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1. UVOD

Chiralita pfedstavuje zakladni vlastnost biologickych systémi a ovliviuje efektivitu
1ékti. Vice nez polovina dnes dostupnych 1é¢iv uvadéna na trh je ve formé racemické
smési. Je zndmo, Ze interakce 1€Civ s receptory €i enzymy zavisi na stereoselektivité. Dva
enantiomery jedné latky Casto pusobi v organismu rizné a mohou vykazovat rozdilné
farmakodynamické a farmakokinetické vlastnosti. Vlastnosti enantiomerd se odviji
od afinity k receptorovym mistim jejich aktivité v cilové tkani. Farmakologicky uc¢inek
muze tedy spocivat pouze na jednom enantiomeru, zatimco druhy enantiomer, neaktivni ¢i
s nezadoucimi uc¢inky, potom predstavuje nadbytecnou slozku podilejici se na 1€kovych

interakcich nebo zatézujici organismus.'-2

Felodipin patii do tfidy dihydropyridinovyh blokatort kalciového kanalu. V praxi
se vyuziva K 1é¢b¢ hypertenze a anginy pectoris. Nese ve své molekule chirdlni centrum
a existuje ve dvou enantiomernich formach. (S)-(-)-felodipin se ukézal jako 3x ucinngjsi
v piipadé snizovani krevniho tlaku nez (R)-(+)-felodipin®. Z tohoto pohledu je vyhodng;jsi
pouzivat pouze aktivni S-enantiomer nez racemat. Kyselina fenylmlé¢na je organicka
kyselina vykazujici antimikrobidlni vlastnosti®. EXistuje ve dvou enantiomerech,
D-(+)-3-fenylmlééna a L-(-)-3-fenylmlééna kyselina. V potravinafstvi je vyuzivana
k prodlouzeni trvanlivosti potravin. Vzhledem ke své struktuie a dostupnosti v pozadované

Cistoté je vhodnym modelem pro studium chirality.

Ve farmaceutickém primyslu jsou rozpoustédla pfitomnd v mnoha vyrobnich
procesech. Pouzivaji se jako reakéni média, pii separacich i CiSténi. S vyuzitim dne$ni
pokrocilé pocitacové techniky muizeme pomoci kvantové chemie sledovat interakce
lécivych substanci s rozpoustédly ,,bez pouziti laboratofe® a zddanych informaci 1 v fadé
ptipadli, kdy je experiment vzhledem k potfebnému materidlu drahy, neekologicky nebo
nebezpe¢ny. Vypocetné-chemickymi metodami lze tak vypocitat nejstabilnéjsi konformace
chirdlniho léCiva v daném prosttedi na zdkladé hledani energetického minima.
V kapalinové chromatografii tak mize vypocetni chemie napovédét vice informaci jak
o struktufe, tak mechanismu separace. Tato prace se zabyvd experimentdlnim
a vypocetnim studiem vlivu rozpoustédel na optickou otacivost felodipinu a kyseliny
fenylmlééné a na jejich odezvu pifi méfeni chiralnim detektorem pouzivanym

pfi chromatografické analyze.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Chiralita

Pojem chiralita je odvozen od slova chiros, neboli ruka. Popisuje fenomén existence
chemickych slouCenin, které jsou navzajem svymi zrcadlovymi obrazy, podobné jako
prava aleva ruka. Chiralita spada do oblasti chemie zabyvajici se vzajemnymi vztahy
atomu sloucenin v prostoru (stereochemie) a piedstavuje specifickou vlastnost danou
prostorovym uspotfadanim. Latky se stejnym konstitunim a sumarnim vzorcem lisici se
prostorovym uspotadanim (konfiguraci) jsou nazyvany stereoizomery. Kazdy stereoizomer
je svou konfiguraci jedine¢ny. Dvé molekuly, které si jsou navzdjem zrcadlovymi obrazy,
predstavuji tzv. enantiomerni par (Obrazek 1). Oba enantiomery se vyznacuji stejnymi
fyzikalnimi i chemickymi vlastnostmi (hustotou, bodem varu, teplotou tani atd.). OdliSuji
se vSak svoji optickou otacivosti, kterd je ddna rozdilnym uspotfddanim atomi v prostoru.
Odlisnost Vv prostorovém usporadanim muze v organismu vyvolat specifickou biologickou
aktivitu, kde napf. pouze jeden enantiomer disponuje zddoucimi medicinskymi
vlastnostmi, zatimco druhy mtze disponovat mensim biologickym tuc¢inkem nebo jej zcela

postradat®?

.V extrémnich piipadech miize dokonce jedna z forem vyvolat nezadouci
toxické ucinky nebo i smrt. Znalost konfigurace molekuly je z tohoto hlediska dulezitym
aspektem pti navrhu novych IéCiv a studium optické otacivosti je pro tento ucel

vyznamné®®.

Vnitini uspotfadani rostlinnych a ZivociSnych organismi je praktickym ptikladem
chiralniho prostfedi, ve kterém se projevi rozdily v plsobeni a osudu jednotlivych
enantiomerll pfitomnych latek. Patrné nejvice jsou chirdlni vlastnosti studovany u léciv
a latek ovliviiujicich naSe Zivotni prostiedi, napiiklad pesticidl. Minimalné 50 % vSech
vyuzivanych 1é¢iv jsou chirdlni sloudeniny a u pesticidil je to vice nez ¢tvrtina®’. V obou
pfipadech jsou tyto latky nejCastéji prodavany jako racemické smési (vétSinou
kvuli omezeni nakladi spojenych s produkci nebo procesem ¢isténi). Napiiklad oba
enantiomery benalaxylu, (chiralniho pesticidu uzivaného pii péstovani rajcat, brambor ¢i
tabaku) puasobi fungicidné. Nicméné aktivita (R)-benalaxylu je vyS$i a zaroven je

vvvvv

pozorovala zménu v chovani vG¢i predatorim u wurCit¢tho druhu ryb (gambusie
Holbrookova) pfi subletdlnich koncentracich antidepresiva fluoxetinu®. Ve vodnim

prostfedi byla pro fluoxetin pozorovana stereoselektivita pfi biodegradaci, ktera

2



ve vysledku vedla k vyssi piitomnosti (S)-fluoxetinu oproti jeho (R)-enantiomeru®. | kdyz
dnes pochopeni problematiky stereoselektivity farmaceutickych pfipravkd a pesticidl

roste, stale neni jejich chovani jednoznacéné predpovéditelné.
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Obrazek 1: Enantiomer a diasteroizomer na ptikladu kyseliny vinné

Existuje 1 fada sloucenin, které nemaji chiralni centrum lokalizované na nékterém
atomu, a pfesto existuji v riiznych enantiomernich formach. Klasickym ptikladem jsou zde
heliceny (Obrazek 2). Heliceny jsou neplanarni aromatické systémy tvoiené
kondenzovanymi benzenovymi jadry vytvaiejicimi Sroubovici. S takovouto strukturou se

Ize setkat také napt. u peptidickych fetézci.®
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2.1.1. Opticka aktivita

Opticka aktivita vyjadiuje schopnost chirdlni latky stacet rovinu polarizovaného svétla.
Slouceniny s touto schopnosti jsou nazyvany opticky aktivni. Enantiomer stacejici rovinu
polarizované¢ho svétla po sméru hodinovych ruci¢ek je znacen jako (+) a enantiomer
staCejici tuto rovinu v protisméru jako (-). Ekvimoladrni smés dvou enantiomert (smés
v poméru 1:1, jinak téz racemickd smés) vykazuje nulovou optickou otacivost. Pro ptesné
urc¢eni absolutni konfigurace byla Cahnem, Ingoldem a Prelogem vyvinuta metoda (CIP
kazdy enantiomer jako (R) nebo (S). Pokud molekula obsahuje vice nez jedno centrum
chirality, nese kazdé chiralni centrum svou (R) ¢i (S) predponu®. Nejbézngjsi optické
izomery obsahuji asymetricky uhlik (tj. uhlik se C¢tyfmi rGznymi substituenty), avSak
chirdlnimi centry mohou byt 1 atomy jinych prvki, napft. bor, kiemik, fosfor. V ptipadé, ze
molekula obsahuje vice neZ jedno chirdlni centrum, maji nékteré stereoizomery k sobé
vztah jako enantiomery a jiné jako diastereoizomery. Diastereoizomery maji rozdilné
fyzikaln&-chemickeé vlastnosti a je tedy mozno je vzajemné rozlisit 1 v achirdlnim prostfedi.
Jejich opticka aktivita se 1isi podle charakteru pfitomnych chiralnich center. Mize dokonce
nastat i,achiralni ptipad“, kterym je napiiklad tzv. meso-forma, klasicky popisovana
u kyseliny vinné (Obrazek 1)°. Tvorba diastereoizomerti je kliova pro chiralni separace

v achiralnich separa¢nich systémech.”

2.1.2. Metody urcovani absolutni konfigurace

Stanoveni absolutni konfigurace, tj. konfigurace enantiomerl, méa za ukol pfifadit

kazdému modelu pfislusny projekéni vzorec. Princip stanoveni je zalozen na struktufe

4



diastereoizomerd. Konfigurace opticky aktivnich latek se da urcit napf. rentgenostrukturni
analyzou, kdy do krystalu aktivni latky je zaveden atom tézkého prvku (napf. rubidium).
Pfi nasledném uziti rentgenového zéateni s vinovou délkou blizkou hrané absorpce tézkého
atomu dochazi k difrakci a fazovému posunu. Vysledné rentgenogramy jednotlivych
enantiomertl nejsou totozné. Tato metoda je nicméné pracnd, tudiz se v praxi vyuziva

jinych a jednodussich postupi.l!2

Konfiguraci lze zjistit také Cist¢ chemickou cestou. Pti chemické reakci se sleduje
pfeména dvou enantiomeru, z nichz jeden ma znamou konfiguraci a konfigurace druhého
je zkoumana. Naslednym polarimetrickym méfenim je zjiSt€no, ktery enantiomer noveé

vznikl. Podminkou je, aby reakce mély znamy stereochemicky priibéh. 1113

Chiralni molekuly lze studovat i pomoci nukledrni magnetické rezonance (NMR).
Enantiomery jsou v NMR spektroskopii od racemické smési nerozliSitelné. Nicméng,
umistime-li racemickou smés do chirdlniho prostfedi, protony enantiomert rozlisit lze.

Magnetické okoli téchto protonii jsou jina a poskytuji rozdilné signaly.'*

2.1.3. Principy separace enantiomerd

Ziskavani cistych opticky aktivnich latek vyzaduje specificky pfistup, jelikoz
separacemi zalozenymi na fyzikalnich principech (napt. destilace nebo krystalizace)
enantiomery rozdé€lit nelze. Prvni metoda separace racemati na enantiomery byla zalozena
na Cist¢ mechanickém roztfidéni krystalt liSicich se od sebe svymi tvary. Studiem této
problematiky  byly ¢asem postupné vyvinuty metody chemického (tvorba
diastereoizomerti) a biochemického (enzymové selektivni reakce mikroorganismii)

charakteru a v dnesni dobé zejména metody chromatografické.

Opticka Ccistota obdrzeného produktu je vyjadiena jako piebytek jednoho
enantiomeru vici racematu. Produkt p v Rovnici 1 oznacuje tedy ucinnost Separace
(obohaceni produktu jednim enantiomerem). Pii srovnani chiralnich sloucenin ziskanych
biologicky a ,,uméle” chemickou cestou byvaji obvykle ve vétsi optické Cistoté ziskavany
pravé slouceniny produkované zivymi organismy. Biotransformace fady chiralnich latek
totiz vykazuje stereoselektivitu. Drahy jednotlivych enantiomerti v organismu se mohou

lisit v boji o aktivni misto receptoru, afinité k receptoru i rychlosti biotransformace. 16



[a] zisk
=—— 100 %
p [(X] abs ’

Rovnice 1: Uinnost separace racematu
[a)zisk — opticka otacivost ziskané latky

[o]aos — opticka otacivost ¢istého enantiomeru

2.1.3.1. Mechanické $tépeni (Pasteurova metoda)

Ru¢nim roztfidénim dvou zrcadlové odlisnych krystali vinanu sodno-amonného
(Obrazek 3) dosahl uz vroce 1848 Louis Pasteur prvni chiralni separace. Pro dne$ni
pozadavky je vSak tato metoda zdlouhavé a pracna. Navic timto zplisobem muze byt
rozliSen jen maly pocet latek. Klicovym parametrem ovliviiujicim tuto metodu je teplota,
pti které probihd samotnd krystalizace. Pokud byla krystalizace racemické smési vinanu
sodno-amonného provadéna nad teplotu 27°C, byl ziskan opét racemat. Pouze pod teplotu

27°C se z roztoku srazeji krystaly pravotogivého a levotogivého enantiomeru oddéleng. 13

Obrazek 3: Levotocivy a pravoto¢ivy krystal vinanu sodno-amonného podle Pasteurovych
origindlnich nékresti (pfevzato z prace 17)



2.1.3.2. Separace pies diastereoizomerni slouc¢eniny

Racemicka smés enantiomert mize byt chemicky pfeménéna na ,,vhodny derivat®
pomoci jiné opticky aktivni latky (¢inidla). Cinidlo obvykle musi odpovidat charakteru
Stépené latky (tj. napiiklad Sté€pena latka — kyselina reaguje s ¢inidlem — bazi a naopak).
Vzniklé derivaty pravotoCivého a levotoCivého enantiomeru majici rozdilné rozpustnosti
anekdy 1ijiné krystalové formy, a mohou proto byt nasledné separovany klasickymi
fyzikalnimi  metodami  (krystalizaci, destilaci  ¢i chromatograficky).  Ziskané
diastereoizomerni soli jsou nésledné kazda zvlast’ rozlozeny. Vyslednym produktem jsou
Cisté enantiomery. Dulezité je, aby tvorba i Stépeni probihaly snadno, nacez je zadouci
minimalizovat proces racemizace. Nevyhody této metody spocivaji ¢asto ve vysoké cené
apotiebné  dostatecné  Cistoté opticky aktivniho  cCinidla. Problematickd je

i zavislost na vlastnostech rozpoustédla &i na teplots.!3

2.1.3.3. Biochemicka metoda ziskavani opticky aktivnich latek

Roku 1857 pozoroval Pasteur piisobeni mikroorganismu (plisni) na kyselinu vinnou.
Objevil, ze pii nékterych biochemickych pochodech je pravotociva forma kyseliny
rozkladana ptrednostné. Tyto pochody dovolovaly nespotiebovany levotoCivy enantiomer
nahromadit aizolovat v ¢ist¢é podobé. Biochemicka metoda naSla uplatnéni napt.

pii §tépeni L- a D-enantiomeri aminokyselin nebo pfi stereospecifické hydrolyze estert.!

2.1.3.4. Separace na opticky aktivnich adsorbentech

Roztok s chiralni latkou je adsorbovan na opticky aktivni adsorbent. Rtizné adsorp¢ni
vlastnosti, tj. rizna diastereoizomerni interakce, jednotlivych enantiomert zapftiini
rozdilnou chromatografickou pohyblivost v separa¢nim lozi. Kazdy z enantiomert je jinak
adsorbovan, coz nam dovoluje rozpusténou latku separovat. Aktivni adsorbenty mohou byt
ptirodniho (nekteré krystaly kiemene) i syntetického (polyakrylat s navazanym chininem)
puvodu. Natomto zékladu vznikly dneSni chromatografické metody, kam lze zahrnout
papirovou, plynovou a kapalinovou chromatografii. O samostatnych chromatografickych

metodéach dile pojednava kapitola 2.3.113



2.2. Vypocetni chemie

Zakladem metod vypocetni chemie je vyuziti Schrodingerovy rovnice, pomoci niz
lze ziskat hodnoty energii E a odpovidajici vlnové funkce y sledovaného systému®,
Celkovou energii E mizeme uvazovat jako soucet vibra¢ni, rota¢ni, potencialni a kinetické
energie. V kvantové chemii je tato rovnice vyuzivana piedevs§im v tzv. ¢asové nezavislém
tvaru (Rovnice 2) slouzici kupiikladu k nalezeni geometrie dané molekuly®®. Na druhou
stranu, Casové zavisla rovnice (Rovnice 3) mize poslouzit k odvozovani vyvoje daného
systému v ¢ase (napf. typy prechodi ve spektrometrii)®®. Hamiltonllv operator
(hamiltonian) H udavé informaci o geometrii a silach mezi elektrony a jadry v dané
molekule. Pro kazdou geometrii molekuly nabyva hamiltonian jin¢ho tvaru. V uvedeném
vztahu pfedstavuje iimaginarni jednotku a # redukovanou Planckovu konstantu. Piesna
feSeni Schrodingerovy rovnice jsou nicméné omezend na nejjednodussi systémy.
U systémt komplikovangj$ich dostavame tedy 1ive vypocetni chemii feSeni pouze

priblizna.

Hy = EY

Rovnice 2: Casové nezavisly tvar Schrodingerovy rovnice

- . 0y
HII) = lhﬁ

Rovnice 3: Casové zavisly tvar Schrodingerovy rovnice

K samotnému vypoctu Schrodingerovy rovnice bylo vyvinuto nékolik aproximacnich

metod, které na zaklad¢ pfistupu lze rozd¢lit do tii skupin:

e Ab initio metody (z lat. ,,od pocatku*) vychazejici ze zakladnich ptirodnich

zékont. Tyto metody vyzaduji pro vypocet pouze zakladni fyzikalni charakteristiky
studovaného systému (hmotnost, ndboj aj.) a jsou naro¢né na vypocetni ¢as. Do této
skupiny patii napt. Hartree-Fockova metoda (HF).

e Semiempirické metody vyuzivaji vicero aproximaci pro experimentalné zjiSténa

data nebo vypocty vyse zminé€nych ab initio metod. Typicky jsou do vypocetnich
krokti zahrnuty pouze vnéjsi elektrony, zatimco vnitini jsou povazovany za soucast

jadra. Nejjednodussi a nejstarSi semiempirickou metodou je Hiickelova metoda.



e Metody zalozené na teorii funkcionalu hustoty (zkr. DFT, zangl. Density
Functional Theory) se odlisuji od prvnich dvou zminénych tim, Ze jejich zakladem
neni hledani tvaru vlnové funkce, nybrz distribuce hustoty elektronti v ramci
studovaného systému. Mezi nejpouzivanéjsi aproximace v DFT patii tzv.
aproximace lokalni hustoty (zkr. LDA, z angl. Local Density Approximation). DFT
byvaji oproti ab initio metodam mén¢ ¢asoveé naro¢né, nicméné jsou pomalejsi nez

vypocty semiempirické. O blizSich specifikacich DFT se Ize docist v textu niZze.

Vsechny metody v kvantové chemii vyuzivaji pro zjednoduseni hamiltonidnu tzv.
Born-Oppenheimerovy aproximace (BOA)?: Hmotnost protonfi v jadie atomu znaéné
prevySuje hmotnost elektronti. Piedpokladame tedy, Ze elektrony jsou z tohoto divodu
vV prostoru  mnohem pohyblivéjsi nez jadra, ktera tedy tvofi aproximované fixni
elektrostatické pole. V okoli nehybnych jader poté s vyuzitim Schrodingerovy rovnice
hleddme nejvyhodnéjsi uspofadani elektront. DalSim pravidlem piiblizujici energii

systému je tzv. variacni princip. Na jeho zdkladé hledame pti vypoctech takovou vinovou

v

v

Teorie funkcionalu hustoty (DFT) patii dnes diky své akceptovatelné piesnosti
arelativni jednoduchosti mezi nejpouzivanéj$i metody odhadu elektronové struktury.
Zikladem jsou Hohenbergovy-Kohnovy teorémy??, kterymi je mozné vyjadiit energii
systému pfi zohlednéni vzdjemného vztahu mezi coulombovskymi interakcemi elektron
Sjadry. Pomoci vySe zminéného varia¢niho principu ndslednymi operacemi hledame
elektronovou hustotu o nejniz§i energii. Zatimco vlnova funkce popisuje, s jakou
pravdépodobnosti se jeden konkrétni elektron naléza v daném prostoru, elektronova
hustota udava, s jakou pravdépodobnosti se v prostoru vyskytuje jakykoli elektron, coz
znaéné zjednoduSuje pfistup pii feSeni problému. Podle typu a kvality pozadovaného
vystupu pouzivame napf. jiz zminénou aproximaci lokalni hustoty (zkr. LDA, z angl. Local
Density Approximation), aproximaci zobecnéného gradientu (zkr. GGA, =z angl.
Generalized Gradient Approximation) a popt. dalsi hybridni modely. LDA se zaklada
na hypotetickém predpokladu konstantnosti elektronové hustoty v celém studovaném
systétmu (prostoru). GGA predstavuje urcity typ vylepSeni LDA, kdy do vypoctu
zahrnujeme i informaci o gradientu elektronové hustoty?®. Nutno zminit skuteénost, ze
vypocetni Cas linearné roste v zavislosti na rozmérech a komplikovanosti studovaného

systému®®?,



K provedeni aproximaci je tieba zavést tzv. baze, coz je soubor funkci nazyvanych
jako ,,bazové“. Bazové funkce reprezentuji soubor atomovych orbitald. Kombinacemi
téchto funkci jsou vytvoreny molekulové orbitaly. OvSem i vtomto bod¢ dochazi
funkci. Pro popsani bazovych funkci existuji dva ptistupy: Slatertiv orbital (zkr. STO,
z angl. Slater Type Orbitals) nebo Gaussova funkce (zkr. GTO, z angl. Gaussian Type
Orbitals). Jejich grafické zobrazeni je znazornéno na Obrazku 4. STO vice odpovidaji
redlnému stavu. GTO byly zavedeny druhotné vzhledem k tomu, Ze jsou vypocetné
jednoduseji zpracovatelné nez STO?. Exponencialni kiivka STO je pro nulovou
vzdalenost od jadra ,Spicata“. Gaussova kiivka naproti tomu ma ,kulaty* vrchol, coz
neodpovida realnému prabchu vinové funkce a na ose r klesa k nule rychleji nez u STO
(Obrazek 5). Linearnimi kombinacemi vice Gaussovskych funkci se ziskava kiivka blizici
se tvarem funkci Slaterova typu (Obrazek 6). Pro bazové funkce se tedy nevyuzivaji
jednoduché gaussiany, nybrz jejich kombinace. Pro vyjadifeni vinové funkce molekuly
vyuzivame V zdkladu takovy pocet bazovych funkci, kolik ma molekula elektrond.
K dal§imu rozsifeni tohoto minimalniho bazového setu 1lze doplnit zohlednéni

nevalenénich elektront, polarizaéni ¢i difizni funkce.??

|
STO (orbital 1s) GTO (orbital 1s)

Obriazek 4: Funkce Slaterova a Gaussova orbitalu (pievzato z prace ')

Jelikoz k popisu chemickych vlastnosti a reaktivity vétSiny molekul jsou potiebné
valen¢ni elektrony, byly vyvinuty tzv. ,split-valence® bazové sety. Tyto sety popisuji
nevalen¢ni elektrony minimalni bazi a valen¢ni elektrony popisuji bazi vétsi, napt. double
zeta (D2), triple zeta (TZ). V ptipadé double zeta jsou pro popis atomového orbitalu
pouzity dvé bazové funkce, pro triple zeta tfi. Znasobeni poc¢tu bazovych funkci umoznuje
lepsi popis elektronové distribuce. Tyto funkce pak tvoii skupinu Gaussovskych funkci

tvoficich jednu bazovou funkci. Cely set se poté oznacuje zkracenym popisem. Napiiklad
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set 6-31G popisuje vnitini elektrony (vlevo) od valen¢nich elektronti (vpravo) pomlckou.
Vnitini elektrony jsou popsany Sesti Gaussovskymi funkcemi. Pfidanim polariza¢nich
bazovych setil, oznaceno piidanim hvézdicky ,,**, se zlepSuje flexibilita funkce (6-31G*)
u nevodikovych atomii. Pokud se polarizacni funkce pfivedou i na vodik, oznaCuje se

dvéma hvézdickami (6-31G**).252

Vyvinuty byly také korelacné konzistentni badzové sety zalozené na minimalizaci
atomu. Oznacuji se napf. ,,aug-cC-pVDZ®, kde predpona ,,aug™ znaci ptidavek difuzni
funkce. Pismena ,,cc* znaci korelatné konsistentni bazi, coz znamena, ze K dispozici jsou
zde vSechny typy orbitala (s, p, d, f...). Pismenem ,,p* se oznacuje zahrnuti polarizacni
funkce a ,,VDZ“ (tedy ,split-valence double zeta®) popisuje rozdéleni valen¢niho

prostoru.2>%

Vinova
funkce

el
e
-

Vzdalenost elektronu od atomového jadra (r)

Obriazek 5: Porovnani funkci STO a GTO (pfevzato z prace 26)
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VInova funkce

Vzdalenost elektronu od atomového jadra (r)

Obrazek 6: Baze STO, kde kazdy orbital je popsan tremi Gaussovymi funkcemi
(pfevzato z prace 28)

2.2.1. Vyuziti vypocetni chemie ve studiu chirality

Kvantové-chemickymi studiemi Ize sledovat molekuly lisici se navzajem v absolutni
konfiguraci. Metody kvantové chemie dovoluji prostudovat mechanismy u¢inku nékterych
latek a mohou pfinést i jinak obtizné dosazitelné informace o slozitych molekulovych
systémech (naptiklad ur€it elektronové hustoty na danych atomech, vzajemné orientace
skupin a fetézci molekul apod.). Vypocetnimi postupy byla studovana napf. kyselost
chirdlnich organokatalyzatori kyseliny fosfore¢né, které jsou vyuZivané v organické
syntéze. Disociani konstanta kyselin byla takto predikovéana s pfesnosti na 0,5 pKa.
Kvantové chemie nabizi také moZnost predikce molekularnich vlastnosti diky teoretickym
informacim o vibra¢nich a UV/VIS spektrech, termochemii aj. HlubSimu porozuméni
optické aktivit¢ doSlo hlavné v poslednich 15 letech, kdy modely kvantové chemie
pokrocily ve sméru studia absolutni konfigurace. Od molekul slozenych z maximalné 50
Urceni absolutni konfigurace chiralniho produktu ziskaného enzymatickou cestou nam
na zakladé¢ vypoctu optickych vlastnosti mlZe napf. pomoci vyvratit nebo potvrdit

mechanismus reakce enzymu se substratem?°°,

Prvni postupy kvantové mechaniky pro vypocet specifické otacivosti byly vyvinuty
Rosenfeldem jiz na konci 30. let. S vyvojem pocitacovych technologii se tyto postupy daji

dnes aplikovat na i slozit&jsi struktury. V jednom z prvnich vyzkumid bylo v praci
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profesora P. L. Polavarapu studovano 11 rozdilnych molekul. U vSech zkoumanych byl
potvrzen souhlas znaménka experimentaln¢ zmétené mérné otacivosti s predikovanymi
(vypoCtenymi). Znaménko specifické rotace bylo také uspésné predikovano pii studiu
(R)-bromochlorofluoromethanu®!. Nicméné v obou piipadech se chyba hodnoty optické

otacivosti pohybovala i v desitkach stupni.

2.2.2. Zjistovani zékladni struktury molekul

Prvnim krokem ve studiu chirality pomoci vypocetni chemie je navrh 3D struktury
molekuly. Trojrozmérna struktura molekuly zavisi na energii — systém se snazi zaujmout
co nejvice energeticky stabilni stav. Jemu odpovidajici geometrie (konformace molekuly)
pak hraje roli pii nasledné interakci molekuly s polarizovanym zarenim. Kvalita vysledkt
se odviji od typu aproximace. Pfiznivym pomérem kvality vysledkti a ¢asové narocnosti
vypoctu oplyva v soucasnosti popularni metoda DFT. Metoda DFT také (na rozdil od HF)
osetfuje vzajemnou korelaci elektront, a je proto V soucasnosti preferovana. Elektronova
hustota je v piipadé DFT funkci t¥i prostorovych soufadnic, zatimco vinova funkce N
Castic zavisi na 3N soufadnicich. Metoda DFT mize vést k pfesnéj$i energii systému
béhem krat§iho vypocetniho Casu. Nezbytna je volba vhodného setu bazi nasledovana
vypocetnimi kroky v hledani minima potencialnich energii. Cilem je optimalizace
geometrie tak, aby v trojrozmémém modelu byla vSechna pnuti v molekule
minimalizovana, tedy abychom doséhli minimalni energie modelu. Na tomto mist¢ mohou
nastat komplikace napf. u biopolymert, jejichz konformace mohou obsahovat velké
mnozstvi lokalnich minim. U proteini mize byt kalkulace struktury velmi narocna,
nicméné mensi molekuly mohou byt feSeny metodou tzv. simulovaného Zihani. V podstaté
se jedna o simulaci uspofadani castic v prostoru tak, aby bylo z termodynamického
hlediska dosazeno globalniho minima. Simulace vychézi z ptredpokladu, ze pfi vysokych
teplotach je usporadani molekul v prostoru nahodné. Postupnym a pomalym sniZovanim
teploty k absolutni nule piekona systém lokalni minima a ustali se v Kkrystalickém

usporadani odpovidajicim globalnimu minimu interakéni energie. 33233

| samotné interakce chemického okoli se sledovanou molekulou vyzaduji aplikaci
modeld. Riizna rozpoustédla rizné interaguji s vychozimi latkami ¢i produkty, pficemz se
zaroven méni jak termodynamika, tak Kinetika systému, jak ukazaly nékteré

experimenty®* 3, Prvni metoda popisu rozpoustédla je tzv. metoda implicitniho solventu,
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kdy se provadi tzv. ,konformacni primérovani, pfi kterém se vypotradavame s nejistotami
vysledkii zavedenim vhodného spojitého media reprezentujiciho rozlozeni rozpoustédla
kolem studované latky?**2. Univerzalni model rozpoustddla vytvaruje kolem atomi
molekuly kavitu (dutinu) dle jejiho povrchu a elektrostatickych vlastnosti. Takovyto model
se nazyva model polarizovaného kontinua (zkr. PCM, z angl. Polarizable Continuum
Model) a pracuje s rozpoustédlem jako s dielektrikem. Na zakladé dané simulace existuji
i dal§i druhy modeli ajejich vzajemné kombinace, napf. model COSMO (z angl.
Conductor-like ~ Screening  Model)  pracujici s rozpoustédly  jako s vodici
podle jejich permitivit. Implicitni metoda se Casto pouziva pro odhad volné energie
polysacharidi, DNA, RNA. Vyhodou implicitnich solvata¢nich modelt je jejich mensi
ekonomické narocnost nez u modeld explicitnich. Pro molekulové modelovani je vhodné
pouzit tzv. explicitni solvataci. Explicitni solvataéni modely jsou jak z Casové, tak
vypocetni stranky pomérné narocné, jelikoz ve vypoltu se uvazuji stovky i tisice
jednotlivych molekul solventu. Sledovani jednotlivych interakci mize byt ale i vyhodou,
pokud chceme ziskat informace o mezimolekularnich interakcich. Do této kategorie

solvataénich modeli patii napt. molekulova dynamika nebo metoda Monte Carlo.?%%’

DFT metody se ukazaly i jako vhodny prostiedek k predikci IR a NMR spekter?38:39
&i k vypoétu optické otacivosti4%4l, V soucasné dobé jsou pocitadové simulace vhodnym
prostiedkem 1 k vypoétam spekter cirkularniho dichroismu (zkr. CD, z angl. Circular
Dichroism). Cirkularni dichroismus je metoda zalozena na rozdilné absorpci pravotocivé
a levotocivé kruhové polarizované slozky zafeni opticky aktivni latkou. Analyzou CD
spekter jsou naptiklad ziskavany informace o sekundarni struktufe proteint, jako je a-helix
a B-skladany list*>**, Simulace spekter nabizi moznost porovnani se spektry skute¢nymi,
¢imz poskytuji tdaje o mechanismu jejich vzniku nebo o interakcich molekul. Nicméné,
vypocetni chemie nezaruCuje dokonaly souhlas se skute¢nosti. Pfistudiu vétsi chiralni
slouceniny se ukézala teoreticka spektra vibra¢niho cirkuldrniho dichroismu vhodna
k potvrzeni absolutni konformace. Naproti tomu, v ramci téze studie, se vypoctena spektra
optické rotacni disperze a elektronového cirkularniho dichroismu neshodovala
s experimentalnimi daty u vétSiny usekti vlnovych délek. V tomto piipadé nebylo
s dostateénou presnosti mozné ze spekter uréit absolutni konfiguraci diastereoizomerd®.
Pti interpretaci vypoctenych dat je tedy namisté opatrnost a pokud mozno ovéieni vysledka

— alesponi ve vhodné volenych a odiivodnénych situacich — experimentem.*®
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2.3. Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou zalozeny na rozdilném ustalovani rovnovahy
stanovovanych latek mezi pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (stacionarni) fazi.
Vyuzivaji k tomu celou fadu principi separace a maji rizna experimentalni uspotradani.
V zavislosti na konkrétni pouzité technice je pak volen vhodny detekéni systém. 1 kdyz
chromatografické metody tvofi cela skupina metod, nejcastéji se rozdéluji na dvé
podskupiny podle charakteru fazi: plynovou (mobilni faze je plyn) a kapalinovou
chromatografii (mobilni faze je kapalina). V ptipad¢ plynové chromatografie vyuzivame
teplotné-vodivostni, plamenové-ioniza¢ni  nebo  hmotnostni  detektory.  Plynova
chromatografie (zkr. GC, zangl. Gas Chromatography) je vyuzitelna k analyze
latek t€kavych (s bodem varu pod 300°C). Problém mize nastat, pokud se analyt
pfi vysoké teploté rozklada*’. Mnohdy je tfeba pred samotnou analyzou provést
derivatizaci analytu za uc¢elem jeho pievedeni z netékavé formy na formu té€kavou.
Naproti tomu kapalinova chromatografie umoznuje analyzu termicky labilnich, a i malo
tekavych latek. Mezi nejcastéji pouzivané detekéni techniky pouzivané ve spojeni
S kapalinovou chromatografii patii napf. UV/VIS spektrometrie, amperometrie
a hmotnostné-spektrometrickd detekce. Pro analyzu chirdlnich latek jsou vyznamné
polarimetrické detektory a zafizeni dovolujici méteni cirkularniho dichroismu (CD)
v pritoku. Detailni informace o technickém feSeni téchto zafizeni a moznych aplikacich
jsou dostupné v prehledovém ¢lanku Bobbitta a Lindera*. CD a polarimetrické detektory
jsou zalozeny na interakci chirdlni molekuly S polarizovanym svétlem. Analyty interaguji
s timto svétlem na zéklad€ své vnitini struktury a vysledna méfeni mohou byt vyuzita jak
pro kvalitativni analyzu, tak pro kvantifikaci. Samotna kapalinova chromatografie je
schopna pokryt vétsi oblast sledovanych latek. V dneSni dobé€ je velmi béZznou technikou
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). Svym uspotfadanim je podobna klasické
kolonové chromatografii, nicméné pracuje pii vysokych tlacich v jednotkéach az desitkach
MPa. Stacionarni faze v koloné uHPLC je nejCastéji tvofena malymi pravidelnymi
kulovitymi poréznimi ¢asticemi, ¢imz dosahujeme ucinnosti aZ desitek tisic teoretickych
pater. Z hlediska ucinnosti se také u kapalinové chromatografie projevuje piispévek
molekularni difuze slozky méné nez u chromatografie plynové z diivodu vyssi viskozity
kapalin oproti plynim. V dne$ni dobé lze chromatografickou analyzu automatizovat
(automatické davkovace) a piipadné iminiaturizovat (napf. S pouzitim Kkapilarnich

kolon).1°
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2.3.1. Vyuziti HPLC pro separace diastereomerti a enantiomerti

Chromatografie v systému reverznich fazi (RP-HPLC) je v dne$ni dob¢ prvni volbou
pro separaci vétSiny obvyklych achirdlnich vzorkl. Poskytuje dostate¢nou robustnost
a reprodukovatelnou analyzu. Systém RP je charakteristicky tim, Ze stacionarni faze je
méné polarni (na sorbent je navazan nepolarni fetézec, nejCastéji tzv. C18 nebo CB8)
nez vodné-organickd mobilni faze. Retence analyzovanych latek zavisi na mnoha
faktorech, jako jsou napf. polarita molekul, slozeni MF ¢&i teplota. Cim mensi je polarita
analytu, tim vice je zadrzovan ve stacionarni fazi. Chromatografie v systému s obracenymi
fazemi se proto hodi k déleni ¢leni homologickych tad, jelikoz ¢im delsi je jejich uhlikaty
skelet, tim delsi je zadrz na koloné. Nicmén¢, nekteré velmi hydrofilni nebo hydrofobni
vzorky, izomery (at’ uz achiralni ¢i chiralni) nebo biomolekuly nemohou byt pomoci
RP-HPLC vhodné oddéleny a vyzaduji tedy vyuZiti jiného separa¢niho mechanismu. Pfima
separace enantiomerll v systému reverznich fazi neni moznd, ale po jejich chemické
pfeméné na diastereomery (vhodnou derivatizaci) uz rozliSeni mozné je. Pfevedeni

na diastereomery je pomérné oblibenym postupem, jak bude podrobnéji uvedeno dale.

Na rozdil od reverzni faze, se v systému normalnich fazi (NP-HPLC) pracuje
se stacionarni fazi, ktera je polarnéjsi nez faze mobilni. Zakladnim principem je adsorpce,
a proto je tento druh chromatografie vhodny pro separaci konfigura¢nich izomerta. V NP je
vhodné pracovat s bezvodymi rozpoustédly, jelikoz i malé mnozstvi vody separaci
komplikuje (obzvlast v pripadé stacionarni faze Snemodifikovanym silikagelem).
Systém NP-HPLC je vyhodny pro vzorky, které se ve vodném prosttedi rozkladaji.
Z divodu vyssich nakladi, horSi reprodukovatelnosti retence, nizs$i ucinnosti kolon
anekterych dalSich aspektl je NP-HPLC pouzivdna méné casto. Normalni faze jsou
rovnéZz achiralni a potencialné¢ umoznuji pfimé separace diasteromerd. Pro separaci
enantiomerl je potieba provést derivatizaci vhodnym chirdlnim cCinidlem. V préci
zabyvajici se separaci enantiomerl ketorolaku pomoci NP-HPLC dosahli I. Tsina, Y. L.
Tam a kol. u€inné separace s vyuzitim (+)-R-1-(1-naftyl)ethylaminu jako derivatiza¢niho

inidla®.

Jak vyplyva z ptfedchoziho textu, oba chromatografické mody nelze vyuzit k pfimé
separaci. Enantiomery se totiz v achiralnimi prostiedi chovaji jako dvé totozné latky. Jejich
odlisnost se projevuje az pii interakci s chiralnim prostfedim, kdy zpravidla vznika néjaka

forma diastereoizomerd, které jiz maji v tomto sméru vlastnosti odlisné. Pouziti chirdlniho
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prostredi v principu rozdéluje pouzivané metody na dvé velké skupiny — tzv. ,,pfimou‘
a ,,neptfimou” metodu. Pfiméd metoda vyuziva k déleni analytl chiralni stacionarni faze
(zkr. CSPs, z angl. Chiral Stationary Phases), kde diastereomer vznika interakci analytu
se stacionarni fazi. Interakce analyzovaného enantiomeru s chiralnim selektorem vede ke
vzniku tranzitniho diastereomerniho komplexu, ktery jiz lze separovat. Pfima metoda je
pro svou snadnost a absenci derivatizacniho kroku popularngjsi. Nevyhodou je ovSem
obvykle pomérné vysoka cena selektoru (pro jeho piidavek do mobilni faze) nebo chiralni
kolony'®®, U neptimé metody nejprve dochazi kreakci analyti a vhodného ¢&inidla
za vzniku diastereomerii a naslednd separace probihd na achirdlni stacionarni fazi.
Diastereomerni komplex musi pii separaci spliiovat pravidlo tzv. tiibodové interakce. To
znamena, Ze Cinidlo interaguje s enantiomerem tfemi rdznymi interakcemi najednou,
pficemz alespon jedna znich je stereoselektivni (vodikové miustky, sterické interakce,
elektrostatické sily apod.)®®. Hlavni nevyhodou nepiimé metody je nutnost prace s ¢inidly
0 vysoké Cistoté (vetsi nez 99,9 %) a Casova naro¢nost piipravy derivatu. Mimo jiné je
nutné zajistit, aby béhem derivatizacni reakce nedochazelo k racemizaci. Riziko
racemizace vznikd pfi nedostatecné Cistoté Cinidel a teplotnich podminkach nad 40°C.
Ziskanim derivatu zaroven piichazime o pivodni molekulu, coz v nékterych ptipadech

piedstavuje nevyhodu, pokud chceme s analytem jesté dale pracovat.*

2.3.2. Chiralni stacionarni faze (CSP)

Prvni separaci enantiomerll na fazi s vazanymi L-aminokyselinami provedl roku
1971 profesor Davankov a kol.®!. V této prici bylo provedeno rozliseni enantiomert
a-aminokyselin. Od té doby se vyvoj zna¢né posunul. Dnes nalezneme na trhu vice nez sto
komer¢n€ dostupnych chirdlnich staciondrnich fazi, které lze pouZzit na separaci vétSiny
chiralnich slougenin. Prvni komeréné dostupnou fazi navrhl Pirkle a kolektiv®2. Slo o tzv.
fazi kartaCového typu, ktera poskytovala dvé amidové a jednu dinitrobenzoylovou skupinu
(Obrazek 10). Nasledoval vyzkum crown-etherovych (Obrazek 9) a cyklodextrinovych
(Obrazek 8) fazi. Vedle syntetickych polymera se rozvijela i aplikace pfirodnich chiralnich

polymerii jako jsou proteiny a polysacharidy. 535

Piima metoda s vyuzitim CSP je v dnesni dobé nejrozsifenéjSim zplisobem separace
izomert v HPLC. Pii tvorbé diastereoizomernich sloucenin enantiomeru (analytu)

se stacionarni fazi se uplatnuji rizné interakce (vodikové vazby, inkluze, ligandové
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interakce, m-m interakce aj.) — ty jsou fidici silou enantioseparace. Typ interakce zavisi
na struktufe samotné stacionarni faze. Piehled téch nejpouzivanéjSich a u nich se

uplatiiujici interakce udava Tabulka 1.10:505°

Tabulka 1: Rozd¢leni chiralnich stacionarnich fazi a jejich hlavni interakce

Typ faze Typ interakce

Polysacharidové (na bazi amylosy nebo celulosy)®® Vodikové vazby, n-m

interakce

Makrocyklicka antibiotika (vankomycin, teicoplanin, Vodikové vazby, n-nt

ristocetin)®’ interakce, hydrofobni inkluze

Cyklodextrinové

58,59

Inkluzni komplexace

Crown-etherové®

0

Inkluzni komplexace

Glykoproteinové

61

Vodikové vazby, n-nt

interakce, hydrofobni inkluze

Pirklovy faze®?

1i-1 interakce

Na volbu vhodné faze pro efektivni chiralni separaci dané¢ho analytu neexistuje
dosud obecné platny postup. Existuji doporuceni, ktera mohou s vybérem pomoci.
Kyseliny je napt. doporuceno délit na proteinovych, celulosovych, amylosovych nebo
Pirklovch féazich. Pro alkaloidy a dihydropyridiny je doporucovéana celulosova kolona,
na estery kolona s Pirklovymi nebo celulosovymi fazemi. Predikce vybéru nejvhodné;si
CSP je nicméné téméf nemozna.*

Polysacharidy jsou pfirozené vyskytujici se polymery. Vzhledem k tomu, ze samy
jsou opticky aktivni, umoziuji chiralni separaci. V piivodnim stavu vSak poskytuji pouze
malé rozliSeni, Vv praxi se proto pouzivaji jejich synteticky pfipravené derivaty. Tyto
derivaty jsou na silikagelovy nosi¢ pouze naneseny (tzv. coated-type) nebo vazany
kovalentné (tzv. immobilized-type). Coated-type kolony jsou schopny rozlisit $irsi Skalu
sloucenin a jsou vhodnéjsi pro preparativni aplikace. Na druhou stranu, vybér mobilni faze
je limitovéan na alkoholy, alkany a acetonitril. Ethery, estery, ketony a chlorované alkany

jsou pro tento typ kolon nevhodné, jelikoz rozpoustéji polysacharid. Immobilized-type

vt
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V kapalinové chromatografii se pouzivaji zejména faze na bazi celulosy a amylosy, ale
muzeme se setkat i s fazemi xylanovymi, chitosanovymi a dextranovymi. Komeréné
dostupné chiralni kolony firmy Daicel bazi celulosy lze nalézt pod nazvy Chiralcel.
Amylosové kolony firmy Daicel nesou nazev Chiralpak. Blizsi popis polysacharidovych

fazi podava kapitola 2.3.3.5363

Jednim z nejnovéjSich a rychle se rozvijejicich chiralnich selektort jsou
makrocyklickd antibiotika. Komeréné pouzivanymi slouceninami z této skupiny jsou
zejména vankomycin (Obrazek 7), teicoplanin a ristocetin A. VSechna zminéna antibiotika
vznikaji jako produkty fermentace. Principem separace na téchto fazich je zachyceni
enantiomeru do aglykonové ,misky“ tvofené makrocyklickym kruhem a peptidovym
fetézcem s riznym poctem sacharidovych skupin. Ten z enantiomert, ktery je zadrzovan

Vv ,,misce* vice, eluuje z kolony pozdgji nez slabé&ji vizany enantiomer. 1064

Obriazek 7: Struktura vankomycinu®®

Cyklodextriny (Obrazek 8) jsou cyklické oligosacharidy obsahujici 6 az 12
D-(+)-glukopyranosovych jednotek spojenych a-1,4-glykosidickou vazbou. Podle jejich
velikosti (poctu glukosovych jednotek) je délime na a- (6 jednotek), B- (7 jednotek)
ay-cyklodetriny (8 jednotek). Vznikaji nespecifickym enzymatickym rozkladem
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arozliSeni enantiomerd na nich spociva v obdobném principu jako u makrocyklickych
antibiotik. Do hydrofobni kavity cyklodextrinu pronikne nepolérni ¢ast molekuly, kde je
nasledné¢ vazana mezimolekuldrnimi silami. Hydroxylové skupiny na wvné&jsi strané
cyklodextrinu mohou byt derivatizovany za ucelem zvySeni rozpustnosti, zmény
konformace ¢i naboje. Napt. heptakis(2,6-di-O-methyl)-B-CD poskytuje hlubsi kavitu a je

vice rozpustny nez pivodni p-CD®, 1064

1.37 nm

|‘o.s7

Obrizek 8: Struktury nejéasté&jsich cyklodextrinovych CSP

Crown-etherové CSP strukturou piipominaji korunu (Obrazek 9). Jedna se
o syntetické makrocyklické polyethery obsahujici ethylenoxidovy mustek (-CH2CH20-).
Dle po¢tu mustkd vznikad dutina o riznych rozmérech obdobné jako u cyklodextrind, ale

s uplatnénim jinych typt interakci.'”
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Obriazek 9: Struktura CSP crown-etherového typu vazaného na nosi¢i®

Glykoproteiny jsou vysokomolekuldrni a strukturné komplexni proteiny vzniklé
spojenim L-aminokyselin a cukerné slozky. Mezi nejCastéji pouzivané proteiny patii
hovézi sérovy albumin (zkr. BSA, z angl. Bovine Serum Albumin), lidsky sérovy albumin
(zkr. HSA, z angl. Human Serum Albumin), ai-kysely glykoprotein (zkr. AGP, z angl.
Acid Glycoprotein), pepsin, riboflavin atd. Nevyhodou téchto CSPs je pomérné nizka
kapacita a omezeni Vv rozpéti pH mobilni faze od 4 do7. Pii teplotach nad 40°C navic hrozi,

7e dojde k denaturaci stacionarni faze.

CSP Pirklova typu jsou tvofeny molekulami obsahujicimi n elektronovy donor
(bazicke), m elektronovy akceptor (kyselé¢) nebo ob¢ tyto skupiny. Stejné jako v piipade
vySe zminénych fazi jsou tyto molekuly nejcastéji vazany na silikagelovy nosic. Pirklovy
faze jsou charakteristické nizkou molekulovou hmotnosti chiralniho selektoru a omezenym
poctem chiralnich center. K separaci dochazi na zakladé¢ rozdilné silné nekovalentni vazby

enantiomeru k chiralni ¢asti molekuly.®*

ZT

0
O\/\/ NO.

NO,

I=

Obrazek 10: Struktura CSP zalozena na 3,5-dinitrobenzoylfenylglycinu (prvni komeréné
dostupna CSP)
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2.3.3. Polysacharidové stacionarni faze

Na trhu je dnes dostupné Siroké spektrum polysacharidovych fazi nabizejici
uplatnéni pro neméné¢ S$iroky rozsah enantiomert. Dvéma nejcastéj$imi typy jsou
amylosové a celulosové faze. V obou piipadech se jednd o piirodni polymery
s asymetrickou opticky aktivni strukturou. Celulosa je tvofena 200 az 14000 jednotkami
D-(+)-glukosy navzajem spojenymi B-1,4-glykosidickou vazbou. Amylosa je tvofena 500
az 20000 tymiz glukosovymi jednotkami vzajemné propojenymi a-1,4-glykosidickou
vazbou. Z divodu nizké selektivity se vSak nepouziva nativni amylosa ani celulosa. Misto
toho se v praxi derivatizuji a nanaSeji ¢i kovalentné navazuji na silikagelovy nosic.
Pribézné jsou vyvijeny nové a ucinngjsi faze, v soucasnosti nejpouzivangjSimi jsou vsak
trikarbamatové a benzyl-esterové derivaty. Ukazky struktur takovychto derivati jsou
zobrazeny nize (Obrazek 11). Kolony tohoto typu je mozné pouzivat jak v normalnim, tak
VvV reverznim separacnim modu. Polysacharidovymi CSPs muzeme dnes dé¢lit racematy
agrochemikalii, 1éCiv 1 riznych piirodnich materidlti. Kromé vysSe zminénych se mizeme

setkat i s dalsimi druhy polysacharidovych fazi jako je xylan, dextran, chitin, inulin aj.%

OCO-R OCON OCONH R
</0 09\
n
- NH R
otor OCOR  ofonHR OCONH R oBonHR ocor
Celulosové estery Celulosové karbamaty Amylosové karbamaty

Ha
O
Yol C
-—CH=CH—©
Do

Obrazek 11: Struktury komerénich polysacharidovych CSP>3
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Prostorové uspotadani polysacharidové faze ma dopad na jeji selektivitu — rigidni
celulosova a Sroubovicova amylosova faze budou vykazovat riznou selektivitu. Selektivitu
ovlivituje také slozeni MF, molekulova hmotnost polysacharidu a samoziejmé také
charakter samotného analytu. Pro dobrou reprodukovatelnost by mély byt polysacharidové
kolony termostatovany a pracovni teplota by se méla pohybovat v rozmezi od 0 do 40°C.
Ohled by mél byt brdn ina volbu rozpoustédel. Mobilni faze obsahujici aceton,
tetrahydrofuran nebo acetonitril mohou rozpoustét pokryté (coated) stacionarni faze

na bazi polysacharidf. 1%

2.4. Blokatory kalciovych kanalt (BKK)

V lidském organismu hraje diilezitou roli koncentracni gradient vapniku vné a uvnit
buniky. Reguluje piedevS§im kontrakci a relaxaci bunék hladké svaloviny cév.
Pti normalnich podminkach koncentrace vapniku vné bunky mnohondsobné pievysuje
koncentraci uvnitt. Tento gradient je udrzovan kalciovymi kanaly pfitomnymi v bunécné
membrané. Jsou prokazany kanaly typu L (long-lasting), N (neural/non-L), P/Q
(,,Purkyn¢®), R (residual) aT (transient), které se vzajemné 1i§i hodnotami napéti
a umisténim v organismu. Kanaly L, N, P/Q jsou aktivovany vysokym napétim, R a T se
aktivuji napétim stfednim, resp. nizkym. Pfi 1é¢bé hypertenze jsou nejvyznamnéjsi kanaly
typu L, méné pak kanaly typu T. Typ L (otevirajici se na dlouhou dobu) se nachazi
pfedevSim v hladké svaloviné cév a myokardu (svalu srdecnim). SloZita struktura tohoto
kanalu se sklada z n€kolika podjednotek oznacCovanych jako alfa 1, alfa 2, beta, gama
za transmembranovy pohyb vépniku. Alfa 1 je zdroven vazebnym mistem pro BKK.
Ostatni podjednotky pak koriguji spravnou funkci kalciového kandlu. Na jednotlivych

neuronech pfitom miize koexistovat i vice typti kalciovych kanald. 6768

Jako ,,blokatory vapnikového kanalu“ jsou oznaCovana farmaka (tzv. antagonisté
vapniku), ktera inhibuji vstup Ca?* iontli do tohoto kanalu a zarovefi nemaji vliv na vstup
nebo vystup jinych iontd, napf. vstup Na™ nebo vystup K*. BKK se navazi na kanal typu L,
¢imz snizi kontrakci piislusnych svalovych vladken. Pro cévni sténu a myokard to znamena,

ze dojde ke snizeni intenzity kontrakce a nasledné tim i k poklesu tlaku krve.
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Tento druh IéCiv lze na zakladé jejich struktury rozdélit na derivaty dihydropyridinu
a antagonisty s nedihydropyridinovou skupinou. Dihydropyridinové blokatory jsou
nenabité, hydrofobni latky vyvolavajici relaxaci cévniho svalstva (tj. silny vazodilatacni
ucinek) a prakticky neovliviiuji srde¢ni funkce. Do této skupiny je fazen amlodipin,
barnidipin, isradipin, felodipin a dalsi ,dipiny* (Tabulka 2). Antagonisté
s nedihydropyridinovou skupinou pasobi inhibién¢ nejen na svalovinu arterii, ale
i na svalovinu srdecni. Do této skupiny patii verapamil, gallopamil

(fenylalkylaminy, Tabulka 3) ¢&i diltiazem (benzothiazepin, Obrazek 12). 676970

Tabulka 2: Vybrané derivaty dihydropyridinu

Nazev Ri1 R2 Rs X
Amlodipin | CH,OCH2CH2NH: | CH2CH3 CHs 2-Cl
Barnidipin | CHs ',U’CN——-CHCSH.S CHs 3-NO,
Benidipin | CHs UCHZ%HS CHa 3-NO;
Cilnidipin | CH3 CH2CH20CH3s CH2CH=CHC¢Hs | 3-NO-
Clevidipin | CH CH 2
evidipin _
p 3 CH20C(=0)nCsH7 3 gicl
.. 2,3-
Felodipin | CHs CH2CHjs CHs _
diCl
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0
~ 7/
N
Isradipin CO,CH, CO,CH(CH3),
R] N CH,4
H
- CHzy
Manidipin | CHs TCh, k/NCH(CsHs)z CHs 3-NO2
Nicardipin | CHs CH2CHaN(CH3)CHaCeHs CHs 3-NO>
Nifedipin | CHs CHs CHs 2-NO>
Nilvadipin | CN CHs CH(CHa)2 3-NO2
Nimodipin | CHs CH2CH20CHza CH(CHa)2 3-NO;
Nisoldipin | CHs CH2CH(CHa)2 CHs 2-NO>
Nitrendipin | CHs CH2CH3 CHs 3-NO2
Tabulka 3: Vybrané fenylalkylaminy
R, R
HaC Ry 2
Rs CHj }\I
R4
Rs Reg
Nazev Ri1 R2 Rs R4 Rs Rs R7
acyanoverapamil | OCHz3 OCHs OCHzs OCHs H H CHz3
devapamil OCHs OCHz3 OCHzs H H CN CHs
emopamil H H H H H CN CHs
gallopamil OCHs OCHs OCHs OCH3 OCHs CN CHs
norverapamil OCHs OCHz3 OCHzs OCHzs H CN H
verapamil OCHs OCHs OCHzs OCHzs H CN CH3
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Obrazek 12: Struktura diltiazemu

Prvni blokatory kalciovych kanald byly popsany vroce 1964 fyziologem
Fleckensteinem™. V 70. letech byly aplikovany pii 1é¢bé anginy pectoris (onemocnéni
tepen, kdy nedochdzi k dostatecnému zasobeni okyslicené krve do srdecniho svalu)
a pozdgji v 80. letech i v 1é¢bé arterialni hypertenze (zvySeni krevniho tlaku). Nyni patii
mezi jedny z nejvice predepisovangjsich 1éku pii kardiovaskularnich onemocnénich. Mimo
jiz zminéné choroby se uplatiiuji i u srdecnich arytmii (poruchy srde¢niho rytmu), plicnich
hypertenzi (abnormalni zvySeni krevniho tlaku v cévach plic), Raynaudovy nemoci (ziizeni

drobnych cév zpisobujici oslabeni pFitoku krve do prstil) a dalgich.”

Na zaklad¢ doby ucinku délime dihydropyridiny, benzothiazepiny a fenylalkylaminy
do tii hlavnich generaci (viz Tabulka 4). Do 1. generace jsou zafazeny kratkodobé pisobici
blokatory, které se dnes jiz nepouzivaji. Divodem je nutnost podéavani piipravku
opakované béhem dne a vyskyt nezadoucich U¢inkt (napf. bolest hlavy, zavrat, castéjsi
vyskyt infarktu myokardu). Blokatory II. generace jsou charakteristické delsi dobou
ucinku, ¢ehoZ bylo dosazeno zménou struktury molekuly a postupnéj$im uvoliovanim
ptipravkd Vv travicim traktu. Staci je tedy podavat jen 1x, pfip. 2x denné a jsou vhodné
pii 1é¢beé hypertenze, jelikoz nezvySuji riziko kardiovaskularni mortality. Nejnovéjsi
skupina, blokatory kalciového kanalu III. generace, se vyznacuji vysokou lipofilitou, coz
jim oproti pfedchozim generacim umoziiuje relativné pevné se navazat na lipidové
bunécné struktury, z nichZ se posléze pomalu uvoliluji. V soucasnosti je vyvijena i IV.
generace antihypertenziv, ktera by méla nést vyhody vyssi tolerance U pacientl a niz§iho
67,70,73,74

mnozstvi nezadoucich u¢inku
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Tabulka 4: Hlavni tfi skupiny generaci BKK

Struktura l. generace I1. generace I11. generace

dihydropyridiny nifedipin felodipin amlodipin
isradipin barnidipin
nifedipin retard lacidipin
nifedipin GITS lercanidipin
nilvadipin
nimodipin
nisoldipin
nitrendipin

benzothiazepiny diltiazem diltiazem retard

fenylalkylaminy verapamil verapamil SR

2.4.1. Felodipin

Felodipin, chemicky ethyl-methylester kyseliny 4-(2,3-dichlorfenyl)-1,4-dihydro-
2,6-dimethylpyridin-3,5-dikarboxylové (Obrazek 13), je bily az svétle zluty krystalicky
prasek, téméf nerozpustny ve vodé, dobfe rozpustny v ethanolu, methanolu
a dichlormethanu. Jde o racemickou smés S(-) a R(+) izomeru. Ve farmakologii se
zatazuje mezi dihydropyridinové (DHP) blokatory kalciového kanalu druhé generace.
Dihydropyridiny jsou obecné lipofilni, proto na rozdil od hydrofilnich betablokatort
(benzothiazepiny, fenylalkylaminy) snadnéji pronikaji membranami (nejsou zavislé

na délce otevieni kanalu).”™"®

Obrazek 13: Struktura felodipinu (chiralni centrum oznaceno *)
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Po peroradlnim podani se felodipin v tablet¢ s prodlouzenym uvoliiovanim (az
24 hodin) 100% absorbuje z gastrointestinalniho traktu do jater. Nicméné také zaroven
dochazi k jeho vyznamné metabolizaci. Primarnimi metabolickymi kroky jsou oxidace,
esterova hydrolyza a hydroxylace (Obrazek 14). Metabolity jsou hydrofilni
a farmakologicky inaktivni. Rychlost absorpce je zvySena, pokud je 1€k konzumovan spolu
s tuky. 7778

299 % se felodipin vaze na bilkoviny v plazmé, zejména albumin. V jatrech je
metabolizovan cytochromem P450 3A4 (CYP3A4) a kolem 70 % z podané davky je
odstranéno ledvinami ve formé moc¢i a zbytek stolici. Asi 0,5% z davky je vylouceno
ve své nezmeénéné formé. Presné procento jednotlivych metabolizovanych frakci se odviji
od stafi pacienta a jeho zdravotniho stavu. Star$i pacienti mivaji oproti mladsim po podani
léciva koncentrace felodipinu V plazmé vys$i. Zaroven neni pii terapii felodipinem
doporuc¢ovana konzumace plodi Stavy z grapefruitu. Bylo zjiSténo, ze grepovy dZus

snizuje aktivitu CYP ve stievni sténé, coz vede ke zvyseni koncentrace 1éku v plazmé.”""®

Felodipin jakozto zastupce blokatort kalciového kanalu zamezuje primiku Ca* ionth
do prosttedi bunky, ¢imz zamezuje jejim stahum. Disledkem je uvolnovani hladkého
cévniho svalstva. Postupné tak dochazi k rozsiteni priméru cév a tim i ke snizeni tlaku
krve na jejich stény. Felodipin u pacientt pfi problémech s hypertenzi dlouhodobé snizuje
systolicky 1 diastolicky krevni tlak. Na Ceském trhu existuji 1é¢ivé piipravky obsahujici

tuto uginnou latku pod registrovanymi nazvy Presid, Plendil ¢i Triasyn.”®
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Obrazek 14: Struktura felodipinu a jeho metabolitil (pfevzato z prace ')

2.4.2. Vyuziti kapalinové chromatografie pro achiralni separace felodipinu

Kombinovana terapie hypertenze podle doporu¢eni ESH/ESC z roku 2007 (smérnice
Evropské spolecnosti pro hypertenzi a Evropské kardiologické spole¢nosti) vede

k uginng&jsi kontrole krevniho tlaku neZ monoterapie®®. Tablety jsou proto mnohdy
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navrhovany jako smési dvou a vice 1é¢iv. Jednou takovou vhodnou kombinaci miize byt
napt. enalapril (inhibitor enzymu angiotenzin-konvertazy) s felodipinem (blokator
kalciového kanalu). V obou piipadech jde o antihypertenziva, kterd spoleéné navozuji
siln€jsi ucinek. Qin, Demarco a Ip ve své studii navrhli analytickou metodu pro separaci
obou téchto aktivnich latek a jejich degrada¢nich produktd®’. Pouzili RP-HPLC
s izokratickou eluci (tj. slozeni mobilni faze bylo béhem separace konstantni). Dobrého
rozliSeni vSech sledovanych analyti bylo dosazeno na C-8 kolon¢ o rozmérech 250 X
4,6 mm (teplota 40°C), s mobilni fazi o slozeni acetonitril:KH2,PO4 35:65 (v/v) 0 pH 2
a pratokem 2,5 ml/min. Detekce probihala s vyuzitim UV detektoru pfi 215 nm. Byla
sledovana zména reten¢niho faktoru pfi rozdilném procentudlnim zastoupeni acetonitrilu
vV mobilni f4zi, resp. hodnota retenniho faktoru se snizila, pokud se zvysil podil

acetonitrilu.

Jina studie se také zabyvala vyvojem metody pro stanoveni felodipinu v komer¢né
dostupnych tabletach (konktrétné Felogard ER-10 a Plendil). HPLC stanoveni bylo v tomto
ptipadé provadéno na C-18 kolon€ o rozmérech 250 x 4,6 mm. Jako vhodna mobilni faze
byla zvolena smés acetonitril:octan amonny 80:20 (v/v) S prutokem 1,0 ml/min. UV
detektor byl nastaven navinovou délku 236 nm®2. Aplikace metody HPLC umozZiiuje

stanovit felodipin v plazmé nebo krevnim séru s limitem detekce az 0,1 ng/m|8384,

2.4.3. Vyuziti kapalinové chromatografie pro chiralni separace felodipinu

V soucasnosti se v Sirokém méfitku pfi rozliSeni enantiomer dihydropyridinovych
(DHP) kalciovych antagonistii (kam mj. fadime i1 felodipin) pouziva chirdlni separace
(viz kapitola 2.3.1) schiralni stacionarni fazi (CSP). K tomuto ucelu jsou vyuzivany
piedev§im polysacharidové CSP®, u vybranych DHP antagonistd bylo viak separace

dosazeno i na glykoproteinovém a makrocyklickém typu stacionarni faze®®.

Wang, Zhou a kol. ukézali ve své praci, Ze pro enantioseparaci felodipinu na koloné
Chiralpak AS-H jsou vhodné mobilni faze tvoiené smésmi diethylamin (DEA), n-hexan
a isopropanol®’. U jinych 1é¢iv bylo zaznamenano, Ze ¢im vice diethylaminu v rozpéti 0,1 —
0,5% bylo ptidano, tim byla dosazena lepsi separace. Ptidavek DEA obvykle zlepSuje
selektivitu stacionarni faze, avSak vétsi mnozstvi zkracuje zivotnost kolony. Vzajemny

pomér n-hexanu a isopropanolu je naopak oproti obsahu DEA velmi zasadni
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pro enantioseparaci felodipinu. Pokles podilu isopropanolu v mobilni fazi vede k narGstu
rozliseni. Vysledky z nékterych méteni ukazuji, Ze i Giprava teploty samotné kolony mirné
ovlivituje charakteristiky separace: studie separace felodipinu na amylosové koloné
Chiralpak AS-H ukazuje, ze v rozsahu teplot 18, 25 a 35°C se s rostouci teplotou zvysuje

i rozlideni enantiomerniho paru®®®’.

2.5. Fenylmlécna kyselina

3-fenylmlé¢na kyselina (Obrazek 15), strukturné 2-hydroxy-3-fenylpropionova
kyselina, (zkr. PLA, z angl. phenyllactic acid) je chiralni aromatickou slou¢eninou, jejiz
D- forma je pfevazné produkovana bakteridlné, zatimco L- forma vznika endogenné
(v organismu). Ve vysokych koncentracich se vyskytuje u lidi trpicich fenylketonurii, p¥ip.
hyperfenylalaninemii. V obou pftipadech se jedna o vrozené metabolické poruchy, kdy
organizmus postrada kli¢ovy enzym fenylalaninhydroxylazu (fenylketonurie) nebo tento
enzym neni dostateéné aktivni (hyperfenylalaninémie). Jestlize u postizeného nedochazi
pomoci fenylalaninhydroxylazy K pfeméné fenylalaninu, esencialni aminokyseliny,
na tyrosin, hromadi se tato aminokyselina v télnich tekutinach (krvi a mo¢i). Fenylalanin
se z krve nasledné za¢ne odbouravat nahradni cestou na abnormalni metabolické produkty
— fenyloctovou, fenylpyrohroznovou a i zminovanou fenylmléénou Kyselinu. Vzniklé
produkty spole¢né s fenylalaninem pronikaji do mozkové tkang, kde poskozuji nervové
buiiky. Pokud neni tento stav 1é€en uz od narozeni, dochazi k opozdéni vyvoje celého
organismu. Od pocate¢nich nevolnosti (zvraceni), pies kozni problémy (bleda plet)
piechazi postizeni az k mentalni retardaci. K1écbé fenylketonurie se dnes doporucuje
nizkobilkovinné dieta obnaSejici vylouceni masa, mlénych vyrobkl (vcetné matetského
mléka), lusténin, ofechti a obilovin. Strava je zaloZena hlavné na konzumaci zeleniny,
ovoce, tukt a dalSich nizkobikovinnych potravin. Na trhu jsou k dostani i specialni

piipravky pro zvlastni vyzivu, které avsak neslouzi jako plnohodnotna strava.38%
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D-(+)-3-fenylmlécna kyselina L-(-)-3-fenylmlééna kyselina

Obrazek 15: Chiralni izomery kyseliny fenylmlécné

PLA byla nalezena i v rostlinach a kvétovych medech jako je napf. vies obecny®
nebo manuka med (med sbirany z rostliny zvané balmin metlaty neboli manuka)®. Také je
produkovana fermentaci nebo biotransformaci V nékterych bakteriich a houbach.
Vzhledem ke své hydrofilni povaze se snadno rozpousti v jidle a krmivech. Vzhledem
k tomu, Zze PLA putisobi také jako fungicid a zpomaluje rust plisni, nabizi se moZnost pouzit
tuto kyselinu jako biokonzervant a prodlouzit tak trvanlivost potravin. Kyselinu
fenylmléénou nicméné neni, coby konzervaéni Ccinidlo, dovoleno ptidavat piimo

do potravin z divodu jeji toxicity.*%
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Instrumentalni vybaveni

Chiralni separace felodipinu byla provedena na kapalinovém chromatografu firmy
Knauer fady Smartline (Knauer, Berlin, Némecko) vybavenym moduly: Smartline Pump
1000, Smartline Manager 5000 a Smartline UV Detector 2600. K urceni optické otacivosti
byl pouzit chirdlni detektor CHIRALYSER-MP (IBZ Messtechnik GmbH, Springe,
Némecko). Naméfena data byla vyhodnocena s vyuzitim softwaru Clarity (DataApex,

Praha, CR). Z naméfenych dat byly Grubbsovym testem vyfazeny odlehlé body.

3.2. Pouzité chemikalie

Racemat felodipinu (> 99 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA),
D-(+)-3-fenylmléénd (99 %, Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svycarsko) a L-(-)-3-
fenylmlé¢na kyselina (97 %, Fluka Chemie GmbH, Buchs, gV}'IcarSko), acetonitril (HPLC
— supergradient, VWR chemicals, Fontenay-sous-Bois, Francie), methanol (HPLC -
supergradient, VWR chemicals, Fontenay-sous-Bois, Francie), ethanol (HPLC grade,
Fisher Scientific, Loughborough, UK), hexan (99,49 %, Lachner, Neratovice, CR),
isopropanol (99,7 %, Lachner, Neratovice CR), n-propanol (99,5 %, Lachner, Neratovice
CR). Deionizovana voda byla vyrabéna systémem na tpravu vody Millipore Direct Q UV
(Millipore S.A.S., Molsheim, Francie). Demineralizovanad voda byla vyrabéna pomoci
zafizeni AQUAL 29 (AQUAL s.r.0, Lelekovice, CR).

3.3. Chromatografické analyzy

Separace racematu felodipinu byla provedena na chirdlni kolon¢ Lux Cellulose-3,
250 x 10 mm, dp =5 pm, (Phenomenex, Torrance, USA) s vyuzitim mobilni faze o slozeni
isopropanol:hexan 1:20 (v/v). Detekéni vlnova délka byla nastavena na 254 nm.
Koncentrace roztoku vzorku pouzitého pro semipreparativni separaci byla 2000 mg/l.
Pritok byl nastaven na 8 ml/min. Byl pouZzit nastfik pfeplnénim smycky o objemu 1000 pl.

Jednotlivé frakce byly sbirany ruéné a odpateny do sucha pod proudem dusiku. Ob¢ Cisté
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frakce felodipinu (oznacené jako FELOI a FELO2) byly rozpustény v methanolu, ¢imz
byly ziskany zakladni roztoky o koncentraci 2500 mg/l pro naslednou pfipravu roztoki.

Pro urceni Cistoty ziskanych frakci byly oba enantiomery zkontrolovany chirdlni
separaci v analytickém modu s vyuzitim kolony Lux Cellulose-3, 250 x 4,6 mm,
dp =5 pum, (Phenomenex, Torrance, USA). Mobilni fazi tvofila smés isopropanol:hexan
1:10 (v/v). Detekéni vinova délka byla rovnéz 254 nm. Byl pouzit nastiik preplnénim

smycky o objemu 20 pl. Prtok byl nastaven na 1 ml/min.

3.4. Mg¢teni optické otacivosti

Stanoveni optické otacivosti felodipinu a kyseliny fenylmlééné bylo provedeno
ve flow-injection modu (FIA), pfi kterém nebyla do systému pfipojena kolona. Kapilara
vystupujici z ddvkovaciho ventilu byla pfes spojku pfipojena ptimo k UV detektoru, ktery
byl déle ptipojen k polarimetrickému detektoru. VInova délka byla ponechdna na 254 nm,
prutok mobilni faze byl upraven na 1 ml/min. Jednotlivé enantiomery byly rozpustény
v piislusném rozpousStédle a byly pfipraveny roztoky v koncentraéném rozmezi
50-1000 mg/l. Jako ,mobilni faze“ (nosna média) byla pouzita tato rozpoustédla:
acetonitril (ACN), ethanol (EtOH), voda, hexan, isopropanol (i-PrOH), methanol (MeOH)
an-propanol  (n-PrOH). Vzhledem k omezené rozpustnosti  analytd vV nékterych
rozpoustédlech byly misto nich pouzity smési s EtOH, ktery zvySuje jejich rozpustnost
(Tabulka 5).

Pii méfeni optické otacivosti byl polarimetricky detektor CHIRALYSER-MP
nastaven na nejvyssi citlivost (,,range limit*“ = 4.0 mdeg. / 1000 mV). Zakladni linie byla
ponechéana v defaultnim nastaveni (,,base offset = 500.0 mV). U vSech analyz byl pouzit
nasttik preplnénim smycky 0 objemu 20 ul. CHIRALYSER-MP byl sériové zapojen
za UV/VIS detektor. Roztoky felodipinu byly vzdy nastfikovany pfi pritoku 1 ml/min
Vv péti opakovanich kazdé pouZzité koncentra¢ni hladiny. Po kazdém néstiiku analytu byl

nastfikovan blank (tj. mobilni faze pouzivana jako rozpoustédlo).
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3.5. Kvantové-chemické vypocty

Struktury jednotlivych konformerd enantiomerd felodipinu a kyseliny fenylmlééné
byly vyhledavany pomoci nastroje pro generovani konformert v programu HyperChem
(Company Profile of Hypercube, Inc., Gainesville, Floria, USA) s vyuzitim
,,predoptimalizace* v programu Avogadro (GNU General Public License) pomoci metody
molekulové mechaniky MM+ (konkrétn¢ force fieldu MMFF94). Nasledné kvantové-
chemické vypocty byly provadény v programu Gaussian 09 (Gausian, Inc., Wallingford,
USA).

V prvni fazi byly optimalizovany geometrie struktury vsech konformerti pomoci
DFT s wuzitim funkciondlu B3LYP abaze 6-31G*. Soucasti vypolti byla simulace
solvatace konformert pomoci implicitniho PCM solvataéniho modelu (uvazovana byla
nasledujici rozpoustédla: acetonitril, ethanol, voda, hexan a methanol). Cilem optimalizace
geometrie bylo nalezeni prostorového uspotadani atomi v konformerech a srovnani energii

jednotlivych generovanych struktur.

V druhé fazi byly ze sady optimalizovanych konformeri odstranény duplicitni
struktury a pro ziskané unikatni konformery byly vypocitany hodnoty jejich specifickych
optickych otacivosti Vv péti vySe uvedenych rozpoustédlech. Vypocet optické otacivosti
probéhl s pouzitim B3LYP funkcionalu a aug-cc-pVDZ baze (v literatufe popsana jako
vhodna pro vypodty optické otadivosti®®), rozpoustédlo bylo opét simuloviano PCM
modelem. Velké bazové sety jako aug-cc-pDVZ a aug-cc-pVTZ obsahujici difuzni funkce
poskytuji, oproti men$im bazovym setim jako je 6-31G*, lepsi vysledky ve vypoctech

optické otacivosti.

Vzhledem k mnoZstvi dat a informaci, které bylo potieba ze zpracovavanych
vystupnich souborti extrahovat, byly v ramci feSeni diplomové prace pro automatizaci
nékterych ukoni vytvoreny skripty v jazyce PHP (napf. vyhledavani klicovych hodnot
ve vystupnich souborech, automatické vypliovani hlavicek vystupnich soubort,
porovnavani geometrie jednotlivych konformert atd.). Pouzivané skripty jsou uvedeny

Vv ptilohach.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem této prace bylo sledovani vlivu rozpoustédla na optickou otacivost analytu.
Zkoumanymi analyty byly kyselina fenylmlé¢na a felodipin. Jednad se o latky chiralni,
pricemz kazda poskytuje dva enantiomery. Pii méfeni optické otaCivosti polarimetrickym
detektorem s prito¢nou celou se studoval vliv sedmi rozpoustédel. Méfeni v pratokovém
syst¢ému bylo voleno proto, aby ziskané vysledky byly pfevoditelné do realného
chromatografického experimentu. Pritokové uspofadani experimentu s pulznim
davkovanim roztokl studovanych enantiomerti umoziuje praci s vyrazné nizsi spotiebou
vzorkli ve srovnani s pfimou infuzi vzorkii nebo dokonce se klasickym (statickym)
polarimetrickym méfenim s komeréné dostupnymi polarimetry. Vedle toho byla opticka
otacivost zjistovana i ,,mimo laboratoi* pomoci postupti vypocetni chemie. Pfi vypoctech
byl studovan efekt péti rozpoustédel na optickou otaivost. Postup prace, vyhodnoceni dat
a porovndni experimentalnich vysledkli s vypoctenymi jsou pfedmétem nasledujicich

kapitol.

4.1. Me¢fteni optické otacivosti enantiomerti kyseliny fenylmlécné

Enantiomery kyseliny fenylmlé¢né byly pro experimentalni praci komeréné dostupné
v dostate¢né Cistoté. Pro dalsi popis je D-(+)-3-fenylmlééna kyselina ozna¢ovana zkratkou
D(+)PLA aL-(-)-3fenylmlécna kyselina zkratkou L(-)PLA. Byla experimentalné
provedena zkouska rozpustnosti enantiomertit PLA ve vSech sedmi rozpoustédlech. Byla
pozorovana dobréa rozpustnost ve vSech rozpoustédlech s vyjimkou hexanu. Pro studium
vlivu hexanu na optickou otacivost bylo tedy tfeba pouzit ptfidavku ethanolu. SloZeni
jednotlivych mobilnich fazi je uvedeno v Tabulce 5. Zakladni roztoky byly pfipraveny
rozpusténim pfislusného enantiomeru v methanolu na koncentraci 2500 mg/l. Z téchto
roztokli bylo pro kazdé pouzité rozpoustédlo (pfip. smés) ptipraveno pét kalibracnich boda
(o koncentraci 50, 100, 250, 500 a 1000 mg/l). Kazda koncentra¢ni uroven byla métena 5x
(viz Obrazek 16 a Obrazek 17) , pfi¢emz mezi nastiiky vzorku byl méfen i blank (totozny
s pouzitou mobilni fazi). Koncentrace byly zvoleny v tomto koncentratnim rozmezi,
jelikoz pfi niz8ich koncentracich se signal analytu dostal pod limit detekce a pfi vysSich

koncentracich nastaval problém s rozpustnosti analytu.
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Obrazek 16: Opticka otacivost L(-)PLA v ethanolu
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Tabulka 5: Slozeni mobilnich fazi pro analyzu felodipinu a kyseliny fenylmlécné

kyselina fenylmlé¢na felodipin
ACN ACN
EtOH EtOH
H20 EtOH:H20 11:9 (v/v)
hexan:EtOH 19:1 (v/v) | hexan:EtOH 19:1 (v/v)
i-PrOH i-PrOH
MeOH MeOH
n-PrOH n-PrOH

V programu Clarity byly integrovany jak plochy analytu, tak plochy blanku. Méfeni
slepé¢ho vzorku (blanku) umoziiuje odhadnout (neselektivni) ptispévek méficiho systému
k signalu. Signal (pik) slepého pokusu umoznil odhadnout limit detekce pouzité metody.
Data byla testovana na odlehlé body (viz. Experimentalni ¢ast) a z oSetfenych dat byl
vytvofen graf zavislosti plochy piku na koncentraci kyseliny fenylmlécné. Pro kazdy
enantiomer a rozpoustédlo byly vytvoteny vzdy dvé sady dat, pficemz v jedné byl signal
analytu korigovan na blank a ve druhé ne. Korekce spocivala v odefteni zprimérované
hodnoty ploch signdlu blankli nastfikovanych bezprostfedné pred a po daném vzorku
od signalu tohoto vzorku. Hodnoty pohybujici se v oblasti limitu detekce (signal analytu se
blizil signalu slepého pokusu) byly ze zpracovani dat vylouceny. Z vyhovujicich boda byly
sestrojeny grafy kalibraénich pfimek (viz Obrazky 18 - 25 a ptiloha 7.1). Nejvyssi
smérnice kalibracni pfimky (tzn. citlivost) byla zjiSt€éna pro vodu a nejnizsi
pro isopropanol. V piiloze 7.3 jsou pro jednotliva rozpoustédla rovnéz uvedeny grafy
popisujici zmény signalu blanku v pribéhu sekvenéniho meéfeni. Souhrnné porovnéani
citlivosti metody pfi pouziti riznych rozpoustédel ukazuje Tabulka 6. Pouzité mobilni faze

jsou setazeny podle rostouci polarity.
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Obrazek 20: Zavislost plochy na koncentraci L(+)PLA v H20
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Obrazek 19: Zavislost plochy na koncentraci D(+)PLA v H20
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Obrazek 21: Zavislost plochy na koncentraci L(+)PLA v H20
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Obrazek 22: Zavislost plochy na koncentraci D(+)PLA v i-PrOH
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Obrazek 24: Zavislost plochy na koncentraci L(-)PLA v i-PrOH
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Obrazek 23: Zavislost plochy na koncentraci D(+)PLA v i-PrOH
po odec¢tu signalu blanku
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Obrazek 25: Zavislost plochy na koncentraci L(-)PLA v i-PrOH
po odectu signalu blanku
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Tabulka 6: Smérnice rovnic regrese kyseliny fenylmlécné bez odectu a s odectem signalu

blanku
— | Relativni DHPLApPO | ... L()PLA po
Rozpoustédlo polarita® DHPLA | o dectu blanku | “OPYA | odeétu blanku

hex(“lr;_Elt)OH 0,009« | 3846 37293 3,0324 3,168
ACN 0460 | 13,6909 3,6899 3,7562 3,7502
i-PrOH 0546 | 1,7994 1,9266 14847 1,6339
n-PrOH 0617 | 2,5579 26559 27424 27262
EtOH 0,654 | 2,3200 21916 21335 22252
MeOH 0762 | 2,5806 26509 22072 23278
H.0 1 4,3905 4,3336 4,2384 43116

* uvedena je relativni polarita hexanu (relativni polarita smési neni znama)

Bez odec¢tu blanku i sjeho odeftem se smérnice piimek vyrazné neméni. Signal
slepého pokusu tedy nema pro kyselinu fenylmléénou velky vliv na citlivost méteni.
Odecet blanku je zejména vyznamny pii porovnani Citlivosti metody pro stejny analyt
a dvé riizna rozpoustédla — v takovém piipadé je mozné ocekavat jinou odezvu méficiho
systému pro kazdou samotnou mobilni fazi. Z hlediska polarity (Obrazek 26 a Obrazek 27)
mizeme u smérnic (Citlivosti) méteni v fadé alkohold i-PrOH — EtOH — MeOH a vod¢
pozorovat urity trend zvySovani citlivosti s rostouci polaritou. Méfeni n-propanolu je
z tohoto trendu odchyleno Méfeni v acetonitrilu a hexanu ukazuji, Ze tato rozpoustédla se

chovaji zcela mimo tento trend.
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hexan:EtOH ACN (0,460)  i-PrOH n-PrOH EtOH MeOH  H20(1)
19:1(0,009) (0,546)  (0,617)  (0,654)  (0,762)

Polarita

Obrazek 26: Porovnani smérnic regrese D(+)PLA na vzristajici polarité rozpoustédla
(v zavorkach uvedena relativni polarita)
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Obrazek 27: Porovnani smérnic regrese L(-)PLA na vzristajici polarité rozpoustédla
(v zavorkach uvedena relativni polarita)

Smérnice byly testovany vztahem pro odhad koeficientdl regresni pifimky
z literatury %. Z grafii vyplyva, Ze nejvyssi citlivost poskytuji analyzy méfené ve vodé
a acetonitrilu. Rozdily jsou statisticky vyznamné a ziskané vysledky mohou byt tedy brany
vV avahu pfi optimalizaci metody pro chromatografickou analyzu kyseliny mlécné

a strukturné blizkych analyta.

4.2. Separace racematu felodipinu

Prvnim krokem v analyze jednotlivych enantiomert felodipinu byla jejich separace
Z komercné dostupné racemické smési. Separace byla testovana na kolondch Lux
Cellulose-1 a Lux Cellulose-3, obé o rozmérech 250 x 4,6 mm, dp = 5 pm. Vzhledem
K nutnosti dal$i prace s izolovanymi enantiomery, byla pro separaci uvazovana pouze Cista
rozpousStédla (tj. bez aditiv), pfip. jejich smési. Jako optimalni byly vyhodnoceny
podminky uvedené v experimentalni Cisti v kapitole 3.3: smés i-PrOH:hexan 1:20 jako
mobilni faze (v/v) a prutok mobilni faze 8 ml/min. Racemat felodipinu byl rozpustén
v mobilni fazi na koncentraci 2000 mg/l. Ru¢né sbirané frakce felodipinu byly oznaceny
dle potadi eluce za vyse uvedenych podminek jako FELO1 a FELO2. VVzhledem k celkové

délce analyzy 40 minut a nastfiku 1 ml racemétu o koncentraci 2000 mg/l bylo mozné
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ziskat 1,44 mg kazdého z enantiomert za hodinu (bez uvazovani nasledného odpafovéni

mobilni faze) S enantiomerni cistotou 96%.

4.3. Me¢teni optické otacivosti enantiomerti felodipinu

Z hlediska polarity a zptisobu ptipravy mobilni faze v praxi bylo pro studii felodipinu
zvoleno nasledujicich 7 rozpoustédel: ACN, EtOH, MeOH, hexan, voda, i-PrOH
an-PrOH. Jedna méfena rada obsahovala 5 bodu o koncentracich enantiomera 50, 100,
250, 500 a 1000 mg/l. Vzhledem k malé rozpustnosti felodipinu ve vodé a hexanu byl vliv

téchto rozpoustédel studovan v jejich smésich s ethanolem (Tabulka 5).

Experimentalné bylo u obou izolovanych enantiomera felodipinu zjisténo znaménko
optické otacivosti a nasledné s vyuzitim studie C. Vijitha a kol.%® i absolutni konfigurace

téchto enantiomerd (Obrazek 28 a Obrazek 29).
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Obrazek 28: Opticka otacivost S-(-)-felodipinu (FELO2) v ethanolu
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Obrazek 29: Opticka otacivost R-(+)-felodipinu (FELO1) v ethanolu

46

[min]



| pfi nastaveni nejvyssi citlivosti detektoru nebylo u felodipinu mozné promérit
koncentrace 50 a 100 mg/l ani u jednoho z rozpoustédel. Z diivodu Spatné rozpustnosti
ve vodé nebylo navic mozné piipravit vzorek o koncentraci 1000 mg/l vtomto
rozpoustédle. Pro rozpoustédla s malym poctem kalibracnich bodii byly proto zméteny

také vzorky enantiomert felodipinu o koncentraci 750 mg/I.

Nasledné byla provedena integrace ploch signalu felodipinu i blanku v softwaru
Clarity. Ziskana data byla podrobena testu na odlehl¢ body (Grubbstv test). Pokud se timto
potvrdila pfitomnost odlehlého bodu, nebyla dand hodnota do dalSiho zpracovani dat
zahrnuta. Z takto oSetfenych dat byl vytvoren graf zavislosti plochy piku na koncentraci
felodipinu. Pro kazdy enantiomer a rozpoustédlo byly podobn¢ jako ve studii enantiomerti
kyseliny fenylmlé¢né vytvoreny vzdy dvé sady dat, pfiCemz v jedné byl signal analytu
korigovan na blank a ve druhé ne. Korekce spocivala v ode¢teni zprimérované hodnoty
ploch signalu blankll nastfikovanych bezprostiedné pied a po daném vzorku od signélu
tohoto vzorku. V nékterych piipadech tento postup vedl k vylouéeni daného bodu a nebylo
tak mozné sestrojit kalibracni ptimky (konkrétné u ACN, hexan:EtOH (19:1) a MeOH),
proto nejsou zahrnuty v piislusnych tabulkach a grafech. Pro ostatni pifipady byla data
vyhodnocena formou kalibracnich pfimek, vyobrazenych na Obrazku 30 a Obrazku 31.

Hodnoty smérnic kalibra¢nich ptimek jsou shrnuty v Tabulce 7.

Tabulka 7: Smérnice rovnic regrese felodipinu bez odectu a s odectem signalu blanku

Rozpoustédlo Relativni S-()- S-E)-Z)-f)e(;zgt!s " R-(+)- R-go) 'IE'&C:LD'”
vni )- )-
polarita®™ | felodipin blanku felodipin blanku
-ProH 0546 | 11747 1.2734 1.2309 1.2109
n-ProH 0617 | 12046 1,1855 0,9979 1,0767
EtOH 0654 | 12746 1,5634 2.0616 3377
Et(()ﬂfg')zo 1* 1,4637 1,4266 1,3418 1,4497

* je uvedena relativni polarita vody (relativni polarita smési rozpoustédel neni znama)

Koeficienty rovnic regrese byly testovany pomoci statistickych vztah (pouze data
pro enantiomery felodipinu bez odectu blanku). U S-(-)-felodipinu mtzeme pozorovat
citlivéjsi odezvu pii vyssi polarité rozpoustédla (Obrazek 30). U R-(+)-felodipinu
do tohoto trendu nezapada ethanol (Obrazek 31). Z porovnani méfeni optické otacivosti
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pro kyselinu fenylmlé¢nou a felodipin se jevi jako vhodnd uprava pro zvySeni odezvy
detektoru optické otafivosti obohaceni mobilni faze vodnou slozkou. Vhodnost
jednotlivych organickych rozpoustédel je pak pro jednotlivé analyty raznad (pfestoze
v ramci dvojice konformert pozorujeme vzdy stejnou zménu pro (+) i (-) enantiomer). Vliv
pouzitého rozpoustédla na citlivost detektoru je vSak vyznamny (experimentdlné byl

pozorovan az trojnasobny nartst smérnice kalibra¢ni pfimky).
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Obrazek 30: Porovnani smérnic regrese S-(-)-felodipinu na vzristajici polarité
rozpoustédla (v zavorkach uvedena relativni polarita)
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Obrazek 31: Porovnani smérnic regrese R-(+)-felodipinu na vzristajici polarité
rozpoustédla (v zavorkach uvedena relativni polarita)

Vseobecné tedy, vysSich citlivosti je dosahovédno pifi pouziti rozpousStédel s vyssi

polaritou (voda a EtOH oproti i-PrOH a n-PrOH). U R-(+)-enantiomeru je smérnice
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vyznamné nejvyssi pii pouziti EtOH. Hodnota smérnice je vSak zatizena vétsi smérodatnou
odchylkou u nejvyssi métené koncentrace. Soucasné, pii pouziti EtOH je dosazeno horSich
limitd detekce (viz Obrazky 34 - 35). Dale byla testovana citlivost méfeni pii pouziti smési
EtOH:H,O (11:9) (viz Obrazk 36 - 39 ). Zde bylo dosazeno zlepSeni limitu detekce
I koeficientu determinace (kalibracni zavislost vykazuje lep$i linearitu). I v ptipadé
felodipinu je tedy pozorovan piiznivy vliv vody na méfeni polarimetrickym detektorem.
Kompletni seznam vSech grafii zavislosti plochy na koncentraci felodipinu lze nalézt
v ptiloze 7.2. V piiloze 7.4 jsou také zndzornény vykyvy signalu blanku pro jednotliva

rozpoustédla.
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Obrazek 32: Zavislost plochy na koncentraci S-(-)-felodipinu
v EtOH

3500
3000
2500
2000 ——
1500
1000

500 J./

0 T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Koncentrace [mg/1]

y =2.9616x - 978.89
R?=0.9633

Plocha [mV.s]

Obrazek 34: Zavislost plochy na koncentraci R-(+)-felodipinu
v EtOH
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Obrazek 33: Zavislost plochy na koncentraci S-(-)-felodipinu
v EtOH po odectu signalu blanku
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Obrazek 35: Zavislost plochy na koncentraci R-(+)-felodipinu
v EtOH po odectu signalu blanku
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Obrazek 36: Zavislost plochy na koncentraci S-(-)-felodipinu
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Obrazek 38: Zavislost plochy na koncentraci R-(+)-felodipinu

v EtOH:H0 (11:9)
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Obrazek 37: Zavislost plochy na koncentraci S-(-)-felodipinu
v EtOH:H-0 (11:9) po odeétu signalu blanku
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Obrazek 39: Zavislost plochy na koncentraci R-(+)-felodipinu
v EtOH:H-0 (11:9) po odectu signalu blanku



4.4. Vypocetni chemie jako nastroj pro urovani optické otacivosti

Vypocetni chemie piedstavuje uzitecny doplikovy ndastroj pro urceni absolutni
konfigurace®!. Hodnota optické ota¢ivosti analytu (vyuzitelna u jednoduchych chiralnich
molekul pro urceni absolutni konfigurace) je vSak pii analyze v kapalném prostiedi (napf-.
HPLC) ovliviiovana druhem pouzitého rozpoustédla; v extrémnich piipadech muze dojit
dokonce ke zméné znaménka. Prikladem muze byt (S)-methyoxiran, ktery ma ve vodé
kladnou optickou ota¢ivost, v benzenu pak zapornou®’. Pokud je molekula , flexibilni®
V prostoru, jeji interakce s rozpoustédly muze mit velky vliv na optickou otacivost.
Prostudovani zavislosti optické otacivosti rozpusténé latky na rozpoustédle je tak dulezité
pro naslednou optimalizaci podminek méfeni této veliiny (napf. pro zvySeni citlivosti
pouzivané instrumentace) a vypocetni chemie poskytuje vhodny prostiedek k predikci
téchto efektii. Nasledujici kapitoly popisuji sled pouZzitych vypocetnich krokii a soucasné

diskutuji jejich vyznam pro findlni uréeni hodnot optickych otacivosti.

4.4.1. Postup zpracovani dat pomoci skriptii

Seznam skripti pouzitych v této diplomové praci je uveden v piiloze 7.7 a jsou
ulozeny na pfilozeném CD. Skriptem 1 byly ze souboru s pfiponou ,,.hcs* vyextrahovany
jednotlivé konformery. Tyto konformery byly rozdéleny na jednotliva rozpoustédla
skriptem 2. Skriptem 3 byla vytvofena ,,hlavicka* pro optimalizaci geometrie v Gaussianu.
Skriptem 4 byl vypocet optimalizace geometrie spustén na serveru. Na serveru byl
po ukonceni vypoctu skriptem 5 ze vzniklych ,,.chk* souborl vyrobeny z-matice. Skriptem
6 byla ze z-matic ofezana nadbyte¢na data. Matice byly nasledné roztiizeny podle
rozpoustédel a z ,,.log* souborti byly skriptem 7 byly vyextrahovany Gibbsovy energie.
Vznikl soubor, ve kterém byly Gibbsovy energie sefazeny vzestupné a na zaklad¢é tohoto
sefazeni byl vytvofen ,,.csv“ soubor s pofadim jednotlivych konformert podle energie
pro kazdé rozpoustédlo zvlast. Spusténim skriptu 8 bylo mozno vytiidit vzniklé duplicitni
konformery. Unikatni konformery byly nasledn¢ ,,ohlavickovany* skriptem 9 pro vypocet

optické otacivosti. Spusténi vypocti optické otacivosti bylo opét provedeno skriptem 4.
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4.4.2. Optimalizace geometrie a vypocet optické otacivosti kyseliny fenylmlécné

Nejprve byly programem Avogadro navrzeny 3D molekuly obou enantiomeri
kyseliny fenylmlééné. Po nésledné ,,preoptimalizaci® byly programem Hyperchem pro obé
struktury hledany energeticky nejstabilnéjSich konformery. Zaroven byly vzniklé
konformery preoptimalizovany metodou MM+. Programem Gaussian byla poté provedena
optimalizace geometrie v 5 testovanych rozpoustédlech (ACN, EtOH, MeOH, hexan,
voda) S vyuzitim implicitniho modelu rozpoustédla (PCM). Tento model simuluje
pfitomnost rozpoustédla jako dielektrického média interagujiciho s molekulou analytu
vlozenou do prostoru rozpoustédla®. Hlavnim cilem v tomto kroku bylo ziskat stabilni
struktury, vytadit o¢ekavané duplikaty konformert (jejich ptitomnost byla predpokladana
vzhledem k jednodussi metodé vypoctu geometrie v softwaru Hyperchem) a hodnoty
energii urcujici pomérné zastoupeni jednotlivych konformert. Vypocty byly proto

6-31G*.

Struktura kyseliny fenylmlécné je pomérné jednoducha. Jeden vypocet optimalizace
energie trval pfiblizn¢ 2 hodiny. Celkem bylo zpracovano 122 konformerti R-enantiomeru
a 104 konformeru S-enantiomeru pro kazdé rozpoustédlo zvlast. Hodnoty Gibbsovych
energii jednotlivych konformert byly vzestupné sefazeny do souboru, na ktery byl
nasledné aplikovan skript 8 porovnavajici navzajem konformery, které si byly energeticky
blizké. Takto byly nalezeny duplicitni modely, které byly ze souboru vymazany. Ze vSech
energii) nalezeny ve vodé. Jeden znich, R-enantiomer, je pro piiklad zobrazen
na Obrazku 40. Nejcastéji se stacela ,alifaticka ¢ast® molekuly. Dochéazelo k vytoceni

mimo rovinu benzenového jadra a rotacim vodikd a uhlikd kolem jednoduchych vazeb.
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Obrazek 40: Nejméné energeticky naro¢ny konformer R-(+)-fenylmlééné kyseliny
po optimalizaci ve vodé

V dal$im kroku byly konformery vyhodnocené jako unikatni podrobeny vypocétim
optické otacivosti v jednotlivych rozpoustédlech. K tomuto ucelu byla zvolena metoda
DFT zapouziti B3LYP funkcionalu a aug-cc-pVDZ a aug-cc-pVTZ béazového setu®.
U valen¢nich elektronli se pocitd s dvojnasobnym, resp. trojndsobnym, poctem orbitalil
(dvojnasobnym/trojnasobnym poctem bazovych funkci), nez obsahuje minimalni baze.
Tento bazovy set zahrnuje polarizacni funkce, baze je korelaéné konzistentni (k dispozici
jsou vsechny typy orbitalti — s, p, d, f...) difuzni funkce. Ze spocitanych 226 konformerd
obou enantiomerit (kazdé rozpoustédlo zvlast) bylo vyhodnoceno 160 konformert
R-enantiomeru a 160 konformerii S-enantiomeru unikatnich (ze vSech rozpoustédel
dohromady). U téchto struktur byla nasledné pocitana opticka otacivost. Optické otacivosti
1 energie geometrie byly pocitany i triple-zeta setem. Vysledky ukazaly jen malé odchylky,
tudiz je mozné pouzivat vypocet pouze na set double-zeta. Casova narocnost jednoho
vypoCtu optické otacivosti pro optimalizovany konformer fenylmlééné kyseliny se
pohybovala okolo 4 hodin. Kompletni souhrn vSech studovanych rozpoustédel 1ze nalézt

v priloze 7.5.
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Rovnice 4: Vztah pro vypocet Boltzmannovy distribuce

Ni — pocet molekul ve stavu i 0 energii E;
ks — Boltzmannova konstanta
Nj — pocet molekul ve stavu j 0 energii Ej

T — teplota systému

Energie konformerd jsou vztazeny relativné vzdy k prvnimu, tj. nejstabilnéjSimu,
konformeru. Vypoctené hodnoty a jsou uvedeny ve stupnich [°] a uvedeny ve sloupci
“Opticka otacivost . Teoreticka zastoupeni jednotlivych konformert byla kvantifikovana
pomoci Boltzmannova distribuéniho zdkona® (Rovnice 4) pii teploté 25°C a jsou uvedena
v procentech jako parcidlni ¢ast vici celkovému souctu vSech pravdépodobnosti.
V zavislosti na relativnim zastoupeni daného konformeru s urcitou optickou otacivosti byl
Vv celém souboru vypocitan jeho prispévek k celkové optické otacivosti. Parcidlni otacivost
zahrnuje vzdy piispévek daného konformeru a ptedchozich stabilnéjsich konformert.
Nésledné byla zjiSténa 1icelkovd suma pfispévkll optickych otacivosti vybranych
konformert (a tedy vysledna hodnota optické otacivosti daného konformeru
ve sledovaném rozpoustédle). Hodnoty celkovych otaéivosti pro oba enantiomery Kyseliny
fenylmlécné jsou shrnuty v Tabulce 8 Z celkovych otacivosti vyplyva, ze R- a S-
enantiomer poskytuje s mirnymi odchylkami vypocetné stejné hodnoty pro stejné

rozpoustédlo, pouze s opacnymi znaménky.

Tabulka 8: Vypocitané celkové optické otacivosti R- a S-fenylmlécéné kyseliny v péti

rozpoustédlech
R-fenylmlééna kyselina | S-fenylmlé¢na kyselina
Dz TZ Dz TZ

ACN | 80,9328° | 78,6488° | -81,0481° | -78,7430°
EtOH | 90,0643° | 87,9603° | -90,7330° | -88,4755°
H20 | 113,7757° | 112,0203° |-117,6015° | -116,0242°
hexan | 2,5257° 0,7352° -2,4172° | -0,6284°
MeOH | 112,2599° | 109,0132° | -77,9660° | -75,6762°
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Kombinaci programti Hyperchem a Gaussian doslo ke spravné ptredpovédi optickych
vlastnosti kyseliny fenylmlécné. Ukézalo se, Ze pti generovani vznikaji konformery R- a S-
enantiomeru Vv parech s téméf shodnymi energiemi. Zaroven byla vypoctena znaménka

celkovych optickych otacivosti kyseliny shodna s polarimetrickymi analyzami.

4.4.3. Optimalizace geometrie a vypocet optické otacivosti R-(+)-felodipinu

Vzhledem k ¢asové naro¢nosti vypocti felodipinu byly provedeny vypocéty pouze
pro R-(+)-felodipin. Z poznatki, které byly zjistény u kyseliny fenylmlééné (tj. shoda
hodnoty optické otacivosti obou enantiomeri liSici se pouze znaménkem) by teoreticky
staCilo spocitat pouze jeden enantiomer a vysledek druhého poté invertovat. Navrzeni
a optimalizace moleluky byla provedena stejné jako u fenylmlééné kyseliny. Timto
procesem bylo vygenerovano 911 konformert. Pro tyto konformery byla nasledné pomoci
programu Gaussian provedena optimalizace geometrie v 5 testovanych rozpoustédlech
(ACN, EtOH, MeOH, hexan, voda) s vyuzitim implicitniho modelu rozpoustédla (PCM).
Takto byly ziskavany stabilni struktury, ze kterych byly nasledné vyfazeny struktury
duplicitni. Vypocty byly provedeny metodou DFT za pouziti B3LYP funkcionalu s bazi
6-31G*.

Obrazek 41: Nejvice pohybujici se ¢asti felodipinu

Jeden vypocet pro optimalizaci energie vyzadoval piiblizné 20 hodin. Celkové bylo
zpracovano pies 300 konformerl (pro kazdé rozpoustédlo zvlast). Na zéklad€ vypoctu
a porovnani Gibbsovy energie jednotlivych konformert byl vytvoren soubor konformera
sefazenych podle vzristajici hodnoty Gibbsovy energie. Ten byl nasledné zpracovan

vytvofenym skriptem, ktery porovnaval geometrii energeticky blizkych konformerti. Timto
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zpusobem mohly byt nalezeny (a odstranény ze souboru) ptipadné opakujici se motivy
a ze spocitanych 200 pivodnich konformert (pro kazdé rozpoustédlo zvlast) zistalo 218
unikatnich struktur (vSechna rozpoustédla dohromady), u kterych byla dale pocitana jejich
pravdépodobnost vyskytu a opticka otadivost (viz nize). Casti molekuly felodipinu,
u kterych se projevovala nejvyssi polohova variabilita, jsou vyznadeny na Obrazku 41.
kolma orientace benzenového kruhu vuc¢i heterocyklickému, odpuzovani jednotlivych
esterovych skupin od molekuly a rotace uhliku a vodiki esterovych skupin kolem

v

energie (nalezen ve vod¢) je znazornéna na Obrazku 42.

Obrazek 42: Nejméné energeticky naro¢ny konformer R-(+)-felodipinu po optimalizaci
ve vodé

V druhém kroku byly konformery (vyhodnocené jako unikatni v prvnim kroku)
podrobeny vypoctu optické otacivosti vV danych rozpoustédlech. K tomuto ucelu byla

zvolena metoda DFT zapouziti B3LYP funkciondlu a aug-cc-pVDZ bazového setu®.
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U valenc¢nich elektront se pocitd s dvojnasobnym poctem orbitalit (dvojnasobny pocet

bazovych funkci), nez obsahuje minimalni baze.

Casova naroénost jednoho vypoétu optické ota¢ivosti pro optimalizovany konformer
felodipinu se pohybovala okolo 4 dnti. Vypocet optické otacivosti byl realizovan u 218
konformert. Sefazeni konformerti a nasledné vypocty byly provedeny obdobné jako
U kyseliny fenylmlééné. Kompletni souhrn vSech péti studovanych rozpoustédel 1ze nalézt
v ptiloze 7.6. Sledovanim piispévku celkové otacivosti je mozné pozorovat konvergenci
hodnoty optické otacivosti v daném rozpoustédle ke kone¢né hodnoté. Vysledna hodnota
optické otacivosti daného konformeru by se pii dostatecné velkém poctu vypocti blizila
k vysledné¢ hodnoté. Obrazek 43 znazornuje piispévky parcidlnich optickych otacivosti

s ristem po¢tu mén¢ energeticky vyhodnych konformaci R-(+)-felodipinu ve vodé.
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Obrazek 43: Prubéh parcialnich prispévku k celkové optické otacivosti R-(+)-felodipinu
ve vodé

Zatimco dle teorie je R-enantiomer felodipinu pravotodivy®®, v doposud
vypoctenych konformerech vychézela opticka otacivost zaporna ve vSech péti zkoumanych
rozpoustédlech (viz Tabulka 9). Pii vykonu vypocetniho klastru pouzitého Vv této praci
nebylo mozno dosahnout dostatecného pokryti celého setu konformerd (konformacniho
prostoru) pro tak slozitou molekulu, jako je felodipin. Lze opravnéné piedpokladat, Ze

doposud nenalezené stabilnéjsi konformery by posunuly (vyrazné zménily) doposud
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dosazeny parcidlni vysledek. Tato vypocltova cast prace demonstruje prudky narist

Tabulka 9: Vypocitané celkové optické otacivosti R-felodipinu v péti rozpoustédlech

R-felodipin
ACN | -977,4352°
EtOH | -239,8772°
H20 | -567,1045°
hexan [-1470,6954°
MeOH | -257,7731°
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5. ZAVER

V ramci diplomové prace byl sledovan vliv rozpoustédla na odezvu enantiomert
kyseliny fenylmlééné a felodipinu pfi jejich méfeni polarimetrickym detektorem
Vv pritokovém uspoiadani. Pomoci vypocetné-chemickych metod provedena optimalizace
geometrie studovanych slouc¢enin pomoci DFT vypoc¢ta s vyuzitim funkcionalu B3LYP
a bazového setu 6-31G*. Specifickd opticka otacivost optimalizovanych struktur byla
zjistovana DFT vypocty s vyuzitim dunkciondlu B3LYP a bazového setu aug-cc-pVDZ,
v ptipad¢ kyseliny fenylmlécné pak také bazového setu aug-cc-pVTZ. Zvolena
rozpoustédla (voda, methanol, acetonitril, hexan a ethanol) byla simulovana modelem

polarizovaného kontinua.

Kyselina fenylmlécnd poskytovala dobrou odezvu ve vSech zminénych
rozpoustédlech. Nejlepsim rozpoustédlem (poskytujicim nejlepsi odezvu) byla voda,
nasledovana acetonitrilem a nejhorsi odezvu poskytoval isopropanol. Hodnoty smérnic
a jejich zmény s pouzitym rozpoustédlem se u obou enantiomeri dobie shodovaly. Ziskana
data ukazuji, ze pfi optimalizaci chromatografické metody vyuzivajici polarimetricky
detektor bude slozeni mobilni faze vedle selektivity vyznamné ovliviiovat i moznosti
detekce. Navrzenym vypocetné-chemickym postupem se podafilo uspé$né vypocitat
energie nejstabilnéjSich konformer obou enantiomert kyseliny fenylmlééné a nasledné
I jejich optické otacivosti v péti rozpoustédlech. Byla pozorovana shoda s experimentalné
zjisténymi daty a zaroven se hodnoty celkovych optickych otac¢ivosti obou enantiomerti
vzdy stejném rozpoustédle shodovaly az na znaménko. Zuvedeného plyne zajimavy
metodicky poznatek, Ze pifi spravném pokryti konformacniho prostoru je zfejmé mozno
vypocitat optickou otafivost jednoho enantiomeru a z néj odvodit optickou otacivost
enantiomeru druhého. Tento poznatek bude ovSem vhodné dale ovéfovat pro rizné

struktury.

Felodipin vykazoval v porovnani s kyselinou fenylmléénou horsi odezvu ve vsech
studovanych rozpoustédlech. Pfi méteni v jednotlivych rozpoustédlech byla pozorovana
dobra shoda smérnic obou enantiomerd. Bylo zji$téno, Ze pouZiti polarnéjSich mobilnich
fazi (vody a jejich smési s ethanolem) ma pozitivni vliv na odezvu polarimetrického
detektoru. Nejlepsich vysledki pfi soucasném posuzovani citlivosti, detekéniho limitu
I linearity bylo dosazeno pfi pouziti smési ethanol-voda v poméru 11:9 (v/v). Rozpoustédla

jako hexan, acetonitril a methanol byla vyhodnocena jako nejméné vhodné pro analytu
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felodipinu. Ani u felodipinu, ani u kyseliny fenylmlé¢né neni citlivost metody pln€ zavisla
na polarité rozpoustédla, i kdyz v fad¢ studovanych protickych rozpoustédel 1ze pozorovat
urcity trend rostouci smérnice kalibra¢ni zavislosti s polaritou. Odezva polarimetrického
detektoru siln¢ zalezi na kombinaci analyt-rozpoustédlo a provedené experimenty
poukazuji na vyznam detailni a samostatné optimalizace sloZzeni mobilni faze pro analyty
S riznou strukturou. Je také ziejmé, ze optimalizace bude vysledkem kompromisu mezi

dostate¢nou enantioselektivitou separace a dostatecnou odezvou chiralniho detektoru.
neposkytly povedené vypoCty dostate¢né pokryti konformaéniho prostoru pro zkoumany

R-enantiomer natolik, aby doslo ke kvalitnimu odhadu optické otacivosti.

Vypocty byly provadény s nenabitymi molekulami. Do budoucna by bylo zajimavé
prostudovat vliv naboje v molekule (uvazovat rovnovahu mezi nabitou a nenabitou formou

analytl).
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7. PRILOHY
7.1. Zavislost plochy signalu na koncentraci kyseliny fenylmlécéné
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Obrazek 51: L(-)PLA v EtOH po odectu signalu blanku
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Obrazek 61: D(+)PLA v i-PrOH po ode¢tu signalu blanku

5000

4000

3000

2000

1000

y =1.6339x - 238.55

R? =0.9985

—

e

400 600 800 1000

Koncentrace [mg/I]

0 200

1200

Obrazek 63: L(-)PLA v i-PrOH po odectu signalu blanku
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7.2. Zavislost plochy signalu na koncentraci felodipinu
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Obrazek 74: Zavislost plochy na koncentraci R-(+)-felodipinu
v EtOH
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Obrazek 73: Zavislost plochy na koncentraci S-(-)-felodipinu
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Obrazek 75: Zavislost plochy na koncentraci R-(+)-felodipinu
v EtOH po odectu signalu blanku
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Obrazek 78: Zavislost plochy na koncentraci R-(+)-felodipinu

v EtOH:H-0 (11:9)
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Obrazek 77: Zavislost plochy na koncentraci S-(-)-felodipinu

v EtOH:H-0 (11:9) po odectu signalu blanku
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Obrazek 79: Zavislost plochy na koncentraci R-(+)-felodipinu

v EtOH:H-0 (11:9) po odectu signalu blanku
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Obrazek 82: Zavislost plochy na koncentraci R-(+)-felodipinu
v i-PrOH
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Obrazek 81: Zavislost plochy na koncentraci S-(-)-felodipinu
V i-PrOH po odectu signalu blanku
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Obrazek 83: Zavislost plochy na koncentraci R-(+)-felodipinu
V i-PrOH po odectu signalu blanku
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Obrazek 85: Zavislost plochy na koncentraci S-(-)-felodipinu
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7.3. Kolisani blanku v ¢ase u kyseliny fenylmlécné

Plocha [mV.s]

0 == P s A )
0 50 100 150 200

Retencni ¢as [min]

Obrazek 88: Kolisani blanku u kyseliny fenylmlééné v ACN
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Obrazek 90: Kolisani blanku u kyseliny fenylmlééné v H,O
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Obrazek 89: Kolisani blanku u kyseliny fenylmlééné v EtOH
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Obrazek 91: Kolisani blanku u kyseliny fenylmlé¢né v hexan:EtOH
(19:1)
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Obrazek 92: Kolisani blanku u kyseliny fenylmlééné v i-PrOH
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Obrazek 94: Kolisani blanku u kyseliny fenylmlééné v n-PrOH
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7.4. Kolisani blanku v ¢ase u felodipinu
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Obrazek 97: Kolisani blanku u felodipinu v i-PrOH Obrazek 98: Kolisani blanku u felodipinu v n-PrOH
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7.5. Konformery kyseliny fenylmlécné (Gibbsova energie a opticka otacivost)

Tabulka 10: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilnéjsich konformeri
R-(+)-fenylmlé¢né kyseliny v acetonitrilu

. . Opticka otacivost Prispévek s
ID konformeru (C:L:Jabtiﬁge[rg\'a [l))z T Boltzmann | Pravdépodobnost k Cell)kové o t;;?‘fg;?l(rll; 7)
otacivosti (DZ)
R-phelact-030 0 105,28 103,90 1 32,89% 34,6242 105,28
R-phelact-047 0,013306368 11,59 6,09 0,595766 19,59% 2,2709 70,30
R-phelact-008 0,020571808 90,26 90,79 0,4490186 14,77% 13,3289 74,68
R-phelact-003 0,035238745 173,19 174,31 0,2537124 8,34% 14,4510 85,56
R-phelact-042 0,044545039 305,97 293,43 0,1766171 5,81% 17,7724 101,29

Tabulka 11: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilnéjsich konformert
S-(-)-fenylmlééné kyseliny v acetonitrilu

. . Opticka otacivost Piispévek oy,
ID konformeru GIbb?' et]ergle Boltzmann | Pravdépodobnost k celkové ’Iiz.lrcmlnl
(relativni) [eV] DZ TZ s . otacivost (DZ)
otacivosti (DZ)

S-phelact-027 0 -105,05 | -103,67 1 32,98% -34,6421 -105,05
S-phelact-040 0,013197522 -11,60 -6,10 0,5982953 19,73% -2,2887 -70,07
S-r008 0,020626231 -90,41 -90,93 0,4480685 14,78% -13,3589 -74,52
S-phelact-003 0,035238745 -173,21 | -174,33 0,2537124 8,37% -14,4918 -85,41
S-phelact-097 0,044327348 -306,01 | -293,46 0,1781199 5,87% -17,9745 -101,26
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Tabulka 12: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilnéjsich konformeri
R-(+)-fenylmlééné kyseliny v ethanolu

. . Opticka otacivost Prispévek s
ID konformeru ((E L?abé'vﬁge[rg\',e] [l))z 17 Boltzmann | Pravdépodobnost k cerl)kové o tél;?x;?l(r]l;z)
otacivosti (DZ)

R-phelact-001 0 157,91 157,01 1 29,12% 45,9835 157,91
R-phelact-047 0,007755245 10,78 5,31 0,7394506 21,53% 2,3212 95,36
R-phelact-008 0,01551049 88,50 89,19 0,5467872 15,92% 14,0914 93,72
R-phelact-003 0,030721655 174,06 175,20 0,3024798 8,81% 15,3316 103,11
R-phelact-111 0,041198038 306,00 293,44 0,2011911 5,86% 17,9276 117,74

Tabulka 13: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilnéjsich konformeri
S-(-)-fenylmlééné kyseliny v ethanolu

. . Opticka otacivost Piispévek oy,
ID konformeru gé?abt;ﬁ:,])e{g\lﬁ [I),Z Tz Boltzmann | Pravdépodobnost k cell)kové o t;;?:g;?lg; 7)
otacivosti (DZ)

S-phelact-001 0 -157,96 | -157,06 1 28,37% -44,8060 -157,96
S-phelact-040 0,007564765 -10,79 -5,32 0,7449531 21,13% -2,2800 -95,13
S-phelact-008 0,01532001 -88,34 -89,04 0,5508561 15,63% -13,8034 -93,50
S-phelact-003 0,030612809 -173,53 | -174,67 0,303764 8,62% -14,9520 -102,85
S-phelact-085 0,040925925 -305,58 | -293,02 0,2033333 5,77% -17,6247 -117,56
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Tabulka 14: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilnéjsich konformeri
R-(+)-fenylmlé¢né kyseliny ve vodé

. . Opticka otacivost Prispévek s
ID konformeru ((E L?abé'vﬁge[rg\'ﬁ [l))z 17 Boltzmann | Pravdépodobnost k Cerl)kové o tél;?x;?l(r]l;z)
otacivosti (DZ)

R-phelact-030 0 122,23 120,92 1 59,72% 72,9936 122,23

R-s001 0,047266178 162,84 161,96 0,1588678 9,49% 15,4491 127,80
R-phelact-067 0,050966926 11,86 6,31 0,1375563 8,21% 0,9743 115,50
R-phelact-051 0,05752487 93,00 93,60 0,1065683 6,36% 5,9186 113,79
R-phelact-060 0,069960473 220,19 216,32 0,0656784 3,92% 8,6363 118,55

Tabulka 15: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilnéjsich konformeri
S-(-)-fenylmlééné kyseliny ve vodé

Opticka otacivost

Piispévek

Gibbs. energie " , Parcialni
ID konformeru (relativni) [egV] DZ Tz Boltzmann | Pravdépodobnost Otéléizilsli(i)\(f; - otativost (DZ)
S-r030 0 -122,53 | -121,21 1 76,69% -93,9665 -122,53
S-phelact-001 0,068110099 -162,64 | -161,77 0,0705831 5,41% -8,8036 -125,17
S-phelact-040 0,071293831 -11,89 -6,35 0,0623569 4,78% -0,5686 -118,94
S-phelact-008 0,077824564 -93,65 -94,27 0,0483606 3,71% -3,4732 -117,90
S-phelact-010 0,090069688 -220,31 | -216,44 0,0300266 2,30% -5,0731 -120,44
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Tabulka 16: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilnéjsich konformeri
R-(+)-fenylmlééné kyseliny v hexanu

. . Opticka otacivost Prispévek s
ID konformeru ((E L?abé'vﬁge[rg\'ﬁ [l))z 17 Boltzmann | Pravdépodobnost k cerl)kové o tél;?x;?l(r]l;z)
otacivosti (DZ)

R-phelact-064 0 25,11 21,38 1 43,37% 10,8892 25,11
R-phelact-009 0,008952546 14,17 13,57 0,705782 30,61% 4,3370 20,58
R-phelact-018 0,045306958 -604,43 | -597,47 0,1714564 7,44% -44,9415 -36,50
R-phelact-030 0,049007706 151,32 152,43 0,1484561 6,44% 9,7419 -22,74
R-phelact-042 0,060436488 314,2 301,09 0,0951506 4,13% 12,9648 -7,62

Tabulka 17: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilnéjsich konformeri
S-(-)-fenylmlé¢né kyseliny v hexanu

. . Opticka otacivost Piispévek oy,
ID konformeru gé?abt;ﬁ:,])e{g\lﬁ [I),Z Tz Boltzmann | Pravdépodobnost k cell)kové o t;;?:g;?lg; 7)
otacivosti (DZ)
S-phelact-054 0 -25,1 -21,37 1 43,39% -10,8903 -25,10
S-phelact-009 0,008952546 -14,15 -13,55 0,705782 30,62% -4,3331 -20,57
S-phelact-099 0,045198112 604,61 597,63 0,1721843 7,47% 45,1685 36,75
S-phelact-014 0,048980495 -151,69 | -152,79 0,1486134 6,45% -9,7810 22,93
S-phelact-020 0,060218797 -313,22 | -300,13 0,0959602 4,16% -13,0409 7,73
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Tabulka 18: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilnéjsich konformeri
R-(+)-fenylmlééné kyseliny v methanolu

. . Opticka otacivost Prispévek s
ID konformeru ((E L?abé'vﬁge[rg\'ﬁ [l))z 17 Boltzmann | Pravdépodobnost k cerl)kové o tél;?x;?l(r]l;z)
otacivosti (DZ)
R-phelact-030 0 101,18 99,85 1 44,88% 45,4067 101,18
R-phelact-067 0,010666863 13,00 7,52 0,660226 29,63% 3,8518 66,11
R-phelact-008 0,018095572 87,53 88,28 0,4944489 22,19% 19,4224 71,03
R-phelact-066 0,032898566 170,88 171,99 0,2779067 12,47% 21,3116 82,44
R-phelact-111 0,042422551 307,74 295,20 0,1918272 8,61% 26,4923 98,90

Tabulka 19: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilnéjsich konformeri
S-(-)-fenylmlé¢né kyseliny v methanolu

. . Opticka otacivost Piispévek oy,
ID konformeru gé?abt;ﬁ:,])e{g\lﬁ [I),Z Tz Boltzmann | Pravdépodobnost k cell)kové o t;;?:g;?lg; 7)
otacivosti (DZ)
S-phelact-027 0 -101,20 -99,88 1 31,25% -31,6224 -101,20
S-phelact-082 0,010694075 -12,98 -7,50 0,6595271 20,61% -2,6750 -66,14
S-phelact-008 0,018149994 -87,39 -87,89 0,4934027 15,42% -13,4734 -71,01
S-phelact-003 0,032816932 -170,73 | -171,84 0,2787911 8,71% -14,8731 -82,44
S-phelact-085 0,042476974 -307,11 | -294,58 0,1914213 5,98% -18,3695 -98,84
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7.6. Konformery R-felodipinu (Gibbsova energie a opticka otac¢ivost)

Tabulka 20: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilnéjsich konformeri

R-(+)-felodipinu v acetonitrilu

Gibbs. energie | Opticka otacivost " Piispévek k celkové | Parcialni
ID konformeru (relativni) [egV] P (D2) Boltzmann | Pravdépodobnost po takivosti otativost
R-felo-0029 0 -197,65 1 39,13% 77,3433 -197,65
R-felo-0007 0,015047896 -277,07 0,556721267 21,79% -60,3605 -226,05
R-felo-0073 0,043266104 5373,09 0,185631303 7,26% 390,3023 370,48
R-felo-0006 0,045960031 -3553,47 0,167153087 6,54% -232,4304 26,99
R-felo-0038 0,055048634 -8113,68 0,117350558 4,59% -372,5880 -444,34

Tabulka 21: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilnéjsich konformera

R-(+)-felodipinu v ethanolu

Gibbs. energie | Opticka otacivost . Prispévek k celkové | Parcialni

ID konformeru (relativni) [egV] P (D2) Boltzmann | Pravdépodobnost P otaivosti otativost
R-felo-0029 0 -198,36 1 39,12% -77,5955 -198,36
R-felo-0018 0,017796246 3770,70 0,500243051 19,57% 737,8798 1125,09
R-felo-0073 0,040490542 5453,43 0,206808282 8,09% 441,1845 1649,46
R-felo-0020 0,047783194 -7392,15 0,155702849 6,09% -450,2461 893,70
R-felo-0038 0,056028244 -8191,89 0,112960425 4,42% -361,9870 374,26
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Tabulka 22: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilngjsich konformeri

R-(+)-felodipinu ve vodé

Gibbs. energie | Opticka otacivost " Piispévek k celkové | Parcialni
ID konformeru (relativni) [egV] P (D2) Boltzmann | Pravdépodobnost pO tativosti otativost
R-felo-0029 0 -197,04 1 27,86% -54,8972 -197,04
R-felo-0007 0,010857343 -277,17 0,655349317 18,26% -50,6075 -228,76
R-felo-0051 0,039021128 4633,18 0,218980876 6,10% 282,6712 339,27
R-felo-0065 0,040626599 -6378,19 0,205716008 5,73% -365,5625 -325,09
R-felo-0005 0,042504185 4035,02 0,191218678 5,33% 214,9672 41,99

Tabulka 23: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilngjsich konformert

R-(+)-felodipinu v hexanu

Gibbs. energie | Opticka otacivost Y Piispévek k celkové | Parcialni

ID konformeru (relativni) [egV] P (D2) Boltzmann | Pravdépodobnost P otaivosti otaivost
R-felo-0066 0 -2945,91 1 24,55% -723,0759 -2945,91
R-felo-0002 0,011211091 -3097,31 0,646387977 15,87% -491,4082 -3005,35
R-felo-0005 0,017823458 1369,28 0,499713517 12,27% 167,9491 -1986,73
R-felo-0013 0,043946388 353,64 0,180780681 4,44% 15,6920 -1804,90
R-felo-0148 0,052055381 330,78 0,13185045 3,24% 10,7050 -1690,38
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Tabulka 24: Energie, optické otacivosti a pravdépodobnosti zastoupeni prvnich péti z dosud nalezenych nejstabilnéjsich konformeri
R-(+)-felodipinu v methanolu

Gibbs. energie | Opticka otacivost " Piispévek k celkové | Parcialni

ID konformeru (relativni) [egV] P (D2) Boltzmann | Pravdépodobnost pO tativosti otativost
R-felo-0029 0 -197,10 1 25,72% -50,6994 -197,10
R-felo-0007 0,015728181 -276,45 0,542173913 13,95% -38,5541 -225,00
R-felo-0065 0,043483795 -6310,93 0,184065108 4,73% -298,8001 -873,93
R-felo-0051 0,044028023 4759,26 0,18020719 4,64% 220,6111 -341,45
R-felo-0123 0,044109657 963,73 0,179635518 4,62% 44,5311 -229,06

7.7. Seznam skripth

1- hcs-extract.php

2 - rename.php

3 - hlavicka-geom.php

4 - fronta.sh

5- zmattransform.sh

6 - orez-radku.php

7 - energy-extraction.php
8 - ordered-zmat.php

9 - hlavicka-rot.php

Skripty jsou k dispozici na prilozeném CD.
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