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Seznam pouzitych zkratek

HPLC | vysokoucinna kapalinova chromatografie

FID | plamenoionizacni detektor

UV | ultrafialova spektroskopie

MS | hmotnostni spektroskopie

MF | mobilni faze

ISA | vnitini sympatomimetickd aktivita

SF Stacionarni faze




1 Uvod a cil price



1.1 Uvod

Studium enantioselektivnich vlastnosti farmaceutickych substanci je dulezi-
tym stupném pii hodnoceni 1éCiv. Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie (High
performance liquid chromatography — HPLC) je rychla, u¢inna analyticka technika,
uspésné pouzivand pro chirdlni separace jednotlivych enantiomerti tady 1é€iv.
V HPLC se nejcastéji vyuziva tzv. chiralnich staciondrnich fazi. Je znam velky pocet
chiralnich stacionarnich fazi a ve vyzkumu novych fazi se stale pokracuje. Jednim
ze soucasnych trendi ve vyvoji novych fazi je kromé¢ vyvoje novych nebo modi-
fikovanych skupin navéazanych na silikagel také snaha pfipravit nové sorbenty, které
by byly schopny na sebe pripoutat vice chirdlnich skupin pro zlepSeni
stereoselektivnich interakci s analytem [1].

V poslednim desetileti, chiralni stacionarni faze na bazi makrocyklickych
glykopeptidl se staly velice vyznamnou pomoci pfi separaci velké fady strukturalné
odlisnych chirdlnich sloucenin. Nejvice pouzivané a komeréné dostupné jsou
vankomycinové a teikoplaninova chiralni faze [2].

B-blokatory jsou skupinou 1é¢iv pouzivanou k 1écbé arteridlni hypertenze,
srde¢ni insuficience, ischemické choroby srde¢ni i dalSich chorob. VétSina B-blo-
katorti jsou chiralni latky, z nichz S-enatiomer je mnohondsobné (az 100x)
farmakologicky u¢inné&jsi nez R-enantiomer. Navic bylo zjisténo, ze nékteré R-izo-
mery jsou toxické a jsou zodpovédné za nezddouci ucinky [3].

Kromé HPLC lze pouzit i dal$i techniky, napt. plynovou chromatografii - GC
[3], kapilarni elektroforézu — CE [4], nebo micelarni elektrokinetickou

chromatografii — MEC [5] ve spojeni s vhodnou detekéni technikou (FID, UV, MS).



1.2 Cil prace

Cilem prace bylo pfedevSim sezndmeni s moznostmi makrocyklickych
glykopeptidti (vankomycinu a teikoplaninu), vysoce ucinnych chiralnich stacionar-
nich fazi, pfi separaci vybranych latek ze skupiny B-blokatord metodou HPLC
s diode array detekci - DAD. Byly sledovany jednotlivé vlivy napt. zména slozeni
mobilni faze, teplota, rychlost pritoku mobilni faze na retenci a separaci enantiomerti
pfi rozdilnych separa¢nich médech - polarné-iontovym a reverznim modu. Dal$im
cilem bylo urcit optimalni podminky (kolona, slozeni mobilni faze, teplota, priitok

mobilni faze) pro separaci danych enantiomert.



2 Teoreticka Cast
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2.1 Chromatografické metody

2.1.1 Obecné principy chromatografie

Chromatografické metody jsou u¢inné separacni metody, slouzici k oddéleni
analyzovanych slozek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni 1 kvantitativni analyze
[6]. V praxi se pouzitim chromatografie mohou analyzovat organické i anorganické
latky nepolarni, polarni i iontové povahy ve vysokych i nizkych koncentracich [7].

Podstatou déliciho procesu komponent vzorku pii chromatografii je
opakované ustavovani rozdélovacich rovnovah vzorku mezi dvéma fazemi, tzv. mo-
bilni a stacionarni fazi. Mobilni faze unasi vzorek prostorem, ve kterém dochazi k se-
paraci, stacionarni faze predstavuje nepohybujici se napln separacniho prostoru [8].
Separace vzorku se dosahne tim, Ze jednotlivé sloZky se pohybuji chromatografic-
kym systémem riznou rychlosti, kterd zavisi na interakci slozek s mobilni a
stacionarni fazi. Slozka, jejiZ interakce se staciondrni fazi jsou nejsilnéjsi, se bude
nejdéle zdrzovat v chromatografickém systému a bude ze systému vychazet jako
posledni.

Chromatografické metody 1ze d¢€lit podle mnoha hledisek:

1. Podle pouzité mobilni faze 2. Podle separac¢niho principu
kapalinova adsorp¢ni
plynova rozdélovaci

iontové vyménna

gelova
afinitni
3. Podle pouzité techniky 4. Podle zptisobu vyvijeni
kolonova elucni
tenkovrstevna vytésnovaci
papirova frontalni [9]
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2.1.2 Kapalinovd chromatografie

V soucasnosti jsou pouzivany tifi varianty kapalinové chromatografie.
Nizkotlaké kolonova kapalinovéa chromatografie se pro analytické ucely vyuziva jen
vyjimecné a nachazi uplatnéni prevazné v oblasti preparativni, pii ¢isténi smési latek.

Zejména pro svou instrumentalni jednoduchost a nenarocnost provedeni se
pro analytické i mikropreparativni ucely pouziva technika planarni chromatografie.

V soucasnosti ma v analytické chemii dominantni postaveni vysokoucinna

kapalinova chromatografie.[8].

2.1.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

V HPLC (High Performance Liquid Chromatography) je dosahovdno vysoké
ucinnosti separa¢niho procesu pouZzitim kolon naplnénych staciondrni fazi o malé a
dobte definované velikosti ¢astic. Separacni kolony pro HPLC se vyznacuji vysokou
hustotou a homogenitou napln¢ stacionarni faze, a tedy i velkym hydrodynamickym
odporem. Pro dosazeni dostate¢ného pritoku MF (fddové ml/min) je nutno aplikovat
pretlak jednotek az desitek MPa [6]. Uinnost separace zavisi na velikosti a tvaru
Castic stacionarni faze a zejména na jejich chemické modifikaci [9].

Pti d€leni smési latek se pouzivaji dva typy eluce. Pokud se ptilis nelisi elu¢ni
parametry analyzovanych latek, pouZzivd se izokratickd eluce mobilni fazi, jejiz
sloZeni se béhem analyzy neméni. Jestlize se jednotlivé slozky smési vyznamné 1i8i
svymi elu¢nimi parametry, je vhodné pouzit gradientovou eluci, pii které se k jedné
mobilni fazi plynule nebo skokem pfidava druhd mobilni faze s vétSim eluénim u-
¢inkem. Vytvéii se tak koncentracni gradient. Obdobnym zpiisobem lze pro eluci
vyuzit i gradient pH, tlaku nebo pritoku [6].

Po néstiiku smési latek na kolonu je tato undsena mobilni fazi, ustanovuje se
neékolikandsobnd rovnovdha mezi staciondrni a mobilni fazi. Rozdélené latky poté
prochazi detektorem, kde jsou zaznamenavany a jako odezva na signal detektoru je

zakreslen pik [9].
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Kapalinovy chromatograf

Kapalinovy chromatograf se skldda z casti, které zabezpecuji prichod
mobilni faze, davkovani vzorku, separaci latek, jejich detekci a vyhodnoceni

vysledkil analyzy. Zakladni schéma pfistroje pro HPLC je znazornéno na obr.1.

]

Obr. 1: Schéma kapalinového chromatografu

Jsou to: zasobniky mobilni faze (1, 2), vysokotlaké Cerpadlo (3), smé&Sovac
(4), manometr (5), davkovaci zafizeni (6), predkolona (7), kolona (8), detektor (9),
sbéra¢ frakei (10), pocita¢ (11). Pfitomen muze byt jesté odplynova¢ mobilni faze

(degasser) 1 vice za sebou spojenych detektort [9].

Cerpadla mobilni faze

Tok mobilni faze je zajiStovan vysokotlakym cerpadlem. V HPLC jsou
pouzivany dva typy cCerpadel, tzv. linearni Cerpadlo a v soucasnosti nejvice
pouzivané recipro¢ni usporadani cerpadla.

U linearniho ¢erpadla je mobilni faze pfed analyzou naplnéna do vélce a po-
suvem pistu nasledné vytlaCovana do davkovaciho ventilu a separacni kolony.
Rovnomérného pohybu pistu ve vélci je dosazeno otacenim zavitového posuvu s po-
moci krokového motorku. Vyhodou tohoto cerpadla je bezpulzni pohyb, hlavnim
nedostatkem je nemoZnost zmény sloZeni mobilni fdze béhem analyzy.

U recipro¢niho uspofadani cerpadla pist ve vélci (o objemu desitek az sto-
vek ul) periodicky nasava a vytlacuje mobilni fazi. Definovany smér toku mobilni

faze ze zasobniku do davkovaciho ventilu a na kolonu zajist'uje dvojice kulickovych

13



ventill. Funkce tohoto Cerpadla tedy neni bezpulzni, eliminace tlakovych pulst je
mozno dosdhnout zarazenim druhého pracovniho valce s pistem pracujicim v opa¢né
periodé. U reciprocniho typu Cerpadla Ize ménit slozeni mobilni faze pied jejim

vstupem do pracovniho valce [8].

Davkovaci zafizeni

Dévkovani roztoku se provadi budto specialni injekéni stiikackou nebo
davkovacim kohoutem, kterym Ize davkovat pevné dany objem roztoku avSak
mnohem ptesnéji [6]. Pfi davkovani nesmi dojit k vyraznym fluktuacim pratokové

rychlosti mobilni faze. BéZné se pouziva Sesticestny ventil s ddvkovaci smyckou [8].

Chromatografické kolony

Chromatografické kolony pro HPLC jsou ocelové nebo tlustosténné sklenéné
trubice o vnitinim priméru 2-4,6 mm a délce 30-150 mm [8]. Kolona musi odolavat
relativné vysokym tlakiim, chemickému pisobeni mobilni faze a separovanych latek.
Vnitini priomér a délka kolony pro preparativni a semipreparativni pouziti jsou vetsi.

Pii analyze slozitych smési, zejména biologickych materidla, se casto
pouzivaji ptedkolony. Na ptedkoloné¢ mohou byt zachyceny néckteré necistoty,
vzorky pfichdzeji na analytickou kolonu ,Cist§i“ a prodluzuje se tak zivotnost
analytické kolony. Pfedkolony slouZi také k lepSimu ustéleni pritoku mobilni faze, a
tak k rychlejSimu ustaleni rovnovahy na analytické koloné [9].

Kolony jsou naplnény vhodnou stacionarni fazi [8]. Je dalezité, aby napli
kolony byla homogenni a rovnomérna. Na u¢innost separace ma vliv kvalita
sorbentu, velikost a stejnomérnost ¢astic, jejich tvar, porozita a struktura [9].
Obvykle se jako stacionarni faze pouziva silikagel (oxid kiemicity) vhodné zrnitosti
(o velikosti 1,8 - 5 pum), nejéastéji chemicky modifikovany navazanim vhodnych
funkénich skupin. Typ funkéni skupiny navazany na povrch oxidu kfemicitého
urcuje vyslednou polaritu staciondrni faze [8]. V praktické aplikaci pfevazuje pouZiti
nepolarnich, tzv. reverznich fazi. Jsou to zejména hydrofobni stacionarni faze s nava-
zanymi uhlovodikovymi funkénimi skupinami, stacionarni faze je pojmenovana
podle délky uhlovodikovych fetézci (napt. C8 - oktylsilikagel, C18 - oktadecyl-
silikagel atd.). Zde se pak jako mobilni faze pouZzivaji polarni kapaliny. Nejcastéji se
jedna o ultracistou vodu v kombinaci s polarnimi rozpoustédly, napf. s acetonitrilem,

methanolem, ethanolem nebo tetrahydrofuranem [9]. Jako staciondrni faze miize byt
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pouzit i granulovany iontoméni¢, tvofeny nejcastéji sitovanym polystyrenem s
navazanymi kationtovymi nebo aniontovymi funkénimi skupinami. Obdobné 1ze jako

stacionarni fazi pouzit mikroporéznich sorbentt [8].

Detektory

K detekci se vyuziva mnoha instrumentalnich metod s tim, ze vlastni detekéni
cela je konstrukéné piizpisobena k tomu, aby byla pouzitelnd k detekci v HPLC.
Zpravidla se jedna o ptizptusobeni rozmérové. Objem detekéni cely musi byt tak
maly, aby v detektoru nedochéazelo k rozmyvani zon latek separovanych v koloné
[8]. K detekci se zpravidla vyuzivd obecnych nebo specifickych vlastnosti
separovanych latek, jimiz se li§i od mobilni faze. Citlivost detektoru je limitaci
citlivosti analytické metody [9]. Na detektory pro HPLC jsou kladeny mimotadné
pozadavky:

— vysoka citlivost ( detekce latek v roztoku v koncentracich ng az pg/ml) [6]

— reprodukovatelnost

— linearita odezvy ( odpovéd’ detektoru je piimo imérné koncentraci latky)

— nezavislost odezvy na zméné vnéjSich podminek (slozeni mobilni faze
pfi gradientové eluci, teplota)

— univerzalnost ( detekce vSech oddélenych slozek vzorku) a selektivita

— nedestruktivnost

— spolehlivost, jednoduchost manipulace, pfimefena cena

—  minimalni mrtvy objem [9]

Nejbéznéji pouzivany fotometricky detektor umoziiuje sledovat absorbanci
latek vystupujicich z chromatografické kolony. Zakladem detektoru je pritokova
kfemennd cela, spojena s vystupem chromatografické kolony. Pfes sténu kyvety
prochézi svételny paprsek piichéazejici ze zdroje ptes fokusacni cocku a sté€rbinu. Typ
svételného zdroje zavisi na sledovaném rozsahu vinovych délek, pro ultrafialovou
oblast (200 nm - 350 nm) se pouziva deuteriova vybojka, pro oblast viditelného
zateni (350 nm - 700 nm) wolframova Zarovka. Za mérnou celou je umisténa
disperzni mfiizka a vhodny detektor dopadajiciho zéafeni. Fotometricky detektor
pracujici v ultrafialové oblasti je pro organické latky prakticky univerzalni, vykazuje

velmi Siroky linedrni dynamicky rozsah a nizké meze detekce. V soucasnosti se Casto
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pouziva detektor s diodovym polem, jehoz vyhodou je moznost okamzitého zdznamu
celého spektra ve zvolené oblasti vinovych délek, coz napoméha identifikaci latek
v jednotlivych zonach.

Pro latky vykazujici fluorescenci je mozno pouzit fluorimetricky detektor.
Jako zdroj zéfeni se pouziva nejCastéji miniaturni vysokotlakd xenonova vybojka
nebo laser, fluorescenéni zafeni se méfi ve sméru kolmém k paprsku budiciho zafeni.
Zateni je doplnéno dvéma monochromatory, umoziujicimi vybrat jak vinovou délku
budiciho, tak i emisniho zafeni. Fluorescencni detektor umoziuje dosahnout velmi
nizkych mezi detekce, jez se pro siln¢ fluoreskujici latky pohybuji v fadu jednotek
Pg.

Stale castéji se v HPLC pouzivd hmotnostni detektor s moznosti piimé
identifikace jednotlivych separovanych latek vychéazejicich z kolony na zakladé
ziskanych hmotnostnich spekter.

Alternativné 1ze v HPLC uzit elektrochemické detektory. Ampérometrické
detektory se vyuzivaji pro detekci latek, jez je mozné elektrochemicky redukovat ¢i
oxidovat. V iontové chromatografii se pii analyze anorganickych iontl bé&zné

pouziva detektor vodivostni [8].

Parametry separace v kolonové chromatografii

Vysledkem analyzy pti pouZiti kolonové chromatografie a detektoru je
zaznam odezvy detektoru na Case - tzv. chromatogram. ProtoZe detektory pouZivané
v chromatografii vétSinou poskytuji odezvu timérnou koncentraci analytu, jsou zony
separovanych latek prochdzejici detektorem zaznamenany jako charakteristické
koncentra¢ni profily s maximem, tzv. chromatografické piky. Z chromatogramu lze
urcit hodnoty parametrti charakterizujici retenéni chovani separovanych latek a pa-

rametry detegovanych chromatografickych pikii:

Mrtvy cas kolony ty - predstavuje casovy interval od nastfiku vzorku

do okamziku detekce maximalni koncentrace slozky, jeZ neni stacionarni fazi

zadrzovana a pohybuje se rychlosti toku mobilni faze.

Retencni ¢as komponenty vzorku tg - predstavuje ¢asovy interval od nastfiku

vzorku do okamziku detekce odpovidajici prichodu maximalni koncentrace

detektorem. Z chromatogramu je odecitan jako vzdalenost mezi okamzikem nasttiku
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a maximem piislusného chromatografického piku. Hodnoty retencnich cast jsou

udévany vétsinou v minutach nebo sekundéch [8].

Retenéni objem Vg - je objem mobilni faze, ktery protece chromatografickou

kolonou od okamziku nadavkovani vzorku az do doby, nez se z chromatografické
kolony vymyje maximalni koncentrace uvazované latky [7]. Reten¢ni objem Ize
vypocitat z retencniho ¢asu podle vzorce V; =t; -V, v némz v znaci pratokovou

rychlost a tg retencni Cas.

Hmotnostné distribuéni objem Dy, - je znamy také jako kapacitni faktor £ ne-

bo reten¢ni faktor K a je definovan jako:

v némz znaci:

Ns - mnozstvi rozpusténé latky ve staciondrni fazi

Nm - mnozstvi rozpusténé latky v mobilni fazi

K. - rovnovazny distribu¢ni koeficient ( znamy jako distribuc¢ni konstanta)
Vs - objem staciondrni faze

Vi - objem mobilni faze.

Miize byt také urcen z chromatogramu s pouZitim vzorce:

k:tr _tm
t ,

m
v némz znadi:
t; - reten¢ni Cas

tm - mrtvy Cas

Pik mtze byt definovan plochou piku (A) nebo vyskou piku (h) a Sitkou piku

I

v poloviéni vySce (wp) nebo vyskou piku (h) a Sitkou piku mezi body inflexe (w;).
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Faktor symetrie (As) - podava informaci o symetrii piku a vypocita se podle

VzZorce:
WO,05

A=

v némz znaci:

Wo 05 - Sifku piku v jedné dvaceting jeho vysky
d - vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné
dvacetin¢ jeho vysky

Hodnota faktoru symetrie 1,0 znaci tiplnou (idedlni) symetrii piku.

Rozliseni (Rs) - urcuje stupen prekryti dvou piki. Pokud piky maji podobnou
vysku, rozliseni mize byt vypocteno ze vzorce:

_ 1’18(tR2 _tRl)

s , kde try > try,
Wiy + Wy,

R

v némz znaci :

tr2 @ try - retencni Casy nebo vzdalenosti podél zakladni linie od bodu nasttiku ke kol-
micim spusténym z vrchold dvou sousednich pikii.

Wh1 @ Wpy - Sitky pika v polovicni vySce

Rozliseni vétsi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikl na zékladni linii [10].

Separaéni faktor (o) - umoznuje Ciselné¢ vyjadiit selektivitu zvoleného

systtmu mobilni a staciondrni faze vic¢i separovanym latkdm [11]. Muize byt
vypocten ze vzorce:
k2
a =—=, kde k, > k;
Ky
v némz znaci:

ko, k1 - reten¢ni faktory separovanych latek [10].

2.2 Obecné pojmy tykajici se chirality

Zakladnim pojmem tykajici se chirality je symetrie. Symetrii molekuly

pro danou konfiguraci, pfipadné konformaci, lze popsat pomoci operaci symetrie
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podle odpovidajicich prvkl symetrie. Prvky symetrie jsou jednoduchéa rota¢ni osa
symetrie, rovina symetrie, stfed symetrie a rotacné-reflexni osa. Operace symetrie,
které se provadéji podle uvedenych prvkili symetrie jsou otaceni kolem osy, zrcadleni
V rovin¢ symetrie, inverze kolem stfedu symetrie a otdeni kolem osy se soucasnym
zrcadlenim v roviné kolmé na osu otacenti.

Molekula mize mit vice prvkll symetrie najednou a tyto prvky vytvateji
grupu. Rovina symetrie rozd¢luje molekulu na dvé casti, které jsou navzajem
zrcadlovymi obrazy. OtoCenim modelu kolem rotacni osy symetrie o thel 360°/p
se prevede model ke kryti se sebou samym. Jmenovatel pak udava tzv. ¢etnost osy.

Stfed symetrie ma vyznam u cyklickych slou€enin, tvofenych sudym poctem
atomil. Myslend pfimka prochazejici kazdym atomem a sttedem molekuly protina na
druhé stran¢ kruhu ve stejné vzdalenosti stejny atom nebo skupinu atomil.

Model, ktery zadnou z operaci symetrie nelze ptivést ke kryti, se nazyva
asymetrickym a vlastnost asymetrii.

Asymetricky atom je atom vézany tetraedralné ke Ctyfem rliznym atomim
nebo skupindm atomt, z nichz Zadna neni zrcadlovym obrazem nékteré z ostatnich.
Asymetricky atom lze oznacit za stied chirality .

Nekteré dvojice latek o stejné konstituci maji prostorové usporadani jako
pfedmét a zrcadlovy obraz a Zddnym piemosténim v prostoru (tj.translaci a rotaci)
nelze docilit shody [14]. Takovy model, ktery nemé neZ nejvySe jednoduchou osu
symetrie, se nazyva chiralni (odvozeno od slova cheir, ruka) a pfisluSna vlastnost
chiralita. Molekuly, které jsou zrcadlovymi obrazy jedna druhé, se nazyvaji
enantiomery a chiralita je vlastnost nutnd pro jejich existenci. Enantiomery se
chovaji rlzné v chirdlnim prostfedi. NejzndméjSim chirdlnim prostiedim je
polarizované svétlo. Oba enantiomery otaceji rovinu polarizovaného svétla
o stejny uhel, ktery se li§i smérem otaceni. Chemické i ostatni fyzikalni vlastnosti
(bod tani, bod varu, hustota, index lomu) jsou shodné. Enantiomery rozliSujeme
Vv ndzvu sloucenin afixem (+) nebo (-), vztahujicim se ke smyslu otaCeni roviny
polarizovaného svétla definované vinové délky. Enantiomery se strukturné vzajemné
lisi absolutni konfiguraci. Jednoznacnym a zcela obecnym zplisobem vyjadieni
znamé absolutni konfigurace je nakresleni obrazu molekuly, ptipadné v urcité
konvenéni projekcei. Ve spojeni s ndzvem slouceniny se pouziva jednozna¢ného, dnes

obecné piijatého zaznamu R/S [12-14].
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Stereoizomery, které nejsou enantiomery, se nazyvaji diastereoizomery,
piipadné epimery . U sloudenin obsahujicich n chiralnich center méze byt az 2"
stereoizomert a (2")/2 dvojic enantiomert .

Kazda latka bez ohledu na jeji skupenstvi, obsahujici ekvimolarni mnozstvi
enantiomernich molekul, se nazyva racemat.

Separace enantiomerti znamena ziskdni Cistych enantiomerti z racematu.
Racemizace predstavuje nevratnou tvorbu racematu z neracemické chiralni vychozi
slouceniny.

Enantiomerizace znamend pfeménu jednoho enantiomeru v druhy.

Slozeni smési enantiomert se zjiStuje méfenim optické otacivosti (pokud je
znamd optickd otacivost jednoho enantiomeru) nebo vyuzitim modernich
analytickych metod, které jsou zaloZzeny na skuteCnosti, Ze enantiomery jsou
rozliSitelné za chirdlnich neracemickych podminek. Nejcastéji se pouziva
chromatografickych metod na chiralnich nosi¢ich a chiralnich posunovych ¢inidel
v NMR spektroskopii.

Enantiomerné ¢istou je latka, kterd obsahuje pouze jeden enantiomer. Pfi pou-
ziti jinych metod nez méfeni optické otacivosti se vyjadiuje slozeni smési
enantiomernim nadbytkem tzv. Enantiomeric Excess.

ee(%) = %mo
LM

(M., m_je mnozstvi (+) a (-) enantiomeru)

Pfi pouziti méfeni optické otacivosti se Cistota vyjadiuje optickou Cistotou.

op(%) = %100

max

Diastereoselektivitu vyjadiuje diastereoizomerni pomér.
_ Mgy 100 mp, 100 my, 100
Mpy Mp, Mp3

d

r

(Mp1, Mpg, ... je mnozstvi diastereoizomert D1, Do,...)
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Enantioselektivni reakce jsou reakce, pfi nichz vznikd jeden enantiomer
Vv pfebytku.

Diastereoselektivni reakce predstavuji reakce, pii nichz vznika jedna
z moznych diastereoizomernich sloucenin v piebytku.

Diastereoizomerizace je pfeména jednoho diastereoizomeru v druhy [12, 14].

2.3 Chiralni separace s vyuzitim vysokoucinné kapalinové
chromatografie

K separaci smési enantiomerd lze vyuzit jak piimy tak nepiimy zplsob
Separace.

Pfi nepfimém zplsobu se nejdiive vytvoii stabilni diastereoizomery
chemickou derivatizaci enantiomerd s chirdlnim c¢inidlem, které jsou nésledné
separovany v nechirdlnim systému. Nevyhody této metody jsou, ze derivatizace je
Casov€é narofna, musi probihat kvantitativné a je spjata S moznosti racemizace.
Vyhodou je vyuziti nechiralnich fazi, které jsou levnéjsi a komeréné dostupné;jsi.

Pti pfimém zpiisobu se vytvaii nestabilni diastereoizomery piimo v chirdlnim
systému interakci s chirdlni fazi. Interakce mezi enantiomerem a chirdlni fazi
zahrnuje vznik napf. n-m vazby, koordinac¢ni vazby, vodikovych mustkl nebo tvorbu
inkluznich komplext. Vazby vznikaji mezi skupinou navdzanou na chirdlnim centru
enantiomeru a odpovidajici skupinou chirdlni faze. Po vytvofeni téchto hlavnich
interakci, kdy se do té€sné blizkosti dostanou molekuly enantiomeru a chiralni faze,
se mezi molekulami vytvoii 1 vazby s nizsi energii (van der Waalsovy, vazby dipdl-
dip6l). Enantioselektivitu uruje kromé& vSech vySe zminénych interakci také
velikost, tvar, polarita a postaveni nenavazanych skupin analytu vzhledem ke chiralni
fazi.

V chromatografickém systému se latky, které interaguji s enantiomery, bud’
pfidavaji do mobilni faze (chiralni mobilni faze), nebo jsou navazany ke stacionarni

fazi (chiralni stacionérni faze).
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2.3.1 Dulezité interakce mezi enantiomerem a chiralni fazi.

2.3.1.1 Interakce mezi enantiomerem a kovovym iontem

Pti této interakci dochdzi ke vzniku reverzibilniho komplexu mezi chirdlnim
¢inidlem a kovovymi ionty, pfipevnénymi k chirdlni stacionarni fazi. Obykle
pouzivané kovove ionty jsou méd’naté a nikelnaté ionty. Pfi separaci se uplatiiuji také
vazby mezi chirdlnim ¢inidlem a matrici (silikagelem), sterické stinéni a pfitazlivé

nebo odpudivé sily.

2.3.1.2 Tvorba vodikovych mustka

Vodikové mustky se vytvateji mezi dvojici elektronegativnich prvka. Povaha
vodikové vazby jsou elektrostatické interakce typu dipol-dipol, s kovalentnim piis-
pévkem charakteru donor-akceptorové interakce. Donorem je volny elektronovy par
elektronegativniho atomu, akceptorem je ¢astecn¢ vakantni vodikovy atom [10].

Interakce mezi dvéma molekulami mohou byt upravovany zménou elu¢nich
podminek. S rostouci polaritou prostiedi, je vodikova vazba silng€jsi. Enantioselekti-
vita je urCena silou vodikové vazby, ktera je ovlivnéna stérickym stinénim a

pfitazlivymi nebo odpudivymi interakcemi mezi enantiomerem a chirdlni fazi.

2.3.1.3 Interakce spojené s vyménou naboji

Komplex enantiomer — chirdlni faze muize byt tvofen také slabymi
interakcemi, ve kterych dochézi k pfenosu n elektroni mezi slouceninou, kterd je
akceptorem elektronti a slouc¢eninou, ktera je jejich donorem. Nezbytnou podminkou
pro vytvofeni tohoto komplexu je pfitomnost obsazené¢ho molekulového orbitalu
s dostatecné velkou energii v molekule, kterd je donorem elektronii, a pfitomnost
neobsazeného molekulového orbitalu v molekule, ktera je akceptorem elektrond.
Donorem 7 elektronti jsou napt. vicejaderné aromatické uhlovodiky a slouceniny,

které obsahuji ve své molekule alkyl-, alkoxy- nebo aminoskupinu. Aromatické
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molekuly obsahujici skupiny jako napt. NO;, CI, CN jsou vhodné akceptory

elektronti. Stabilita komplexi se zvySuje se zvySovanim polarity rozpoustédla.

2.3.1.4 Vytvoreni komplexu host-hostitel

Cyklodextriny a crown-ethery vytvareji s enantiomery inkluzni komplexy.
Tyto komplexy jsou zavislé na polarité, lipofilité, velikosti a geometrii enantiomeru a
na velikosti dutiny cyklodextrinu. Enantioselektivita je ur¢ovéana tvarem dutiny a in-
terakcemi mezi substituenty v blizkosti chiralniho centra enantiomeru a sekundar-
nimi hydroxylovymi skupinami u usti dutiny. Teplota, pH a slozeni mobilni faze
ovliviiyje stabilitu tohoto komplexu. Inkluzni komplex je nejstabilnéjsi ve vode a

jeho stabilita se snizuje pridavanim organické slozky do mobilni faze.

2.3.1.5 Kombinace interakci

Pfi interakci enantiomeru se stacionarni fazi na bazi polymert, proteinii nebo
makrocyklickych antibiotik dochézi k interakcim, které zahrnuji tvorbu vodikovych
mustkl,, pfenos elektronti i tvorbu inkluznich komplexii. Popsani mechanismu

separace je obtizné a zavislé na slozitosti téchto stacionarnich fazi [15].

2.4 Chiralni stacionarni faze

V kapalinové chromatografii se nejvice pouziva pét zakladnich chiralnich
stacionarnich fazi:
— Staciondrni faze s navazanymi proteiny
— Pirklovy staciondrni faze
— Stacionarni faze na bazi derivatt celulosy a amylosy
— Staciondrni faze na bazi makrocyklickych peptida

— Stacionarni faze na bazi cyklodextrint

23



2.4.1 Stacionarni faze s navdazanymi proteiny

Tyto faze maji na silikagelovou matrici navazané piirodni proteiny. Proteiny
obsahuji velké mnozstvi chiralnich center a selektivné interaguji s analytem. Proteiny
ale mohou interagovat s analytem i na jiném misté nez je chiralni centrum, a tim
dochazi k moznému snizeni chiralni selektivity. Tomu se zabranuje pouzitim pridav-
ku napft. oktylaminu do mobilni faze. Piikladem tohoto typu stacionarnich fazi je
stabilni a3- kysely glykoprotein, komerén¢ zndmy jako CHIRAL-AGP, navéazany
na silikagelu a pouzivany pro separaci enantiomer obsahujicich ve své molekule
sekundarni nebo terciarni aminy nebo pro substance obsahujici dusik v cyklu.

Komeréné znamy CHIRAL-CBH, obsahujici enzym cellobiohydrolazu, se
vyuziva pro separaci enantiomerti obsahujicich primarni aminoskupinu.

Jiny protein vyuzivajici se jako chirdlni stacionarni faze je lidsky albumin,
komeréné dostupny jako CHIRAL-HSA.

Separaéni Uc¢innost je u vSech vyjmenovanych proteinti ovlivnéna pH a kon-
centraci organického rozpoustédla. Nejcastéji se pouziva fosfatovy pufr a jako
organické rozpoustédlo 2-propanol nebo acetonitril o koncentraci 1%-10%. U cello-
biohydrolazy je nutny ptidavek chelatacni latky, protoze tento enzym je deaktivovan

ptitomnosti kovll v systému.

2.4.2 Pirklovy stacionarni faze

Jako Pirklovy faze se oznacuji chiralni latky s malou molekulovou hmotnosti
navazané na silikagel (napt. LC-(R)- a LC-(S)-dinitrobenzoylfenylglycin nebo LC-
(R)-fenylurea). Pirklovy faze maji limitovany pocet chiralnich center. Relativné krat-
ka vzdalenost mezi chiralni latkou a silikagelem omezuje interakce mezi chirdlnimi
centry latky a chiralnimi centry stacionarni faze. Pro urcité molekuly je toto uspota-
dani idealni, protozZe se stacionarni fazi mize interagovat jen jeden z enantiomert.

Pro zvySeni chirdlni ucinnosti tohoto typu fazi, lze do molekuly zavést
polarni nebo polarizovatelné skupiny. Tyto faze pak maji vétsi uplatnéni. V praxi se
pouzivaji pro separaci alkoholii, dioli, amid®, imidi a karbamati. Mobilni faze

V tomto systému mohou byt polarni i nepolarni rozpoustédla.
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2.4.3 Chiralni stacionadrni faze na bazi derivatii celulosy a amylosy

Derivaty celulosy a amylosy pouzivané jako chirdlni stacionarni faze mayji
molekulovou hmotnost do 40.000 Daltonti. Hlavni rozdil mezi obéma typy je
V prostorovém uspofddani molekul. Celulosa ma linearni konformaci, zatimco
amylosa ma spiralovité usporadani. Celulosova i amylosova jednotka obsahuje pét
chiralnich center. Polymery jako celek tedy obsahuji velké mnozstvi chiralné aktiv-
nich mist, a proto relativn¢ velkou moznost interakci s rozpusténou latkou.

Derivaty, které se nejCastéji pouzivaji, jsou tris(3,5-dimethylphenyl)karbamat
a tris(4-methylbenzoat). Tyto derivaty maji ve své molekule polarni i jina rozptylena
vazebna mista, navic k tomu samotné aromatické jadro miize byt polarizované, a pro-
to mize interagovat se silné polarni skupinou separované latky.

Vzhledem Kk faktu, Ze stacionarni faze neni chemicky pfipevnéna na
silikagelovou matrici, musi byt splnény urcit¢é podminky na slozeni mobilni faze,
pritokovou rychlost a teplotu systému. Doporucené sloZzeni mobilni faze je smés

heptanu a alkoholu [2].

2.4.4 Chiralni stacionarni fdaze na bazi cyklodextrini

Nativni cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy skladajici se z a-1,4

spojenych D-glukosopyranosovych jednotek. Vznikaji enzymatickou degradaci
Skrobu (amylosy) glukosyltransferasami bakteridlniho piivodu (Bacilus macerans)
[16].
Jako chiralni stacionarni faze se pouzivaji nativni a (6 jednotek), B (7 jednotek)
a v (8 jednotek) cyklodextriny a jejich derivaty, které jsou syntetizovany pro zlepSeni
chirdlni selektivity. Volné hydroxylové skupiny jsou orientovany smérem vné, tudiz
molekula nativniho cyklodextrinu je zevné hydrofilni , vnitini prostor dutiny je malo
polarni, lipofilni. Cyklodextriny jsou navazané na silikagel [17].

Pfi separaci se vyuzivd dvou odliSnych postupii. Pii prvnim se vyuziva
interakci po inkluzi analytu, vybérem vlastni velikosti dutiny se dosahuje pozadova-
né selektivity. Tohoto postupu se vyuziva, jsou-li molekuly relativné malé a
nepolarni. Druhy postup zahrnuje obvyklé interakce na povrchu stacionarni faze.

Toto plati pro velké molekuly, u nichZ inkluze neni mozZna.
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Cyklodextriny jsou stabilni v Sirokém rozmezi pH, hodnoty pH mohou byt 3-
14. Cyklodextrinovy typ stacionarni faze lze pouzit pfi polarni i reverzni fazi.
Derivatizaci na sekundarnich hydroxylovych skupindch v polohach 2,3 se dosédhne

vEtsi separace urcitych part enantiomert [2].

2.4.5 Chiralni stacionarni faze na bazi makrocyklickych glykopeptidii

Molekula makrocyklickych glykopeptidi obsahuje velké mnozstvi chiralnich
center. V prostoru molekula glykopeptidu vytvati dutiny, do kterych molekula
analytu muze vstupovat, na zakladé svého prostorového uspoiradani, a interagovat
S chiralnimi centry molekul staciondrni fdze. Konformace molekuly analytu bude
tedy urCovat stupen vstupu, silu interakce a nasledn¢ velikost retence.

K separaci nedochazi pouze na zakladé vstupu analytu do dutiny, ale
uplatiiuji se zde i dal§i mechanismy jako m-m interakce, tvorba vodikovych mustkl a
hydrofébni interakce [18].

Tento typ stacionarni faze je stabilni pfi pouziti MF obsahujici 0-100%
organického rozpoustédla, a proto se da vyuzit mnoha médu MF (polarné-organicky
mod, polarné-iontovy modd, reverzni faze a normalni faze). Makrocyklické
glykopeptidy jsou stabilni v ur¢itém definovaném rozmezi pH. Hodnoty pH mohou
byt vrozmezi 4-7 u vankomycinové kolony a 3,8-6,5 u teikoplaninové kolony.
NejcCastéji se pro tento typ stacionarni fdze vyuzivaji antibiotika vankomycin a
teikoplanin ko-valentné navazané na silikagel. Vankomycin je komeréné dostupny
pod ndzvem CHIROBIOTIC V, a teikoplanin je komeréné dostupny pod ndzvem
CHIROBIOQOTIC T [2].

2.45.1 CHIROBIOTIC V

Vankomycin obsahuje 18 chirdlnich center obklopujicich tfi dutiny, které jsou
pfemostény péti aromatickymi kruhy. Siln¢ poldrni skupiny v blizkosti kruhi
nabizeji silné¢ polarni interakce s rozpuSténou latkou. Struktura vankomycinu je

znazornéna na obr 2.
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Obr 2: Struktura vankomycinu

Tento typ stacionarni faze je stabilni v mobilni fazi obsahujici 0-100%
organického rozpoustédla.

Tato stacionarni faze spojuje vyhody proteinovych fazi s vyssi kapacitou a
vEtsi stabilitou a vyhody celulosovych a amylosovych fazi s vétSi moznosti vybéru

rozpoustédla a vyssi chiralni G€innosti. Je komplementarni k CHIROBIOTIC T

Typy chiralnich analyta pro CHIROBIOTIC V

Znacnou enantioselektivitu na této fazi vykazuji rGzné neutradlni molekuly,
amidy, kyseliny, estery a aminy. V polarné iontovych modech jsou separovany i

mnohé sekundérni a tercidrni aminy.

Moddy pro CHIROBIOTIC V

Nejvhodnéjsi mody pro urcité typy slouceniny jsou uvedeny v tab 1.

Typ Polarné organicky Polarné iontovy Reverzni Normalni
slouceniny mod moéd faze faze
Kyseliny N
Zasady N N
Neutralni latky N N N

Tab. 1: Mody pro CHIROBIOTIC V
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Separace latek pomoci polarné iontového modu

Polarn¢ iontovy mod lze aplikovat na vSechny molekuly, které obsahuji
nejméné¢ jednu ionizovatelnou skupinu blizko chirdlniho centra a dalsi funkcni
skupinu kdekoliv ve struktuie dané molekuly. VEtsi selektivitu pfi pouziti této
mobilni faze ukazovaly bazické latky. Pro analyzu chiralnich latek se jako vychozi
slozeni mobilni faze pro polarné iontovy moéd doporucuje smés methanol/kys.
octové/triethylamin 100/0,1/0,1 (v/v/v) Lze vyuZit 1 soli napf. trifluoracetat amonny,

mravencan amonny nebo acetat amonny.

Optimalizace mobilni faze pro polarné iontovy mod probiha v nékolika krocich.

Krok 1: Volba optimalniho poméru kyseliny a baze v mobilni fazi - protoze
tato mobilni faze je vhodna hlavné pro bazické latky, zvySenim podilu kyseliny se
dosahuje vyrazngj$i separace nez pii zvySovani podilu baze. Je to dano tim, ze
okyselovanim MF dochazi k vétsi protonaci bazickych latek. Podil kyseliny nesmi
byt vyssi, nez je nezbytné nutné, protoze pak dochdzi ke sniZzovani selektivity. Urceni
optimalniho podilu jinych kyselin a bazi se provadi vyménou methanolu za vodu a
zméfenim pH. Pfi pouziti jinych bazi jako napf. amoniaku, se nastavi pH na stejnou
hodnotu a zaznamena se pouzité mnozstvi.

Krok 2: Uprava pritokové rychlosti - niz§i prittokova rychlost ma za nasledek
vy$$i separaci. Pro kolonu 250x4,6mm je udana priitokova rychlost 0,3ml/min.

Krok 3: Uprava teploty systému - vétsi rozliSovaci schopnost je pii nizsi
teploté. Pii vyssi teploté se mize redukovat rozmyvani piku a snizovat retence.

Krok 4: Vyuzit CHIROBIOTIC V2.

Separace latek pomoci reverzniho médu

V reverznim modu obsahuje mobilni faze 10-20% organického rozpoustédla.
Zbytek tvoii vhodny pufr. Vybér organického rozpoustédla zavisi na analyzované
latce. Optimalni vychozi slozeni mobilni faze je 20/80: methanol/20mM octan

amonny, pH 4,0.
Optimalizace v reverznim modu probiha v nekolika krocich.

Krokl: Vybér optimalniho organického rozpoustédla - jako zakladni se

pouzivaji tetrahydrofuran, methanol a acetonitril.
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Krok2: Zjisténi optimalni koncentrace organického rozpoustédla - vyssi
koncentrace organického rozpoustédla ma za néasledek nizsi retenci.

Krok 3: Zjisténi optimalniho pH pufru

Krok 4: Vybér vhodného pufru - pouziva se TEAA, octan amonny, dusi¢nan
amonny nebo citrat sodny.

Krok 5: Vybér vhodné koncentrace pufru - vhodna koncentrace pufru se
pohybuje v rozmezi 0,05-1,0%.

Krok 6: Volba prutokové rychlosti - nizsi pratokova rychlost vede k vétsi
retenci.

Krok 7: Vybér optimalni teploty - nizsi teploty Casto vedou k vétsimu

rozliSeni.

2.45.2 CHIROBIOTIC T

Teikoplanin obsahuje 20 chiralnich center uspotadanych kolem ¢tyfech dutin.
Skupiny sousedici s chiralnimi centry jsou silné polarni a aromatické kruhy jsou

polarizovatelné. Struktura teikoplaninu je zndzornéna na obr. 3.

Obr. 3: Struktura teikoplaninu
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Tato stacionarni faze je komplementarni k vankomycinové fazi a mohou byt
pouzity stejné mobilni fadze i1 stejné postupy pfi optimalizaci mobilnich fazi.
Teikoplanin se mtize pouzivat v reverznim moédu s pouzitim siln¢ polarni mobilni fa-
zi jako je acetonitril/pufr 10/90 (v/v), tetrahydrofuran/pufr 10/90 (v/v) a ethanol/pufr
20/80 (v/v). Tento systém je vhodna alternativa ke crown etherim pro separaci

aminokyselin a hydroxykyselin.

Typy chiralnich analyti pro CHIROBIOTIC T

Mezi typy sloucenin, jejichz enantiomery muze teikoplaninova faze délit patii
nederivatizované o, [, y nebo cyklické aminokyseliny, N-derivatizované
aminokyseliny, a-hydroxykyseliny, slou¢eniny obsahujici karboxylové kyseliny a
fenoly, kratké peptidy, neutrdlni aromatické analyty a cyklické aromatické a
alifatické aminy. VSechny znamé beta blokatory a dihydrokumariny mohou byt na

této fazi separovany.

Mody pro CHIROBIOTIC T

Nejvhodnéjsi mody pro urcité typy slouceniny jsou uvedeny v tab 2.

Typ Polarné organicky Polarné iontovy Reverzni Normalni
slouceniny mod mod faze faze
Kyseliny N N
Zasady N N
Neutralni latky N N N

Tab. 2: Mody pro CHIROBIOTIC T [18]

2.5 Farmakologické vlastnosti §-blokatori

Vsechny B-blokatory (B-sympatolytika, B-adrenergni blokatory, f-adrenolyti-
ka) kompetetivné antagonizuji ucinky sympatické nervové stimulace a sympatomi-
metik na B-adrenergnich receptorech.

Podle selektivity na rizné typy B-receptort se rozlisuje nékolik skupin -blo-

katort:
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— neselektivni B-blokatory bez vnitini sympatomimetické aktivity (ISA) - napf.
metipranolol, propranolol, timolol

— neselektivni beta-blokatory s ISA - napft. pindolol, bopindolol

— selektivni Bi-blokatory bez ISA - napft. betaxolol, metoprolol, bisoprolol

— selektivni Bi-blokatory s ISA - napt. acebutolol, celiprolol

— B-blokatory s kombinovanym ucinkem - napf. labetalol, karvedilol

— selektivni B,- blokatory - butoxamin

Utinky B-blokatorti se manifestuji nejvyrazngji v kardiovaskularnim systému.
Blokadou Bi-receptorti snizuji B-blokatory silu a frekvenci srdec¢nich stahti a snizuji
vodivost pfevodniho systému; antagonizuji pozitivn€ inotropni, chronotropni,
dromotropni a batmotropni u¢inky sympatické nervové stimulace a sympatomimetik
a snizuji spotiebu kysliku myokardem. Uginek PB-blokétorti je zavisly na stupni
aktivace sympatiku. Je vyrazné vyS$i pii stresu a pii zatézi, kdy je sympatikus
aktivovan, nez v klidu.

Ve vysokych koncentracich (pfiblizné¢ 50- az 100krat vysSich, nez jsou
koncentrace terapeutické) md mnoho B-blokatorii lokalné anesteticky ucinek. Tento
ucinek mé vyznam pouze pfi intoxikaci.

Velmi dilezité jsou ucinky B-blokatori na pulmondlni systém. Blokadou
B2-receptorti inhibuji neselektivni B-blokatory bronchodilataéni uc¢inky sympatomi-
metik a u pacientli s astmatem ¢i chronickou obstrukéni bronchopulmonalni nemoci
mohou vyvolat Zivot ohrozujici bronchokonstrikce.

Neselektivni B-blokatory blokadou Bi- a Pp-receptor antagonizuji i metabo-
lické ucinky katecholovych amind, tj. lipolyzu a glykolyzu. Toto ma vliv pfedev§im
u pacientll s diabetem, zejména u labilnich diabetiki, protoze B-blokatory prodluzuji
dobu zotaveni z hypoglykémie a navic blokuji tachykardii, kterd je jednim z dlle-
zitych priznakl hypoglykémie. Zasahem do metabolismu lipidi zvysuji neselektivni
B-blokatory plazmatické hladiny triacylglycerolt a snizuji hladinu HDL-lipoprotein;

tento ucinek se vSak neprojevuje po selektivnich latkach ani po B-blokatorech s ISA.
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2.5.1 Terapeuticke pouziti p-blokatoru

Indikace podavani B-blokatorti jsou rozsahlé, B-blokatory jsou vyuzivany
predevsim pro své kardiovaskularni Gi€inky v nasledujicich situacich:

— hypertenze

— arytmie - B-blokatory se pouzivaji u supraventrikularnich tachykardii, blokuji
tachykardii pfi hyperfunkci $titné zlazy

— angina pectoris a ostatni formy ischemické choroby srde¢ni - B-blokatory
maji také ochranny ucinek pfi infarktu myokardu.

— dalsi srde¢ni onemocnéni - hypertroficka kardiomyopatie, srdecni
insuficience aj.

— glaukom

— dalsi indikace - prevence migrény, tiesy kosterniho svalstva

2.5.2 Nezadouci ucinky p-blokatorii

Nezadouci ucinky B-blokatorti nejsou piili§ casté a vétSinou souvisi s blo-
kadou adrenergnich receptort. Mezi nejdulezitéjsi patii srde¢ni insuficience, poruchy
vedeni vzruchu, hypotenze, bronchokonstrikce, chladné koncetiny, hyperkalémie,
u diabetikit prodluzuji zotaveni z hypoglykémie. Zavazny miize byt pii nahlém
ukonceni lécby B-blokatory tzv. ,,rebound* fenomén. Lipofilni B-blokatory pronikaji
hematoencefalickou bariérou do CNS a mohou vyvolat tnavu, poruchy spanku

(nespavost, Zivé sny) i deprese [19].

2.5.3 Obecna chemicka struktura [-blokatorii

B-blokatory tvofi znacné strukturné jednotnou skupinu latek odvozenou
modifikaci molekuly isoprenalinu (obr.4). VSechna B-adrenolytika obsahuji jako
zakladni strukturni element skupinu -CH(OH)CH,NH-, ktera je pro ucinek nezbytna.
Dusik postranniho fetézce ma vzdy charakter sekundarni aminoskupiny se substituci
odpovidajici isoprenalinu, tj. s isopropylovou skupinou, kterou Ize obmeénit za sku-

pinu terc.-butylovou.
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Aromatickd ¢ast molekuly je tvofena riznymi karbocyklickymi nebo
heterocyklickymi systémy, které mohou byt také riizné substituovany. Struktura
aromatického jadra urCuje, zda latka bude mit vnitini sympatomimetickou aktivitu.

Sekundarné alkoholicka skupina je pro ucinek nutna, jeji obména je mozna
pouze formou proléciva. Uhlik, na kterém je navazand sekundarni alkoholova
skupina, je chirdlnim centrem molekuly. Ve srovnani s pravotofivou formou ma
levoto¢ivy enantiomer vice nez 100ndsobné¢ vyssi afinitu vaci PB-receptoram.
Ptrevazna vétSina prakticky pouzivanych B-adrenolytik vznikla prodlouzenim spojo-
vaciho fetézce vsunutim skupiny -OCH,- mezi aromatickou ¢ast molekuly a uhlik

s alkoholovou skupinou.

OH

| __CHy
CHCH?NHWQC
H;

OH

OH

Obr. 4: Vzorec isoprenalinu [20]

2.5.4 Fyzikadlne - chemickeé viastnosti pouzitych f-blokatoru

Atenolol (Atenololum)

2-{4-[(2RS)-2-hydroxy-3-(isopropylamino)propoxy]fenyl}acetamid

Vzorec je uveden na obr. 5. Poc¢itano na vysuSenou latku, obsahuje 99,0 % az
101,0% slouceniny C14H22N203.

Atenolol je bily nebo téméf bily prasek. Je mirn€ rozpustny ve vodé, dobie
rozpustny v ethanolu, t€Zce rozpustny v dichlormethanu, prakticky nerozpustny v

etheru.

a enantiomer
HyN

Obr. 5: Atenololum
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Pindolol (Pindololum)

(2RS)-1-(1H-indol-4-yloxy)-3-(isopropylamino)propan-2-ol
Vzorec je uveden na obr. 6. Pocitdno na vysusenou latku, obsahuje 99,0% az
101,0% slouceniny C14H20N20..
Pindolol je bily nebo témét bily krystalicky prasek. Je prakticky nerozpustny
ve vode, tézce rozpustny v methanolu. Rozpousti se ve ziedénych mineralnich

kyselinach.

= 1OH
FN O\)'\/N CH;
\f a enantiomer
Hy

Obr. 6: Pindololum

Propranolol-hydrochlorid (Propranololum-hydrochloridum)

(2RS)-1(isopropylamino)-3-(naftalen-1-yloxy)propan-2-ol-hydrochlorid

Vzorec je uveden na obr. 7. Pocitdno na vysusenou latku, obsahuje 99,0% az
101,0% slouéeniny C16H22CINOs.

Propranolol je bily nebo témét bily krystalicky praSek. Je dobfe rozpustny ve
vod¢ a v lihu 96%.

HOOH
I C}\)'\/NYCHg . HCl  a enantiomer

CHa

Obr. 7: Propranololi hydrochloridum [10]

2.6 Metody chiralni separace

Byla vypracovana stru¢né reSerSe moznosti chiralni separace -blokatort

(tab. 3).
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Tab. 3: Vysledky reserze na HPLC chiralni separaci p-blokatorii
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3 Experimentdlni Cast
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3.1 Pouzité chemikalie:

Acetonitril HPLC gradient grade (SIGMA-ALDRICH, Praha, Ceska Republika)
Methanol HPLC gradient grade (SIGMA-ALDRICH, Praha, Cesk4 Republika)
Tetrahydrofuran HPLC gradient grade (SIGMA-ALDRICH, Praha, Ceska
Republika)

Ultracista voda Millipore MilliQRG (Millipore Corp. MA, USA)

Triethylamine puriss. p.a. 99,5%, (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Acetic acid purum 99,%, (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Ammonium aceticum purum, (Lachema Brno, zdvod Neratovice)

Pindolol 97,%, (ALDRICH, Praha, Cesk4 Republika)

Propranolol hydrochloride 99%, (SIGMA -ALDRICH, Praha, Ceska Republika)
Atenolol 98%, (SIGMA-ALDRICH, Praha, Ceska Republika)

3.2 Pristrojové vybaveni

automatické analytické vahy: SARTORIUS 2004 MP (Némecko)

laboratorni pH metr: Microprocessor pH Meter pH212, HANNA instruments

pumpa: LC-10 ADvp SHIMADZU (Kyoto, Japonsko)

odplyiova¢: DGU - 14A SHIMADZU (Kyoto, Japonsko)

davkovaci jednotka: SIL - Hta, autosampler SHIMADZU (Kyoto, Japonsko)

termostat: CTO-10ACvp column oven, SCHIMADZU (Kyoto,Japonsko)

detektory: SPD-M10Avp diode array detektor, SCHIMADZU (Kyoto,Japonsko)

RF10AXI fluorescence derector, SCHIMADZU (Kyoto,Japonsko)

Program: LC solution for Windows v.1.1

kolony: CHIROBIOTIC V (250x4,6 mm) 5 um (Astec, Whippany, USA)
CHIROBIOTIC T (250x4,6 mm) 5 um (Astec, Whippany, USA)
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3.3 Priprava roztoki

3.3.1 Zasobni roztoky

Zasobni roztok betablokatoru (atenololu, propranololu, pindololu) o kon-
centraci 20 mg/ml byl pfipraven rozpusSténim 0,1 g standardu v methanolu a doplnén
methanolem do 5,00 ml.

Navazky standardi jednotlivych B-blokatorti o pfiblizné pfesné koncentraci
20 mg/ml byly rozpustény v odmérné bance 5,0 ml v ¢istém methanolu. Pro dalsi
praci byly tyto zdsobni roztoky standardii fedény methanolem na pozadovanou

koncentraci 2 mg/ml.

Pracovni roztok octanu amonného o koncentraci 20 mM byl pfipraven
rozpusténim 0,7708 g octanu amonného v odmérné baiice 500,00 ml supercistou
vodou a dopInén po rysku. Uprava pH na pozadovanou hodnotu (4,0; 4,5; 5,0) byla

provadéna piidanim potfebného mnozstvi kyseliny octové.

3.3.2 Priprava mobilnich fazi

Mobilni faze pro polarné iontovy mod byla pfipravena piidanim daného
mnozstvi kys. octové a triethylaminu do organického rozpoustédla (methanolu nebo
smési methanolu a acetonitrilu). Pfesna mnozstvi jsou uvedena v tab. 4, 6 a7.

Mobilni faze pro reverzni mod byla pfipravena smichanim roztoku 20mM
octanu amonného o daném pH s organickym rozpoustédlem (tetrahydrofuranem,

acetonitrilem nebo methanolem) v pomérech uvedenych v tab. 5 a 8.

3.4 Vyvoj metody - optimalizace podminek

Nejdiive bylo nutné najit vhodné podminky pro analyzu. Pro méteni odezvy
byly zvoleny 2 vlnové délky, 230 nm pro atenolol a propranolol a 254 nm pro pin-
dolol. Pti téchto vinovych délkach latky vykazovaly své absorpéni maximum.

Byla zvolena priatokovéa rychlost u obou pouzitych kolon. Pfi analyze na van-

komycinové kolon¢ byla zvolena pritokova rychlost 2 ml/min pro polarné-iontovy
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modd a 1 ml/min pro reverzni mod. Pfi analyze na teikoplaninové koloné byla zvolena
pratokova rychlost 2 ml/min pro oba mody.

Nastiik vzorkl pindololu a propranololu byl 10 ul a nasttik vzorku atenololu
byl 20 ul (pii pouziti menSiho mnozstvi byla mala odezva detektoru).

Byla pouzita teplota 30°C, pokud v poznamce v tab. 4-8 neni uvedeno jinak.
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4 Vysledky a diskuze
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Jako chiréalni selektory byly pouzity dva druhy glykopeptidovych antibiotik,
jmenovit¢ vankomycin (Chirobiotic V) a teikoplanin (Chirobiotic T). Tato
glykopeptidova makrocyklicka antibiotika jsou jedny z nejucinnéjSich chiralnich
selektori a v poslednim desetileti nabyva na vyznamu jejich pouziti pii analyze
enantiomert neutrdlnich latek, amidi kyselin, esterti i aminti. Pfi separaci chiralnich
latek na vankomycinové a teikoplaninové kolon¢ se uplatiiuje vice typt interakci
mezi analytem a chiralni stacionarni fazi. Toto vyplyvd z chemické struktury
makrocyklickych glykopeptidii - pfitomnost kavit, polarnich skupin, velkého
mnozstvi chiralnich center 1 kratké rovétvené uhlovodikové fetézce umoziuje vznik
silnych poléarnich, vodikovych i slabych hydrofobnich interakci mezi analytem a sta-
ciondrni fazi. Vliv ma i tvorba inkluzi, kterd neni tak silnd jako v pfipadé
cyklodextrinti, svoji roli hraji i sterickd stinéni.

Tato prace se zaméfila na enantioseparaci latek ze skupiny B-blokatora (latek
s chirdlnim centrem a aminovou skupinou). Byl prostudovan vliv jednotlivych
experimentalnich parametrii na enantioseparaci. Pozornost byla vénovdna zejména
volbé pouzitého chromatografického mddu (reverzni nebo polarné iontovy) a s nim
spojenou optimalizaci dalSich parametrii. V piipad¢ reverzniho médu se jednalo
predevsim o volbu vhodného organického rozpoustédla plus koncentraci, pH vodné
faze mobilni smési, teplotu a prutokovou rychlost. V dal§im pouZzitém modu se
jednalo v prvé fad€ o volbu organického rozpoustédla a pfidavku vhodné kyseliny
a baze , jejich koncentraci a pomér s naslednou optimalizaci dalSich parametri
zminénych vyse.

Atenolol byl vybran jako vychozi B-blokator, jelikoZ v rdmci doporucenych
vychozich podminek (sloZzeni mobilni faze doporucené vyrobcem) na daném
sorbentu, vykazoval z vybranych f-blokatorti nejmensi rozliseni a eluoval se z ko-
lony v nejdel§im retencnim €ase. Pindolol 1 propranolol méli pii danych podminkach

lep$i chromatografické parametry (viz tab. 4-8).
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4.1 Chiralni separace f-blokatori v polarné iontovém médu
pri pouziti CHIROBIOTIC V

Jako vychozi slozeni mobilni faze byla zvolena smés methanol/kys. octo-

va/triethylamin 100/0,01/0,01 (viz chromatogram 1).

mAU
4230Nnm,4nm (1.00)
750

5612
16.747

500

2504

oo " 2ls" " " 'slo " 757 7 T 160 T 125 0 180 175 min

Chromatogram 1: Enantioseparace atenololu
SF: CHIROBIOTIC V; MF: methanol/kys.octova/triethylamin 100/0,01/0,01; 2,0 ml/min; UV 230 nm; 30°C.

Pii téchto podminkdch parametr rozliSeni atenololu byl niz§i nez 1,50
(Rs=1,20). Rozliseni mezi jednotlivymi enantiomery vys$si nez 1,5 bylo zjisténo
pouze u propranololu (Rs=1,84) ( viz chromatogram 2).
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1000+

750~

500

2504

oo 2's 50 7's 10.0 125 18.0 17.5 min

Chromatogram 2: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC V; MF: methanol/kys.octova/triethylamin 100/0,01/0,01; 2,0 ml/min; UV 230 nm; 30°C.

Na zéklad¢ viz vySe uvedenych vysledkli se v dal§im kroku zvolila
dvojnésobnd koncentrace kys. octové i triethylaminu v mobilni fazi. Parametr
rozliSeni atenololu se mirn¢ zvysil (Rs=1,35). K vyraznému zlepSeni separace
izomert doslo u pindololu (Rs=1,52) i propranololu (Rs=1,64) (viz chromatogramy
3-5).
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Chromatogram 3: Enantioseparace atenololu
SF: CHIROBIOTIC V; MF: methanol:kys. octova : triethylamin 100:0,02:0,02; 2 ml/min; UV 230 nm; 30°C
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Chromatogram 4: Enantioseparace pindololu
SF: CHIROBIOTIC V; MF: methanol:kys. octova : triethylamin 100:0,02:0,02; 2 ml/min; UV 254 nm; 30°C.
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Chromatogram 5: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC V; MF: methanol:kys. octova : triethylamin 100:0,02:0,02; 2 ml/min; UV 230 nm; 30°C

Dale byl optimalizovan parametr - pomér kyselina/baze k zjisténi

vyznamnosti tohoto parametru z diivodu dalSiho zlepSeni enantioseparace. Nejdfive

byla pouzita MF methanol/kys. octova/triethylamin 100/0,02/0,01 a poté byl pomé&r

kyselina/baze obracen. K lepsi enantioseparaci atenololu doslo pii vétsi koncentraci

A4

zéasady, ale rozliSeni vyssi nez 1,5 (Rs= 1,33) nebylo dosazeno. I rozliseni dalSich

latek, pindololu (Rs=1,53) a propranololu (Rs= 1,92), bylo vyssi pii vyssi

koncentraci zasady(viz chromatogramy 6-8).
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Chromatogram 6: Enantioseparace atenololu
SF: CHIROBIOTIC V; MF: methanol : kys. octova : triethylamin 100:0,01:0,02; 2 ml/min; UV 230 nm; 30°C
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Chromatogram 7: Enantioseparace pindololu
SF: CHIROBIOTIC V; MF: methanol : kys. octova : triethylamin 100:0,01:0,02; 2 ml/min; UV 254 nm; 30°C
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Chromatogram 8: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC V; MF: methanol : kys. octova : triethylamin 100:0,01:0,02; 2 ml/min; UV 230 nm; 30°C

B-blokatory obsahuji ve své molekule sekundarni alkoholickou skupinu na chiralnim
centru a sekundarni aminoskupinu, ktera je od chirdlniho centra vzdalenéjsi. Na
zakladeé vyse uvedenych vysledk dochazi na vankomycinové koloné k lepsi separaci

B-blokatort pii zvySujici se koncentraci baze.
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4.2 Chiralni separace B-blokatori v reverznim moédu pii pouziti
CHIROBIOTIC V

Jako vychozi slozeni mobilni faze byla zvolena smés tetrahydrofuran/20 mM
octan amonny o pH 4,0 v poméru 20/80 na zaklad¢ uvedenych v teoretické ¢asti, kdy
pii optimalizaci MF v prvnim kroku je vybér vhodného rozpoustédla.

Tetrahydrofuran byl zvolen na zaklad¢ doporuceni dané¢ vyrobcem (v eluo-
tropické tfadé rozpoustédel bézné pouzivanych v reverzni chromatografii ma nejveétsi
elu¢ni silu vzhledem k snizujici se polarit€). Pii této mobilni fazi nedoslo k separaci
atenololu, pindololu ani propranololu a retenéni ¢asy byly pro atenolol tg=4,28 min,
pindolol tg=5,73 min a propranolol tz=8,02 min. Proto v dal$im kroku byl pouzit
methanol, jako vice polarni organické rozpoustédlo (MF tedy byla methanol/20 mM
octan amonny pH=4,0). Pfi této MF nedoslo u atenololu ani pindololu k separaci izo-

merd. U propranololu bylo mozné pozorovat ndznak separace (viz chromatogram 9).

mAU
31254nm,4nm: (1.00)

504

863
14310

404
304
204

10

Chromatogram 9: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC V; MF: methanol/20 mM octan amonny pH 4,0 20/80; 1 ml/min; UV 230 nm; 30°C

V dal$im kroku byl zvySovan parametr pH (na pH 4,5). Pro zvySeni retence
byl zménén i pomér organické slozky k polarni slozce (methanol/20 mM octan
amonny pH=4,5 15/85), protoZe vyssi koncentrace organické latky ma za nasledek
niz§i retenci, a tim 1 separaci. Pfi této MF také nedoslo k separaci izomerti atenololu
a pindololu. U propranololu byl pouze naznak separace (Rs=0,34) (viz chroma-
togram 10).
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Chromatogram 10: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC V; MF: methanol/20 mM octan amonny pH 4,5 15/85; 1 ml/min; UV 230 nm; 30°C

Dale byl ménén parametr pH na pH=5, pomér methanol/pufr ztistal 15/85.
Pti této MF nedoslo k enantioseparaci ani u jednoho -blokatoru.

Byla vyzkouSena i dal$i zména v selektivité pouzitim acetonitrilu v MF o slo-
zeni acetonitril/20 mM octan amonny pH=4,5. Pfi této mobilni fazi nedoslo k separa-
ci enantiomert atenololu, propranololu a pindololu a reten¢ni ¢asy byly 6,51 min.,

13. min resp. 8,15 min.(viz chromatogram 11).

mAU
Onm . anm (1.00)

1250{
1000{
750{
500{

250

0.0 2's 50 7's 10.0 125 min

Chromatogram 11: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC V; MF: acetonitril/20 mM octan amonny pH 4,5 15/85; 1 ml/min; UV 230 nm; 30°C

Na zéklad¢ vySe uvedenych vysledkii bylo od dalSich experimenti na daném

sorbentu pfi pouzZitém modu upusténo.

4.3 Chiralni separace f-blokatori v polarné-iontovém médu
pri pouziti CHIROBIOTIC T

Vychozi podminky byly zvoleny stejné jako piti pouziti CHIROBIOTIC V.
Vychozi slozeni MF bylo methanol/kys. octovéa/triethylamin 100/0,01/0,01. Pti téch-

to podminkach parametr rozliSeni atenololu byl Rs=1,78. Ale reten¢ni ¢as danych
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enantiomertt byl az 42., resp. 47. min., coz je pro analytickou analyzu velmi
nevhodné vzhledem k ekonomice provozu. Rozliseni pindololu (Rs=2,13) a propra-
nololu (Rs=2,42) bylo vyssi nez 1,5, ale analyza u obou B-blokatort trvala 30 minut

(viz chromatogram 12-14).
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Chromatogram 12: Enantioseparace atenololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,01/0,01; 2 ml/min; UV 230 nm; 30°C
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Chromatogram 13: Enantioseparace pindololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,01/0,01; 2 ml/min; UV 254 nm; 30°C
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Chromatogram 14: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,01/0,01; 2 ml/min; UV 230 nm; 30°C

Dale byl proto optimalizovan parametr - koncentrace kyseliny/baze - pro u-

rychleni analyzy pfi zachovani rozliSeni nad 1,5. Pomér methanol/kyselina/baze byl
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nejprve zvysen na 100/0,02/0,02, v dalSim kroku na 100/0,05/0,05 a nakonec na
100/0,1/0,1. Pti pouziti MF methanol/kyselina/baze 0,02/0,02 /100,0 se doba analyzy
separace atenololu se zkratila na 32 minut a rozliSeni bylo nad 1,5 (Rs=1,67). Doby
analyzy pindololu a propranolu se zkratily v priméru o 10 minut, ale rozliSeni
pindololu bylo nizsi nez 1,5 (Rs= 1,34). Rozliseni propranololu bylo Rs=2,18 (viz
chromatogramy 15-17).

mAU
230nmanm (1.00)

2254
2004
1754
1504
1254
1004
754
504
254

ol M

-254

olo slo 1.0 150 20.0 28.0 30.0 380  min

Chromatogram 15: Enantioseparace atenololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,02/0,02; 2 ml/min; UV 230 nm; 30°C
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Chromatogram 16 : Enantioseparace pindololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,02/0,02; 2 ml/min; UV 254 nm; 30°C

mAU
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Chromatogram 17: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octova/triethylamin 100/0,02/0,02; 2 ml/min; UV 230 nm; 30°C
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Pii pouziti MF methanol/kys./baze 100/0,05/0,05 rozliSeni atenololu bylo
Rs=1,43 a reten¢ni ¢asy izomert byly 14,75 min. a 16,03 min. RozliSeni pindololu
bylo Rs=1,57, rozliSeni propranololu bylo Rs=1,74 a analyzy trvaly do 10 minut (viz
chromatogramy 18-20).
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Chromatogram 18: Enantioseparace atenololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,05/0,05; 2 ml/min; UV 230 nm; 30°C
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Chromatogram 19: Enantioseparace pindololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,05/0,05; 2 ml/min; UV 254 nm; 30°C
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Chromatogram 20: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octova/triethylamin 100/0,05/0,05; 2 ml/min; UV 230 nm; 30°C
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Pfi dalsim zvySeni koncentrace kyseliny/baze na pomér 100/0,1/0,1 doslo
ke snizeni rozliSeni pod 1,5 u atenololu (Rs=1,49), pindololu (Rs=1,36) i proprano-
lolu (Rs=1,43). Retenéni Casy se zkratily u atenololu na 9,32 resp. 10,11 min., u pin-
dololu na 5,62 resp. 6,06 min. a u propranololu na 5,94 resp. 6,45 min.(viz
chromatogramy 21-23).
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Chromatogram 21: Enantioseparace atenololu

SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,1/0,1; 2 ml/min; UV 230 nm;
30°C
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Chromatogram 22: Enantioseparace pindololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,1/0,1; 2 ml/min; UV 254 nm; 30°C
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Chromatogram 23: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octova/triethylamin 100/0,1/0,1; 2 ml/min; UV 230 nm; 30°C
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Graficky je vliv koncentrace kyseliny/baze na parametr rozliSeni znazornén

na obr. 8.
3
2,5 \\
= 2 R
5 ' &E ; —e—atenolol
= 1,5 A .
N —=— pindolol
=1 —a— propranolol
0,5
0 T T
0 0,05 0,1 0,15
koncentrace kyseliny a baze (ml/100 ml
methanolu)

Obr. 8: Vliv koncentrace kyseliny/baze na rozliseni

SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octova/triethylamin 100/x/x; 2,0ml/min; UV 230 nm (atenolol,
propranolol) 254 nm (pindolol); 30°C

Z grafu je patrné, ze rozliSeni vSech tii latek klesa se zvySujici se koncentraci
kyseliny/baze. Pokles rozliSeni je patrny i1 u atenololu. Tento jev je velmi dobie
patrny predevS§im u propranololu v celém rozmezi zmény koncentrace kys/baze,
na rozdil od atenolu. U pindololu doSlo k vyrazné zméné ptedevSim pii nizSich
koncentracich. Zajimavy je vyrazny pokles rozliSeni pindololu pfi koncentraci
kys./baze 0,02/0,02/100,0 ml methanolu, nasledné zvySeni a poté sniZovani tohoto
parametru pii zvySovani koncetrace kys./baze.

Také byla zkouSena mobilni faze, ve které pomér kyseliny/baze neni stejny.
Pouzita byla MF methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,02/0,01. Pii této MF
rozliSeni atenololu bylo Rs=1,73, ale reten¢ni Casy enantiomert byly 34,71 resp.
37,79 min. RozliSeni pindololu bylo Rs=2,07 a reten¢ni ¢asy enantiomert byly 19,48
a 21,13 min a rozliSeni propranololu bylo Rs=2,52 a reten¢ni Casy enantiomert byly

21,00 a 23,16 min.( viz chromatogramy 24-26).
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Chromatogram 24: Enantioseparace atenololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,02/0,01; 2ml/min; UV 230 nm; 30°C
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Chromatogram 25: Enantioseparace pindololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,02/0,01; 2ml/min; UV 254 nm; 30°C
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Chromatogram 26: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octova/triethylamin 100/0,02/0,01; 2ml/min; UV 230 nm; 30°C

Byla zkouSena i mobilni fadze s pfidavkem acetonitrilu. PouZita byla smés

methanol/acetonitril/kys. octové/triethylamin 90/10/0,01/0,01. Pfi této mobilni fazi

byla zkouSena separace pindololu a propranololu. Separace atenololu zkouSena

nebyla, protoze u ostatnich B-blokatorti dochazelo k separaci po 30. min. a kapacitni

faktory se pohybovaly v rozmezi od 18,93 do 21,23, coZ je neimérné vzhledem k

optimalnimu rozmezi kapacitniho faktoru (2-10), a také proto, zZe atenolol se ze zkou-

Senych B-blokatorti separoval nejhtife a kapacitni faktor by byl tedy jeSté vétsi.

59



Rozliseni pindololu pfi této MF bylo Rs=1,98 a rozliSeni propranololu bylo Rs=2,89

(viz chromatogramy 27 a 28).

1254nm,4nm: (1.00)
1254

30.770
33.384

1004
754
50

254

Chromatogram 27: Separace pindololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/acetonitril/kys. octova/triethylamin 90/10/0,01/0,01; 2 ml/min; 30°C
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Chromatogram 28: Separace propranololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/acetonitril/kys. octova/triethylamin 90/10/0,01/0,01; 2 ml/min; 30°C

Dale byl ovéfovan vliv jiného vyznamného parametru - teploty — pro dalsi
pfipadnou optimalizaci separace u vybranych dvou mobilnich fazi. Separace
enantiomerll atenololu, pindololu a propranololu byla méfena pii pouziti MF

methanol/kys. octova/triethylamin 100/0,02/0,02 pii teplotach 20°C, 30°C, 40°C.

Graficky je vliv teploty na rozliseni uveden na obr. 9.
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Obr. 9: Vliv teploty na rozliseni

SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octova/triethylamin 100/0,02/0,02; 2,0 ml/min; UV 230 nm (atenolol,

propranolol), 254 nm (pindolol)

RozliSeni se zvySujici teplotou u atenololu klesa (Rs20°c)=1,89; Rsioec)=1,67;

R5(400C):1,65) (ViZ Chromatogramy 29,15a 30)
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Chromatogram 29: Enantioseparace atenololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,02/0,02; 2 ml/min; UV 230 nm; 20°C
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Chromatogram 30: Enantioseparace atenololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,02/0,02; 2 ml/min; UV 230 nm; 40°C

Rozliseni klesa i u propranololu (Rspo°c)=2,49; Rs3ooc)=2,18; Rswuoec=1,97)

(viz chromatogramy 31, 17 a 27).

61



mAU

1230nm,4nm (1.00) ]

] o =H

. Lo =
3004 22

- —
200-]
1004

fo LN
T T T T T T T T T N
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 min

Chromatogram 31: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,02/0,02; 2 ml/min; UV 230 nm; 20°C
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Chromatogram 32: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,02/0,02; 2 ml/min; UV 230 nm; 40°C

K velmi zajimavé inverzi v rozliSeni doslo u pindololu na rozdil od ostatnich
dvou analytil, ktery ma nejniZsi rozliSeni pfi 30°C (Rszoec)=1,34), pfi zvySovani
teploty se parametr rozliSeni opét zvySuje (Rspoec)=1,54; Rsuoec)=1,73) (viz

chromatogramy 33, 16 a 34).
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Chromatogram 33: Enantioseparace pindololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octova/triethylamin 100/0,02/0,02; 2 ml/min; UV 254 nm; 20°C
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Chromatogram 34: Enantioseparace pindololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,02/0,02; 2 ml/min; UV 254 nm; 40°C

Pii pouziti MF methanol/kys. octova/triethylamin 100/0,05/0,05 rozdily
v rozliSeni pfi raznych teplotich nebyly tak vyrazné jako pii pouziti MF s niz§i

koncentraci kys./baze. Graficky je vliv teploty na rozliSeni zndzornén na obr. 10.
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Obr. 10:Vliv teploty na rozliseni

SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,05/0,05; 2,0 ml/min; UV 230 nm (atenolol,
propranolol), 254 nm (pindolol)

U atenololu rozliSeni mirn¢ klesa pii 30°C (Rs=1,43), pti teploté 20°C a 40°C
je stejné (Rs=1,51) (viz chromatogramy 35, 18 a 36).
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Chromatogram 35: Enantioseparace atenololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,05/0,05; 2 ml/min; UV 230 nm; 20°C
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Chromatogram 36: Enantioseparace atenololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,05/0,05; 2 ml/min; UV 230 nm; 40°C

RozliSeni pindololu se mirn¢ zvySuje se zvySujici se teplotou (Rspoe)=1,48;

Rs(3()oc):l,57; RS(40°C):1,68) (ViZ Chromatogramy 36,19a 37)
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Chromatogram 36: Enantioseparace pindololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,05/0,05; 2 ml/min; UV 254 nm; 20°C
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Chromatogram 37: Enantioseparace pindololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,05/0,05; 2 ml/min; UV 254 nm; 40°C

Ohledné vlivu teploty na zménu rozliSeni u propranolu dochéazi opét
k postupnému snizeni rozliSeni s ndslednou inverzi (Rspo0c)=2,05; Rs3oec)=1,74;

Rs@o°cy=2,05) (viz chromatogramy 38, 20 a 39).
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Chromatogram 38: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,05/0,05; 2 ml/min; UV 230 nm; 20°C
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Chromatogram 39: Enantioseparace propranololu
SF: CHIROBIOTIC T; MF: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,05/0,05; 2 ml/min; UV 230 nm; 40°C

4.4 Chiralni separace f-blokatori v reverznim modu pri pouziti
CHIROBIOTICT

Na zaklad¢ vysledkl z méteni kolonou CHIROBIOTIC V byla separace v re-
verznim modu zkouSena pii dvou MF. Jako vychozi MF byla zvolena smés
methanol/20 mM octan amonny pH=4,0 20/80. Pfi této mobilni fazi nedoslo k sepa-
raci atenololu, pindololu ani propranololu. Proto bylo zvySeno pH na 4,5 pfi stejném
pomeéru organické a vodné slozky. Ani pii této MF nedoslo k chirélni separaci.

Na zéklad¢ vysSe uvedenych vysledkl a také na prodluzovani retencnich ¢ast
analyz v zavislosti na zvySujicim se pH bylo od dalSich experimentli na tomto

sorbentu pii reverznim modu opusténo.
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5 Zaver
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V ramci diplomové prace byla zpracovana reSerSe na téma chirdlni separace
B-blokatortt metodou HPLC.

Na zéklad¢ ziskanych informaci bylo zkouSeno chromatografické chovani
dvou kolon obsahujici makrocyklické  glykopeptidové  sorbenty
(CHIROBIOTIC V - vankomycin; CHIROBIOTIC T - teikoplanin).

Pti vlastnim chromatografickém procesu byla vyuzita UV detekce pti 230 nm
(pro atenolol a propranolol) a 254 nm (pro pindolol).

Tyto chromatografické sorbenty byly zkouSeny pfi polarné-iontovém modu
a reverznim modu.

U polarné-iontového médu byl sledovan vliv koncentrace kyseliny a baze,
teploty, ptipadné slozeni organické slozky MF na separaci enantiomert.

U reverzniho médu byl sledovan vliv pH, poméru organické slozky a vodné
slozZky a slozeni (vybér vhodné) organické slozky MF na separaci
enantiomerql.

Pii pouziti reverzniho moédu u CHIROBIOTIC V i CHIROBIOTIC T
nedochazelo k separaci enantiomért 3-blokatort.

Pfi pouziti polarné-iontového médu u CHIROBIOTIC V nedoslo k takové
separaci izomer atenololu, aby rozliSeni bylo vétsi nez 1,5. RozliSeni
pindololu bylo vétsi nez 1,5 pii pouziti MF methanol/kys. octova/
triethylamin 100/0,02/0,02 (Rs=1,52) a methanol/kys. octova/triethylamin
100:0,01:0,02 (Rs=1,53). Rozliseni propranololu bylo vétsi nez 1,5 pfi pouziti
vSech mobilnich fazi pfi tomto modu.

Pti pouziti polarné-iontového médu u CHIROBIOTIC T dochazelo k chiralni
separaci atenololu, proto podminky (teplota, slozeni MF) byly upravovany
tak, aby separace probihala v pfijatelném Case.

Jako optimalni podminky pro chiralni separaci vybranych B-blokatori byly
zvoleny tyto podminky:

chromat. kolona CHIROBIOTIC T

mobilni faze methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,05/0,05
pritok 2,0 ml/min
teplota 40°C
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Vyuziti makrocyklickych glykopeptidovych sorbentii
v chirdlni analyze beta-blokdtorii metodou HPLC

Ivana Zdarsova

Abstrakt

Cilem prace bylo seznameni s moznostmi makrocyklickych glykopeptida
(vankomycinu a teikoplaninu) pfi separaci vybranych latek ze skupiny B-blokatort
(atenolol, pindolol, propranolol) metodou HPLC s diode array detekci - DAD.
Dalsim cilem bylo urcit optimalni podminky (kolona, sloZeni mobilni faze, teplota a
pritok mobilni faze) pro separaci danych enantiomerd. Chromatografické sorbenty
byly zkouSeny pfi polarné-iontovém moédu a reverznim moédu. Pfi vlastnim meéteni
byla vyuzita UV detekce pii 230 nm (pro atenolol a propranolol) a 254 nm (pro pin-
dolol).

U polarng-iontového modu byl sledovan vliv koncentrace kyseliny a baze v mobilni
fazi, teplota, ptipadné slozeni organické slozky MF na separaci enantiomeri. U re-
verzniho médu byl sledovan vliv pH vodné slozky, poméru organické a vodné slozky
a vybér vhodné organické slozky na separaci enantiomerti.

Pti pouziti reverzniho médu u CHIROBIOTIC V 1 CHIROBIOTIC T nedochazelo
k separaci enantiomert B-blokatord. Pti pouziti polarné iontového modu u CHIRO-
BIOTIC V nedoslo k takové separaci izomerti atenololu, aby rozliSeni bylo vétsi nez
1,5. RozliSeni pindololu bylo vétsi nez 1,5 u dvou mobilnich fazi. RozliSeni
propranololu bylo vétsi nez 1,5 pfi pouziti vSech mobilnich fazi pfi tomto modu.
Pii pouziti polarné-iontového moédu u CHIROBIOTIC T dochédzelo k chirdlni
separaci vybranych B-blokatort s rozlisenim nad 1,5, proto byly podminky (teplota,
slozeni mobilni faze) upravovany tak, aby separace probihala v pfijatelném case.
Jako optimalni podminky pro chiralni separaci vybranych B-blokatort byly zvoleny:
CHIROBIOTIC T; mobilni faze: methanol/kys. octové/triethylamin 100/0,05/0,05;
pratok 2,0 ml/min; teplota 40°C.
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Using of macrocyclic glycopeptide sorbents in a chiral analysis
of beta-blockers by method HPLC

Ivana Zdarsova

Abstract

The aim of this work was to introduce with possibilities of macrocyclic
glycopeptides stationary phases (vancomycin and teicoplanin) to separation from
chosen B-blockers (atenolol, pindolol and propranolol) by HPLC method with diode
array detection. The next aim was to arrange optimal conditions (column,
composition of mibole phase, temperature and flow of mobile phase) for
enantioseparation. Vancomycin and teicoplanin sorbent were tested by using the
polar-ionic mode and reverse mode.

The influence of concentration of acid and base in an organic solvent, the
temperature and composition of the organic solvent was tested in the polar-ionic
mode. The influence of pH aqueous part, the rate of organic and aqueous components
of the mobile phase was tested in the reverse mode.

There was no separation of enantiomers from B-blockers at all, when was used
reverse mode in CHIROBIOTIC V and CHIROBIOTIC T. There was no
enantiseparation of atenolol in the polar-ionic mode in CHIROBIOTIC T with a
resolution above 1,5. There was enantioseparation of pindolol with a resolution
above 1,5 when two mobile phase was used and enantioseparation of propranolol
with resolution above 1,5 was when all mobile phase in this mode was used. There
was resolution above 1,5 when the polar-ionic mode in CHIROBIOTIC T for chosen
drugs was used, and so the conditions were adjusted to obtain optimal separation.
The optimal conditions were chosen for chiral separation of chosen B-blockers:
CHIROBIOTIC T column; mobile phase: methanol/acetic acid/triethylamin
100/0,05/0,05; flow 2,0 ml/min; temperature 40°C.
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