujici. VétSina separaci probiha na
celulosovych nebo amylosovych chirdlnich stacionarnich fazich (CSP). Napiiklad 2,2°-
diacetyl-1,1"-binaftyl byl separovén jak na celulosové, tak na amylosové CSP, v mobilni fazi
(MF) dloZzené z1 — 5 % propan-2-olu v n-hexanu [65,66,67]. O',S-1,1"-binaftyl-2,2"-diyl
bis(dimethylkarbamothioét) byl Uspédné rozdélen na celulosové CSP v MF n-hexan/ethanol
90/10 (v/v), zatimco O,0"-1,1"-binaftyl-2,2"-diylbis(dimethylkarbamothioat) byl separovan ve
steginé MF, ale na amylosové CSP [43]. 2,2 -dihydroxy-1,1"-binaftyl byl rozdélen v ¢istém
methanolu na amylosové CSP [68], na celulosové CSP v MF sloZené z n-hexan/butanol 90/10
(viv) [69], na CSP snavazanym tris(5-fluoro-2-methylfenylkarbamatem) celulosy [70,71]
nebo na CSP na bézi cholové kyseliny v MF sloZené z propan-2-olu s piidavkem 0,1% TFA
nebo 0,1% TEA ve smési sn-heptanem [72]. Nedavno byla publikovana studie zabyvajici
se separaci sedmi symetricky 2,2"-disubstituovanych 1,1"-binaftyla, véetné BINOLu, jeho
etherovych, esterovych a dibromo- substituovanych  derivata, na  tris(3,5-
dimethylfenylkarbamatu) celulosy. Méteni byla provadéna v norménim separacnim moédu
(NP) smobilni fazi tvofenou smési n-hexanu a propan-2-olu [73]. Rozlieni BINOLu bylo
v daném separaénim systému ve srovnani s tris(5-fluoro-2-methylfenylkarbamatem) celulosy
jako CSP vyrazn¢ horsi, protoZe volna fenylova skupina na celulose tris(fenylkarbamétu)
zigjme brani v interakci analytu se stacionérni fazi, kdezto na fluorem modifikované CSP jsou
umoznény simultanni vodikové interakce mezi dvéma hydroxylovymi skupinami BINOLu a
CSP. BINOL a nekteré dalSi binaftylove derivéty byly Uspédné separovany na novych zcela
syntetickych CSP — P-CAP, P-CAP-DP, DEABV aDPEBYV [74].

Podrobngji nebyl enantiodiskrimina¢ni mechanismus binaftylovych derivétt studovéan
— v literatuie nebyly nalezeny informace o tomto tématu. Retencni a enantioseparacni chovani
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sady deseti — osmi 2,2"-disubstituovanych- a 2,3,2 -trisubstituovanych-1,1"-binaftyla a dvou
8,3 -disubstituovanych-1,2"-binaftylt — derivata binaftylu bylo studovano na Sesti chirdnich
stacionarnich fazich na bazi oligosacharidi a polysacharidi a na CSP na bazi zcela
syntetickych polymerdt a na zékladé ziskanych vysledki byl navrzen mechanismus

enantioseparace a navrzen vhodny separacni systém (typ CSP, mobilni féze) pro tyto latky.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Methanol; cistota pro HPLC; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Acetonitril; ¢istota pro HPLC; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Propan-2-ol; ¢istota pro HPLC; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Ethanol; Cisty bezvody, max. 5 obj. % etheru; Acros Organics (New Jersey,
USA)

n-hexan; ¢istotapro HPLC; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
n-heptan; ¢istota pro HPLC; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina octové; p.a.; Lach-ner (Neratovice, CR)
Kyselinatrifluoroctovd; ¢istota 98,0 %; Fluka Chemie (Buchs, Némecko)
Triethylamin; ¢istota> 99,5 %; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina fosforecnd; p.a.; Lach-ner (Neratovice, CR)

o O o o

Hydroxid sodny; p.a.; Lach-ner (Neratovice, CR)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrét; ¢istota 99,0 %; Penta (Chrudim, CR)

© O 0O 0O o o o o o

Deionizovana voda; Milli-Q water, cistici system Millipore (Milford, MA,
USA)

Binaftyloveé derivaty (obr. 14, systematické ndzvy viz tab. 3) studované v této disertacni praci
byly syntetizovany jako raceméty na Katedie organické a jaderné chemie, PiF UK a jgjich
struktura byla potvrzena 'H NMR, *C NMR, MS, HRMS a spektrofotometricky v UV
oblasti.

Syntéza analytu 1 je popsana V literature [1,2]. Methylestery analyta 2 a 7 byly
syntetizovany podle [3] ajejich transformace na analyty 2 a 7 je popsdna v citaci [4]. Syntéza
analyta 3, 4, 5, 6 a 8 byla popsana v publikaci [5] (v pfipadé analytu 3 byl jako prekursor
reakce pouzit racemicky 2-amino-2'-hydroxy-1,1"-binaftyl [6]). Syntéza analytt 9 a 10 je
popsanav [7].
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Obr. 14: Struktura binaftylovych derivéata studovanych v piedkladané disertacni préci.

Tab.3: Systematické ndzvy analyta.

Analyt

Systematicky nazev

Boo~Nv~ourwNnk

2,2 -diacetyl-1,1"-binaftyl
2-hydroxy-2"-(fenylamino)-1,1"-binaftyl-3-karboxylova kyselina
N-(2"-hydroxy-1,1"-binaftyl-2-yl)acetamid
0',S1,1"-binaftyl-2,2"-diyl bis(dimethylkarbamothioat)
0,0-1,1"-binaftyl-2,2"-diyl bis(dimethylkarbamothioét)
SS-1,1"-binaftyl-2,2"-diyl bis(dimethylkarbamothioét)
2-amino-2"-hydroxy-1,1"-binaftyl-3-karboxylova kyselina
2,2'-dihydroxy-1,1"-binaftyl
N-(3"-methoxy-1,2"-binaftyl-8-yl)acetamid
N-(3'-hydroxy-1,2"-binaftyl-8-yl)acetamid
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3.2 Pristrojea pomiicky

Méteni probihala na kapalinovém chromatografu sklédajicim se z vysokotlaké pumpy
model PU 4015, UV detektoru PU 4020 (oboji Pye Unicam, Cambridge, UK) a Sesticestného
davkovaciho ventilu Rheodyne 7725i (Cotati, CA, USA) se smyckou o objemu 10 pl. Vzorky
byly davkovany na kolonu stiikackou Hamilton (Reno, Nevada, USA) o celkovém objemu 15
ul. Shér azpracovani dat zajidtoval software Clarity (Data Apex, Praha, Ceska republika).

Ultrazvukova lazen Ultrasonic LC30H (Elma, Singen, Némecko) douzila k odplynéni
mobilni faze. pH pufri bylo upravovano na pH-metru firmy Jenway model 3510 (Felsted,
Anglie).

Separacni chovani binaftylovych derivatt bylo testovano na téchto chirdlnich stacionarnich
fézich:

1. 250" 4,6 mm I.D., kovova kolona Cyclobond | 2000 naplnéna p—cyklodextrinem
navazanym nasilikagel, velikost ¢astic 5 um (ASTEC, Whippany, NY, USA)

2. 250 © 46 mm |.D., kovova kolona Cyclobond | 2000 RSP naplnéna
hydroxypropylether-p—cyklodextrinem navédzanym na silikagel, velikost ¢astic 5 um
(ASTEC, Whippany, NY, USA)

3. 125" 4 mm, kovova kolona LiChrospher 100 RP-8, oktyl (C-8) navazany na
silikagel, velikost ¢astic 5um (MERCK, Darmstadt, Némecko)

4. 250 ©° 4 mm, kovova kolona Spherisorb ODS-2, naplnénd oktadecylem (C-18)
navazanym nasilikagel, velikost ¢astic 5um (MERCK, Darmstadt, Némecko)

5. 150 © 4,6 mm I.D., kovova kolona Chiralcel OD-H, ur¢ena k separacim
vnormadnim modu, naplnéna silikagelem pokrytym (coated) tris(3,5
dimethylfenylkarbamétem) celulosy, velikost ¢éstic 5 um (Chiral Technologies
Europe, IlIkirch, France)

6. 150 ~ 4,6 mm |.D., kovova kolona Chiralcel OD-RH, navrzena pro reverzni
separacni mdd, naplnéna  silikagelem  pokrytym  (coated)  tris(3,5-
dimethylfenylkarbamétem) celulosy, velikost ¢éstic 5 um (Chiral Technologies
Europe, IlIkirch, France)

7. 250 © 46 mm |.D., kovova kolona P-CAP, naplnéna poly(trans-1,2-
diaminocyklohexandiyl-bisakrylamidem) navazanym na silikagelu (Laboratoi D. W.
Armstronga, The University of Texas at Arlington, Texas, USA)
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8. 250" 4,6 mm.D., kovova kolona P-CAP-DP, naplnéna N,N"-[(1R,2R)-1,2-difenyl-
1,2-ethandiyl] bis-2-propenamidovym polymerem navazanym nasilikagel (L aborator
D. W. Armstronga, The University of Texas at Arlington, Texas, USA)

9. 250" 4,6 mm I.D., kovovéa kolona DEABV, naplnéna polymerem na bézi bis-4-
vinylfenylamidového monomeru trans-9,10-dihydro-9,10-ethanoantracen-(11S,125)-
11,12-dikarboxylové kyseliny navédzaného na silikagel (Laboratoir D. W.
Armstronga, The University of Texas at Arlington, Texas, USA)

3.3 Priprava vzorki, mobilni faze a podminky méieni

Roztoky analyta byly pfipraveny rozpudténim 1,0 mg pevné latky (racemétu) v 1 ml MeOH
(2,2 -disubstituované 1,1 -binaftyly) nebo v 1 ml ACN (8, 3'-disubstituované 1,2 -binaftyly).
Roztoky byly skladovany v temnu pii teploté 5 °C.

Priprava pufri: 0,5 % triethylaminoctanovy pufr byl pripraven ziedénim 5 ml TEA na
celkovy objem 1 I. pH pufru bylo upraveno octovou kyselinou na poZzadovanou hodnotu vzdy
pied piidanim organického modifikétoru.

20 mM fosfatovy pufr byl piipraven navédZenim a naslednym rozpusténim 3,12 g
NaH,PO,4-2H,0 v 1 | deionizované vody. pH pufru bylo upraveno na poZadovanou hodnotu
bud’ ptidavkem kyseliny fosforecné (pH 3,0) nebo 0,1 M roztokem hydroxidu sodného (pH
6,0) vzdy pied pouzitim resp. pied pridanim organického modifikétoru.

SloZeni MF: Na cyklodextrinovych CSP (Cyclobond | 2000 a Cyclobond | 2000 RSP) byly
testovany normélni areverzni separacni méd. Mobilni faze normalniho moédu byla sloZena ze
smési n-hexanu a propan-2-olu; objem n-hexanu se pohyboval v rozmezi 50 — 95 obj. %.
V reverznim médu MF obsahovaly acetonitril nebo methanol ve smési s vodou nebo 0,5%
vodnym roztokem triethylaminoctanového pufru o pH 3,0 nebo 6,0.

NP na celulosovych fézich byl tvoren smési n-hexanu a propan-2-olu; obsah IPA se
pohyboval od 5 do 80 obj.%. Reverzni mod byl sloZen z bindrnich smési acetonitrilu a vody
nebo 20 mM roztoku fosfatového pufru, pH 3,0 nebo 6,0. Objem ACN se pohyboval
v rozmezi 40 — 60 obj. % pii obou hodnotéch pH.

CSP na bézi syntetickych polymeri byly zkouSeny v normalnim a polérné-organickém
separacnim modu. Heptan nebo n-hexan a ethanol nebo propan-2-ol byly z&kladnimi sloZzkami
mobilnich fazi. Octové a trifluoroctova kyselina (obvykle 0,1 obj.%) se piidavala do MF pro
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ZlepSeni symetrie pika. SloZzeni MF bylo ménéno (objemovy pomér). Polérné-organicky méd
se sklédal ze smési acetonitrilu a methanolu nebo propan-2-olu. Casto se do MF pridavala
mala mnozstvi octové a trifluoroctové kyseliny nebo triethylaminu. Soucasny pridavek TEA i
HAc do MF byl také otestovan.

Pokud neni uvedeno jinak, byla pritokova rychlost mobilni féze nastavena na 0,7
mi/min a analyty byly detekovany pri vinové délce | = 254 nm. Méteni byla provadéna pri
laboratorni teploté 22 + 2 °C svyjimkou teplotni studie, pii které se teplota pohybovala
vrozmezi 5 — 40 °C. Pro ur¢eni mrtvého ¢asu byla pouZita ¢ista rozpoustédla — MeOH a
ACN, EtOH.
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4 \YSLEDKY A DISKUSE

V této ¢asti disertacni préci jsou diskutovany tyto publikace:
' L. Loukotkova, Z. Bosakova, E. Tesaiova: Study of the Influence of Experimental
Conditions on the Retention and Enantioseparation of Series of Newly Synthesized
Disubstituted Binaphthyls. Book of Proceedings, 3" International Student Conference,
2007, str. 28-39. (ISBN 80-86238-96-2)

""" L. Loukotkova, M. Rambouskova, Z. Bosdkova, E. Tesafova: Cellulose tris(3,5-

dimethylphenylcarbamate) Based Chiral Stationary Phase as Effective Tools for
Enantioselective HPLC Separation of Structurally Different Disubstituted Binaphthyls.
Chirality 20 (2008) 900 — 909.

"' L. Loukotkova, E Tesafova, Z. Bosdkova, D. W. Armstrong: Comparison of

enantioseparation of substituted binaphthyls on cyclodextrin-, cellulose- and synthetic
polymer-based chiral stationary phases. J. Sep. Sci. Clanek odeslan do tisku

4.1 Chirdlni selektory na bazi p-cyklodextrinu!'

4.1.1 Cyklodextrinové chiralni stacionarni faze

Retencéni a enantioseparacni chovani sady binaftylovych derivata (obr. 14) bylo
sledovano jak v normanim, tak v reverznim separacnim systému na p-cyklodextrinové (B-
CD) a hydroxypropyl-p-cyklodextrinové (HP-3-CD) CSP. Jako prvni byl testovan norméni
mdd (NP) sbinarni mobilni fazi (MF) n-hexan/propan-2-ol. Objem n-hexanu se pohyboval
v rozmezi 50 — 90 obj. %. Retence analytt byla pri nizsim obsahu nepolérni slozky velice
krétka (eluce analyti s mrtvym ¢asem), ale s rostoucim podilem n-hexanu v MF rostla. V MF
s90 % obsahem n-hexanu prestaly nekteré latky eluovat z kolony, zatimco nékteré (8,3 -
disubstituované binaftyly) i naddle eluovaly s mrtvym ¢asem. Vy3SSi retence a lepSi symetrie
pikt pro vétSinu analyti byla pozorovana na koloné HP-B-CD. | pies to, Ze kolona HP--CD
byla z hlediska retence a symetrie vhodnéjsi nez B-CD, nebyl ani na jedné z chirdnich
stacionérnich fazi testovanych v systémech NP pozorovan naznak enantioseparace nekterého
z analyti. Vzhledem k rozdilné retenci jednotlivych derivéti by se dal NP velmi dobie vyuZit
pro achiralni separace komponent reakéni smési.
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Reverzni separacni mod byl realizovan bindrni mobilni fazi obsahujici organicky
modifikéor (OM), kterym byl bud” acetonitril (ACN), nebo methanol (MeOH), ve smési s
vodou nebo vodnym roztokem triethylaminoctanového (TEAA) pufru, pH 3,0 nebo 6,0.
Acetonitril, jehoz obsah se pohyboval v rozsahu 50 — 5 obj. %, se jako OM neosvédcil,
protoZze analyty eluovaly nezévisle na jeho mnozstvi v MF smrtvym casem a byl tedy
nahrazen methanolem, jehoZ obsah se pohyboval v rozmezi 90 — 10 obj. %. Retence analytu
stoupala s klesgjicim mnozstvim MeOH v MF. Vhodny obsah MeOH se pohyboval pro ob¢
kolony v rozmezi 45 — 20 % (obj.). V MF svice nez 45 % MeOH eluovaly analyty s mrtvym
¢asem a pii obsahu nizsim nez 20 % MeOH bylaretence l&tek piilis vysoka

Zéstupci  skupiny  2,2°-disubstituovanych a  3,2,2 -trisubstituovanych  1,1"-
binaftylovych derivétt eluovaly ve vyse zminénych MF (45 — 20 obj. %) na obou
cyklodextrinovych kolonéach v rozmezi 15 — 60 minut od nastriku na kolonu. Retence analytu
byla obecné vysSi na derivatizovaném CD. Vyjimku tvoril analyt 2, jehoZ retence se na HP-p-
CD CSP snizila oproti B-CD na polovinu. Pfi¢inou je s nejvétsi pravdépodobnosti vzgjemné
stérické usporadani HP-B-CD atohoto derivatu, které neumoziuje dostatecnou inkluzi analytu
do cyklodextrinové kavity. NejvhodnéjSi sloZzeni MF z hlediska retence bylo tedy 20/80
MeOH/voda (v/v) pro B-CD CSP a 30/70 MeOH/voda (v/v) pro HP-B-CD CSP. Ze skupiny
1,1"-binaftylt byla pozorovana ¢aste¢né enantioseparace pouze u analytu 1, ktery se separoval
srozliSenim R = 0,7 naHP-B-CD CSP v MF MeOH/voda 30/70 (v/v) — viz tab. 4.

V piipadé¢ 8,3 -disubstituovanych  1,2°-binaftyla  doslo aespon  k ¢astecné
enantioseparaci obou derivatia jak na B-CD, tak na HP-B-CD, pricemZz se oba derivéty
v korespondujicich mobilnich fazich 1épe separovaly na koloné¢ HP-B-CD. Obecn¢ vySSi
hodnoty chirdlniho rozliSeni v kratsi dobé vykazoval derivat 10.

Nahrazeni vody 0,5% vodnym roztokem TEAA pufru, pH 3,0 nebo 6,0, vedlo na p-
CD CSP k poklesu retence zejména pii nizsi hodnoté pH pufru, coz Ize pri¢ist Uc¢inngjSimu
omezeni silanofilnich interakci analytu se silikagelovym nosicem B-CD. Zdména vody za pufr

v3ak nevedla ke zlepSeni symetrie piku, ani k enantiomerni separaci dalSich analytu.
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Tab. 4: Separa&ni parametry téch analytu, které se alespon c¢éstecné separovaly na
cyklodextrinovych CSP. Symboly v tabulce znamengji: k; — retencni faktor diive eluujiciho

atropisomeru, R —rozliSeni mezi piky jednotlivych atropisomerti, a - enantioselektivita.

B-cyklodextrin HP-p-cyklodextrin
MeOH/voda 20/80 (v/v) MeOH/voda 30/70 (v/v) MeOH/voda 30/70 (v/v)
analyt k]_ R a k]_ R a k]_ R a

1 294 052 1,16 084 022 1,08 282 076 120
300 09 1,339
10,79 021 1,08
397 077 136
251 051 1,33 1,10 091 110 | 410 108 1,37
10 213 224 1,32 1,11 043 121 330 193 156

© 0o M~ N

Zména sloZzeni MF, tedy ndhrada vody pufrem, nevedla ani na CSP s derivatizovanym
cyklodextrinem k enantioseparaci dalSich analyta vyjma analytu 1, jenz byl castecné
separovan jiz v MF MeOH/voda (tab. 4). RozliSeni analytu 1 se v MF obsahujici vodny
roztok pufru o pH 6,0 mirné zvysilo (R = 0,94), ale bylo doprovazeno snizenim symetrie piku.
Analyt 9 dosahoval vySSi hodnoty enantiorozlieni (R = 1,52) v pufrované MF o niZsi hodnoté
pH (MeOH/TEAA, pH 3,0, 30/70 (v/v)). V pufru o pH 6,0 doslo k vyraznému zhorSeni
symetrie piki, coz mélo rozhodujici vliv na celou separaci. Analyt 10 eluoval s nejvysSim
rozlisenim (R=1,87) v MF MeOH/TEAA, pH 6,0, 30/70 (v/v). V pufru o niZsi hodnoté pH se

retence analytu zkrétila o téetinu, coz vedlo i ke sniZeni hodnoty rozligeni (R = 1,1) —obr. 15.
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Obr. 15: Vliv pH vodné sloZky mobilni faze na separaci analytu 10 na HP-B-CD chirdni
stacionérni fézi. Experimentalni podminky: kolona Cyclobond | 2000 RSP, mobilni féaze
MeOH/TEAA, pH 3,0 a6,0, 30/70 (v/v), prutokovarychlost 0,7 ml/min, UV detekce 254 nm.

4.1.2 Pridavek chiralniho selektor u do mobilni faze

Chirdlni selektor nemusi byt vazan pouze ve formé stacionarni faze, ale miaze byt také
priddn do mobilni féze. V tom ptipadé |ze pouzit achirdlni stacionérni fézi. Pritomnost
volného chirdlniho selektoru (nevazaného na silikegel) miaZe v neékterych pripadech
poskytovat lepsi stérickou dostupnost zefména pro rozmérné analyty. Nejprve byla zmérena
retence analyti v MF MeOH/0,5% TEAA, pH 4,0, 50/50 (v/v) na dvou testovanych
reverznich achirdlnich kolonach snavazanym C-8 (LiChrospher 100 RP-8) a C-18
(Spherisorb ODS-2) retézcem. Retence vSech analytti byla vyrazné delSi na C-18 stacionérni
fézi, coz koreluje s nepolérnim charakterem analyti. Navic byla C-18 kolona o 10 cm delSi
nez kolona C-8. Pro studium separacniho chovani binaftylovych derivata na achirdni
stacionarni fazi s pridavkem chirélniho selektoru do MF byla vybréna kolona s navézanym C-
8 retézcem.

Byla testovdna MF MeOH/0,5% TEAA, pH 4,0, 50/50 (v/v) s piidavkem 5 mM
hydroxypropyl-p-cyklodextrinu. V tomto separacnim systému nedoSlo k enantioseparaci
Z&dného z analyti. Po zvySeni koncentrace chiralniho aditiva na hodnotu 12,5 mM bylo
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pozorovano zkréceni retence vsech analytt (z k ~ 60 na k ~ 40) a 8,3 -disubstituované 1,2'-
binaftyly se zataly castecné enantioseparovat. Analyty v3ak stédle eluovaly sdlouhymi
retencnimi casy (tr ~ 50 min). Symetrie pika jednotlivych enantiomera byla velmi nizka
Pouziti vySsi koncentrace HP-B-CD v MF nebylo kvali nizké rozpustnosti HP-B-CD mozné.
Vysledky jednoznacné ukézaly, Ze pridavek chirdlniho selektoru do mobilni faze neni pro
separaci binaftylovych derivéti vhodny.

Zaver

V normé@nim modu nebyla pozorovana enantioseparace zadného z analyti ani na
jedné z testovanych CD CSP. V reverznim separacnim modu doSlo na b-CD CSP k separaci
téi analyt, na HP-b-CD CSP byla pozorovana enantioseparace Sesti 1&tek. Analyt 10 se jako
jediny separoval na obou CSP na z&kladni linii, zatimco enantioseparace ostatnich analytt
byla vZdy pouze ¢astecnd. Pridavek chirdiniho selektoru - HP-b-CD - do mobilni faze vedl
k céstecné enantioseparaci 8,3 -disubstituovanych 1,2"-binaftyla. Analyty ovsem eluovaly
sdlouhymi retencnimi ¢asy a se Spatnou symetrii pika. b-Cyklodextrin  nebo
hydroxypropylether-b-cyklodextrin jako chiralni selektor, a’” volny nebo vézany na nosi¢ se

pro enantioseparaci binaftylovych derivata prilis neosvedéily.

4.2 Chirdlni stacionarni faze zalozena na

tris(3,5-dimethylfenylkar bamétu) celulosy "

V zhledem k tomu, Ze cyklodextrinové CSP neprinesly piilis pozitivni vysledky a doSlo
na nich k enantioseparaci malého poc¢tu studovanych derivata, byly jako druhé vyzkouSeny
polysacharidové CSP. Celulosové CSP vykazuji dobré enantioselektivni vlastnosti pro celou
fadu analytu [1,2,3,4,5] Mezi celulosovymi CSP vynik& vysokou schopnosti chirdlniho
rozpoznavani CSP zaloZena na tris(3,5-dimethylfenylkarbamatu) celulosy, a proto byla tato
CSP vybrana ke studiu enantioseparacniho chovani sady binaftylovych derivéta, jiz
promeérované na cyklodextrinovych CSP, v normalnim a reverznim separacnim médu. Kolony
na bézi trig(3,5-dimethylfenylkarbamétu) celulosy jsou komeréné dostupné ve dvou
variantdch — pro normdni separacni mod pod nézvem Chiralcel OD-H a pro reverzni
separacni méd pod nazvem Chiralcel OD-RH (ob¢ prodava firma Chiral Technologies
Europe, IlIkirch, France).
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4.2.1 Normalni separac¢ni mod

Steiné jako v pripadé cyklodextrinovych CSP byl jako prvni testovan normdni
separacni mod. Mobilni faze byly tvoreny smési n-hexanu (HEX) a propan-2-olu (1PA)
v riaznych objemovych zastoupenich. Objem propan-2-olu se pohyboval v rozmezi 5 - 80 ob.
%.

Vy&Si zastoupeni propan-2-olu v MF vedlo k niZ&i retenci vSech analyta s vyjimkou
analyti 2 a 7. Tyto latky neeluovaly z kolony v z&dné z testovanych mobilnich fazi. Z deseti
l&tek byla pozorovana enantioseparace u ¢tyi analytu (tab. 5). Z této tabulky je zigimé, Ze
nejvyssich hodnot separacénich parametri bylo dosazeno v MF s nejvySSim proméiovanym
obsahem n-hexanu. Enantioseparace analytu 1 a 4 probihala ve velmi krétkém ¢ase s dobrym
rozliSenim (tab. 5). Naproti tomu retencni ¢asy disubstituovanych 1,2 -binaftylovych derivéta
(9 a 10) byly proti 1,1"-binaftylam delSi a byly doprovazeny jak vyrazné vétSim rozliSenim
pika jednotlivych enantiomert, tak vySSi enantioselektivitou. Zmény ve slozeni MF ve
sledovaném rozsahu pouze lehce ovlivnily enantioseparacni chovani 1,2°-binaftylovych
derivata, meély vSak podstatny vliv na retenci, tj. dobu analyzy. Rostouci retence s klesajicim
obsahem IPA v MF méla pro vSechny studované derivaty stereodiskriminacni charakter. Pro
ilustraci je na obr. 16 uveden prib¢h enantioseparace derivdtu 4 a 9 v mobilni fazi n-
hexan/propan-2-ol 80/20 (V/v).

Tab 5: Vliv obsahu propan-2-olu v MF n-hexan/propan-2-ol na chromatograficka data téch
analyt, u kterych byla pozorovana separace na atropisomery na CSP Chiralcel OD-H.
Symboly pouZzité v tabulce — viz tab. 4.

n-hexan/propan-2-ol (v/v)
analyt 95/5 90/10 80/20 70/30
k]_ R a k]_ R a k]_ R a K]_ R a
1 058 123 128|055 091 120|053 081 115|050 0,74 1,13
4 124 19 135|105 187 133|100 164 130|092 138 1,24
9 1343 492 159 | 646 4,62 146|424 460 143|388 455 1,40
10 748 498 1,77 |395 480 169|220 473 165|158 4,70 164
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Obr. 16: Enantioseparace analytu 4 (A) aanalytu 9 (B) na CSP zaloZené natris(3,5-
dimethylfenylkarbamatu) celulosy. Experimentalni podminky: kolona Chiralcel OD-H,
mobilni féze n-hexan/propan-2-ol 80/20 (v/v), priatokovéarychlost 0,7 ml/min, UV detekce 254
nm.

4.2.2 Reverzni separaéni mod

Mobilni faze v reverznim separacnim médu byly tvoreny smési acetonitrilu a vody
nebo 20 mM fosfatového pufru, pH 3,0 nebo 6,0. Namérena data jsou sumarizovana v tab. 6 a
vyplyva z nich, Ze v MF ACN/voda dochézelo u v3ech analytu sklesajicim podilem ACN k
nérastu retence.

Analyty 4,5 a6 mely jiz v MF obsahujici 50 obj. % ACN velice dlouhé retencni ¢asy,
takze v mobilni fézi se 40 obj. % ACN jiZ neeluovaly do 120 min. Také u derivéta 1, 8 a9
dodlo sdalSim snizovanim obsahu ACN v MF ke znaénému narastu retence. DelSi retence
byla u vétSiny analyti spojena jak svySSi enantioselektivitou, tak svySSim rozliSenim.
Enantioseparace nebyla v mobilnich fézich ACN/voda pozorovana u analyta 2, 5, 6 a 8.
Naproti tomu oba z&stupci skupiny 8,3 -disubstituovanych 1,2°-binaftyla (9 a 10) byly
rozdéleny na zakladni linii uz v MF obsahujici 80 % ACN. RozliSeni naddle stoupao
sklesgjicim podilem ACN v MF. Znagnou citlivost vaci poméru ACN/voda vykazoval analyt
7, nesouci ve své struktuie skupiny schopné poskytovat i akceptovat vodikovou vazbu (-
COOH, -NH; a—-OH).

S ohledem na piedchozi vysledky byl vliv pufrované sloZzky mobilni faze na retenci a
enantioseparaci sledovan v MF ACN/20 mM fosfatovy pufr, pH 3,0 nebo 6,0, sniz§im
obsahem ACN (60 — 40 obj. %). Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 7. Retencni
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chovéni analyti vykazovalo obdobné trendy jako v pripadé mobilnich fazi ACN/H.0, tj. niZsi
obsah ACN vedl k silngjSimu zadrZzovani I&tek na kolon¢ doprovazenému pro vétSinu analyta
vySSimi hodnotami chiralniho rozliseni.

Pfi porovnani vysledka ziskanych v korespondujicich MF bez pritomnosti pufru a
s pritomnosti pufru o dvou raznych hodnotach pH (tab. 6 vs. 7) vyplyva, Ze nejvétsi rozdily
v retenci a rozliSeni jsou patrné v MF s nejnizSim obsahem ACN (40%) a pti niZSi hodnoté
pH pufru. Nejvyraznéji je to vidét u analyta 1, 2 a 7. U analytu 1 doSlo proti ostatnim MF
(ACN/voda a ACN/pufr, pH 6,0) ke zkraceni retence téméi na polovinu a k naristu hodnoty
rozliSeni. Anayty 2 a 7 ve své struktuie obsahuji funkéni skupiny schopné tvorby
stereoselektivnich  vodikovych vazeb. Srostouci silou interakce mezi  trig(3,5-
dimethylfenylkarbamétem) celulosy a analytem stoupa retence, kterd je doprovazena vysSim
rozliSenim a vysSi enantioselektivitou. Srovnani separacniho chovéni analyti 2 a 7 ukazuje, Ze
objemny aromaticky substituent amino skupiny (Rs) nachazejici se v blizkosti hydroxylové
skupiny (Rz) analytu 2 sniZuje moznosti stereoselektivni vodikové vazby nebo dokonce bréni
jejimu vytvoreni. Léka 2 dosahuje proto sice vySSi retence, ale vyrazné nizsiho rozliSeni nez
analyt 7 (tab. 7).
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Tab. 6: Vliv obsahu acetonitrilu na chromatograficka data binaftylovych derivati na koloné Chiralcel OD-RH CSP. Symboly pouZzité v tabulce —
viz tab. 4.

ACN/voda (v/v)

analyt 80/20 70/30 60/40 50/50 40/60 30/70

k]_ R a k]_ R a k]_ R qg k]_ R qg k]_ R qg k]_ R qg
1,00 0,00 1,00{1,84 0,00 1,00|{2,61 0,65 1,05| 7,22 1,09 1,04|26,28 1,10 1,04| x X X
0,13 0,00 1,00|0,15 0,00 1,00|0,27 0,00 1,00| 0,41 0,00 1,00| 2,43 0,00 1,00| 9,63 0,00 1,00
0,37 0,40 1,14|/0,41 1,00 1,15|0,75 1,22 1,16| 1,69 1,75 1,15| 463 254 1,15/20,58 3,24 1,17
1,58 0,66 1,06/2,02 0,77 1,06(4,51 1,03 1,06|13,40 1,24 1,06| X X X X X X
1,68 0,00 1,00({2,30 0,00 1,00(5,62 0,00 1,00/19,53 0,00 1,00| x X X X X X
1,36 0,00 1,00({1,66 0,00 1,00{3,35 0,00 1,00| 9,18 0,00 1,00| x X X X X X
0,00 0,00 1,00{0,14 0,64 1,93/0,31 1,38 258| 1,44 1,68 1,53| 2,86 1,85 1,55/10,45 1,43 1,62
0,54 0,00 1,00{0,68 0,00 1,00|{1,30 0,00 1,00| 3,62 0,00 1,00/10,26 0,00 1,00| x X X
1,77 356 1,31{1,43 3,83 1,36(2,59 4,52 1,35| 590 5,49 1,36|16,40 6,28 1,36|22,40 6,35 1,35
10 0,95 2,81 1,34|0,77 3,01 1,40|1,32 3,93 1,41| 296 4,97 1,40| 7,10 5,84 1,40|12,10 594 1,40
x —anayt neeluoval do 120 minut

OCO~NOOOUITEWNBE
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Tab 7: Vliv mnozstvi acetonitrilu a pH vodné slozky MF na chromatografické chovani
binaftylovych derivati na kolon¢ Chiralcel OD-RH CSP. Symboly pouZité v tabulce — viz tab.

4.

analyt

ACN/20 mM fosfatovy pufr, pH 6,0

ACN/20 mM fosfatovy pufr, pH 3,0

60/40

40/60

60/40

40/60

ky

R

a

ky

R

a

ky

R

a

ky

R

a

O©CoO~NOUIA,WNPE

10

341
0,23
0,67
5,88
7,51
4,36
0,16
1,75
3,20
1,66

0,66
0,00
1,35
1,05
0,00
0,00
0,86
0,00
4,54
3,97

1,04
1,00
1,18
1,06
1,00
1,00
1,44
1,00
1,37
1,52

28,06
1,55
4,76

X

X

X
0,61
8,83

16,67
7,17

0,78
0,00
2,12
X
X
X
2,42
0,00
5,27
5,18

1,05
1,00
1,15

X

X

X
1,46
1,00
1,37
1,42

2,74
1,12
0,79
4,77
514
3,13
1,02
1,43
2,74
1,35

0,63
0,00
1,25
0,95
0,00
0,00
4,37
0,00
4,41
3,68

1,05
1,00
1,16
1,06
1,00
1,00
1,55
1,00
1,37
1,41

10,48
13,90
4,65
X
X
X
7,12
10,32
16,50
7,05

1,79
0,74
2,14
X
X
X
6,93
0,00
4,96
4,96

1,13
1,10
1,15
X
X
X
1,58
1,00
1,38
1,42

x —analyt negluoval do 120 minut

Analyty 5, 6 a 8 se nepodarilo ani ¢astecné rozdélit v Zadné z testovanych mobilnich
fézi. Strukturatéchto latek je vysoce symetricka a separace takovych latek je obtiznd. Navic
l4tky 5 a6 nesou v polohéch 2 a 2" pomérné objemné substituenty, které nemaji odpovidajici
ionizovatelné skupiny vhodné pro stereoselektivni interakce. Analyt 4 je strukturné velmi
podobny latkam 5 a 6, také neobsahuje ionizovatelné skupiny, je ale méné symetricky, coz je
pravdépodobna pricina alespon ¢astecné Uspedné separace tohoto analytu. Binaftylovy skelet
analytu 8 je na uhlicich C2 a C'2" symetricky substituovan hydroxylovymi skupinami, které
pomérné ochotné vytvéreji intramolekuldarni vodikové vazby, a tim blokuji moZnost
stereoselektivni interakce s chirdinim selektorem a ve vysledku ztéZuji enantioseparaci. Toto
tvrzeni podporuje fakt, Zze v MF obsahujicich MeOH, ktery je vodikovym donorem, je
enantioseparace analytu 8 proveditelna[6].

8,3 -disubstituované 1,2"-binaftyly se ve vSech mobilnich fézich separovaly na
z&ladni linii. Zmeny ve slozeni MF mély vliv na retenéni chovani téchto 1&tek, enantiomerni
rozliSeni vSak stdle dosahovalo vysokych hodnot. Prostorové uspoiédani téchto derivétu
lepsi ,fit* do chirdnich tris(3,5-
dimethylfenylkarbamétu) celulosy. Substituenty naftylového kruhu, zejména v poloze 8, pak

pravdépodobné  umoziuje  jegjich kavit
poskytuji dopliikové stereoselektivni interakce.

Jak bylo zminéno v kapitole 2.3.2, mechanismus chirdlniho rozpoznavani je zalozen
na stérickém ,fitu* analytt do kavit CSP a na polérnich interakcich mezi poléarnimi

substituenty binaftylu a karbamatovymi skupinami derivatu celulosy. Pravé polarni
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karbamatové skupiny jsou nejdulezitéjSimi interakénimi misty pro chiralni rozpoznavéni [5]
overit, ke kterému prispivaji n-nt i interakce mezi fenylem chirdlniho selektoru a naftylovymi
kruhy analytu.

Z vysledku ziskanych v reverznim separacnim médu vyplyva, Ze analyty 1, 2 a7 se
nejlépe separovaly v MF slozené z ACN/20 mM fosfatového pufru, pH 3,0, 40/60 (v/v). Léatky
3, 9 a 10 upiednostinovaly MF obsahujici ACN/vodu 40/60 (v/v) a pro analyt 4 je
nejvyhodnéjsi MF sloZzena ze smési ACN/voda v pomeru 1:1.

Vysoké hodnoty rozliSeni analytti 9 a 10 v MF ACN/voda umoziuji piimé pouZziti této
metody v semipreparativnim métitku. Mobilni faze pouzita pro tyto analyty byla ACN/voda
60/40 (v/v) jako vysledek kompromisu mezi poZadavky narozpustnost analytu, jeho retenci a
enantiorozligeni. Semipreparativni metitko bylo aplikovano také pro analyt 7, oviem sloZeni
MF bylo lehce pozménéno na ACN/0,1% octova kyselina, pH 3,3, 60/40 (v/v). Rtizné objemy
z&sobnich roztoka analyta 7, 9 a 10 (10, 50 a 100 ul) o jednotné koncentraci 5,0 mg/ml byly
davkovany na kolonu. Dostatecné enantiorozliSeni bylo zachovdno az do 50 ul
nastrikovaného objemu. Chromatogramy separaci v semipreparativnim metitku analyta 7 a 10
jsou uvedeny naobr. 17.

Crleswy mEL
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Obr. 17: Separace analyti 7 (vlevo) a 10 (vpravo) v semipreparativnim métitku.
Experimentélni podminky: kolona Chiralcel OD-RH,
mobilni faze: analyt 7: ACN/1% HAc, pH 3,3 60/40 (V/v),

analyt 10: ACN/voda 60/40 (v/v);
pratokova rychlost 0,7 ml/min, UV detekce 254 nm; davkované mnoZstvi analytu 250 pg
(koncentrace zésobniho roztoku analytu 5,0 mg/ml, objem vzorku 50 pl).
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Zaver

V normalnim separacnim modu byly na CSP na bazi tris(3,5-dimethylfenylkarbaméatu)
celulosy rozdéleny ¢ty analyty, dva analyty ze skupiny 1,1 -binaftyla (1 a 4) a oba zéstupci
1,2 -binaftyla (9 a10). Analyty 4, 9 a 10 se separovaly na zékladni linii.

V reverznim separacnim modu bylo na atropisomery rozdéleno sedm latek z deseti
studovanych. S nejvySSimi hodnotami rozliSeni byly ve v3ech testovanych mobilnich fazich
separovany analyty 9 a 10. Struktura téchto analytt ziejmé dobie zapadd do struktury
celulosové CSP. Chirdni rozliSeni podporuji n-n interakce aromatickych ¢asti analyta se
substituentem CSP, vodikové nebo dipdl-dipdlové interakce. Ze skupiny 1,1"-binaftylovych
derivétt byl s nejvySSimi hodnotami enantiorozliSeni separovan analyt 7, ktery ve své
struktuie obsahuje skupiny schopné tvorby H-vazeb. Vysoké hodnoty chirdlniho rozliseni
analytt 7, 9 a 10 umoznovaly separaci téchto latek v semipreparativnim méfitku. Ze srovnani
vysledka ziskanych v NP a RP mddu jednozna¢né vyplyva, Ze reverzni separacni mod je pro

separaci studovanych analyti vhodnéjsi.

4.3 Chirdlni stacionar ni faze tvorené syntetickymi polymery "

Tretim typem chirdlnich stacionérnich fézi, na kterych bylo studovano retenc¢ni a
enantioseparacni chovani derivata 1,1°- a 1,2"-binaftylu, byly kolony naplnéné zcela novymi
syntetickymi polymery navazanymi na silikagelovy nosi¢. Vyhoda téchto CSP spociva
v jgjich velké strukturni a chemické variabilité, v moznosti pripravit ob¢ enantiomerni verze
daného polymeru a v termélni stabilité plynouci z charakteru polymera [7,8,9,10,11,12]. To
dovoluje pouzivat napt. i halogenovana rozpoudtédla [7]. V této praci byly pouzity CSP na
bézi poly(trans-1,2-diaminocyklohexandiyl-bis-akrylamidu) (P-CAP), poly(N,N-[(1R,2R)-
1,2-difenyl-1,2-ethandiyl] bis-2-propenamidu) (P-CAP-DP) a poly([trans-9,10-dihydro-9,10-
ethanoantracen-(11S5129)-11,12-dikarboxy] bis-4-vinylfenylamidu ~ (DEABV).  Struktury
polymert jsou uvedeny na obr. 9 na str. 32, obr. 10 na str. 34 a na obr. 11 na str. 36.
Syntetické polymerni CSP se pouZivaji predevdim v normanim a polarné-organickém
separacnim modu [7,8,9,13]. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o zcela noveé chiralni stacionérni
féze, laboratorn¢ pripravené (viz experimentalni c¢ast), jsou ziskané vysledky véetné
negativnich prezentovany a diskutovany podrobnéji, nez v pripadé dvou predchazejicich typua
CSP.
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4.3.1 Chird&ni stacionarni faze P-CAP

4.3.1.1 Normalni separaéni mod

Mobilni féze norméniho médu byly tvoieny n-heptanem (HEP) nebo n-hexanem ve
smési s polarnéjSim organickym modifikdtorem, kterym byl bud’ ethanol (EtOH), nebo
propan-2-ol. Objem n-heptanu byl ménén po 10 obj. % v rozmezi od 30 do 100 obj. %.
Separacni chovani binaftylovych derivatia bylo v MF obsahujicich n-hexan (jako nepolérni
sloZku této faze) sledovano pii dvou procentudnich sloZenich — 50 a 80 obj. %. Studovan byl
také vliv pouzitého polarniho modifikatoru (EtOH x IPA) a pridavkt 0,1% octové kyseliny
(HAC) nebo 0,1% trifluoroctové kyseliny (TFA) na enantioseparaci anal ytu.

Retence v3ech analytt rostla podle piedpokladu s mnozstvim nepolérni slozky v MF.
AvSak pii vySSim nez 92 % zastoupeni nepolérni slozky (HEP) v MF dochazelo k vyraznému
poklesu retence vSech analytu, coZ je vrozporu jak steoretickym predpokladem, tak
snekterymi publikovanymi vysledky [7]. Retence analyti 1, 4, 5, 6 a 9 stoupala s rostoucim
zastoupenim n-heptanu v MF, nicméné latky stale eluovaly skréatkymi retencnimi casy, a
zmény Vv retenci se slozenim MF u nich byly malé. VétSi zmeény v retenci se projevily u
analyta 3, 8 a 10, tj. u v3ech analyti, kde Ize predpoklédat vyrazny vliv substituentu —OH.
Analyt 2 se na kolong ireverzibilné zadrzoval a latka 7 méla velmi dlouhou retenci uz v MF
obsahujici 50 % HEX nebo HEP av MF s vyS8im obsahem nepolarni slozky prestala z kolony
eluovat. Jak ilustruje obr. 18 typ nepolarniho rozpou&édia nemél na retenci analyta vyrazny
vliv.

Zaména EtOH za IPA v MF obsahujici n-hexan vedla ke sniZeni retence vétSiny
analyta (obr. 18), které bylo doprovézeno zhorSenim symetrie pika a poklesem U¢innosti
kolony. Pridavek 0,1% HAc do MF vedl ke zkréceni retence vétSiny analyti, které nebylo
doprovazeno vyraznéjSimi zménami v enantioseparaci. Zkraceni retence v MF obsahujici
0,1% TFA bylo vétsi nez v pripadé HAC a nejvyraznéji se projevilo u analyti 2 a 7. Pravé
analyt 2 eluoval pouze v MF obsahujicich TFA.
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Obr. 18: Zavislost retencniho faktoru analytu 3 na sloZzeni mobilni faze. Experimentélni
podminky: kolona P-CAP, mobilni fa&ze HEP/EtOH, HEP/EtOH/HAC (0,1 0bj.%),
HEX/EtOH, HEX/IPA, HEX/IPA/TFA aHEP/IPA/TFA (0,1 0bj.%) vzdy 80/20 (V/v),
pratokova rychlost 0,7 ml/min, UV detekce 254 nm.

Analyty 7, 8 a 10 se na P-CAP CSP v NP rozdglily na z&kladni linii, u analytu 3 byla
pozorovana pouze ¢astecna enantioseparace (tab. 8). NejvysSi hodnoty rozliSeni analyta 3 a 7
byly dosazeny v MF HEX/IPA/TFA 80/20/0,1 (v/viv). Separace analyti 8 a 10 probihala
témei ve viech testovanych MF s vysokymi hodnotami rozligeni. Enantioselektivita analytt 3
a7 byla ngjvétsi v MF sloZzené z HEX a IPA resp. s pridavkem TFA. Zatimco hodnota o pro
analyt 3 byla nejvyssi v MF tvoiené pouze HEX alPA v obj. poméru 80/20, v pripadé analytu
7 teprve pridavek TFA umoznil rozdéleni atropisomert témet na zakladni linii; dosaZzena
hodnota enantioselektivity byla 1,2. Pro analyty 8 a 10 se hodnoty enantioselektivity se
sozenim MF mirné¢ menily, vzdy byly vétsi nez 1,3 resp. 1,2. NejvysSi hodnota
enantioselektivity byla pro oba analyty pozorovanav MF HEX/IPA 80/20 (v/v), ovéem v této
MF byla symetrie pikt jednotlivych atropisomert nizka, coz mélo za nésledek sniZzeni hodnot

rozliseni.
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Tab. 8: Hodnoty retencnich faktord, enantioselektivnino rozliSeni a enantioselektivit téch

analytd, u kterych byla pozorovana alespon ¢astecna enantioseparace na P-CAP CSP.

80/20 (v/v) 80/20/0,1 (viviv)
Analyt HEX/IPA | HEX/EtOH | HEP/EtOH | HEP/EtOH/HACc | HEX/IPA/TFA | HEP/EtOH/TFA
ky 2,62 3,92 4,23 2,72 2,54 0,85
3 R 0,91 0,85 0,75 0,64 1,06 0,00
a 1,15 1,07 1,06 1,06 1,13 1,00
ki X X X X 10,27 2,21
7 R X X X X 1,62 0,69
a X X X X 1,22 1,10
ky 9,98 11,23 11,24 8,73 9,04 2,15
8 R 3,43 5,02 4,22 4,52 3,66 2,93
a 1,59 1,43 1,36 1,39 1,58 1,34
ky 3,56 4,82 4,81 3,98 3,74 0,96
10 R 1,97 2,28 2,28 1,93 1,96 1,00
a 1,36 1,19 1,18 1,17 1,35 1,15

x —analyt neeluoval z kolony do 120 min.

Piky vétsiny analyta byly v testovanych MF normalniho médu symetrické s hodnotou
faktoru asymetrie okolo 1,1. Jedinou vyjimkou byla mobilni faze HEX/IPA, ve které byla u
vSech analyti pozorovana nejniZsi retence, ale i Gcinnost kolony, stejné jako nejnizsi symetrie
piki. Uginnost CSP P-CAP byla pro viechny analyty kromé 7 vysokéa s poétem teoretickych
pater (N/m délky kolony) pievySujicim 15 000 a ¢asto i vySSim.

4.3.1.2 Polarné-organicky separaéni méd

Mobilni féze polarné-organického mddu byly tvoieny smési ACN a MeOH, kde se
objem MeOH pohyboval v rozmezi 10 - 0 obj.%. Do mobilnich fazi byly pridavany octova
kyselina a smés octove kyseliny atriethylaminu (TEA) ve vz§emném ldkovém poméru 1:1 a
celkoveé koncentraci 10 mM nebo 0,3 M.

Retence vétSiny analytt byla kratkd (k ~ 1,0) a stoupala s mnozstvim ACN v MF.
DelSi reten¢ni casy byly zaznamenany pouze u analytu 8 a u anaytu 7 pak vyrazné
prodlouZeni retence srostoucim mnozstvim ACN. Pritomnost 10 mM HAc v mobilni fazi
vedla k mirnému poklesu retence vSech l&tek. Smés TEA aHAc (10 mM) v MF ACN/MeOH
95/5 (v/iv) neméla na retenci analyta vliv. Pouze v ptipadé analytu 7 se retence zkrétila.
Zietelné sniZeni retence bylo pozorovano az v MF obsahujici 0,3 M smés HAc a TEA, a opét
se nejvice projevilo u analytu 7.
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V polarné-organickém modu se separovalo 5 analyti, jejichZ separacni parametry
v zavislosti na sloZeni mobilni faze uvadi tab. 9. Analyty 3, 8 a 10 se aespon castecné
separovaly ve vsech testovanych MF a rozlieni analyti 3 a 8 rostlo sobsahem ACN
v mobilni fazi. Hodnoty rozliseni analytu 8 byly ve viech MF vysoké. Ukézka
enantioseparace této latky je na obr.19. VSechny analyty v tab. 9 nesou ve sveé struktuie jednu
nebo dvé hydroxylové skupiny schopné tvorby stereoselektivnich H-vazeb, které jsou
v mechanismu chirdlniho rozlieni na P-CAP CSP vyznamné. Octova kyselina zigjmé
prispiva k omezeni nestereoselektivnich interakci mezi témito analyty a CSP — retence se
Vv jgji pritomnosti sniZuje, aviak separace atropisomert se zlepsuje [7]. Analyt 3 se separoval
snizsimi hodnotami rozliSeni v porovnani sanalyty 8 a 10. P¥icinou je pravdépodobné
piitomnost objemného substituentu umisténého na uhliku C2 analytu 3, ktery stéricky brani
OH- skupiné na uhliku C'2" interagovat s amidovymi skupinami kolony P-CAP za tvorby H-
interakci. Tuto hypotézu by podpofilo i separa¢ni chovani analytu 2, u kterého rovnéz
objemny substituent na uhliku C'2" stéricky brani potiebné stereoselektivni interakci. Na
druhé strané analogické chovani analytu 2 sanalytem 7 spiSe ukazuje na negativni roli
karboxylové kyseliny v separacnim mechanismu. Analyty 2 a 7 se separovaly pouze v MF
obsahujicich smés HAc a TEA. Separace analytu 2 probihala téméi na zakladni linii, zatimco
analyt 7 se podarilo rozdélit pouze ¢astecné (viz tab. 9.). Analyt 7 obsahuje v relativni
blizkosti OH-, COOH- i NH,- skupiny (C3, C2, C'2"), které mohou vytvéaret intramolekularni
vodikové mustky, a tim omezit potiebné interakéni moznosti. To vede v dusledku k nizSim
hodnotam rozlieni, ptipadné ke znemoznéni enantioseparace. Enantioselektivita analytu 2
rosla sobsahem ACN v mobilni fazi ACN/MeOH + 10 mM HAc + TEA. Hodnoty
enantioselektivity pro analyt 7 zastavaly v jednotlivych MF témér beze zmény. Dva
hydroxylové substituenty analytu 8 jsou dobie pristupné amidovym skupinam CSP pro
stereoselektivni vodikovou interakci, coZ potvrzuji vysoké hodnoty rozligeni, pricemz s
rostoucim mnozstvim ACN v MF byl pozorovéan narast enantioselektivity a rozliSeni analytu
8 (tab. 9). Enantioselektivita analyti 3 a 10 zastéavala v jednotlivych MF bez velkych zmen.
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Tab. 9: Vliv sloZeni MF na enantioseparaci analyti na CSP P-CAP.

Mobilni faze / analyt 2 3 7 8 10
ACN R|000 075 000 382 129
a|100 111 100 154 119
100% ACN + 10 MM HAG R|000 101 000 422 183
a|100 112 100 157 121
ACN/MeOH 95/5 (viv) R| 000 0538 000 364 164
a| 1,00 107 100 137 118
ACN/MeOH 95/5 (viv) + 10mM HAc | X | 090 057 000 386 1,88
a | 1,00 107 1,00 137 119
R| 121 062 066 329 175
ACN/MeOH +10mM HAGTEA
CN/MeOH 95/5 () + 10mM HAC/ 2120 100 113 1,34 1.20
1 2 1
ACN/MeOH 95/5 (viv) + 03M HAGTEA | R | 100 056064322 1,69
2120 108 112 135 120
ACN/MeOH 99/1 (viv) + 10mM HAGTEA | R | 112 083 059 362 174
2125 110 114 149 123
ACN/MeOH 90/10 (viv) + 10mM HAGTEA | R | 104 043 064280 1,40
2| 115 106 110 1,30 116
140 |
120
100 |- R =362
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Obr. 19: Enantioseparace analytu 8 na chirdlni stacionarni fazi P-CAP v mobilni fazi
ACN/MeOH 95/5 (v/v); prutokova rychlost 0,7 mi/min, UV detekce 254 nm.
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Piky analytt 1, 2, 4, 5, 6, 7 a9 byly ve v&ech mobilnich fazich PO médu pomérné
symetrickeé (sloZzeni MF nemglo vliv na jegjich symetrii). Analyt 3 mél v MF tvorenych 100%
ACN, 100% ACN/10 mM HAc a ACN/MeOH/HAc + TEA 99/1/10 mM (1:1) symetrické
piky, v ostatnich MF byla naopak pozorovéna nizka symetrie piki s faktorem asymetrie As ~
0,4. Analyty 8 a 10 vykazovaly dobrou symetrii pika v MF obsahujicich 10 mM HAc a TEA.
V MF jiného sloZeni dochézelo ke zhordeni symetrie. U¢innost CSP P-CAP se pro vétdinu
analyti pohybovala kolem hodnoty 25 000 teoretickych pater na metr délky kolony. Zmeny
ve sloZzeni MF me¢ly na G¢innost kolony pro jednotlivé analyty vétSinou zanedbatelny vliv -
patrné byly pouze u analytti 8 a 10, u nichz byl nejniZsi pocet teoretickych pater pozorovan
v MF s vysokym podilem acetonitrilu tj. v 100% ACN a ACN/HAc, ve kterych I&tky eluovaly
sdelSimi reten¢nimi ¢asy (k ~ 5,0), atudiz symetrie piki vyrazné poklesla.

4.3.2 Chird&ni stacionarni faze P-CAP-DP

Vzhledem ke struktuie této CSP (obr. 10 na str. 34) a analyta jsme predpoklédali, ze
by enantioseparace mohla probihat sdobrymi vysledky. V retencnim a enantioseparacnim
mechanismu jsme oc¢ekavali/predpoklédali uplatnéni n-mt interakci. | v pripadé této kolony
bylo postupovano obdobné jako u P-CAPu, tzn. nejprve byl testovan normalni separa¢ni mod
s obdobnymi mobilnimi fazemi. V Sechny binaftylové derivaty se v normanim médu v MF n-
hexan/EtOH ireverzibilng zadrZovaly na kolong. Variace ve slozeni mobilni faze nevedly ke
ZlepSeni, tedy k eluci analyta ze stacionérni faze.

Retencni a separacni chovani analytti v polérné-organickém maédu bylo sledovano
v mobilnich fazich ACN/MeOH, kde se obsah ACN pohyboval od 95 do 100 obj. %.
V jednom z experimentt byl methanol nahrazen propan-2-olem, ovSem pozorovanid zména v
retenci latek byla nevyznamna Stejn¢ jako na P-CAP CSP byly do MF pridavany 10 mM
HAc, 10 mM nebo 0,3 M smés HAc a TEA ve vzgemném pomeéru ldtkovych mnozstvi 1:1.

Retence jednotlivych analyta stoupala s mnozstvim ACN v MF. NejdelSi retence byla
pozorovana u analyti 2 a 7 — oba analyty piestaly eluovat zkolony v ¢istém ACN.
V piitomnosti octové kyseliny doSlo k poklesu retence viech analytti, coZ se nejvyraznéji
projevilo opét u ldtek 2 a 7. Stejny Gcinek na retenci latek, tedy jeji pokles, mél pridavek
smési octové kyseliny a triethylaminu.

Céstedné enantioseparace na této CSP byla pozorovéna u ldtek 2 a 8 shodnotami
rozlieni R ~ 0,6 (tab. 10). Zatimco se analyt 2 separoval pouze v MF obsahujicich smés HAc
a TEA, pricemZ koncentrace této smési neovliviiovala ani hodnoty rozliSeni ani selektivity,

78



analyt 8 se delil v mobilni fazi ACN/MeOH 98/2 (v/v) a 100% ACN a nejvysSiho rozlieni
enantiomeru této latky bylo dosazeno v ACN s 10 mM HAc (tab.10). Jak vyplyva z této
tabulky, separace analytu 10 probihala kromé MF obsahujici smés HAc a TEA vzZdy na
z&ladni linii. RozliSeni stoupalo s obsahem ACN v MF a maximalni hodnota byla dosazena
v ¢istém acetonitrilu a v ACN spridavkem HAc - viz obr. 20. Octova kyselina v MF
ACN/HAC rozliSeni ani enantioselektivitu analytu 10 ptiliS neovlivnila. Naproti tomu v MF
sloZzené z ACN/MeOH 95/5 (v/v) vedla pritomnost HAc k mirnému nérastu rozliseni bez
zmény Vv enantioselektivité. V mobilnich fazich obsahujicich smés HAc a TEA doSlo ke
sniZeni retence, které bylo doprovazeno poklesem hodnoty rozliSeni, ne v&ak jednoznatné

enantiosel ektivity.

Tab. 10: Separacni parametry analyti ziskané v polarné-organickém modu na koloné P-CAP-
DP.

Mobilni faze / analyt 2 ) 10
ACN R| 000 078 231
a 100 113 1,37
100% ACN + 10 mM HAG R|000 08 230
a|100 112 137
ACN/MeOH 98/2 (v/v) R|000 058 175
a|100 1,00 1,33
ACN/MeOH 95/5 (viv) R| 000 000 147
a|100 100 1,28
ACN/MeOH 95/5 (viv) + 10 mM HAc | R | 990 049 153
a 100 106 1,27
ACN/MEOH 95/5 (v) + 10mM HAGTEA | R | 962 000 0,72
a|132 1,00 143
R|062 000 083

ACN/MeOH 95/5 (viv) + 0,3M HAC/TEA
) a|13 100 1,29
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Obr. 20: Chromatogram separace analytu 10 na chirdlni stacionérni féazi P-CAP-DP v mobilni
fézi 100% ACN a ACN/HAc 100/10 mM; pratokova rychlost 0,7 ml/min, UV detekce 254
nm.

Symetrie pikt jednotlivych analyta byla natéto CSP v porovnani s P-CAP CSP niZsi.
Hodnoty faktoru asymetrie analyta 1, 4, 6, 8 a9 byly vZzdy mensi nez 1,0, analyt 7 mél naopak
faktor asymetrie vysoky — kolem hodnoty 3,0. Pouze analyty 3, 5 a 10 eluovaly se
symetrickymi piky. U&innost kolony P-CAP-DP byla v porovnani s P-CAP CSP pro vétinu
analyta niZsi. Pouze u tii l&tek - 4, 6 a9 — byla pozorovana vyssi G¢innost kolony P-CAP-DP
nez P-CAP shodnotami pohybujicimi se okolo 30 000 teoretickych pater na metr délky
kolony. V ptipadé analytt 2 a 7 byla naopak ucinnogt kolony velice nizk4, ¢asto sN < 1 000.

4.3.3 Chirdlni stacionarni faze DEABV

Separacni chovani bylo studovano i na chirdni stacionarni fazi DEABV (viz struktura
na obr. 11, str. 36) v normanim a polarné-organickém separacnim modu. Sledovan byl opét
vliv sloZeni mobilnich fazi na reten¢ni a enantioseparacni chovani jednotlivych analytu.
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4.3.3.1 Nor malni separaéni méd

Mobilni faze NP modu se sklédaly z binarni smési n-heptanu a propan-2-olu, kde se
zastoupeni n-heptanu pohybovalo od 50 od 70 obj.% (s krokem po 5 obj.%). Retence analyta
rogtla na této CSP srostoucim podilem n-heptanu v MF a v porovnani s chirdlni stacionérni
fézi P-CAP byla vy&Si. Pridavek 0,1% HAc do MF vedl k poklesu retence v3ech 1,1'-
binaftyld, zatimco disubstituované 1,2"-binaftyly (9 a 10) m¢ly v MF obsahujici HAc retenci
nejdelSi. Jediné analyt 2 neeluoval v Zadné z testovanych MF.

V normanim separacnim médu se na DEABV CSP ¢astecné separovaly tii analyty —
8, 9a10 (viz tab. 11). Rostouci retence l&ek s mnozstvim n-heptanu v MF byla doprovézena
stoupajicimi hodnotami enantiorozliSeni vech analyti. Octova kyselinav MF ovlivnila pouze
retenci latek, ale neméla vliv na jejich rozliseni. Pridavek HAc do MF v&ak vedl ke zlepSeni
symetrie pika z hodnoty 2,8 na hodnotu 1,7. Ztab. 11 je ziejmé, Ze enantioselektivita latek
nebyla slozenim MF vyrazné ovlivnéna. RozliSeni vykazovalo mirny nérast pri vySSi retenci
analytd, tj. v MF s vy3Sim obsahem n-heptanu. NejvySSi hodnota chirdiniho rozliseni analytu
9v MF HEP/IPA/HACc 70/30/0,1 (v/viv) souvisi s nejdelSi retenci této latky. Na DEABV CSP
se v NP modu opét vyznamné uplatiuji v mechanismu chiralniho rozpoznavani vodikové
interakce mezi funkénimi skupinami analytu a CSP. Nicmén¢ ze ziskanych vysledka je
patrné, Ze disociovatelné ¢i protonizovatelné skupiny analytt na dané CSP k témto interakcim
vyznamné neprispivaji nebo nejde o stereoselektivni interakce.

Tab. 11: Hodnoty rozliSeni a enantioselektivit téch analytt, u kterych byla pozorovéna v NP
mddu na DEABYV CSP alespon ¢astecna enantioseparace.

MF HEP/I PA (viv) HEP/IPA/HAC
analyt 50/50 55/45 60/40 65/35 70/30  70/30/0,1
8 R 050 052 052 054 053 0,55
a 1,08 109 109 109 110 1,09
9 R 100 1,05 1,07 115 1,26 1,27
a 129 130 129 130 1,29 1,30
10 R 09 086 089 091 1,03 1,03
a 126 126 126 125 125 1,24

Symetrie vSech sedmi z deseti studovanych derivétia byla na DEABV CSP velmi
nizka. Hodnota faktoru asymetrie byla u vétsiny latek vySSi nez 2,0. Napiiklad analyt 9 mél
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faktor asymetrie vy&Si nez 3,0, a v piipadé laky 6 dosshl dokonce hodnoty 6,0. U¢innost
kolony DEABV se pohybovala v rozmezi 200 — 7 000 teoret. pater/m délky kolony. NejniZsi
Gcinnost byla zaznamenana u analytt 4, 5, 6 a7, nejvyssi pak u 8.

4.3.3.2 Polarné-organicky separaéni méd

Retence analyti v polarné-organickém mbodu tvoreném mobilnimi  fazemi
ACN/MeOH 95/5 (v/v) a100% ACN byla vysSi v MF tvorené samotnym ACN. Obecné vSak
byla retence vétSiny analyti nizk4, hodnoty retenénich faktortt byly mensi nez jedna
Vyjimkou byl pouze analyt 7. Pridavek 0,1% HAc do testovanych mobilnich fazi vedl pouze
k zanedbatelnym zménam v retenci. Vyraznéji se zkraceni reten¢nich ¢asi projevilo pouze u
analytu 7, jehoZ retence se v pritomnosti HAc sniZila na polovinu.

Na DEABV CSP se podatilo rozdélit, stejn¢ jako na P-CAP-DP CSP (viz tab. 10), tti
latky — analyt 5 ¢astecné a analyty 9 a 10 témet na zakladni linii (viz tab. 12). Analyty 5a9 se
separovaly s nejvysSimi hodnotami rozliSeni v MF tvoiené acetonitrilem s pridavkem HAcC.
llustrativni chromatogram je uveden na obr. 21. Z tabulky 12 je ziejmé, Ze sloZeni mobilnich
fézi PO médu nemelo ptilis velky vliv na hodnoty enantioselektivity.

Tab. 12: Hodnoty rozliSeni a enantioselektivit analytt separovanych v PO modu na DEABV
CSP.

Mobilni faze / analyt 5 9 10
ACN/MeOH 95/5 (viv) 060 133 140
108 1,17 1,16
058 1,27 1,37
108 1,16 1,16
061 140 1,35
109 117 1,17
063 143 131
1,11 1,18 1,17

ACN/MeOH 95/5 (v/v) + 10 mM HAc

ACN

100% ACN + 10 mM HAc

O DV V| 0| O

Stejné jako enantioselektivita, nebyla ani symetrie pika ovlivnéna zménami ve sloZzeni
MF. Sedm analyta (1, 2, 3, 4, 8, 9, 10) eluovalo se symetrickymi piky, u nichz se faktor
asymetrie pohyboval okolo hodnoty 1,3. Zbylé tii analyty — 5 6 a 7 — mely piky
nesymetrické. Faktor asymetrie analytu 5 se pohyboval kolem hodnoty As= 0,6, u latek 6 a7
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se naopak faktor asymetrie pohyboval kolem hodnoty As ~ 3,0. U¢innost kolony byla pro
vétSinu analyta vysokd, ¢asto s 50 000 teoretickymi patry na jeden metr délky kolony. Jedinou
vyjimkou byl analyt 7, u kterého ucinnost kolony nepiekrocila 900 pater. Z hlediska
interakéniho mechanismu v PO na DEABV CSP ukazuji vysledky spiSe nez na hlavni Glohu
H-vazeb na dileZitost n-n interakci, prostorového usporédani, prip. dipolérnich interakci.

500

R=1,43

400

300

200

Odezva [mAU]

100

t [min]

Obr. 21: Enantioseparace analytu 9 na DEABV CSP v mobilni fazi ACN/HAc 100/0,1 (v/v),
pratokovarychlost 1,0 ml/min, UV detekce 254 nm.

4.3.4 Vzgjemneé srovnani polymernich CSP P-CAP, P-CAP-DP a DEABV
4.3.4.1 Nor malni separaéni mod

Na chirdlni stacionarni fézi P-CAP-DP dochézelo k ireverzibilnimu zadrZovani
analytu, které v z&dné z MF tvoricich normani méd neeluovaly. Srovnavame-li dalSi dvé
CSP, na P-CAP a DEABV byl shodné¢ pozorovan né&rist retence analyti srostoucim
mnoZzstvim nepolérni slozky (HEX nebo HEP) mobilni féze, pridavek HAc do MF ved! ve
vétSing pripadiu k poklesu retence, ktery byl ¢asto doprovézen vySSim rozliSenim, coz
souviselo se zvySenim symetrie pikt. Analyty 2 a 7 mély nejvysSi retenci na danych CSP ze
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vSech studovanych derivéta (v nékterych MF neeluovaly z kolony viibec). VySSi retence
analytu byla pozorovéna na DEABV CSP. Na P-CAP CSP byly alespon ¢éstecné rozdéleny
Ctyti analyty — 3, 7, 8 a 10, na DEABV tii l&ky — 8, 9 a 10 (tab. 13) — z celkového poctu
deseti testovanych. Separace analytu 7, 8 a 10 probihala na P-CAP CSP ve vSech testovanych
MF na z&kladni linii. Analyty 8 a 10 (obr. 22) se separovaly na obou CSP, aviak rozliSeni
bylo vyrazn¢é vysSi na P-CAP. Na té&o CSP byly v porovnani sDEABV lepsi také dalSi
parametry charakterizujici separaci — symetrie piku i G¢innost kolony.

DEABV M

Odezva [mAU]

t [min]

Obr. 22: Chromatogram enantioseparace analytu 10.

Stacionarni faze P-CAP, mobilni faze HEX/EtOH 80/20 (v/v), pratokova rychlost 0,7 ml/min
Stacionarni faze DEABV, mobilni faze HEP/IPA/HAc 70/30/0,1 (v/viv), pratokova rychlost
1,0 ml/min; UV detekce 254 nm.

Separace raznych analyti na jednotlivych CSP doklada vzgemnou komplementaritu
téchto fézi, neboli analyt, ktery se neseparuje na jedné stacionarni fazi, se mize rozdélit na
jiné/druhé. V piipadé, Ze se dany analyt separuje na obou chirdlnich stacionérnich fazich,
Casto se separace na jednotlivych CSP 1isi rozlisenim a enantioselektivitou [9]. Vodikové
vazby jsou povaZzovany za dominantni v mechanismu chiréniho rozliseni na obou CSP v NP.
Na DEABYV k interakénimu mechanismu je&té prispivaji n-n a dipdlove interakce. Tyto viak



piSe prispivaji ke zvyseni retence nez k chirdlnimu rozliSeni, nejsou tedy stereoselektivni.
Vy&Si hodnoty enantiorozliSeni analyti 8 a 10 na P-CAP CSP (tab. 13) lze vysvétlit lepSi
pristupnosti prislusnych funkénich skupin analyta k funkénim skupinam chirélni stacionérni
faze. Chirdini selektor DEABV CSP je objemny, takZe jeho funkéni skupiny mohou byt
Spatné pristupné pro stereoselektivni interakci s molekulami analytu.

V normalnim modu se podatilo alespon ¢astecné rozdélit polovinu studovanych latek.
LepSi separacni parametry analyta délicich se na obou CSP byly ziskany na P-CAP CSP.
Nedélily seanalyty 1, 2, 4, 5 a 6, prestoze vykazovaly pomérné vysokou retenci. Analyty 1, 4,
5 a 6 jsou v polohach C2 a C'2° symetricky substituované funkénimi skupinami, které
nemohou vytvéiet stereoselektivni vodikoveé vazby se stacionérni fazi (ty jsou na P-CAP CSP

dulezité pro chirdni rozligeni).
4.3.4.2 Polarné-organicky separaéni méd

Na v&ech trech polymernich CSP byl v polarné-organickém modu pozorovan narast
retence se stoupgjicim mnozstvim ACN v MF tvorenych ACN sMeOH jako zakladnimi
slozkami. Naopak ptidavek octové kyseliny do MF vedl ke sniZeni retence studovanych latek.
Z tabulky 14, kterd uvadi piehled analyti separovanych na jednotlivych polymernich CSP
v PO médu, vyplyva, Ze nejvice analyta — pét latek z deseti - bylo rozdéleno na P-CAP CSP.
Na dalSich dvou CSP (P-CAP-DP a DEABV) byla pozorovana enantioseparace tii anal ytu.

Srovnani separace atropisomert analytu 8 na CSP P-CAP-DP a P-CAP ukazuje obr.
23. VySSi rozligeni bylo ziskano na CSP P-CAP, kde se analyt 8 separoval na z&kladni linii
svelmi symetrickymi piky a vysokou U¢innosti kolony ve v&ech testovanych MF. Na P-CAP-
DP CSP se tento analyt délil pouze ¢astecné shodnotami rozlieni R < 1,0. Nejvhodngjsi
sloZeni MF s ohledem na sledované separatni parametry bylo na P-CAP-DP CSP ACN s 10
mM HAc. Na vsech tiech polymernich CSP se separoval analyt 10, ktery nejlepSich
separacnich parametra (R, a, As, N) dosahl na P-CAP-DP CSP v kombinaci s jednoduchou
MF tvorenou pouze acetonitrilem. LepSi symetrie pika a vysSi G¢innost kolon P-CAP a P-
CAP-DP pro separaci tohoto analytu byla pozorovéana v MF obsahujicich HAc, zatimco na
DEABV tomu bylo naopak (vySSi N, lepSi symetrie v MF bez ptidavku HAC). Léatky 2 a7 se
separovaly pouze v MF obsahujicich smés HAc a TEA. Analyt 2 se separoval na P-CAP a P-
CAP-DP, ale vy&Si chirdni rozliSeni bylo pozorovéno na prvné jmenované CSP (tab. 14).
Analyt 7 se podatilo ¢astecné rozdélit pouze na P-CAP CSP.
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Tab. 13: Prehled analytt separovanych na polymernich CSP v norm@nim médu s uvedenymi hodnotami enantiorozliSeni a selektivity.

CSP P- CAP DEABV
Analyt 3 7 8 10 8 9 10
M obilni faze (v/v) R a R o R o R a R a R a R a
HEX/IPA 80/20 (viv) + 0,1% TFA 1,06 1,13|162 122|366 158|196 135]| x X X X X X
HEX/IPA 80/20 (v/v) 091 1,15| x X 343 159|197 136]| X X X X X X
HEX/EtOH (v/v) 0,85 1,07| x x 502 143|228 1,19] X X X X X X
HEP/EtOH 80/20 (V/v) 0,75 106| x X (422 1,36|228 1,18] x X X X X X
HEP/IPA 70/30 (v/v) + 0,1% HAc X X X X X X X x ]055 109|127 1,30|1,01 1,24
HEP/IPA 70/30 (v/v) X X X X X X X x ]053 1,10|1,26 1,29|1,03 1,25

x —analyt bud’ v dané MF neeluoval, nebo nebyla dana MF testovana

Tab. 14: Analyty separované na polymernich CSP v polarng-organickém separacnim modu a zjisténé hodnoty enantiorozliSeni a selektivity.

CsP P-CAP P- CAP - DP DEABV
Analyt 3 7 10 2 8 10 5 9 10
M obilni faze (v/v) R a| R a|R a R a | R a R a| R «a| R a|lR a|R a|R a
ACN/MeOH 95/5 (v/v) X x (054 1,07 x X 364 1,37(1,64 1,18] X X X x |1,47 1,28{0,60 1,08(1,33 1,17(1,40 1,16
ACN X x [0,75 1,11| x X 382 1,54/1,29 1,19] x x |0,78 1,13|2,31 1,37]0,61 1,09(1,40 1,17|1,35 1,17
ACN/MeOH 95/5 (v/v) + 10 mM HAc X x 10,57 1,07| x X (386 1,371,838 1,19] x x |049 106|153 1,2710,58 1,08(1,27 1,16(1,37 1,16
100% ACN + 10 mM HAc X x (1,01 1,12 x X (422 157|183 1,21] X x |086 1,12|2,30 1,36/0,63 1,11|1,43 1,18|1,31 1,17
ACN/MeOH 95/5 (viv) + 10mM HAC/TEA |1,21 1,20(/0,62 1,09(/0,66 1,13(3,29 1,34|1,75 1,2010,62 1,32| x x |0,72 1,441 x X X X X X
ACN/MeOH 95/5 (v/v) + 0,3 M HAC/TEA 1,00 1,200,556 1,08|0,64 1,12|3,22 1,35|1,69 1,20|] x X X X X X X X X X X X

x —analyt bud’ v dané MF neeluoval, neseparoval se nebo nebyla dana MF testovéna.
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P-CAP-DP P-CAP
R=0,86 R=3,62
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Obr. 23: Chromatogramy enantioseparace analytu 8 na
P-CAP CSP v mobilni fazi ACN/MeOH 95/ 5 (v/v) a
P-CAP-DP CSP v mobilni fazi 100% ACN + 10 mM HAc;
pratokova rychlost 0,7 ml/min, UV detekce 254 nm.

V poléarné-organickém separacnim modu se podarilo rozdélit celkem sedm analytt
z deseti, ctyri latky byly rozdéleny na zékladni linii a tfi 1&tky se separovaly ¢éstecné. Dva
analyty, které se nepodatilo rozdélit na P-CAP a P-CAP-DP, se uspédné délily na DEABV
CSP, coz znovu potvrzuje komplementaritu téchto CSP. Na Zadné z polymernich kolon se
nepodarilo rozdélit latky 1, 4 a 6. Tyto latky neobsahuji ve svych strukturach zadné skupiny
vhodné pro stereoselektivni interakce s danymi CSP ani v PO ani v NP modu.

VySSi hodnoty enantiorozliSeni a veétSi pocet analytt separovanych na P-CAP
v porovnani sostanimi CSP v polarné-organickém moédu jsou, stejné jako v normalnim
mbdu, pravdépodobné zpusobeny lepSi dostupnosti funkénich skupin (karbonylové a
amidové) této CSP pro analyty. Struktura P-CAP CSP je , nejjednodussi“ a chirdlni selektor
navézany na silikagel je v porovnani s dalSimi dvéma polymery nejmensi. Struktura P-CAP-
DP je podobné& P-CAP, ale obsahuje navic aromatické skupiny schopné tvorby n-nt interakci,
které prispivaji k retenci, ale ne vzdy k chirdlnimu rozlieni. Chiralni selektor tvotici CSP
DEABYV je strukturné odlisny od P-CAP a P-CAP-DP, je pomérné prostorové objemny, a
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proto pro nékteré analyty hiie pristupny, pro jiné je naopak vhodnéjsi, jak potvrzuje separace
analytu 5 a9 (tab. 14), které se v PO mddu jinde neseparovaly.

4.4. Srovnani vydedki ziskanych na vSech testovanych CSP

Celkové bylo retencni a enantioseparacni chovani sady deseti analytti studovano na
Sesti chirdlnich stacionérnich fézich, a to na bazi p-cyklodextrinu, hydroxypropylether-p-
cyklodextrinu, tris(3,5-dimethylfenylkarbaméatu) celulosy, poly(trans-1,2-
diaminocyklohexandiyl-bis  akrylamidu),  N,N’-[(1R,2R)-1,2-difenyl-1,2-ethandiyl] bis-2-
propenamidu a bis-4-vinylfenylamidového derivatu trans-9,10-dihydro-9,10-ethanoantracen-
(11S129)-11,12-dikarboxylové kyseliny. Prvni dva typy CSP maji podobny z&klad — fadi se
do skupiny oligo-, resp. polysacharidovych CSP. Posledni tii CSP patii do skupiny zcela
syntetickych polymert. A¢koli jsou vechny analyty strukturné podobné, vysledky dosazené
na jednotlivych CSP se vzgemné velice liSily. Z tab. 15, ve které je uveden piehled analytu
rozdélenych na jednotlivych CSP, vyplyva, Ze optimalizace separace analytti zndmé struktury
na CSP rovnéz zndmé (a dobre definované) struktury neni jednoduchy proces.
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Tab. 15: Prehled analytu, které se separovaly na jednotlivych CSP a v danych separacnich modech.

Separ aéni mod NP RP PO

Stacionarni faze

B-cyklodextrin Z&dna separace 1(05 9(0.9 10(2.2

HP-B-cykl odextrin 74dna separace 1(0.7) 2(1.0) 4(0.2) 8(0.8) 9(1.1) 10(1.9)

Celulosa 1(12) 4(1.9) 9(49 10(50) | 1(1.8) 2(0.7) 3(3.2) 4(1.2) 7(6.9) 9(6.3) 10(5.9) -

P-CAP 3(11) 7(1.6) 8(5.00 10(23 - 2(11) 3(1.0) 7(0.6) 8(4.2) 10(19)
P-CAP-DP - - 2(0.6) 8(0.9 10(2.3)
DEABV 8(0.6) 9(1.3) 10(L.0) - 5(0.6) 9(1.4) 10 (L.4)

- reten¢ni a enantioseparacni chovani analyt nebylo v daném separacnim médu na CSP testovano nebo se analyty ireverzibilné zadrzovaly na
CSP
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5 ZAVER

Ke studiu reten¢niho a enantioseparacniho chovani sady binaftylovych derivata byly
pouZity tti typy chiralnich stacionérnich fézi — cyklodextrinové, celulosové a CSP zaloZzené na
syntetickych polymerech. Na jednotlivych CSP byly testovany razné separacni mody
sraznym sloZenim mobilnich féazi. V normanim modu nebyl na cyklodextrinovych CSP
rozdélen ani jeden analyt. Na celulosové a P-CAP CSP se rozdélily shodné ¢tyii analyty,
av3ak odlisné. Na dalsi polymerni CSP - DEABV —se délily tii, nikoli vSak shodné, latky.

Na chiralnich stacionarnich fézi na bézi sacharidi i polymert se separuji pouze
z&stupci  1,2"-disubstituovanych binaftylia (9, 10). Mechanismus enantioseparace na
celulosové CSP je zaloZzen na vhodném ,fitu* analytu do chirdlnich prostorovych struktur
CSP doplnéném o interakce funkénich skupin cyklodextrinu nebo celulosy a daného analytu.
Vlastnosti danych rigidnich uspotradani jsou v3ak u CD a derivatizované celulosy odlidné. Na
syntetickych polymernich CSP je enantioseparace zaloZzena zejména na tvorbé
stereoselektivnich vodikovych interakci. Ty jsou kromé kolony P-CAP na dalSich dvou
polymernich CSP doplnény o n-n a dipdlove interakce. Separace 9 a 10 na obou typech CSP
je zpasobena vhodnéjSim prostorovym usporédanim téchto analyti. Analyt 10, ktery se
separoval na vdech testovanych CSP, m& zigimé jako jediny zé&stupce takové prostorovée
usporadani a takové funkéni skupiny, které mohou G¢inné interagovat se viemi typy CSP.
Analyt 9, ktery se separoval na celulosové a jednom typu polymerni CSP (DEABV), sice ve
své struktuie neobsahuje skupinu schopnou tvorby H-vazeb, ale svym prostorovym
usporadanim ziejmé dobie zapadd do struktur CSP. Tato interakce je pak zpevnéna
interakcemi aromatickych skupin analytu a stacionarni faze (n-r).

Vzgemné porovndni vysledkua ziskanych v reverznim a polarné-organickém
separacnim mddu neni dost dobie mozné, nebot’ v obou systémech se uplatiuji (previédaji)
rozdilné interakce. Ze srovnani separaci na cyklodextrinovych a celulosové CSP provedenych
v RP modu jednoznacné vyplyva, Ze celulosova CSP je u¢inngjsi jak z hlediska poctu
separovanych latek, tak lepsSi symetrie pika a vySSich hodnot enantiorozliSeni téch analyti,
které se separovaly na obou CSP. Zatimco se na celulosové CSP se rozdélilo sedm létek
z deseti, na cyklodextrinovych CSP byla pozorovana enantioseparace Sesti analytu. Polarni
separacni mod byl aplikovan pouze u syntetickych polymernich CSP, na kterych se podatilo
rozdélit sedm latek.
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Ze vzgemného porovnéani vsech CSP vyplyva, Ze nejvhodngjSi CSP pro separaci
binaftylovych derivadta je CSP obsahujici trig(3,5-dimethylfenylkarbamét) celulosy jako
chirdini selektor a vhodnym separa¢nim systémem je reverzni méd.
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