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Seznam pouzitych zkratek

ACN - acetonitril

AGP — ai-kysely glykoprotein

BINAP — (2,2"-Bis(difenylfosfino)-1,1"-binaftyl)
BINOL — 1,1"-bi-2-naftol

BSA — hovézi sérovy albumin

CDX — chiralni derivaty xanthonu

CSP — chiralni stacionarni faze

EtOH — ethanol

HILIC — hydrofilni interak¢éni chromatografie
HPLC — vysokot¢inna kapalinova chromatografie
HSA — lidsky sérovy albumin

GC — plynova chromatografie

i-PrOH — isopropanol

LC — kapalinova chromatografie

LEC — ligandové vyménna chromatografie
MEKC — micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie
MeOH — methanol

n-PrOH — propanol

NA — nevodny

NP — normalni faze

ODS - oktadecylsilan

ORD - opticka rota¢ni disperze

OVM - ovomukoid

POM - polarni organicky mod

QUINAP — 1-[2-(difenylfosfino)-1-naftyl]isochinolin
RP — reverzni faze

SFC — superkriticka fluidni chromatografie

THF — tetrahydrofuran



TLC — chromatografie na tenké vrstvé



1. Uvod

Velka cast farmaceutického pramyslu je dnes zaloZzena na vyuziti jevu chirality. Vice
nez polovinu dostupnych Ié¢iv totiz tvofi opticky aktivni latky a okolo 90 % z nich jsou
racematy nebo smeési stereoizomeri Vruznych pomeérech.  Znat vlastnosti vSech
stereoizomert je dilezité, nebot’ mohou mit v lidském téle odlisné farmakologické, toxické
¢i metabolické Uc¢inky. Z tohoto divodu jsou dnes dileZitou soucasti farmaceutického
pramyslu chirdlni separace a analyza opticky aktivnich latek. Pro chirdlni separace
vyuzivame predev§im vysoko uc¢innou kapalinovou chromatografii, plynovou

chromatografii, superkritickou fluidni chromatografii ¢i kapilarni elektroforézu [,

Benzimidazoly jsou latky, jejichz derivaty dnes vyuzivame piedev§im v medicinalni
chemii jako biologicky aktivni latky. Existuji jak achiralni, tak chiralni latky tohoto typu.
Mezi chiralnimi nachazime takové, které jsou pacientim podavany v racemické smeési
(omeprazol), ale také takové, jenz jsou pouze v podobé jednoho z enantiomert (veliparib)
21, Kromé toho nachazeji chiralni derivaty benzimidazolu uplatnéni jako katalyzatory

v asymetrickych syntézach. Také v tomto ptipadé proto chiralni separace hraje velkou roli
[3]

V této praci se zabyvame chirdlnimi separacemi axidlné chirdlnich benzimidazoli
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Cilem je optimalizovat podminky pro
separaci Ctyf nové syntetizovanych slou¢enin s imidazolovou strukturou s vyuZzitim
izokratické eluce bez pridavku aditiv. Analyticka separace realizovana s témito omezenimi
umoziuje snadnéjsi ndsledny transfer metody do semipreparativnich rozmérli a naslednou

izolaci separovanych enantiomert pro jejich dalsi studium.



2. Teoreticka cast
2.1. Chiralita

Prvni definici chirality vyslovil v roce 1848 Louis Pasteur pii zkoumani kyseliny
vinné. Pasteur je definoval takto: ,,Copak neni zfejmé, Ze vlastnost urcitych molekul stacet
polarizac¢ni rovinu zptsobuje nebo alespon blizce souvisi s disymetrii téchto molekul?
Pojmem ,,disymetrie“ zde Pasteur myslel chiralitu ). Vyznam slova chiralita pochazi
z fectiny (chiros = ruka). Jako prvni vSak pouzil tento pojem az Lord Kelvin, jenz chiralitu
definoval jako ,,atribut jakéhokoliv geometrického tvaru nebo mnoziny bodd, jehoz obraz
Vv idedlnim zrcadle s nim nelze ztotoznit“. O rozSifeni tohoto pojmu se poté zaslouzili
pfedeviim Cahn, Ingold a Prelog pfi studiu chirality molekul Bl V roce 1966 jimi byla
vydana pielomova publikace v oblasti chirality, ktera shrnovala dosavadni poznatky v této
oblasti. Byla v ni také popsana chiralita koordina¢nich sloucenin a v neposledni fad¢ byl
zaveden novy systém pro ur¢ovani konfigurace chiralnich center znamy jako CIP (Carl-

Ingold-Prelog) systém [,

Chiralita je vlastnost latky, ktera disponuje optickou aktivitou. Tato aktivita se
projevuje staGenim roviny polarizovaného svétla doprava ¢i doleva na zakladé prostorového
usporadani molekuly. Latky s touto schopnosti nazyvame opticky aktivnimi. Podle toho, na
kterou stranu latka staci rovinu polarizovaného svétla rozliSujeme dva optické antipody. Dle
poc¢tu chirdlnich center v molekule existuje 2" stereoisomert, kde n znaéi pocet chiralnich
center. Stereoisomery délime na enantiomery a diastereomery na zéklad¢ jejich vzajemnych
strukturnich vztaht. Jednotlivé vztahy mezi témito formami jsou popsany na molekule 2,3-
pentandiolu na Obr. 1. Prostorovou orientaci jednotlivych stereoisomerti konkrétni
molekuly lze zapsat vice zptisoby. Prvnim zpsobem je 0znaceni ,,+* (Stereoisomer staci
rovinu polarizovaného svétla ve sméru hodinovych rucicek) a ,,-* (staci ji proti sméru). Starsi
alternativou je oznaceni ,,d*, tedy dextrorotary (pravotoéivy) — analogie s ,,+ a ,,I*, tedy
levorotary (levotoCivy) — analogie s ,,-“. Pro znaceni absolutni konfigurace na chiralnim
centru lze vyuzit oznaceni enantiomert jako D a L (konvence dle Fischera a Roschanoffa).
Pismenem D je myslen termin dexter (pravy) a pismenem L je mySlen termin leavus (levy).
Z téchto pismen vychazi oznaceni ,,d“ a ,I1“ a vyuziva se Casto pro urCeni absolutni
konfigurace v biomolekulach (napt. D-fruktosa). Neni vSak pravidlem, ze biomolekula
s absolutni konfiguraci D je také pravotociva (+, d). Naptiklad v ptipadé D-fruktosy se jedna

o levoto¢ivou molekulu. Divodem je, Ze tato konvence pouze posuzuje stereochemii



slouceniny vzhledem ke struktufe glyceraldehydu, ze kterého vychédzi. Druhym typem
oznaceni absolutnich konfiguraci na chirdlnim centru je R (rectus = pravy) a S (sinister =
levy) dle konvence CIP. Tato konvence posuzuje kazdé chiralni centrum zvlast’ a proto
nazev molekuly s vice chiradlnimi centry obsahuje vice stereodeskriptori oproti konvenci
Fischera a Roschanoffa (napt. ,,(2R, 3R)-2,3-pentandiol*) [578],

CHj SC::H'O‘
H —.?_..O H Enantiomery HOm——emH
HOm—l—H Hel=OH
ész CzHs
Diastereomery Diastereomery
R9H3 %"3
HO™=—H Hw—i—aOH
S " R
HO—E—-H Enantiomery H "'é"‘ OH
CaHs C2Hs

Obrazek 1: Jednotlivé isomerni vztahy mezi 2,3-pentandiolem

Jednotlivé formy maji vzhledem Kk odlisnému prostorovému uspoiadani rozdilné
vlastnosti. Jako enantiomery oznacujeme, jak je patrné z obrazku, slouc¢eninu a jeji zrcadlovy
obraz; ve svych chemickych a fyzikalnich vlastnostech se enantiomery navzajem nijak
nelisi. Pokud jsou oba enantiomery (pravotocivy i levotocivy) pfitomny ve smési v poméru
1:1, hovofime o tzv. racematu, ktery se navenek projevuje jako opticky neaktivni latka.
Diastereomery se od sebe lisi orientaci na nékterych chirdlnich centrech, ne vSak na vSech.
Nejsou tedy presnymi zrcadlovymi obrazy a maji navzajem odlisné fyzikalni a chemické
vlastnosti. Specialnim ptipadem latek, které maji na uhliku Ctyfi rizné substituenty, a ptesto
nejsou opticky aktivni jsou tzv. mesoslouceniny. Tato anomalie vyplyva z faktu, ze
mesoslouéeniny maji rovinu symetrie. Tim je poruSen zakladni pfedpoklad pro optickou
aktivitu slouCeniny (tj. asymetri¢nost). Vzajemny vztah enantiomerd a mesoformy je

zobrazen na molekule 2,3-butandiolu na Obr. 2 [ 9,



Béhem 20. stoleti doslo k velkému vyvoji ve studiu chirality a jejiho uplatnéni. To
nachézime piedevsim ve farmacii pii vyvoji 16¢iv. Casto je totiz v lidském téle aktivni pouze
jeden z enantiomert. Za zminku stoji thalidomidova aféra z padesatych let minulého stoleti.
Zatimco enantiomer R m¢él pro t€¢hotné Zeny sedativni ucinky, enantiomer S pusobil na
embryo jako silny teratogen. Nasledkem toho se narodilo n¢kolik tisic déti se Spatné
vyvinutymi koncetinami. Od té doby klade farmaceuticky primysl veliky diraz na kontrolu
enantiomerni Cistoty (opticka Cistota udava piebytek jednoho enantiomeru oproti druhému).

Z toho ditvodu nachazeji chirlni separace velké uplatnéni pravé ve vyvoji 1é¢iv [19,

CHj CHj
Hwm——OH Enantiomery HOw—r—atH
HORe-~=H - Hw—OH
CHs CHs
Diastereomery Diastereomery

CHs, CH,
HO™=1—H Huw—i—=OH
RO —=H Mesosloucenina HeS =0k

CHs CH3

Obrazek 2: VVztah mezi enantiomery a mesoformou 2,3—butandiolu

2.1.1. Centralni chiralita

Slouc¢eniny mohou vykazovat n€kolik typi chirality. Tam, kde je centrem chirality
asymetricky atom, hovofime o chiralité centralni. NejcastéjSim ptipadem je atom uhliku, na
ktery jsou navazany Ctyfi rizné substituenty; tento atom se stava centrem chirality. Tento
typ chirality vykazuje vétSina dosud objevenych chiralnich slou¢enin. Existuji také chiralni
slouCeniny s centrem chirality na jiném atomu, nez je uhlik. V takovém piipad¢ je centralnim
atomem napiiklad dusik, fosfor nebo sira. Typickym ptikladem sloucenin s centrem chirality
na dusiku jsou kvartérni amoniové soli. U fosforu muzeme zminit chiralni fosfatové
triestery. Chiralni slouc¢eninou se sirou jako centralnim atomem je naptiklad 1€k armodafinil

(11121 Typicky zastupce sloudeniny s centralni chiralitou je zobrazen na Obr. 3,
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Obrazek 3: Piiklad stereoisomeru s centralni chiralitou na molekule
bromochlorofluoromethanu

2.1.2. Axialni chiralita

Tento jev byl poprvé pozorovan v roce Christiem a Kennerem pii zkoumani 6,6'-
dinitro-2,2"-difenolové kyseliny [*°l. Na rozdil od chirality centralni zde neni pfitomen
symetricky substituovany atom, ale zdrojem chirality je asymetrie vazby — nejcastéji mezi
dvéma atomy uhliku, dal$imi moznostmi jsou naptiklad vazba uhlik-dusik, uhlik-sira nebo
uhlik-kyslik [®1. Pro jednotlivé izomery (atropoisomery) musi navic platit, Ze jejich
vzajemna konverze mezi jednotlivymi izomery prob¢hne s polo¢asem premény nejméné
1000 sekund pfi laboratorni teploté, coz odpovida energetické bariéie pro konverzi 23,3
kcal/mol (v opa¢ném ptipad¢ se nejedna o chiralni slouceninu). Pojem atropoisomerismus
vychazi z feCtiny (,,a“ = ,,ne*, ,,tropos* = ,,oto¢it™). Jak jiz bylo zminéno, centrem chirality
je v tomto ptipadé osa (tj. vazba). Na této ose se pak nachazeji Ctyfi rizné substituenty,
popiipadé aromaticka jadra, na nichz se nachazeji asymetricky rozmisténé substituenty

(Obr. 4).
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Obrazek 4: Obecna struktura molekuly s axialni chiralitou

Volna rotace téchto substituentil je pak znemoznéna nasobnymi vazbami (Obr. 4A)
nebo sterickym branénim — tedy zamezeni rotace jedné ¢asti molekuly kolem vazby —
zpusobenym piitomnosti objemnych substituenta (Obr. 4B). Sterické branéni tvofi
dostatecn¢ velky energeticky rozdil k vytvotfeni bariéry, v disledku ¢ehoZz pozorujeme
existenci atropoisomertt 1“1, Pokud dojde k prekonani energetické bariéry (napiiklad
zvySenim teploty) branici rotaci, mohou jednotlivé atropoisomery libovolné
interkonvergovat (piechazet jeden ve druhy), coz ve vysledku vede k racemizaci. Energie
nutna k prekonani této bariéry je specificka pro kazdou latku [*31. Axialng chiralni latky nasly
uplatnéni v mnoha odvétvich chemie, v organické chemii naptiklad jako ligandy
v asymetrickych syntézach (latky BINAP, QUINAP, BINOL; struktury viz Obr. 5). Dale
nachazeji vyuziti napt. jako katalyzatory v organokovovych syntézach ¢i pii Suzuki-
Miyaura reakci [®l. Velka &ast takovych latek vSak dnes nasla uplatnéni predevsim
v medicing 171 ptikladem muaze byt glykopeptid vankomycin, ktery je vyuzivan jako

antibiotikum [8],

N
PPh, 7 OH
[ l PPh, ‘ i PPh, ] I OH

BINAP QUINAP BINOL

Obrazek 5: Struktury ligandli vyuZivanych v asymetrickych syntézach



Stejné jako u sloucenin s chiralitou centralni lze i u axidln€ chirdlnich sloucenin urcit
jejich konfiguraci. Ta se oznacuje jako Ra (resp. M) ¢i Sa (P). Pro uréeni nejprve oznac¢ime
substituenty Cisly 1-4. V prvnim kroku to vSak neni podle jejich molekulovych hmotnosti
(Jako v ptipad¢ chirality centralni), ale podle toho, kde se substituenty nachazeji. Teprve ve
druhém kroku vyuzijeme molekulové hmotnosti substituentt. Pii natoceni molekuly chiralni
vazbou smérem od pozorovatele ozna¢ime téz8i substituent vpiedu jako ,,1%, lehéi ze dvojice
substituentti vzadu zase ,,4“. (viz Obr. 6). Poté prevedeme molekulu do Newmanovy
projekce: substituenty vpfedu jsou zobrazeny na vertikalni ose, zatimco ty vzadu na
horizontalni. Nasledné ur¢eni konfigurace je jiz identické jako u chirality centralni. Pokud
jsou substituenty sefazeny po sméru hodinovych rucicek, jedna se o konfiguraci Ra (M =

,,minus®), pokud jsou v protisméru, jedna se Sa (P = ,,plus*) 11,

Cl G CL cl
Z /
—> C=C=C =—— c=6=¢
4 AN / \
H H H H
pohled zleva pohled zprava pohled zleva pohled zprava
Cl (|:| cl al
c H = H—?—CI m%r{ = H—]—cI
& H H H

(R,)-1,3-dichlorpropadien (S,)-1,3-

o

ichlorpropadien

Obrizek 6: Schéma pro uréovani absolutni konfigurace na chiralni ose atropoisomeru [*%

S latkami s axidlni chiralitou se mizeme setkat v pfirod€. Naprosta vétSina téchto
latek obsahuji jeden nebo dva péti¢lenné kruhy, (nejéastéji indol, pyrrol nebo karbazol) 241,
Prvnim takovymto zéstupcem je marinopyrrol. Tato latka prokazala vysokou inhibi¢ni
aktivitu vaci bakterii  Staphylococcus aureus a byla vyizolovana z bakterie rodu
Streptomyces 14 201, Dalsi latkou, jenZ je Gi¢inna mimo jiné proti bakterii S. aureus je
Rugulosin. Tato latky byla ptivodné ziskana z bakterie Penicilium Radicum 2% 21, Tietim
ptikladem je alkaloid murrastifolin, ktery obsahuje chiralni C-N vazbu. Murrastifolin byl
izolovan z acetonového extraktu z kofene stromu kari (Murraya koenigii) 2%, Zajimavou

latkou je také gossypol. Tato latka byla izolovéana z rostliny baviniku a v Ciné byla testovana



jako muzsky antikoncepéni prostfedek, nebot’ jeho R-enantiomer je toxicky pro spermie 2%
241, Jako posledni latku zde uvedu polybromovany biindol, ziskany z motské fasy Rivularia
firma. Zajimavosti je, Ze biindoly mohou mit axialni vazbu mezi dvéma uhliky (A) nebo
uhlikem a dusikem (B) (Obr. 7) %1,

H Br Br
Br B Z—Q
N

A Br
Br
74
3 X:M,¥:Br N
H '
OMe 4 x:8r,Y:H H OMe

Obrazek 7: Polybromovany biindol s axialni vazbou mezi dvéma uhliky, resp. uhlikem a
dusikem [?%]

Krom¢ ptirodnich latek obsahujici osu chirality, existuji také uméle ptipravené. Prvni
dolozena syntéza axialné chiralni slouceniny viibec byla provedena v roce 1931. Jednalo se
0 nestereoselektivni syntézu, kterou byla pfipravena smés enantiomertt N-2-karboxyfenyl-
2,5-dimethyl-3-karboxypyrrolu — slouc¢eniny fadici se mezi arylpyrroly 4 261 Dalgimi
ptiklady asymetrickych syntéz anilidi, amidd a imidd, diastereoselektivnich syntéz
chiralnich indold, chinazolini a dal§ich se zabyva a detailné je popisuje review E.

Kumarasamy 161,

2.1.3. Planarni chiralita

Chiralnim centrem muze byt také rovina, Ktera obsahuje nejvétsi pocet atomu
v molekule. Tento druh chirality se projevuje dvéma substituenty leZicimi ve stejné roviné
a tfetim, ktery lezi mimo ni. Ptikladem sloucenin s planarni chiralitou mohou byt trans-
cykloalkeny s osmi a vicecetnymi uhlikovymi cykly, dale pak ansaslouceniny, metaloceny

¢i paracyklofany Pl Struktura metalocenu vykazujiciho planarni chiralitu je uvedena na
Obr. 8.



Y/Y

Obrazek 8: Struktura 1,2- disubstituovaného ferrocenu vykazujiciho planarni chiralitu

[27]

2.1.4. Helicita

S timto jevem se setkdvame u latek s helikalni (Sroubovicovou) strukturou. Typicky
se vyskytuje u peptidt slozenych z jednotlivych aminokyselin. Jejich prostorové uspotradani
zaujima tvar pravotoCivé nebo levotocivé Sroubovice — je tedy mozné odlisit dva
enantiomery. Pokud je prava ¢ast prstence Sroubovice bliz pozorovateli a leva ¢ast prstence
dal od pozorovatele, Sroubovice se otaci ,,doprava“ a jedna se o pravotocivy helix, ktery
znacime P (,,plus®). Pokud je tomu opaéné, jde o Sroubovici levotocivou, ktera nese oznaceni
M (,,minus®) [ 28 Helikalnimi molekulami vSak nemusi byt pouze peptidy. Tento jev
vykazuji naptiklad benzoanthraceny, foldamery 2%l ¢i hexahelicen 28], Na Obr. 9 je

znazornéna struktura obou enantiomeri hexahelicenu vykazujiciho helicitu.

Obrazek 9: Jednotlivé enantiomery hexahelicenu



2.2.  Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC z angl. high performance liquid
chromatography) je separacni metoda zalozena na rozdilné distribuci délenych latek mezi
mobilni a stacionarni fazi. Jako mobilni faze je v této technice vyuzita kapalina, stacionarni
fazi pak miize byt pevna latka, poptipadé kapalina ukotvend na tuhém nosic¢i. Rozdilna
distribuce latek je vyjadiena distribu¢ni konstantou Kp. Pro distribuc¢ni konstantu plati vztah
Kb = cs/Cm, kde cs je koncentrace latky ve stacionarni fazi a cm koncentrace latky ve fazi

mobilni. S rostouci hodnotou distribu¢ni konstanty, roste hodnota retence. Cim vyssi ma

latka retenci, tim déle je zadrZovana na kolong 21,

=
il

el

L pumpa [
1 !I ["In.:-
mobilni F | J_UJJ_L

CHROMATICRAM

faze \- T iy
B =1
divkovini " poditac :|
veorku A [} [ i
separadni K
kolona detektor

Obrizek 10: Blokové schéma kapalinové chromatografu 0!

Pro separaci latek mizeme vyuzit izokratickou nebo gradientovou eluci. U eluce
izokratické se v prib¢hu analyzy neméni slozeni mobilni faze. U eluce gradientové se

slozeni méni. Tento typ eluce je vyuZivan zejména pro separaci smési vice latek

s nerovnomérnymi rozdily v distribu¢nich konstantach %31 (Qbr. 11).

Izokraticka eluce Gradientova eluce

Sugnal
Signal

oV rrrsrrrsrrssssds.

N SSNSSS RN NN
N
= =
Cas Cas
(a) (b)

Obriazek 11: Porovnani izokratické a gradientové eluce, kdy u gradientové eluce dochazi k

iplné separaci viech latek. Srafovana ast znadi rostouci obsah jednoho z rozpoustédel ve

smési. Pfevzato a upraveno z knihy K. Robbards a kol., Principles and practise of modern
chromatographic methods B!
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2.2.1. Chromatografické systémy

Pro separaci Vv kapalinové chromatografii lze vyuzit n€kolik riznych kombinaci
mobilni a stacionarni faze (tzv. modiu/systému). Jejich vybér zalezi na povaze separovanych
latek. Mezi ty nejpouzivanéjsi patii kapalinova chromatografie na obracenych fazich. Pro
separaci iontl je asto vyuzivana iontové vyménna chromatografie, dale separace v systému
normalnich fazich (NP-HPLC), hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) ¢i micelarni
elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC). Mén¢ tradi¢ni metodou je pak separace
chiralni. Jednotlivé systémy jsou popsany nize SVvyjimkou chiralni separace, které je
vénovana samostatna kapitola, protoze se jedna o mdd vyuzity v experimentalni ¢asti této

prace 2%,
2.2.1.1. Systémy s normalnimi fazemi

NP-HPLC (normal phase HPLC) predstavovala dominantni variantu HPLC do 70.
let minulého stoleti (kdy doslo k rozvoji kapalinové chromatografie na reverznich fazich, viz
nize). Pro separaci latek v tomto systému se vyuziva polarni stacionarni faze a méné polarni
mobilni faze. Mobilni faze ,,soutézi“ o adsorp¢ni centra stacionarni faze se separovanou
latkou (analytem). Adsorpce je pak dusledkem rozdilnych polarnich interakci mezi
analytem, sorbentem a mobilni fazi. Jako stacionarni faze je pouzivan nemodifikovany
silikagel nebo silikagel modifikovany polarnimi slou¢eninami, které jsou na néj kovalentné
navazany. Za polaritu stacionarni faze je zodpovédna dominantni funk¢éni skupina navazana
na silikagel (napft. diolova skupina pro slab& polarni faze). Mobilni fazi tvoii v tomto ptipadé
nejCastéji binarni smés latek s rozdilnou polaritou. Typicky jde o alifaticky uhlovodik
nemisitelny s vodou (heptan, hexan) a polarni slozku, kterou muze byt napiiklad
isopropanol. Separace na normalnich fazich je Casto vyuzivana také pro TLC (thin-layer
chromatography) separace, purifikaci surovych vzorkd atd. V soucasnosti je Castéji
vyuzivana moderni obdoba této metody, ktera nese nazev HILIC (hydrophilic interaction

liquid chromatography) [2° 321,
2.2.1.2. Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC)

Tento systém je zalozen na rozdélovani analytu mezi vodou obsazenou v mobilni fazi

a vodou adsorbovanou na povrchu faze stacionarni. Na povrchu stacionarni faze se nachazeji

vvvvv

v

je analyt polarnéjsi a tim niZ§i, ¢im polarnéjsi je mobilni faze. Nejpouzivanéjsi stacionarni

fazi je Cisty silikagel ¢i modifikovany aminopropylovou funkéni skupinou, existuji vSak také
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stacionarni faze tvofené dioly, aminy ¢i sulfobetainy. Mobilni faze je tvofena nepolarni
organickou slozkou (nejcastéji acetonitril) a vodnou polarni slozkou (voda nebo pufr);
organicka slozka je zpravidla v nadbytku. ZvySenim koncentrace vodné slozky dochézi
k vyraznému zvySeni eluéni sily mobilni faze a sniZeni retence analytu. Voda mize byt
nahrazena jinym polarnim rozpoustédlem (zpravidla se jedna o alkohol jako je methanol,
ethanol ¢i isopropanol) — z ¢asti nebo také uplné. V takovém piipad€ hovorime o NA-HILIC
(non-aqueous HILIC) B8, HILIC v podstaté nahrazuje systém normalnich fazi, protoZze
vyuziva podobny mechanismus separace, nicméné jeho vysledky jsou reprodukovatelnéjsi,
nepouzivaji se zde toxicka organicka rozpoustédla atd. Systém poskytuje dostateCnou retenci
polarnim latkam, vzhledem k vysokému obsahu organické slozky nevznika v systému
vysoky zpétny tlak a Ize vyuzit vysSich pritokd mobilni faze. Tato metoda je také vhodna
pro spojeni s hmotnostni spektrometrii s ionizaci elektrosprejem z divodu vysokého obsahu
ACN. Acetonitril je pro ionizaci vhodny diky nizké viskozité rozpoustédla. Metoda HILIC

se stala velice vyuzivanou ve farmaceutickych a bioanalytickych aplikacich [2% 34,

2.2.1.3. Systémy s reverznimi fazemi

V soucasnosti neroz§ifenéj$im systémem vyuzivanym v HPLC je RP-HPLC
(Reversed phase HPLC), tedy kapalinova chromatografie na obracenych fazich. Polarita
mobilni a stacionarni faze je zde oproti systému s normalnimi fdzemi opacné: mobilni faze

je polérni, zatimco stacionarni faze nepolarni.

RP-HPLC vyuziva rozdilné distribuce slozek mezi polarni mobilni fazi a nepolarni
stacionarni fazi. Mobilni faze je kombinaci vodné slozky (Cistda voda, ziedény roztok
kyseliny ¢i baze, puft, ...) a polarniho organického rozpoustédla misitelného s vodou. Elu¢ni
sila mobilni faze roste s rostoucim podilem organické slozky. Nejmensi elu¢ni silu by tak
meéla mit voda, nejvétsi naopak tetrahydrofuran, nebot’ se jedna o aprotické nepolarni
rozpoustédlo s velmi nizkou relativni permitivitou (ta vyjadiuje miru odporu latky pfti
vytvareni elektrického pole). Polarni rozpoustédla s molekulami s elektrickym dipdlem
budou mit vysokou hodnotu permitivity (napf. er(H20) = 80), zatimco permitivita
nepolarnich rozpoustédel, u kterych je rozdil elektronegativit mezi atomy velmi nizky a dipol
zde nevznika, se bude blizit nule (er(THF) = 7,58). Aktivni slozkou stacionarni faze je
zpravidla delsi alkylovy fetézec (obvykle se jedna o oktadecylsilan (ODS) oznacovany také
jako Cig) navazany na povrch nosice. Tim je nejcastéji silikagel, ale mize jim byt také
hybridni sorbent nebo kovovy oxid. Retenci V systému reverznich fazi lze ovlivnit také

volbou vhodné stacionarni faze. Retence analytu roste s délkou alkylového fetézce faze, dale
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vlivem substituentl na nosi¢i jako jsou aromatickd jadra nebo objemné substituenty
(halogeny). Naopak retenci snizuji polarni a iontové substituenty jako jsou aminy, hydroxyly
a dal8i. Retence analytu je samoziejm¢ ovliviiovana i jeho chemickou strukturou. Silné
polarni a iontové latky nejsou zadrzovany prakticky viibec, a proto je potieba jejich retenci
ovlivnit zménou pH tak, aby byla potlac¢ena disociace slabych kyselin nebo slabych bazi, a
tedy doslo ke zvySeni retence. Tento typ separace lze vyuzit pro separaci malych molekul,
ale také pro analyzu sloZitych smési jako jsou napf. rostlinné extrakty. RP-HPLC je
dominantni separaéni technikou v HPLC. Ze vSech vydanych praci zabyvajicich se
kapalinovou chromatografii za posledni desetileti, predstavuji prace vyuzivajici tento systém
zhruba 90 % [2° %],

2.2.2. Detekéni systémy

Nedilnou soucasti kazdého kapalinového chromatografu je detekéni systém.
Detektor je zatazen za kolonou a zaznamenava rozdily v signalu pii prichodu ¢isté mobilni
faze a mobilni faze obohacené o analyt. Detektory délime na koncentra¢ni a hmotnostni.
Koncentraéni detektory reaguji na zménu hmotnostni koncentrace slozky v efluentu dm/dV
nezavisle na rychlosti pfivodu slozky do detektoru (spektrofotometricky detektor). Naproti
tomu hmotnostni detektor reaguje na zménu hmotnostniho toku slozky v efluentu dm/dt do
detektoru (detektor rozptylu svétla). Druhym moznym zptsobem délenim detektort je jejich
rozd€leni na destruktivni ¢i nedestruktivni. Rozdil mezi témito typy detektord je ten, Ze
v nedestruktivnim nedochdzi k chemické zméné detekovaného analytu (napf.
spektrofotometricky detektor), zatimco v destruktivnim probiha chemicky ireverzibilni dg;
spojeny se ztratou puvodni formy analytu (napf. hmotnostni spektrometr). Mezi zakladni
typy detektorti pouzivanych v HPLC patii spektrofotometricky detektor, fluorescenéni

detektor, elektrochemicky detektor a hmotnostni spektrometr 29,

UV/Vis detektor ve spojeni s kapalinovou chromatografii byl poprvé pouzit roku
1966 Horvathem a Lipskym. Tento detektor vyuziva absorpce zateni analytem v teoretickém
rozmezi 190-800 nm. V praxi jsou tato rozmezi daleko uzsi v zavislosti na konstrukci
konkrétniho detektoru. Mezi zakladni typy spektrofotometrickych detektoru patii detektory
s fixni vinovou délkou, u néhoz nelze zménit vinovou délku pii které meti. Mizeme se setkat
také s detektory s variabilni vVlnovou délkou, u kterych Ize nastavit ptislusnou vinovou délku.
Tu vsak nelze béhem analyzy ménit. Tretim typem je detektor s programovatelnou vinovou

délkou. VInova délka je zde ménitelna béhem analyzy, pti¢emz nékteré detektory umi méfit

13



pfi dvou az ¢tyfech vlnovych délkach soucasné. Poslednim typem detektord je detektor

s diodovym polem, ktery snimé celé spektrum v realném &ase bez preruseni 521,

2.2.2.1. Metody urcovani optické aktivity

Pojem ,,svétlo* 1ze povazovat za elektromagnetické vinéni o vinové délce v rozmezi
360-780 nm B8], Polarizované svétlo je specialnim piipadem $ifeni svétla, pfi kterém vektor
svétla kmita pouze v jedné roving, za vzniku linearné polarizovaného svétla. Pfi pruchodu
polarizovaného svétla chiralni slou¢eninou dochazi (vlivem rozdilnych indext lomu pro
pravotocivou a levotoc¢ivou slozku polarizovaného svétla) ke sto¢eni roviny polarizovaného
svétla a vzniku kruhové polarizovaného svétla. Rozdilny index lomu je disledkem rizné

rychlosti polarizovaného svétla obou slozek ve stejném optickém prostiedi 371,

Soucasti chiralni separace je Casto také sledovani optické aktivity studovanych latek
pomoci vhodného detektoru. Analyzou optické aktivity sloucenin se zabyvaji tzv.
chiroptické metody. Tou nejjednodussi z nich je polarimetrie. Tato metoda je zalozena na
méteni uhlu otoCeni roviny polarizovaného svétla pii prichodu vzorkem. Polarizované
svétlo vznika pti prachodu pres Nikolovy hranoly a po priuchodu ptes vzorek dopada na
analyzator (druhy polariza¢ni hranol), ze kterého odecitame uhel otoceni. Vzhledem k tomu,
ze pro kazdou latku je mérna otacivost jina, byla pro kazdou latku definovana specificka
otacivost dana pro kazdou latku pti délce kyvety 1 dm, koncentraci vzorku 1 g.cm, teplotu
20 °C avInovou délku D-linie sodikového svétla 589,3 nm. Metoda polarimetrie byla vyuzita
ve spojeni s HPLC napf. v praci Rao a kol. pfi chiralni separaci 1éku Klopidogrelu B8 (Obr.
12).

14



200
150 "
I
] I (s)clo
4 | pidogrel
100 f |
R 'V
-— . | |
o | i \
< so‘ ]
£ - |
- - \ \
g 0 il wi —— _— -
= 4 \ |
S 1 { |
£ -50 {
1 )
] |
100 4 *
] !
] \
-150: (R)-Clopidogrel | |
] |
1 |
-200+ /
]
- .
"vvv'T'v'I]'vvvlvviv‘vvlv]vrvv
0.0 2S5 5.0 7.5 10.0 12.5 mir

Time

Obrazek 12: Chromatograficky zaznam separace enantiomerd Klopidogrelu na HPLC
s polarimetrickou detekci (8]

Metoda optické rotacni disperze sleduje mérnou otacivost v celé oblasti
elektronového spektra. Pribe¢h absorpéni kiivky nazyvame Drudeho kiivkou; zaznamenava
zavislost mérné otadivosti na vinové délce. Pii méfeni v oblasti vinovych délek, kde
absorbuje opticky aktivni chromofor, dochazi k prudkému ristu a vzniku lokalniho maxima
a poté k prudkému poklesu a vzniku lokalniho minima ¢i k pfesné opacnému procesu (tj.
prudkému poklesu a poté prudkému rustu). Tento jev nazyvame jako ,,Cottonuv efekt™.
Analyticky vyuzitelnym faktem je, ze méfeni enantiomeri poskytuje kiivky, které jsou
svymi zrcadlovymi obrazy (podle osy x), a strukturné¢ podobné latky poskytuji pii stejné
absolutni konfiguraci podobné kiivky. Optickéd rotacni disperze byla vyuZita ve spojeni
s HPLC napiiklad v praci Rossi a kol. pfi studiu chiralni separace alkylthiopyrimidini B9 ¢i

Bai a kol. pfi separaci racemétu cyklopentadienového komplexu Zeleza 401,

Cirkularni dichroismus vyuzivd kromé rizné rychlosti Sifeni polarizovaného svétla
V chirdlnim prostfedi i odlisné miry absorpce zafeni konkrétnich vinovych délek (a tedy
rizného molarni absorp¢niho koeficientu) pro pravoto¢ivou a levoto¢ivou slozku. Vystupem
z takového prostiedi vznika elipticky polarizované svétlo. Na kiivce cirkularniho
dichroismu tak pozorujeme zavislost zmény molarniho absorpéniho koeficientu na vlnoveé

délce. Stejné jako v ptipadé ORD ktivky zde vznikd maximum a minimum a enantiomery
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maji zrcadlové spektrum P71, Cirkularni dichroismus byl vyuzit naptiklad pfi studiu chirality
v aminech a aminoalkoholech Yashimou a kol. “3.  Casto byva cirkularni dichroismus
pouzivan v kombinaci s optickou rota¢ni disperzi. Ve spojeni s HPLC byl proto pouzit napf.
ve stejnych pracich jako v piipadé ORD 4%, Porovnani ORD spektra a CD spektra nabizi
Obr. 13.

ORD spectra
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Obrazek 13: ORD (A) a CD (B) spektrum pfi separaci racematu cyklopentadienového
komplexu Zeleza [*°]

2.3.  Chiralni chromatografie

Jednotlivé enantiomery opticky aktivni latky neni mozné od sebe odd¢lit pomoci
achiralnich separa¢nich modu (vyuzivajicich pro separaci odlisné fyzikalni a chemické
vlastnosti latek). Divodem je, Ze enantiomery maji tyto vlastnosti shodné. Pro jejich separaci
je tedy nutné vyuzit podminek separace chiralni. Tu lze realizovat jako ptimou nebo
nepiimou. Tieti druh (chirdlni chromatografie ligandové vymeény), jehoz principem je
ptidavek aditiva (nejcastéji opticky aktivni aminokyseliny ¢i kovového iontu), se nepouziva

piili§ ¢asto z diivodu nizsi selektivity a Gi¢innosti 121,

Pii optimalizaci podminek chiralnich separaci muze byt mnohdy obtizné urdit
spravnou kombinaci mobilni a staciondrni faze. Divodem je, Ze pro separaci miize stacit
pouze jedna funkéni skupina stacionarni faze, nebo byt dalezit¢ vhodné geometrické

usporadani celé molekuly 24,

2.4.  Metody separace v chiralni chromatografii

24.1.1. Piim4 separace

Ptima separace vyuziva vzniku tzv. tranzitniho diastereomeru vznikajiciho interakci

chiralni stacionarni faze nebo chirdlniho selektoru s analytem nachazejicim se v mobilni
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fazi. Aby mohlo dojit k separaci, je nutn€, aby doslo alespon ke tfem simultanné psobicim
interakcim (model tfibodové interakce — Obr. 14 ) Diky témto interakcim dochazi
k tvorb¢ kratkodobého diastereomerniho komplexu a zadrzeni analytu. Vyhodou této
metody oproti metodé¢ nepiimé je fakt, ze enantiomery analytu nepotiebuji zadnou
pfedupravu a je mozné je ihned separovat. Nevyhodou muze byt vysoka cena chiralnich
stacionarnich fazi a také mozna racemizace enantiomert v pribéhu analyzy 2%, K tomuto
jevu muze dojit, pokud je pifekonana energeticka bariéra branici interkonvertovani
enantiomertt mezi sebou, ¢imz je jejich separace znemoznéna. K prekonani energetické
bariéry muze dojit naptiklad zvySenim teploty, pfi které se separace provadi, ¢i pfidanim
acidobazického aditiva do roztoku 4. Optimalizaci racemizace enantiomeri pfi rostouci
teploté se zabyval naptiklad Xu a kol. pfi studiu syntézy L-glufosinatu z N-fenylacetyl-D-

glufosinatu 151,

A

¢ B”
Selektor Enantiomer Enantiomer

Obrazek 14: Model tiibodové interakce [*6)

Ptima separace mlize probihat ve tfech modech. Prvnim z nich je reverzni méd. Ten
pouziva vodné nebo pufrované mobilni faze ve smési s acetonitrilem ¢i alkoholy (methanol,
ethanol, ...). Pufry jsou pouzivany pro upravu iontové sily a pH. Pokud je analyt kysely,
mobilni faze se voli také kyseld, aby se potlacila jeho disociace. Obdobné se pak voli mobilni
faze pro bazicky analyt. Jako pufry je mozno volit jak anorganické (fosforenany, sirany),
tak organické (mravencany, octany) soli. V tomto médu je mozné také upravovat pH, ¢imz
Ize ovlivnit retenci i selektivitu separace. Reverzni mod byl vyuzit naptiklad Tanakou a kol.
pti studiu separace chiralnich benzimidazolt ¥/l ¢&i Haglundem pfi separaci atropoisomert

polychlorovanych bifenylé 41,

Druhym typem je polarné organicky mod (POM — Polar organic mode). Jako
mobilni faze je zde pouzivana smés organického rozpoustédla (naptiklad acetonitrilu)

s organickymi kyselinami nebo bazemi. Vyhodou tohoto moddu je vysSi Géinnost a
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rozpustnost analyt. Tento mod (spolecné€ s reverznim) pouzili Padivitage a kol. ve studii

separace propylimidazolového, methylbenzimidazolového a dalSich derivatt cyklofruktanu
6 (491,

Poslednim pouzivanym modem je mdd normalni. Zde mobilni fazi tvoii nepolarni
organickd rozpoustédla (napi. hexan) spolecné s modifikatorem mobilni faze. Jako
modifikator mize byt pouzit alkohol, acetonitril, ether nebo chlorovany uhlovodik. Zhang a
kol. vyuzili tohoto médu pro separaci binaftolu a jeho derivati na koloné Lux Amylose-2
591 Pro neutralni molekuly byva polarné organicky a normalni méd obecné vhodnéjsi nez

reverzni [2% 511

2.4.1.2. Nepiima separace

Druhou metodou je tzv. nepiima separace. Na rozdil od metody piimé separace je
zde nutnd prediprava enantiomerti pred samotnou separaci. Ta probiha reakci chirdlniho
¢inidla s padrem enantiomerti za vzniku novych (zpravidla kovalentné vdzanych) sloucenin,
které jsou navzajem v pozici diastereomerti. Tento proces byva oznacovan jako ,.chiralni
derivatizace”. Nevyhodou tohoto kroku je fakt, ze chiralni derivatiza¢ni Cinidlo (napt. S-
naproxen, S-levoflaxin) musi byt opticky ¢isté (enantiomerni Cistota>99%). Opticka Cistota
udava piebytek jednoho enantiomeru oproti druhému. Nasledna separace diastercomeri
probiha jiz v achirdlnim prostiedi, a miize vyuzivat jakykoliv achiralni systém. Diivodem je,

7e vzniklé diastereomery se lisi svymi chemickymi i fyzikalnimi vlastnostmi. 52531,
2.4.1.3. Chiralni ligandové vyménna chromatografie

Ligandové vyménna chromatografie (LEC) je metoda chiralni separace, ktera byla
poprvé popsana Rogozhinem a Davankovem v $edesatych letech minulého stoleti 4. Je
zalozena na interakci enantiomeru s kationtem (nejéastéji Cu''), ktery je ptidan do mobilni
faze. Chiralnim selektorem je Chiralni ligand (napft. (S,S)-N,N"-
bis(fenylalanyl)ethandiamin), ktery tvofi ternarni komplex s kationtem a enantiomerem.
Selektor muize tvorit stacionarni fazi: je pak bud’ kovalentné vazan na nosi¢i nebo na néj
muZe byt pouze nanesen. Alternativni moZnosti je pfidani chirdlniho selektoru do mobilni
faze. V praxi vSak pfevazuje prvni zptsob a nosi¢em je zpravidla silikagel. Separace je
proveditelna tehdy, pokud jsou konstanty stability jednotlivych komplexi dostate¢né
rozdilné. Tato metoda je blizka nepfimé separaci. Diivodem jejiho mensiho vyuziti je fakt,
ze vznikaji rizné Stabilni diastereomerni komplexy s chirdlnim selektorem a separace mivaji

niz§i selektivitu 5,
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2.4.2. Chiralni stacionarni faze

Chirélni stacionarni faze je tvofena chiralnim selektorem a nosi¢em. Chiralni selektor
je chemicky (kovalentni nebo iontovou vazbou) nebo fyzikalni sorpci (dynamicky) vazan na
nosi¢i — vzniklou kombinaci oznacujeme jako ,,Stacionarni fazi“. Jako nosi¢ se nejcastéji

vyuziva silikagel ¢i ruzné polymery.

Chiralni selektory rozdélujeme dle ptivodu do tii kategorii. Jsou to selektory prirodni
(mezi které patifi nativni cyklodextriny, makrocyklicka antibiotika, proteiny a
polysacharidy), dale semisyntetické (derivatizované cyklodextriny, derivaty polysacharidl a
modifikovand makrocyklicka antibiotika) a synteticke (chiralni polyethery a methakrylatové
polymery) 9. Kromé chiralnich selektorii literatura ¢asto rozliduje i samotné stacionarni
faze. Mezi ty nejcastéjsi patii stacionarni faze polysacharidové, které jsou zpravidla tvofeny
amylosou nebo celulosou, faze na bazi makrocyklickych antibiotik jako je vankomycin nebo
teikoplanin, faze na bazi cyklodextrint, glykoproteini ¢i chiralnich crown-etherd a
stacionarni faze pro chiralni ligandové vyménnou chromatografii. | v soucasnosti pokracuje
vyvoj novych stacionarnich fazi jako jsou naptiklad derivaty xanthonu (CDX) [5¢1. Retence
analytu v systému je dosazeno kombinaci interakci, jako jsou coulombické sily, vodikové
vazby, sterické branéni, n-n interakce, interakce ion-dip6l a dalsi 21,
24.2.1. Chiralni stacionarni faze na bazi polysacharidi

Ziejm¢ nejpouzivanéjSimi chirdlnimi stacionarnimi fazemi, které se uplatiuji
v chirdlni chromatografii, jsou stacionarni fize na bazi polysacharidi [, Témito
polysacharidy byvaji zpravidla amylosa a celulosa. Oba tyto polysacharidy jsou opticky
aktivni, diky ¢emuz maji potencial pro uplatnéni v chirdlni separaci. Amylosa je tvofena
jednotkami a-D-glukosy, které jsou vzajemné spojeny 1, 4—glykosidickou vazbou. Pocet
opakujicich se jednotek glukosy je v rozmezi 300-3000 jednotek. Celulosa je tvotfena asi
3000 jednotkami B-D-glukosy, spojenymi 1, 4—glykosidickou vazbou 71, Nativni celulosa
ani amylosa se ale jako chiralni selektory neosvédCily z divodu piilis nizké selektivity.
Prakticky se proto vyuzivaji jejich derivaty. Mezi nejpouzivangjsi patii 3, 5-
dimethylfenylkarbamat, 4-methylfenylbenzoat ¢i 4-methylfenylkarbamat. Ptehled vsech
derivatu a jim odpovidajicich komer¢nich nazvi kolon je uveden v Tab. I. Piiklad struktury

takového derivatu je zobrazen na Obr. 15,
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Tabulka I: Komer¢né¢ dostupné stacionarni faze na bazi polysacharidi

[29, 58-60]

Chiralni selektor Polysacharid Komer¢ni nazev
, Chiralcel OJ-RH, Chiralcel
4-methylfenylbenzoat celulosa 0J&OJ-H, Eurocel-03
acetat celulosa Chiralcel OA
4-chlorofenylkarbamat celulosa Chiralcel OF
4-methylfenylkarbamat celulosa Chiralcel OG
cinnamat celulosa Chiralcel OK
, Chiralcel OB&OB-H,
benzoat celulosa
Eurocel-02
, Chiralcel OC&OC-H,
fenylkarbamat celulosa Eurocel-04
Chiralpak AD-3R,
Chiralpak AD&AD-H,
Chiralpak 1A, Chiralpak D-
amylosa SFC, Nucleocel Alpha,
AmyCoat, AmyCoat RP,
Chiral Art Amylose-SA,
Amylose C, Amylose-C
) , Neo, Reprosil Chiral-AM
3,5-dimethylfenylkarbamat Chiralcel OD-3R, Chiralcel
OD&OD-H, Chiralpak 1B,
Lux Cellulose-1, Eurocel-
celulosa 01, Nucleocel Delta,
CelluCoat, CelluCoat RP,
Chiral Art Cellulose-SB,
Celllulose C, Reprosil
Chiral-OM
Chiralpak AS-3R,
1-fenylethylkarbamat amylosa Chiralpak AS&AS-H,
Chiralpak AS-SFC
Chiralpak AY-3R,
amylosa Chiralpak AY&AY-H,
5-chloro-2- Chiralpak AY-SFC, Lux
methylfenylkarbamat Amylose-2
celulosa Chiralcel OY-3R, Chiralcel
OY&OY-H3
amylosa C_hiralpak AZ-3R,
3-chloro-4- thralpak AZ&AZ_-H
methylfenylkarbamat Chiralcel OZ-3R, Chiralcel
celulosa 0Z&0Z-H, Lux Cellulose-
2
methii?gr:gllrlci:l;amét celulosa Lux Cellulose-4
4-methylbenzodt celulosa Lux Cellulose-3, Chiral Art
Cellulose-SJ
3,5-dichlorofenylkarbamat celulosa Chiral Art Cellulose-SC
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2.4-dimethylfenylkarbamat 4-methylbenzoat 4-methylfenylkarbamat

Obrazek 15: Chemické struktury derivati pouzivanych pro chiralni kolony na bazi

polysacharidi 84

Mezi nejznaméjsi vyrobce naplni chirdlnich kolon patii spole¢nosti Daicel
Corporation, YMC, Merck, Agilent Technologies, Phenomenex ¢i Restek Corporation.
Prvni ¢tyfi zminované pak ovladaji okolo 85 % celosvétového trhu s chirdlnimi kolonami.
Nejvetsi ¢ast produkovanych kolon tvofi analytické a preparativni kolony. Nejcastéji jsou
pak vyrabény kolony pro kapalinovou chromatografii (LC — liquid chromatography), jejiz
podil celosvétove produkce dosahuje 82 %, dale se jedna o plynovou chromatografii (GC —
gas chromatography) a superkritickou fluidni chromatografii (SFC — supercritical fluid

chromatography) 61621,

Vyznamnym parametrem chiralnich kolon je technologie, jakou je selektor
,»prichycen k nosi¢i (tim je nejcastéji silikagel). Derivat polysacharidu (selektor) mize byt
na nosi¢ vazan kovalentné (pak mluvime o tzv. ,,imobilizované* stacionarni f4zi), nebo
pouze dynamicky nanesen (tzv. ,,pokryta* stacionarni faze) %1, Vyhodou imobilizované
kolony je pouziti Sir§iho spektra rozpoustédel. Agresivnéjsi rozpoustédla jako aceton i
tetrahydrofuran totiz mohou ,,pokrytou* kolonu nenavratné poskodit. Divodem je, ze tato
rozpoustédla mohou chiralni selektor vymyt, ¢imz kolona ztrati separaéni schopnost (41,
Prvni vyvinuté kolona s derivatem polysacharidu nanesenym na silikagel byla pfedstavena
skupinou Okamoto a kol. roku 1984 31 prvni kolona s derivatem imobilizovanym na
silikagelu pak v roce 1987 [%¢1. Padro a kol. publikovali review shrnujici (mimo jiné) padesat

vybranych praci zabyvajicich se separacemi latek na polysacharidovych kolonach 7]

2.4.2.2. Makrocyklicka antibiotika
NejpouzivangjSimi glykopeptidy pro chiralni separaci jsou avoparcin, vankomycin,

teikoplanin, teikoplanin aglykon a ristocetin. Struktura téchto latek obsahuje aglykonovou
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»misku“ tvofenou makrocyklickym kruhem a peptidickym fetézcem s riznym poctem
ethericky vazanych cukernych jednotek. Makrocyklicka antibiotika mohou byt pouzita ve
vSech tifech chiralnich modech. Na nosi€ jsou vazany kovalentné a pouzivaji se napiiklad
pro separaci aminokyselin, B-blokatort &i profenti %8 1, Tento typ chirdlnich selektori byl
pouzit napiiklad Alothmanem a kol. pro separaci enantiomer primachinu, mepakrinu a

tafenochinu "% ¢i Gao a kol. pro separaci axialné chiralniho dimethyldifenylkarboxylatu 2,

2.4.2.3. Crown-ethery

Crown-ethery se jako chirdlni selektory uplatnily naptiklad pii separaci latek
obsahujicich primarni aminovou skupinu. Pro separaci pouzivame crown-ethery zaloZzené na
(3,3’-difenyl-1,1’—binaftyl)-20-crown-6-etheru (Obr. 16), které mizou byt kovalentné
vazané (imobilizované) ¢i nanesené (,,coated”) na silikagelu nebo oktadecylsilikagelu.
Kolony jsou znamé naptiklad pod komerénim ndzvem Crownpak CR. Byla publikovéna fada
praci zabyvajicich se separaci a-aminokyselin, f-aminokyselin, aminoalkoholti, kathinonu
&i valacikloviru na téchto fazich 27, Dal§imi ¢asto pouzivanymi selektory jsou (+)-(18-
crown-6)-2,3,11,12-tetrakarboxylova kyselina (ChiroSil RCA) a (-)-(18-crown-6)-
2,3,11,12-tetrakarboxylova kyselina (ChiroSil SCA). Poprvé byla tato kyselina vyuzita pro
chiralni separaci v roce 1998. Tato latka byla mimo jiné vyuzita jako selektor pro oznaceni

enantiomerti v NMR, kapilarni elektroforéze a hmotnostni spektrometrii ['6],

&
Ot ‘“Ej
CCL s

Obrazek 16: Struktura (3,3 -difenyl-1,1-binaftyl)-20-crown-6-etheru

2.4.2.4. Glykoproteiny

Glykoproteiny jsou makromolekularni latky slozené z proteinové ¢asti (L-

aminokyseliny spojené peptidickou vazbou) a sacharidd, které jsou na proteinovou &ast
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vazany glykosidickou vazbou. Vyhodou téchto stacionarnich fazi je moznost separace
ruznych druhi chirdlnich latek, aniz by bylo potieba je derivatizovat ¢i moznost pouziti
vodnych mobilnich fazi. Nevyhodou je moZnost prace pouze pii teplotdch do 40 °C
z dtivodu degradace samotné stacionarni faze. Dalsi nevyhodou je nizka kapacita kolony,
kvili které neni mozné pouzit vyssi koncentrace analytl. Pfi pouziti vyssi koncentrace
dochazi ke snizeni ucinnosti kolony. Jako chiralni selektory jsou vyuzivany sérové
transportni proteiny (al-kysely glykoprotein (AGP), lidsky a hovézi sérovy albumin (HSA
a BSA)), enzymy (cellobiohydrolasy, a-chymotrypsin, ...) a dal§i proteiny, jako je
ovomukoid (OVM), avidin a dalsi 2], Separaci na glykoproteinovych stacionarnich fazich
se podrobnéji vénuje review Bi a kol. I7], P¥ikladem praci, ve kterych byly glykoproteinové

faze vyuzity, jsou napiiklad separace antihistaminik od Zhu a kol. ["® &i stanoveni cetirizinu

Choi a kol. 71,

2.4.2.5. Cyklodextriny

Dalsim typem stacionarni faze, jejiz struktura zahrnuje sacharidy, je faze
cyklodextrinova. Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy, které se skladaji ze Sesti az
osmi glukosovych jednotek spojenych o—1,4—glykosidickou vazbou. Dextriny jsou
produktem c¢astecné hydrolyzy Skrobu a k uzavieni kruhu dochdzi piisobenim enzymu CD-
glykosyl-transferazy. Nejznaméjsimi cyklodextriny jsou a-CD, B-CD a y-CD. Tyto latky se
od sebe lisi poétem glukosovych jednotek, jak je patrné z Obr. 17.
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a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin y-Cyclodextrin

Obriazek 17: Chemické struktury jednotlivych cyklodextrint (2%

Pro ucely samotné separace je vyuzivano jak nativnich cyklodextrint, tak jejich derivata.
Derivaty vznikaji naptiklad substituci vodiku v hydroxylové skupiné ¢i celé hydroxylové

skupiny alkylem, aminem, acetylem ¢i glukosou a vykazuji lepSi rozpustnost
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v rozpoustédlech, lepsi selektivitu vii¢i analytu a dal$i pozadované vlastnosti. Komeréné
vyrabéné cyklodextrinové kolony jsou prodavany naptiklad pod nazvem Cyclobond,
Nukleodex &i ChiraDex [#% 81, B-CD jako chiralni selektor byl pouzit napiiklad pii stanoveni
axialné chiralniho ketotifenu a norketotifenu ve studii Fenga a kol. B ¢&i pro separaci

enantiomert ferocenalkylbenzimidazoli [,

2.4.2.6. Chiralni stacionarni faze pro ligandové vyménnou chromatografii

Jak jiz bylo zminéno vyse, Vv tento typ separace vyuziva tvorbu ternarniho komplexu
separované latky s kationtem kovu a chirdlnim selektorem. Stacionarni faze jsou tedy
tvofené chirdlnim selektorem ((S,S)-N,N’-bis(fenylalanyl)ethandiamin) kovalentné
navazanym ¢i pouze dynamicky nanesenym na nosi¢ (silikagel). Komeréné dostupné kolony
jsou znamé napiiklad pod nazvem Chirex, Astec CLC, Nucleosil Chiral-1 nebo Chiralpak
WH & MA(+). Tuto metodu vyuzivame pro separaci chelatujicich latek jako jsou

aminokyseliny, aminoalkoholy, dioly & malé peptidy 5% 61,
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2.5. Benzimidazoly

Benzimidazoly jsou bicyklické slouceniny se sumarnim vzorcem CzHsN2. Jejich
skelet je tvofen benzenovym a imidazolovym kruhem (spojenymi na ¢tvrtém a patém uhliku
imidazolu). Vzhledem k pfitomnosti dvojné vazby mezi C2 a N3 existuji tyto latky ve dvou
tautomernich formach (Obr. 18).

7 H
N

X 1N
\>‘ _ 2,
1 5 N
3

4

Obrizek 18: Tautomerni formy benzimidazolu [?

Jedna se o slabé bazickou latku s pKai = 5,3 a pKa2 = 12,3. Benzimidazol je
Bronstedovou kyselinou, schopnou tvofit vodikové vazby. Je rozpustny v polarnich
rozpoustédlech (naptiklad v horké vodé nebo alkoholu), naopak v nepolarnich
rozpoustédlech (jako je benzen) je zcela nerozpustny. Slabé rozpustny je pak v diethyletheru.
Jeho rozpustnost vsak Ize ovlivnit vhodnou substituci. Naptiklad 2-methylbenzimidazol je

dobfe rozpustny v etherech, zatimco 2-aminobenzimidazol je dobfe rozpustny ve vodé %,

Benzimidazoly existuji jak pfirodni, tak syntetické. Dulezitou ptirodni latkou, kterd
obsahuje benzimidazol ve svém skeletu je vitamin B12, znamy také jako kobalamin, je
porfyrinovy komplex s kobaltem jakozto centralnim atomem. Benzimidazol se v ném
vyskytuje jako jeden z ligandd, vazanych na centralni atom (Obr. 19) . Dal3im piikladem
ptirodniho benzimidazolu je bromogaliferin. Tato latka se nachazi se v motské houbé Agelas

a ma profylaktické u¢inky proti bakterii Rhodothalasssium salexigens (€71,

Obrazek 19: Chemicka struktura vitaminu B12 [8¢]
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Syntetické benzimidazoly jsou produkty medicinalni chemie, které jsou vyuzivany v
mediciné pro své analgetické, antivirové, protirakovinné, protiplisiiové ¢i antihelmintické
vlastnosti. V¢tsina farmakologicky aktivnich benzimidazola spada do skupiny se substituoci
na N1, C2, C5 ¢i C6. Chemické struktury vybranych zastupct vyuzivanych jako l1é¢iva jsou
uvedené na Obr. 20. Jde o nokodazol (i), bendamustin (ii), veliparib (iii), glasdegib (iv),
crenolanib (v), abemaciclib (vi) a liarozol (vii). Byly nalezeny také derivaty, které jsou
efektivni proti tuberkuldze nebo viru Epstein-Barrové. Dokonce byl pfipraven derivat, ktery
dokaze pusobit jako inhibitor viru HIV. Existuje rovnéz fada praci zabyvajici tvorbou

novych derivati benzimidazolt a jejich uplatnénim ve farmaceutickém pramyslu (#8911,
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Obrazek 20: Chemické struktury substituovanych benzimidazolll vyuZivanych jako
komer¢né dostupna 1éciva

Velké vyuziti maji chirdlni benzimidazoly, jenZ jsou pouZzivany jako inhibitory
protonovych pump (slouzi jako blokatory H/K* ATPasy). Jedna se o latky jako omeprazol,
lansoprazol & rabeprazol 2. Veliparib je chirdlni benzimidazol, jehoz R-enantiomer je
potenciondlni protirakovinnym lé¢ivem. Tato latka je schopna inhibovat G¢inek enzymu
PARP zodpovédného za podporu opravy DNA a pieziti poskozené bunky %1, Ve farmacii
naSly uplatnéni také achiralni benzimidazoly, mezi néZ patfi napi. antihelminika jako
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albendazol ¢i fenbendazol slouzici k inhibici polymerace tubulinu, coz je protein nachazejici
se ve vSech zivociSnych bunikach. Tento protein je podstatny pro tvorbu mikrotubull
Vv bunkach paraziti. Dochazi tedy k pferuSeni bunééného transportu a tvorby bunék parazit
4 Diavodem §irokého spektra vyuziti benzimidazoli je fakt, Ze jejich chemicka struktura
je podobna mnoha pfirodnim i syntetickym molekulam. Diky tomu mohou snadno
interagovat s biomolekulami v zivych organismech 1. Vyuziti téchto latek vsak neni
omezeno pouze na oblast 1é¢iv, ale mozné je také v oblasti palivovych ¢lanki ¢i antikorozni
ochrany. Ptedpokladem antikorozni ochrany je adsorpce molekuly na povrch kovu.
Adsorpce muze byt dvojiho typu — prvnim typem je fyzikalni sorpce, tim druhym pak
chemisorpce. Adsorpce molekuly inhibitoru na povrch kovu je ovlivnéna jejimi fyzikalné
chemickymi vlastnostmi jako jsou jeji funkéni skupiny, sterické faktory, aromaticita,

elektronova hustota na donorovém atomu a 7 charakter donorovanych elektront 631,

2.5.1. Piiprava benzimidazoli

Existuje mnoho obecnych reakci pro pfipravu benzimidazolt, tato kapitola proto
popisuje pouze vybrané zplsoby syntézy. Vychozi latkou pro vétSinu reakci je o-
fenylendiamin. Druhy reaktant pak ovliviiuje strukturu vysledného produktu. Prvnim
zpusobem piipravy je reakce S karboxylovou kyselinou. Pti reakci o-fenylendiaminu
s kyselinou mravenéi vznika benzimidazol, pti pouziti viceuhlikatych kyselin pak jeho
ptislusny alkylderivat. Jednd se o laboratorni piipravu probihajici v kyselém prostiedi

s vytézkem okolo 75 % (Obr. 21).
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Obrazek 21:Piiprava benzimidazolu reakci o-fenylendiaminu a karboxylové kyseliny

Druhy typ piipravy vychazi zreakce s acetanhydridem v kyselém prostiedi.
Produktem takové reakce je 2-methylbenzimidazol. Vytézek reakce je asi 68 % (Obr. 22).
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Obrazek 22: Ptiprava benzimidazolu reakci o-fenylendiaminu s acetanhydridem
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Treti zpusob pfipravy je zalozen na reakci o-fenylendiaminu s arylaldehydy nebo
alkylaldehydy v riznych prostfedich. Vyslednymi produkty jsou 2-arylbenzimidazoly nebo
2-alkylbenzimidazoly v zavislosti na pouzitém reaktantu (Obr. 23).

S 0 NH
+ A % HgO
N r seeg ™ / Ar
NHs H N

Obrazek 23: Ptiprava arylbenzimidazolu reakci o-fenylendiamu s arylaldehydem

Dalsi zminény typ piipravy jako jediny nevychazi z o-fenylendiaminu, ale o-
nitroarylaminu nebo dinitroarent. Reakce probihajici v pritomnosti niklu jako katalyzatoru
vede k tvorbé 1-aryl-2-aminobenzenu. Dal§im zahtivanim dojde ke vzniku substituovaného
benzimidazolu na C2. Naproti tomu v pfipad¢, ze budeme v piskové lazni zahtivat N-

substituovany o-nitroanilin, bude produktem reakce 2-arylbenzimidazol (Obr. 24).

NHCH ,Ar 0 NH

B Zahfivani v piskové lazni PR
Ar - > | Ar
120150°C Vi
H N

L

=%

NO,

Obrazek 24: Piiprava arylebnzimidazolu zahfivanim o-nitroarylaminu v piskové lazni

Pro piipravu benzimidazoli substituovanych na N1 lze vyuzit cykliazce N,N-
disubtituovaného fenylendiaminu v kyselém prostfedi za teploty 50-60°C. Produktem
takové reakce je 1,2-disubstituovany benzimidazol (viz Obr. 25). Dalsi typy pfiprav jsou
rozebrany napiiklad v ¢lanku Sing a kol. 71 &i v knize P. N. Prestona [°9,

Ary
n ACHA //
5060°C | Fge .
N=CH-Ar 5 o N/ 2

Obrazek 25: Ptiprava benzimidazolu substituovaného na N2
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2.5.2. Chiralni benzimidazoly

Benzimidazoly vyuzivané v medicinalni chemii, syntéze atd. jsou ¢asto substituované na
uhliku, dusiku (pfip. obojim). Mnoho takovychto substituovanych benzimidazolu je diky
pfitomnosti vhodné orientovanych substituentl opticky aktivnich. Benzimidazoly mohou
vykazovat centralni, axialni i planarni chiralitu (Obr. 26). Takovéto latky nasly predevsim
uplatnéni jako soucast katalyzatoru v organickych syntézach ¢i katalyzatorech na bazi kovu
vyuzivanych v asymetrickych syntézach. Nelze pak opomenout jejich vyuziti v oblasti
zjistovani optické Cistoty v latkdch. Zde benzimidazoly funguji jako reaktanty v metodé
Kinetického rozliseni a také v metodé indukovaného cirkularniho dichroismu pro zjisténi
optické Ccistoty chirdlnich karboxylovych kyselin vyuzivanych jako intermediity ve

vyzkumu 1é¢iv B,

HaC CH,
o
0. _NH, \I i, 7\
N HaC N NI
| TR >‘\N Ny N
T A" HC . PPh,
e
DR
&
A B

Obrazek 26: Struktury vybranych benzimidazoll vykazujici centralni chiralitu (A), axialni
chiralitu (B) a planarni chiralitu (C)

Centraln¢ chiralni benzimidazoly tvofi nejrozsifenéjsi skupinu chiralnich benzimidazoli.
Dtivodem je jednoduchost jejich syntézy a dostupnost reaktantli jako jsou chirdlni kyseliny,
karbohydraty, aldehydy ¢i aminy. Jednou znejpouzivanéjSich piiprav chiralnich
benzimidazolli substituovanych na C2 je Philipsova kondenzace. Pfi tomto typu ptipravy
spolu reaguji o-fenylendiamin a chiralni karboxylova kyselina (naptiklad kyselina vinnd) za
vzniku benzimidazolu s chiralnim centrem na uhliku mimo benzimidazolovy skelet. Pro
pfipravu chirdlnich benzimidazoli substituovanych na dusiku lze vyuZzit Buchwald-
Hartwigovu aminaci. Tento zptsob piipravy vede ke vzniku benzimidazolu substituovaného
na C2 a na dusiku. Chirdlnim centrem se v tomto pfipadé nestava uhlik C2, nybrZ uhlik na

isoalkylovém zbytku (Obr. 27) B,
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Obrazek 27: Buchwald-Hartwigova aminace vedouci k centralné chiralnimu
benzimidazolu !

Velky rozvoj vyzkumu axialné chiralnich latek pouzivanych v organokatalyze nastal
S objevem pripravy latek BINOL a BINAP. Axialné chirdlni latky se vyskytuji i mezi
heterocykly a potazmo tedy i mezi benzimidazoly. Pro pfipravu axialné chiralnich
benzimidazoll byla Altenbachem a kol. vyvinuta metoda vedouci ke vzniku axialni chirality
na vazb¢é C-C mezi molekulou naftalenu a benzimidazolu (Obr. 28). Shi a kol. pak vyvinuli
metodu pro ptipravu latky s axialni chiralitou na vazbé C-N mezi molekulou naftalenu a
benzimidazolu (Obr. 29) Bl.

OO ;

y
MeOH OH OH
OO reflux MnO, ; (CF380,),0

g N \_/ @

P 216 217
2
214
g~
/\Pphz “x
/
> N\
~
e L \ ) e
0S0,CF, PPh, Kpp6
Nl(dppe)CI2 (S,Ra)-221
» N
> NN NN N

\_/

X HPPh,, DABCO /
— \ Cl [
\_/ \_/ v/~ ~on
218 2 \ AN
>7N N — pd
& -

(S,Sa)221

\ /

DPPE

(S,Sa)-221 _—
N7 SN

Obrazek 28: Priprava benzimidazolu s axialni chiralitou na vazbé C-C [
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Obrazek 29: Piiprava benzimidazoli s axialni chiralitou na vazbé C-N FI

2.5.3. Separace chiralnich benzimidazoli

Byla publikovana tada praci zabyvajicich se separacemi chiralnich benzimidazolu.
Zde uvedu pouze nékteré. Separovat lze centralng, axialné i planarné chiralni benzimidazoly.
Pro jejich separaci jsou zpravidla vyuzivany chiralni stacionarni faze na bazi polysacharidd,
coz dokazuje ze tento typ CSP (chiral stationary phases) je tim nejpouzivanéj$im v oblasti
chiralnich separaci. Napiiklad Galinella a kol. separovali omeprazol na derivatu celulosy .
V literature lze najit separace derivatli benzimidazolli na polysacharidové koloné na bazi
amylosy i celulosy. Pro jejich separaci je vyuzivan normalni mod, kdy je jako mobilni faze
vyuzivan hexan s alkoholem (napf. ethanol). Takovy typ separace byl vyuzit skupinou
Vaccher a kol. pfi studiu separace enantiomertt AMP aktivované proteinkinazy 1%, Lze viak
také vyuzit reverzni moéd (napiiklad Tanaka a kol. pouzili tento typ CSP pro separaci
enantiomerti pantoprazolu ®71) nebo polarné organicky moéd (separace omeprazolu na

derivatu amylosy Ferretim a kol. [2010),
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie

Methanol (HPLC - gradient grade, Fisher Scientific, UK), Ethanol (UVAPUR,
BCChemservis, Ceska republika), 1-propanol (Lachner, Ceska republika), 2-propanol
(Lachner, Ceska republika), n-Hexan (PENTA, Ceska republika), Acetonitril (HPLC — super
gradient, VWR Chemicals, Francie), deionizovana voda (Milipore, Francie), vzorky axialn¢

chirdlnich benzimidazoli dodané Katedrou organické chemie Univerzity Palackého.

3.2.  Instrumentilni vybaveni

Chiralni separace latek pracovné oznacenych jako vzorky A-D (systematické nazvy
viz 3.4.) byly provedeny na systému HPLC fady Smartline (Knauer, Berlin, Némecko).
Tento systém se sklada z modulll Smartline Pump 1000, Smartline Manager 5000 a
Smartline UV Detector 2600. Opticka otacivost separovanych latek byla sledovana na
detektoru optické otacivosti Chiralyser-MP (IBZ Messtechnik GmbH, Springe, Némecko).
Pro vyhodnoceni dat byl pouzit program Clarity (DataApex, Ceska republika).

3.3.  Priprava vzorki

Vzorky A-D byly dodany rozpusténé v methanolu koncentraci 5,16 g/l (vzorek A), 8 g/l
(vzorek B), 40 g/l (vzorek C) a 17 g/l (vzorek D). Vzorky byly skladovany pii -18 °C a pro
nastiik fedény 25x (vzorky A a B), resp. 50x (vzorky C a D) pouzitou mobilni fazi. Pro
vybranou analyzu se zapojenym polarimetrickym detektorem byl vzorek D zfedén 500%

postupnym fedénim ve dvou krocich.

3.4. Podminky chromatografickych analyz

Analyticka separace racematu 1N-[2-((2,6-diisopropylfen-1-yl)karbamoyl)fen-1-yl]-2-
(pyridin-2-yl)-benzimidazol (dale oznacen jako ,,vzorek A*)

Mobilni faze: methanol:voda 3:1 (v/v)
Kolona: Lux Cellulose-1, 250 x 4,6 mm, dp = 5 um (Phenomenex, Torrance, USA)
Prutok: 1ml/min

Naéstiik: 20 pl
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Detekce: UV, A =274 nm

Analyticka separace racematu 1N-[2-(1H-benzimidazol-2-yl)fen-1-yl]-2-(pyridin-2-
yl)benzimidazol (dale oznaden jako ,,vzorek B)

Mobilni faze methanol:voda 3:1 (v/v)

Kolona: Lux Cellulose-1, 250 x 4,6 mm, dp = 5 um (Phenomenex, Torrance, USA)
Prutok: 1ml/min

Nastiik: 20 pl

Detekce: UV, A =274 nm

Analyticka separace racematu 1N-[2-((2,4,6-trimethylfen-1-yl)karbamoyl)fen-1-yl]-2-
(pyridin-2-yl)-benzimidazol (dale oznacen jako ,,vzorek C%)

Mobilni faze: methanol:voda 9:1

Kolona: Lux Cellulose-3, 250 x 4,6 mm, dp = 5 pum (Phenomenex, Torrance, USA)
Pratok: 1ml/min

Nastiik: 20 pl

Detekce: UV, A =274 nm

Analyticka separace racematu 1N-[2-(benzyloxykarbonyl)fen-1-yl]-2-(pyridin-2-
yl)benzimidazol (dale oznacen jako ,,vzorek D)

Mobilni faze: hexan:voda 3:1 (v/v)

Kolona: Lux Cellulose-3, 250 x 4,6 mm, d, = 5 um (Phenomenex, Torrance, USA)
Pratok: 1ml/min

Naéstiik: 20 pl

Detekce: UV, A =274 nm

3.5. Méreni optické otacivosti

Pro méfeni optické otafivosti enantiomert byl pouzit polarimetricky detektor
CHIRALYSER-MP, ktery byl nastaven na nejvyssi citlivost (,,range limit™“ = 4,0 mdeg. /
1000 mV). Zékladni linie byla ponechéana v zékladnim nastaveni (,,base offset*“ = 500,0 mV).
Detektor byl piipojen do série za UV/Vis detektor kapalinového chromatografu a opticka

otacivost jednotlivych separovanych enantiomerti byla snimana v redlném case soub&zné
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s probihajici analyzou. Detektor byl pouZzit pro potvrzeni pfitomnosti obou enantiomerQ

v analyzovaném vzorku a pro jejich identifikaci v UV/Vis chromatogramu.
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4. Diskuze a vysledky

Cilem prace bylo vyvinout metody pro chiralni separaci nové syntetizovanych
benzimidazoll S axialni chiralitou na vazbé¢ C-N (Obr. 30). Pro tcel byly pouzity chiralni
kolony Lux Cellulose-1 a Lux Cellulose-3, liSici se chiralnim selektorem vazanym na
polysacharid, kterym je v obou pfipadech celulosa. Zatimco Lux Cellulose-1 obsahuje

selektor 3,5-dimetylfenylkarbamat, u Lux Cellulose-3 je selektorem 4-metylbenzoat.

i-Pr
0}
R (vzorek A) =
N N— ANH ;

\ / R (vzorek B) = §—~</

R (vzorek C) =
- gLNH

Hy

R (vzorek D) = {\—LO/\O
P

Obrazek 30: Struktura axialng¢ chiralnich benzimidazoli s vyznacenou chiralni vazbou

Vétsina vzorkd byla studovana na obou zminénych kolonach s pouzitim vétSiny
moznych rozpoustédel kompatibilnich s pouzitymi (pokryvanymi) polysacharidovymi
kolonami. Veskeré nize uvedené poméry pouzitych mobilnich fazi jsou objemové (V/v).
Kromeé studia vhodnych podminek pro separaci byla sledovana zména selektivity, retencnich

Casi a rozliSeni separace vlivem zmény slozeni rozpoustédla, ptip. kolony.

4.1.  Analyticka separace latky A

Latka A je benzimidazol substituovany pyridinem na C2 a také substituovanym
fenylem na N1. Substituent na fenylu zpusobuje sterické branéni, Vv jehoz dasledku je
znemoznéna volna rotace fenylu kolem vazby C-N. Toto branéni je pfi¢inou axialni chirality

latky A na vazbé C-N, Ktera se projevuje jeji optickou aktivitou.

Testovani latky A bylo zapocato na koloné Lux Cellulose-1. Prvotni analyza byla
provedena v mobilni fazi methanolu. Separace uspésna nebyla, nicméné na chromatogramu

bylo vidét ¢astecné rozdéleni piku, a tedy informace o potenciondlni selektivité methanolu.
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Poté byla analyza provedena v ethanolu. Ani zde nebyla separace uspésna, ale na

chromatogramu byl opét vidét naznak separace, a tedy potencialni selektivity ethanolu.

Literatura casto jako vhodné sloZzeni mobilnich fazi pro separaci na
polysacharidovych kolonach uvadi smés polarniho organického rozpoustédla s jinym
rozpoustédlem — napt. hexanem, ¢i vodou 1% 10U\ tomto ptipadé byl nejprve zvolen
hexan, nebot’ ma nizsi viskozitu a vyssi tékavost oproti vod¢. Vyssi t€kavost je vyhodna ve

spojeni s ptipadnou izolaci cilovych analytu.

V dalsim kroku byl proto pouzit pro separaci normalni mdd s mobilni fazi
hexan:EtOH v poméru 1:1. Nebylo dosazeno zadné separace, a proto byl pomér mobilni
faze zménén na hexan:EtOH 3:1. Ani v tomto piipadé¢ vsak k separaci nedoslo. Do mobilni
faze byl proto pfidan MeOH. Vzhledem k tomu, Ze smés hexan:MeOH tvoti emulzi, je nutné
pro zjisténi dokonalé misitelnosti obou rozpoustédel do smési ptidat tieti slozku, kterd je
misitelnd s obéma zbylymi. Jako takovy emulgator 1ze vyuzit naptiklad EtOH, popiipadé i-
PrOH, resp. n-PrOH. Empiricky bylo zjisténo, ze na dostatecnou homogenizaci takové
emulze postaci poloviéni mnozstvi emulgatoru oproti méné zastoupené slozce emulze. Byla
proto pfipravena mobilni faze hexan:EtOH:MeOH 9:1:2. Jejim pouzitim bylo dosazeno
¢astecné separace obou enantiomeru S rozliSenim R = 0,59. V dalsim kroku optimalizace
bylo zvyseno procentualni zastoupeni hexanu ve smési na kone¢ny pomér 60:1:2 (Obr. 31).
Pfi tomto slozeni mobilni faze bylo dosaZeno lepSi separace enantiomerti latky A
srozliSenim 0,89 a retenénimi casy tr1 = 10,10 min a trz = 11,50 min. Vzhledem
k nedokonalé separaci i po velkém zvyseni procentualniho zastoupeni hexanu ve smési se
vsak v optimalizaci s vyuzitim nepolarniho rozpoustédla (tedy hexanu) dale nepokracovalo.
Duvodem byla predevsim stale nizka kapacita, nebot’ se ndm pomoci hexanu nepodatilo

zadrzet separovany analyt déle na koloné.
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Obrazek 31: Separace vzorku A v mobilni fazi hexan:EtOH:MeOH v uvedenych
pomeérech na koloné Lux Cellulose-1

V dalsi fazi optimalizace byl proto testovan reverzni mod S vyuzitim polarné-
organického rozpoustédla s nejlepsimi dosavadnimi vysledky (tj. methanolu) a vody. Prvni
pokus probéhl ve smési MeOH:H20 v poméru 1:1, k eluci enantiomerti v§ak nedoslo ani po
60 min a proto byla analyza ukonéena a analyty byly z kolony eluovany pomoci ¢istého
MeOH. Nasledné bylo zvySeno procentudlni zastoupeni MeOH ve smési na pomér 2:1
MeOH:H20. Nebylo dosazeno zadné separace a analyt byl eluovan z kolony v Case tr = 22,

61 min.

V ramci dal§iho pokusu o separaci byl opét zvySen obsah MeOH v mobilni fazi, a to
na pomér 3:1 MeOH: H20. Bylo dosaZeno separace enantiomert s rozliS$enim R = 1,96, tr1
= 18,22 min a tr2 = 22,35 min (Obr. 32). Pro ové&feni reprodukovatelnosti vysledki byla
tato separace zopakovana jesSté tiikrat. Pfi opakovani byly enantiomery separovany s R =

1,97+0,01 a try = 18,4740,19 min a tr2 = 20,66+0,26 min (viz. Tab. II).
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Obrazek 32: Separace latky A v mobilni fazi MeOH:H20 3:1 na kolon¢ Lux Cellulose-1
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Tabulka I1: Retencni Casy jednotlivych enantiomert vzorku A pfi separaci MeOH:H20
3:1 na koloné Lux Cellulose-1

Pokus tr 1 (min) tr 2 (min) R
1 18,22 22,35 1,96
2 18,66 22,67 1,96
3 18,55 22,98 1,99
Primér 18,47 22,66 1,97
Sg‘ae;r‘]’;akt:a 0,19 £0,26 10,01

Byla nalezena vhodna metoda pro analytickou chiralni separaci latky A rozpusténé v
methanolu vyuzivajici kombinaci kolony Lux Cellulose-1 a mobilni faze MeOH:H20 3:1 pfi

pratoku m.f. 1 ml/min.

4.2.  Analyticka separace latky B

Struktura latky B se od ostatnich vzorki 1i§i pomérné zdsadné piitomnosti druhého
benzimidazolového cyklu vazaného uhlikem C2 na fenylovy zbytek (viz. Obr. 30).
Testovani latky B bylo zapoc¢ato na kolon¢ Lux Cellulose-1 v mobilnich fazich tvofenych
¢istym MeOH, resp. EtOH. V obou piipadech bylo dosazeno ¢aste¢né separace (Obr. 33) a

oba alkoholy tedy maji potencial zvySovat selektivitu separace.
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Obrazek 33: Separace latky B v uvedenych mobilnich fazich

Vzhledem k pozitivni zkuSenosti s pouzitim polarn¢ organického modu pii separaci
enantiomert latky A byla v dalsim kroku ptipravena mobilni faze MeOH:H.0O 3:1. Bylo
dosazeno separace této latky s rozlisenim R = 2,36, pficemz prvni enantiomer byl z kolony
eluovan v ¢ase tr1 = 8,33 min, druhy poté v Case tr2 = 11,53 min. Déle byla separace

testovana v riznych pomérech methanolu a vody s cilem fokusovat druhy pik, ktery se
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V podminkéch prvni analyzy rozmyval. Nejprve byla pouZzita mobilni faze MeOH:H20 3:2,
zde vsak k separaci nedoslo. Vysoky obsah vody v mobilni fazi zptsobil pfiliSné zadrzeni
vzorku na koloné (tr = 41,82 min) a pfedev§im koeluci obou pikt. Dale byla latka B
separovana za pouziti mobilni faze s niz§Sim obsahem vody. Pfi analyze v mobilni fazi o
slozeni MeOH:H20 2:1 doslo k separaci s rozlisenim R = 2,33 a reten¢nim Casy enantiomert
tr,1 = 18,37 min, resp. tr2 = 27,32 min. SniZeni obsahu MeOH ve smési (oproti poméru 3:1)
tedy zptsobilo nartst retencnich Cast o vice nez deset minut. Tento fakt je zajimavym pii
porovnani S podminkami separace latky A, kde vyssi obsah vody v mobilni fazi snizoval
retenci analytu. Mobilni faze byla dale upravena zvysenim obsahu MeOH na pomér 7:3.
V takovéto mobilni fazi byl vzorek separovan s rozliSenim R = 2,34 a reten¢nimi Casy tr,1 =
13,05 min a tr2= 18,97 min. K lepsi fokusaci piku vSak nedoslo (viz. Obr. 34), a proto bylo
dale hledano slozeni mobilni faze, u které by bylo tomuto jevu zamezeno.

Tabulka I11: Reten¢ni ¢asy eluovanych latek a rozliSeni pro rizné poméry MeOH a H20
vV mobilni fazi pfi separaci latky B na koloné Lux Cellulose-1

Pomér mobilni faze . .
MeOH:H20 tr 1 (min) tr 2 (min) R
3:1 8,33 11,53 2,36
7.3 13,05 18,97 2,34
2:1 18,37 27,32 2,33
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Obrazek 34:Separace latky B na koloné Lux Cellulose-1 s pouzitim mobilni faze lisici se
pomérem MeOH a H20

39



Pro dalsi separace na koloné¢ Lux Cellulose-1 byl zaménéna (polarni) voda za
(nepolarni) hexan. Pro tcéely uvodniho experimentu byl MeOH zcela nahrazen EtOH a
vzorek byl separovan s vyuzitim mobilni faze hexan:EtOH 1:1. K separaci v tomto piipadé
nedoslo, analyt navic nebyl témét zadrzen na koloné a byl eluovan v ¢ase 3,62 min. Pomér
Mobilni faze byl proto zménén na hexan:EtOH 3:1. K separaci sice opét nedoslo, nicméné
diky zvySenému obsahu hexanu ve smési byl analyt na kolon¢ zadrzovan déle a eluovan
Vv Case 4,65 min. Pro dalsi pokus byl do mobilni faze ptidan MeOH. Mobilni faze obsahovala
hexan, MeOH a EtOH v poméru 9:2:1. Enantiomery vSak byly eluovany piili§ brzy (v Case
4,77 min) a nebyly dokonale separovany (R = 1,30). Obsah hexanu byl proto zvysen a dalsi
separace prob¢hla s vyuzitim mobilni faze o slozeni hexan:MeOH:EtOH 30:2:1. Doslo ke
zvyseni retence, nicméné rozliseni zistalo nizké (R = 1,25), navic doslo k pomérné velkému
rozmyti pikti. Mobilni faze byla proto opét pozménéna ve prospéch hexanu na konecny
pomér 60:2:1 hexan:MeOH:EtOH. Vysoky podil hexanu ve smési zpusobil zadrzeni
enantiomert na kolon¢ na téméf dvacet minut, MeOH zvysil selektivitu a u¢innost separace.

Na druhou stranu v tomto piipadé doslo k chvostovani obou pikta (Obr. 35).

Tabulka 1V: Retenéni Casy a rozliSeni pro separaci latky B v riznych mobilnich fazich na

koloné Lux Cellulose-1

Mobilni faze tr 1 (min) tr 2 (min) R
Hexan:l\él.ezc.)lH:EtOH 477 5,30 1,30
Hexan:MeOH:EtOH

30:2:1 11,95 14,52 1,25
Hexan:MeOH:EtOH
60:2:1 19,17 24,83 2,05

o10i Hexan:MeOH:EtOH 60:2:1
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Obrazek 35: Separace MK080 v mobilni fazi hexan:MeOH:EtOH 60:2:1 na kolon¢ Lux
Cellulose-1
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Pro separaci enantiomert tohoto axidlné chiralniho benzimidazolu byla nalazena
metoda s pouzitim mobilni faze pro separaci jeho enantiomerd MeOH:H>0 v poméru 3:1 a
to z divodu nejvyssiho rozliSeni. Jako zajimava se jevi také metoda s pouzitim m. f.
hexan:MeOH:EtOH 60:2:1 a to z divodu zajimavého rozliSeni, moznosti odlisného chovani

na semipreparativni kolon¢ a lepsim vlastnostem hexanu (viskozita, t€kavost) oproti vode.

4.3. Analyticka separace latky C

Dalsi ze separovanych analytl se oproti latce A 1i8i pfitomnosti tii methylovych
zbytkt na fenylkarbamatovém substituentu namisto dvou isopropylovych (viz Obr. 30).
Vzhledem k podobnosti s latkou A jsme predpokladali, ze by tento benzimidazol mohl byt
separovan také na koloné Lux Cellulose-1. Byly provedeny analyzy s vyuzitim homologické
fady alkoholti a acetonitrilu jako mobilni faze. Nejlepsi vysledky vykazoval ethanol a
acetonitril — analyt byl pfi pouziti ethanolu jako mobilni faze separovan s rozlisenim R =
1,12 a reten¢nim ¢asem enantiomerd tr1 = 3,83 min a tr2 = 4,15 min (Obr. 36A). V piipadé
acetonitrilu doslo ke koeluci obou piki s reten¢nimi ¢asy tr1 = 4,12 min, trz.=4,35 mina s
rozliSenim separace R = 0,78. Dal§im problémem bylo, Ze se pted eluci enantiomer
objevoval dalsi pik (Obr. 36B). V dalsim kroku byla proto do systému piidana voda (m.f.
se slozenim ACN:H20 5:1). Voda sice zvysila retenci analytu, ale zaroven silné snizila

selektivitu separace. V dalsich krocich se proto jiz s vodou nepracovalo.

Dalsi upravy mobilni faze spocivaly v pfidavcich jiného rozpoustédla, které by
zvysilo kapacitu separace. Na zékladé¢ dfive zminénych vysledkii se jako vhodné
rozpoustédlo pro tento ucel jevi hexan. Byl proto vyzkousen normélni mod s m.f. o slozeni
hexan:EtOH 3:1, a poté v poméru hexan:EtOH 9:1. Ani jedna zména podminek vSak

nezvysila selektivitu separace.
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Obrazek 36: Separace latky C v EtOH na kolon¢ Lux Cellulose-1

Z divodu netspésné separace latky C na koloné Lux Cellulose-1 byla v dalSich
experimentech testovana separace této latky na koloné¢ Lux Cellulose-3. Nejprve byla
postupné zkousSena kompatibilni organicka rozpoustédla (EtOH, MeOH, i-PrOH, n-PrOH,
hexan, ACN). K uspésné separaci doslo pfi pouziti methanolu jako mobilni faze. Eluéni ¢asy
jednotlivych enantiomert Cinily try = 3,85, resp. tr2 = 5,33 min. hodnota rozliSeni pak R =
1,72 (Obr. 37). Za téchto podminek vSak dochazi k pfilisSnému rozmyti eluéni zony druhého
piku.

0,5,

MeOH

Absorbance
S 0O o0 6 9O
(I T
i
(

Time

Obrazek 37: Separace enantiomeru latky C v MeOH na kolon€ Lux Cellulose-3

Zacelem zvySeni kapacity separace byla provedena analyza s mobilni fazi tvofenou
hexanem, i-PrOH a MeOH v m.f. v poméru 30:1:1. I-PrOH byl pouzit jakozto emulgator
namisto EtOH. K separaci vSak nedoslo, a proto byl obsah hexanu v m.f. snizen na pomér
5:1:1. Doglo pouze k ¢asteéné separaci. V dal§im kroku jsme proto piesli do REVERZNIHO
moddu a byla pfipravena m.f. MeOH:H20 v poméru 3:1. K separaci v tomto piipadé nedoslo.
Pomér byl proto dale zménén na MeOH:H20 9:1 za ucelem zvysSeni selektivity separace.
Doslo k separaci enantiomert s rozliSenim R = 1,89 a reten¢nimi ¢asy tr1 = 3,72 min a tr2 =

10,42 min. Druhy pik vSak zistal stejné rozmyty jako v piipadé MeOH. Mobilni faze byla
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proto upravena piidavkem ACN na pomér rozpoustédel 8:1:1 MeOH:ACN:H20. Doslo

k vylepSeni fokusace piku, nicméné za cenu niz§iho rozliSeni separace (R = 1,42) (Obr. 38).
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Obrazek 38: Separace latky C v uvedenych mobilnich fazich na koloné Lux Cellulose-3

Dale byly testovany kombinace MeOH s EtOH, i-PrOH, n-PrOH a ACN v poméru
9:1, pticemz MeOH byl vzdy slozkou s vys§im obsahem v m.f. V piipadé¢ kombinace s
EtOH, i-PrOH a n-PrOH bylo dosazeno vzdy téméf stejného vysledku, tj. separace S niz§im
rozliSenim oproti Cist¢tmu MeOH (viz. Tab. V). Eluéni zoéna druhého piku ve vsech
pfipadech vSak zlistala rozmyta stejné€ jako v pripadée ¢ist¢tho MeOH. Pfi pouZiti mobilni faze
tvofené smesi MeOH s ACN nebylo dosaZzeno ani Castecné separace a oba enantiomery

eluovaly soucasné.

Tabulka V: Srovnani klicovych parametri jednotlivych separaci latky C na kolonach Lux
Cellulose-1 a Lux Cellulose-3

Mobilni faze Kolona tr 1 [min] tr 2 [min] R
EtOH Lux Cellulose-1 3,83 4,15 1,12
MeOH Lux Cellulose-3 3,58 5,33 1,63

MeOH:H»0 9:1 | Lux Cellulose-3 3,72 10,42 1,89
MeOHéfAi%N:HZO Lux Cellulose-3 3,52 5,48 1,42

Pro separaci enantiomeri latky C vyuziva vhodna metoda kolonu Lux Cellulose-3 a
mobilni fazi o slozeni MeOH:H20 v poméru 9:1 jako mobilni faze. Ackoliv dochazi

k rozmyti druhého eluovaného piku, nebylo nalezeno slozeni mobilni faze, které by tomuto
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jevu zabranilo. Pro vylepSeni tvaru druhého piku by se dalo teoreticky vyuzit aditiv jako jsou
kyseliny, baze ¢i soli. Vzhledem ktomu, ze vyvinuté metody je v planu pievést do
semipreparativniho rozméru a izolovat s jejich pomoci optické Cisté enantiomery, je vSak
podstatné, aby byl systém co nejjednodussi. Ze srovnani podminek separace se separaci latky
A navic vyplyva, ze i pouha zdména substituentu ve struktuie molekuly mize zpusobit silné

odlisné chovani latky pfi separaci na stejné kolong.

4.4.  Analyticka separace latky D

Také tento benzimidazol se oproti ostatnim li§i strukturou substituentu, a to
ptitomnosti esterové vazby, na kterou je navazan benzyl (Obr. 30). Optimalni podminky
byly studovany na koloné Lux Cellulose-3. Nejprve byl jako mobilni faze pouzit ¢isty EtOH.
Doslo k separaci enantiomerd s rozliSenim R = 2,15 a s reten¢nim ¢asem tr1 = 4,33 min pro

prvni enantiomer a trz = 5,52 min pro druhy enantiomer (viz. Obr. 39).
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Obrazek 39: Separace latky D v EtOH na koloné Lux Cellulose-3

Dalsi pokusy byly vénovany snaze o navySeni kapacity separace. Za timto ucelem
byl pouzit reverzni mdéd a do mobilni faze byla ptfiddna voda. Jako prvni byla testovana
mobilni faze o slozeni EtOH:H20 9:1. Doslo k separaci s rozlisenim R = 2,10. Dale byl
pomeér slozek m.f. zménén na EtOH:H2O 3:1. Opét doslo k separaci obou enantiomerd,
tentokrat s rozliSenim R = 2,82 (Obr. 40). Z porovnani téchto vysledka s vysledky separace
v Cistétm EtOH tedy vyplyva, ze navySenim kapacity pomoci vody selektivita separace
neroste. V dalSim kroku byl zkouméan normalni mod s mobilni fazi tvofenou hexanem a

EtOH.

44



3

EtOH:H:0 9:1

5050 2

il
o
=

Absorbance
o
o

0,04, i i cr s SRR T, DSOS L

Iy EtOH:H:0 3:1

Obrazek 40: Separace latky D v uvedenych mobilnich fazich na koloné Lux Cellulose-3

Nejprve byla piipravena mobilni faze o slozeni EtOH:hexan 1:1 (Obr. 41). Analyt
byl separovan s rozlisenim 3,83. Prvni z enantiomert byl eluovan v ¢ase 5,25 min, druhy
v ¢ase 8,82 min. Doslo tedy ke zvySeni selektivity (a tedy 1 rozliSeni) separace, nebot’ druhy

enantiomer byl na koloné zadrZen podstatné déle.
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Obrazek 41: Separace latky D v mobilni fazi EtOH:hexan 1:1 na koloné Lux Cellulose-3

Pro dalsi zvySeni selektivity byl pomér mobilni faze zménén na hexan:EtOH 3:1.
Doslo k dalsimu navySeni kapacity separace, coz vSak bylo vzhledem k pfedchozimu
vysledku analyzy spise kontraproduktivni. V dal§im kroku byl proto pomér mobilni faze
obracen a byla pouzita m.f. o slozeni EtOH:hexan 3:1. Doslo k separaci s rozlisenim 2,67 a

predevsim s nizsi kapacitou oproti piedchozi separaci (Obr. 42).
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Obrazek 42: Separace latky D v mobilni f4zi EtOH:hexan 3:1 na koloné Lux Cellulose-3

Tabulka VI: Srovnani retenénich ¢ast a rozliseni pro separaci latky D v riznych
mobilnich fazich na koloné Lux Cellulose-3

Mobilni faze tr 1 [min] tr 2 [min] R kil k2
EtOH:voda 3:1 6,23 9,85 2,82 206,66 327,33
EtOH:voda 9:1 4,57 6,05 2,10 150,66 199,00

EtOH 4,33 5,52 2,15 143,33 183,00
hexan:EtOH 1:3 4,50 6,50 2,67 89,60 127,60
hexan:EtOH 1:1 5,25 8,82 3,83 95,40 146,60
hexan:EtOH 3:1 7,07 14,42 4,86 140,40 287,40

Vzhledem k velmi vyhodnym podminkam separace (kratky ¢as analyzy, pouziti
tékavé mobilni faze) nebyly testovany podminky separace na kolon¢ Lux Cellulose-1. Pro
separaci této latky byly nalezeny optimalni metody na kolon¢ Lux Cellulose-3. Za vhodnou
metodu lze povazovat separaci v mobilni fazi EtOH, protoze piky eluuji s dostate¢nym
Casovym rozestupem. Pro separaci se vSak da vyuzit kterdkoliv z metod uvedenych

v tabulce VI.

4.5.  Vyuziti detektoru optické otacivosti

Pii vybranych analyzach byl do systému zapojen také detektor optické otac€ivosti
potvrzujici pfitomnost enantiomerit ve smesi. Uplatnéni nasel zejména v ptipadé analyz
latky C. Pfi jeji chirdlni separaci na kolon€ Lux Cellulose-1 s vyuzitim ACN, resp. EtOH
byl pomér ploch pikli obou eluovanych slozek na UV/Vis detektoru roven 70:30. Takovy
vysledek neodpovidd racemické smeési (pomér pikti 50:50) jako tomu bylo u piedchozich
vzorkt. Nicméné pii analyze vzorku C v MeOH, kde je pln¢€ separovan, ¢inil pomér obou
hlavnich pikt 1:1 a navic detektor optické otacivosti prokazal, ze oba piky vykazuji optickou
aktivitu (s opacnym znaménkem optické rotace) a melo by se tedy jednat o enantiomery

latky C (Obr. 45). Tento fenomén je pravdépodobné spjaty s pouzitim rozpoustédlem a také
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nedokonalou separaci. Zadna z dal§ich analyz totiz tento $patny pomér eluovanych piki

nepotvrdila.

NiZe jsou uvedeny analyzy latek A-D za optimalnich podminek vcetné zaznamu
Z polarimetrického detektoru. Z prezentovanych vysledki jasné¢ vyplyva, Ze citlivost
detektoru vii¢i analyzovanym sloucenindm se muze podstatné lisit, jak ukazuji i data z
literatury [1°2. Pro uréeni znaménka optické ota¢ivosti v kombinaci se znamym elué¢nim

¢asem zjisténym pomoci UV/Vis detektoru je vSak tato identifikace postacujici.

Vzorek A byl méfen s pouzitim mobilni faze MeOH:H20 3:1. Na polarimetrickém
zaznamu lze vidét, Ze v dobé eluce prvniho enantiomeru je na polarimetru soucasné
detekovan zaporny pik a v dobé& eluce druhého enantiomeru byl detekovan kladny pik (Obr.
43).
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Obrazek 43: Separace latky A s vyuzitim polarimetrického detektoru (modré kiivka)

Latka B byla analyzovana v mobilni fazi MeOH:H20 3:1. V tomto ptipad¢ bylo poradi
eluce enantiomerti opacné, nez tomu bylo v pfipadé latky A — (+) enantiomer byl eluovan

jako prvni a (-) enantiomer jako druhy (Obr. 44).
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Obrazek 44: Separace latky B s polarimetrickym detektorem

U latky C bylo méteni optické otacivosti enantiomerli zna¢né ztizeno rozmyvanim
druhého piku, coz se projevilo i na polarimetrickém zaznamu. Proto pro byla pro ucel kiivky

optické otacivosti pouzita analyza na koloné Lux Cellulose-1 v m.f. ACN (Obr. 45).
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Obrazek 45: Separace latky C s vyuzitim polarimetrického detektoru

V piipadé latky D byla detekce provedena v mobilni fazi hexan:EtOH 1:3, nicmén¢

vzorek musel byt jesté desetkrat ziedén, protoze prvotni analyza poskytla pfili§ intenzivni

vysledky absorbance obou pikl a polarimetricky zdznam byl mimo mez detekce. Oba hlavni

piky vykazuji optickou aktivitu, coz potvrzuje, Ze se jednd o enantiomery latky D. Za

studovanych podminek byl eluovan nejprve (-) enantiomer a poté (+) enantiomer (Obr. 46).
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Obrazek 46: Separace latky D s vyuzitim polarimetrického detektoru
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4.6.  Shrnuti optimalnich metod separaci axialné chiralnich benzimidazoli

Byly nalezeny vhodné podminky pro separaci Ctyf vzorktl axidlné chiralnich
benzimidazolti. Separace byly provadény na analytickych chiralnich polysacharidovych
kolonach Lux Cellulose-1 a Lux Cellulose-3 za vyuziti normalniho, polarn¢ organického
modu a reverzniho modu. Ve vSech ptipadech platilo, Zze alkoholova slozka mobilni faze
ovlivituje zejména selektivitu separace, zatimco hexan a voda zejména kapacitu. Z divodu
planované¢ho transferu metod dosemipreparativnich rozmérd za tucelem izolace
separovanych latek nebyly testovany podminky vyuzivajici aditiv, kterd se obvykle
pouzivaji pro vylepSeni tvaru (symetrie) eluovanych pikti. Optimalni podminky pro separaci
vzorkt A-D shrnuje tabulka VII.

Tabulka VI: Shrnuti optimalnich podminek pro separaci racematd piedlozenych vzorka
axialn¢ chirdlnich benzimidazolt

Vzorek Kolona Mobilni faze tr1[min] | tr2[min] R
A Lux Cellulose-1 | MeOH:H-0 3:1 18,55 22,98 1,99
B Lux Cellulose-1 | MeOH:H,0 3:1 8,33 11,53 2,36
C Lux Cellulose-3 | MeOH:H20 9:1 3,72 10,42 1,89
D Lux Cellulose-3 | hexan:EtOH 1:1 5,25 8,82 3,83

49



5. Zavér

Tato bakalarska prace se zabyva fenoménem axialni chirality a separacemi latek, které
tento jev vykazuji. V teoretické Casti jsme se nejprve vénovali obecnému popisu chirality
s dirazem na chiralitu axialni. Dale byla popsana instrumentalni technika, se kterou jsme
pracovali v experimentalni casti — tedy HPLC. Prevazna cast kapitoly o HPLC byla
vénovana pravé chiralnim separacim a jejich specifikiim. Posledni kapitola teoretické ¢asti
je vénovana benzimidazolim, mezi néz patii latky, jejichz separace byla naplni

experimentalni Casti prace.

Cilem experimentalni ¢asti bylo najit vhodnou metodu pro analytickou separaci Ctyt
nové syntetizovanych axialn€ chirdlnich benzimidazoli substituovanych rizné
substituovanym fenylem na dusiku N1 a pyridinem na uhliku C2. Separace byly provedeny
pomoci HPLC vV analytickém moddu s vyuzitim izokratické eluce na dvou chirdlnich
kolonach (Lux Cellulose-1 a Lux Cellulose-3), lisicich se derivatem vazanym na
polysacharid celulosu. Jako mobilni faze byly vyuzity smési alkoholu (methanol, ethanol,
isopropanol ¢i n-propanol) s vodou, hexanem ¢i acetonitrilem bez pfidavku aditiv z divodu
moznosti pfipadného transferu vyvinutych metod do semipreparativniho rozméru. Soucasti
analyz bylo rovnéz méteni optické otacivosti separovanych enantiomert. Vyvinuté metody
umoziuji separovat cilové latky s dostate¢nou uéinnosti tak, aby bylo mozno transferovat je
do semipreparativniho rozméru a nésledné izolovat jednotlivé optické izomery za Gcelem

dalsiho studia téchto latek, coz bude predmétem navazujici diplomové préce.
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