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Abstrakt 

 

 Dizertační práce je zaměřena na výzkum a charakterizaci retenčních a 

enantiodiskriminačních mechanismů chirálních chromatografických systémů. Detailní 

charakterizace systémů s moderními stacionárními fázemi poskytne komplexní pohled na 

interakce uplatňující se při separaci. Hlubší pochopení retenčního/separačního chování 

významným způsobem usnadní vývoj a optimalizaci metod pro separaci a stanovení celé řady 

sloučenin.  

 Enantiodiskriminační potenciál polysacharidových stacionárních fází byl studován 

v podmínkách reversního a normálního módu HPLC. Stacionární fáze lišící se povahou 

polymerního řetězce (amylosa versus celulosa), navázáním chirálního polymeru na 

silikagelový nosič (pokrytá versus imobilizovaná stacionární fáze) či typem derivatizační 

skupiny byly porovnávány z hlediska retence a selektivity. V obou separačních módech 

vykazovaly amylosové chirální stacionární fáze vyšší enantioselektivitu především pro kyselé 

a bifunkční analyty. Chirální stacionární fáze na bázi derivatizované celulosy naopak ukázaly 

vyšší enantioseparační potenciál pro bazické analyty. Srovnání chromatografických dat 

získaných v reversním módu ukázalo, že pokrytá i imobilizovaná amylosová stacionární fáze 

vykazovala podobný enantioselektivitu pro kyselé analyty, zatímco pro enantioseparaci 

bazických látek byla vhodnější pokrytá chirální stacionární fáze. Jednotlivé chirální 

stacionární fáze jsou vzájemně komplementární a jejich kombinace umožňuje enantioseparaci 

strukturně odlišných chirálních analytů. 

 Další část práce se zabývá separací širokého spektra bazických chirálních sloučenin v 

systémech superkritické fluidní chromatografie. Byly sledovány různé chemické a fyzikální 

faktory ovlivňující separační systém. Chirální stacionární fáze na bázi imobilizované 

derivatizované amylosy se projevila jako vhodný nástroj pro enantioseparaci chirálních bází.  

 Praktické využití získaných poznatků bylo ukázáno na vývoji a validaci dvou 

chromatografických metod: (i) Chirální separace a stanovení antidepresiva citalopramu a jeho 

prekursoru citadiolu, (ii) SFC metoda pro systematickou toxikologickou analýzu kanabinoidů 

a jejich metabolitů. 
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1 Úvod 

 

 Chiralita je unikátní jev zasahující do mnoha oblastí lidského života. Molekuly, které 

nejsou ztotožnitelné se svými zrcadlovými obrazy, se nazývají enantiomery (z řeckého slova 

enantio – opačný). Optické isomery mají v achirálním prostředí shodné fyzikálně-chemické 

vlastnosti, ale při interakci v chirálním prostředí mohou vyvolat rozdílnou biologickou 

odpověď. Odlišná biologická aktivita enantiomerů se může projevovat např. různou chutí, 

vůní nebo terapeutickým účinkem [1]. Mezi nejpoužívanější metody sloužící k separaci 

enantiomerů patří vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC), superkritická fluidní 

chromatografie (SFC) [2,3] a kapilární elektroforéza (CE) [4]. Pro dělení enantiomerů v 

HPLC se stejně jako v SFC využívají přednostně chirální selektory (CS) zakotvené/vázané na 

vhodném nosiči. Navíc většina stacionárních fází (SF) používaných v HPLC je kompatibilní 

se superkritickou/subkritickou mobilní fází (MF). Mezi nejpoužívanější patří chirální SF 

(CSF) na bázi derivatizovaných polysacharidů. Velmi často se též používají SF na bázi 

cyklických oligosacharidů (cyklodextriny, CD; cyklofruktany, CF) a makrocyklických 

antibiotik (MA) [1,5].  

 Předkládaná dizertační práce se zabývá studiem důležitých faktorů ovlivňujících 

složitý enantioselektivní separační mechanismus především v HPLC a SFC. Experimentální a 

semiempirické studie separačního chování poslouží k lepšímu pochopení distribučního 

procesu, a následně povedou ke snadnějšímu vývoji a optimalizaci metod pro separace 

širokého spektra analytů. 

 

2 Cíle práce 

 

 Hlavní cíl práce je zaměřen na výzkum a charakterizaci retenčních a 

enantioselektivních mechanismů CSF na bázi derivatizovaných polysacharidů v systémech 

HPLC a SFC. 

 

Dílčí cíle 

 

• Studium enantioselektivního potenciálu imobilizovaných CSF na bázi 

derivatizovaných polysacharidů v reversním módu (RP) HPLC. 

• Porovnání enantioselektivního potenciálu dvou imobilizovaných polysacharidových 
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CSF lišících se povahou polymerního řetězce (amylosa versus celulosa) v normálním 

(NP) a RP módu. 

• Podrobná charakterizace a porovnání retenčních/enantioselektivních interakcí CSF na 

bázi derivatizované amylosy lišící se navázáním CS na silikagelový nosič. 

• Určení enantiodiskriminačních možností polysacharidové CSF v systému SFC. 

•  Vývoj a optimalizace chromatografických podmínek pro separaci konkrétních 

chirálních látek a směsi achirálních analytů. 

 

3 Chiralita 

 

3.1 Chiralita a optická isomerie 

 

Přírodní látky se často vyskytují ve dvou prostorových formách, jejichž vzájemný 

vztah je totožný se vztahem pravé a levé ruky. Tyto molekuly se označují jako chirální (z 

řeckého slova cheiros – ruka, dlaň). Chirální molekula nemá střed, osu ani rovinu symetrie 

[6]. Typ chirality látek se vyjadřuje přítomností různých prvků chirality. Mezi ně patří 

chirální centrum (centrální chiralita), chirální osa (axiální chiralita) a chirální rovina (planární 

chiralita).  

Lidský organismus se skládá z nepřeberného množství opticky aktivních látek, jako 

jsou aminokyseliny, enzymy či bílkoviny. Enantiomery (optické isomery) stáčí rovinu 

polarizovaného světla buď doleva, značí se afixem (-) nebo doprava (+). 

 

3.2 Chirální léčiva 

 

V dnešní době obsahuje velké množství léčiv chirální aktivní složku. Jednotlivé 

enantiomery mohou mít rozdílné účinky. Jeden z enantiomerů může poskytovat žádoucí 

farmakologické, farmakokinetické či farmakodynamické účinky, zatímco druhý z isomerů 

může být neúčinný, méně účinný nebo dokonce toxický [7].  

V poslední době sílí snaha převádět racemická farmaka na léčiva s pouze 

aktivníenantiomerní formou, tzv. chirální záměna (chiral switch), která by měla zlepšit 

terapeutický profil daných léčiv [8]. Pokrok spojený s přípravou čistých enantiomerů 

způsobil zvýšení počtu registrovaných léčiv, které obsahují pouze aktivní enantiomer. V 

důsledku toho se na trhu s farmaky vyskytují jak racemické, tak i pouze účinné enantiomerní 
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formy jednotlivých léčiv. Jako příklad lze uvést léčivo, jež se využívá jako inhibitor 

protonové pumpy, omeprazol, který je klasicky užíván jako racemát. Jeho S-enantiomer je 

podstatně účinnější než jeho R-isomer (u člověka asi 10% účinek S-omeprazolu) [9]. Mezi 

hlavní výhody používání enantiomerně čistých preparátu patří především snížení dávky 

oproti racemické směsi či rychlejší nástup účinku. 

 

3.3 Chirální separace 

 

 Existují dva základní přístupy pro enantioselektivní separaci chirálních látek v 

chromatografii. První způsob, tzv. nepřímá separace, představuje derivatizaci analytu opticky 

čistým derivatizačním činidlem za tvorby diastereoisomerních derivátů, které mohou být 

separovány pomocí konvenčních achirálních separačních metod. Přímá metoda dělení 

enantiomerů spočívá v zavedení CS do enantioseparačního systému. CS lze přidat jako 

aditivum do MF nebo, častěji, lze využít CSF zakotvené/vázané na vhodném nosiči. 

 

3.3.1 HPLC 

 

 HPLC je stále nejpoužívanější separační technikou pro dělení enantiomerů. Mezi její 

hlavní přednosti patří možnost ovlivňovat separace volbou jak SF, tak i MF, která na rozdíl 

od GC není pouhým inertním nosičem analytů. Dále vyniká vysokou účinností, dobrou 

opakovatelností a robustností.  

 Pro separaci enantiomerů v HPLC se nejčastěji používají tři základní separační módy. 

NP mód využívá polárnější SF a směs nepolárních či méně polárních organických 

rozpouštědel (např. n-hexan a propan-2-ol) a kyselých či bazických aditiv jako složek MF. V 

RP systému se naopak uplatňuje méně nepolární SF oproti polárnější MF, která se skládá z 

polární směsi vody či vodných pufrů s organickými rozpouštědly (nejčastěji acetonitril, 

methanol). Posledním hojně využívaným separačním módem je polárně-organický mód (PO), 

ve kterém je polárně-organická MF tvořena acetonitrilem či methanolem (popřípadě jejich 

směsí) s malým přídavkem kyselého a bazického aditiva (nejčastěji kyselina octová; AcOH, 

triethylamin; TEA) [10]. 

 

3.3.2 SFC 

 

 SFC zaznamenala v posledních letech nárůst popularity na poli separačních metod, 
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především v oblasti farmaceutického průmyslu či klinické a forensní toxikologie [11,12]. 

Mezi hlavní přednosti této metody patří poměrně krátký čas analýzy, vysoká separační 

účinnost a v neposlední řadě šetrnost používaných složek MF k životnímu prostředí. Tato 

moderní separační technika využívá superkritickou tekutinu jako hlavní složku MF. 

Superkritické tekutiny mají viskozitu a difusní koeficienty podobné plynům, jejich hustota a 

solvatační schopnosti jsou naopak více podobné vlastnostem kapalin [13]. Superkritický CO2 

je zdaleka nejpoužívanější složka superkritické MF [14]. Standardními a technologicky 

nenáročnými postupy lze dosáhnout jeho kritických veličin (74 bar, 31 °C), navíc je 

netoxický, nehořlavý, inertní, relativně levný a dostupný v dobré čistotě. Fázový diagram pro 

CO2 je znázorněn na Obrázku 1. Polarita superkritického CO2 je srovnatelná s n-hexanem, 

který je majoritní složkou MF v chromatografii s NP. Zvýšení eluční síly MF lze dosáhnout 

přídavkem organického modifikátoru, nejčastěji methanolu, ethanolu, propan-2-olu či 

acetonitrilu [15,16]. Kromě superkritického CO2 a polárních rozpouštědel se do MF přidávají 

kyselá (např. kyselina mravenčí, AcOH, trifluoroctová; TFA) či bazická (např. TEA, 

diethylamin; DEA, isopropylamin; IPA, ethanolamin) aditiva [17,18]. Aditiva ovlivňují nejen 

polaritu použité MF, ale také disociaci či protonizaci separovaných analytů a funkčních 

skupin SF, a tím výrazně zlepšují separační účinnost a symetrii píků [19]. Další klíčové 

parametry superkritického systému tvoří teplota a zpětný tlak, které mají zásadní vliv na 

hustotu a viskozitu použité MF, čímž ovlivňují její solvatační schopnosti a ve svém důsledku 

separaci analytů [20,21]. 

 

Obrázek 1. Fázový diagram CO2. Upraveno z cit. [22]. 1 - křivka vypařování; 2 - křivka 

sublimační; 3 - křivka tání. 



9 
 

 

4 Charakterizace separačních systémů 

 

 Hlubší pochopení retenčního/separačního chování významným způsobem usnadní 

vývoj a optimalizaci metod pro separaci a stanovení celé řady sloučenin. Pro charakterizaci 

separačních systémů byla navržena řada chromatografických testovacích modelů. Používají 

se relativně jednoduché modely podle Galushky [23], Tanaky [24], Engelhardta [25] či 

Walterse [26], které pro získání základních charakteristik separačního systému využívají 

třeba jen dvojici testovacích analytů.  

 

4.1 Model lineárních vztahů volných energií 

 

 Tento model umožňuje charakterizovat separační systémy z hlediska jejich 

interakčních možností a popsat kvalitativně i kvantitativně příspěvky jednotlivých interakcí k 

celkové retenci. Rovnice LFER vyjadřuje korelaci experimentálně zjištěných logaritmů 

retenčních faktorů s deskriptory analytů [27]. 

 

VBASElog vbaseck +++++=     (1) 

 

kde k reprezentuje retenční faktor příslušného analytu, členy E, S, A, B, V jsou deskriptory 

příslušného analytu, parametry e, s, a, b, v vyjadřují regresní koeficienty a příspěvek c náleží 

hodnotě úseku na ose y. Deskriptory a regresní koeficienty jsou vysvětleny v Tabulce 1. 

 

Tabulka 1. Seznam deskriptorů a regresních koeficientů rovnice LFER 

Deskriptor Charakterizuje  fyzikálně-chemické charakteristiky analytů 

E rozsah molární refrakce 

S dipolarita/polarizabilita 

A efektivní nebo celková acidita vodíkové vazby 

B efektivní nebo celková bazicita vodíkové vazby 

V McGowanův charakteristický objem 

Regresní koeficient Popisuje typy interakcí ve studovaném systému 

e interakce s n- a π-elektronovými páry 

s dipolarita/polarizabilita 

a schopnosti působit jako akceptor vodíku 
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b schopnosti působit jako donor vodíku 

v dispersní interakce (hydrofobicita) 

 

Pozitivní hodnota koeficientu ukazuje na silnější interakci se SF vedoucí ke zvýšení retence 

analytů. Pokud je regresní člen záporný, interakce analyt/MF je silnější a způsobuje snižování 

retence. Výběr reprezentativní sady analytů má zásadní význam pro správné hodnocení 

separačního systému. Analyty by měly být strukturně různorodé a distribuce deskriptorů by 

měla pokrývat širokou škálu interakcí. Kromě stanovení jednotlivých interakčních příspěvků 

na retenci v daném separačním systému může být model LFER využit ke vzájemnému 

porovnání SF, při zachování fixního složení MF, teploty a průtoku. 

 

5 Chirální stacionární fáze 

 

 Vývoj CSF schopných chirální diskriminace širokého spektra chirálích látek se stal 

jedním z klíčových oblastí enantioseparačních chromatografických technik. Mezi 

nejpoužívanější patří CSF na bázi derivatizovaných polysacharidů. Dále jsou často používané 

SF na bázi cyklických oligosacharidů či MA [28]. Jelikož v této práci byly použity především 

CSF na bázi derivatizovaných polysacharidů, bude jim v následujícím textu věnována větší 

pozornost. 

 

5.1 Polysacharidové chirální stacionární fáze 

 

 Základní kostru polysacharidových CSF tvoří derivatizovaný polysacharid, amylosa či 

celulosa. Amylosa je tvořena glukosovými jednotkami spojenými α-1,4 vazbami, zatímco v 

molekule celulosy jsou glukosové jednotky spojené β-1,4 vazbami. Enantioselektivní 

schopnost nativní amylosy a celulosy je nízká, proto byly připraveny a uvedeny na trh jejich 

deriváty (např. trifenylkarbamáty či tribenzoáty) [29,30]. Derivatizace podstatně zlepšuje 

jejich rozpoznávací schopnosti, které závisejí jak na struktuře polymerního řetězce, tak i na 

druhu derivatizačních skupin [31,32]. Enantioselektivní potenciál derivatizovaných 

polysacharidů na bázi aromatických esterů a fenylkarbamátů se výrazně zvýší, pokud jsou 

zavedeny elektron-donorové (např. methylové) či elektron-akceptorové (např. halogenové) 

substituenty v meta pozici na fenylové části molekuly [33,34]. Obrázek 2 ukazuje základní 

struktury nejpoužívanějších, komerčně dostupných polysacharidových CSF. 

 Jelikož dřívější generace polysacharidových fází byla připravena pokrytím 
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silikagelového nosiče CS na základě fyzikální interakce, mohla být daná SF použita buď v 

RP, nebo v NP módu HPLC [35]. Tyto tzv. pokrývané (zakotvené, coated) polysacharidové 

CSF mohou být využity pouze s omezenou škálou rozpouštědel, obecně s alkoholy, 

acetonitrilem, n-alkany a s jejich směsmi. Chirální kolony s imobilizovanými fázemi jsou 

multimodální, což zaručuje použití dané polysacharidové fáze v jakémkoliv separačním 

módu, a také snadný přechod mezi jednotlivými módy [36,37].  

 

Obrázek 2: Struktura CS na bázi amylosy (A) a celulosy (B) a nejvýznamnější typy 

derivatizačních skupin. 

 

6 Výsledky a diskuze 

 

Publikace I: Enantioselektivní separace kódovaných a nekódovaných aminokyselin pomocí 

HPLC 

 Velké množství kódovaných a nekódovaných aminokyselin (AMK) se nachází v 

tělech rostlin či mikroorganismů. V rámci Publikace I byly vyvinuty HPLC metody vhodné 

pro enantioseparaci a možnou purifikaci studovaných AMK.  

 Testovací sada obsahovala fluorované deriváty fenylalaninu, D,L-4-Cl-fenylalanin, N-

blokované deriváty fenylalaninu a α-methyl-D,L-tyrosin. Pro vývoj HPLC metod byly 

použity CSF na bázi teikoplaninu lišící se pokrytím silikagelového nosiče (CHIROBIOTIC T 
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a CHIROBIOTIC T2) v podmínkách RP a PO módu. Imobilizované polysacharidové CSF s 

odlišnou konstitucí polymerního řetězce či typem derivatizačních skupin (CHIRALPAK IA, 

CHIRALPAK IB, CHIRALPAK IC a CHIRALPAK ID) byly použity v méně obvyklém (pro 

dané CSF) RP módu. 

 Z porovnání chromatografických dat mezi CHIROBIOTIC T a CHIROBIOTIC T2 v 

MF obsahující methanol/octano-amonný pufr (20 mM, pH = 4,00), vykazovala chirální 

kolona s nižším pokrytím silikagelového nosiče vyšší hodnoty retence a rozlišení 

enantiomerů pro všechny studované AMK s výjimkou α-methyl-D,L-tyrosinu. 

Teikoplaninové CSF jsou navzájem komplementární v PO módu. Využitím obou chirálních 

kolon jsme byli schopni separovat všechny testované enantiomery s výjimkou ethylesteru N-

benzyloxykarbonyl-D,L-4-F-fenylalaninu. Z experimentálních dat vyplynulo, že kolona 

CHIROBIOTIC T vykazovala vyšší enantioselektivitu pro blokované AMK, zatímco CSF s 

vyšším pokrytím nosiče (CHIROBIOTIC T2) vykazovala vyšší enantioselektivitu pro 

neblokované AMK.  

 CSF na bázi imobilizovaných polysacharidů byly použity pro separaci blokovaných 

AMK a ethylesteru N-benzyloxykarbonyl-D,L-4-F-fenylalaninu. Studované MF se skládaly z 

acetonitrilu nebo methanolu a vodného roztoku kyseliny mravenčí (pH = 2,20) či vody (pro 

separaci ethylesteru N-benzyloxykarbonyl-D,L-4-F-fenylalaninu). S ohledem na retenci a 

rozlišení bylo dosaženo nejlepších výsledků na koloně CHIRALPAK IC (CS na bázi tris(3,5-

dichlorofenylkarbamátu) celulosy). 

 Eluční pořadí jednotlivých enantiomerů bylo zjištěno na všech testovaných CSF. 

Teikoplaninové CSF vykazovaly nižší retence pro L-enantiomery, zatímco eluční pořadí na 

polysacharidových kolonách se lišilo v závislosti na konstituci polysacharidového skeletu 

(amylosa versus celulosa) či druhu derivatizačních skupin. 

 Optimalizované HPLC metody jsou vhodné pro separaci enantiomerů kódovaných a 

nekódovaných AMK či stanovení enantiomerní čistoty jednotlivých látek. 

 

Publikace II: Přímé CE a HPLC metody pro enantioseparaci tryptofanu a jeho v přírodě se 

nevyskytujících derivátů 
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 Tryptofan (Trp) a jeho v přírodě se nevyskytující deriváty jsou důležité stavební 

materiály při vývoji nových typů léčiv či chirálních katalyzátorů. Cílem Publikace II bylo 

vyvinout vhodné enantioselektivní metody pro analýzu Trp a jeho strukturně příbuzných 

derivátů. Vývoj a optimalizace CE metod měly sloužit pro posouzení enantiomerní čistoty, 

zatímco HPLC metody umožnily enantioseparaci a purifikaci studovaných látek v 

semipreparativním měřítku. 

 CD a jejich deriváty byly využity jako CS pro separace v CE. Sulfatovaný γ-CD (S-γ-

CD) vykazoval nejvyšší hodnoty rozlišení a enantioselektivity pro enantioseparaci esterů Trp 

(vyjma oktylesteru Trp) a amfoterních derivátů Trp. Chirální separace oktylesteru Trp bylo 

dosaženo v duálním selektorovém systému (β-CD + S-γ-CD). Pro enantioseparaci kyselého 

N-(terc-butoxy)karbonyl-Trp byl vybrán CS na bázi heptakis(6-amino-6-deoxy)-β-CD. 

Enantiomery všech analytů byly rozděleny až na základní linii a migrační čas nepřekročil 8 

min. 

 Při vývoji HPLC metod byly testovány chirální kolony na bázi derivatizovaných 

polysacharidů, oligosacharidů CD, CF a MA. Nejlepších výsledků bylo dosaženo pro 

enantioseparaci Trp a jeho amfoterních derivátů v separačním systémů tvořeném CSF na bázi 

teikoplaninu a MF obsahující čistý methanol. Optimalizované podmínky mohou sloužit ke 

stanovení enantiomerní čistoty jednotlivých látek či pro semipreparativní aplikace. 

   

Publikace III: Enantioselektivní potenciál chirálních stacionárních fází na bázi 

imobilizovaných polysacharidů v reversním módu 

 Imobilizované polysacharidové CSF se připravují navázáním chirálního polymeru na 

silikagelový nosič pomocí kovalentní vazby. Takto připravené SF jsou multimodální. 

Nejčastěji však nacházejí uplatnění při analýzách v NP módu. Nicméně chirální separace 

reálných vzorků v RP módu jsou upřednostňovány především díky kompatibilitě s MS 

detekcí.  

 Publikace III je zaměřena na charakterizaci a porovnání enantioselektivního 

potenciálu čtyř komerčních imobilizovaných CSF lišících se jednak povahou 

polysacharidového skeletu (amylosa versus celulosa) a typem derivatizační skupiny. 

Testované kolony byly následující: CHIRALPAK IA, CHIRALPAK IB, CHIRALPAK IC a 

CHIRALPAK ID. Sada třiceti strukturně různorodých látek zahrnující kyselé (8), bifunkční 
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(4) a bazické analyty (18), byla použita ke studiu enantiodiskriminačních schopností 

jednotlivých CSF.  

 Kyselé analyty na bázi profenů byly separovány v MF obsahující acetonitril či 

methanol jako organické modifikátory a vodný roztok kyseliny mravenčí (pH = 2,10).  

Porovnání chromatografických dat na testovaných chirálních kolonách ukázalo, že 

nejvhodnější CSF pro enantioseparaci kyselých analytů je tris(3,5-dimethylfenylkarbamát) 

amylosy (kolona CHIRALPAK IA). 

 Thiazidová diuretika jsou skupinou bifunkčních analytů, které mohou být separovány 

v kyselém, neutrálním i bazickém prostředí. CSF na bázi derivatizované amylosy vykazovaly 

lepší enantioselektivní potenciál pro testované analyty ve srovnání s kolonami na bázi 

celulosy.  

 Chirální báze byly separovány v MF obsahující organický modifikátor (acetonitril, 

methanol) a 100 mM vodný roztok KPF6 či octano-amonný pufr (10 mM, pH = 8,80). 

Srovnání výsledků získaných na amylosových a celulosových CSF ukazuje, že bazické 

biologicky aktivní látky obsahující ve své struktuře sekundární aminoskupinu (β-blokátory) 

byly lépe separovány na CSF na bázi celulosy (CHIRALPAK IB). Na druhou stranu, 

amylosová kolona (CHIRALPAK ID) vykazovala vyšší enantioselektivitu pro primární 

aminy (deriváty amfetaminu). 

 Enantioselektivní potenciál testovaných kolon se lišil podle složení MF či struktury 

analytů. Amylosové CSF vykazovaly vyšší enantioselektivitu především pro kyselé a 

bifunkční analyty. CSF na bázi derivatizované celulosy (CHIRALPAK IB) ukázala vyšší 

enantioselektivní potenciál pro většinu bazických analytů se sekundárními aminoskupinami. 

 

Publikace IV: Chirální stacionární fáze na bázi imobilizovaných polysacharidů pro 

enantioseparace v normálním versus reversním módu 

 Sada 31 strukturně odlišných chirálních léčiv byla vybrána pro studium a porovnání 

enantioselektivního potenciálu dvou imobilizovaných polysacharidových SF v NP a RP 

módu. Byly testovány kolony CHIRALPAK IA a CHIRALPAK IB obsahující shodnou 

derivatizační skupinu tris(3,5-dimethylfenylkarbamát), ale navzájem se lišící povahou 

polymerního řetězce (amylosa versus celulosa). 
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 MF skládající se z n-hexanu a propan-2-olu s malým přídavkem kyselého (TFA) či 

bazického (TEA) aditiva byly testovány v NP módu. V RP módu byly použity MF obsahující 

organické modifikátory (acetonitril, methanol) s vodnými roztoky kyseliny mravenčí (pH = 

2,10) pro separaci kyselých profenů nebo ve spojení se 100 mM vodným roztokem KPF6 či 

octano-amonný pufrem (10 mM, pH = 8,80) pro chirální dělení bazických analytů. Pro 

enantioseparaci bifunkčních analytů byla testována všechna výše zmíněná separační 

prostředí. 

 Ze získaných chromatografických dat vyplývá, že pro chirální dělení profenů je 

vhodnější SF na bázi amylosy. Z celkového počtu 8 profenů byla kolona CHIRALPAK IA 

schopna separovat 7 profenů na základní linii v NP módu a 6 v RP módu.  

 Výsledky enantioseparace bifunkčních diuretik poukazují na komplementární chování 

mezi testovanými systémy. Ze srovnání separačních systémů vyplývá, že kolona 

CHIRALPAK IB je lepší volba v podmínkách NP módu, zatímco CSF na bázi derivatizované 

amylosy poskytuje vyšší hodnoty rozlišení a enantioselektivity v RP módu.  

 Obě polysacharidové kolony poskytovaly dobrou enantioselektivitu pro bazické β-

blokátory v NP módu. CSF na bázi tris(3,5-dimethylfenylkarbamátu) celulosy byla schopna 

rozdělit všechny analyty na základní linii. V RP módu vykazovala amylosová CSF nízkou 

enantioselektitu. Celulosová kolona CHIRALPAK IB poskytovala chirální separaci dvou 

analytů na základní linii, a zbytek byl separován částečně. 

 Získaná data ukazují, že NP mód je vhodnější pro enantioseparaci většiny chirálních 

léčiv na obou imobilizovaných polysacharidových kolonách. V obou separačních módech 

vykazovala SF na bázi derivatizované amylosy lepší separační potenciál pro kyselé analyty, 

zatímco celulosová SF ukazovala vyšší enantioselektivitu pro chirální báze. Obě 

imobilizované CSF jsou vzájemně komplementární.  

 

Publikace V: Charakterizace a porovnání kolon CHIRALPAK IA a CHIRALPAK AD-RH 

obsahujicí CSF na bázi amylosy v reversním módu vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

 SF na bázi amylosy mohou být na silikagelovém nosiči zakotvené (pokrývají nosič 

pomocí fyzikálních interakcí) či imobilizované prostřednictvím kovalentní vazby. V rámci 
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Publikace V jsme se soustředili na evaluaci a srovnání separačního potenciálu pokryté 

kolony CHIRALPAK AD-RH a imobilizované kolony CHIRALPAK IA v RP módu HPLC.  

 Testované CSF byly charakterizovány a porovnávány prostřednictvím jejich 

enantioselektivity pro sadu 37 chirálních biologicky aktivních látek obsahující kyselé, 

bifunkční/neutrální a bazické analyty. Navzdory faktu, že obě kolony obsahují totožný CS na 

bázi tris(3,5-dimethylfenylkarbamátu) amylosy, docházelo k výrazným rozdílům v retenčním 

a enantiodiskriminačním chování. Kyselé profeny a N-blokované AMK byly separovány v 

MF skládající se z acetonitrilu a vodného roztoku kyseliny mravenčí (pH = 2,10). Pro 

enantioseparaci profenů vykazovala kolona CHIRALPAK AD-RH vyšší separační potenciál. 

Pro chirální separaci blokovaných AMK s benzyloxykarbonylovou skupinou se ukázala lepší 

volbou imobilizovaná kolona CHIRALPAK IA, zatímco AMK s terc-butoxykarbonylovou 

blokační skupinou poskytovaly vyšší hodnoty rozlišení na zakotvené CSF. Bifunkční analyty 

byly separovány s vyšší enantioselektivitou na imobilizované CSF. Chirální separace 

bazických látek byly prováděny v MF složené ze směsi acetonitrilu a octano-amonného pufru 

(10 mM, pH = 8,80). Z porovnání chromatografických dat vyplývá, že vyšších hodnot 

rozlišení bylo dosaženo na koloně CHIRALPAK AD-RH.  

 V rámci této práce byl také použit LFER model, který umožňuje charakterizovat 

separační systémy z hlediska jejich interakčních možností a kvalitativně i kvantitativně 

popsat příspěvky jednotlivých interakcí k celkové retenci (viz kapitola 4.1). CSF byly 

testovány ve dvou MF: acetonitril/vodný roztok kyseliny mravenčí (pH = 2,10) 30/70 (v/v) a 

acetonitril/octano-amonný pufr (10 mM, pH = 8,80) 30/70 (v/v). Regresní koeficient v 

(příspěvek hydrofobicity) vykazoval nejvyšší kladné hodnoty a v obou MF kolona 

CHIRALPAK AD-RH vykazovala vyšší hodnoty ve srovnání s kolonou imobilizovanou. 

Hodnoty koeficientu e byly také kladné a příspěvky interakcí prostřednictvím n- a π-

elektronových párů byly opět silnější na koloně se zakotveným chirálním polymerem na 

silikagelový nosič. Regresní koeficienty s, a, b vykazovaly negativní hodnoty a vyšší 

absolutní hodnoty byly získány pro CHIRALPAK AD-RH s výjimkou koeficientu s (dipól-

dipól interakce) v bazickém prostředí. 

 

Publikace VI: Enantioselektivní separace biologicky aktivních bazických sloučenin pomocí 

ultra účinné superkritické fluidní chromatografie 
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 Chirální separace biologicky aktivních bazických sloučenin pomocí SFC často 

vykazují nízký enantioselektivní potenciál a jejich analýza se může projevovat zhoršenou 

symetrií píků. V rámci Publikace VI byly vyvinuty rychlé SFC metody vhodné pro 

enantioseparaci a možnou purifikaci 27 chirálních bází na amylosové CSF. Sada se skládala z 

derivátů amfetaminu a kathinonu, derivátů benzofuranu a syntetických analogů aminonaftolu 

(Betti báze). Byl zkoumán vliv složení MF (typ organického modifikátoru, efekt přídavku 

kyselých nebo bazických aditiv či jejich směsi), teploty a zpětného tlaku na enantioseparace. 

 MF se skládaly ze směsi CO2, organického modifikátoru (methanol, propan-2-ol či 

methanol/propan-2-ol 50/50 (v/v) v rozmezí 2-10 objemových %) a přídavku aditiva (0,05-

0,10 objemových %). Chromatografická data jasně ukázala, že přítomnost aditiva má 

příznivý účinek na symetrii píků a enantioselektivitu.  

 Pro enantioseparaci derivátů amfetaminu a kathinonu bylo nejlepších výsledků s 

ohledem na retenci a  rozlišení dosaženo v MF obsahující CO2, propan-2-ol a aditiv TFA a 

IPA v poměru 50/50 (v/v). Kombinace kyselého a bazického aditiva způsobila výrazné 

zvýšení enantioselektivity a úspěšnosti separace. Z celkového počtu 14 derivátů amfetaminu 

a kathinonu byly separovány za počátečních chromatografických podmínek (138 bar, 35 °C) 

bez optimalizace zpětného tlaku a teploty všechny analyty až na základní linii s výjimkou 

3,4-dimethylmethkathinonu. Následná optimalizace chromatografického systému (vyšší 

zpětný tlak, 150 bar; vyšší teplota 40 °C) vedla k chirálnímu dělení všech psychostimulantů. 

Příklad enantioseparace methylendioxypyrovaleronu (A9) je ukázáno na obrázku 3. 

 Nejlepší enantioseparace derivátů benzofuranu bylo dosaženo v MF: 

CO2/methanol/propan-2-ol/IPA 95/2,5/2,5/0,10 (v/v/v/v). Všechny deriváty byly chirálně 

rozděleny až na základní linii a čas analýzy nepřekročil 5 minut. 

 Pro chirální dělení Betti bází bylo dosaženo nejvyšších hodnot rozlišení a 

enantioselektivity v MF obsahující propan-2-ol jako organický modifikátor (5 objemových 

%) s přídavkem 0,10 objemových % IPA. Nicméně hodnoty retence byly nepřijatelně vysoké 

pro praktické SFC aplikace (více než 30 minut). Jako kompromis mezi retenčním časem 

analytů a rozlišením byla vybrána MF obsahující: CO2/methanol/propanol-2-ol/IPA (v/v/v/v). 

Všechny testované analogy aminonaftolu byly chirálně rozděleny až na základní linii a čas 

analýzy nepřesáhnul 7 minut. 

 CSF na bázi imobilizované derivatizované amylosy, tj. tris(3,5-

dimethylfenylkarbamát) amylosy se projevila jako vhodný nástroj pro enantioseparaci 

širokého spektra bazických analytů. Publikace VI může sloužit jako vodítko pro vývoj 

enantioselektivních metod pro separaci bazických racemátů v podmínkách SFC. 
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Obrázek 3. SFC chromatogram enantioseparace methylendioxypyrovaleronu. 

Chromatografické podmínky: kolona CHIRAL ART Amylose SA (150 mm x 3.0 mm i.d., 3 

µm); MF (A): CO2/propan-2-ol/IPA 90/10/0.1 (v/v/v); průtok 2,5 mL/min; teplota 35 °C; 138 

bar; vlnová délka 254 nm; dávkovaný objem 1 µl. 

 

Publikace VII: SFC metoda pro systematickou toxikologickou analýzu kanabinoidů a jejich 

metabolitů 

 Syntetické kanabinoidy (SC) jsou skupinou strukturně různorodých látek, které byly 

vyvinuty pro zvýšení farmakologického účinku ∆9 tetrahydrokanabinolu (THC). Jejich velká 

část se však objevuje na drogové scéně vzhledem k jejich relativně snadné dostupnosti a 

psychoaktivním účinkům. V rámci Publikace VII byla vyvinuta a validována jednoduchá a 

rychlá SFC metoda pro simultánní analýzu přírodních kanabinoidů a široké skupiny SC a 

jejich metabolitů v lidské moči. 
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 Optimalizovaný systém byl tvořen kolonou Zorbax Rx-SIL, MF: CO2/acetonitril 93/7 

(v/v), průtok 2,5 ml/min, teplota 40 °C, zpětný tlak 95 barů a vlnová délka 210 nm. Tři různé 

extrakční metody zahrnující extrakci pevným sorbentem, extrakci kapaliny-kapalinou a 

vysolovací extrakci kapaliny-kapalinou byly použity pro stanovení studovaných analytů v 

moči. Procentuální hodnoty výtěžnosti byly nejvyšší pro extrakci vysolováním a pohybovaly 

se v rozmezí 71,2 - 124,3%. 

 Vyvinutá metoda byla validována s ohledem na přesnost, preciznost, selektivitu, 

citlivost, linearitu, mez detekce, stanovitelnosti a robustnost. Validovaná metoda byla použita 

pro screeningovou analýzu studovaných sloučenin ve vzorcích moči u osob podezřelých z 

nelegálního užívání látky naftalen-1-yl-(1-butylindol-3-yl)methanone (JWH 073). 

 

Publikace VIII: Chirální separace a stanovení antidepresiva citalopramu a jeho prekursoru 

citadiolu 

 Citalopram (RS-CIT) je jedním z nejúčinnějších antidepresiv patřící do skupiny 

selektivních inhibitorů zpětného vychytávání serotoninu (selective serotonin reuptake 

inhibitors, SSRI). Farmakologický efekt je přisuzován S-enantiomeru, zatímco R-enantiomer 

je neúčinný a dokonce inhibuje účinek S-isomeru [38,39]. Citadiol (RS-CTD) je chirální  

prekursor a klíčový meziprodukt pro syntézu RS-CIT.. V rámci předkládané Publikace VIII 

byla vyvinuta a validována HPLC metoda pro chirální separaci enantiomerů RS-CIT a RS-

CTD. Dále byla testována i SFC metoda pro tyto účely.  

 Při vývoji analytické metody bylo testováno široké spektrum CSF na bázi MA, 

derivatizovaného CF a derivatizovaných polysacharidů v NP, RP a PO HPLC módech. 

 Z porovnání chromatografických dat v jednotlivých módech HPLC jsme zjistili, že 

nejlepších výsledků bylo dosaženo při použití NP módu na koloně CHIRALCEL OD-H 

obsahující CS na bázi tris(3,5-dimethylfenylkarbamátu) celulosy. Optimalizované podmínky 

byly následující: kolona Chiralcel OD-H, MF: n-hexan/propan-2-ol/TEA 96/4/0,1 (v/v/v), 

průtok 1 ml/min, teplota 25 °C, vlnová délka 250 nm. Za těchto podmínek byl retenční faktor 

prvního eluujícího enantiomeru CIT k1 = 3,45, faktor enantioselektivity, α = 1,23, rozlišení, 

R1/2 = 2,16. Pro enantiomery CTD byl k1 = 5,96; α = 1,18; R1/2 = 1,50.  
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 Pro vývoj SFC metody byly testovány CSF na bázi derivatizovaných polysacharidů a 

CF. Pouze částečná separace RS-CIT byla dosažena na celulosové koloně CHIRALCEL OD-

H. Separace enantiomerů RS-CTD až na základní linii (R1/2  = 1,58) byla docílena na 

amylosové SF za použití MF: CO2/methanol/TEA 90/10/0,25 (v/v/v), průtok 4 ml/min, teplota 

kolony 40 °C a 120 barů jako zpětný tlak.  

 Za účelem validace metody pro stanovení enantiomerů CIT a CTD byly stanoveny 

tyto validační parametry: stabilita vzorků, přesnost, preciznost, linearita, mez detekce, mez 

stanovitelnosti a robustnost. Navržená HPLC metoda může být použita pro rutinní kontrolu 

enantiomerní čistoty léčiv obsahujících jak RS-CIT, tak i S-CIT. 
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7 Závěr 

 

 Předkládaná dizertační práce, tvořená komentovaným souborem osmi publikací, je 

zaměřena na výzkum a charakterizaci retenčních a enantiodiskriminačních mechanismů, které 

se uplatňují při separaci na chirálních stacionárních fázích na bázi derivatizovaných 

polysacharidů, cyklických oligosacharidů a makrocyklických antibiotik. Studované moderní 

stacionární fáze se v současnosti uplatňují zejména v systémech HPLC i SFC. Výsledky 

práce poslouží k lepšímu pochopení separačního mechanismu, a následně povedou ke 

snadnějšímu vývoji a optimalizaci metod pro separace širokého spektra analytů. 

 Enantioselektivní potenciál imobilizovaných chirálních stacionárních fází na bázi 

derivatizovaných polysacharidů lišících se povahou polymerního řetězce (amylosa versus 

celulosa) či typem derivatizační skupiny byl studován v podmínkách reversního i normálního 

módu HPLC. Amylosové chirální stacionární fáze vykazovaly v obou separačních módech 

vyšší hodnoty enantioselektivity a rozlišení především pro kyselé a bifunkční analyty. 

Chirální stacionární fáze na bázi derivatizované celulosy naopak ukázaly vyšší 

enantioselektivitu pro chirální báze. Imobilizované polysacharidové chirální stacionární fáze 

prokazují vzájemné komplementární vlastnosti a jejich kombinace umožní chirální separace 

širokého spektra strukturně odlišných sloučenin. 

 Dále byl zkoumán a porovnáván separační potenciál dvou polysacharidových 

stacionárních fází obsahujících totožný chirální selektor: tris(3,5-dimethylfenylkarbamát) 

amylosy, avšak lišících se navázáním chirálního polymeru na silikagelový nosič (pokrytá 

versus imobilizovaná chirální stacionární fáze). Srovnání chromatografických dat ukázalo, že 

obě chirální stacionární fáze vykazovaly srovnatelný separační potenciál pro kyselé analyty, 

zatímco pro enantioseparaci bazických látek je vhodnější pokrytá amylosová chirální 

stacionární fáze.  

 Následně byla v rámci práce testována enantioselektivita amylosové chirální 

stacionární fáze v systému SFC pro chirální separaci biologicky aktivních bazických látek. 

Podrobně byly studovány různé faktory ovlivňující separaci a na základě získaných výsledků 

byly nalezeny chromatografické podmínky, které umožnily separaci na základní linii všech 

27 testovaných chirálních bází.  

 Do práce jsou také zařazeny dvě ukázky praktického využití získaných poznatků pro 

vývoj a validaci chromatografických metod. 



22 
 

Seznam literatury 

                                                 
[1] Ribeiro, A.R.; Maia, A.S.; Cass, Q.B.; Tiritan, M.E., Enantioseparation of chiral pharmaceuticals in 

biomedical and environmental analyses by liquid chromatography: An overview, Journal of Chromatography B 

2014, 968, 8-21. 

[2] Cavazzini, A.; Marchetti, N.; Guzzinati, R.; Pierini, M.; Ciogli, A.; Kotoni, D.; D´Acquarica, I.; Villani, C., 

Enantioseparation by ultra-high-performance liquid chromatography, Trends in Analytical Chemistry 2014, 63, 

95-103. 

[3] De Klerck, K.; Mangelings, D.; Heyden, Y.V., Supercritical fluid chromatography for the enantioseparation 

of pharmaceuticals, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2012, 69, 77-92.  

[4] Ali, I.; Al Othman, Z.A.; Al-Warthan, A.; Asnin, L.; Chudinov, A., Advances in chiral separations of small 

peptides by capillary electrophoresis and chromatography, Journal of Separation Science 2014, 37, 2447-2466. 

[5] Ward, K.D.; Ward, T.J., Recent progress in chiral stationary phase development and current chiral 

applications, LC GC North America 2014, 32, 20-23. 

[6] Červinka, O., Chiralita a pojmy s ní související, Chemické listy 1999, 93, 294-305. 

[7] Hordern, B.K., Pharmacologically active compounds in the environment and their chirality, Chemical 

Society Reviews 2010, 39, 4466-4503.  

[8] Sekhon, B.S., Exploiting the power of stereochemistry in drugs: An overview of racemic and enantiopure 

drugs, Journal of Modern Medicinal Chemistry 2013, 1, 10-36.  

[9] Agranat, I.; Caner, H.; Caldwell, J., Putting chirality to work: the strategy of chiral switches, Nature Reviews 

2002, 1, 753-768.  

[10] Zhang, Y.; Wu, D.R.; Wang-Iverson D,B.; Tymiak, A.A., Enantioselective chromatography in drug 

discovery, Drug Discovery Today 2005, 10, 571-577. 

[11] Plotka, J.M.; Biziuk, M.; Morisson, C.; Namiesnik, J., Pharmaceutical and forensic drug applications of 

chiral supercritical fluid chromatography, Trends in Analytical Chemistry 2014, 56, 74-89. 

[12] Nováková, L.; Grand-Guillaume Perrenoud, A.; Francois, I.; West, C.; Lesellier, E; Guillarme, D., Modern 

analytical supercritical fluid chromatography using columns packed with sub-2 µm particles: A tutorial, 

Analytica. Chimica. Acta 2014, 824, 18-35. 
[13] Tarafder, A.; Kaczmarski, K.; Ranger, M.; Poe, D.P.; Guiochon, G., Use of the isopycnic plots in designing 

operations of supercritical fluid chromatography: IV. Pressure and density drops along columns, Journal of 

Chromatography A  2012, 1238, 132-145. 
[14] Deye, J.F.; Berger, T.A.; Anderson, A.G., Nile red as a solvatochromic dye for measuring solvent strength 

in normal liquids and mixtures of normal liquids with supercritical and near critical fluids, Analytical Chemistry 

1990, 62, 615-622. 

[15] Khater, S.; West, C., Insights into chiral recognition mechanisms in supercritical fluid chromatography V. 

Effect of the nature and proportion of alcohol mobile phase modifier with amylose and cellulose tris-(3,5-

dimethylphenylcarbamate) stationary phases, Journal of Chromatography A 2014, 1373, 197-210.  

[16] Wang, T.; Wenslow Jr., R.M., Effects of alcohol mobile-phase modifiers on the structure and chiral 

selectivity of amylose tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) chiral stationary phase, Journal of Chromatography A 

2003, 1015, 99-110. 



23 
 

                                                                                                                                                        
[17] Ye, Y.K.; Lynam, K.G.; Stringham, R.W., Effect of amine mobile phase additives on chiral subcritical fluid 

chromatography using polysaccharide stationary phases, Journal of Chromatography A 2004, 1041, 211-217. 

[18] Stringham, R.W., Chiral separation of amines in subcritical fluid chromatography using polysaccharide 

stationary phases and acidic additives, Journal of Chromatography A 2005, 1070, 163-170. 

[19] Blackwell, J.A.; Stringham, R.W.; Weckwerth, J.D., Effect of mobile phase additives in packed-column 

subcritical and supercritical fluid chromatography, Analytical Chemistry 1997, 69, 409-415. 

[20] Wang, C.; Zhang, Y., Effects of column back pressure on supercritical fluid chromatography separations of 

enantiomers using binary mobile phases on 10 chiral stationary phases, Journal of Chromatography A 2013, 

1281, 127-134. 

[21] Lou, X.; Janssen, H.G.; Cramers, C.A., Temperature and pressure effects on solubility in supercritical 

carbon dioxide and retention in supercritical fluid chromatography, Journal of Chromatography A 1997, 785, 

57-64. 

[22] Saito, M., History of supercritical fluid chromatography: Instrumental development, Journal of Bioscience 

and Bioengineering 2013, 115, 590-599. 

[23] Galushko, S.V., The Calculation of retention and selectivity in reversed-phase liquid chromatography II. 

Methanol-water eluents, Chromatographia 1993, 36, 39-42. 

[24] Kimata, K.; Iwaguchi, K.; Onishi, S.; Jinno, K.; Eksteen, R.; Hosoya, K.; Araki, M.; Tanaka, N., 

Chromatographic characterization of silica C18 packing materials. Correlation between a preparation method and 

retention behavior of stationary phase, Journal of Chromatography Science 1989, 27, 721-728. 

[25] Engelhardt, H.; Jungheim, M., Comparison and characterization of reversed phases, Chromatographia 

1990, 29, 59-68. 

[26] Walters, M.J., Classification of octadecyl-bonded liquid chromatography columns, Journal - Association of 

Official Analytical Chemists 1987, 70, 465-469. 

[27] Abraham, M.H.; Ibrahim. A.; Zissimos, A.M., Determination of sets of solute descriptors from 

chromatographic measurements, Journal of Chromatography A 2004, 1037, 29-47. 

[28] Franco, P.; Zhang, T., Common screening approaches for efficient analytical method development in LC 

and SFC on columns packed with immobilized polysaccharide-derived chiral stationary phases, Methods in 

Molecular Biolology 2013, 970, 113-126. 

[29] Yashima, E., Polysaccharide-based chiral stationary phases for high-performance liquid chromatographic 

enantioseparation, Journal of Chromatography A 2001, 906 105-125. 

[30] Ikai, T.; Okamoto, Y., Structure control of polysaccharide derivatives for efficient separation of 

enantiomers by chromatography, Chemical Reviews 2009, 109, 6077-6101. 

[31] Chankvetadze, B., Recent developments on polysaccharide-based chiral stationary phases for liquid-phase 

separation of enantiomers, Journal of Chromatography A 2012, 1269, 26-51. 

[32] Younes, A.A.; Ates, H.; Mangelings, D.; Heyden, Y.V., A separation strategy combining three HPLC 

modes and polysaccharide-based chiral stationary phases, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 

2013, 75, 74-85. 

[33] Khater, S.; Zhang, Y.; West, C., Insights into chiral recognition mechanism in supercritical fluid 

chromatography IV. Chlorinated polysaccharide stationary phases, Journal of Chromatography A 2014, 1363, 



24 
 

                                                                                                                                                        
294-310.  

[34] Pelluso, P.; Cossu, S., Comparative HPLC enantioseparation of thirty-six aromatic compounds on four 

columns of the Lux ® series: Impact of substituents, shapes and electronic properties, Chirality 2013,  25, 709-

718. 

[35] Peng, L.; Jayapalan, S.; Chankvetadze, B.; Farkas, T., Reversed-phase chiral HPLC and LC/MS analysis 

with tris(chloromethylphenylcarbamate) derivatives of cellulose and amylose as chiral stationary phases, 

Journal of Chromatography A 2010, 1217, 6942-6955. 

[36] Zhang, T.; Nguyen, D.; Franco, P., Reversed-phase screening strategies for liquid chromatography on 

polysaccharide-derived chiral stationary phases, Journal of Chromatography A 2010, 1217, 1048-1055. 

[37] Shen, J.; Ikai, T.; Okamoto, Y., Synthesis and application of immobilized polysaccharide-based chiral 

stationary phases for enantioseparation by high-performance liquid chromatography, Journal of 

Chromatography A 2014, 1363, 51-61. 

[38] Sanchez, C.; Bogeso, K.P.; Ebert, B.; Reines, E.H.; Braestrup, C. Escitalopram versus citalopram: the 

surprising role of the R-enantiomer, Psychofarmacology 2004, 174, 163-176. 

[39] Mørk, A.; Kreilgaard, M.; Sanchez, C., The R-enantiomer of citalopram counteracts escitalopram-induced 

increase in extracellular 5-HT in the frontal cortex of freely moving rats, Neuropharmacology 2003, 45, 167-

173. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



25 
 

 

Přílohy 

A. Životopis 

 

Mgr. Radim Geryk 

 

Osobní údaje 

 

Datum narození: 5.11.1987 

Stav:   ženatý 

Trvalé bydliště: Rybí 211, 742 65 

Přechodné bydliště Slovinská 23, 101 00, Praha 10 

Kontaktní telefon: +420 724 514 359 

E-mail:  radim.geryk@natur.cuni.cz 

 

Dosažené vzdělání 

 

2012 –   Ph.D.: Přírodovědecká fakulta, obor Fyzikální a makromolekulární 

   chemie, Univerzita Karlova v Praze, téma doktorské práce  

   „Charakterizace separačních systémů pro dělení enantiomerů" 

 

2012 – 2014  Doplňující pedagogické studium Chemie, kurz Celoživotního  

   vzdělávání, Přírodovědecká fakulta, Univerzita Karlova v Praze,  

   ukončeno obhájením závěrečné práce  „Chiralita - levotočivý vs.  

   pravotočivý život. Výukový materiál pro střední školy" 

         

2010 – 2012 Mgr.: Přírodovědecká fakulta, obor Analytický chemie, Univerzita 

Karlova v Praze, ukončeno obhájením diplomové práce „Optimalizace 

a validace analytické metody na stanovení vybraných léčiv" a státní 

závěrečnou zkouškou s vyznamenáním 

 

2007 – 2010 Bc.: Přírodovědecká fakulta, obor Chemie, Univerzita Karlova v Praze, 

ukončeno obhájením bakalářské práce „Stanovení enantiomerů 

vybraných léčiv pomocí HPLC" a státní závěrečnou zkouškou 

mailto:gereidy@seznam.cz


26 
 

                                 

2002 – 2007  Gymnázium, Palackého 50/52, Nový Jičín, ukončeno maturitní 

zkouškou 

 

Stáže 

03/2016   CEEPUS program (Central European Exchange for University  

   Studies), Univerzita v Grazu, Farmaceutický institut, Graz, Prof.  

   Martin G. Schmid 

 

05/2016   Univerzita Palackého, Regionální centrum pokročilých technologií a 

   materiálů, Olomouc, doc. RNDr. Vítězslav Maier, Ph.D. 

 

Grantová aktivita 

2014 –  Hlavní řešitel grantu GA UK „Faktory ovlivňující interakční 

 mechanizmy  v superkritické fluidní chromatografii a jejich uplatnění 

 pro separace biologicky aktivních látek" 

 
2011 – 2014  Člen řešitelského týmu grantu MŠMT (LH11018) „Cyklofruktany a 

    jejich deriváty jako nové chirální selektory pro kapalinovou  

   chromatografii a kapilární elektroforézu“ 

 

2011 – 2013  Člen řešitelského týmu grantu GA UK „Nové chirální stacionární fáze 

   na bázi derivatizovaných cyklofruktanů, jejich charakterizace a  

   aplikační možnosti" 

 

Výuka na Přírodovědecké fakultě Univerzity Karlovy v Praze 

2015 –   Cvičení z obecné a fyzikální chemie, Přírodovědecká fakulta,  

   Univerzita Karlova v Praze 

 

2013 –   Cvičení z obecné chemie, Přírodovědecká fakulta, Univerzita Karlova 

   v Praze 

 

Certifikáty  FCE (Cambridge ESOL Examination) – 13.3.2015 

 



27 
 

B. Seznam publikací 

Publikace I: Kučerová, G.; Vozka, J.; Kalíková, K.; Geryk, R.; Plecitá, D.; 

Pajpanová, T.; Tesařová, E. Enantioselective separation of unusual amino acids by 

high performance liquid chromatography, Separation and Purification Technology 

2013, 119, 123-128. 

 

Publikace II: Riesová, M.; Geryk, R.; Kalíková, K.; Šlechtová, T.; Voborná, M.; 

Martínková, M.; Bydžovská, A.; Tesařová, E. Direct CE and HPLC methods for 

enantioseparation of tryptophan and its unnatural derivatives, Separation and 

Purification Technology 2016, 158, 24-30. 

 

Publikace III: Geryk, R.; Kalíková, K.; Vozka, J.; Plecitá, D.; Schmid, M.G.; 

Tesařová, E. Enantioselective potential of chiral stationary phases based on 

immobilized polysaccharides in reversed phase mode, Journal of Chromatography A, 

2014, 1363, 155-161. 

 

Publikace IV: Geryk, R.; Kalíková, K.; Vozka, J.; Tesařová, E. Immobilized 

polysaccharide‑based stationary phases for enantioseparation in normal versus 

reversed phase HPLC, Chromatographia 2015, 78, 909-915. 

 

Publikace V: Kalíková, K.; Geryk, R.; Vozka, J.; Tesařová, E. Evaluation of 

differences between CHIRALPAK IA and CHIRALPAK AD-RH amylose-based 

chiral stationary phases in reversed-phase high-performance liquid chromatography, 

Journal of Separation Science, 2015, 38, 711-719. 

  

Publikace VI: Geryk, R.; Kalíková, K.; Schmid, M.G.; Tesařová, E. Enantioselective 

separation of biologically active basic compounds in ultra-performance supercritical 

fluid chromatography, Analytica Chimica Acta 2016, 932, 98-105. 

 

Publikace VII: Geryk, R.; Švidrnoch, M.; Přibylka, A.; Kalíková, K.; Maier, V.; 

Tesařová, E. A supercritical fluid chromatography method for the systematic 

toxicology analysis of cannabinoids and their metabolites, Analytical Chemistry 2015, 

7, 6056-6059. 

 



28 
 

Publikace VIII: Geryk, R.; Vozka, J.; Kalíková, K.; Tesařová, E. HPLC Method for 

chiral separation and quantification of antidepressant citalopram and its precursor 

citadiol, Chromatographia 2013, 76, 483-489. 

 

C. Seznam konferenčních příspěvků 

 Přednášky: 

 Comparison of enantioseparation potential of chiral stationary phases based on 

 immobilized polysaccharides in reversed phase mode 

 Radim Geryk, Denisa Plecitá, Květa Kalíková, Eva Tesařová 

 9th International Students Conference "Modern Analytical Chemistry", Praha, Česká 

 Republika, 2013 

 

 Comparison of chiral stationary phases based on immobilized polysaccharides in 

 reversed phase mode 

 Radim Geryk, Denisa Plecitá, Květa Kalíková, Eva Tesařová 

 CECE 2013, Brno, Česká Republika, 2013 

 

 Experience with saccharide-based chiral stationary phases for separation of 

 enantiomers 

 Květa Kalíková, Radim Geryk, Jiří Vozka, Gabriela Kučerová, Eva Tesařová 

 20th International Symposium on Separation Sciences, Praha, Česká republika, 2014 

 

 How to influence (enantio)separation in HPLC? Stationary phase versus mobile phase 

 Radim Geryk, Gabriela Kučerová, Květa Kalíková, Eva Tesařová 

 Česká chromatografická škola, Rožnov pod Radhoštěm, Česká Republika, 2015  

 

 HPLC vs CE Competition: Chiral Separation of Tryptophan Derivatives 

 Radim Geryk, Martina Riesová, Květa Kalíková, Markéta Voborná, Monika 

 Martínková, Adéla Bydžovská, Eva Tesařová 

 15th International Symposium and Summer School on Bioanalysis, Targu Mures, 

 Rumunsko, 2015 

 Plakátová sdělení 

 Chiral stationary phases based on derivatized cyclofructan for chiral HPLC separation 



29 
 

 Květa Kalíková, Lucie Janečková, Radim Geryk, Daniel W. Armstrong, Eva 

 Tesařová 

 11th International Symposium and Summer School on Bioanalysis, Budapešť, 

 Maďarsko, 2011 

 

 HPLC method for chiral separation of enantiomers of citalopram and its precursor 

 citadiol  

 Radim Geryk, Jiří Vozka, Květa Kalíková, Eva Tesařová 

 12th International Symposium and Summer School on Bioanalysis, Cluj-Napoca, 

 Rumunsko, 2012 

 

 Optimization and validation of HPLC method for chiral separation of citalopram and 

 its precursor citadiol 

 Radim Geryk, Jiří Vozka, Květa Kalíková, Eva Tesařová 

 29th International Symposium on Chromatography, Toruň, Polsko, 2012 

 

 Enantioseparation of profens on immobilized polysaccharide-based columns in 

 reverse phase separation systems 

 Radim Geryk, Denisa Plecitá, Květa Kalíková, Eva Tesařová 

 13th International Symposium and Summer School on Bioanalysis, Debrecen, 

 Maďarsko, 2013 

 

 Enantioselective separation of profens using immobilized polysaccharide-based 

 columns in reverse phase separation systems 

 Radim Geryk, Denisa Plecitá, Květa Kalíková, Eva Tesařová 

 39th International Symposium on HPLC Separations & Related Techniques, 

 Amsterdam, Nizozemsko, 2013 

 

 Comparison of enantioselective separation of profens on immobilized polysaccharide-

 based columns in reverse phase separation systems 

 Radim Geryk, Denisa Plecitá, Květa Kalíková, Eva Tesařová 

 Česká chromatografická škola 2013, Seč, Česká Republika, 2013 

 

 Supercritical fluid chromatography: A powerful tool for the analysis of synthetic 



30 
 

 cannabinoids and their metabolites 

 Radim Geryk, Martin Švidrnoch, Adam Přibylka, Ivo Válka, Peter Ondra, Vítězslav 

 Maier 

 52nd Annual Meeting of The International Association of Forensic Toxicologists, 

 Buenos Aires, Argentina, 2014 

 

 Comparison of enantioselective potential of chiral stationary phases based on 

 immobilized polysaccharides in reversed phase mode 

 Radim Geryk, Denisa Plecitá, Jiří Vozka, Květa Kalíková, Eva Tesařová 

 Chiranal 2014, Olomouc, Česká Republika, 2014 

 

 Comparison of enantioselective potential of amylose-based chiral stationary phases 

 in reversed-phase mode 

 Květa Kalíková, Jiří Vozka, Radim Geryk, Eva Tesařová 

 41st International Symposium on HPLC Separations & Related Techniques, New 

 Orleans, USA, 2014 

 

 The comparison of normal and reversed phase modes for enantioseparation on 

 immobilized polysaccharides-based columns in HPLC 

 Radim Geryk, Květa Kalíková, Jiří Vozka, Eva Tesařová 

 30th International Symposium on Chromatography, Salzburg, Rakousko, 2014 

 

 Normal versus reversed phase modes for enantioseparation on immobilized 

 polysaccharides-based columns in HPLC 

 Radim Geryk, Květa Kalíková, Jiří Vozka, Eva Tesařová 

 20th International Symposium on Separation Sciences, Praha, Česká republika, 2014 

 

 Comparison of enantioselective potential of polysaccharide-based chiral stationary 

 phases in normal and reversed phase modes 

 Radim Geryk, Květa Kalíková, Jiří Vozka, Eva Tesařová 

 14th International Symposium and Summer School on Bioanalysis, Smolenice, 

 Slovensko, 2014 

 

 Supercritical fluid chromatography method for the screening analysis of synthetic 



31 
 

 cannabinoids and their metabolites 

 Radim Geryk, Martin Švidrnoch, Adam Přibylka, Květa Kalíková, Vítězslav Maier, 

 Eva Tesařová 

 42th International Symposium on HPLC Separations & Related Techniques, Ženeva, 

 Švýcarsko, 2015 

 

 SFC method for the analysis of synthetic cannabinoids and their metabolites 

 Radim Geryk, Martin Švidrnoch, Adam Přibylka, Květa Kalíková, Vítězslav Maier, 

 Eva Tesařová 

 CECE 2015, Brno, Česká Republika, 2015 

 

 Enantioseparation of basic biological active compounds in supercritical fluid 

 chromatography 

 Radim Geryk, Květa Kalíková, Martin G. Schmid, Eva Tesařová 

 43th International Symposium on HPLC Separations & Related Techniques, San 

 Francisko, USA, 2016 

 

Supercritical fluid chromatography as a tool for enantioseparation of biologically 

active compounds 

Květa Kalíková, Radim Geryk, Eva Tesařová 

28th International Symposium on Chiral Discrmination, Heidelberg, Německo, 2016 

 


