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Abstrakt

Tato diplomova prace je zaméiena na porovnani chirdlnich stacionarnich fazi na bazi
derivatizované celulosy metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC).
Polysacharidové chirdlni stacionarni faze jsou vhodné pro enantioseparaci rtznych
chirdlnich latek. V této praci byly pouzity kolony Chiralpak IB, obsahujici chirdlni
selektor tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) celulosy imobilizovany na silikagel, a
Chiralpak IC, obsahujici chiralni selektor tris(3,5-dichlorofenylkarbamat) celulosy
imobilizovany na silikagel. Jejich enantioseparacni potencial byl testovan na 28-mi
strukturné odliSnych chirdlnich analytech. Separace chirdlnich latek byla provadéna
Vv reverznim modu. Mobilni faze byly tvofeny organickymi modifikatory acetonitrilem,
nebo methanolem a vodna sloZka byla zvolena dle povahy analytd. U analytl kyselé
povahy obsahovala mobilni faze vodny roztok kyseliny mraven¢i (pH 2,1). Latky
bifunk¢ni povahy byly separovany za pritomnosti roztoku kyseliny mravenci (pH 2,1),
10 mM octanu amonného (pH 8,8), nebo 100 mM roztoku KPFs. Pro bazické analyty
byla zvolena vodna slozka mobilni faze 10 mM octan amonny (pH 8,8) a 100 mM
roztok KPFe.

Na kolon¢ Chiralpak IB bylo z celkového poc¢tu 28-mi chiralnich analytd ¢asteéné
separovano dvanact a na zékladni linii pét analyti.

Kolona Chiralpak IC vykazovala rozdilnou enantioselektivitu, sedm latek bylo
separovano ¢astecné a sedm analyti na zakladni linii.

Bylo zjiSténo, Ze kolony Chiralpak IB a Chiralpak IC jsou k sobé komplementarni.

Klicova slova: celulosové chiralni stacionarni faze, chirdlni separace, HPLC



Abstract

This diploma thesis is focused on the comparison of enantioselective potential of
chiral stationary phases based on derivatized cellulose by high performance liquid
chromatography (HPLC). Polysaccharide — based chiral stationary phases are suitable
choice for enantioseparation of various chiral compounds. In this work Chiralpak IB
column containing cellulose tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) selector immobilized
onto silica gel and Chiralpak IC column containing cellulose tris(3,5-
dichlorophenylcarbamate) selector immobilized onto silica gel were used. Their ability
of enantioseparation was tested on 28 structurally different chiral analytes. Reversed-
phase separation mode was used for enantioseparation. Mobile phases were composed
of organic modifiers acetonitrile or methanol and the aqueous part was selected
according to the nature of analytes. Acidic analytes were separated in mobile phases
containing aqueous solution of formic acid (pH 2.1). Analytes of bifunctional nature
were separated in the presence of aqueous solution of formic acid (pH 2.1), 10 mM
ammonium acetate buffer (pH 8.8) or 100 mM solution of KPFg. Mobile phases
containing 10 mM ammonium acetate buffer (pH 8.8) or 100 mM solution of KPFgwere
used for enantioseparation of alkaline chiral analytes.

Twelve chiral analytes were separated partially and five were baseline separated
from the set composed of 28 compounds on Chiralpak IB column.

Chiralpak IC column showed a different enantioselectivity, seven chiral analytes
were partially separated while seven analytes were baseline separated.

The complementarity of compared columns Chiralpak IB and Chiralpak IC was

observed.

Keywords: cellulose chiral stationary phase, chiral separation, HPLC
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

Zkratka Nazev

a faktor selektivity

ACN acetonitril

CE kapilarni elektroforéza

CSP chirdlni stacionarni faze

GC plynova chromatografie

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
k reten¢ni faktor

MeOH methanol

MF mobilni faze

NP normalni separa¢ni mod

PTFE polytetrafluorethylen

Rip rozliSeni

RP reverzni separa¢ni mod

SFC superkriticka fluidni chromatografie
tm mrtvy ¢as kolony

tr

retencni ¢as




1 Uvod

Vétsina biologicky aktivnich latek zahrnujici 1é¢iva, agrochemikalie ¢i potraviny je
chiralnich a jejich farmakologické, toxické a metabolické Géinky se 1isi v zavislosti na
tom, o jaky enantiomer se jedna. Béhem poslednich n€kolika desetileti, se pfima
enantioseparace pomoci HPLC vyrazné¢ vyvinula a piispéla k pokroku v mnoha
oblastech, které se zabyvaji chiralnimi slouc¢eninami. Separace chiralnich analyth
pomoci HPLC muzZe byt dosaZeno na zakladé¢ rizné silnych interakci dvou enantiomert
na chirdlnim selektoru. Proto ma vybér chirdlniho selektoru na tuto separaci velice
dalezity vliv. Pocet komeréné dostupnych chiralnich stacionarnich fazi (CSP) se
vyrazné zvysil a dnes je jich dostupnych vice neZ sto. Pres Sirokou Skalu CSP se
ukazaly jako nejicinngjsi pro své separacni vlastnosti polysacharidové CSP [1].

V soucasné dobé¢ je komeréné dostupnych né€kolik polysacharidovych kolon. V této
praci pouzivané kolony Chiralpak IB a Chiralpak IC obsahuji chiralni selektory tris(3,5-
dimethylfenylkarbamat) a tris(3,5-dichlorofenylkarbamat) celulosy imobilizované na
silikagelovy nosi¢. Tyto imobilizované CSP jsou robustni, kompatibilni s Sirokou
Skalou mobilnich fazi a jsou velice uzite¢né pro enantioseparaci chiralnich latek [2].

Cilem této prace bylo porovnat enantiosepara¢ni potencial dvou kolon Chiralpak IB a
Chiralpak IC v reverznim moédu HPLC.
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2 Teoreticka cast

2.1 Chiralita

Vyznamna cast ptirodnich latek je chirdlnich, vyskytuji se ve formé enantiomerd,
ptipadné diastereomert [3]. Chiralita je odvozena z feckého slova chiros — ruka, proto si
lze enantiomery piedstavit jako pravou a levou ruku [3, 4]. Z hlediska chemického se
jedna o stejnou slouceninu liSici se vSak uspofddanim své molekuly v prostoru. V
nechiralnim prostfedi maji enantiomery prakticky stejné fyzikalné-chemické vlastnosti
jako napf. bod tani a varu nebo rozpustnost, a proto nelze jednotlivé enantiomery Vv
takovémto prostedi odlisit. Naopak v chiralnim prostfedi maji jednotlivé enantiomery
odlisné Gcinky, coz se projevuje rozdilnym chovanim a enantiomery lze od sebe
vzajemné rozlisit. Nejbéznéj$im chirdlnim prostiedim jsou zivé organismy, pro které je
dalezité, s jakym enantiomerem se dostanou do kontaktu, nebot na trovni
molekulového rozpoznavani se jednotlivé enantiomery lisi svymi biologickymi a
fyziologickymi funkcemi [3]. Chiralita molekuly miZze byt vyvolana pfitomnosti
urcitych strukturnich ¢asti v molekule organické slouceniny, zvanych prvky chirality.
Setkavame se se tremi prvky chirality:

1. Chirélni centrum (centralni chiralita)

2. Chiralni osa (axidlni chiralita)

3. Chiralni rovina (planarni chiralita) [5]

Ptitomnosti jednoho z pfedchozich prvkl se stava molekula jako celek chirdlni, ale
pokud jsou ptfitomny dva a vice prvki souc¢asné, mize to vést k vzajemnému vyruseni a
vznika tzv. mesoforma [4, 5].

Odlisnému chovani pfirodnich 1 synteticky pfipravenych enantiomerti je tfeba
vénovat nalezitou pozornost predevsim u 1éCiv, ale také u agrochemikalii a pfi kontrole
slozek potravin [3, 6]. V ptipad¢ 1é¢iv mlze dojit v disledku rizného prostorového
uspofadani k tomu, Ze oba enantiomery vytvaii rizné prostorové vztahy v asymetrickém
prostiedi receptorti a enzymu, které jsou témét vyhradné slozeny z L-aminokyselin. Za
téchto podminek mohou byt znaéné rozdily v jejich farmakodynamickém plisobeni a
jejich farmakokinetickych vlastnostech. Rozdily v G¢innosti enantiomerd mohou byt v

souvislosti s rozdily v jejich afinité a vnitini aktivité na receptorech nasledujici:



1. Veskera farmakologicka aktivita se miize nachazet v jednom enantiomeru,
pficemz v tomto piipad¢ druhy enantiomer miize byt povazovan za necistotu
(necistota muze byt neaktivni-napf. metadon, nebo majici zadouci ¢i nezadouci
ucinek).

2. Dva enantiomery mohou mit téméf identickou kvalitativni a kvantitativni
farmakologickou aktivitu.

3. Enantiomery mohou mit G¢inek, ktery je kvalitativné podobny, ale kvantitativné
odli$ny (napt. warfarin, verapamil).

4. Enantiomery mohou mit kvalitativné jinou farmakologickou aktivitu (napf.
ketamin) [7].

2.2 Metody pro chiralni separace

Vyvoj metod pro chiralni separace pftilakal velkou pozornost v poslednich tficeti
letech. Mezi nejcastéji pouzivané metody patii separaéni metody zahrnujici hlavné
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC), superkritickou fluidni
chromatografii (SFC), plynovou chromatografii (GC) a kapilarni elektroforézu (CE).
HPLC je nejpouzivanéjSi technikou pro separaci enantiomeri ve farmaceutickém
priamyslu, nebot’ existuji rozsahlé znalosti 0 této metod¢, zavedené aplikace a dale jsou

dostupné moderni robustni pfistroje a $iroké spektrum chiralnich stacionarnich fazi [8].

2.2.1 Vysokoucéinna kapalinova chromatografie

HPLC patii mezi separatni metody, které jsou zalozeny na rozdilné distribuci
separovanych latek mezi dvé faze, kde jedna faze je mobilni a druha je stacionarni [9].
Pro svou rychlost, citlivost a reprodukovatelnost se stava HPLC metodou prvni volby
v analytickych laboratofich po celém svété v riznych odvétvich [10].

Zakladem pro rozliSeni enantiomerti, at’ uz v biologickém nebo chromatografickém
systétmu, je transformace enantiomeri na diastercomery, nebo vytvofeni
diastereomerniho komplexu mezi enantiomerem a receptorem nebo chiralnim
selektorem. Zakladnim zptisobem, jak lze dosahnout chiralni separace v HPLC, je bud’

metoda ptima, nebo neptima.
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Nepiima metoda je zalozena na derivatizaci separované latky pomoci derivatiza¢niho
¢inidla za vzniku diastereomerti. Vzniklé diastereomery jsou nasledné¢ separovany na
achirdlni stacionarni fazi s achirdlnimi mobilnimi fazemi.

Dalsi metodou, ale jiz ptimou, je pfidavek chiralniho selektoru do mobilni faze. Pfi
separaci se vytvaii reverzibilni pifechodné diastereomery, které jsou separovany na
achirdlni stacionarni fazi.

Oba vyse uvedené zplsoby jsou vSak Vv dnesni dobé méné pouzivané. Duvodem je
jednak narocnost splnit pozadavky na cCistotu derivatizacniho ¢inidla, mozny vyskyt
interferenci z pouzitych chiralnich aditiv a vysoka spotieba chiralnich aditiv, respektive
selektoru piidavanych do mobilnich fazi [11, 12].

Nejpouzivangj$i metodou je dalsi zptisob piimé metody. Chiralni selektor je zde
vazan na vhodny podklad (nejcastéji silikagel) a vytvaii chiralni stacionarni fazi, kde
dochazi k chiralni separaci za ptitomnosti nechiralni mobilni faze [12].

Mezi chiralnim selektorem a enantiomery se obecné uplatfiuji rizné typy interakci.
Mezi nejvyznamnéjsi interakce patii vodikova, koordinacni, elektrostaticka,
n-n interakce, van der Waalsovy interakce, stérické odpuzovani, dip6l-dipol interakce a
disperzni interakce. Tyto interakce jsou vSak vSeobecné a jejich vyskyt je zavisly na

typu pouzitého chiralniho selektoru [13].

2.3 Chiralni stacionarni faze

V soucasné dobé¢ existuje ptes sto druhtit CSP, které jsou komeréné dostupné a které
jsou vhodné pro chirdlni separace v riznych chemickych oborech (predevSim ve
farmaceutickém vyzkumu, potravinaiském priamyslu nebo pro analyzy polutanti)
[14, 15].

CSP se obvykle skladaji bud’ z malych chirdlnich molekul nebo chirdlnich polymert
vazanych na nosi€i, jako je silikagel [15]. Podle chemického slozeni mizeme CSP
rozdélit na polysacharidové, cyklodextrinové, cyklofruktanové, ligand-vyménné,
Pirklovy, proteinové, korunové éthery a CSP na bazi makrocyklickych antibiotik
[10, 14].

Cyklodextrinové CSP jsou slozeny z a-, f-, y-cyklodextrinli, coz jsou cyklické

oligosacharidy tvofené Sesti, sedmi a osmi glukosovymi jednotkami spojenymi
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a-(1,4)-glykosidickymi vazbami [16]. Cyklofruktanové CSP jsou tvofeny z
makrocyklickych  oligosacharidi, kter¢ se skladaji ze Sesti nebo vice
fruktofuranosovych jednotek spojenych f-(2,1)-vazbami [17]. Ligand-vyménné chiralni
separace jsou zalozeny na tvorbé koordina¢nich komplext mezi chirdlnim selektorem,
ktery obsahuje vazany ion kovu, a separovanymi enantiomery. Pirklovy stacionarni faze
muzeme rozdélit do tfi skupin: m-elektron akceptorové, m-elektron donorové a
n-elektron donorové/akceptorové. Tyto interakce se podileji na separaci enantiomert
[10]. Proteinové CSP jsou vhodné pro Sirokou skalu sloucenin z divodu nékolika
vazebnych mist na povrchu chiralniho selektoru. Jako proteinovy chiralni selektor mize
byt pouzit naptiklad sérovy albumin, ay-Kysely glykoprotein, penicilin G-acylasa nebo
glukoamylasa [18]. Chiralni separaci ha CSP na bazi makrocyklickych antibiotik
umoznuje né¢kolik stereogennich center a riznych funkénich skupin obsazenych v téchto
molekulach. Makrocyklicka antibiotika poskytuji hydrofobni interakce, interakce dip6l-
dipdl, n-n interakce, vodikové vazby a dale se mize uplatnovat stericky efekt. Mezi tyto
chiralni selektory patii napiiklad teikoplanin, vankomycin, ristocetin A [19]. Korunové
éthery jsou makrocyklické polyéthery s kavitou o urcité velikosti a jsou vhodné hlavné
k enantioseparaci latek obsahujici amino skupinu [10]. Polysacharidové derivaty
(zejména celulosy a amylosy) sorbované nebo imobilizované na silikagelu se staly

-----

chiralnich selektord pro kapalinovou a superkritickou fluidni chromatografii [20].

2.3.1 Polysacharidové CSP

Polysacharidy jako naptiklad celulosa a amylosa, jsou pfirozené se vyskytujici
polymery, které jsou diky své asymetrické struktufe vhodné pro chiralni separace [21].
Nativni celulosa a amylosa nejsou pfili§ uc¢inné chiralni selektory v HPLC, proto se
vyrabi a pouzivaji jejich rtizné derivaty jako chiralni selektory [2]. Nejvice se jako
derivaty osvédcily triacetaty, trifenylkarbamaty a benzoaty [5].

Amylosa je slozena z jednotek D-glukosy, které jsou propojeny a-(1,4)-vazbou a
celulosa je ze stejnych jednotek, jen vzajemné spojenych f-(1,4)-vazbou [22].

Mezi prvni polysacharidové selektory patiila mikrokrystalicka triacetylcelulosa,
kterd byla pouzita bez jakéhokoliv nosice. Pro omezené mechanické a fyzikalni

vlastnosti (nizkd Uc¢innost, nizk4d odolnost vuci tlaku, bobtnani v nekterych
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rozpoustédlech) byly tedy prvni kolony s touto Cistou triacetylcelulosou nevhodné pro
HPLC [23]. Zminénym problémim se zabranilo sorpci polysacharidovych derivati na
makroporézni y-aminopropylsilikagel, kde polysacharidové CSP jsou pfipraveny reakci
daného polysacharidu s benzoylchloridem nebo fenylisokyanatem k ziskani ptislusného
benzoatu nebo karbamatu [23]. Tyto sorbované CSP vs$ak maji omezenou stabilitu
Vv riznych rozpoustédlech, které jsou pouzivané jako slozky mobilnich fazi [24]. I pfesto
jsou bézné€ pouzivany pres dvé desetileti jak Vv akademickém, tak v primyslovém
prostiedi. Nicméné neustale existuje snaha o zvySovani stability téchto CSP a snaha o
rozSiteni pouziti. Téchto vysledkli se dosdhlo pomoci imobilizace polysacharidovych
derivati na vhodny nosic¢, kterym je stale nejcastéji silikagel. Tyto imobilizované CSP
kombinuji vyhodu ptedchozich staciondrnich fazi (jejich Siroky rozsah aplikace a
preparativni potencidl) s vyhodami spojenymi s imobilizaci, mezi které pati predevsim
robustnost CSP a prakticky neomezena kompatibilita s rozpoustédly [11, 25].
Naésledujici dvé kapitoly pfiblizi strukturu dvou pouzitych stacionarnich fazi v této
praci. Jedna se o derivaty celulosy, které jsou imobilizovany na silikagelovy nosic.
Schopnost chiralni separace CSP na bazi polysacharidi zavisi nejen na struktufe

chiralnich polymert, ale také na substituentech na fenylové skupiné [26, 27].

2.3.1.1 Kolona Chiralpak IB

Na Obrazku 1 je zobrazena struktura chiralniho selektoru kolony Chiralpak 1B, kde
je patrné, Ze na hydroxylovych skupinach glukosy je navazan dimethylfenylkarbamat.
Po chemické strance je to tedy tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) celulosy [28].

O GH
“r’/

._%/w .

Hy C’l‘\fj“x \.:g

HN-mﬁCHa
o

CH

3
Obrazek 1. Struktura chiralniho selektoru tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) celulosy
[21].
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2.3.1.2 Kolona Chiralpak IC

Na Obrazku 2 je zobrazena struktura chiralniho selektoru kolony Chiralpak IC, kde
je na hydroxylovych skupinach glukosy navazan dichlorofenylkarbamat. Po chemické
strance je to tedy tris(3,5-dichlorofenylkarbamat) celulosy [24].

H
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Obrazek 2. Struktura chiralniho selektoru tris(3,5-dichlorofenylkarbamat) celulosy
[21].

2.4 Normalni a reverzni moéd na polysacharidovych CSP

Nejcastéji se pro chiralni separace na polysacharidovych CSP pouziva normalni (NP)
nebo reverzni (RP) separa¢ni mod [29].

Jako prvni byl pro polysacharidové CSP na bazi derivatizované celulosy a amylosy
pouzit NP mdd, pti¢emz mobilni faze je slozena ze smési alkan/alkohol, Casto je to
smes hexan/2-propanol [30, 31]. Ptestoze polysacharidové CSP neobsahuji zadné
iontové funkcni skupiny, je chirdlni separace mozZna piedev§im diky vodikovym
vazbam, n- interakcim a dip6l-dipél interakcim. Uspé&$né chiralni separace viak miize
byt dosazeno i spravné zvolenymi polarnimi mobilnimi fazemi [31, 32].

Mezi vyhody RP moddu patii naptiklad dobra rozpustnost polarnich analyti,
jednodussi ptiprava vzorkid ze séra a plasmy a pouZiti levnéjSich rozpoustédel. V RP
médu je mobilni faze slozena ze smési vodna slozka/alkohol, nebo vodna
slozka/acetonitril. Pfi pouziti téchto polysacharidovych CSP je nanejvys dilezité, aby
byl analyt neutralni, respektive nedisociovany, protoZe nejsou k dispozici Zadné funkéni
skupiny v polysacharidu, které jsou iontové povahy a interagovaly by tak s nabitymi
analyty [31]. SloZeni mobilni faze, respektive obsah vodné slozky, urCuje povaha

chiralni latky. Pro neutralni latky Ize pouzit jako vodnou slozku pouze vodu. Pro latky
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kyselé povahy je vodna slozka kyselina nebo pufr o nizké hodnoté pH (napt. vodny
roztok kyseliny mravenéi, vodny roztok kyseliny fosfore¢né, fosfatovy pufr). Amonny
pufr (NH;/HCO3) nebo jiny pufr o hodnoté pH, ktery udrzi separovanou latku
V nenabitém stavu, je vhodny pro chiralni separaci bazickych analytt [33]. Mobilni faze
muze také obsahovat latku, ktera je schopna nabitou chiralni latku udrzet v ,,nenabitém*
stavu diky iontovému parovani. Prikladem mohou byt takzvana chaotropni Cinidla, ktera
diky svému zapornému néaboji dokazi s kladné nabitymi analyty vytvofit neutrdlni
slouc¢eninu. Nejvyrazngjsiho efektu je docileno s PFg™ a klesa v fadé: BF,, ClO4, SCN',
I, NOs', H,POy, Br, CI', AcO™ [31].

2.5 Separované chiralni analyty

Pro porovnani separani Uc¢innosti CSP na bézi celulosy byla pouZita pfevazné
chirdlni 1é¢iva rGznych chemickych struktur. Tyto analyty byly rozd€leny do tfi
hlavnich skupin, které budou predstaveny v nasledujicich kapitolach. Struktury téchto

analytt jsou ukazany na Obrazku 3.

2.5.1 Analyty kyselé povahy - profeny a blokované aminokyseliny

Profeny, nebo téz derivaty 2-arylpropionové kyseliny, predstavuji dileZitou skupinu
uhliku v blizkosti karboxylové skupiny [34].

Dale byly v této praci pouzity chirdlni blokované aminokyseliny, které maji
blokovanou aminoskupinu benzyloxykarbonylovou skupinou. Tyto blokované
aminokyseliny mohou byt vyznamnymi prekurzory pii syntéze peptidd a pravé diky

blokovani jsou odolné vii¢i racemizaci béhem syntézy peptidového fetézce [35].

2.5.2 Analyty bazické povahy - B-blokatory, tramadol, thalidomid,
BP 34, BP 766

B-blokatory, které obsahuji amino a hydroxylové skupiny a obsahuji alespon jeden
aromaticky zbytek v molekule, se globalné¢ pouzivaji jako léky prvni volby v 1écbé

hypertenze, anginy pectoris, srdecni arytmie a glaukomu. Obecné plati, Ze
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S-enantiomery jsou farmakologicky u¢inné a vykazuji asi 50-500x vyssi aktivitu, ktera
je zptusobena jejich vyssi afinitou k receptoram. Vétsina 1¢kh je vSak podévana ve formé
racematd, coz nemusi byt vzdy zdravi prospésné. Ptikladem je propranolol, ktery pfi
dlouhodobém podéavani ve form¢é racematu miize mit za nasledek diabetes. Toto
onemocnéni zpusobuje S-enantiomer, pii¢emZz R-enantiomer se pouziva k 1é¢bé
hypertyredzy [36].

Tramadol, obsahujici na svém cyklohexanovém kruhu dvé stereogenni mista, je
racemické opioidni analgetikum, kde S,S-enantiomer vykazuje 10x nizsi analgetickou
ucinnost nez R,R-enantiomer [37].

Thalidomid, obsahujici ve své struktufe heterocyklus a aromatické jadro, byl diive
prodavan jako racemat, dokud nebylo zjisténo, ze S-enantiomer je teratogenni, zatimco
R-enantiomer ma sedativni G¢inky [38].

Latka BP 34, obsahujici hydroxylovou skupinu navazanou ptimo do stereogenniho
centra, je produktem degradace fluridilu. Fluridil je latka pouzivajici se pfi androgenni
alopecii (vypadavani vlasi) [39].

Latka BP 766 je trifluoroacetylovany derivat latky BP 34.

2.5.3 Analyty bifunkéni povahy - tiazidova diuretika

Tiazidova diuretika obsahujici ve své struktufe sulfonamidovou skupinu, jsou
zalozena hlavné na sniZeni zpétné resorpce sodnych a chloridovych iont do distalniho
tubulu, coz zpusobuje zvySené vyluCovani draselnych iontli a snizené vyluCovani

vapenatych iontt [40].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

e deionizovana voda (upravena pomoci zafizeni Ultrapur pro piipravu ultra Cisté
vody deionizaci, Watrex, Praha, Ceska republika)

e acetonitril (ACN > 99,9%, Chromasolv gradient grade for HPLC, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko)

e amoniak (28-30%, ACS reagent, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

¢ hexafluorofosforecnan draselny (KPFg 98%, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

e kyselina mraven¢i (HCOOH > 95%, reagent grade, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

e methanol (MeOH > 99,9%, Chromasolv gradient grade for HPLC, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Némecko)

e octan amonny (= 99%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

o karprofen, fenoprofen, flurbiprofen, ibuprofen, indoprofen, ketoprofen, kyselina
tiaprofenova, suprofen (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e acebutolol, alprenolol, atenolol, bopindolol, metipranolol, metoprolol, oxprenolol,
pindolol, propranolol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

¢ bendroflumetiazid, butizid, chlortalidon, mefrusid (prof. M. G. Schmid z Karl
Franzens University, Graz, Rakousko)

e BP 34, BP 766 (Radiology research, University of California, San Diego, USA)

¢ thalidomid, tramadol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e Z-D,L-2-F-fenylalanin, Z-D,L-3-F-fenylalanin, Z-D,L-4-F-fenylalanin (prof.
Tamara Pajpanova, Institute of Molecular Biology, Bulgarian Academy of
Sciences, Sofie, Bulharsko); Z-pfedpona oznacuje N — benzyloxykarbonylovou

skupinu
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3.2 Pouzité pristroje a pomucky

vysokoucinny kapalinovy chromatograf od firmy Agilent technologies
(Waldbroon, Némecko)

detektor 1260 Infinity G1315C 1260 DAD VL+

kolonovy termostat 1290 Infinity G1316C 1290 TCC

autosampler 1260 Infinity G1367E 1260 HiP ALS

termostat 1290 Infinity G1330B 1290 Thermostat

pumpa 1200 Series G1311B 1260 Quat. Pump

software ChemStation verze B.04.03

chromatografické kolony:

Chiralpak 1B (tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) celulosy), velikost ¢astic Sum,
rozméry 250 mm x 4,6 mm (Chiral Technologies Europe, Illkirch, Francie)
Chiralpak IC (tris(3,5-dichlorofenylkarbamat) celulosy), velikost ¢astic Spum,
rozmé&ry 250 mm x 4,6 mm (Chiral Technologies Europe, llIkirch, Francie)
analytické vahy Mettler AE 240 (Greifensee, Svycarsko)

pH metr PHM 240 (Radiometr Analytical SAS, Villeurbanne Cedex, Francie)
magneticka michacka Stuart heat-stir CB 162 (Keison Products, Chelmsford,
Essex, Anglie)

ultrazvukova lazen Ultrasonic LC 320 (ELMA, Némecko)

software:

Origin, verze 6.1

ACD/ChemSketch, verze 12.0.12.0
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3.3 Struktura analyzovanych latek
Struktury jednotlivych analyzovanych latek jsou zobrazeny na Obrazku 3a a 3b.
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Obrazek 3a. Struktury separovanych latek.
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Obrazek 3b. Struktury separovanych latek.

3.4 Priprava vzorku

U v8ech vzorkt byl navazen 1 mg standardu a rozpustén v 1 ml acetonitrilu. VSechny

vzorky byly nasledné piefiltrovany ptes 0,45 um PTFE filtr.

3.5 Priprava mobilnich fazi

Pouzité mobilni faze (MF) a jejich sloZeni jsou uvedeny v Tabulce 1.

Pro pifipravu 1 | 10 mM amonného pufru (NH;/CH3COO?) bylo navazeno
pozadované mnozstvi octanu amonného, které bylo rozpusténo v deionizované vodé.
Nasledné bylo pfidanim amoniaku upraveno pH na pozadovanou hodnotu (pH 8,8) a
roztok byl doplnén deionizovanou vodou do objemul I. Pufr byl poté prefiltrovan pies

0,45 um PTFE filtr. Pro tento pufr se bude dale pouzivat oznaceni pufr (pH 8,8).
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Pro ptipravu 1 1 100 mM roztoku KPFg bylo navazeno pozadované mnozstvi KPFg a
rozpu$téno v 1 | deionizované vody. Roztok byl poté prefiltrovan pies 0,45 um PTFE
filtr.

Vodny roztok kyseliny mravenéi byl pfipraven titraci kyseliny mravenci na hodnotu
pH 2,1.

Tabulka 1. Mobilni faze pouzité pro separaci a rozmezi jejich slozeni.

SloZky mobilni faze Pomér jednotlivych slozek
ACN/HCOOH (pH 2,1) 40/60 (v/v) — 20/80 (v/v)
ACN/10 mM pufr (pH 8,8) 40/60 (v/v) — 15/85 (v/v)
ACN/100 mM KPFg 40/60 (v/v) — 15/85 (v/v)
MeOH/HCOOH (pH 2,1) 70/30 (v/v) — 40/60 (v/v)
MeOH/10 mM pufr (pH 8,8) 60/40 (v/v) —50/50 (v/v)
MeOH/100 mM KPFg 60/40 (v/v) —40/60 (v/v)

3.6 Podminky separace

Separace probihala izokraticky za teploty 25 °C s prutokem mobilni faze 1 ml/min.
Bylo davkovano 10 ul vzorku a kazdé méteni probihalo tiikrat. Pro detekci byla pouzita
vlnova délka 254 nm. Tlak plsobici na kolonu se ménil podle sloZeni mobilni faze.

Mrtvy ¢as byl uréen podle prvniho systémového piku na hodnotu 2,39 minut.

3.7 Vypocty chromatografickych parametrt

Chromatografické parametry popisujici separaci, které jsou diskutovany v kapitole
Vysledky a diskuze jsou: reten¢ni faktor (k), faktor selektivity (o) a rozliseni (R1/2). Tyto
parametry byly vypoéteny pomoci nasledujicich rovnic (1-3).
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Retencni faktor

Reten¢ni faktor prvniho a druhého eluujiciho enantiomeru (k; a k) byl vypocitan

podle vzorce, ktery uvadi Rovnice 1.

tr — tm
=
(1)
tr je retencni Cas enantiomeru, ty je mrtvy cas kolony
Faktor selektivity
Faktor selektivity (a) byl vypocitan softwarem ChemStation podle vzorce, ktery
uvadi Rovnice 2.
k>
a=—
k1
)
ki a ko oznacuji reten¢ni faktor prvniho a druhého eluujiciho enantiomeru
RozliSeni
RozliSeni dvou piki (R1/2) bylo vypocteno softwarem ChemStation podle vzorce,
ktery vyjadiuje Rovnice 3.
1,18 (trz — tr1)
Rip2 =
W4 + Wy
©)

tr1 & tr2 jsou retencni Casy prvniho a druhého eluujiciho enantiomeru, wy a W, jsou Sitky

pika prvniho a druhého eluujiciho enantiomeru vV poloving vysky
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Chiralni separace analytu kyselé povahy

Pro testovani enantioselektivity polysacharidovych chiralnich stacionarnich fazi byla
vybrana skupina profend patiici mezi nesteroidni antiflogistika a skupina tii
blokovanych aminokyselin. Pro chiralni separace latek kyselé povahy byly pouzity na
obou kolonach mobilni faze obsahujici ACN nebo MeOH a vodny roztok kyseliny
mraven¢i (pH 2,1), jelikoz pfi této hodnoté pH jsou analyty nenabité a tudiz vhodné
k separaci [31, 33]. Pro pocateéni screening se zvolilo slozeni mobilni faze
ACN/HCOOH (pH 2,1) 40/60 (v/v) a MeOH/HCOOH (pH 2,1) 60/40 (v/v). Pro separaci
enantiomert blokovanych aminokyselin na koloné¢ Chiralpak IC bylo poc¢atecni slozeni
MF MeOH/HCOOH (pH 2,1) 70/30 (v/v). Chromatografické parametry: retencni faktor,

faktor selektivity a rozliSeni enantiomerd jsou shrnuty v Tabulkach 2 a 3.

4.1.1 Vliv organického modifikatoru na separace

4.1.1.1 Mobilni faze s acetonitrilem

Acetonitril ma v RP mddu vyssi elucni silu, tudiz retence s mobilni fazi obsahujici
tento organicky modifikator jsou krats$i a analyza rychlejsi, nez s MeOH (pfi stejném
objemovém poméru organického modifikatoru a vodné slozky). Pii porovnani vysledkt
z Tabulky 2 je patrné, Ze na koloné Chiralpak IB se z celkového poctu dvanacti analytt
Castecné separovaly dvé latky (indoprofen a Z-D,L-3-F-fenylalanin) a karprofen se
separoval az na zakladni linii. Kolona Chiralpak IC vykazuje vyssi enantioselektivitu
pro studované latky kyselé povahy nez kolona Chiralpak IB. Ze skupiny profent se
separoval na zékladni linii suprofen, a dale dosSlo k Caste¢né separaci dalSich Ctyf
profent (ibuprofen, indoprofen, ketoprofen a tiaprofenova kyselina). Nejvetsi rozdil
Vv selektivité téchto CSP je vidét u chiralnich separaci blokovanych aminokyselin, které
byly vSechny separovany na zakladni linii na kolon¢ Chiralpak IC. Toto chovani je dano
rozdilnymi substituenty na chirdlnim selektoru, tj. dimethylfenylkarbamat (kolona

Chiralpak IB) versus dichlorofenylkarbamat (kolona Chiralpak IC).
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Na Obrazku 4 jsou ukdzany chromatogramy separace karprofenu na koloné

Chiralpak IB a suprofenu na kolon¢ Chiralpak IC.

karprofen

suprofen

0 10 20 30 40
t (min)

Obrazek 4. Chromatogramy separace karprofenu na koloné¢ Chiralpak IB a suprofenu

na koloné Chiralpak IC, slozeni mobilni faze ACN/HCOOH (pH 2,1) 40/60 (v/v).

Dalsi rozdil mezi porovnavanymi kolonami je v reten¢nim chovani. Z retenénich
faktorti uvedenych v Tabulce 2 je vidét, ze pii pouziti ACN v MF jsou retence analytt
na kolon¢ Chiralpak IC kratsi, nez na koloné Chiralpak IB.
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Tabulka 2. Chromatografické parametry separovanych analyt pfi sloZzeni mobilni faze
ACN/HCOOH (pH 2,1) 40/60 (v/v). Reten¢ni faktor prvniho eluujiciho enantiomeru
(k1), faktor selektivity (o), rozliseni (Ry).

Kolona Chiralpak IB IC IB IC IB IC
Analyt ky a R1r
fenoprofen 7,05 2,78 1,00 1,00 0,00 0,00
flurbiprofen 7,65 3,17 1,00 1,00 0,00 0,00
ibuprofen 6,53 3,37 1,00 1,02 0,00 0,59
indoprofen 3,91 3,54 1,03 1,03 0,70 0,61
karprofen 9,87 3,09 1,07 1,00 1,59 0,00
ketoprofen 4,18 2,49 1,00 1,02 0,00 0,52
suprofen 4,11 2,72 1,00 1,06 0,00 1,52
tiaprofenova kyselina 453 3,03 1,00 1,02 0,00 0,43
Z-D,L-4-F-fenylalanin 4,32 1,52 1,00 1,24 0,00 2,72
Z-D,L-3-F-fenylalanin 4,37 1,46 1,01 1,21 0,48 2,41
Z-D,L-2-F-fenylalanin 4,05 1,63 1,00 1,15 0,00 1,73

4.1.1.2 Mobilni faze s methanolem

Pii pouziti MeOH jako organického modifikdtoru se ocekava vySsi retence ve
srovnani s acetonitrilem, proto se zvolil pro vétSinu analyti po¢ateéni objemovy pomér
MeOH/HCOOH (pH 2,1) 60/40 (v/v). Pro chiralni separace blokovanych aminokyselin
na koloné Chiralpak IC byla zvolena pocate¢ni mobilni faze MeOH/HCOOH (pH 2,1)
70/30 (v/v). Z Tabulky 3 je patrné, Ze na kolon¢ Chiralpak IB doslo k ¢aste¢né separaci
péti analytdl za vySe uvedenych podminek (flurbiprofen, ibuprofen, indoprofen,
Z-D,L-4-F-fenylalanin, Z-D,L-2-F-fenylalanin). Za téchto pocate¢nich podminek
nedoSlo k Zadné separaci studovanych analyti az na zdkladni linii. Pfi pouZiti kolony

Chiralpak IC doslo k separaci vSech blokovanych aminokyselin na zakladni linii
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v MF MeOH/HCOOH (pH 2,1) 70/30 (v/v). Chromatogramy téchto chiralnich separaci
jsou ukazany na Obrazku 5. Separace profent se pii pouziti MeOH zhorsila. Napiiklad
suprofen, ktery se v MF s ACN separoval az na zakladni linii na koloné Chiralpak IC,
se nyni separoval pouze ¢astecné¢, a také doslo k vyznamnému zvySeni retence.

Pfi porovnani retencnich faktorti analyti na obou kolonach nelze obecné fici, ze je
separace na nékteré z kolon rychlejsi (jak tomu bylo pii pouziti mobilnich fazi s ACN).
Ketoprofen, kyselina tiaprofenova a castecné se délici indoprofen a suprofen, maji

retenci na koloné Chiralpak IC vyssi (viz Tabulka 3).

Tabulka 3. Chromatografické parametry separovanych analytu pii slozeni mobilni faze
MeOH/HCOOH (pH 2,1) 60/40 (v/v), respektive 70/30 (v/v) pro blokované
aminokyseliny. Retenéni faktor prvniho eluujiciho enantiomeru (k;), faktor selektivity

(@), rozliSeni (Ryy).

Kolona Chiralpak IB IC IB IC IB IC
Analyt Ky a Rir
fenoprofen 8,10 3,67 1,00 1,00 0,00 0,00
flurbiprofen 8,56 4,33 1,03 1,00 0,43 0,00
ibuprofen 7,19 4,46 1,04 1,00 0,50 0,00
indoprofen 7,12 18,18 1,05 1,05 0,63 0,63
karprofen 16,46 4,39 1,00 1,00 0,00 0,00
ketoprofen 4,68 6,16 1,00 1,00 0,00 0,00
suprofen 4,77 7,62 1,00 1,07 0,00 0,66
tiaprofenova kyselina 5,26 8,68 1,00 1,00 0,00 0,00
Z-D,L-4-F-fenylalanin 6,62  1,33° 1,04  1,27° 0,63 1,92°
Z-D,L-3-F-fenylalanin 6,76  1,26° 1,00 1,25° 0,00 1,74%
Z-D,L-2-F-fenylalanin 5,66 1,33° 1,04 1,23°% 0,75 1,68°

“MF MeOH/HCOOH (pH 2,1) 70/30 (v/v)
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Obrazek 5. Chromatogramy separace blokovanych aminokyselin, sloZzeni mobilni faze
MeOH/HCOOH (pH 2,1) 70/30 (v/v).

Vzhledem k dosazenym vysledkim za vySe uvedenych screeningovych podminek
bylo nasledn¢ optimalizovano sloZeni mobilni faze, respektive pomér organického
modifikatoru a vodného roztoku kyseliny mravenci. Dal§i méfeni probihala pro skupinu
profent pfi slozeni MF ACN/HCOOH (pH 2,1) 30/70 (v/v) a pro n¢které latky byl
zkousen i pomér 20/80 (v/v) a MeOH/HCOOH (pH 2,1) 50/50 (v/v). Pro blokované
aminokyseliny byly pouzity mobilni fize ACN/HCOOH (pH 2,1) 30/70 (v/v) a
MeOH/HCOOH (pH 2,1) 55/45 (v/v) pro kolonu Chiralpak IB. Pro kolonu Chiralpak IC
probihalo méfeni pfi sloZzeni mobilni faze ACN/HCOOH (pH 2,1) 45/55 (v/v) a 42/58
(VIv).

Ziskané chromatografické parametry pfi rizném sloZeni mobilni faze jsou uvedeny

v Tabulce 4.
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Tabulka 4. Chromatografické parametry separovanych analyti pfi rizném slozeni

mobilni faze. Retenéni faktor prvniho eluujiciho enantiomeru (K1), faktor selektivity («),

rozliseni (Ryp).

Analyt Chiralpak Ky a R SloZeni MF (v/v)
fenoprofen IB 27,65 1,04 0,56 MeOH/A 50/50
IC 867 1,03 0,60 ACN/A30/70
flurbiprofen IB 2999 105 0,61 MeOH/A 50/50
ibuprofen IB 20,80 1,06 0,69 MeOH/A 50/50
IC 11,09 1,04 0,68 ACN/A 30/70
indoprofen IB 11,32 1,04 1,02 ACN/A 30/70
IB 712 1,05 0,63 MeOH/A 60/40
IC 55,23 1,05 0,78 ACN/A 20/80
IC 18,18 1,05 0,63 MeOH/A 60/40
karprofen IB 9,87 1,07 1,59 ACN/A 40/60
ketoprofen IC 3240 1,06 1,24 ACN/A 20/80
suprofen IC 2,72 1,06 1,52 ACN/A 40/60
IC 762 1,07 0,66 MeOH/A 60/40
tiaprofenova kyselina IC 8,80 1,03 0,62 ACN/A30/70
Z-D,L-4-F-fenylalanin IB 752 1,04 0,68 MeOH/A 55/45
IC 138 1,22 1,83 ACN/A 42/58
IC 1,33 1,27 1,92 MeOH/A 70/30
Z-D,L-3-F-fenylalanin IB 1052 1,03 0,67 ACN/A 30/70
IC 1,32 1,20 1,67 ACN/A 42/58
IC 1,26 1,25 1,74 MeOH/A 70/30
Z-D,L-2-F-fenylalanin IB 6,41 105 0,91 MeOH/A 55/45
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Analyt Chiralpak  k; a Rip Slozeni MF (v/v)

Z-D,L-2-F-fenylalanin IC 163 1,15 1,73 ACN/A 40/60

IC 133 123 1,68 MeOH/A 70/30

A znaci vodny roztok kyseliny mravenéi (pH 2,1)

4.2 Chiralni separace analyta bifunkéni povahy

Chiralni 1é¢iva ze skupiny tiazidovych diuretik byla vybrana jako modelové
slouceniny pro testovani enantioselektivity CSP na bazi derivatizované celulosy.
Chromatografické chovani téchto analytli by mélo byt nezavislé na pH pouzité mobilni
faze. Proto byl sledovan i vliv vodné slozky mobilni faze na chiralni separaci. Byly
pouzity mobilni faze s vodnym roztokem kyseliny mraven¢i (pH 2,1), 10 mM pufrem
(pH 8,8) a 100 mM roztokem KPFgs a MeOH nebo ACN jako organickymi
modifikatory.

4.2.1 Mobilni faze s vodnym roztokem kyseliny mravenéi (pH 2,1)

Pro méfeni s kyselinou mravenci se nejdiive pouzila pfi screeningu stejna MF jako u
latek kyselé povahy, tedy ACN/HCOOH (pH 2,1) 40/60 (v/v) a MF s methanolem byla
opét zvolena MeOH/HCOOH (pH 2,1) 60/40 (v/v). Vysledky screeningu jsou shrnuty
v Tabulce 5.
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Tabulka 5. Chromatografické parametry separovanych analyt pfi sloZzeni mobilni faze
ACN/HCOOH (pH 2,1) 40/60 (v/v) a MeOH/HCOOH (pH 2,1) 60/40 (v/v). Reten¢ni

faktor prvniho eluujiciho enantiomeru (k), faktor selektivity (), rozliseni (R1/).

MF ACN/HCOOH (pH 2,1) 40/60 (v/v)

Kolona Chiralpak IB IC IB IC IB IC
Analyt Ky a Rir
bendroflumetiazid 4,47 1,59 1,06 1,05 0,43 0,96
butizid 2,53 1,20 1,09 1,07 1,53 1,56
chlortalidon 1,11 0,68 1,00 1,00 0,00 0,00
mefrusid 3,24 2,03 1,00 1,00 0,00 0,00

MF MeOH/HCOOH (pH 2,1) 60/40 (v/v)

Kolona Chiralpak IB IC IB IC IB IC
Analyt Ky a Rir
bendroflumetiazid 2,43 1,55 1,08 1,21 0,70 0,65
butizid 1,40 1,31 1,08 1,27 0,69 1,06
chlortalidon 0,98 1,19 1,00 1,00 0,00 0,00
mefrusid 2,80 541 1,00 1,00 0,00 0,00

Z Tabulky 5 je patrné, ze dochazi k chiralni separaci dvou analytii z této skupiny, tj.
bendroflumetiazidu a butizidu na obou testovanych kolonach. Tyto chromatografické
podminky nejsou vhodné pro chirdlni separace chlortalidonu ani mefrusidu. Pti pouZziti
mobilni faze s ACN jsou testované analyty vice zadrzovany na koloné Chiralpak IB, ale
vy$§i enantioselektivitu poskytuje kolona Chiralpak IC. V mobilnich fazich s MeOH se
tento trend neuplatiiuje.

Vzhledem k dosazenym vysledkim za vySe uvedenych podminek bylo nasledné

optimalizovano slozeni mobilni faze, resp. pomér organického modifikatoru a vodné
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slozky. Dal8i méfeni probihala pii slozeni MF ACN/HCOOH (pH 2,1) 30/70 (v/v) a
MF MeOH/HCOOH (pH 2,1) 50/50-40/60 (v/v). Zménou slozeni mobilni faze,
tj. snizenim mnozstvi organického modifikatoru, doslo ke zvySeni rozliSeni enantiomerti
butizidu a bendroflumetiazidu a k soudasnému zvy3eni retence. Zadny z testovanych
separacnich systémt nebyl vhodny pro chirdlni separace mefrusidu a chlortalidonu,
nedos$lo ani k Caste¢né separaci enantiomerd téchto analyti. V Tabulce 6 je uvedeno

slozeni nejvhodnéjSich MF pro bendroflumetiazid a butizid na obou kolonach.

Tabulka 6. Chromatografické parametry separovanych analyti pii nejvhodnéjSim
slozeni mobilni faze s HCOOH. Reten¢ni faktor prvniho eluujiciho enantiomeru (ky),

faktor selektivity (o), rozliseni (R/).

Analyt Chiralpak k3 a Ris Slozeni MF (v/v)

bendroflumetiazid IB 1462 1,04 1,04 ACN/HCOOH 30/70
IB 21,97 111 1,04 MeOH/HCOOH 40/60
IC 459 1,09 1,71 ACN/HCOOH 30/70
IC 155 121 0,65 MeOH/HCOOH 60/40

butizid IB 253 1,09 1,53 ACN/HCOOH 40/60
IB 821 1,17 1,41 MeOH/HCOOH 40/60
IC 1,20 1,07 1,56 ACN/HCOOH 40/60
IC 1,31 1,27 1,06 MeOH/HCOOH 60/40

Z Tabulky 6 je patrné, Ze kolona Chiralpak IC je vhodnéjsi pro separaci
bendroflumetiazidu a butizidu. Oba analyty se podafilo separovat az na zakladni linii,
zatimco na koloné Chiralpak IB doSlo k separaci na zakladni linii pouze u butizidu.

Pro chiralni separace na obou polysacharidovych kolonach jsou pro tyto latky
Z hlediska retence a hodnot rozliSeni vhodnéjsi mobilni faze tvofené acetonitrilem.

Na Obrazku 6 jsou ukazany chiralni separace butizidu na obou kolonach pfi pouziti

mobilni faze ACN/HCOOH (pH 2,1) 40/60 (v/v).
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Z Obrazku 6 a Tabulky 6 je patrné, Ze 1ze dosdhnout stejného rozliSeni enantiomertu
butizidu na obou kolonach pfi stejném slozeni MF, ale pfi del§i dobé analyzy na koloné

Chiralpak IB.

n Chiralpak IC

Chiralpak IB

t (min)

Obrazek 6. Chromatogramy separace butizidu na kolonach Chiralpak IB a Chiralpak
IC, sloZeni mobilni faze ACN/HCOOH (pH 2,1) 40/60 (v/v).

Lze také tici, ze MeOH jako slozka mobilni fdze mé nepfiznivy vliv na tvar pika.
Symetrie pikd je vyrazn€ hor§i v mobilnich fazich s MeOH v porovnani s mobilnimi
fazemi s ACN (viz. Obrazek 7). K rozmyvani piki vlivem MeOH dochazi na obou

kolonach.
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Obrazek 7. Chromatogramy separace butizidu na kolon¢ Chiralpak IB, slozeni mobilni
faze A: ACN/HCOOH (pH 2,1) 40/60 (v/v) a B: MeOH/HCOOH (pH 2,1) 40/60 (v/v).

4.2.2 Mobilni faze s 10 mM pufrem (pH 8,8)

Dalsi mobilni faze, ktera byla zkousena, obsahovala 10 mM pufr (pH 8,8) s ACN
jako organickym modifikatorem. Byla zkousena i MF s methanolem, ale vysledky byly

V porovnani s acetonitrilem vyrazné horsi, proto se dale pouzivaly MF pouze s ACN.

Pocatecni slozeni mobilni faze bylo jako v ptedchozich métenich ACN/pufr (pH 8,8)
40/60 (v/v). Ziskané vysledky pfi pouziti této mobilni faze jsou shrnuty v Tabulce 7.
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Tabulka 7. Chromatografické parametry separovanych analytt pfi sloZzeni mobilni faze
ACN/pufr (pH 8,8) 40/60 (v/v). Retenéni faktor prvniho eluujiciho enantiomeru (Kj),

faktor selektivity (), rozliSeni (Ry/).

Kolona Chiralpak IB IC IB IC IB IC
Analyt ky a R1r
bendroflumetiazid 3,98 1,66 1,00 1,05 0,00 0,95
butizid 2,28 1,23 1,07 1,07 1,44 1,55
chlortalidon 0,92 0,68 1,00 1,00 0,00 0,00
mefrusid 2,96 2,04 1,00 1,00 0,00 0,00

Z Tabulky 7 je patrné, ze na rozdil od ptedchozi MF s vodnym roztokem HCOOH
(pH 2,1) dochazi k separaci (Castecné, nebo na zakladni linii) pouze butizidu na obou
kolonach. Bendroflumetiazid se ¢astecné separuje jen na koloné Chiralpak IC. Dalsi
optimalizace separace se tedy provadéla pti niz§im obsahu ACN v MF (30 objemovych
procent), kde doSlo i k caste¢né enantioseparaci bendroflumetiazidu na koloné
Chiralpak IB — viz. Obrazek 8 a Tabulka 9. Po optimalizaci chromatografickych
podminek doSlo na koloné¢ Chiralpak IC kseparaci na zékladni linii u
bendroflumetiazidu 1 butizidu. Na Obrazku 8 je graficky znazornén vliv mnozstvi
organického modifikdtoru ACN na rozliSeni enantiomerti téchto dvou latek na koloné

Chiralpak IC.
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Obrazek 8. Vliv mnozstvi organického modifikdtoru v mobilni fazi na rozliSeni

enantiomert bendroflumetiazidu a butizidu na kolong& Chiralpak IC.

4.2.3 Mobilni faze se 100 mM roztokem KPFg

Dalsi zkouSenou vodnou slozkou v MF byl 100 mM roztok KPFg. Na koloné
Chiralpak IB bylo zkouseno slozeni MF ACN/100 mM KPFg 35/65 (v/v) az 20/80 (v/v),
na kolon¢ Chiralpak IC ACN/100 mM KPFg 40/60 (v/v) az 20/80 (v/v). Pii pouziti
MeOH v MF se na kolon¢ Chiralpak IB méfilo pii slozeni MeOH/100 mM KPFg
45/55 (vIv) az 40/60 (v/v) a pro kolonu Chiralpak 1C MeOH/100 mM KPFg 55/45 (v/v)
az 40/60 (v/v). Nejlepsi ziskané vysledky na jednotlivych kolonach pfi rizném slozeni

mobilni faze jsou shrnuty v Tabulce 8.

Tabulka 8. Chromatografické parametry separovanych analytl pii rizném slozeni
mobilni faze se 100 mM roztokem KPFs. Reten¢ni faktor prvniho eluujiciho

enantiomeru (kj), faktor selektivity (), rozliseni (Ry/).

Analyt Chiralpak ky a R Slozeni MF (v/v)

bendroflumetiazid IB 11,49 1,03 0,61 ACN/KPFg30/70
IB 26,24 1,12 0,84 MeOH/KPFg 40/60
IC 9,15 1,13 1,87 ACN/KPFg25/75
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Analyt Chiralpak k3 a Rip Slozeni MF (v/v)

butizid IB 311 1,09 156 ACN/KPFg35/65
IB 894 118 1,30 MeOH/KPFg 40/60
IC 1,17 1,07 1,54 ACN/KPFs 40/60
IC 1,92 123 0,56 MeOH/KPFs55/45

Z vysledku v Tabulce 8 je opét vidét, ze doslo na obou kolonach k separaci na
zakladni linii pouze u enantiomeru butizidu v ptitomnosti ACN. Na kolon¢ Chiralpak

IC doslo k separaci na zakladni linii i u enantiomerd bendroflumetiazidu (Obrazek 9).

Chiralpak IC

Chiralpak IB

L I L I Ll I L] l L] l L) l 1
0 10 20 30 40 50 60

t (min)

Obrazek 9. Chromatogramy separace bendroflumetiazidu na kolonach Chiralpak IC
(sloZzeni mobilni faze ACN/KPF6 25/75(vlv)) a Chiralpak IB (slozeni mobilni faze
ACN/KPF6 30/70 (v/v)).

Pouziti MeOH jako organického modifikatoru mélo negativni vliv na separace oproti
ACN. Tento efekt se projevil zejména pii chiralni separaci bendroflumetiazidu na

koloné Chiralpak IC, kde nedoslo ani k ¢aste¢né separaci.
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Pro porovnani separace bifunk¢nich latek s odliSnymi vodnymi slozkami v MF na
obou kolonach bylo zvoleno slozeni MF ACN/vodna slozka 30/70 (v/v), jelikoz se ACN
ukézal jako vhodnéjsi organicky modifikator. Srovnani chromatografickych parametrii

ziskanych za téchto podminek je shrnuto v Tabulce 9.

Tabulka 9. Chromatografické parametry Separovanych analytt pii sloZzeni mobilni faze
ACN/vodna slozka vpoméru 30/70 (v/v). Retencni faktor prvniho eluujiciho
enantiomeru (ky), faktor selektivity (a), rozliseni (Ry/).

Analyt Chiralpak k3 a Rip Slozeni MF (v/v)
bendroflumetiazid IB 1462 1,04 1,04 ACN/HCOOH 30/70
IB 12,14 1,03 0,70 ACN/PUFR 30/70
IB 11,49 1,03 0,61 ACN/KPFg30/70
IC 459 1,09 1,71 ACN/HCOOH 30/70
IC 455 1,08 1,02 ACN/PUFR 30/70
IC 441 1,09 1,12 ACN/KPFg30/70
butizid IB 6,06 1,13 2,48 ACN/HCOOH 30/70
IB 548 1,11 2,29 ACN/PUFR 30/70
IB 489 1,11 2,00 ACN/KPFg30/70
IC 266 1,14 257 ACN/HCOOH 30/70
IC 2,71 1,14 1,72 ACN/PUFR 30/70
IC 261 1,14 1,77 ACN/KPFg 30/70

HCOOH=HCOOH (pH 2,1); PUFR=10 mM pufr (pH 8,8); KPFs=100 mM roztok KPFg

Z Tabulky 9 lze usoudit, Ze vyssi enantioselektivitu vykazuje kolona Chiralpak IC
s dichlorofenylkarbamétovym substituentem na chirdlnim selektoru, jelikoZ bylo mozné
separovat butizid i bendroflumetiazid na zakladni linii, na rozdil od kolony Chiralpak IB

(dimethylfenylkarbamatovy substituent). Ze sledovani vlivu vodné slozky na chiralni
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separace bifunkcnich latek vyplyva, ze pro obé kolony je nejvhodnéjsi vodny roztok

kyseliny mravenci z hlediska dosazenych hodnot rozliSeni enantiomerti a tvaru piku.

U kolony Chiralpak IC je tento vliv vyrazngjsi (Obrazek 10).

10 mM pufr pH 8,8
HCOOH pH 2,1
100 mM KPF,
— 7T * 1 ' 1 1 1 1 1T 1T 1T 1T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
t (min)

Obrazek 10. Chromatogramy separace bendroflumetiazidu na kolon¢ Chiralpak IC,
slozeni mobilni faze ACN/vodna slozka 30/70 (v/v).

4.3 Chiralni separace analytu bazické povahy

Vétsina z dalSich tfindcti chirdlnich latek, které byly zvoleny pro testovani

enantioselektivity chirdlnich polysacharidovych stacionarnich fazi, patifi do skupiny

B-blokatorii. Ctyfmi dal3imi

latkami jsou BP 766, BP 34, thalidomid a tramadol. Pro

tyto chiralni latky bazické povahy byla pouzita mobilni faze obsahujici 10 mM pufr
(pH 8,8) a nebo 100 mM roztok KPFs. Jako organicky modifikator byl pouzit ACN

nebo MeOH.
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4.3.1 Mobilni faze s 10 mM pufrem (pH 8,8)

Pro pocate¢ni screening latek bylo pouzito stejné slozeni MF jako v piedchozich

meétenich, tedy ACN/10 mM pufr (pH 8,8) 40/60 (v/v). Vysledky screeningu jsou

uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10. Chromatografické parametry separovanych analytd pfi slozeni mobilni
faze ACN/10 mM pufr (pH 8,8) 40/60 (v/v). Reten¢ni faktor prvniho eluujiciho
enantiomeru (ky), faktor selektivity (o), a rozliseni (Ry/).

Kolona Chiralpak IB IC IB IC IB IC
Analyt Ky Rir
acebutolol 3,05 1,62 1,00 1,00 0,00 0,00
alprenolol 6,16 3,04 1,00 1,00 0,00 0,00
atenolol 1,32 0,62 1,00 1,00 0,00 0,00
bopindolol 25,39 16,04 1,00 1,00 0,00 0,00
metipranolol 4,95 2,99 1,00 1,00 0,00 0,00
metoprolol 3,39 1,63 1,00 1,00 0,00 0,00
oxprenolol 4,71 1,90 1,00 1,00 0,00 0,00
pindolol 3,45 1,34 1,15 1,00 2,75 0,00
propranolol 9,03 3,66 1,02 1,00 0,25 0,00
BP 34 3,40 1,20 1,00 1,06 0,00 1,15
BP 766 3,86 1,64 1,00 1,00 0,00 0,00
thalidomid 1,56 2,19 1,00 1,00 0,00 0,00
tramadol 4,67 2,33 1,00 1,00 0,00 0,00
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Pti porovnani vysledkti z Tabulky 10 je patrné, Ze se z celkového poctu tfinacti
analyti na kolon¢ Chiralpak 1B separoval pouze pindolol (Obrazek 11) a dale byl
pozorovan naznak separace u propranololu. Na rozdil od kolony Chiralpak IC, u které

doslo pouze k ¢astecné separaci latky BP 34.

0] 2 4 6 8 10 12 14 16
t (min)

Obrazek 11. Chromatogram separace pindololu na kolon¢ Chiralpak IB, slozeni
mobilni faze ACN/10 mM pufr (pH 8,8) 40/60 (v/v).

Pii sniZeni obsahu ACN o deset objemovych procent, tedy na 30 %, se zacal u
kolony Chiralpak IB ¢asteéné separovat oxprenolol a tramadol (oxprenolol k;=16,21,
0=1,03, Ry»,=0,37; tramadol k;=15,21, a=1,04, R1/=0,46) a zvysila se enantioseparace
propranololu avSak na tukor zna¢ného prodlouzeni retence (ki=37,76, a=1,05,
R12=0,54). SniZeni obsahu ACN na tficet objemovych procent nemélo zadny vliv na
chiralni separaci testovanych bazickych analyt na kolon¢ Chiralpak IC.

Byly testovany i MF obsahujici jako organicky modifikator methanol, ale vysledky
byly v porovnani s ACN vyrazné horsi, proto se ddle MeOH nepouzival. Vyjimkou pii
méfeni s mobilni fazi obsahujici methanol byl thalidomid, ktery se pfi sloZeni mobilni
faze MeOH/10 mM pufr (pH 8,8) 60/40 (v/v) separoval na koloné Chiralpak IC az na
zakladni linii (k;=12,02, ¢=1,18, R;»=1,75). Na koloné Chiralpak IB se tato latka

neseparovala ani ¢astecné.
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4.3.2 Mobilni faze se 100 mM roztokem KPFg

Z davodu ne pfili§ pozitivnich vysledkt s MF obsahujici pufr (pH 8,8) byla pouzita
mobilni faze se 100 mM roztokem KPFg, jelikoz PFg Vv reverznim modu ptisobi jako
chaotropni €inidlo (s bazickymi latkami, které jsou kladné nabité, vytvaii tento aniont
par a sloucenina je tedy celkové neutralni) [41]. Jako organicky modifikator zde byl
pouzit ACN i MeOH. Pocate¢ni slozeni MF bylo zvoleno ACN/100 mM KPFg 40/60
(v/v) s vyjimkou BP 34, BP 766, thalidomidu a tramadolu, které byly méfeny pfii slozeni
MF ACN/100 mM KPFg 35/65 (v/v). Pro MF s MeOH se zvolilo slozeni MeOH/100
mM KPFg 55/45 (v/v). Vysledky poc¢ate¢niho méfeni jsou shrnuty v Tabulkach 11 a 12.

Tabulka 11. Chromatografické parametry separovanych analytti pii slozeni mobilni
faze ACN/100 mM KPFg 40/60 (v/v). Retenéni faktor prvniho eluujiciho enantiomeru
(k1), faktor selektivity (a), rozliseni (Ry).

Kolona Chiralpak IB IC IB IC IB IC
Analyt Ky a Rir
acebutolol 1,22 0,84 1,00 1,00 0,00 0,00
alprenolol 2,50 1,23 1,00 1,00 0,00 0,00
atenolol 0,55 0,46 1,00 1,00 0,00 0,00
bopindolol 11,79 4,83 1,03 1,00 0,60 0,00
metipranolol 1,99 1,23 1,00 1,00 0,00 0,00
metoprolol 1,38 0,82 1,00 1,00 0,00 0,00
oxprenolol 2,05 1,01 1,00 1,00 0,00 0,00
pindolol 1,59 0,77 1,16 1,00 1,96 0,00
propranolol 3,34 1,44 1,06 1,00 1,06 0,00
BP 34 2,44° 0,73 1,00 1,00 0,00 0,00
BP 766 5,41° 1,46 1,00 1,00 0,00 0,00
thalidomid 1,99° 2,16 1,00 1,00 0,00 0,00
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Kolona Chiralpak IB IC IB IC IB IC

Analyt Ky a Rir

tramadol 2,60° 1,04 1,00 1,00 0,00 0,00

 méfeno s MF ACN/100 mM KPFg 35/65 (v/v)

Tabulka 12. Chromatografické parametry separovanych analytti pii slozeni mobilni
faze MeOH/100 mM KPFg 55/45 (v/v). Retenéni faktor prvniho eluujiciho enantiomeru
(k1), faktor selektivity (o), rozliseni (Ry2).

Kolona Chiralpak IB IC IB IC IB IC
Analyt Ky a Rir
acebutolol 1,09 1,53 1,00 1,00 0,00 0,00
alprenolol 1,70 1,43 1,00 1,00 0,00 0,00
atenolol -2 0,45 -2 1,00 -2 0,00
bopindolol 1426 12,93 1,13 1,00 0,73 0,00
metipranolol 1,46 2,36 1,00 1,00 0,00 0,00
metoprolol 1,06 1,32 1,00 1,00 0,00 0,00
oxprenolol 1,51 1,50 1,04 1,00 0,35 0,00
pindolol 1,57 0,88 1,29 1,00 2,38 0,00
propranolol 4,13 1,80 1,15 1,00 1,27 0,00
BP 34 2,24 0,64 1,00 1,00 0,00 0,00
BP 766 4,85 1,82 1,00 1,00 0,00 0,00
thalidomid 3,88 16,35 1,00 1,19 0,00 1,56
tramadol 1,24 1,24 1,05 1,00 0,46 0,00

% latka eluovala se systémovym pikem
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Po porovnani vysledkt v Tabulkach 11 a 12 je patrné, ze MF obsahujici MeOH byla
vhodnéjsi pro separaci bazickych latek a to zejména u kolony Chiralpak IB, kde se
(Castecné, nebo na zakladni linii) separovalo pét latek, zatimco u kolony Chiralpak IC
doslo pouze k separaci thalidomidu. Na Obrazku 12 je zobrazeno porovnani separaci
thalidomidu na kolon¢ Chiralpak IC, kde se tato latka separuje az na zakladni linii na

rozdil od kolony Chiralpak IB, kde se tato latka neseparuje.

Chiralpak IB

Chiralpak IC

t (min)

Obrazek 12. Chromatogramy separace thalidomidu na kolonach Chiralpak IB (slozeni
mobilni faze MeOH/100 mM KPFg 40/60 (v/v)) a Chiralpak IC (slozeni mobilni faze
MeOH/100 mM KPFg 55/45 (v/v)).

Pii pouziti MF obsahujici ACN jako organicky modifikator nedoSlo na koloné
Chiralpak IC k Zadné separaci, na rozdil od kolony Chiralpak IB, kde doslo k ¢astecné
separaci propranololu a bopindololu a k separaci pindololu na zakladni linii.

Jak je zvysledkl patrné, tak mobilni faze obsahujici MeOH jako organicky
modifikator, ma pozitivni vliv na enantioseparaci na koloné¢ Chiralpak IC pouze u
thalidomidu. Naopak u kolony Chiralpak IB je vidét ¢astecna separace dalSich Ctyf

analytil v porovnani s MF obsahujici ACN a opé&t separace pindololu na zakladni linii.
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Konkrétné u separace pindololu je patrné lepsi rozliSeni a tvar piku pii pouziti mobilni

faze s MeOH nez s ACN pii stejné dob¢ analyzy (Obrazek 13).

Obrazek 13. Chromatogramy separace pindololu na kolon¢ Chiralpak IB, slozeni
mobilni faze A: ACN/100 mM KPFg 40/60 (v/v) a B: MeOH/100 mM KPFg 55/45 (v/v).

Vzhledem Kk dosazenym vysledkim za vySe uvedenych podminek bylo dale
optimalizovano slozeni mobilni faze sniZenim obsahu organického modifikatoru. Pro
MF obsahujici acetonitril bylo méteno pii slozeni ACN/100 mM KPFg Vv rozmezi
30/70-15/85 (v/v). Pro MF obsahujici methanol bylo zvoleno slozeni MeOH/100 mM
KPFs 40/60 (v/v). Vysledky =ziskané v riznych mobilnich fazich jsou shrnuty
v Tabulce 13.
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Tabulka 13. Chromatografické parametry separovanych analyti pii rizném slozeni
mobilni faze se 100 mM roztokem KPFs. Reten¢ni faktor prvniho eluujiciho

enantiomeru (ky), faktor selektivity (a), rozliseni (Ry/).

Analyt Chiralpak Ky a R SloZeni MF (v/v)

alprenolol IB 27,80 1,04 0,79 ACN/KPFg 20/80
IB 821 1,05 0,60 MeOH/KPFg40/60

bopindolol IB 26,30 1,05 0,81 ACN/KPFg 35/65
IB 1426 1,13 0,73 MeOH/KPFg 55/45

IC 2565 1,12 0,65 ACN/KPFg30/70

metoprolol IB 8,71 1,05 0,93 ACN/KPFs20/80
IB 352 104 0,48 MeOH/KPFs40/60
oxprenolol IB 18,77 1,08 1,39 ACN/KPFs20/80
IB 6,49 1,11 1,08 MeOH/KPFs40/60
pindolol IB 1,59 116 1,96 ACN/KPFs40/60
IB 157 129 2,38 MeOH/KPFg 55/45
propranolol IB 10,81 1,11 1,97 ACN/KPFg 30/70
IB 11,81 1,16 1,35 MeOH/KPFg 45/55
thalidomid IC 16,35 1,19 1,56 MeOH/KPFg55/45
tramadol 1B 12,77 1,11 1,87 ACN/KPFs20/80
IB 399 1,14 1,38 MeOH/KPFs 40/60

KPFs=100 mM roztok KPFg

Z Tabulky 13 je patrné, Ze na kolon¢ Chiralpak IC se na zakladni linii separoval
pouze thalidomid a K ¢astecné separaci doslo pouze u bopindololu. Naopak kolona
Chiralpak IB vykazovala vyssi enantioselektivitu pro zkoumané latky. Na zakladni linii
se na této kolon¢ obsahujici dimethylfenylkarbamat separoval pindolol, propranolol a

tramadol (Obrazek 14). U dalsich ¢ty latek doslo k ¢astecné separaci (alprenolol,
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bopindolol, metoprolol, oxprenolol). VIiv mnozstvi organického modifikatoru ACN na

rozliSeni téchto separovanych latek je zobrazen na Obrazku 15.

propranolol

pindolol

tramadol

0 10 20 30 40 50 60

t (min)

Obrazek 14. Chromatogramy separace pindololu (slozeni mobilni faze ACN/100 mM
KPFs 40/60 (v/v)), propranololu (slozeni mobilni faze ACN/100 mM KPFg 30/70 (v/v)),
tramadolu (sloZzeni mobilni faze ACN/100 mM KPFg 20/80 (v/v)) na koloné
Chiralpak IB.
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Obrazek 15. Vliv organického modifikatoru na rozliSeni separovanych latek (kolona
Chiralpak IB), slozeni mobilni fize ACN/100 mM KPFg Vv riznych objemovych

procentech.

Z ptedchozich vysledku je patrné, Ze se chaotropni efekt KPFg uplatnil predevsim u
enantioseparaci bazickych analytd na koloné¢ Chiralpak IB, na které se zvysil

enantioseparacni potencidl v porovnani s chiralni separaci za pfitomnosti 10 mM pufru

(pH 8,8).
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5 Zaveér

Byla porovnana enantioselektivita dvou CSP na bazi derivatizované celulosy-
tris(3,5dimethylfenylkarbamat) celulosy a tris(3,5dichlorofenylkarbamat) celulosy
imobilizované na silikagelovy nosi¢ (kolony Chiralpak IB a Chiralpak IC) v reverznim
modu HPLC. Schopnost enantioseparace jednotlivych kolon se lisila v zavislosti na
povaze analyti a pouzitych mobilnich fazi.

Pro latky kyselé povahy vykazovala o néco vysSsi enantioselektivitu kolona
Chiralpak IC s chiralnim selektorem dichlorofenylkarbamatem celulosy a to predevsim
pro blokované aminokyseliny, které byly vSechny separovany na zakladni linii spole¢né
se suprofenem a dalSich pét latek bylo separovéno castecné (fenoprofen, indoprofen,
ibuprofen, ketoprofen, tiaprofenova kyselina). Na kolon¢ Chiralpak IB doslo k ¢aste¢né
separaci u sedmi analytli (fenoprofen, flurbiprofen, ibuprofen, indoprofen a vsech tiech
blokovanych aminokyselin) a k separaci na zakladni linii doSlo u karprofenu. Jako
vhodnéjsi organicky modifikator se prokazal acetonitril v porovnani s methanolem na
obou kolonéch.

Pro latky bifunkéni povahy byla opét vhodnéjsi kolona Chiralpak IC, na které doslo
k chiralni separaci dvou latek (bendorflumetiazid a butizid), kdezto u kolony Chiralpak
IB se bendroflumetiazid podafilo separovat pouze Castecné. Ani jedna kolona nebyla
vhodnd k chirdlni separaci zbylych dvou diuretik (mefrusid a chlortalidon).
Nejvhodnéjsi vodnou slozkou mobilni faze byl vodny roztok kyseliny mravenci (pH
2,1). Jako vhodnéjsi organicky modifikator se opét prokazal acetonitril vV porovnani
s methanolem na obou kolonéch.

Vyssi enantioselektivitu vykazovala kolona Chiralpak IB pro latky bazické povahy.
Z celkového poctu tfindcti analyti se na této koloné s chirdlnim selektorem
dimetylfenylkarbamatem celulosy podafilo separovat na zakladni linii tii latky
(pindolol, propranolol a tramadol) a dalsi ctyfi latky ¢aste¢né (alprenolol, bopindolol,
metoprolol a oxprenolol). Na kolon¢ Chiralpak IC doslo k chiralni separaci na zakladni
linii pouze u thalidomidu a k caste¢né sepraci u dalSich dvou latek (bopindolol a
BP 34). V porovnani s pouzitymi vodnymi slozkami se ukazal 100 mM roztok KPFg
jako nejvhodnéjsi pro chirdlni separace bazickych latek. Pii porovnani organickych
modifikatori ACN a MeOH byl o néco vhodnéjsi acetonitril pro ob& polysacharidové
kolony.
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Na kolon¢ Chiralpak IB bylo tedy z celkového poctu 28-mi chiralnich analytd
Castecn¢ separovano dvanact a na zdakladni linii pét chiralnich latek a na koloné
Chiralpak IC bylo sedm latek separovano ¢astecné a sedm chiralnich latek na zakladni
linii.

Ze ziskanych vysledkt je patrné, ze kolony Chiralpak IB a Chirakpak IC jsou k sobé
komplementarni. Zatimco kolona Chiralpak IC je vhodnéj$i pro chirdlni separace
bifunk¢nich analyti a analyti kysel¢ povahy, kolona Chiralpak IB vykazuje vyssi

enantioselektivitu pro analyty bazické povahy.
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