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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN: acetonitril

AMK: aminokyselina

CE: kapilarni elektroforéza

CS: chiralni selektor

CSP: chiralni stacionarni faze

EP,: receptor selektivni pro PGE,

FP: receptor selektivni pro PGF,,

HAc: octova kyselina

HPLC: vysokou¢inna kapalinova chromatografie
k: retencni faktor

MA: makrocyklicka antibiotika

MeOH: methanol

n: pocet teorctickych pater

PGE,: prostaglandin E,

PGF,,: prostaglandin F»,

R A: ristocetin A

R: rozliseni

RP HPLC: reverzni mod vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
t: retenéni Cas

T teplota

T: teikoplanin

TAG CSP: chiralni stacionarni faze s navazanym teikoplanin aglykonem
TAG: teikoplanin aglykon

TEA: triethylamin

TEAA: triethylaminoctanovy pufr

TLC: chromatografie na tenké vrstveé

u: prutokova rychlost mobilni faze

V: vankomycin

a: taktor selektivity



1. UVOD

Prirodni latky casto vykazuji optickou aktivitu. Rovnéz Zivy organizmus neni
vyjimkou a piedstavuje komplexni soustavu chirdlnich komponent. Proto mohou mit
enantiomery rozdilné¢ ucinky na lidsky organizmus'. S chiralitou se setkavame u vice
nez poloviny uzivanych Ié¢iv. Rozdilné interakce cnantiomert chirdlnich 1é¢iv v
chiralnim prostfedi organizmu mohou mit za nasledek jejich odlisné farmaceutické
vlastnosti.  Tyto vlastnosti  musi byt rozpoznany pfed moznym pouzitim
farmaccutickych piipravku. Vice nez 80% syntetickych chirdlnich 1é¢iv je vyrabéno a
predepisovino ve formé racematu, tj. ekvimolarnich smési enantiomert. VétSinou
pouze jeden z izomerit vykazuje zadouci terapeutické G¢inky, a druhy musi byt
povaZovin za tzv. izomerni balast™.

V polovingé 80. let zacali odbornici uvazovat nejednotny charakter chiralnich
Ié¢iv a racematu Ié¢iva, ktery byva nejéastéj$im ptripadem chiralniho 1é¢iva, a pohlizet
na n¢j jako na smés dvou latek, které se chovaji v chirdlnim prosttedi Zzivych organizmi
rozdiln¢™. Pocatkem 90. let byla formulovana védei a farmaceutickymi vyrobei
stanoviska k problematice ,.cnantiomer versus racemat®, orientovana ve prospéch
cnantiomern¢ ¢istych 1é¢iv. V soucasné dobé roste pocet 1é¢iv vyvinutych a vyrabénych
ve formé c¢istych enantiomert. U téchto léCiv se nezadouci enantiomery fadi mezi
organick¢ nccistoty lé¢iva. Piijatd mezinarodni smérnice pozaduje, aby vsechny
necistoty vyskytujici se v mnozstvi nad 0,1% byly identifikovany, a aby byla ovéiena
jejich biologicka bezpecnost v toxikologickych studiich.

Se studiem tarmakologickych vlastnosti enantiomert chiralnich 1é¢iv a vyvojem
enantiomerné Cistych 1é¢iv byl spojen 1 mohutny rozvoj syntetickych postupd, izolace
enantiomert, a predeviim stercosclektivni analytické metodologie”. Enantioselektivni
separaéni metody jsou pouzZiviny pro separace enantiomerQ. Z této velké skupiny
modernich metod se pfi separacich a stanovenich enantiomerti nejisp€snéji a nejhojnéji
uplatiiuji metody vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a kapilarni
clektroforézy (CE). Tyto metody jsou zalozeny bud na pfimych separacich
probihajicich v chirdlnim systému, nebo na nepfimych separacich, které probihaji
v achiralnim systému, ale vlastni separaci pfedchazi derivatizace chiralnim ¢inidlem.

Chiralni kapalinovd chromatogratic je vhodna separaéni technika, ktera mize byt



pouzita béhem procesu vyvoje [&Civ stejné jako pro studium farmakologickych
vlastnosti kazd¢ho enantiomeru. Nejcastéji je pouzivina pfima separace na chirdlnich
stactonarnich fazich (CSP), jejichZz vybér je velice rozmanity a je stale obohacovan

vyvojem novych CSP s novymi ¢i modifikovanymi chiralnimi selektory.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Zakladni pojmy spojené s chiralitou slou¢enin

Konformac¢ni a konfiguraéni vzorce slouzi ke znazornéni stereochemickych

predstav sloucenin. Nejznaméjsi je Newmanova projekce u molekul s vice atomy. U

makrocyklickych sloucenin se pouziva hlavné tzv. Wedge projekce’ ke znazornéni

jejich chirality.

Vzajemny vztah dvou pfedmétt, které ncjsou ztotoznitelné, ale jsou svymi
zrcadlovymi obrazy sc¢ oznacuje jako chirdlni. Chiralita je vyvolana napt. asymetrickou
substituci uhlikového atomu ¢tyfmi ruznymi substituenty nebo muze byt zplsobena
celkovou asymetrii molekuly. Asymetrie je geometrickd vlastnost, kterd vylucuje
jakoukoliv symetrii, tj. molekula v dané konfiguraci nema zadny prvek symetrie.

U sloucenin, ve kterych jsou ke stereogennimu atomu ptipojeny Ctyfi odlisné

substituenty muze dochazet k usporadani, kterému odpovidaji dva rGzné prostorové

modely. Maji k sob¢ vztah pfedmétu a jeho zrcadlového obrazu a jsou vzijemné
neztotoznitelné, nemaji rovinu, osu ani stied soumérnosti.

Rovinné polarizované svétlo je takové svétlo, jehoz vSechny paprsky kmitaji

v téze roving. Ziskava se priichodem nepolarizovaného svétla vhodnym prostiedim,
napf. hranolem islandského vapence — Nikoluv hranol.

Opticka izomerie je jedna z forem stercoizomerie. Znamend, ze jednotlivé

izomery vykazuji optickou aktivitu, tj. schopnost stacet rovinu polarizovaného svétla,
které prochazi souborem jejich molekul.

Dvojice sloucenin, jejichZz molekuly jsou ve vztahu pfedmétu a jeho zrcadlového
obrazu a nejsou ztotozniteIné v roviné se nazyvaji enantiomery. Kazdy z enantiomert je
schopen samostatné existence. Vlastnosti takovych dvojic slouCenin se nelisi
v achirdlnim prostfedi, rozdil je pouze ve sméru staeni roviny polarizovaného svétla,
doprava nebo doleva. Enantiomery se vzajemné hLisi absolutni konfiguraci. Hodnoty
velikosti jejich thlu otoceni jsou stejné a lisi se pouze znaménkem. Pismenem d- nebo
znaménkem (+) s¢ oznacuji slouc¢eniny pravotocivé, a pismenem /- nebo znaménkem (-)

se oznacuji levotocivé izomery. Vyrovnani rotace jednoho enantiomeru druhym lze



dosahnout smisenim jejich  ekvimolarnich  mnozstvi.  Ekvimolarni smés dvou
enantiomeru se nazyva racemat.

Absolutni kontiguraci slou¢enin vyjadfujeme raznymi typy predpon. Nejcasté)i
se pro znazornéni geometrické vlastnosti molekuly pouzivaji ptedpony cis-/trans-, E/Z.
Topografické vlastnosti vystihuji stercodeskriptory R/S °, které nemaji vztah ke smyslu
rotace. Jestlize ma molckula vice chiralnich center, je v ndzvu slou¢eniny oznaéeno
kazd¢ chiralni centrum  zvlaSt. Enantiomery se pak odliSuji predponami R a
S umisténymi v zavorkach, pfipadné spolu s jejich lokanty pfed uplny nazev slouc¢eniny
nebo patiicného substituentu, od kterych se oddéluji rozdélovaci pomlckou.

Ptedpony D- a L-, dfive pouzivané pro oznaeni stercoizomerl, nemaji
jednoznaény vztah ke smyslu rotace. Jako D-slou€eniny oznacujeme ty, jez maji
v projekénim vzorci na asymetrickém uhliku hydroxylovou nebo jinou charakteristickou
skupinu vpravo. L-slouc¢eniny maji pak takovouto skupinu vievo. Pokud se v molekule
nachazi vice asymetrickych uhlikd, potom rozhoduje o oznaceni D- nebo L- usporadani
D- ncbo L- na asymetrickém uhliku s nejvy$sim poradovym cislem’. Ptedpony D- a L-
se v soucasnosti pouzivaji jeité u cukrd, aminokyselin a peptidd®. Pro obecngjsi

oznaceni jsou vSak nyni nahrazeny predponami R- a S-.

2.2. Odlisnost chovani optickych izomeru

Optické i1zomery maji shodné vlastnosti v achiralnim prostiedi, v prostiedi
chiralnim se v3ak jejich vlastnosti 1.

Néktera lé¢iva, pesticidy, slozky potravin a obecné pfirodni latky vykazuji
optickou aktivitu, a protoze Zivy organizmus je tvofen soustavou chirdlnich komponent,
pusobi enantiomery na lidsky organizmus riznymi u¢inky. Divodem jsou rozdilné
interakce jednotlivych enantiomert.

Tyto interakce se mohou projevit u slozek potravin, které mohou mit rozdilné
chuté a vuné. Napf. vétSina hydrofobnich D-aminokyselin (D-AMK) chutna sladce, ale
L-AMK maji hotkou chut®, L-izomer limonenu méa chut citrénovou a D-izomer
pomerancovou.

Podobné s¢ mohou chovat cnantiomery pesticidd a 1é¢iv, které maji odlisné

t¢inky na zivy organizmus. Enantioselektivni u¢inek 1é¢iv se mize projevit v kterékoliv



tazi procesu absorpee, distribuce, metabolizace ¢i vyluéovénig. Nejznaméjsim piipadem
chiralniho I¢¢iva je thalidomid, ktery byl v minulosti podavan jako racemat. Jeho R-
forma ma scdativni acinek. ale S-forma puasobi v organizmu jako teratogen’. Dnes je
obecnou snahou pouzivat pouze aktivni enantiomer 1é¢iva, zatimco druhy enantiomer je
vyloucen, protoze muze byt neaktivni, s vedlej$imi G¢inky nebo toxicky. Jako priklady
Ize uvést néktera [éCiva napf. vitamin C - S-forma je aktivni, ale R-forma neaktivni, dale
S-izomer propranololu je B-blokator a R-izomer je neaktivni. Z pesticidi ma odlisné
ac¢inky napf. metolachlor, jehoz S-forma je herbicid a R-forma je fungicid, nebo

glufosinat, kdy S-forma je herbicid a R-forma je neaktivni.

2.3. Princip chiralni separace

Déleni enantiomert se nejéastéji provadi ve formé vhodnych diastereomerd.
Cim odli§ngjsi jsou jejich fyzikdlné-chemické vlastnosti, tim snazsi a dokonalejsi je
separace cnantiomert. Dnes se pro separace enantiomerl pouzivd pfevazné technika
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie a kapilarni elektroforézy.

Chiralni separace se déli podle zpusobu provedeni na pfimé a nepfimé. Nepfimy
zpusob spociva v derivatizaci délenych izomertt vhodnym chirdlnim ¢inidlem. Vzniklé
stabilni diastercomery mohou byt déleny v nechirdlnim chromatografickém systému.
Podminky pro neptfimou separaci:

I. Kazdy enantiomer musi obsahovat skupinu (amino, karboxyl, hydroxy), ktera

zreaguje s prislusnym chirdlnim ¢inidlem-selektorem (CS).

o

CS musi byt dostupny v enantiomerné ¢isté formé.
3. Reakce mezi enantiomery a CS musi byt reprodukovatelné a produkt reakce musi
byt stabilni alespon nékolik minut'’.
Pfimy zpasob chirdlni separace vyuziva tvorby ptechodnych diastereomernich
komplextt mezi chirdlnim selektorem a chirdlnim solutem. Nejcastéji byvaji chiralni
selektory vazany na pevny nosi¢ a tvoii chirdlni stacionarni faze, ale pouziva se i

pfidavek chiralniho selcktoru do mobilni faze.



2.3.1. Chiralni mobilni faze

Chiralni sclektor neni navazany na nosic, ale je soucasti mobilni faze. Vznikajici
diastercomemi komplexy mezi chirdlnim solutem a selektorem interaguji s nechiralni
stacionarni fazi. Ruzna stabilita prechodnych diastereomernich komplexii vede
k separaci enantiomert. Pouziva se pouze jeden izomer chirdlniho selektoru. Pfitomnost
enantiomernich nec¢istot ma zasadni vliv na t¢innost separace.

Pro tento typ separace je mozné pouzit opticky ¢istou latku, ktera tvori relativné
stabilni diastercomerni komplexy sc¢ solutem a je rozpustna v dané mobilni fazi.
Aminokyseliny a cyklodextriny sc ¢asto pouzivaji jako chirdlni aditiva'"'?. Vzhledem
k velké spotiebé chirdlniho ¢inidla, nékdy obtizné rozpustnosti v mobilni fazi a ruSici
absorbanci (snizeni detekce analytl), piip. i reprodukovatelnosti se chiralni mobilni faze

pouzivaji méné nez CSP. Spie jsou vhodné pro kapilarni separa¢ni systémy.

2.3.2. Chiralni stacionarni faze

Principem separace enantiomerl je jejich rozdilnd interakce s chiralnim
povrchem stacionarni faze, ptfi¢emz vznikaji pfechodné diastereomery, které maji
odlisnou konstantu stability, a tim je jeden izomer kolonou zadrzovan vice nez druhy.

Podle druhu CSP se na retenci analyti mohou podilet n-n interakce, vodikové
vazby, hydrofobni, dipolové a sterické interakce, vcetné inkluze chiralniho solutu
do trojrozmérné struktury chirdlniho selektoru’.

Nejcastéji pouzivané chirdlni stacionarni faze jsou m-donorové a m-akceptorové
(Pirklovy) CSP, protcinové a polysacharidové chirdlni faze, CSP s kavitami mezi néz se
fadi CSP cyklodextrinové a CSP na bazi syntetickych polymert. Dal$im typem jsou
chiralni stacionarni faze vyuzivajici tvorby komplex aminokyselin s pirechodnymi
kovy”. Nové&jsi skupinou chiralnich selektor je skupina makrocyklickych antibiotik

(MA).



2.4. Makrocyklicka antibiotika

S predstavou vyuzit makrocyklickda antibiotika jako chirdlni stacionarni faze
poprvé vystoupil Armstrong v roce 19947, MA se fadi mezi glykopeptidy. Pivodné se
pouzivala jako antibiotika prott ruznym mikroorganizmiim, zejména jsou aktivni proti
acrobnim a anaerobnim grampozitivinim bakteriim. Vankomycin a teikoplanin se
pouzivaji pii infekcich zpusobenych bakterii Staphviococcus aureus rezistentni vici
methicilinu,  teikoplanin - je acinny 1 proti infekcim zplisobenym vankomycin-
rezistentnimi - enterokoky'!.  Pusobi na jejich bunéénou sténu. Teikoplanin se
stereoselektivné vaze na termindlni acyl-D-alanyl-D-alanin bakteridlni bunééné stény,
ktera je tvorena peptidoglykanem, a tim inhibuje jeji syntézu'”. Mezi MA se fadi vedle
vankomycinu (V) a teikoplaninu (T), také ristocetin A (R A) a avoparcin, dale sem patii
derivaty téchto latek napf. teikoplanin aglykon (TAG). Makrocyklicka antibiotika jsou
fermentacni  produkty mikroorganizmi a  jsou komeréné dostupné. Nékteré
charakteristiky MA a jejich derivatt jsou shrnuty v tabulce 1.

Dnes jsou MA tazena k nejpouzivangjsim a nejucinngjSim chiralnim selektoriim
v HPLC, tenkovrstvé kapalinové chromatografii (TLC) a kapilami elektroforéze. Pro
Gccly chirdlnich stacionarnich tazi jsou makrocyklicka antibiotika vazana kovalentni
vazbou na silikagel, maji tak vetsi pokryti, a tim 1 lepSi separa¢ni ucinnost. Diky
velkému poctu funkénich skupin a chirdlnich center jsou fazena mezi multimodalni
CSP. Prevladajici interakce pak zavisi na pouzitém separaénim modu tj. reverznim,

normalnim ncbo polarné-organickém modu.

16,17

’

MA se osvédcila k déleni aminokyselin (T), blokovanych aminokyselin (T)
hydroxykyselin, peptidd, fenolt a aromati. MA jsou rovnéz pouzivana
k enantioseparaci 1é¢iv, pridavkil do potravin'®, reagencii a katalyzatort, které musi byt

. w19
enantiomerne ciste .



Tab. 1: Fyzikalné-chemické vlastnosti nékterych makrocyklickych antibiotik a jejich
derivatu: Ristocetin A (R A), Vankomycin (V), Teikoplanin (T), Teikoplanin aglykon
(TAG).

( Chiralni Molekulova Pocet Pocet Pocet Pocet

t selektor hmotnost chirdlnich cukernych inkluznich lonizovat.
i center slozek kavit skupin

TTRA 2066 38 6 4 2

| \% 1448 18 2 3 3

;[ T 1885 23 3 4 2

T TAG 1197 8 0 4 2

2.4.1. Teikoplanin

Jednou z chirdlnich stacionarnich fazi vyuzivajicich makrocyklicka antibiotika
jako chiralni selektor je teikoplanin navazany na silikagelu velkym poétem kovalentnich
vazeb. Zakladem struktury teikoplaninu je peptidovy fetézec bohaté substituovany a
vytvafejici tak ctyfi dutiny (cykly). Jak ukazuje obr.l, v molekule teikoplaninu je
zabudovano sedm aromatickych kruht, a jsou tam zastoupeny polarni 1 nepolarni
funkeni skupiny. Teikoplanin obsahuje 10 hydroxylovych skupin, 4 fenolické skupiny,
jednu primarni aminoskupinu a jednu volnou karboxylovou skupinu. Nepolarni ¢ast
molekuly tvofi rozvétveny alkylovy fetézec. Peptidovy fetézec s navazanymi
benzenovymi jadry vytvaii tzv. aglykonovy kos™. Teikoplanin obsahuje 23 chirdlnich
center”'.

Teikoplanin je fermentacnim produktem bakterie Actinoplanes teichomyceticus a

poprvé byl izolovan v roce 1978

11



Obr. 1: Strukturni chemicky vzorec teikoplaninu, R a Soznacuji chiralni centra

v molekule tetkoplaninu.

Strukturni uspofadani teikoplaninu je vhodné pro fadu separaci. Separuji se jim
aminokyseliny, hydroxylové kyscliny, fenoly, malé peptidy a malé neutralni aromatické
slou¢eniny. Cukerné jednotky teikoplaninu snizuji retenci mnoha enantiomeri
aminokyselin, av§ak mohou v nékterych ptipadech ptispivat ke zlepSeni rozliSeni napft.

I - . 23,24
sekundarmich aminokyselin :

2.4.2. Teikoplanin aglykon

Dalsi slouc¢eninou, kterd se uplatnila pro ptipravu CSP na bazi MA je analog
teikoplaninu — teikoplanin aglykon. Stejné jako teikoplanin je vazany na silikagel

kovalentnimi vazbami.



Na rozdil od teikoplaninu v molekule TAGu nejsou navdzany cukry (a-D-
manosa, [3-D-N-acetyl-glukosamin, p-D-N-acyl-glukosamin) (viz obr. 2). Molekula
TAGu ma opét peptidovy ziklad, a dale obsahuje 7 polarnich OH skupin, z nichz 6 je
fenolickych. Dale je v molekule TAGu zastoupena 1 amino- a | karboxylova skupina, 6

)2

peptidovych vazeb a 7 benzenovych jader™”**. Vzhledem k nepfitomnosti cukernych
struktur u teikoplanin aglykonu chybi rovnéz hydrofobni fetézec, ktery je u teikoplaninu
vazan pies glukosamidovou skupinu.

Molckulu teikoplanin  aglykonu je mozno pfipravit Upravou piirodniho

. . ’ . ’ R
teikoplaninu nebo také organickou syntézou™.

H Cl

fa o
O
=
o

l'C{1 ﬁ) H J
C
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HO HO
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Obr. 2: Strukturni chemicky vzorec teikoplanin aglykonu, R a S oznacuji chiralni centra

v molekule teikoplanin aglykonu.

Odstranéni tii cukernych zbytkd a hydrofobniho alkylového fetézce dava vétsi
prostor nékterym latkim ke snadnéj$im interakcim s chiralnim selektorem, a tim k lep$i
enantioseparaci. Scparace na teikoplanin aglykonu je vysoce selektivni pro analyzy
aminokyselin, N-blokovanych aminokyselin, peptidl, neutralnich molekul, diazepind,

sulfoxidd, oxazolidinoidu, hydantoina™.
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Pro cnantioseparact na teikoplanin aglykonu jako CSP lze pouzit vSech tfi
separacnich modu: polarné-organického, reverzniho nebo normalniho modu™. Velmi
dobré enantioseparace 1ze v nékterych piipadech dosahnout jak v reverznim modu, tak
v normalnim modu®’. Schopnost pracovat za jinak stejnych podminck ve dvou riznych
typech mobilnich fazi je vyhodné pro optimalizaci metody, kdy muize byt rozpustnost

analyzovanc¢ho vzorku klicovym problémem.

2.5. Separac¢ni mody

2.5.1. Polarné-organicky méd*®

Mobilni taze obsahuji jako hlavni slozku methanol (MeOH), pfipadné acetonitril
(ACN), ke kterému jsou pridavana velmi mald mnoZstvi octové kyseliny (HAc) a
tricthylaminu (TEA). Pomér MeOH a ACN ovliviiuje piredevsim retenci, pridavky HAc
a TEA spiSe sclektivitu.

Uplatnuje se pii separaci molekul s nejméné jednou ionizovatelnou skupinou na
chiralnim centru nebo v jeho tésné blizkosti*'. Diky polarnim skupinam ve struktute
MA je mozné piidanim octove kyseliny nebo triethylaminu do mobilni faze v riznych
pomérech ovlivnit enantioseparaci.

V tomto scpara¢nim modu lze demonstrovat Sirokou variabilitu analyzovanych

sloucenin, které 1ze délit na teikoplanin aglykonové CSP.

2.5.2. Reverzni mod

Mobilni faze se nejcastéji skladaji z methanolu a triethylaminoctanového pufru o
ruzn¢ hodnoté pH a koncentraci. Misto methanolu lze pouzit i pfidavku jinych
organickych rozpoustédel, jejichz eluéni sila stoupa v fadé — propan-2-ol < ethanol <
methanol < acetonitril. Koncentrace vodnych pufrli se pohybuje v rozmezi 0,05 — 1%,
pH v oblasti stability chirdlni stacionarni faze, tj. v intervalu 3,0 — 6,8 v pfipadé

teikoplanin aglykonu.



V tomto pracovnim modu dochazi k upfednostnéni inkluze analytu do nitra kavity
chiralniho selektoru oproti jinym interakcim. Reverzni méd se predevSim uplatiuje u
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analytu, které obsahuji pouze jednu funkéni skupinu schopnou interakce™ .

2.5.3. Normalni mod

Typickymi piedstaviteli mobilnich fazi v normalnim modu jsou smési hexanu,
cthanolu nebo propan-2-olu v riiznych pomérech. Vyssi koncentrace polarnich solventl
zpusobuji  nizs$i retenci. Pridavek malého mnozstvi octové kyseliny, ptipadné
tricthylaminu  jako modifikatoru snizuje rozmyvani pika. V tomto modu byla
separovana fada sulfoxidu v mobilni fazi tvofené hexanem a ethanolem v poméru 80/20

(v/v).

2.6. Vliv teploty na separaci

Teplota je dalSim faktorem, ktery miaze vyznamné meénit retenci a selektivitu,
tedy ovliviiovat prubéh enantioseparace. Snizenim teploty dochazi k prodlouzeni
. C e , , . ., o 021,
retenénich ¢as, casto doprovazenych zlepSenim stereoselektivniho rozliSeni analyti
29 o , : S e .
. Snizeni teploty je spojeno se zvySenim tlaku na kolonu. ZvySeni teploty ma za
nasledek snizeni viskozity mobilni faze, coz vede ke snadnéjSimu prenosu hmoty, a tak

v fadé ptripadd ke zvySeni u¢innosti separace.

2.7. Prostanoidy — syntetické prostaglandiny

Prostanoidy jsou endogenni derivaty eikosanoidové kaskady, odpovédné za
cetné tyziologické a patologické procesy v mnoha zviiecich tkanich. Biologicky efekt
vsech prostanoidu je zprostfedkovan pomoci G-proteinii na bunky s povrchovymi
receptory. Stimulaci receptorit EP> a FP pfirozenym agonistou prostaglandinem Fj,
(PGF,,,) dochazi k aktivaci fosfatidylinositolu, coZz umoziuje pfechod Ca’" ionti mezi

intracelularnim prostorem a extracelularni tekutinou.
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PGF,, vyvolava luteolyzu u hospodaiskych zvifat a hraje hlavni roli v iniciaci a
prub¢hu porodu. Spolu s PGE. zpusobuje zrani délozniho hrdla a kontrakci svalu.
Z tohoto duvodu sc ¢asto pouziva ve veterinami praxi. Podporuje stahy délohy a
pouziva sc k [é¢be zanétu délohy.

Svalova odpovéd’ na prostaglandiny zavisi na pfitomnosti ruznych PG receptort
v ruznych oblastech délohy, které mohou podporovat relaxaci nebo kontrakci svalu. FP
receptory (selektivni pro PGF»,,) jsou v nadbytku ve fundu a jejich stimulace vede ke
kontrakei svalu, zatimco EP> receptory (selektivni pro PGE») se nachazeji v oblasti

délozniho hrdla a jsou odpovédné za relaxaci svalu a otevieni délozniho hrdla.

2.7.1. Cloprostenol

Cloprostenol  [la(Z),2B(1E,3R*),3a,5a-(+)-7-2-4-(3-chlorfenoxy)-3-hydroxy-1-
butenyl-3,5-dihydroxycyklopentyl-5-heptenova kyselina] (viz obr. 3) je syntetickym
analogem PGF,,. Cloprostenol je nejcastéji pouzivan ve formé sodné soli. Je to bila
hygroskopicka litka, dobfe rozpustna ve vodé¢ a alkoholech, $patné rozpustna v acetonu
a témét nerozpustna v nepoldarnich organickych rozpoustédlech. Latka taje neostfe pii

teploté nad 86°C.

HO
COOH

=
OH
Cl

Obr. 3: Strukturni chemicky vzorec cloprostenolu.
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Aktivni latka s¢ pouzivd pro ptipravu lékovych forem pro veterindrni praxi
k synchronizaci a indukei fije, k [é¢eni reprodukénich poruch u hovéziho dobytka, k
indukci porodu u prasnic a k 1é¢eni nékterych chorob pohlavniho tstroji hospodafskych
zvifat™. Cloprostenol ma také schopnost vyvolat luteolyzu a kontrakci délohy.

Slouc¢enina ma pét chiralnich center, tj. odpovidalo by ji 27 enantiomerd. BéZné
se vyskytuje ve dvou opticky aktivnich formach (izomerech). Terapeuticky se pouziva
racemat. Cisté enantiomery nejsou komeréné dostupné. Izomer oznacovany jako (+)-
cloprostenol ma piiblizné 3-4 krat vyS$si biologickou aktivitu nez (x)-cloprostenol
(racemat). Pfi studovani stereospecitické vazby cloprostenolu na PGF,, receptory u
krav byly demonstrovany ruzné G¢inky enantiomert. (+)-cloprostenol ma afinitu
k receptoru podobnou jako PGF,,, kdezto racemat vykazuje zna¢n€ nizsi afinitu ke
stejnému receptoru’'. Doporucéend davka PGF, pro luteolyzu podand intramuskularné
je mnohem vys$si nez u (+)-cloprostenolu. Davka (+)-cloprostenolu pro luteolyzu je
naopak vys$si nez u (+)-cloprostenolu. To utvrzuje fakt, Ze jen (+)-enantiomer podporuje

lutcolyzuzz.



3. CIL PRACE

Cilem této prace bylo studium retenéniho chovani a déleni enantiomeri
cloprostenolu metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatogratic na chiralni stacionarni
fazi na bazi makrocyklick¢ho antibiotika teikoplanin aglykonu (TAG). Ukolem bylo
prozkoumat moznosti separace cnantiomeru cloprostenolu za pouziti dané CSP ve tiech
separacnich modech — reverznim, polarné-organickém a normalnim modu.

V reverznim modu byl sledovan vliv obsahu methanolu a vliv pH pufru
v mobilni fazi.

V polarné-organickém modu byl studovan vliv obsahu methanolu a acetonitrilu
v mobilni fazi, koncentrace octové kyseliny (HAc) a triethylaminu (TEA). Také byla
zaméfena pozornost na zménu teploty a pratoku mobilni faze na retenci a
enantioscparaci pii1 konstantnim slozeni mobilni faze.

V normdlnim  modu  byly  vyuZity moznosti  ovlivnéni  retence a
enantioselektivniho rozliSeni pomoci zmény poméru tii organickych rozpoustédel

v mobilni tazi. Zkouman byl i vliv ptidavku octové kyseliny a triethylaminu.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. PFistroje a pomicky

Kapalinovy chromatograf:

Pumpa: DeltaChrom'™ SDS 030 WATREX®, Praha, CR

Detektor: DeltaChrom™ UVD 200 WATREX®, Praha, CR

Davkovaci ventil: RHEODYNE 7125 s davkovaci smyc¢kou 20 ul, Cotati, CA, USA
Kovova kolona: 250x4.,6 mm, zméni 5 um, CHIROBIOTIC TAG - teikoplanin
aglykon vazany na silikagel, velikost poru 8 nm, Astec, Whipanny, NJ, USA

Kolonovy termostat: Spark Mistral, Emmen, Holandsko

Potitadovy program: Clarity™ 2. 1., Data Apex, Praha, CR

Injekéni strikacka: Microlyter Syringes 702, objem 25 pl (Hamilton, Bonaduz,
Svycarsko)

Ultrazvukova lazen: Ultrasonic LC 30 (Elma, Némecko)

Viahy: METTLER AE 240, Greifensce, Svycarsko

4.2. Pouzité chemikalie

Methanol pro chromatogratii, Chromasolv®Riedel-de Haén, Seelze, Némecko
Acctonitril pro chromatografii, Chromasolv® Sigma—Aldrich, Steinheim, Némecko
Hexan pro chromatografii, Chromasolv® Sigma—Aldrich, Steinheim, Némecko
Propan-2-ol pro chromatografii, Sigma—-Aldrich, Steinheim, Némecko
Triethylamin (Cistoty >99%), Sigma, St. Louis, MO, USA

Octova kyselina (99,5%), Sigma—Aldrich, Steinheim, Némecko

Tritfluoroctan amonny, Astec, Inc., Whippany, NJ, USA

Vzorky: (£)— cloprostenol, Nerapharm*), Neratovice, CR

(+) - cloprostenol, Nerapharm*), Neratovice, CR

*) Vzorky byly laskaveé poskytnuty Ing. [. Veselym.
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4.3. Priprava vzorku

Roztok (+)-cloprostenolu byl pfipraven rozpusténim | mg vzorku v 1 ml
methanolu. Rozpustény vzorek byl prefiltrovan pres filtr (0,45um) nasazeny na injekéni
stitkacku. Stejnym zpusobem byl piipraven i vzorek (+)—cloprostenolu.

Pro zjisténi, ktery ze dvou enantiomerti eluuje z kolony dfive, byl ptipraven dalsi
vzorek. V I ml methanolu byl rozpustén | mg (£)-cloprostenolu. Do tohoto roztoku

bylo pridano 300 pl roztoku (+)--cloprostenolu.

4.4. Reverzni mod

4.4.1. Mobilni faze pro reverzni mod

Mobilni  faze pro reverzni mdéd (RP-mod) se skladaly z1%
tricthylaminoctanového pufru (TEAA), pH pufru se pohybovalo v rozmezi od 4 do 6.
Presné slozeni vSech pouzitych mobilnich fazi v tomto separacnim modu je uvedeno

v tabulce 2.

Tab. 2: Slozeni pouzitych mobilnich fazi v RP-modu.

MeOH % / 1% TEAA pufr, pH 5,9 (v/v)
20 80
40 60
60 40
MeOH % /1% TEAA pufr, pH 5,0 (v/v)
40 60
MeOH % / 1% TEAA pufr, pH 4.2 (v/v)
40 60
ACN % /1% TEAA pufr, pH 5,9 (v/v)
10 90 |




4.4.2. Podminky separace v reverznim modu

Separace probihala pii laboratorni teploté. Pouzita byla detekéni vinova délka
276 nm. Rychlost pratoku mobilni fize byla 0,6 ml/min.

Pred pouzitim byla kazda mobilni faze odvzduSnéna v ultrazvukové lazni po
dobu nejméné 15 min. Spatné odvzduinéna mobilni faze vede ke vzniku bublin a

naslednému snizeni tlaku na kolonu a k chybnému uréeni reten¢niho casu.

4.5. Polarné-organicky mod

4.5.1. Mobilni faze pro polarné-organicky maéd

Pro separaci byly pouzity dva typy mobilnich fazi. Zakladem obou mobilnich
fazi byl acctonitril a mecthanol. Selektivita separace byla modifikovana pfidavky
triethylaminu a octové kyseliny v prvém piipadé, zatimco v druhém typu mobilni faze
byly HAc a TEA nahrazeny rozpusténou amonnou soli kyseliny trifluoroctové. Pouzité

mobilni faze v polarné-organickém modu jsou shrnuty v tabulce 3.



Tab. 3: Slozeni pouzitych mobilnich fazi v polarné-organickém modu.

ACN /" McOH / TEA !/ HAc (v/v/v/Vv)

90 10 & 0,05 0,05
90 T | 0,1 0,1

90 0 0,2 0,2
90 10 | 0.3 0,3
90 10 0,4 0,4
90 10 0,1 0,2
90 10 0,2 0.4
90 10 0.2 0,1
90 10 0.4 0.2
80 20 0,2 0,2
85 15 0,2 0,2
95 5 0,2 0.2
80 20 0,6 0,2
70 30 0,1 0,1

ACN /" McOH (v/v) %(w) CF;COONH;
90 10 0,05
90 10 0.1

4.5.2. Podminky separace v polarné-organickém modu

Separace probihala nejdfive pfi laboratorni teploté. Pti studiu vlivu teploty na
retenci a cnantioseparaci byly v kolonovém termostatu voleny teploty od 6°C do 25°C.
Pouzita byla detckéni vinova délka 276 nm. Rychlost pratoku mobilni faze se
pohybovala od 0,4 ml/min do 1,2 ml/min. Pro dalsi studium byla zvolena priatokova
rychlost 0,6 ml/min. Tlak mobilni faze na kolonu se pi1 konstantni rychlosti priitoku

meénil v zavislosti na zvolené experimentalni teploté a na slozeni mobilni faze.
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4.6. Normalni maod

4.6.1. Mobilni faze pro normalni méd

Mobilni fize pro normalni mod obsahovaly hexan, propan-2-ol a methanol.
Ucinnost separace byla zvy$ovana malym mnozstvim octové kyseliny. Do nékterych
mobilnich tazi byl pfidan ve velmi malém mnozstvi triethylamin misto octové kyseliny.

Konkrétni slozeni mobilnich fazi j¢ uvedeno v tabulce 4.

4.6.2. Podminky separace v normalnim moédu

Separacc probihala pii laboratorni teploté. Pro detekci byla zvolena vinova délka
276 nm. Pratokova rychlost mobilni faze byla | ml/min. Tlak mobilni faze na kolonu se
ménil v zavislosti na jejim slozeni.

Pied pouzitim byla kazda mobilni faze odvzdusnéna v ultrazvukové lazni po

dobu 15 min.
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Tab. 4: Slozeni pouzitych mobilnich fazi v normalnim modu.

propan-2-ol /" hexan McOH /" HAc ! TEA (v/viviviv)
20 80 0 0 0
50 50 0 0 0
50 50 0 0.5 0
50 50 0 0.1 0
50 50 0 0,05 0
45 50 5 0.1 0
40 50 10 0,1 0
15 | 80 5 0,1 0
10 ! 80 10 0,1 0
5 | 80 15 0,1 0
5 80 (5 0,05 0
10 80 10 0,05 0
5 85 10 0.1 0
15 70 15 0,05 0
15 70 15 0,1 0
20 70 10 0,05 0
25 | 70 5 0,05 0
10 70 20 0,05 0
5 70 25 0,05 0
10 80 10 0 0,05
10 70 20 0 0,05
10 70 20 0 0

24




5. VYSLEDKY A DISKUZE

Pro cnantioscparaci na CSP s navazanymi makrocyklickymi antibiotiky lze
pouzit vSechny tii typy separac¢nich modu, tzn. polarné-organicky, normalni i reverzni
mod. V této praci je pozornost zaméfena pievazné na separace v polarné-organickém a
normdlnim modu. VSechna méfeni byla provadéna na chirdlni stacionarni fazi
s navazanym teikoplanin aglykonem. V nékterych pripadech byly za sebe zapojeny dvé

kolony s navazanym teikoplanin aglykonem.

5.1. Enantioseparace cloprostenolu v reverznim separa¢nim médu

Reverzni mdéd byl pouzit pro predbézné sledovani retence a enantioseparace
cloprostenolu. Mobilni faze v tomto modu obsahovaly 1% TEAA pufry, jejichZz hodnoty
pH sc¢ pohybovaly v rozmezi od 4 do 6, a MeOH jako organicky modifikator. Slozeni

mobilnich fazi pouzitych v tomto médu jiz byla uvedena v tab. 2.

5.1.1. Vliv methanolu v mobilni fazi na retenci a rozlisSeni

Obsah methanolu v mobilni tazi vyrazné ovlivnil retenci 1 rozliSeni enantiomerti
cloprostenolu (viz tab. 5). Z vysledk( méfeni je patmé, ze s vy$$im obsahem methanolu
se retence 1 rozliSeni cloprostenolu snizuje. V zadném ptipadé vSak nedoslo

k uspokojivé enantioseparaci.

o
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Tab. 5: Porovnani retenéniho faktoru drive eluujiciho enantiomeru (4;) a rozliSeni (R)

v zavislosti na zmeén¢é obsahu McOH v mobilni tazi (pfi konstantni hodnoté pH pufru).

Slozeni mobilni faze k, R

McOH/1% TEAA, pH 5.9 20/80 (v/v) 15,46 0,60

McOH/1% TEAA, pH 5,9 40/60 (v/v) 2,52 0,57

McOH/1% TEAA, pH 5,9 60/40 (v/iv) | 0,50 0,20

Dale byl vyzkouSen vliv zamény MeOH jako organického modifikatoru
v mobilni fazi za acctonitril. Nahrazenim methanolu acetonitrilem v kombinaci s 1%
TEAA pufrem o pH 5.9, byl sledovan vliv ACN na retenci a enantioseparaci. Méfeni
bylo provadéno v mobilni fazi o slozeni ACN/1% TEAA, pH 5,9 10/90 (v/v). V této
mobilni fazi doslo k malému rozliseni R=0,58, a retence byla prili§ dlouha (k,=16,60).

Z tohoto divodu nebyly zkoumany dal$i mobilni faze s ptidavkem ACN.

5.1.2. Enantioseparace cloprostenolu v mobilni fazi pfi zméné pH

pouzitého pufru

V RP modu byl sledovan 1 vliv pH pufri, pouzitych v mobilnich fazich. Z
vysledki uvedenych v tabulce 6, je patrné, ze pH pufru ovliviiuje retenci. Cim bylo pH
pufru vyssi, tim sc¢ snizoval reten¢ni faktor cloprostenolu. Selektivita separace se s
rostoucim pH pufru zvySovala. Lepsiho rozliseni bylo dosazeno rovnéz pti vysSich

hodnotach pH. Tento trend nebyl vSak zcela jednoznaény.



Tab. 6: Porovnani retenéniho faktoru (4;), rozliseni (R) a selektivity (a) pti zmeéné pH

1% TEAA pufru.

Slozeni mobilni faze k, R o
MeOH/1%TEAA, pH 4.2 40/60 (v/v) 5,00 0,34 1,05
McOH/1%TEAA, pH 5,0 40/60 (v/v) 4,02 0,58 1,11
McOH/1%TEAA, pH 5,9 40/60 (v/v) 2,52 0,57 1,15

Z vysledki vyplyva, ze RP mod je vhodné pouzit pro mobilni faze, kde je pH
pufru vyssi. Vzhledem k tomu, Ze Zadny ze zkoumanych experimentalnich faktorti
nevedl k dosazeni dobrého rozliseni, v dalSich méfenich v RP médu se nepokracovalo a

pteslo se do dalSich separacnich modi.

5.2. Enantioseparace cloprostenolu v polarné-organickém médu

5.2.1. Reten¢ni data cloprostenolu pri zméné obsahu methanolu

v mobilni fazi

Mobilni faze v polarmné-organickém mdédu se skladala z acetonitrilu a methanolu,
s malymi pridavky octové kyseliny a triethylaminu. Obsah methanolu v mobilni fazi byl
systematicky zvySovan (viz tab.7). Koncentrace octové kyseliny a triethylaminu byla ve

v§ech mobilnich fazich konstantni.
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Tab. 7: Porovnani retenénich faktoru (4,), rozlieni (R) a faktoru selektivity (a) na TAG
CSP v zavislostt na obsahu methanolu v mobilni fazi ACN/MeOH/HAC/TEA

xX/v/0,2/0,2 (v/v/v/v) pii teploté 20°C.

McOH %* ki R a
] 17,03 | 0,69 1,11
5 11,91 0,96 1,14
10 6,03 1,13 1,15
15 3,01 1,09 1,13
20 1,96 0,97 1,14

* v tabulce jsou uvedena objemova procenta MeOH v ACN

Z tabulky je patrné, ze vyS$Si obsah methanolu v mobilni fazi snizuje retenci
cloprostenolu, téz viz obr. 4. Nejvhodnéjsi podminky pro separaci byly nalezeny, kdyz
s¢c mobilni faze skladala z ACN/MeOH/HAC/TEA 90/10/0,2/0,2 (v/v/v/v), kdy bylo
dosazeno rozliSeni R=1,13. Separace je ukdzana na obr. 5. Obsah methanolu v mobilni
fazi mél minimalni vliv na hodnoty faktoru selektivity. RozliSeni v mobilnich fazich
snizkym obsahem MeOH bylo negativné ovlivnéno rozmyvanim pikd. Jakym
zpisobem ovlivni pfidavek octové kyseliny a triethylaminu retenci a rozliSeni bude

diskutovano dale.



MeOH (%)

Obr. 4: Zavislost retenéniho faktoru diive eluujiciho enantiomeru cloprostenolu na

obsahu MeOH v mobilni fazi; mobilni faze ACN/MeOH/HAC¢/TEA x/y/0,2/0,2

(v/v/iviv), TAG CSP, teplota 20°C.

¢ (min)

Obr. 5: Chromatogram enantioseparace cloprostenolu za podminek: CSP teikoplanin

aglykon, mobilni faze ACN/MecOH/HAC/TEA 90/10/0,1/0,1 (v/v/v/v).

5.2.2. Ovlivnéni chiralni separace cloprostenolu zménou koncentrace a

poméru octové kyseliny a triethylaminu v mobilni fazi
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P zachovani konstantniho poméru ACN a MeOH v mobilni fazi, lze ovlivnit
retenci a selektivitu separace zménou koncentrace octové kyseliny a triethylaminu (viz
tab. ¥). Pfi zachovini poméru HAc a TEA 1:1 dochazelo pfi vyssi koncentraci ke
snizovani retenéniho faktoru. VIiv na rozliseni byl v méfené oblasti zanedbatelny.
Zménou poméru kyseliny a baze na 2:1 (zvySenim obsahu kyseliny) doslo ke snizeni
retence 1 rozliSeni. Pi1 vy$si koncentract TEA a nizsi koncentraci octové kyseliny (1:2)
se retence rovnéz ponékud snizila, ale mnohem méné nez pfi opa¢ném poméru kyseliny
a baze ve srovnani se zastoupenim obou slozek v poméru 1:1. Enantiomerni rozliSeni
bylo ovlivnéno srovnatelnym zpusobem jako v mobilnich fazich s nadbytkem HAc.

Z uvedenych vysledku vyplyva, ze pomér kyseliny k bazi vétsi nez 1 (nadbytek
kyselé slozky) je pro cnantioscparaci cloprostenolu vyhodnéjsi, nebot’ dochazi ke
zkraceni doby scparace pit srovnatelnych hodnotach rozliSeni. NejlepSiho déleni

enantiomert vSak bylo dosazeno pii zachovani poméru HAC/TEA 1:1.

Tab. 8: Porovnani reten¢niho faktoru (&), rozliseni (R) a selektivity (a) v zavislosti na

koncentraci a poméru octové kyseliny a triethylaminu v mobilni fazi pii teploté 20°C.

SloZeni mobilni faze ky R a
ACN/McOH/HAC/TEA 90/10/0,1/0,1 (v/v/v/v) 6,67 1,14 1,15
ACN/McOH/HAC/TEA 90/10/0,1/0,2 (v/v/viv) 6,56 1,12 1,16
ACN/McOH/HAC/TEA 90/10/0,2/0,2 (v/v/viv) 6,10 1,13 1,15
ACN/McOH/HAC/TEA 90/10/0,2/0,4 (v/v/viv) 5,85 1,07 1,15
ACN/MeOH/HAC/TEA 90/10/0,2/0,1 (v/v/v/v) 3,33 1,05 1,12
ACN/MeOH/HAC/TEA 90/10/0,4/0,2 (v/v/v/v) 3,57 1,06 1,12

Dalsi naméiené vysledky jsou patrné z obrazku 6, resp. z tabulky 9, kde je navic

zahrnut 1 viiv teploty.

5.2.3. Ovlivnéni retence, rozliSeni a selektivity zménou teploty

Byl studovin vliv teploty na retenci, rozliSeni a selektivitu separace

cloprostenolu. Teplota byla zvolena v rozmezi od 6°C do 25°C. Z tabulky 9 a z obrazku
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6 je patrné, Ze s klesajici teplotou roste selektivita separace. Jednoznaény trend hodnot
rozliseni se snizovanim teploty vSak nelze uréit, nebot” se zde kombinuji vlivy rostouci
retence, doprovazené rozmyvanim pikQ, a vzristajici selektivity. Retence pfi 6°C byla
ovlivnéna kolisavosti teploty v kolonovém termostatu v rozmezi od 5°C do 6,3°C.
Veelku dobrého rozlieni bylo dosazeno v mobilni fazi tvotené ACN/MeOH/HAC/TEA
90/10/0,1/0.1 (v/v/v/v) pii teploté 25°C, kdy hodnota rozliseni byla 1,16.
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Obr. 6: Zavislost retenéniho faktoru prvniho eluujiciho enantiomeru cloprostenolu na
teploté a koncentract HAc a TEA v mobilni fazi ACN/MeOH/HAC/TEA 90/10/x/y
(v/vivivy, B x/1=0,05/0,05; & x/v=0,1/0,1;  x/=0,2/0,2; ¥ x/v=0,3/0,3;

x/v=0,4/0,4; TAG CSP.
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5.2.4. Vliv prutokové rychlosti mobilni faze na retenci a rozliSeni

Prutokova rychlost mobilni faze kolonou ovliviiuje predevsim retenci, ale ma az
ptekvapivy vliv 1 na rozliSeni enantiomeru v prubéhu separace viz tab.10 a obr. 7.
Z tabulky 10 je patrné, ze pii poklesu prutokové rychlosti dochazi ke zvyseni hodnot
rozlideni. Selektivita separace zUstava pfi zméné tohoto parametru ptiblizné konstantni.
Pro dalsi studium byla zvolena prutokova rychlost mobilni faze 0,6 ml/min. Tato
prutokova rychlost je vhodna z hlediska doby separace a dosazené hodnoty rozliseni. P¥i
porovnani prutoku 0,6 ml/min a 0,4 ml/min je rozdil v rozliSeni enantiomert minimalni,

ale reten¢ni Cas je podstatné delSi pii pratoku 0,4 ml/min.

Tab. 10: Vliv prutokové rychlosti mobilni faze (1) na retenci, rozlieni (R) a selektivitu
(@), mobilni faze ACN/MeOH/HAC/TEA 90/10/0,2/0,2 (v/v/v/v), TAG CSP, pti teploté
20°C.

1 (ml/min) t; (min) | A R o
0,4 48,22 | 5,74 | 1,42 | 1,15
0,6 34,14 |1 6,03 | 1,30 1,16
0,8 24,18 | 5,69 | 1,19 | 1,16
1,0 1941 | 5,70 | 1,10 | 1,16
1,2 16,09 | 5,57 | 1,02 | 1,15
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Obr. 7: Zavislost rozliSeni cloprostenolu na pritokové rychlosti mobilni taze; mobilni

faze ACN/MeOH/HAC/TEA 90/10/0,1/0.1 (v/v/v/v), TAG CSP, teplota 20°C.

5.2.5. Pridavek soli trifluoroctové kyseliny v mobilni fazi

Octovou kyselinu a triethylamin je mozné v mobilni fizi nahradit amonnou soli
trifluoroctové kyseliny. Tato zaména vede v nékterych pripadech ke zlepseni
enantioseparace™. CF3COONH, byl rozpustén v mobilni fazi, obsah se pohyboval
v malych hmotnostnich procentech 0,05% a 0,1%. Pro enantioseparaci byla pouzita
mobilni faze ACN/MeOH 90/10 (v/v) s 0,05% (w) CF;COONH,4 retencni faktor byl
nizky (k;=4,97), ale rozliSeni cloprostenolu dosahovalo pouze hodnoty R=0,41. Podobné
hodnoty retence 1 rozliSeni byly naméteny 1 pti vy$s§im obsahu (0,1% (w)) CF;COONHj,

Z tohoto duvodu se od dalSich méfeni v mobilnich fazich s pfidavkem této soli upustilo.
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5.2.6. Vliv u¢innosti separac¢niho systému na rozliSeni enantiomeri

Na rozliseni enantiomeru se podili retence, selektivita, ale 1 vét§i U¢innost
kolony. Ve snaze o zlepSeni enantioseparace byly za sebe zapojeny dvé teikoplanin
aglykonové kolony. Srovnani enantioseparace cloprostenolu pfi pouziti jedné a dvou
stejnych separacnich kolon pfi daném sloZeni mobilni faze ukazuje tabulka 11. Vétsi
pocet teoretickych pater umoznil zvySeni rozliSeni, ale doSlo 1 ke zvySeni reten¢niho

faktoru .

Tab. 11: Porovnani reten¢nich dat a rozliSeni v systémech s jednou a dvémi TAG CSP.

Slozeni mobilni faze CSp k; R n*) n>**) o

ACN /MeOH /HAc/ TEA TAG CSP 5,99 | 1,22 1710 1341 1,16

90/ 10/0,1 /70,1 (v/viviv) 2xTAG CSP 7,33 | 1,35 2302 1929 1,14

2

*) pocet teoretickych pater prvniho eluujiciho piku

**) pocet teoretickych pater druhého eluujiciho piku

Jak je patrné ztabulky 11, pfi zapojeni dvou teikoplanin aglykonovych kolon
doslo ke =zlepSeni rozliSeni zhodnoty R=1,22 na R=1,35. Doba retence v obou
usporadanich byla pfijatelna, ale pfi zapojeni dvou kolon do separac¢niho systému doslo
piiblizné ke zdvojnasobeni reten¢niho ¢asu. Ukazky chromatogrami lze vidét na obr. 8

a obr. 9.

Uginnost byla uréena pomoci programu Clarity™ 2.1..
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Obr. 8: Chromatogram enantioseparace cloprostenolu za podminek: CSP teikoplanin

aglykon, mobilni taze ACN/MeOH/HACc/TEA 90/10/0,1/0,1 (v/v/v/v).

20 40 60 80 100

t (min)

Obr. 9: Chromatogram enantioseparace cloprostenolu za podminek: CSP teikoplanin

aglykon (2 kolony), mobilni taize ACN/MeOH/HAC/TEA 90/10/0,1/0,1 (v/v/v/v).
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5.2.7. Elué¢ni poradi enantiomeru cloprostenolu v poliarné-organickém
modu

Pro zjisténi, ktery enantiomer eluuje z kolony dfive, byl pouzit obohaceny
vzorek (+)-cloprostenolu o (+)-cnantiomer. Z chromatogramu na obrazku 10 je patrné,

Ze (+)-enantiomer cloprostenolu je méné zadrzovan na koloné, a tudiz eluuje z kolony
dfive nez (-)-enantiomer.

t (min)

Obr. 10: Chromatogram cnantioseparace cloprostenolu za podminek: CSP teikoplanin
aglykon, mobilni faze ACN/MeOH/HACc/TEA 90/10/0,1/0,1 (v/v/v/v).

5.3. Enantioseparace cloprostenolu v normalnim médu

Hlavnimi slozkami mobilni faze v normdlnim moddu byly pro pocate¢ni
experimenty hexan a propan-2-ol (viz tab.12).
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Tab. 12: Porovnani retencéniho faktoru (k) a rozliSeni (R) v zavislosti na poméru

hlavnich slozek hexanu a propan-2-olu v mobilni fazi.

f

; Slozeni mobilni faze k R
" hexan/propan-2-ol 80/20 (v/v) * *

hexan/propan-2-ol 50/50 (v/v) | 13,12 0,17

* nedoslo k eluct do 190 minut

Pfi pouziti mobilni faze s vy$§im obsahem hexanu v mobilni fazi cloprostenol
neeluoval zkolony do 190 minut. Proto se skokem pieslo do mobilni faze, kdy
zastoupeni hlavnich slozek bylo v poméru 1:1. I v této mobilni tazi byl vSak reten¢ni
faktor prili§ velky a rozliSeni pfili§ malé. Z téchto dil¢ich vysledkl bylo zfejmé, ze pro
zlepSeni enantioseparace cloprostenolu a zkraceni doby analyzy je tieba zasadnéji

zmeénit slozeni mobilni faze.

5.3.1. Vliv octové kyseliny v mobilni fazi

Pridavek octové kyseliny do mobilni faze vedl v polarné-organickém modu ke
snizeni rozmyvani pika. Proto byl tento zplGsob ovlivnéni G¢innosti separace a
v dusledku toho 1 rozliSeni zkouman i v norméainim moédu. Tabulka 13 ukazuje vliv
ptidavku HAc do mobilni faze tvofené hexanem s propan-2-olem 50/50 (v/v) na retenci

a chiralni rozliseni cloprostenolu.
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Tab. 13: Porovnani reten¢niho faktoru (k) a rozliSeni (R) v zavislosti na piidavku HAc

v mobilni fazi.

SloZeni mobilni faze k, R

hexan/propan-2-ol/HAc 50/50/0 (v/v/v) 13,12 | 0,17

hexan/propan-2-ol/HAc 50/50/0,05 (v/v/v) | 6,67 0,29

hexan/propan-2-ol/HAc 50/50/0,1 (v/v/v) 5,99 0,39

Pridanim malého mnozstvi octové kyseliny do mobilni faze doslo k vyraznému
snizeni retence a mirnému zvySeni rozliseni. Docilena hodnota chiralniho rozliseni vSak

nebyla dostatecna.

5.3.2. Vliv polarnéjSiho rozpoustédla v mobilni fazi

Jako dal§i moznost optimalizace separace enantiomer(i cloprostenolu
v normalnim modu se jevilo pouziti polarngjsiho organického rozpoustédla s mensi
viskozitou. V tabulce 14 jsou uvedeny hodnoty reten¢niho taktoru prvniho eluujiciho
enantiomeru, rozliSeni a faktoru selektivity pfi pfidavku methanolu do mobilni faze.
Obsah hexanu a octové kyseliny byl konstantni, ménil se pouze pomér methanolu a

propan-2-olu.
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Tab. 14: Porovnani reten¢niho faktoru (k,), rozliSeni (R) a faktoru selektivity (a)

v zavislosti na obsahu propan-2-olu a methanolu v mobilni fazi.

} Slozeni mobilni faze k, R a

propan-2-ol/hexan/McOH/HAc 25/70/5/0,05 10,11 1,17 1,17
(V/vIvIv)

propan-2-ol/hexan/MeOH/HAc 20/70/10/0,05 7,63 1,17 1,12
(V/v/Iv/v)

propan-2-ol/hexan/MeOH/HAc 15/70/15/0,05 6,62 1,11 1,09
(v/viviv)

propan-2-ol/hexan/MeOH/HAc 10/70/20/0,05 5,03 0,82 1,07
(vIviviv)

propan-2-ol/hexan/MeOH/HAc 5/70/25/0,05 4,29 0,63 1,05
(v/viviv)

Z vysledki méreni je patrné, Ze se zvySujicim se obsahem MeOH v mobilni fazi
se snizoval retencni faktor, ale i selektivita separace. Lepsiho rozliseni bylo dosazeno
pfi vy$$im obsahu propan-2-olu, kdy byla vyssi retence i selektivita separace. VSechny
hodnoty v tab. 14 pro vSechny méfené velic¢iny tedy sleduji stejny trend. Lze fici, Ze
pridavek MeOH ma pozitivni vliv na retenci, piekvapivé vsak zieymé pozitivné
neovliviiuje u¢innost separace (byl predpokladan lepsi prenos hmoty v méné viskdznim

prostfedi) ant selektivitu, a tim ani rozliseni.
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Obr. 11: Vliv methanolu v mobilni fazi na reten¢ni faktor diive eluujiciho enantiomeru

cloprostenolu.

5.3.3. Vliv ac€innosti kolony na rozliSeni

I vnormalnim modu byl vyzkouSen vliv zvysSeni poctu teoretickych pater
pouzitim dvou kolon na rozliSeni. Pro méfeni byly za sebe zapojeny obé
chromatografické kolony s navazanym teikoplanin aglykonem. Toto meéfeni bylo
uskute¢néno pouze v jedné mobilni fazi o slozeni: propan-2-ol/hexan/MeOH/HAc¢
10/80/10/0,05 (v/v/v/v). Pii separaci na jedné koloné byla hodnota rozliseni 1,28. Pfi
zapojeni dvou kolon se hodnota rozliSeni zvysSila na 1,34. Se zvySenim poctu

teoretickych pater doSlo 1 ke zvySeni rozliSent, jak je patrné z tabulky 15.
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Tab. 15: Porovnani reten¢nich dat a rozliSeni v systémech s jednou a dvémi TAG CSP.

Slozeni mobilni taze CSP ky R ni*y | ono*¥) o
propan-2-ol/hexan/MeOH/HAc | TAG CSP 13,28 | 1,28 | 3883 | 3759 | 1,09
10/80/10/0,05 (v/v/viv) 2xTAG CSP | 13,27 | 1,34 | 4391 | 4261 | 1,09

*) pocet teoretickych pater prvniho eluujiciho piku

#%) pocet teoretickych pater druhého eluujiciho piku

5.3.4. Ovlivnéni chirdlni separace cloprostenolu ptisobenim teploty

Chiralni separaci mohou ovlivnit nejen chemické vlivy, ale i fyzikalni. Jednim

z fyzikalnich vliva je teplota, jak bylo ukazano uz v kapitole 5.2.3. Teplota

v termostatu, ve kterém byla uloZena chromatograticka kolona byla nastavena na 10°C.

Pti1 této teploté byla provedena separace ve dvou mobilnich fazich. Vysledky méfeni

byly srovnany se separacemi, které probihaly za laboratorni teploty (viz tab. 16)

Tab. 16: Porovnani retenc¢niho faktoru prvniho eluujiciho enantiomeru cloprostenolu

(k;) arozliSeni (R) v zavislosti na teploté.

Slozeni mobilni faze Teplota k; R
propan-2-ol/hexan/MeOH/HAc¢ 10/80/10/0,05 10°C 15,36 1,34
(VIvIvIv) laboratorni 13,28 1,28
propan-2-ol/hexan/MeOH/HAc 20/70/10/0,05 10°C 8,76 1,19
(v/viviv) laboratorni 7,63 1,17

Z vysledku uvedenych v tabulce je ziejmé, Ze sniZeni teploty ovlivnilo retenci a

mélo urcity vliv 1 na rozliSeni. Pfi laboratorni teploté byla retence cloprostenolu nizsi,

stejné tak 1 rozliseni bylo nizsi. Tento trend byl pozorovan v obou mobilnich fazich

pouzitych pro studium vlivu teploty.
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5.3.5. Ovlivnéni enantioseparace cloprostenolu pridavkem octové

kyseliny a triethylaminu

Jak bylo ukazano vySe, retenci analytu stejné jako rozliSeni lze ovlivnit
piidavkem octové kyseliny nebo methanolu. VIiv na retenci i rozliSeni enantiomert
cloprostenolu viak muiize mit i pfidavek triethylaminu. Porovnani chromatografickych
dat zméfenych v mobilni fazi tvofené pouze smési organickych rozpoustédel, a pak
s pfidavkem octové kyseliny nebo naopak triethylaminu shrnuje tabulka 17. Prislusné

chromatogramy jsou uvedeny na obrazcich 12-14.

Tab. 17: Porovnani retenéniho faktoru a rozliseni v zavislosti na sloZzeni mobilni faze.

SloZzeni mobilni faze k; R a
propan-2-ol/hexan/MeOH/HAc/TEA 10/70/20/0/0 7,43 0,99 1,10
(VIvIVIvVIv)

propan-2-ol/hexan/MeOH/HAC/TEA 10/70/20/0,05/0 5,03 0,82 1,07
(v/v/viviv)

propan-2-ol/hexan/MeOH/HAc/TEA 10/70/20/0/0,05 | 27,08 1,82 1,26
(V/vIviviv)

Z tabulky je patrny vliv HAc v mobilni fazi na snizeni retence, ale i zhorSeni
enantioseparace cloprostenolu. Naopak pfidavek TEA do mobilni fadze ma za nasledek
vyrazn¢ zvySeni retence. Triethylamin ma vsak také pozitivni vliv na rozliSeni.
V mobilni fazi tvofené smési propan-2-ol/hexan/MeOH/TEA 10/70/20/0,05 (v/v/v/v)
bylo dosazeno uplného rozliSeni obou enantiomert. Ukazka chromatogramu
enantioseparace je na obr. 14.

Pro zkraceni reten¢niho ¢asu byla dale zvySena pratokova rychlost mobilni faze
kolonou z | ml/min na 1,5 ml/min. Pf1 vy$§im pratoku se rozliSeni snizilo, ale
enantiomery zustaly stale rozdélené, pritom retenéni cas se zkratil. ZvySenim priitokové
rychlosti na 2 ml/min doSlo opét ke zkraceni retence, ale cloprostenol uz nebyl

rozdéleny az na zakladni linii.
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Obr. 12: Chromatogram enantioseparace cloprostenolu za podminek: CSP teikoplanin

aglykon, mobilni faze propan-2-ol/hexan/MeOH 10/70/20 (v/v/v).
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Obr. 13: Chromatogram enantioseparace cloprostenolu za podminek: CSP teikoplanin

aglykon, mobilni faze propan-2-ol/hexan/MeOH/HAc 10/70/20/0,05 (v/v/v/v).
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Obr. 14: Chromatogram enantioseparace cloprostenolu za podminek: CSP teikoplanin

aglykon, mobilni taze propan-2-ol/hexan/MeOH/TEA 10/70/20/0,05 (v/v/v/v).

5.3.6. Elu¢ni poradi enantiomeri cloprostenolu v normalnim médu

Pro zjisténi, ktery enantiomer eluuje z kolony dfive byl opét pouzit vzorek
obohaceny o (+)-enantiomer. Z obrazku 15 je patrné, Ze se (-)-enantiomer zadrzuje na
kolon¢ vice a (+)-cnantiomer eluuje z kolony prvni. Stejné eluéni poradi zjisténé
v polarné-organickém modu a v normalnim modu vypovida o analogickém separacnim

mechanizmu.
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Obr. 15: Chromatogram enantioseparace cloprostenolu za podminek: CSP teikoplanin

aglykon, mobilni faze propan-2-ol/hexan/MeOH/HAc 10/80/10/0,05 (v/v/v/v).
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6. ZAVER
Retence a enantioselektivni déleni cloprostenolu byly sledovany na TAG CSP ve
trech separa¢nich modech. Byl zkouman vliv experimentalnich podminek - sloZeni

mobilni faze, teploty na retenéni chovani, selektivitu a chiralni rozliseni.

V reverznim modu dosSlo ve zkoumanych mobilnich fazich pouze k ¢aste¢nému
déleni enantiomeru. Vhodnéjsimi byly mobilni faze slozené z 1% TEAA pufru
s vy$sim pH s pridavkem MeOH. Pfesto v téchto mobilnich fazich nebylo dosazeno

dobrého rozliseni.

V polarné-organickém modu se prokazalo, Ze na retenci a enantioseparaci
cloprostenolu maji vliv vSechny sledované faktory, tj. pomér obou organickych
rozpoustédel — MeOH a ACN, vzijemny pomér i vlastni koncentrace HAc a TEA, a
také teplota resp. prutokova rychlost mobilni faze. V tomto separa¢nim modu bylo
dosazeno nejlepSiho rozliSeni v mobilni fazi ACN/MeOH/HAcC/TEA 90/10/0,1/0,1
(v/v/viv). Pii zapojeni dvou chromatografickych kolon za sebou doslo k dalSimu
zlepseni enantioselektivniho déleni, které vSak bylo doprovazeno prodlouzenim doby

separace. K Gplnému oddéleni obou enantiomert v tomto separa¢nim maddu nedoslo.

V normalnim separatnim moddu byla retence a separace enantiomertl
cloprostenolu ovlivitovana kombinaci dvou resp. tfi organickych rozpoustédel (hexan,
propan-2-ol a methanol), ale 1 pfidavkem kyseliny nebo baze. Dale byl zkouman vliv
teploty a zapojeni dvou stejnych kolon za sebe. V tomto separa¢nim modu se podatilo
rozdélit enantiomery cloprostenolu na zdkladni linii. Rozdéleni bylo dosazeno v mobilni

fazi propan-2-ol/hexan/MeOH/TEA 10/70/20/0,05 (v/v/v/v).
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