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ABSTRAKT

Chirdlni staciondrni faze na bazi R-naftylethylem derivatizovaného cyklofruktanu byla
vyuZzita pro separaci enantiomerU vybranych derivat( tryptofanu. Déleni probihalo

v normalnim separac¢nim maodu, kde byla testovana rtizna slozeni mobilni faze a
pridavky minoritnich modifikatord. Cilem préace bylo nalézt vhodné podminky pro

enantioseparaci.

ABSTRACT

Chiral stationary phase based on R-naphtylethyl derivatized cyclofructan was used for
separation of tryptophan derivatives. In normal mode were tested different
compositions of mobile phase and minorite modifiers. The aim of this work was to find

suitable separation conditions.
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1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AK aminokyselina

HPLC vysokoucinnd kapalinova chromatografie
CE kapilarni elektroforéza

tr retencni ¢as

tr’ redukovany retencni ¢as

tm mrtvy ¢as

Kp distribu¢ni konstanta

Cs koncentrace analytu ve stacionarni fazi
Cm koncentrace analytu v mobilni fazi

k retencni faktor

a selektivita

R rozliseni

W Sirka piku pfi zakladné

CSP chiralni stacionarni faze

CcD cyklodextriny

MA makrocyklicka antibiotika

HSA lidsky sérovy albumin

BSA hovézi sérovy albumin

CF cyklofruktany

DiPAMP (R,R)-1,2-bis(o-anisylfenylfosfano)ethan
EDMA ethylenglykol dimethakrylat

HEX hexan

IPA 2-propanol

TFA kyselina trifluoroctova

TEA triethylamin

MF mobilni faze



2. UvoD

K enantioselektivnim separacim se v poslednich letech upira stdle vice pozornosti.
Rozvoj ucinnéjsich separaénich metod umoziuje oddélit i stereoizomerni slouceniny.
Nejvétsim stimulem k rozmachu téchto metod byla snaha vyrabét enantiomerné Cista
léc¢iva, kterych se d¥ive vyrabélo a7 80% ve formé racematd'. Pozornost zvysily i
nestastné pripady jako byl prodej thalidomidu, pripravku pro téhotné Zeny, jehoZ R-
enantiomer pusobi jako sedativum, avsak S-enantiomer ma teratogenni ucinky.

Neméné dulezitou roli hraji enantioselektivni separace vramci vyroby
agrochemikalii, jelikoZ ani ucinky enantiomer( pesticidi nemusi byt totoZzné, a mohou
tak mit rozdilny dopad na Zivotni prostredi.

UZ L. Pasteur objevem rozdilu mezi krystalky soli kyseliny vinné dokazal, Ze i slozky
naseho jidelni¢ku obsahuji chirdIni latky. Analyzou jednotlivych enantiomer(i mizeme
ziskat informace o stari potraviny, kontaminaci mikroorganismy nebo identifikovat
nezadouci pfimésy”.

Vyskyt chirality je dilezity také mezi aminokyselinami (AK). Dlouho prevladal
nazor, ze aminokyseliny se v tkanich savcli nachdzeji pouze jako L-enantiomery, opak
prokazal a7 objev D-alaninu vséru prasat a mysi’. RozliSovani enantiomert AK je
v organismech tak striktni, Ze nékteré mikroorganismy dokonce vyuZivaji D-forem jako
toxickych zbrani vii¢i ostatnim organismim®. Pro ¢lovéka ma zvlastni vyznam napiiklad
D-enantiomer kyseliny asparagové, kterd se podili na rozvoji centralniho nervového
systému. ZvysSeni hladiny D-serinu zase souvisi svyskytem onemocnéni, jako je
schizofrenie. Sledovat zastoupeni jednotlivych enantiomerl aminokyselin v lidském
organismu ma tedy $iroké potencialni vyuziti®.

Pro déleni enantiomer(, at uz aminokyselin nebo jinych chirdlnich latek, se vyuziva
dvou zpuUsobl - pfimé a nepfimé separace. Pfimd separace spocivd v déleni
enantiomer( plvodnich sloucenin v asymetrickém prostredi. Nepfimd metoda vyuziva
derivatizace analyt( chirdlnim ¢inidlem vedouci ke vzniku diastereoizomerd a jejich

nasledné rozdéleni na achiralni stacionarni fazi nebo obecné v achirdlnim prostredi.



Mezi moderni a dnes nejpouzivanéjsi enantioselektivni separacni metody patti
vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC) a kapilarni elektroforéza (CE). Oproti
CE nabizi HPLC vyssi citlivost a reprodukovatelnost vysledk(, rychle se rozrista i

vyzkum nowych chirélnich stacionarnich fazi pro HPLC.

Cilem této bakaldrské prace je nalézt optimalizované podminky pro
enantioselektivni separaci vybranych derivata tryptofanu s vyuzitim chirdlni stacionarni

faze na bazi cyklofruktanu derivatizovaného R-naftylethylem.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography) je separacni metoda rozdélujici analyzované latky mezi dvé
nemisitelné faze. Pohybliva faze se nazyva mobilni a nepohyblivad faze je oznadovana
jako staciondrni. Separace latek probihd na zdkladé fyzikalné-chemickych interakci,
mezi které patfi rozpousténi, adsorpce, iontova vyména a dalsi. Analyty vykazujici vétsi
afinitu ke stacionarni fazi jsou zadrzovany déle a pohybuiji se kolonou pomaleji, naopak
latky s nizsi afinitou eluuji dfive. Zadkladem Uspésné separace je dostatec¢nd rozdilnost

distribu¢nich konstant délenych analytd.

Vyhodou této separacni metody je pouZitelnost pro obrovské spektrum latek,
které se lisi svymi fyzikalnimi i chemickymi vlastnostmi. Jednoduchym zpUlsobem jako
je zména slozeni mobilni faze Ize efektivné ovlivnit prabéh separace, jelikoz mobilni

faze se také podili na interakcich analytu se stacionarni fazi”.

3.1.1 Vztahy charakterizujici déje pti separaci

Retencni ¢as (tg) oznaluje dobu, kterou stravi analyzovana latka v koloné. Cast tvofi
redukovany retencni €as (tg” - doba, kterou analyt stravi ve staciondrni fazi) a mrtvy cas

(ty- doba, kterou nesorbuijici se latka stravi v separacnim systému) (viz vztah 1).
tR= tR,+ tM (1)

Distribu¢ni konstanta (Kp) kvantitativné vyjadfuje pomér koncentraci analytu ve

stacionarni (c;) a mobilni (¢, ) fazi (viz vztah 2).

Kp=¢s /Cm (2)



Retencni faktor (k) udava, jakého ndsobku hodnoty mrtvého c¢asu je nutno keluci

analytu (viz vztah 3).
k= (tg — tm)/tm (3)

Selektivita (a), ¢im vysSi nabyva hodnoty, tim je systém pro danou dvojici délenych

latek selektivnéjsi (viz vztah 4) a ptispiva tak k lepSimu rozdéleni.

ai,2= ko/ks (4)
k; ...retencni faktor drive eluujici latky
k, ...retencni faktor pozdéji eluujici latky

v vev

Rozliseni (R) dvou separovanych latek je dano rozdilem vzdalenosti tézist elucnich

kfivek (viz vztah 5)°.
Ri12=2(tgz — tre)/(W1 + W) (5)
trs ...retencni cas drive eluujici latky
tz, ...retencni ¢as pozdéji eluujici latky
w; ...Sitka drive eluujiciho piku pfti zakladné

w; ...Sitka pozdéji eluujiciho piku pfti zakladné

3.2 Chiralita a souvisejici pojmy

3.2.1 Chiralita

Termin chiralita byl odvozen od feckého oznacéeni pro ruku, dlan — chiros.
Chiralita je nejbéznéji zpusobena pritomnosti stereogenniho centra v molekule, ale
jako vlastnost je ji nutno vztahovat kcelé molekule. NejéastéjSim stereogennim
centrem byvd atom uhliku se c¢tyfmi rlznymi substituenty, takovy uhlik pak casto
oznacujeme jako asymetricky. Za chiralitu molekuly mohou byt odpovédné ale i dalsi
atomy jako je kfemik, dusik, sira nebo fosfor. V. molekule se mize nachazet i nékolik

stereogennich center neboli stfed( chirality, avSak pokud se v ni vyskytuje stejny pocet
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strukturné totoznych stfedd chirality opacného smyslu, bude se tato molekula jevit

navenek achiralni, jestlize neobsahuje dal$i neparovy stied chirality®.

3.2.2 Enantiomery

Podminkou pro existenci enantiomer(l je vyskyt asymetrie v molekule. Jako
enantiomery oznacujeme molekuly, které jsou presnym zrcadlovym obrazem jedna
druhé, stejné jako nase prava a leva ruka, proto rfecky nazev chiros. Setkat se mizeme i
se starSim a dnes jiz nevhodnym oznacenim optické antipody, nespravné je také
oznacdeni optické izomery, jelikoZ enantiomery nemusi byt nutné opticky aktivni.
V ndzvu sloucenin rozliSujeme enantiomery pomoci afixi (+) nebo (-), které
charakterizuji otaceni roviny polarizovaného svétla o urcité vinové délce. Absolutni

konfiguraci na jednotlivych stereogennich centrech vyjadfujeme oznacenim (R) a (S).

Ekvimolarni smés obou zrcadlovych enantiomer( se nazyvd racemat. Racemat

nevykazuje optickou aktivitu, jelikoZ ma stejné zastoupeni (+) i (-) formy’.

Enantiomery vykazuji vétSinou shodné fyzikdlni vlastnosti, avsak mohou se lisit
svymi biologickymi vlastnostmi. Tyto odliSnosti mohou pfinejmensim zplsobit zménu
viné, napfiklad (R)-limonen ma vini pomerance, ale jeho druhy enantiomer
(S)-limonen nase receptory identifikuji jako citronovou vilni. Velice dllezZité jsou tyto
rozdily, jedna-li se o |éciva, kdy jeden enantiomer muize mit |éCivé schopnosti, avSak
druhy maze byt neaktivni nebo i Skodlivy. Ma-li molekula spravné ,padnout” do svého
biologického receptoru, musi mit vhodnou prostorovou orientaci a zapadnout presné
jako pravd ruka do pravé rukavice. Pouze urlity stereoisomer je tedy tvarem
komplementarni ke svému receptoru viz obrazek 3.1. VétSina Iéciv ziskavanych
z pfirodnich zdroji nebo jejich ndslednou preménou je casto chiralnich. Naptiklad
znamy lék ibuprofen obsahuje jedno stereogenni centrum, tvofi tedy dva enantiomery,
ale pouze S-enantiomer ma lécivé ucinky, plsobi proti bolesti a protizanétlivé. Jeho
druhy R-enantiomer je neudcinny a dokonce sniZzuje rychlost nastupu Gcinku u

S-enantiomeru’.
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(A) (B)

Obr. 3.1 Jeden enantiomer je komplementarni ke svému biologickému

receptoru (A), druhy do néj neni schopen zapadnout (B). Pfevzato z citace 7.

3.3 Chiralni stacionarni faze

Na dnesnim trhu je k dispozici nepfeberné mnozstvi chirdlnich stacionarnich fazi
(CSP), ty mohou byt uréeny k déleni rozmanité skaly latek nebo byt specifické pro

danou dvojici enantiomer( tzv. na miru Sité CSP (tailor-made CSP).

Chiralni stacionarni faze jsou nejcastéji rozdélovany podle typu interakce, ktera
ma nejvétsi podil na samotné separaci. Vzhledem k tomu, Ze pfi separaci enantiomeru
se uplatriiuje vice interakci sou¢asné a mohou se lisit v riznych separacnich médech, je

toto déleni spide priblizné®.

3.3.1 CSP na bazi polysacharid(

Tyto CSP vyuZivaji polysacharidi s levotocivou helikalni strukturou amylosy a
konformacné stabilnéjsi celulosy. Tyto selektory jsou derivatizovany za vzniku napf.

triacetatu, benzoatu nebo trifenylkarbamatu®. Takto derivatizované polysacharidy
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nachdzi $iroké vyuZiti v oblasti farmaceutické chemie’. Mechanismy odpovédné za

separaci enantiomertl jsou prevazné vodikové vazby a m-r interakce®.

3.3.2 Cyklodextrinové CSP

Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacharidy, které se skladaji z nékolika
glukopyranosovych jednotek. Nejvice prozkoumané jsou a, 3, a y CD, které obsahuji
6,7 a 8 glukopyranosovych jednotek'®. CD jsou také Easto derivatizovany na svych
hydroxylovych skupindch, coZ ovliviuje tvar i pfistupnost kavity pro analyzovanou
latku®. Jedna z vyhod CD je, 7e je mizeme pouZit ve viech typech rozpouitédel, coz
také znamena ve vsech separacnich mddech tj. v normalnim, reverznim i polarné

organickém médu’.

Vyuziti nachazi cyklodextriny jako chiralni selektory také pfi separacich pomoci

kapilarni elektroforézy™®.

3.3.3 CSP na bazi makrocyklickych antibiotik

Glykopeptidy jsou Siroce vyuZzivané chiralni selektory, reprezentuji je
makrocyklickd anbitiotika (MA) jako je teikoplanin, vankomycin, ristocetin A a
avoparcin®®. Teikoplanin lze odstépenim jeho cukernych ¢&asti prevést na tzv.
teikoplanin aglykon, ktery ma v nékterych pripadech jesté lepsi separacéni vysledky,
hlavné pf¥i déleni aminokyselin’. Tyto glykopeptidy maji ve své struktufe velké mnozstvi
chirdlnich center a funkénich skupin zprostfedkovavajicich celou rfadu potfebnych
interakci®. PouZit se tedy daji p¥i separaci neutrélnich, kyselych i zasaditych vzorkd.
Prednosti MA je jejich dobra stabilita ve vSech separacnich mddech, slabsi strankou je
nizsi rozliSeni. V HPLC se MA obvykle kovalentné vazi na silikagelovy nosi¢, a tak

vytvéreji Siroce pouzitelné stacionarni faze'.
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3.3.4 Proteinové CSP

Pro pfipravu chirdlnich staciondrnich fazi se da vyuzit i latek jako jsou proteiny,
napfiklad lidsky sérovy albumin (HSA), hovézi sérovy albumin (BSA), avidin, ovomukoid
a daldi’. Proteiny maji schopnost tvofit trojrozmérnou strukturu, kterd vytvaFi
stereoselektivni prostfedi pro separaci enantiomeru. Pfi praci s proteinovymi CSP je
vhodné vodné prostredi, jelikoz organicka rozpoustédla mohou zménit konformaci

chiralniho selektoru, a tim znemoznit separaci®.

3.3.5 Cyklofruktanové CSP

Cyklofruktany (CF) pouzité v této bakalarské praci (obr. 3.2) tvofi pomérné malou
skupinu  makrocyklickych oligosacharidli. Skladaji se z3Sesti, sedmi i vice
D-fruktofuranosovych jednotek. Pro tyto molekuly pouzivime oznaéeni CF6, CF7 atd *2.
Kazda z fruktofuranosovych jednotek vlastni Ctyfi stereogenni centra a tfi hydroxylové
skupiny, které jsou &asto vyuZity pro derivatizaci®*.

Pro separaci enantiomerd se vyuziva ¢astecné derivatizovanych cyklofruktan(,
jelikoz po jejich derivatizaci dochdazi k naruSeni vnitfnich molekulovych vodikovych
vazeb a jadro slouceniny je tak pristupnéjsi novym interakcim. K derivatizaci mGzeme
vyuzit mnoho rliznych skupin viz obr. 3.3, ze kterych se nejlépe osvédcil izopropyl,
dimethylfenyl a R-naftylethyl. Nej¢astéji se tyto CSP pouzivaji v normalnim separacnim

madu, tj. s nepolarnimi organickymi rozpoustédly jako mobilnimi fazemi®.

14
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Obr. 3.3 Alifatické a aromatické derivatizac¢ni skupiny
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3.4 Analyzované latky

3.4.1 Ziskani Cistych enantiomerl aminokyselin v praxi

Ziskat cisté enantiomery lze dvéma zpUsoby. MUZeme provést pfimo syntézu
vedouci ke vzniku cistého enantiomeru nebo separovat enantiomery ze smési.

Efektivnéjsi cesta viak vede pres enantioselektivni syntézu™’.

3.4.1.1 Enantioelektivni syntéza

Tato metoda je vyhodnéjsi nez syntéza racematu, kdy pak 50% vytézku tvofi
nezadouci enantiomer. Pomoci chirdlniho katalyzatoru, ktery udrzi molekulu substratu
docasné v asymetrickém prostredi, je podpofen vznik Zddaného enantiomeru. Mezi
nejpouzivané;jsi chirdlni katalyzatory patfi (R,R)-1,2-bis(o-anisylfenylfosfano)ethan tzv.

DiIPAMP, kde zdrojem asymetrie je trisubstituovany atom fosforu’.

3.4.1.2 Délenf enantiomert

Rozdéleni enantiomerl aminokyselin dosahneme nepfimym postupem
prevedenim jejich aminoskupiny na amid. Vzniklé amidy pak reaguji sjednim
enantiomerem chirdlniho aminu za vzniku diastereoizomernich soli, které lze po
oddéleni prevést zpét na aminokyselinu hydrolyzou amidové skupiny. Vyuziva se také
enantioselektivni aktivity nékterych enzym(, které hydrolyticky Stépi pouze jeden

enantiomer a druhy nechavaji v ptivodni formé’.

Pfimou separaci AK nam v HPLC umoznuiji chiralni staciondrni faze napf. CSP na
bazi makrocyklickych antibiotik'®,CSP na bazi polysacharidG'’, polymerni CSP
s vtisténymi templaty®®, ligandové-vyménné CSP'®, nebo i CSP na bazi derivat(

alkaloidu chininu®®.
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3.4.2 Tryptofan a jeho derivaty

3.4.2.1 Tryptofan

Aminokyselina tryptofan (obr. 3.4) pro nas neni pouze nepostradatelnou
Zivinou, ale hraje dal$i vyznamné role v naSem organismu. L-tryptofan je napfiklad
prekurzorem pro syntézu serotoninu, coZz je dulezity neurotransmiter, avSak jeho

zrcadlovy obraz D-tryptofan je inaktivni*.

Struktura tryptofanu obsahuje aromaticky kruh, ktery funguje jako chromofor
absorbujici zareni o vinové délce mezi 260 az 300 nm. Této vlastnosti se vyuZiva pfi

jeho stanovovani nebo sledovani koncentrace bilkovin, kterych je tato AK souéasti’.

Tryptofan fadime spolec¢né s argininem, glutaminem, cysteinem, prolinem a
leucinem do skupiny tzv. funkénich aminokyselin. Ty se podileji na fizeni hlavnich
metabolickych drah v organismu dulezitych pro rust, reprodukci a imunitu. Jako

dopliiky stravy se daji tyto AK vyuZit také ke zmirnéni zdravotnich potizi*.

O
OH

NH NH,

Obr. 3.4 Struktura tryptofanu

3.4.2.2 N-BOC-L-tryptofan

N-BOC-L-tryptofan (obr. 3.5) nasel v roce 2009 diky skupiné japonskych védcl
jedine€né vyuziti k pripravé 1-butyl-tryptofanu, u kterého byly prokazany inhibi¢ni

ucinky na raist tumorovych bunék®.
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Separovat enantiomery N-BOC-tryptofanu je mozné napf. pomoci HPLC s
vtisténymi polymery. Byl pouZit ethylenglykol dimethakrylatu (EDMA), ktery dokdzal

interagovat pouze s L-enantiomerem a tak jej oddélit®*.

Obr. 3.5 Struktura N-BOC-L-tryptofanu

3.4.2.3 5-hydroxy-L-tryptofan

Dalsi derivat tryptofanu, 5-hydroxy-L-tryptofan (obr. 3.6), je doposud jedinym
znamym zdrojem pro syntézu alkaloidu horsifilinu (obr. 3.7), ktery je produkovan

rostlinou Horsfieldia superba a mohl by byt vyuZit ve farmacii pro své analgetické

ucinky®>.
HO
O
/ OH
HN NH,
Obr. 3.6 Struktura 5-hydroxy-L-tryptofanu Obr. 3.7 Struktura horsifilinu

3.4.2.4 Tryptofanol

Tryptofanol (obr. 3.8) ma dnes velky vyznam pro farmaceuticky priimysl. Jeho L-

enantiomer se vyuZiva jako chiralni prekurzor pro syntézu nékterych alkaloid(”®.
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Pro separaci enantiomerl tryptofanolu byla téZ skupinou odbornik(i z Texasu
pouZita chirdlni stacionarni faze -izopropylem derivatizovaného cyklofruktanu, se

kterou bylo dosazeno nadé&jnych vysledka™.

H

N
/

Obr. 3.8 Struktura tryptofanolu

3.4.2.5 Estery tryptofanu

Tryptofan methyl ester (obr. 3.9) nachazi vyuziti pti syntéze novych latek, které
maiji velky potencialni vyznam pro svou biologickou aktivitu. Jednou z téchto latek je
acetonitrilokarbonyltryptofan methyester, ktery je nadéjnym kandidatem pro syntézu

dale vyuzitelnych indolovych derivata®’.

O O
N\ OCHjs N O(CHQ)ICHg
I%"]H2 NHQ
N N
H H

Obr. 3.9 Struktura tryptofan methyl esteru Obr. 3.10 Struktura tryptofan oktyl esteru

Tryptofan oktyl ester (obr. 3.10) hraje dulezitou roli jako modelova latka pro

imobilizaci tryptofanu na membranu®.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroje a pomucky

Kapalinovy chromatograf
Pumpa: Waters 1525 Binary HPLC pump ( Milford, USA)
Detektor: Waters 2487 Dual A Absorbance Detector ( Milford, USA)
Autosampler: Waters 717,s Autosampler ( Milford, USA)
Kolona: LARIHC CF6-RN (Arlington, USA)
Pocitacovy program: Breeze ( Milford, USA)
Injekéni stfikacka: objem 20 ml, P-LAB (Praha, Ceska republika)
Jednorazova st¥ikackova frita: Watrex (Praha, Ceska republika)
Vahy: METTLER AE 240 (Greifensee, Svysarsko)

Ultrazvukova lazeri: ELMASONIC, P-LAB (Praha, Ceska republika)

4.2 Pouzité chemikalie

Hexan (Cistota 297,0%), Chromasolv®Riedel-de Haén, SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA

2-Propanol (Cistota 99,9%), Chromasolv®Riedel-de Haén, SIGMA-ALDRICH, St.Louis,
USA

Kyselina trifluoroctova (99%) Chromasolv®Riedel-de Haén, SIGMA-ALDRICH, St.Louis,
USA

Triethylamin (99%) Chromasolv®Riedel-de Haén, SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA
Methanol (99,9%) Chromasolv®Riedel-de Haén, SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA

Deionizovana voda
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4.3 Priprava vzorkl a mobilni faze

Pro méreni byly pfipraveny vzorky o koncentraci 1 mg/ml. N-BOC-DL-tryptofan,
DL-tryptofan methyl ester, DL-tryptofan butyl ester, DL-tryptofan oktyl ester, DL-
tryptofan benzyl ester a DL-tryptofanol byly rozpustény pouze v methanolu a vzorky
DL-tryptofan, 5-fluoro-DL-tryptofan a 5-hydroxy-DL-tryptofan rozpustény v methanolu
a deionizované vodé vobjemovém poméru 4:1. Rozpusténi bylo dosazeno

v ultrazvukové lazni. Vzorky byly skladovany v lednici.

Pti separaci byly testovany rlizné poméry hexanu/2-propanolu (HEX/IPA) a
pridavky modifikator( kyseliny trifluoroctové (TFA) a triethylaminu (TEA). Mobilni faze
(MF) byla pted kazdym méfenim umisténa na 20 minut do ultrazvukové lazné a tim

odvzdusnéna.

4.4 Podminky separace

Pro separaci byla pouzita chirdlni staciondrni faze na bazi cyklofruktanu CF6
derivatizovaného R-naftylethylem . Kolona byla termostatovana na teplotu 25 °C.

Méreni probihalo v normalnim separaénim maddu.

Parametry méreni: pratokova rychlost mobilni faze 1ml/min

tlak 3 407-5 200 kPa (34-52 bar) dle druhu pouZzité mobilni faze

detekce pfivinové délce A=254 nm a A=280 nm

Hodnota ty byla uréena pomoci methanolu.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim cilem prace bylo najit podminky pro separaci enantiomerl vysSe
zminénych analytl. Byly studovany vlivy sloZeni mobilni faze (pomér HEX/IPA) a
pridavku rtznych minoritnich modifikatort (TFA, TEA) na retenci, rozliSeni a symetrii

piku.

5.1 VlivsloZzeni mobilni faze na enantioseparaci

5.1.1 Mobilni faze s proménnym pomérem HEX/IPA

Jako vhodny pfidavek TFA byl na zdkladé predchozich studii zvolen objem
0,05 ml na 100 ml mobilni faze HEX/IPA (v/v). Slozeni MF, konkrétné pomér
HEX/IPA (v/v), bylo ménéno. Pfidavek TFA byl po celou dobu méreni konstantni.
Probéhla sada méreni pro rlzné poméry HEX/IPA/TFA : 60/40/0,05 (v/v/v),
70/30/0,05 (v/v/v), a 80/20/0,05 (v/v/v). Ziskané hodnoty retencniho faktoru,

selektivity a rozliSeni jsou uvedeny v tabulce 5.1.

Tab. 5.1 Vliv zvySovani obsahu hexanu v mobilni fazi na enantioseparaci

HEX/IPA/TFA
VZORKY 60/40/0,05 70/30/0,05 80/20/0,05
ki a R ki a R k1 a R
DL-tryptofan 0,29 1,00 0,00 0,35 1,00 0,00 0,49 1,00 0,00
N -BOC-DL-tryptofan 0,58 1,00 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 1,00 0,00
DL-tryptofanol 9,01 1,22 1,24 22,90 1,19 1,18 *
5-hydroxy-DL-tryptofan 11,20 1,14 0,56 26,20 1,15 0,78 *
5-fluoro-DL-tryptofan 6,60 1,00 0,00 12,40 1,00 0,00 23,40 1,07 0,61
DL-tryptofan methyl ester 6,56 1,13 0,71 13,50 1,13 0,79 21,60 1,14 0,78
DL-tryptofan butyl ester 3,38 1,00 0,79 5,71 1,10 0,66 10,60 1,09 0,97
DL-tryptofan oktyl ester 2,72 1,08 0,67 4,02 1,09 0,77 7,48 1,09 0,76
DL-tryptofan benzyl ester 6,98 1,13 0,69 12,30 1,12 0,80 23,10 1,13 0,79

V tabulce 5.1 oznacduje k; retencni faktor dfive eluujiciho piku, a selektivitu a R rozliseni.

* Analyt neeluoval do 90 minut.
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Se zvysSujicim se obsahem hexanu v MF vyrazné vzrstd u vSech analytQ
hodnota retencniho faktoru a doba separace se tak znacné prodluzuje. Delsi retenci
vSak vétSinou neodpovida zlepSeni separace (hodnoty rozliSeni se pfilis nezvysily). Dva
vzorky nevykazuji Zddny naznak separace a to DL-tryptofan a N-BOC-DL-tryptofan.
NejlepSiho rozliSeni bylo dosazieno u DL-tryptofanolu, za coz je pravdépodobné
odpovédna jeho hydroxylova skupina; chromatogram lze vidét na obr. 5.1. Vliv
pfitomnosti substituentu benzenového jadra tryptofanu na retenci dobfe ukazuje
obr. 5.2. Zobrazku je patrné, Ze tyto substituenty vyznamné pfispivaji k retenci.
Zatimco DL-tryptofan je na CSP zadrzovan velmi madlo, jeho 5-F- a predevsim

5-OH- derivat vykazuji nasobné silnéjsi interakci se staciondrni fazi.

Jako nejvhodnéjsi MF vzhledem k dobé separace a hodnoté rozliSeni bylo

zvoleno slozeni 60/40/0,05 (v/v/v).

0,030 4

0,025 - \I
0,020 - ] I\

0,015 - \ \

Absorbance (m.a.u)

1 !
0,010 \ ‘

0,005 \ | “t.\

0,000 ___LJML__,_H = I | -

-0,005

t (min)

Obr. 5.1 Chromatogram separace DL-tryptofanolu. CSP na bazi cyklofruktanu
derivatyzovaného R-naftylethylem, slozeni MF HEX/IPA/TFA v poméru 60/40/0,05
(v/v/v), pritok MF 1 ml/min, teplota 25 °C, detekce A=280 nm
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60/40/0,05 70/30/0,05 80/20/0,05

W DL-tryptofan @ 5-fluoro-DL-tryptofan 5-hydroxy-DL-tryptofan

Obr. 5.2 Zavislost retencniho faktoru (ki) na rizném sloZzeni MF pro odlisné

substituenty benzenového jadra tryptofanu.

X Analyt neeluoval do 90 minut.

5.1.2 Mobilni faze s promé&nnym pfidavkem TFA

Dalsi méreni probihalo v mobilnich fazich s pomérem HEX/IPA/TFA o hodnotach
60/40/0,1 a 60/40/0,2. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.2. Na separaci DL-tryptofanu
a N-BOC-DL-tryptofanu nemél zvysujici se pridavek kyselého modifikatoru zadny vliv.
nebylo znat zadné vyrazné zlepSeni déleni viz obr. 5.3. Zdiagramu nelze vystopovat
zadny zevSeobecnujici trend. Pfiznivé bylo zvySovani pridavku TFA pro separaci

5-fluoro-DL-tryptofanu, ktery dosahl nejvyssiho rozliSeni pfi pridavku 0,2 TFA, stejné
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jako 5-hydroxy-DL-tryptofan. Kvalita separace DL-tryptofanolu se s pfidavkem kyseliny

témeér nezmeénila. Je nutné konstatovat, Ze k rozdéleni enantiomer( az na zakladni linii

nedoslo ani u jednoho z analytd.

Tab. 5.2 Vliv zvySovani pfidavku TFA na retenci a separaci

HEX/IPA/TFA

VZORKY 60/40/0,05 60/40/0,1 60/40/0,2
k1 a R k1 a R k1 a R
DL-tryptofan 0,29 1,00 0,00 0,29 1,00 0,00 0,29 1,00 0,00
N-BOC-DL-tryptofan 0,58 1,00 0,00 0,61 1,00 0,00 0,59 1,00 0,00
DL-tryptofanol 9,91 1,22 1,24 11,13 1,21 1,32 11,17 1,14 1,30
5-hydroxy-DL-tryptofan 11,20 1,14 0,56 * 7,90 1,16 0,86
5-fluoro-DL-tryptofan 6,60 1,00 0,00 5,24 1,08 0,45 4,62 1,08 0,57
DL-tryptofan methyl ester 6,56 1,13 0,71 7,31 1,12 0,83 7,22 1,12 0,83
DL-tryptofan butyl ester 3,38 1,09 0,79 3,63 1,09 0,82 3,52 1,09 0,60
DL-tryptofan oktyl ester 2,72 1,08 0,67 2,84 1,08 0,74 2,77 1,08 0,58
DL-tryptofan benzyl ester 6,98 1,13 0,69 7,54 1,12 0,75 7,26 1,13 0,86

V tabulce 5.2 oznacuje k; retencni faktor drive eluujiciho piku, a selektivitu a R rozliseni

*Analyt neeluoval do 90 minut
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Obr. 5.3 Zavislost rozliseni jednotlivych esterli na pridavku TFA v MF o slozeni

HEX/IPA/TFA v poméru 60/40/TFA (v/v/v).

5.1.3 Mobilni faze s bazickym modifikatorem TEA

Pridavek bazického modifikatoru do mobilni faze HEX/IPA/TEA v poméru
60/40/0,05 (v/v/v) nepfinesl Zadné kladné vysledky. Enantiomery ester( nejevily Zzadné
naznaky déleni. Pro ostatni vzorky byl ¢as separace delsi neZz 90 minut a méreni bylo
preruseno. V porovnani s TFA nema pridavek TEA Zadny pozitivni vliv na separaci.
U esterli doslo ke sniZzeni hodnot k;, ale bez ndznakd déleni. Zajimavy trend ukazuji
hodnoty retencnich faktor( ester( tryptofanu na obr. 5.4. Retence pomérné vyrazné
klesa s rostouci délkou alkylového retézce. Pfitom je vidy vyssi, je-li do MF pridana
TFA. Tyto vysledky ukazuji, Ze hydrofobicita nema pozitivni vliv na retenci ani
enantioseparaci, coz je kompatibilni sinterakcemi, které se uplatiuji v normalnim
separacnim modu. Na vyssi retenci benzyl esteru maji pravdépodobné vliv m-nt

interakce benzylu s derivatizaéni skupinou CF6.
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METHYL BUTYL OKTYL BENZYL
B TFA O TEA

Obr. 5.4 Zavislost retence na druhu pfidaného modifikdtoru pro estery tryptofanu.
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6. ZAVER

K enantioselektivni separaci derivata tryptofanu byla pouzita stacionarni faze na
bazi cyklofruktanu derivatizovaného R-naftylethylem. Byly studovany vlivy slozeni MF

na retenci a enantioseparaci.

Zvysovani zastoupeni nepolarniho hexanu v MF sice nepatrné vylepsuje rozliseni,

ale doba analyzy se nepfijatelné prodluZuje.

Jako vhodny modifikator MF se ukazal pfidavek TFA, ktery podpofil separaci

analyt(l, naopak bazicky TEA nemél na déleni pozitivni vliv.

Jako nejvhodnéjsi MF pro separaci této skupiny tryptofanovych derivatl byla

nalezena MF o poméru HEX/IPA/TFA o hodnotach 60/40/0,05 (v/v/v).

NejlepSiho rozdéleni bylo dosazeno u vzork(l DL-tryptofanolu a 5-hydroxy-DL-
tryptofanu. Vzorky DL-tryptofanu a N-BOC-DL-tryptofanu se nepodafilo ani ¢atecné

oddélit v zadném testovaném sloZzeni MF.
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