UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra analytické chemie

Studium chiralni separace vybranych sloucenin s axialni

chiralitou
DIPLOMOVA PRACE
Autor: Bc. Marek Krejca
Studijni obor: Analyticka chemie
Vedouci prace: RNDr. Ondfiej Kurka, Ph.D.
Konzultant prace: doc. RNDr. Petr Bednat, Ph.D.

2022 Olomouc



Bibliograficka identifikace:

Jméno a piijmeni autora:

Nazev prace:

Typ prace:
Pracoviste:

Vedouci prace:
Konzultant:

Rok odevzdani prace:

Anotace:

Kli¢ova slova:

Pocet stran:
Pocet pftiloh:
Jazyk:

Bc. Marek Krejca

Studium chiralni separace vybranych sloucenin
s axialni chiralitou

Diplomova

Katedra analytické chemie

RNDr. Ondiej Kurka, Ph.D.

doc. RNDr. Petr Bednar, Ph.D.

2022

Cilem této diplomové prace byla optimalizace
vhodnych podminek pro chiralni separaci vybranych
slouCenin s axialni chiralitou na HPLC s vyuzitim
polysacharidovych kolon. Optimalizované metody
byly transferovany z analytického do
semipreparativniho moédu pro naslednou izolaci
separovanych enantiomert. V ramci prace byl
sledovan byl vliv slozeni mobilni faze, pfidavku aditiv
a zmén teploty na separac¢ni podminky pro jednotlivé
analyty. Soucasti méfeni byla také  blizsi
charakterizace izolovanych enantiomerd pomoci

polarimetrické a UV/Vis detekce.

HPLC, separacni mody, izolace, stereoselektivni
separace, chiralni stacionarni faze, axialni chiralita

86

1

Cesky



Bibliographical identification:

Author’s first name and surname:

Title:

Type of thesis:

Department:
Supervisor:

Consultant:

The year of submission:

Annotation:

Keywords:

Number of pages:
Number of appendices:

Language:

Bc. Marek Krejca

Study of chiral separation of selected compounds with
axial chirality

Master’s

Department of Analytical Chemistry
RNDr. Ondiej Kurka, Ph.D.

doc. RNDr. Petr Bednar, Ph.D.
2022

The aim of this master thesis was optimalization of
adequate conditions for chiral separation of selected
compounds with axial chirality by HPLC with the use
of polysacharide chiral stationary phases. The
optimized separations were transferred from analytical
to semipreparative mode for isolation of separated
enantiomers. The effect of mobile phase, temperature
and additives on separations of individual compounds
was discussed. Polarimetric and UV/Vis detection was
used as a characterization tool for the isolated

enantiomers.

HPLC, separation modes, isolation, stereoselective
separations, chiral staionary phases, axial chirality

86

1

Czech



ProhlaSeni:

Prohlasuji, ze jsem zavéreCnou praci zpracoval samostatné a ze jsem uvedl vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena
k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Souhlasim s tim, aby ma prace byla zpfistupnéna v knihovné Katedry analytické
chemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a v informacnim

systému Univerzity Palackého v Olomouci.

V OIomoucCi 22. 4. 2022 ettt et ettt et teeete bt



Rad bych podékoval svému vedoucimu RNDr. Ondieji Kurkovi, Ph.D. za odborné
vedeni, cenné rady, pfipominky, velkou trpelivost a neutichajici podporu pii zpracovani
této prace. Dale bych chtél podeékovat za cenné rady a podporu také doc. RNDr. Petru
Bednarovi, Ph.D. Chtél bych podékovat také celé Katedie analytické chemie a spoluzakim
za ochotu pfi feseni vSech problému, které se pii tvorbé této prace vyskytly. V neposledni

radé bych chtél podékovat za podporu i1 své roding, bez které by tato prace nevznikla.

Tato prace vznikla za finan¢ni podpory granti IGA_PrF_2021_021 a
IGA_PrF_2022_023.



1. UVOD 1

2. TEORETICKA CAST 2
2.1, CHIRALNI SEPARACE ......corteutitiuienteteieeteeuieseee et s et s ssaesasaesasssesse s sase s s s saeeses 2
2.1.1. Chir@lni HPLC ..ottt st s s 3
2.1.2. Systémy Chiralni SEPATACE.......ccerverueeririirieiiiiiiieiieie st 4
2.1.2. 1. PIiMA SEPATACE ..eeuveevveeiieetie ettt et e s st n e saae s sas e enee s 4
2.1.2.2.  Neprima SEPATACE.....cc.eevverureriiriiiiiiieiie ittt et sr e b eaae s 6
2.1.3. Chiralni SEIEKIOTY ..c.ueevieeeietieieet ittt et s s 7
2.1.3.1.  Chiralni stacionami fAZE ..........eecuerriieriieiieiieceee e 7
2.1.3.1.1. Polysacharidové stacionarni faze ...........cccceceevveviiiiiiiiiniiniinennes 11
2.1.3.2. Chiralni selektory v mobilni fAzi .........coceevveviiiiniiniiiiiiiiiiii, 12
2.1.4. Moznosti ovlivnéni selektivity chiralnich separaci ..........ccccoeviiiiiininiinnnn. 14
2.1.4.1.  Efekt rozpouStedel .......cc.ovieiiiiiiiiiiiiiecece e 15
2.1.4.2. Aditiva v chiralni separacich ...........cccccevueiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 17
2,143, TePIOtaA oot 20
2.1.4.4. Prutok mobilni fAZe.........ccoviviiieriieiiiiiieriie e 21

2.2.  MODY V KAPALINOVE CHROMATOGRAFII .......coveuiruinriiiniiiiieiniinie e enenns 22
2.2.1. Pozadavky na kolony v HPLC .........ccccccoiiiiiiniiiiiiiiiiiiicie i 24
2.2.2. Instrumentace s ohledem na separacni moOd .........ccooeevierieeieeniinnieiieieene, 25

3. EXPERIMENTALNI CAST.uuiriunrrncennensssensscnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 29
3.1, CHEMIKALIE ...outiuietiieetieie ettt ettt st s sae e sase s ssae st st st sae s sens s s saae s saae s sne s 29
3.2,  INSTRUMENTALNI VYBAVENI ......eotiitetiriieieitinieeiiee ettt st evee e seesnesaenesasnes 30
3.3, PRIPRAVA VZORKU ...oouvieuiietiniieieiiiese st sttt ee st es et st esesssse e ss st ssssensssens 30
3.4.  DAVKOVANI VZORKU NA KOLONU ...cceerveuimreuinienreiieneerisesesesessenssssssensessesenseneesenns 30
3.5. PODMINKY CHROMATOGRAFICKYCH ANALYZ.....ccceeutrteuiereienreeuessisessssseieisenens 31
3.6.  MERENI OPTICKE OTACIVOSTL....cueeteuieuerteeeueieeeueesiese st ssensessstesaessssae s esssseesens 33
4. DISKUZE A VYSLEDKY ..oreurinsissscusssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssasess 34
4.1.  CHIRALNI SEPARACE SLOUCENINY L....cccccoiniiiiiiiiiiniiiiiiincieccece 35
4.1.1. Analyticka separace slouceniny I ........c.cccccooviiiniiiiiniiiiii 35
4.1.2. Semipreparativni separace a izolace slouceniny I .........c.cccocoviniiiiniininnnn. 40
4.1.3. Kontrola optické Cistoty enantiomert slouceniny I.........ccoovvviniiinninnnn 41
4.2.  CHIRALNI SEPARACE SLOUCENINY I@....cccoociiiiiiiiiiiiiiiiiiniicece e 44
4.2.1. Analyticka separace slouceniny Il..........cccocoviiiiiiinininiiie, 44
4.2.2. Semipreparativni separace a izolace slouceniny Il...........ccccooiiniiinnin. 47
4.3,  CHIRALNI SEPARACE SLOUCENINY IIL......ccccoiniiiiiniiiiiiiiiiiiiiieccc e 48
4.3.1. Analyticka separace slouceniny IIL.........cc.cccooiviiiiiiiiiiniiiic 48
4.3.2. Semipreparativni separace a izolace slouc¢eniny Il..............cccooiiiinn. 52
4.4.  CHIRALNI SEPARACE SLOUCENINY IV ...ccoiiiiiiiiiiiiiiiniiiniccce e 55
4.4.1. Analyticka separace slouceniny IV........cccocoviiiiiiiiininiiiiice 55
4.5.  SLEDOVANI VLIVU ADITIV V MOBILNI FAZI NA SEPARACI SLOUCENINY I .............. 62
4.5.1. DIiethylamin ..c...ocoevieriiiiiieiiiiie e 62
4.5.2. Kyselind MIAVENCT ....ccueeueiieniiiiieiiiiiiicie ittt saaes 63

4.6. SLEDOVANI VLIVU ZMENY TEPLOTY MOBILNI FAZE NA SEPARACI SLOUCENINY I..65
4.7.  PRISTUP K IDENTIFIKACI ENANTIOMERU V RAMCI OPTIMALIZACE METOD ............ 68



470, SIOUCENINA L oot et e e 68

A.7.2. SIOUCENINA IL ... ee e ee et e e e e e e e e e ee et eeeeeeeeeeeeaeaeeeseeeeesessanansnessesenens 70
473, SIOUCENINA TTL.... .o ee e et e e e e e e e eeeeeeeeeeeeaeae s eeseeeeesessasansneseseenens 71
AT A4, SIOUCEIINA TV oo ee ettt e e e e e e e e e e aeeeeeeeaeae et areesesseesensasnnssessesenens 72

4.8.  OBECNE TRENDY V CHIRALNICH SEPARACICH ....cooveiiieireeeeeeeeeeeiieeeeee e eeeeenaneaes 73
5. ZAVER 75
6. SEZNAM POUZITE LITERATURY 76

7. PRILOHY evveeeeeeeeeeesesessesesessssssssssssssssssssssnsssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasesess 85



Seznam pouzitych zkratek

2-BuOH - 2-butanol
2-PrOH - 2-propanol

ACHSA - trans-2-aminocyklohexansulfonova kyselina
ACN - acetonitril

AGP - al-kysely glykoprotein

BSA — hovézi sérovy albumin

CCC - protiprouda kapalinova chromatogratie

CD - cyklodextriny

CE - kapilarni elektroforéza

CLEC - chiralni ligandové vyménna chromatografie
CSP — chiralni stacionarni faze

DAD - detektor diodového pole

DEA - diethylamin

EtOH — ethanol

FA - kyselina mravenci
FDA — The United States Food and Drug Administration

FDAA — N-o-(2,4-dinitro-5-fluorofenyl)-1-alaninamid

GC - plynova chromatografie

GITC - 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glukopyranosyl isothiokyanat
HILIC - hydrofilni interak¢ni chromatografie

HPLC - vysokou¢inna kapalinova chromatografie

LC - kapalinova chromatografie



LLE — extrakce kapalina-kapalina
MeOH — methanol

M.f. — mobilni faze

MS — hmotnostni spektrometr

OPA-IBLC - O-fthalaldehyd/isobutyryl-L-cystein

(S)-NIFE - (S)-N-(4-nitrofenoxykarbonyl)fenylalanin methoxyethyl ester
(S)-OBS — O-benzyl-(S)-serin

SFC - superkriticka fluidni chromatografie

TLC — tenkovrstva chromatografie



1. Uvod

Role chiralnich separaci je z pohledu dnesniho svéta velmi dualezita. Divodem je
predevsim zastoupeni opticky aktivnich sloucenin v medicinalni chemii. Tyto latky jsou
totiz velmi Casto biologicky aktivni, a to jak v pozitivnim, tak v negativnim smyslu slova.
Prikladem takovych latek mohou byt analgetikum ibuprofen, anestetikum ketamin ci
sedativum thiopental. Faktem je, Ze v téle byva aktivni pouze jeden z enantiomerd, zatimco
druhy je zpravidla inaktivni. Pokud by i druhy z enantiomert byl aktivni, miZze nastat
situace, kdy bude dokonce vyvolavat negativni u¢inky. Chiralni separace tak nachazeji

dilezité vyuziti napiiklad v kontrole 1é¢iv pred jejich uvedenim na trh [!-2],

Chiralni separace lze realizovat pomoci vicero technik. Mezi ty nejvyuzivanéjsi dnes
patii vysoko-ucinna kapalinova chromatografie a kapilarni elektroforéza. Z praktického
hlediska totiz nabizeji rychlé, ulinné a relativné presné metody pro kvalitativni 1

kvantitativni stanoveni chiralnich sloucenin.

Tato diplomova prace se zabyva chirdlnimi separacemi vybranych sloucenin s axialni
chiralitou pomoci vysoko-ucinné kapalinové chromatografie za vyuziti polysacharidovych
stacionarnich fazi. Cilem prace byla optimalizace izokratickych metod pro chiralni
separaci v analytickém modu sohledem na jejich nasledny transfer do modu
semipreparativniho. Ten byl nasledné€ vyuzit na izolaci separovanych enantiomert pro
jejich dalsi studium. Optimalizace byla realizovana za pomoci dvou chiralnich
stacionarnich fazi a kombinace béznych rozpoustédel vyuzivanych jako mobilni faze
v kapalinové chromatografii. Byl také zkouman vliv zmény pH mobilni faze a zmény

teploty na enantioseparaci.



2. Teoreticka cast

2.1.  Chiralni separace

Problematikou separaci antipodi opticky aktivnich sloucenin se zabyvaji tzv. chiralni
separace. Jsou to analytické metody, diky kterym dokazeme rozdé¢lit latky, jez jsou opticky
aktivni a vyskytuji se tedy ve formé jednotlivych stereoizomerti (prostorovych izomeru,
jejichz pocet zavisi na poctu chiralnich center v molekule). Komplikaci takovychto
separaci je fakt, ze enantiomery maji shodné fyzikalni i chemické vlastnosti — vétSina
separaCnich metod totiz oddéluje jednotlivé analyty pravé na zakladé rozdilnych
fyzikalnich a chemickych vlastnosti !, Pro separaci enantiomerd je nutné vyuzit chiralni
prostiedky. Chiralni separace lze provadét pomoci raznych technik, napf. pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (dale jen HPLC z anglického high performance
liquid ~ chromatography) ', plynové chromatografie (GC, zanglického gas
chromatography) P!, kapilarni elektroforézy (CE, z anglického capillary electrophoresis)
161 anebo superkritické fluidni chromatografie (SFC, z anglického supercritical fluid
chromatography) ). Dalsimi technikami, které jsou oproti vy$e zminénym vyuZivany v
chiralnich separacich spis okrajové, jsou tenkovrstva chromatografie (TLC, z anglického
thin layer chromatography), protiprouda kapalinova chromatografie (CCC, z anglického

countercurrent chromatography) a extrakce v systému kapalina-kapalina (LLE,

z anglického liguid-liquid extraction) ¥,

Z praktického hlediska jsou chiralni separace dilezité napiiklad ve farmaceutickém
prumyslu. Divodem muze byt napftiklad to, ze v 1€Civu obsahujicim chiralni latku ma
terapeutické vlastnosti pouze jeden opticky antipod. Druhy muze byt inaktivni nebo
dokonce pro télo i skodlivy. Piikladem pro tuto oblast mtze byt latka propranolol. Zatimco
enantiomer (S)-(—) pusobi v téle jako B-blokator, enantiomer (R)-(+) je v metabolismu
inaktivni °!. Dalsi oblasti, v niz je tento typ separaci vyuzivan je primysl potravinaisky.
Nekteré enantiomery opticky aktivnich latek mohou totiz naptiklad vykazovat rozdilnou
chut. Takovym pfikladem je latka limonen. Jeho R(+) enantiomer totiz se z velké Casti
podili na vuni, kterou vykazuje kiira pomerance. Naproti tomu enantiomer S(—) je typicky
pro vini citronu !9 Chiralita hraje roli také v agrochemickém primyslu. Zde se
setkavame s chiralnimi separacemi napfiklad pfi pouziti pesticidi. Divodem je opét fakt,
ze jedna z forem je aktivni a druha neaktivni. Takovym ptikladem je fenoxypropanova
kyselina. Jeji (R)-(+) enantiomer je totiz ucinnym herbicidem, zatimco (S)-(-)-

fenoxypropanova kyselina je inaktivni latka ('],
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Chiralni separace lze také vyuzit naptiklad pro stanoveni optické Cistoty enantiomerd,
sledovani produktd asymetrickych reakci, analyzy stereochemie pfirodnich latek ci

farmakokinetik apod. 2!,

2.1.1. Chiralni HPLC

Chiralni chromatografie je specialnim typem HPLC, které se pouziva pro separaci
optickych antipodi. S prvnimi pracemi zabyvajicimi se chiralnim HPLC se setkavame
v 60. letech 20. stoleti. Slo o prace Davankova, ktery separoval enantiomery aminokyselin
pomoci ligandové vyménné chromatografie !'*. V 80. letech doslo k rozvoji chiralni
HPLC, a to diky vyvoji nového typu kolon — tzv. Pirklovych stacionarnich fazi (viz Obr.
1). Tento typ stacionarnich fazi byl také jako prvni v chiralni HPLC komercializovan.
V nasledujicich letech byly vyvinuty polysacharidové ¢i proteinové kolony, které byly také

komercializovany !4,

O NO,

NO,

Obrizek 1: Priklad chemické struktury Pirklovy stacionarni faze — kolona Whelk-O 1 13!

Vysokoucinna kapalinova chromatografie vyuziva — obecné feCeno — rozdilné
distribuce latek mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi. Faze oznaCujeme jako

stacionarni (nejCasteji tuha latka vazana na nosi¢) a mobilni (kapalina). K rozdilné
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distribuci dochéazi diky rozdilnym chemickym a fyzikalnim vlastnostem jednotlivych
analytd. Tento princip separace je uplatnitelny i v chromatografii chiralni. Chemické a
fyzikalni vlastnosti dvou optickych antipodi se vSak nelisi a na bézné pouzivanych (tj.
achiralnich) fazich by je proto nebylo mozné oddélit. Je proto nutné prevést enantiomery
na diastereomery, které jiz odliSné chemické a fyzikalni vlastnosti maji. Pro tento krok
vSak bylo proto nutné vyvinout systém, ve kterém by doslo k vytvofenich pfislu§nych
diastereomert. Takové systémy jsou dnes dva. Jedna seo separaci piimou
(nejpouzivanéjsi), kdy dochazi ke vzniku diastereomeru az pfi samotné separaci a separaci

nepiimou, pii které je diastereomer piipraven jesté pred nadavkovanim na kolonu !,

2.1.2. Systémy chiralni separace
2.1.2.1. Prima separace

Systém piimé separace vyuziva tvorbu tzv. kratkodobého diastereomerniho komplexu
(téz ,tranzitniho diastereomeru®) vznikajiciho pfi reakci molekuly analytu se stacionarni
fazi nebo chirdlnim selektorem (nachazejicim se v mobilni fazi). Aby se diastereomerni
komplex mohl vytvofit, musi dojit ke tfem simultanné puasobicim interakcim (model
tfibodové interakce) '®. Vyhodou paru diastereomer(i oproti paru enantiomer( je ten, ze
diastereomery maji odliSné fyzikalni i chemické vlastnosti a vznik kratkodobého
diastereomerniho komplexu mezi analytem a stacionarni fazi umozfiuje separaci na
principu klasického HPLC Pl Vztah mezi diastereomery a enantiomery je zobrazen
na Obr. 2. Diastereomery a enantiomery jsou totiz specialnimi ptipady stereoisomerii, coz
je pojem obecné oznacujici jednotlivé varianty konformaci opticky aktivnich molekul (pro
kazdou molekulu s n chiralnimi centry existuje 2" stereoisomertt). Chiralnim centrem se
rozumi misto v molekule, ze kterého vychazeji ¢tyfi navzajem odli§né substituenty a muze
jim byt atom (centralni chiralita), vazba (axialni chiralita) ¢i napfiklad rovina (planarni
chiralita). Pochopit podstatu chiralniho centra je dualezité, protoze podle rozmisténi
substituentli vazajicich se na chiralni centrum muZzeme rozliSit typ vztahu mezi dvéma

danymi konkrétnimi stereoisomery 7!,



STEREOISOMERY

R R Diastereomery
——)
9

Enantiomery  Enantiomery

~
7s

Diastereomery
ATWO0d19)SRI(]

Enantiomery Enantiomery

—l

Diastereomery

S, R S,

Obrazek 2: Vztah mezi diastereomery a enantiomery

Z hlediska pouzitych mobilnich fazi v pfimé kapalinové chromatografii rozliSujeme
zpravidla tfi mody: reverzni mod, polarné organicky mod a normalni mod. Reverzni mod
vyuziva vodné nebo pufrované mobilni faze, a to nejCastéji ve smesi s acetonitrilem (ACN)
¢i alifatickymi alkoholy. Pufry nachazeji uplatnéni v pfipad€, ze je tfeba zménit pH

mobilni faze, a tedy naptiklad potlagit disociaci analytu 1* 18!,

Polarné organickym modem se rozumi pouziti organického rozpoustédla
(acetonitril ¢i alifaticky alkohol) nebo smési takovych-to rozpoustédel, pfip. v kombinaci
s organickou kyselinou ¢i bazi. Vyuziti takového modu muze byt uzitecné napriklad

v piipadg, Ze jsou analyty v mobilni fazi pro reverzni mod nerozpustné - 18],

Normalni mod vyuziva jako mobilni fazi hexan obohaceny o modifikator. Tim

muze byt napiiklad alkohol, ether, acetonitril nebo halogenovany uhlovodik. Pfi pouziti
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smeési rozpoustédel je vSak tieba dbat na jejich misitelnost a také volbu pfizpusobit dané
kolon€, tak aby nedoSlo kjejimu nenavratnému poskozeni. Pouziti nékterych typa
rozpoustédel totiz mize zpusobit postupnou degradaci ¢i ptimé poskozeni stacionarni faze.

Caste¢na degradace kolony se projevuje napiiklad zhorenim selektivity separace 1'%/,

2.1.2.2. Neprima separace

Podstatou nepifimé separace je prediprava analytu pred jeho samotnym
nadavkovanim na kolonu. Tato preduprava je provedena pomoci Cinidla, které pfi reakci
s enantiomerem vytvoii zpravidla kovalentné vazany diastereomerni komplex. Tento krok
je nazyvan , chiralni derivatizaci* a diky tomu, Ze reakce probiha pfed samotnou separaci,
lze vyuzit pro naslednou separaci naptiklad achiralni prostfedi (napt. klasické HPLC na
reverznich fazich). Vyhodou takového kroku je, Ze cena achiralnich kolon je nizsi oproti
kolonam urCenym pro separaci v chirdlnim prostfedi, také lze dosdhnout pouzitim
vhodného derivatizacniho Cinidla lepsi citlivosti analytd a lze snadno zaménit elu¢ni poradi
analyti. Nevyhodou je naopak fakt, ze opticka Cistota derivatiza¢niho Cinidla musi byt
vy$si nez 99 %, reakce selektoru s enantiomery musi prob&hnout kvantitativné, u
vysledného produktu nesmi dochazet k racemizaci a moznost vyuziti nepfimé separace pro
preparativni ucely je velmi omezend. Oproti metodam piimé separace se navic jednéd o

Casove€ naro¢ny a pracny proces. Vznik diastereomernich produkti je zobrazen na Obr. 3
[19]

(HA+(H)S>[+A+ S|+ [-A+ 5]

Obrazek 3: Schéma vzniku diastereomert pfi reakci racematu (A) s chiralnim selektorem

S)

Jako derivatizacni ¢inidla se pouzivaji naptiklad FDAA (N-o-(2,4-dinitro-5-fluorofenyl)-1-
alaninamid), GITC (2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glukopyranosyl isothiokyanat), S-NIFE
((S)-N-(4-nitrofenoxykarbonyl)fenylalanin methoxyethyl ester) ¢  OPA-IBLC (O-
fthalaldehyd/isobutyryl-L-cystein). Strukturné se jednd o chiralni latky, pfiCemz pro

derivatizaci je pouzivan vzdy jen jeden z enantiomert této slouCeniny. V minulosti byly



touto metodou separovany napiiklad aminokyseliny, polyaminy ¢i karboxylové kyseliny
[20]

2.1.3. Chiralni selektory

Chiralnim selektorem se rozumi latka, ktera interaguje s analytem v mobilni fazi
aje pro svou strukturu, diky které muze specificky reagovat s kazdou latkou, jednim z
dulezitych faktort pro tspésnou enantioselektivni separaci. Chiralni selektor muze byt bud’
soucasti stacionarni faze (zpravidla navazan na inertnim sorbentu) nebo muize byt piidan ve
formé aditiva do faze mobilni. Dale si predstavime ob&é moznosti a jejich vyuzitelnost

v chiralnich separacich !

2.1.3.1. Chiralni stacionarni faze

Jak jiz bylo zminéno vySe, pouziti chiralnich stacionarni fazi umoziuje pracovat
v modu tzv. pfimé separace. Chiralni stacionarni faze jsou nejCasteji zalozeny na bazi
polysacharidi, makrocyklickych antibiotik, cyklodextrinii, glykoproteinti ¢i crownetherd.
Nejstarsi selektory pro chirdlni separace jsou pak znamy jako Pirklovy stacionarni faze.
Dnes nejpouzivangjSimi chirdlnimi staciondrnimi fazemi jsou jednoznac¢né faze

polysacharidové 211, jak ukazuje také Obr. 4.
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Obrazek 4: Pocet vydanych publikaci za posledni tfi roky v oblasti separace chiralnich

1é¢iv rozdéleny podle pouzitého chiralniho selektoru 2%

Duivodem pro existenci a pouzivani vicero typu stacionarnich fazi je fakt, ze kazdy
chiralni selektor vyuziva jinych specifickych interakci. Prehled nejpouzivangjsich typua
stacionarnich fazi, jejich typickych chiralnich selektori a specifickych interakci, které se

na takové stacionarni fazi uplatiiuji, je uveden nize v Tab. L.



Typ stacionarni faze Chiralni selektor Mechanismus separace

N-ferrocenyl benzoyl- Tvorba tranzitniho asociatu
Pirklovy stacionarni faze
(1S,2R)-1,2-difenyl ethanol selektor-analyt
Polysacharidové stacionarni Derivaty celulosy Vsunuti analytu do helikalni
taze Derivaty amylosy struktury
Vankomycin
Makrocyklické antibiotika Teicoplanin Mnoho vazebnych mist
Ristocetin
Iontoveé vymeénné stacionarni Tergurid

Tvorba ion-paru
faze Chinin + (S,S)-ACHSA

a-cyklodextrin
Cyklodextriny Inkluzni komplexace
B-cyklodextrin

(3,3 -difenyl-1,1-binaftyl)-

Crown-ethery Inkluzni komplexace
20-crown-6-ether
Glyk AGP h bnych
oprotein Mnoho vazebnych mist
yKop y BSA
Cyklofruktany R-naftylethyl cyklofruktan 6 Inkluzni komplexace
‘ o Tvorba komplexu
Ligandové vyména Cu(II)-L-Ornitin

selektor-ion-analyt

Tabulka I: Piehled chiralnich stacionarnich fazi a chiralnich selektorg 1'% 23:24 25,26, 27]

Vzhledem k Sirokému spektru vyuziti chirdlnich kolon existuje v komercnim
prostfedi také mnoho vyrobcti takovych kolon. Mezi nejznaméjsi patfi napiiklad
spoleCnosti Merck, Agilent, YMC, Phenomenex, Daicel aj. Tab. II shrnuje jednotlivé
vyrobce chiralnich kolon, jejich komercni nazvy a typ stacionarni faze, ktera obsahuji.

Nejvétsi Cast vyrabénych kolon je urCena pro analytické ¢i preparativni ucely.




Firma Komer¢ni nazev kolony Chiralni selektor
Chiral CD Cyklodextriny
ChiralTek
Chiral CE Celulosa
ChromTech Chiral-AGP Glykoproteiny
Chiral A Amylosa
Cosmosil
Chiral B Celulosa
Chiralpak Amylosa
Chiralcel Celulosa
Daicel Chiralpak AGP Glykoproteiny
Crownpak CR(+) Crownethery
Chiralpak WH CLEC
ES Industries ChromegaChiral Polysacharidy
AmyCoat Amylosa
Kromasil
CelluCoat Celulosa
Nucleodex Cyklodextriny
Macherey-Nagel
Nucleocel Celulosa
Merck ChiraDex® Cyklodextriny
Lux Cellulose Celulosa
Phenomenex Lux Amylose Amylosa
Chiral CD-Ph Cyklodextriny
Whelk-O1 Pirklovy faze
Regis Reflect-Amylose Amylosa
Reflect-Cellulose Celulosa
Shiseido Ceramospher CLEC
YMC Chiral Art Polysacharidy

Tabulka II: Piehled vyrobct chiralnich kolon, jejich komercnich nazvl a typu chiralnich

selektort, které obsahuji 28 2% 30311
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2.1.3.1.1. Polysacharidové stacionarni faze
Polysacharidové stacionarni faze jsou v soucasnosti nejvyuzivanéj§imi stacionarni

321 Pro tvorbu kolon bylo vyzkouseno

fazemi, pfi¢emz jsou znamy jiz od 70. let 20. stoleti
mnoho sacharidt jako napfiklad inulin, chitin, chytosan, xylan ¢i dextran. Nicméné pouze
amylosa a celulosa se ukazaly jako cukry s potencialem vyuziti pro vyrobu komercné
dostupnych stacionarnich fazi. Jejich nativni forma se vSak v praxi pro jejich obecné
nizkou selektivitu neuchytila, proto dnes komeréni kolony na polysacharidové bazi
vyuzivaji derivaty téchto dvou sacharidd. Z funkcniho hlediska se jedna zejména o
slouCeniny  vzniklé  modifikaci  sacharidu  pomoci  fenylovych, alkylovych,
benzylkarbamatovych, esterovych, benzoatovych, arylovych ¢i cykloalkylovych funkénich

[33

skupin ¥, Pfiklady takovych-to derivatii jsou zobrazeny na Obr. 5.

Cl

w— e N7\
R_{H‘Q NH CH, CH,
0

fenylkarbamat 4-chloro-3-methylfenylkarbamat 4-methylfenylbenzoat

Obrazek 5: Priklady derivati polysacharidl, R = misto vazby na polysacharid

Polysacharidové derivaty mohou byt piichyceny k nosic¢i (nejcastéji silikagel)
dvojim zptusobem. Prvni moznosti je, ze je derivat na nosi¢ pouze dynamicky nanesen a
mezi molekulami tak nevznika kovalentni vazba. V tomto ptipad¢€ jde o ,,pokryté“ kolony
(tzv. coated type). Takové kolony se vyznacuji vysokou ucinnosti a mohou byt pouzity v
normalnim, polarné organickém i reverznim modu. Jejich negativem je fakt, Ze nelze
pouzit rozpoustédla jako je dichlormethan, chloroform, toluen ¢i aceton. Divodem je, Ze
by tato rozpoustédla mohla rozpustit adsorbovany polymer, vymyt chiralni selektor a
kolonu tak nenavratné ponigit . Tento typ kolon byl pouzit napiiklad v pracich Balmér a

[34

kol. pfi separaci omeprazolu °* ¢i Tanaka a kol. pfi stanoveni enantiomeri pantoprazolu

[35]

Druhym zptusobem je vznik kovalentni vazby mezi nosi¢em a derivatem.
V takovém piipadé mluvime o kolonach imobilizovanych (tzv. immobilized type). Ackoliv

pouzitelnost rozpoustédel je §irsi, nez tomu bylo u ,,coated type “ kolon, realné vyuziti je
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nizsi. Divodem je fakt, ze pfi imobilizacnim procesu dochazi ke zméné stereospecifické
konformace derivatu a tim i ke snizeni jeho Uginnosti v enantioseparaénim procesu 1%,
Imobilizovany typ kolon byl pouzit pro analytické ucely naptiklad v praci Ghanem a

kol. pro enantioselektivni separaci a- a B-blokatorti a dalsich farmaceutik 37!

nebo v praci
Ogasarawa a kol., vénované studiu separace organokovovych sloucenin 38!, Oba tyto typy
polysacharidovych kolon naSly vyuziti v analytickém i (semi)preparativnim separa¢nim

modu 2,

Urcit, jaka kolona, respektive ktery chiralni selektor bude pro samotnou separaci
ten spravny, je velmi obtizné. Mnohdy postaci spravné geometrické usporadani analytu
vuci selektoru, jindy je ale potfeba vyuzit napiiklad specifickych interakci samotnych
chiralnich selektorti. V pfipadé€ polysacharidovych chiralnich selektori mohou mit vliv na
retenci analyti napfiklad vodikové mustky, n-n interakce, interakce dip6l-dipol, van der

Waalsovy induk¢ni sily, Londonovy disperzni sily, hydrofobni interakce ¢i sterické branéni
[39]

2.1.3.2. Chiralni selektory v mobilni fazi

Jak jiz bylo dfive zminéno, u pfimé separace dochdzi k reakci analytu s chiralnim
selektorem, ktery je pfitomen bud ve stacionarni fazi nebo ve fazi mobilni. Doposud byly
popsany chiralni selektory pfitomné ve stacionarni fazi. V této kapitole si proto

predstavime chiralni selektory, které jsou pfidavany do faze mobilni.

Pfiprava pfed samotnou enantioseparaci spociva vtomto piipadé v rozpusténi
chiralniho selektoru v mobilni fazi. Stacionarni faze zustava achiralni. Vzhledem k tomu ze
jde opét o metodu primou dochazi ke vzniku tranzitniho diastereomerniho komplexu mezi
analytem a chirdlnim selektorem. Ten vznikne — stejné¢ jako v pifipadé chiralnich
stacionarnich fazi — tehdy, pokud dojde ke tfem simultanné plsobicim interakcim (tyto
interakce zahrnuji napfiklad inkluzni komplexaci, elektrostatické interakce, n-m interakce,
vodikové vazby a interakce dipol-dipol). Vzhledem ke slozitosti problému se na celkové
enantioseparaci podili mimo jiné stacionarni faze (napi. klasicka C18), slozeni mobilni

faze (v&etn& koncentrace chiralniho selektoru a dalsich aditiv), pH a teplota mobilni faze >
40,41
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Chirélni selektory lze stejn€ jako chiralni stacionarni faze rozdélit do nékolika
skupin. Nejcastéji jde o makrocyklicka antibiotika, cyklodextriny a a chiralni selektory pro

ligandovou vyménu B!,

Makrocyklicka antibiotika byla poprvé jako chiralni selektory predstavena v roce
1994 2 Nejpouzivangjsim selektorem ztéto skupiny je vankomycin, coz je
makrocyklické antibiotikum spadajici do skupiny glykopeptidd. Diky tomu, Zze
glykopeptidy obsahuji velké mnozstvi riznorodych funkénich skupin jako jsou napiiklad
aromatické kruhy, hydroxylové, aminové ¢i karboxylové skupiny atd., mohou vyuzivat
velkého mnozstvi specifickych interakci. Tento typ chiralnich selektori lze pouzit jak
v reverznim, tak v normalnim modu *!. Mezi analyty, které lze separovat pomoci téchto
aditiv, patfi velké mnozstvi aniontovych, kationtovych i neutralnich sloucenin, jako jsou

[43

napiiklad aminokyseliny **!. Dale pak s jejich pomoci mohou byt separovany naptiklad

nesteroidni protizanétliva 1éciva 44!,

Cyklodextriny (CD) patifi mezi hojné pouzivana aditiva také v CE, kde jsou
dokonce viibec nejpouzivanéjsimi skupinou chiralnich aditiv. Cyklodextriny jsou oblibené
pro svou dobrou rozpustnost v §irokém spektru mobilnich fazi a nizkou absorpci zareni
v UV spektru. Navic je vétSina nativnich 1 derivatizovanych CD také pomeérné cenoveé
dostupna. Enantioseparacni ufinky CD jsou dany jejich hydrofobni kavitou, do které
mohou ,.zapadnout” jak polarni, tak nepolarni molekuly. Separace s pouzitim téchto aditiv
mohou probihat v reverznim i v normalnim moédu. Cyklodextriny se ukazaly byt u¢inné pro
separaci enantiomert s riznymi funkénimi skupinami, riznymi heteroatomy (S, P, N, Si),

které jsou zarovefi chirdlnimi centry & pro enantiomery axialn& & planarné chiralni 3 4>

46]

Separa¢ni mechanismus ligandové vyménné chromatografie (CLEC, z anglického
chiral ligand exchange chromatography) je zalozen nareakci analytu s chirdlnim
selektorem (napf. (S,S)-N,N’-bis(fenylalanyl)ethylendiamin). Chiralni selektor vSak
nejprve musi zreagovat s kationtem kovu (napt. Cu') — az poté reaguje takto vznikly
ternarni  komplex s enantiomerem analytu. K separaci takto vzniklych komplext
enantiomert dochazi tehdy, pokud jsou konstanty stability vzniklych komplexti dostatecné
rozdilné. V praxi lze chiralni selektor pfidat do mobilni faze, kovalentné navazat na nosic¢
¢i je na néj pouze nanést a vytvorit tak stacionarni fazi na bazi ligandu. Vzhledem k tomu,

ze chiralni selektor obsahuje polarni funkéni skupiny, je lépe rozpustny v polarnich
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rozpoustédlech. V CLEC se tak Casto jako mobilni faze pouziva voda ¢i kombinace vody
a organického rozpoustédla, a to v reverznim modu. Zatimco chiralni selektor muze byt
zaveden na stacionarni fazi, kation kovu je pfidavan pfimo do mobilni faze spolecné
s analytem. Analyty, které 1ze takto separovat typicky obsahuji dvé az tfi elektrondonorni
funkéni skupiny (karboxylova, aminova ¢i hydroxylova skupina). Ty totiz mohou
simultanné ,,vstoupit do koordinacni sféry komplexotvorného kovového iontu a vytvofit
bidentatni ¢i tridentatni chelatujici ligand. Mezi takové latky patii naptiklad derivatizované
¢i nederivatizované aminokyseliny, hydroxykyseliny, aminoalkoholy, dikarboxylové
kyseliny ¢i dipeptidy. Piiklad separace opticky aktivniho derivatu aminokyseliny v modu

ligandové vyménné chromatografie lze pozorovat na Obr, 6 [3-21:47-48.49]

HQ COOH
N NH
\O\\\\\“‘

T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Cas [min]

Obrazek 6: Analyticka separace enantiomert derivatu aminokyseliny v modu CLEC,
stacionarni faze: C18, mobilni faze: (S)-OBS (2mM), Cu(NO3), (ImM) ve vodé, pratok: 1

ml/min, teplota: 25°C, vlnova délka: 254 nm 14!

2.1.4. Moznosti ovlivnéni selektivity chiralnich separaci

Soucasti nalezeni vhodnych podminek jakékoliv — tedy i1 chiralni — separace je tzv.
vyvoj a optimalizace metody. Optimalizaci metody se rozumi volba chromatografickych
podminek, tak aby doslo k separaci stereoisomerd v co nejkratS§im mozném case. Diky
souhrnu postupnych analyz béhem optimalizace pak mame moznost sledovat miru vlivu
zmény jednotlivych parametra na separaci daného analytu. ,,Optimalni“ vysledek je zavisly

na daném pozadavku &i cili, kterého je potieba pfi separaci daného analytu dosahnout !,
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Optimalizaci je nutné provadét zvlast pro kazdou stacionarni fazi, nebot UspéSnost
separace zavisi predevsim na afinité analytu ke stacionarni a mobilni fazi. Mezi parametry
v HPLC, které lze sledovat a optimalizovat, tak patfi pfedevS§im typ stacionarni faze a
slozeni mobilni faze. Pokud dojde k situaci, kdy kombinace stacionarni a mobilni faze
(neobsahujici zadna aditiva) nedostacuje k separaci, lze sledovat a ménit dal§i parametry.
V této fazi jde piedevsim o optimalizaci prutoku, sledovani vlivu pH a teploty na separaci
danych analyti. V této kapitole bude tato problematika vyjma volby stacionarni faze blize

probrana.

2.14.1. Efekt rozpoustédel

Jak jiz bylo feCeno, uspeéSnost separace zpravidla zavisi na afinité analytd
k jednotlivym fazim, a tedy na volbé vhodné mobilni a stacionarni faze. Efekt faze
stacionarni byl rozebran jiz dfive (viz kapitola 2.1.3.1.), stejné¢ jako kombinace
rozpoustédel pouzivanych se v chiralnich separacich (viz kapitola 2.1.2.). V tomto odstavci
proto predstavime spiSe efekty jednotlivych typa rozpoustédel na vysledek separace na
polysacharidovych kolonach. Divodem zGzeni vybéru popisovanych stacionarnich fazi na
polysacharidové je fakt, Ze spektrum moznych typt kolon pro chiralni separace je pomérné
Siroké a také to, ze v praktické casti predkladané prace byly pouzity prave stacionarni faze

na bazi polysacharidu.

V enantioseparacich se Casto jako mobilni faze pouziva kombinace hexanu s primarnim
alkoholem. Proto byl pomoci NMR studovan efekt rostouci koncentrace alkohold
v mobilni fazi a jeho vliv na strukturu samotné polysacharidové stacionarni faze. Ze studie
vyplyva, ze obecné niz§i obsah alkoholu v mobilni fazi nez 10 % (v/v) nema vliv na
strukturu polysacharidu. Postupné zvySeni obsahu az ke 40 % (v/v) pak vedlo k mensi
dostupnosti vazebnych mist na povrchu stacionarni faze. Tato studie tak vysvétluje

snizujici se retenci analytu v zavislosti na rostouci koncentraci alkoholu v mobilni fazi 1"

521 Byla publikovana fada praci, ktera rovnéz sledovaly vliv koncentrace alkoholu

v mobilni fazi na retenci enantiomerd, a i ony potvrzuji vysledky této studie 1% % 33!

Kromé vlivu koncentrace alkoholu (ethanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol a t-
butanol) na retenci latek byl také studovan vliv alkoholu na retenci analytt v zavislosti na
typu alkoholu, respektive délce jeho alkylového fetézce. Zména ethanolu za 1-propanol

vyvolala v prvnim pfipad€ snizeni selektivity separace. V druhé piipadé tomu vSak bylo
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naopak. Lze tedy predpokladat, Ze selektivita konkrétnich alkohold siln€ zavisi na povaze
separovaného analytu, piipadné i na typu stacionarni faze **!. Souhrnné porovnani vlivu
druhu alkoholu na retenci analytu napfi¢ polysacharidovymi kolonami obou typa nabizi

prace Thunberg a kol. 5!,

Alkoholy nejsou jedinou skupinou rozpoustédel pomoci, kterych 1ze ménit selektivitu
separace. Dalsi takovou slouceninou muze byt napiiklad acetonitril. Ten se i v oblasti
chiralnich separaci pouziva nejcastéji ve smeésich s vodou. Jde tedy o obdobu achiralniho
separatniho modu oznacovaného jako HILIC (hydrofilni interakéni chromatografie).
Shedania a kol. studovali vliv zastoupeni ACN v mobilni fazi tvofené kombinaci vody a
ACN na separaci chiralnich sulfoxidi na celulosovych kolonach. Pro analyty obsahujici
amidovou skupinu retence analyti s rostoucim zastoupeni ACN v mobilni fazi stoupala.
Naopak u analytd s aromatickou casti, pfipadné trifluoromethylovou skupinou ve své
struktufe, retence se stoupajicim zastoupenim ACN v mobilni fazi klesala. Divodem pro
toto rdznorodé chovani jsou vodikové vazby, které se uplatiiuji, pokud je v mobilni fazi
pfitomna voda, coz se vyznamné projevuje na separacnim faktoru daného analytu.
S rostoucim obsahem vody v mobilni fazi, separacni faktor klesa pro analyty s amidovou
skupinou, a naopak separacni faktor roste pro analyty s objemnou hydrofobni skupinu

&i chybégjici amidovou skupinu 7!,

Vzhledem ke strukturni podobnosti acetonitrilu s methanolem byl porovnan ucinek
MeOH (methanol) a acetonitrilu v mobilni fazi (MeOH-ACN/voda) na selektivitu separace
na cellulosovych kolonach. Retence chiralnich sulfoxidd byla pfi porovnani obou
rozpoustédel vySSi pifi pouziti acetonitrilu. Divodem jsou opé€t vodikové vazby.
Acetonitril, jako aprotické rozpoustédlo, totiz na rozdil od methanolu neni schopen tohoto
typu interakce s analytem. Analyt tak maze o to vice interagovat s chiralnim selektorem a

v kone¢ném diisledku byt vice zadrzovan na kolong 17,

V dal§im kroku byl testovan efekt pfidani vody do mobilni faze. V ptipadé methanolu
doslo ke zvySeni retence analyti, a tedy ke zvySeni retence a separaCniho faktoru.
Dtvodem je fakt, ze alkoholy obecné , soutézi“ svodou o polarni mista na povrchu
stacionarni faze. V konecném dusledku tak klesa koncentrace molekul vody na povrchu
stacionarni faze a analyt muze se stacionarni fazi interagovat vice a byt tak déle zadrzovan.
V ptipadé acetonitrilu je problém slozitéj§i. Na jednu stranu acetonitril s vodou o polarni

mista na povrchu stacionarni faze , nesoutézi* a retence analytu se tedy nezvysi. Na stranu

16



druhou vSak pfidani vody znamena zamezeni polarnich interakci mezi analytem a
selektorem, a tak naopak dochédzi k vétsimu uplatnéni hydrofobnich interakci mezi
analytem a selektorem, coz v celkovém dusledku vede ke zvySeni retence analytu
na koloné. Celkovy efekt je tak kombinaci obou vySe zminénych jevi. Bylo pozorovano,
ze v nizsich koncentracich vody v mobilni fazi dominuje spisSe prvni efekt, okolo 30—40 %

Vv/v se situace méni a zadin4 prevazovat spise druhy efekt 157381,

2.14.2. Aditiva v chiralni separacich
O chiralnich aditivech jiz byla fe¢ ve smyslu aditiv jako chiralnich selektort. V této
kapitole budou predstavena aditiva pomoci, kterych lze vylepsit enantioseparaci napiiklad

zménou pH.

Pfi separacich neutralnich nepolarnich analytt je Casto vyuzivana kombinace vody a
organického rozpoustédla. Pouziti modifikatori upravujicich pH je vtomto piipadé
pomérné zbyte¢né. Divodem je, ze zde nedochazi ke konkuren¢nim iontovym interakcim.
Proto ptipadné pouziti pufrt, kyselych ¢i bazickych modifikatori nebude mit na vylepSeni

[59

separace zadny ucinek 1. Takovato mobilni faze byla pouZita napiiklad pro separaci

enantiomert warfarinu a to v praci Valliappana a kol. (0!

Pro kyselé analyty se nabizi pouziti kyselé mobilni faze, aby doslo k potlaceni pfipadné
disociace analytu a minimalizaci vzniku iontovych interakci. Napiiklad pro separaci
analyti obsahujicich karboxylovou skupinu byva dostatecné pouziti vodnych roztokd
opH= 2 vkombinaci sorganickym modifikatorem (alkohol, acetonitril). Mnoho
organickych kyselin je totiz v rozmezi pH 2—4 v neutralni formé. pH v rozmezi 2-7 je
navic mozné pouzit i pro polysacharidové kolony se silikagelovym nosi¢em, nebot’ v tomto
rozsahu nesnizuje trvanlivost kolony. Aditivy, kterymi snizujeme pH roztoku, jsou
nejcastéji kyselina mravenci, trifluoroctova kyselina ¢i kyselina octova (typicky ve forme
pufr) 1% 6% 611 Takovych to aditiv bylo vyuzito napiiklad v praci Matarashvili a kol.,
jejichz cilem byla separace chiralnich derivatd karboxylovych kyselin na

polysacharidovych stacionarnich fazich 6%,

U bazickych analytd je mozné ovlivnit separace zpravidla dvéma parametry.
Tim prvnim je vybér vhodného pufru, tim druhym optimalizace pH. Logickym krokem by
v tomto piipad¢ bylo zvysit pH nad hodnotu 7. Problémem je vSak nestabilita silikagelu pfi
vy§sim pH. Literatura uvadi pro silikagelové kolony horni limity v oblasti pH okolo 10. I
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pouziti mobilni faze s pH v blizkosti této hranice vSak rapidné snizuje zivotnost kolony.
Z téchto divodu jsou stale preferovany systémy s pH niz§im nez 7, pokud to situace
dovoluje. V neutralnich ¢i kyselych mobilnich fazich se bazické analyty vyskytuji ve
formé kladné nabitych iontd. Kladné nabity analyt vSak nemuze efektivné interagovat
s CSP (chiralni stacionarni faze) a analyt je tak eluovan prakticky v mrtvém &ase. Resenim
je pridat do mobilni faze aniont, ktery vytvoii se separovanym analytem iontovy par, ktery
se navenek jevi jako elektroneutralni. Mezi nejpouzivané]si anionty patii naptiklad PFe,
BFs, ClO4, SCN-, I'. Kromé chemické povahy samotného ion-parového Cinidla ma na
separaci vliv i jeho koncentrace: obecné plati, ze vétsi koncentrace Cinidla pfinasi lepsi
selektivitu. Na druhou stranu s sebou zvySeni koncentrace iontil nese vétsi riziko vysrazeni
pouzitych soli pfi jejich styku s organickym modifikatorem. Existuji vSak pftipady, kde
pouziti ion-parového cCinidla nebylo efektivni a bylo proto nutné vystacit si pouze s
upravou pH. Ztohoto davodu jsou dnes komercné dostupné i kolony, obsahujici
modifikace silikagelu stabilni 1 pfi pH 9. Pro pH 9 se osvédc¢ilo pouziti boratového pufru ¢i
diethylaminu (DEA) o koncentracich 0,1 %. VSechny tyto podminky Ize aplikovat i na
polysacharidovych fazich 1!, Tato aditiva byla pouzita napiiklad v praci Sardella a kol.
pro separaci derivat(i benzimidazold 13,

Porovnani separaci na polysacharidovych kolonach s mobilni fazi bez aditiv a
s aditivy a jejich porovnanim pro separaci neutralnich, kyselych a bazickych analyti se

1631 Ze studie je patrné, ze aditiva jsou jednim ze

zabyval napfiklad Sardella a kol.
zakladnich prvkl, kterymi lze vylepsit separace, které nejsou za danych podminek
optimalni (napiiklad vylepSenim tvaru pikl). Vysledky separaci za vybranych podminek a

porovnani s analyty jsou zobrazeny na Obr. 7.
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Obrazek 7: Souhrn prikladu aditiv a jejich vlivu na neutralni, kyselé a bazické racematy
konkrétnich latek. Kolona: Chiralcel AD-RH (0,4 x 15 cm), m.f. (mobilni faze): viz
obrazek, pomér slozek 60/40 (v/v), pratok m.f. 0,5 ml/min, teplota: 25 °C, detekce: UV, A

=254 nm 163!

Pro bifunk¢ni analyty (jako jsou naptiklad aminokyseliny) se ukazalo jako efektivni
pouziti mobilni faze o nizkém pH obsahujici ion-parové €inidlo. Tento pfistup je postaven
na potlaceni disociace kyselé skupiny pomoci pH, zatimco disociace bazické skupiny bude
v kyselém pH potlacena pouzitim ion-parového cinidla (napt. hexafluorofosforeCnanovy
anion). Tato moznost je zobrazena pomoci schématu na Obr. 8. Tvar piku je mozné také
ucinné vylepSit pouzitim velmi malého mnozstvi organického aminu (0,1-0,2 % DEA),
coz potlaci iontové interakce mezi zbytkovymi silanolovymi skupinami na povrchu kolony
a analytem 1. Pucciarini a kol. separovali pomoci této kombinace aditiv enantiomery

cysteinu 1641,
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Obrazek 8: Reakce bifunkéni molekuly s kyselym vodikem a ion-parovym ¢inidlem

2.14.3. Teplota

Dal§i zmetod, jak ovlivnit chiralni separace (ale také obecné separace v HPLC)
je uprava teploty separacniho systému (typicky termostatovanim kolony). Enantioseparace
je mozna pouze tehdy, pokud je rozdil Gibbsovy volné energie diastereomerického
komplexu v mobilni fazi a ve stacionarni fazi nenulovy. Gibbsova energie je definovana
Gibbs-Helmholtzovou rovnici (1), kde 4G° je standardni Gibbsova energie, oo odpovida
faktoru selektivity chromatografické separace, R je molarni plynova konstanta a T je
termodynamicka teplota. AH je pak standardni entalpie pfenosu latky mezi stacionarni a

mobilni fazi a 45° standardni entropie pfenosu latky mezi stacionarni a mobilni fazi 5.

AG® = —RTIlna = AH° —TAS° (1)

Z rovnice vyplyva uzka spojitost mezi Gibbsovou energii a teplotou, respektive mezi
teplotou, entropii a entalpii. Rozdil v Gibbsové volné energii pro dany enantiomerni par je

tak mirou selektivity jejich separace (¢!,

Vzhledem k vyvoji poznatkli v oblasti vlivu teploty na enantioseparaci dnes vime,
ze s rustem teploty obecné dochazi ke snizeni rozliSeni, retencniho faktoru a také
separacniho faktoru. Tento fakt vyplyva z trenda pro entalpii a entropii molekul. S rostouci
teplotou entalpie pro jednotlivé enantiomery klesd, entropie je na teploté nezavisla.
Hodnoty enthalpie a entropie pro jednotlivé enantiomery Ize vypocitat, a to pomoci Van't
Hoffovy rovnice (2), kde k je reten¢ni faktor a @ je fazovy pomér kazdé kolony, ktery je

dan pomérem Vs/Vi (Vs — objem stacionarni faze, Vi — objem mobilni faze) [ 671
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AH® +AS°
RT R

+ Ind (2)

RozliSeni separace, pripadné zlepSeni tvaru pika je tedy Casto mozné zvysit

snizenim teploty na kolon& (chlazenim). Byla publikovana fada praci 1% 701 jejichz

autofi se zabyvali vlivem teploty na enantioseparaci. Priklad vlivu teplot na rozliSeni

separaci je pozorovat na Obr. 9, kde byl separovan flufiprol a fipronil 6!,
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iSeni separ
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Obrazek 9: Graf zavislosti rozliSeni separace enantiomert flufiprolu a fipronilu na teploté
kolony

2.14.4. Prutok mobilni faze

Posledni diskutovanou moznosti vylepSeni parametrd chiralnich separaci je zména
prutoku mobilni faze. Obecné plati, ze klesajici pratok mobilni faze ma za nasledek delsi
dobu interakce mezi analytem a stacionarni fazi, a tedy zvyseni retence analytu na koloné.
Dochazi sice ke zvySeni retence, na samotnou selektivitu separace vSak tato uprava zadny
vliv nema "!l. Zavislost retence enantiomer( rolipramu, bupivakainu a omeprazolu na

pritoku mobilni faze sledoval da Silva et al "2, Vysledky lze pozorovat na Obr. 10.
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Obrazek 10: Zavislost prutoku mobilni faze na rozliSeni separace enantiomeru rolipramu,

bupivakainu a omeprazolu

2.2. Mody v kapalinové chromatografii

Kapalinovou chromatografii Ize provadét ve nékolika riznych modech. Z hlediska
prutoku, rozméri pouzitych kolon, pouzivanych objemtu a nastfikované koncentrace
vzorkll lze kapalinou chromatografii rozdélit do tii rlznych oblasti. Jde o
nanochromatografii, analytickou chromatografii a (semi)preparativni chromatografii.
V této kapitole si vSechny tyto mody blize predstavime a s ohledem na Castou kombinaci

analytické a (semi)preparativni chromatografie budou tyto dva mody vzajemné porovnany.

Nano nebo také kapilarni kapalinova chromatografie je obdobou klasické kapalinové
chromatografie v analytickém moédu. Pojem ,,nano“ je odvozen od nastiikovaného objemu,
ktery se pohybuje pravé v fadech nanolitri. Také pratok se pohybuje pouze v rozmezi 10-
1000 nl/min. Kolony pouzivané v nanochromatografii jsou kapilardmi naplnénymi
patficnym sorbentem — jde Casto o stejné kapilarni kolony, které se pouzivaji v kapilarni
elektroforéze. NejCastéji pouzivané jsou kapilarni kolony o vnitinim praméru 75 pm.
Nanochromatografie nabizi oproti klasické analytické LC vyhodu v daleko nizsi spotiebé
mobilni faze 1 vzorku. Potencial vyuziti nachazi nanochromatografie predev§im ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii, a to napfiklad pro farmaceutické ¢i biomedicinské ucely. Také
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ji 1ze uplatnit v chiralnich separacich. Pfistup k separacim je zde stejny jako v HPLC ¢i
CE. Vyuziva se zpravidla pfimého modu separace s vyuzitim chiralnich stacionarni fazi ¢i

chiralnich aditiv pfidavanych do mobilni faze. 374 7!

Pii syntéze novych latek byva casto potfeba vyslednou smés purifikovat. Tradic¢ni
metody, jako je destilace ¢i extrakce nejsou v mnoha ptipadech pouzitelné; napt. v piipade
izolace chiralnich latek neni mozné vyuzit destilaci z davodu shodnych chemickych a
fyzikalnich vlastnosti paru enantiomert, v piipadé extrakce je nutno pouzit specialnich
podminek extrakce kapalina-kapalina "%\ Jedinou metodou, ktera spliiuje pozadavky na
automati¢nost a jednoduchost (vysoka Cistota, velké objemy izolovanych analyta, relativné
kratky Cas separaci), je preparativni HPLC. Ackoliv se jedna o daleko drazsi techniku, nez
tomu je naptiklad u destilace, postupem Casu se stala nepostradatelnou soucasti vybaveni

laboratoii zabyvajicich se purifikaci latek pro jejich nasledné studium 77!,

Predmétem analytického HPLC byva kvalitativni a kvantitativni analyza latek. Naproti
tomu v preparativnim systému jsou hlavnimi cili separace, izolace a purifikace velkych
navazek analyti. Mnozstvi vzorku, které je potfeba izolovat, zacina v fadech mikrogramu
pro izolaci enzymi; pro izolaci pfirodnich ¢i nové syntetizovanych chemickych latek byva
zpravidla potieba ziskat mnozstvi v fadech miligrami; v fadech gramt vétsinou izolujeme
standardy, referen¢ni slouCeniny a slouceniny pro toxikologické a farmaceutické testovani.

V priimyslu se pak miizeme setkat také s izolaci latek v fadech kilogrami 77 781,

S mnozstvim analytd davkovanych na kolonu souvisi také vzhled vyslednych
chromatogramti a parametry, ktery u chromatogramu sledujeme. V pfipadé analytické
chromatografie pracujeme s daleko nizs§imi navazkami vzorkl, mizeme proto sledovat a
optimalizovat piky jednotlivych analyti — 1ze sledovat symetrii, Sifku Ci ostrost. Idealni pik
by se pak mél podobat Gaussovské kiivce. Tento faktor je velmi podstatny, protoze ma
Casto velky vliv na vysledné rozliSeni separace a jeho optimalizaci se da vyslednou
separaci zpravidla vylepsit. V ptipadé preparativniho HPLC vsak ¢asto dochézi k tomu, ze
mnozstvi vzorki davkovana na kolonu jsou pfili§ vysoka, pfiCemz dochazi k poruseni
linearity adsorpCni izotermy pro danou kolonu. Piky se tedy stavaji nesymetrickymi,
dochazi k jejich chvostovani ¢i frontovani a ucinnost daného piku klesd. Tento jev
v preparativnim HPLC nastava, pokud zdavodu velké koncentrace vzork( dojde
k ptetizeni kolony. Z praktického hlediska vSak nemusi jit o komplikaci: v preparativnim

modu je totiz dilezita predevsim Cistota produktu, kde vzhled pika nehraje roli. Problém
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by nastal v piipade€, pokud bychom vs§ak chtéli sledovat koncentraci analytt prochazejiciho

kolonou a na zakladé plochy piku provést kvantifikaci. V takovémto ptfipadé by totiz

[3, 77]

kvantifikaci nebylo mozné provést Porovnani chromatogramd pro separaci

v analytickém a semipreparativnim modu lze pozorovat na Obr. 11.
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Obrazek 11: Porovnani analytické a semipreparativni separace derivatu albendazolu;
kolona: amylosa tris(3,5)-dimetylfenylkarbamét, rozmeéry kolony: (15 x 0,46 cm, 7 um)
pro analyticky mod a (20 x 0,70 cm, 7 um) pro semipreparativni mod; mobilni faze:

MeOH; priitok: 1,0 resp. 2,5 ml/min; A — 290 nm 7!

2.2.1. Pozadavky na kolony v HPLC

Nejpouzivangjsim systémem v analytickém HPLC jsou dnes reverzni faze, a to
z divodu nabidky uplatnéni v separacich Sirokého spektra latek. Jednim z parametrd, na
ktery je v preparativnim modu zpravidla kladem vyssi diraz nez v modu analytickém, je
kapacita kolony. Pro adsorp¢ni chromatografii obecné plati, Ze se kapacita kolony odviji
Cisté od dostupné plochy stacionarni faze, pficemz vétsi plocha nabizi vétsi kapacitni
faktor kolony. Konkrétné v ptipadé reverznich fazi se pak navic uplatiiuje také rozpustnost
analytu, procento pokryti aktivnich mist nosiCe pouzitou stacionarni fazi a délka
alkylového fetézce vazané faze. Kapacita povrchu kolony je nejcastéji vyjadiena
v umol/m?. Typické silikagelové kolony maji kapacitu okolo 8 pmol/m?. V systému
reverznich fazi, kde je silikagel pouze nosi¢em alkylového fetézce a kde se tedy uplatiu;i
také naptiklad hydrofobni interakce, se kapacita kolony pohybuje pouze okolo 2,5-3

umol/m?. Kapacita pak zavisi ze sterickych dfivodti na samotné délce fetézce. C4 kolona,
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zabirajici mensi plochu povrchu nosice, tak bude mit vétsi kapacitu nez kolona C8 ¢i C18
[77]

Kritériem, na jehoz zakladé rozhodujeme o tom, zda je separace paru analytu (Ci
enantiomert v piipadé€ chiralni separace) aplna (tzv. ,,baseline separace®) ¢i ne, je hodnota
rozliSeni. Vzhledem k tomu, zZe v preparativnim modu hrozi castéji riziko prekroceni
kapacity kolony, muze dojit k situaci, kdy jsou piky deformovany (tj. nemaji tvar
Gaussovské kiivky) a mize tak dochazet k vyraznému snizeni rozliSeni samotné separace.
K tomuto jevu typicky dochézi, pokud je koncentrace nastfikovaného analytu piili§
vysokd. Na koloné¢ pak dochéazi kuplnému vysyceni aktivnich mist stacionarni faze
analytem, nadbyte¢ny analyt nemiZe se stacionarni fazi interagovat, a postupuje tedy
systémem rychleji. Je proto velice dulezité, aby dana kolona poskytla dostatecnou
selektivitu pro separované analyty. Pfi dostatecné selektivité nebude deformace pikt

ohrozovat separaci a naslednou izolaci separovanych analyt( 7- 801,

2.2.2. Instrumentace s ohledem na separacni méd

Pouzitému separacnimu modu musi byt pfizpusoben také vybér pouzité instrumentace.
Zatimco pro analyticky mod se typicky pouzivaji kolony s vnitfnim pramérem v rozmezi
4,6 — 2,1 mm a velikosti Castic 5 um, pro mod preparativni se primér kolon pohybuje
v oblasti 50-200 mm a velikost Castic je zpravidla 10 pm. Takto rozdilné rozméry kolon
predstavuji problém ve zpétném tlaku. Ten je totiz pro analytické kolony typicky i
desetinasobné vyssi, nez by byl u preparativnich kolon pfi stejnych pratocich. Pri transferu
metod na preparativni LC je tedy potfeba optimalizovat vSechny parametry (napi. zvysit
prutok mobilni faze) tak, aby bylo dosazeno stejnych separa¢nich podminek a separovany

analyt byl eluovan ve stejném Gase, jako tomu bylo v analytickém modu 18- 82 831,

Dalsim technickym rozdilem je zptisob davkovani vzorku do systému. V piipadé
analytické LC jsou davkované objemy malé (v zavislosti na systému se davkovany objem
nejCastéji pohybuje v fadech stovek pl). Jako nejvhodnéjsi se proto jevi autosampler, ktery
se dnes také nejvic vyuziva. Manualni injektor je dnes pouzivan v analytickém LC spiSe
okrajoveé. Naproti tomu v preparativnim LC jsou objemy velké. Pro nastfik se proto

zpravidla pouziva pravé manualni davkovani, pfipadné peristalticka pumpa (8182831,

Analyticky a preparativni mod se lisi také v moznosti vyuzivanych detektorti. Zatimco

v analytickém modu lze vyuzit jak destruktivni, tak nedestruktivni typy detektort,
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v pfipadé€ preparativni chromatografie byva pouziti destruktivnich typt detektori omezeno.
Dutivodem je primarni vyuziti preparativni chromatografie pro izolaci analytu, které by byly
detektorem destruktivniho typu znehodnoceny. Typicky pouzivanym detektorem pro
preparativni mod tak muze byt UV/Vis detektor. Jeho vyhodou je fakt, ze vétSina bézné
pouzivanych rozpoustédel v této oblasti spektra neabsorbuje a nerusi tak absorpci analytu.
Dal$i vyhodou je moznost méteni pii vSech vinovych délkach soucasné (v piipad€ pouziti
DAD detektoru (detektor diodového pole)), diky emuz je mozné ziskat kompletni UV/Vis
spektrum sledovaného piku, potazmo analytu. Tento fakt Ize vyuzit pfi rozliSovani a
identifikaci danych latek. Pokud se jedna o znamou latku, mizeme navic dané spektrum
porovnat se spektrem latky ulozenym v knihovné spekter. DalSim vyuzivanym detektorem
v preparativnim LC je refraktometricky detektor. Nevyhodou oproti UV detektoru je jeho
niz§i citlivost. Ta vS§ak muze byt zaroven vyhodou, pokud jsou na kolonu davkovany vétsi
objemy vzorkd. Druhym problém je, ze refraktometricky detektor je limitovan pouze na
isokratickou eluci. Divodem je odvozovani signalu ze zmény v indexu lomu mobilni faze
obsahujici analyt oproti Cisté mobilni fazi. V pfipadé pouziti gradientu by se menil
v prubéhu analyzy i index lomu cisté mobilni faze, coz by komplikovalo vyhodnoceni
chromatogramu. Jak bylo feceno, pouziti destruktivniho detektoru v preparativnim LC je
velmi omezené. Jako destruktivni detektor 1ze pouzit hmotnostni spektrometr. Technika
LC/MS totiz nabizi moznost automatického sbéru frakci na zakladée sledovani profilu MS
spektra eluatu. Lze tedy predejit problému, kdy napfiklad kvili vykyvu retencniho Casu
analytu nedojde ke sbéru frakce ve spravném case. Problémem je vSak instrumentalni
feSeni takového systému. Hmotnostni spektrometr z principu analyt nenavratné znici a neni
tedy mozny sbér frakci. Druhym problém je, ze prutok mobilni faze je pro ionizaci analytu
piili§ vysoky. Resenim je tedy po separaci vzorku na koloné piidat do systému déli¢ toku
mobilni faze na dvé cesty. Hlavni vétev mifi pfimo na frak¢ni kolektor. Pied kolektor muze
byt pfidan navic nedestruktivni typ detektoru (napt. UV/Vis). Druha vétev toku mobilni
faze mifi na hmotnostni spektrometr, kde je provedena pfislu§néd identifikace. Samotny
déli¢ toku mobilni faze muze byt pasivni (pratok po oddé€leni je defaultné€ nastaven a nelze
je ménit) nebo aktivni (tzv. splitter — d€leni prutoku Ize pomoci piislusného softwaru ménit
a tim optimalizovat podminky pro detekci na MS). Instrumentalni feSeni pouziti
destruktivniho typu detektoru pro preparativni kapalinovou chromatografii 1ze pozorovat

na Obr. 12 77:81:84. 5,
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Obrazek 12: Schéma instrumentalniho feSeni preparativniho HPLC ve spojeni s

hmotnostnim detektorem 3>

Jak jiz bylo feCeno, preparativni LC je Casto spojena s naslednym sbérem jednotlivych
pikt/frakci. Ten je zpravidla realizovan pomoci frakéniho kolektoru, coz je pfidavny
modul pro HPLC systém, ktery dokaze prepinat mezi vystupy do jednotlivych sbérnych
nadob. Prepinani mezi jednotlivymi frakcemi muze byt realizovano na zakladé raznych
paramaterd, napf. Casu (nastaveni ,,sbérnych oken®, které vSak vyzaduje robustni analyzu
bez velkych vykyvu v retencnich Casech), nebo na zakladé zmény signalu v detektoru
(zptsobené pritomnosti analytu v detek¢ni cele). Nektera zafizeni dnes navic kombinuji
autosampler i frak¢ni kolektor v jedné soustavé, a to jak v usporadani s jednou jehlou a
ventilem pro oboji (davkovani 1 frakcionaci), tak se samostatnou jehlou a ventilem pro

odbér vzorku a pro sbér frakei 77801,

Frak¢ni kolektor dokaze prepinat mezi ventily na zakladé riznych vstupt ze systému.
Prvni moznosti je manualni sbér. Ten funguje na zdkladé manualniho pfepinani ventilu
operatorem stroje, a vyzaduje tak kontinualni pfitomnost obsluhy. Dalsim typem je sbér na
zakladé Casu. Frak¢ni kolektor je nastaven na prepnuti ventilu v urcitém case a po urcity
Casovy interval poté sbira mobilni fazi obsahujici danou frakci do vyhrazené vialky. Po
skonceni intervalu se opét prepne do odpadu, piipadn€ mize navazat sbérem dalsi frakce.
Tretim typem je jiz vySe zmifiovany sbér na zakladé zmeény signalu v detektoru. Pokud
dojde ke zvySeni signalu nad urcitou hodnotu, dojde k prepnuti ventilu do vialky. Pokud
pak dojde k poklesu signalu pod urcitou hodnotu, kolektor ventil prepne opét do odpadu.
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Druhou moznosti, jak zahgjit sbér frakce na zédkladé zmény signalu je nastavit hodnotu
smeérnice sklonu piku. Pokud tak dojde k eluci piku pozadovanou rychlosti (ktera se projevi
nahlou zménou signalu), mize byt na zakladé urCeni mezni hodnoty zmény smérnice
zah4jen sbér frakce. Pokud naopak dojde k poklesu hodnoty dané smérnice (analyt opustil
systém a signal je opét na baseline), sbér frakce se ukonCi. Software pak zpravidla
umoziuje oba tyto typy kombinovat. Poslednim typem je sbér frakci na zakladé

detekovaného poméru m/z (viz predchozi odstavec) 78!,

Frak¢ni kolektory lze také rozdélit dle prutoku, které jsou schopny pojmout. Existuje
tak mikrofrakcni kolektor, s limitem prutoku mobilni faze v oblasti kolem 100 pum/min.
Analyticky frakcni kolektor je konstruovan pro prutoky mobilni faze az do 10 ml/min a
preparativai frakcni kolektory umi pojmout pritok az 100 ml/min 7!, Mikrofrakéni
kolektor byl pouzit napiiklad na screeningovy zachyt latek extrahovanych z rostlin
vyuzivanych v &inské medicing #°!. Zimba a kol. vyuzili analyticky frakéni kolektor pro

[87]

izolaci a identifikaci kyanobakterii Toxifilum Mysidocida Nicméné dominantni

postaveni v poctu publikaci, ve kterych byl vyuzit frakéni kolektor, mé (semi)preparativni

88-92
typ (88921,
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie

Ethanol (HPLC — gradient grade, HiPerSolv Chromanorm, Francie), acetonitril (HPLC —

gradient grade, Chromasolv, Francie), methanol (HPLC — gradient grade, Chromasolv,

Francie), 2-propanol (PENTA, Ceska republika), 2-butanol (Reanal, Mad’arsko), n-hexan

(Sigma Aldrich, Germany), diethylamin (Sigma Aldrich, Germany), kyselina mravenci

(PENTA, Ceska republika), sloueniny axialng chiralnich derivatd benzimidazold

(slou€enina I — N,N-dimetyl-1-(8-(pyrrolidin-1-yl)naftalen-1-yl)-1H-benzimidazol-2-amin;

slouCenina II — 1N-(2-nitrilo-fen-1-yl)-2-(fen-1-yl)-8-chlor-benzimidazol; sloucenina IIT —

IN-(2-jodo-fen-1-yl)-2-(fen-1-yl)-8-chlor-benzimidazol) a sloufenina axialn¢ chiralniho

derivatu acetamidu (sloucenina IV — N,N-ethyl-(2-tercbutyl)-fenyl-acetamid) dodané

Katedrou organické chemie Univerzity Palackého (viz Obr. 13).

N

N
S—NMe, N

i R b

Sloué¢enina I Sloucenina 11
N o)
N )k
25 o

N
Cl l\\ 2 i _Bu

Slouc¢enina II1 Sloucenina IV

Obrazek 13: Struktury jednotlivych sloucenin s chiralni vazbou vyznacenou Cervené
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3.2. Instrumentalni vybaveni

Chiralni separace latek pracovné oznacenych jako vzorky I-IV (systematické nazvy viz
3.1.) byly provedeny na systému HPLC fady Smartline (Knauer, Berlin, Némecko). Tento
systém se sklada z modulti Smartline Pump 1000, Smartline Manager 5000, Smartline UV
Detector 2600 a ASM 2.1L. Opticka otacivost separovanych latek byla sledovana na
detektoru optické otacivosti Chiralyser-MP (IBZ Messtechnik GmbH, Springe, Némecko).
Pro termostatovani kolony byl vyuzit termostat Haake C1 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Latky byly separovany pomoci polysacharidovych kolon — analytickych
kolon (250 % 4,6 mm, dp=5 pm ) Lux Cellulose-1 (Phenomenex, Torrance, USA), Lux
Cellulose-3 (Phenomenex, Torrance, USA) a Chiral Art Cellulose-SB (YMC, Kjoto,
Japonsko); a semipreparativnich kolon (250 x 10 mm, dy=5 um) Lux Cellulose-1
(Phenomenex, Torrance, USA) a Lux Cellulose-3 (Phenomenex, Torrance, USA). Pro

vyhodnoceni dat byl pouZit program Clarity (DataApex, Ceska republika).

3.3. Priprava vzorku

Slou€eniny I-IIT byly dodany v krystalickém stavu. Slou€enina IV byla dodana jako
olejovita kapalina. Vzorky byly skladovany pfti -18 °C. Pro praci na HPLC byly vSechny
slouceniny rozpustény v EtOH (ethanol). Ze slouceniny I byl pfipraven roztok o
koncentraci 12 mg/ml, ze slouceniny II byl pfipraven roztok o koncentraci 11,4 mg/ml, ze
slouCeniny IIT a sloucCeniny IV byly pfipraveny roztoky o koncentraci 4 mg/ml. Pred
analyzou byly slouCeniny I-IV fedény pfisluSnym mnozstvim mobilni faze pro dosazeni
vysledné koncentrace 100 mg/l (v pfipadé analytického modu), respektive 4 mg/ml
(slouCeniny I a II v semipreparativnim modu); sloucenina III byla v semipreparativnim
moédu separovana bez dalsiho fedéni. Pro kontrolu optické Cistoty slouceniny I byl
izolovany (-) enantiomer analyzovan po zfedéni zasobnich roztokd na koncentraci 100

mg/l.

3.4. Davkovani vzorku na kolonu

Pro davkovani vzorku na kolonu byla pouzita metoda davkovani preplnénim smycky.
Pro analytickou separaci byla pouzita smycka o objemu 20 pl. Pro separaci

v semipreparativnim modu byla pouzita smycka o objemu 1000 pl.
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3.5.

Sloucenina I

Podminky chromatografickych analyz

Kolona

\ Mobilni fize

| Priitok | Teplota | Nastfik | Detekce

Analyticka separace — optimalizace metody

L;;‘O(ieﬂ‘gﬁ;& hexan:MeOH:EtOH 1 ssoc | 20w | UVsA=
- T, 40:1:1 (wAv) ml/min Bl 274 0m
dp:5 um
Semipreparativni separace — izolace enantiomeru
Lux Cellulose-3
’ hexan:MeOH:EtOH 5 o UV, A=
25010 mm, d 40:1:1 (W) mUmin | 2> C | 1000 o) i
p:5 um
Kontrola optické Cistoty (-) enantiomeru
L;S"O(:Xeﬂ‘gﬁ;& hexan:McOH:EtOH 1 psoc | a0u | UVA=
’ ’ 10:1:1 (v/v/v) ml/min H 274 nm
dp:5 um
Analyticka separace — sledovani vlivu aditiv na separaci
L;S"O(:Xeﬂ‘gﬁ;& hexan:MeOH:EtOH 1 ssoc | agu | UVA=
’ ’ 18:1:1 (v/v/v) ml/min H 274 nm
dp:5 um
Lux Cellulose-3, hexan:MeOH:EtOH: 1 UV. %=
250 x 4,6 mm, DEA ml/min 25°C 20 ul 7 4 am
dp=5 um 18:1:1:0,05 (v/v/v/v)
L;S"O(:Xeﬂ‘gﬁ;& hexan:McOH:EtOH:FA | 1 psoc | a0u | UVA=
’ ’ 18:1:1:0,2 (wA/v/v) ml/min H 274 nm
dp:5 um
Analyticka separace — sledovani vlivu teploty na separaci
L;S"O(:Xeﬂ‘gﬁ;& hexan:McOH:EtOH 1 0oc | a0 | UV
’ ’ 18:1:1 (v/v/v) ml/min ’ H 274 nm
dp:5 um
L;;‘OCXCE‘QOSGB’ hexan:MeOH:EtOH 1 2soc | 20w | UVsA=
-0 i, 18:1:1 (W) ml/min ’ 1 274 nm
dp:5 um
L;S"O(:Xeﬂ‘gﬁ;& hexan:MeOH:EtOH 1 10°c | 2ou | UVA=
’ ’ 18:1:1 (v/v/v) ml/min H 274 nm
dp:5 um

Tabulka ITI: Shrnuti podminek chromatografickych analyz provedenych pro slouc¢eninu I
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Slouéenina I1

Kolona | Mobilni fize | Priitok | Teplota | Nastiik | Detekce

Analyticka separace — optimalizace metody

Lux Cellulose-3
’ hexan:EtOH 1 o UV, A=
250 x 4,6 mm, 9:1 (wh) mymin | 2>°C | 20M 094 nm
dp:5 um

Semipreparativni separace — izolace enantiomeru

Lux Cellulose-3,
250 x 10 mm,
dp:5 l,lm

hexan:EtOH 5
9:1 (wv) ml/min

UV, A=

25°C | 10004l | 0"

Tabulka I'V: Shrnuti podminek chromatografickych analyz provedenych pro slouceninu II

Sloucenina IIT

Kolona | Mobilni fize | Priitok | Teplota | Nastiik | Detekce

Analyticka separace — optimalizace metody

L;S"O(:Xeﬂ‘gﬁ;h hexan:MeOH:EtOH 1 2500 oyl | UVA=
. . 40:1:1 (WAv) ml/min Kl 274 im
dp:5 l,lm

Semipreparativni separace — izolace enantiomeru

Lux Cellulose-1
’ hexan:MeOH:EtOH 5 o UV, A=
25 (C)l - (:tgllm’ 40:1:1 () mimin | 2°°C | 1000} 50t im
=

Tabulka V: Shrnuti podminek chromatografickych analyz provedenych pro slou€eninu II1

Sloucenina IV

Kolona | Mobilni fize | Priitok | Teplota | Nastiik | Detekce

Analyticka separace — optimalizace metody

Lux Cellulose-1
’ hexan:2-PrOH 0,5 o UV, A=
250 % 4,6 mm, 50:1 (v/v) mymin | 2> C | 20W 1 294 m
dp:5 um
Tabulka VI: Shrnuti podminek chromatografickych analyz provedenych pro slouceninu
v
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3.6. Méreni optické otacivosti

Pro méfeni optické otaCivosti enantiomerd byl pouzit polarimetricky detektor
CHIRALYSER-MP, ktery byl nastaven na nejvyssi citlivost (,,range limit“ = 4,0 mdeg. /
1000 mV). Zakladni linie byla ponechana v zadkladnim nastaveni (,,base offset“ = 500,0
mV). Detektor byl pfipojen do série za UV/Vis detektor kapalinového chromatografu a
opticka otacivost jednotlivych separovanych enantiomerd byla snimana v realném Case
soub&zné€ s vybranou probihajici analyzou. Detektor byl pouzit pro potvrzeni pfitomnosti
obou enantiomeri v analyzovaném vzorku a pro jejich identifikaci v UV/Vis

chromatogramu.
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4. Diskuze a vysledky

Cilem této prace bylo najit vhodné podminky pro separaci derivati axialn€ chiralnich
benzimidazoli a také pro separaci axialné chiralniho derivatu acetamidu s chiralnimi
centry na vazbé C-N pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s vyuzitim
chiralnich stacionarnich fazi a kombinace vhodnych rozpoustédel. Vyuzita byla také
aditiva, regulace teploty a pratoku mobilni faze. Pro tento ucel byly pouzity kolony Lux
Cellulose-1, Lux Cellulose-3 a ChiralArt Cellulose-SB. Ve vSech piipadech jde tedy o
chiralni kolony na bazi cellulosy liSici se zptisobem uchyceni stacionarni faze na nosic¢
(silikagel) a samotnym derivatem cellulosy. Porovnani jednotlivych kolon nabizi Tab. VIL
Detekce separovanych enantiomerti byla provedena pomoci UV/Vis spektrometrického a
polarimetrického detektoru. Pro ziskani kvalitativni informace byly pouzity oba detektory,

pro informaci kvantitativni — sledovani optické Cistoty — byl pouzit pouze UV/Vis detektor.

Nazev kolony Zpusob uchyceni k nosici Chiralni selektor
Lux Cellulose-1 pokryta stacionarni faze dimceil}i;%ﬁessﬁli(z(r%asr;lé 0
Lux Cellulose-3 pokryta stacionarni faze ffg;;oliae;rzizgi

Tabulka VII: Srovnani jednotlivych kolon pouzitych pro separaci latek pomoci HPLC **
941

Vétsina analyz byla realizovana s vyuzitim kolon Lux Cellulose-1 a Lux Cellulose-3.
Kolona ChiralArt Cellulose-SB byla pouzita pouze v pripadé€ slouceniny IV. Divodem byl
fakt, ze se jedna o chemicky ekvivalent kolony Lux Cellulose-1, pficemz byla pouze

porovnana ucinnost obou kolon vzhledem k analyzované sloucening.

Pfi hledani vhodnych podminek byla pouzita rozpoustédla, ktera jsou kompatibilni
s vySe zminénymi kolonami. Veskeré nize uvedené pomery slozek mobilnich fazi jsou
objemové (v/v). Soucasti hledani vhodnych podminek pro semipreparativni separaci bylo
sledovani vlivu zmény slozek mobilni faze na selektivitu separace, retenCni Casy
jednotlivych enantiomerti a rozliSeni. Soucasti vybranych analyz bylo sledovani optické

otacivosti pomoci polarimetrické detekce.

Veskeré tabulky k uvedenym grafiim jsou uvedeny v priloze 1.
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4.1.  Chiralni separace slouceniny I

4.1.1. Analyticka separace slouceniny I
Slou¢enina I  je  benzimidazol derivatizovany dimethylaminem a
pyrrolidinylnaftalenem. Axialn€ chirdlni centrum pak vznikd na vazbé C-N mezi

benzimidazolem a naftalenem (viz Obr. 13, str.29).

Sloucenina I byla testovana nejprve na koloné¢ Lux Cellulose-1. Byla vyzkouSena
zakladni rozpoustédla v polarné organickém modu — methanol, ethanol a acetonitril. Pfi
pouziti ani jednoho z téchto rozpoustédel v Cisté formé k separaci enantiomerti slouceniny

I nedoslo.

Stejny postup byl proto opakovan také na koloné Lux Cellulose-3. V tomto piipadé
doslo k separaci na zakladni linii pomoci vSech téchto mobilnich fazi. Nejlepsi vysledky
byly zaznamenany pii pouziti methanolu. Hodnota rozliSeni obou enantiomert Cinila 2,74;
prvni enantiomer eluoval v retencnim ¢ase 3,82 min a druhy enantiomer v ¢ase 4,90 min.
Tyto podminky vsak nebyly dostatecné pro dosazeni Uiplné separace pikl pfi transferu do

semipreparativniho rozméru, jak je patrné z Obr. 14.
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Obrazek 14: Srovnani analytické (A) a semipreparativni (B) separace slouceniny I pfi

pouziti MeOH jako mobilni faze na koloné Lux Cellulose-3

Hledani vhodné mobilni faze pro separaci slouCeniny I proto pokracovalo
v analytickém modu. Pokud Ccisty alkohol nebo acetonitril nedostauje svou selektivitou

jako mobilni faze sam o sobé€, je Casto pouzivanou strategii pouziti jeho smeési
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s rozpoustédlem, ktera samo o sobé nedisponuje vyraznou selektivitou, ale zvysSuje retenci
analytu v systému. Rozpoustédla, kterymi 1ze dosahnout takového , nafedéni* alkoholu ¢i
acetonitrilu, mize byt jak polarni (typicky voda), tak nepolarni rozpoustédlo (typicky
hexan nebo jiny alifaticky alkan). Problémem vody muze byt jeji vyssi viskozita
v porovnani s vétSinou organickych rozpoustédel bézné pouzivanych jako mobilni faze.
Jako vhodnéjsi se proto jevi pouziti hexanu, ktery byl v této praci vzdy pro Gpravu retence
testovan prednostné. Problémem hexanu je vSak jeho nemisitelnost s methanolem, ktery

pro nase slouceniny vykazoval zpravidla vzdy nejvyssi selektivitu.

Jako prvni feSeni byla vtomto piipadé zvolena zdména methanolu za ethanol.
Ethanol sice v prvotnim screeningu vykazoval horsi separacni podminky (R = 2,11) oproti
methanolu, stale vSak naprosto dostacujici pro samotnou analytickou separaci. Stejné jako
v pifipadé methanolu by ale takovéto podminky pravdépodobné nevyhovovaly pro
semipreparativni separaci. Nejprve byl vyzkouSen pomér ethanol:hexan 3:1. Pfi tomto
pomeéru slozek ke zlepSeni separa¢nich podminek nedoslo. Stejna smés (tj. ethanol:hexan)
byla vyzkousSena také v dalSich pomérech, a to konkrétn€ 1:1, 1:3 a 1:9. Se zvySujicim se
obsahem hexanu ve smési rostly (podle oCekavani) reten¢ni ¢asy obou enantiomert, a to z
pavodnich tri = 3,67 min a tro= 4,77 min pro Cisty ethanol az na tri = 5,07 min a tr2 = 8,88
min pro smés ethanol:hexan 1:9. RozliSeni pro tuto mobilni fazi ¢ini 3,97 a jevi se tedy
jako dostatecné pro nasledny transfer metody do semipreparativniho médu. Negativnim
disledkem zvySeni retence enantiomert z divodu sniZeni selektivity mobilni faze je
rozmyvani piku druhého enantiomeru, coz ukazuje Obr. 15. v porovnani se separaci
slouCeniny I v ethanolu. Tento jev by mohl mit negativni dopad na eluovany enantiomer
v semipreparativnim modu — ve vétSim mnozstvi by ze systému vystupoval zna¢né nafedén

mobilni fazi, coz neni zadouci z hlediska dalSiho zpracovani.
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Obrazek 15: Separace slouceniny 1 na kolon€ Lux Cellulose-3 v analytickém modu

pomoci mobilni faze EtOH (A) a EtOH:hexan 1:9 (B)

Vzhledem k rozmyvani druhého piku byl dalsi krok optimalizace metody vénovan
pokusu o vyfeSeni tohoto problému opétovnym zvySenim ucinnosti mobilni faze prfi
soucasném zachovani retence analyti. Jako mozné feseni se jevi navraceni methanolu do
mobilni faze. Problémem vsak je, jak jiz bylo vySe zminéno, jeho nemisitelnost s hexanem.
Pokud je vSak ve smési pfitomen ethanol, 1ze hexan a methanol smichat, aniz by vznikla
emulze. Nejprve tak byla pfipravena mobilni faze, ve které byl zachovan pomér
hexan:alkohol 9:1, ale zaroveri byla polovina objemového mnozstvi ethanolu nahrazena
methanolem. Vyslednou smés je tak mozné popsat jako hexan:methanol:ethanol 18:1:1.
Takto pfipravena mobilni faze sice zvySila ucinnost systému, takze nedoslo k rozmyti
druhého enantiomeru, ale rovnéz snizila retenci analytti. Poméry slozek mobilni faze byly
proto postupné dale upravovany navySovanim obsahu hexanu ve smési, a to az na pomér
40:1:1 ve prospéch hexanu. Smeés 40:1:1 pak téméf odpovidala retenénimi casy
sledovanych enantiomerti parametrim separace ve smeési ethanol:hexan 1:9 s tim rozdilem,

ze nedochazelo tak k velkému rozmyti druhého piku. Tuto separaci ukazuje Obr. 16.
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Obrazek 16: Porovnani separace enantiomerti vzorku I na koloné Lux Cellulose-3
v analytickém modu s pouzitim mobilni faze o slozeni hexan:MeOH:EtOH 40:1:1 (¢erna) a

hexan:EtOH 9:1 (Cervena)

Jako ideadlni podminky pro separaci slouCeniny I s pfihlédnutim k
planovanému transferu na semipreparativni kolonu se jevi separace na koloné Lux
Cellulosa-3 s pouzitim mobilni faze hexan:methanol:ethanol 40:1:1. Nicméné pro
analytické ucely by bylo mozné pouzit mobilni fazi hexan:methanol:ethanol v poméru
10:1:1 (Obr. 17). Tato separace nebyla provedena v ramci optimalizace metody separace
slouceniny I na kolon¢ Lux Cellulose-3, ale pouze jako metoda pro kontrolu optické Cistoty
slouCeniny (viz 4.1.3.). Na Obr. 18 1ze pozorovat zavislost retencnich ¢asii enantiomerd na
koncentraci binarni smeési alkoholti ethanol/methanol v m.f. Hodnoty k tomuto grafu
shrnuje Tab I v pfiloze 1. Parametry vSech separaci shrnuje Tab. VIIL.
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Obrazek 17: Separace enantiomert vzorkl I na kolon€ Lux Cellulose-3 v analytickém

modu s pouzitim mobilni faze o slozeni hexan:MeOH:EtOH 10:1:1
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Obrazek 18: Vliv zvySujiciho se obsahu smési MeOH/EtOH v mobilni fazi s hexanem na

koloné Lux Cellulose-3 na retenci enantiomerti 1 a 2 slouceniny I

18%

Kolona MLf. tr1 [min] tr2 [min] R |
Lux-Cellulose-1 MeOH 5,05 5,32 0,56
Lux-Cellulose-1 EtOH 425 4,78 1,30
Lux-Cellulose-1 ACN 5,13 5,48 0,62
Lux Cellulose-3 MeOH 3,82 4,90 2,74
Lux Cellulose-3 EtOH 3,70 4,78 2,13
Lux Cellulose-3 ACN 4,20 6,72 2,92
Lux Cellulose-3 EtOH:hexan 3:1 3,73 4,77 2,03
Lux Cellulose-3 EtOH:hexan 1:1 3,78 4,90 2,03
Lux Cellulose-3 EtOH:hexan 1:3 4,00 5,45 2,23
Lux Cellulose-3 EtOH:hexan 1:9 5,07 8,88 3,97
Lux Cellulose-3 Hexan:llv([f??:EtOH 4,02 5,23 2,87
Lux Cellulose-3 Hexan:ll\g‘???:EtOH 4,55 6,58 3,79
Lux Cellulose-3 Hexan:gg‘???:EtOH 4,93 743 4,32
Lux Cellulose-3 hexan%‘??lf:EtOH 5,30 3,83 5,08

Tabulka VIII: Shrnuti jednotlivych vysledkt pro separace slouceniny I na koloné€ Lux

Cellulose-3 v analytickém modu s pouzitim piislusnych mobilnich fazi; pratok: 1ml/min;

m.f. — mobilni faze, tr — retencni Cas, R — rozliSeni separace
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4.1.2. Semipreparativni separace a izolace slouceniny I

Vzhledem k pozadavku na separaci a izolaci jednotlivych enantiomert slouceniny I byl
po uspeésném vyvinuti metody separace této slouCeniny na analytické koloné proveden
transfer separacni metody do modu semipreparativniho. To obnaselo kromé zmény kolony
také zménu koncentrace analytu, ktery byl davkovan na kolonu, a to z pavodnich 100 mg/I
na 4000 mg/1. Pro separaci byla pouzita semipreparativni kolona Lux Cellulose-3 a mobilni
faze hexan:methanol:ethanol 40:1:1 (Obr. 19). Pii pouziti této mobilni faze doslo
k dostatecné separaci obou enantiomeru na to, aby jednotlivé frakce mohly byt izolovany.
Izolace probehla pomoci frakéniho kolektoru, ktery pro patfiéné nastaveni spinacich
parametrd dokaze automaticky pfepinat mezi jednotlivymi ventily a za detektorem sbirat
cilové frakce do riznych sbérnych mist. Pomoci tohoto systému bylo postupné separovano

cca 110 mg slouceniny, a bylo tak ziskano 55 mg od kazdého z enantiomert.
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Obrazek 19: Separace slouceniny I na koloné¢ Lux Cellulose-3 v semipreparativnim modu

s pouzitim mobilni faze hexan:MeOH:EtOH 40:1:1

Na chromatogramu lze pozorovat typicky problém spojeny se separacemi v
semipreparativnim modu, jimz je deformace piki. Divodem je daleko vyssi mnozstvi
vzorku na koloné€ oproti analytickém moédu. Konkrétné v tomto pfipadé jde o
dvoutisicinasobné zvyseni hmotnosti analytu davkovaného na kolonu. Kolona je tak
pretizena a dochazi k zaplnéni aktivnich mist na stacionarni fazi. Z tohoto diivodu nemusi

byt enantiomery separovany dokonale, coz ma za nasledek deformovany tvar pika.
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4.1.3. Kontrola optické Cistoty enantiomeru slouceniny I

Po dokonceni izolace byly na Katedfe organické chemie provedeny studie teplotni
stability slouceniny I — rozpoustédlo (mobilni faze) izolati obou enantiomert bylo
odpafeno pomoci vakuové odparky a ziskané odparky Cistych enantiomert byly poté
znovu rozpustény v ethanolu. Enantiomer 1 byl nasledn€ inkubovan pfi teplotach 80, 120 a
160 °C, a to po dobu 0,5; 1; 2; 4; 6 a 8 hodin pro kazdou z téchto teplot. V dal§im kroku
proto bylo potieba ovéfit optickou Cistotu (tj. enantiomerni prebytek jednoho enantiomeru
vuci druhému) izolatu a vliv teploty na interkonverzi enantiomera (tj. pfechod enantiomeru

(-) na enantiomer (+) slouceniny I) v inkubovanych smésich.

Kontrola optické Cistoty byla provadéna na analytické koloné Lux Cellulose-3.
Analyza za pouziti mobilni faze hexan:methanol:ethanol 40:1:1 je pro dany ucel zbyte¢né
dlouha. Pomér v mobilni fazi byl proto upraven na 10:1:1 ve prospéch hexanu, pficemz
doslo ke zméné retencnich Cast obou enantiomerti. Druhy enantiomer, tak byl eluovan jiz
1,3 minut po eluci prvniho enantiomeru a celkova doba analyzy se zkratila z pivodnich 7,5

min na 6,2 min.

Na kontrolu optické Cistoty bylo dodano celkoveé 18 vzorki (viz Tab. IX). Kazdy
z téchto vzorkd byl analyzovan tfikrat a byl uren podil minoritniho atropoisomeru oproti
majoritnimu s pifislu§nou smeérodatnou odchylkou a relativni smérodatnou odchylkou.

Jednotlivé vysledky lze najit v souhrnné tabulce v ptiloze 1 v Tab. IL

t [hod] T [°C]
60 120 180
0,5
1
i Vzorek 1-6 Vzorek 7-12 Vzorek 13-18
6
8

Tabulka IX: Piehled podminek inkubaci pro dodané vzorky na kontrolu optické Cistoty

Grafickou zavislost stability enantiomeru I (vyjadienou jako obsah minoritniho

slouCeniny I

enantiomeru 2 ve smési) na dob¢ inkubace pii piislusné teploté shrnuji Obr. 20-23.
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Obrazek 20: Zavislost stability enantiomeru 1 na dobé& inkubace pii 80 °C
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Obrazek 21: Zavislost stability enantiomeru 1 na dobé& inkubace pii 120 °C
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Obrazek 22: Zavislost stability enantiomeru 1 na dobé& inkubace pii 160 °C
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Obrazek 23: Souhrnny graf namétenych optickych €istot pro jednotlivé vzorky

Z grafli je patrné, ze enantiomer je stabilni pfi 80 °C a pfti 120 °C, pfiCemz nezavisi
na dobé vareni. Teprve pokud byl vzorek povaren pii 160 °C, zacina dochazet k nartstu
podilu druhého atropoisomeru a to az témét k 50 % — tedy do faze, kdy se ze smési stava

opét smes racemicka. Na Obr. 24 1ze pozorovat prabéh separace vzorku, v némz se obsah
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minoritniho atropoisomeru pohybuje okolo 1 % (A) a separaci, pii které mnozstvi

minoritniho atropoisomeru dosahuje 50 % (B).

[AU]
0,25]
0,20) (A)
0,15
0,10]
0,05]
0,00 L

0 1 2 3 4 5 6 7

Absorbance

[AU]
0,25 B
0,20/

0,15, ( )
0,10/
0,05/
0,00 — /\ 1 B S |

Absorbance

(V:RS
Obrazek 24: Separace slouceniny I na koloné Lux Cellulose-3 v analytickém modu s

pouzitim mobilni faze hexan:MeOH:EtOH 10:1:1. (A) - obsah minoritniho atropoisomeru

¢ini zhruba 1 %, (B) - obsah sledovaného atropoisomeru ¢ini zhruba 50%

4.2.  Chiralni separace slouceniny II

4.2.1. Analyticka separace slouceniny II
Sloucenina II je axialn€ chiralni benzimidazol derivatizovany chlorem, fenylem a

nitrilofenylem. Chiralni vazba se nachazi mezi uhlikem a dusikem (viz Obr. 13, str. 29)

Optimalizace metody pro separaci slouceniny II byla nejprve vyzkousena na analytické
koloné Lux Cellulose-3. Jako prvni mobilni faze byl testovan methanol — sloucenina byla
neuplné separovana s rozliSenim R = 1,23 (Obr. 25A). V dalsim kroku byl proto testovan
Cisty ethanol. Doslo k separaci enantiomerti s rozliSenim R = 1,70 (Obr. 25B). Oba
enantiomery vSak eluovaly v prilis blizkych ¢asech a pro semipreparativni separaci by tak

tyto podminky nebyly pouzitelné.
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Obrazek 25: Separace slouceniny II na koloné Lux Cellulose-3 v analytickém moédu s

pouzitim mobilni faze MeOH (A) a EtOH (B)

V dal§im kroku byla proto testovana separace v normalnim modu, pii¢emz
k alkoholu (jako slozce m.f. poskytujici selektivitu) byl pfidan hexan (zajiStujici vétsi
retenci analyt). Z divodu lepsi selektivity pro tuto separaci, kterou vykazoval ethanol,
byla jako prvni pfipravena mobilni faze ethanol:hexan a to v pomeéru 3:1. Doslo k separaci
enantiomert slouceniny II srozliSenim R = 1,69, nicméné rozdil v eluci druhého
enantiomeru oproti prvnimu se nezménil. Bylo proto pokra¢ovano v navysovani obsahu
hexanu v mobilni fazi — nejprve na pomér 1:1 (stale s nedostateCnym rozdilem retencnich
Cast) a nasledn€ az na 1:9. Za téchto podminek jiz doslo k separaci s rozliSenim R = 4,05 a
s dostateCnym rozdilem v retencnich ¢asech obou enantiomert na to, aby doslo k separaci
také na semipreparativni kolon¢€. Obr. 26 znazoriiuje separaci enantiomert pii pouZziti
mobilni faze o slozeni ethanol:hexan 1:9 a Obr. 27 pak zavislost snizeni retencnich Casu
obou enantiomertl na rostouci koncentraci ethanolu v mobilni fazi. Prislusné data k Obr.

27 shrnuje Tab. III v pfiloze 1.
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Obrazek 26: Separace slouceniny II na koloné Lux Cellulose-3 v analytickém moédu s

pouzitim mobilni faze hexan:EtOH 9:1

16
14 .
—o—Enantiomer 1
E 12 Enantiomer 2
E o
>
S 8
=
)% 6
¥ 4 — ——0
2
0
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Koncentrace EtOH v m.f.

Obrazek 27: Graf zavislosti retencnich asii eluovanych enantiomera slouceniny II na

koncentraci EtOH v mobilni fazi

Jako vhodné podminky pro separaci vzhledem k transferu na semipreparativni

kolonu se tedy jevi pouziti kolony Lux Cellulose-3 a mobilni faze hexan:ethanol v poméru

9:

1. Vysledky vSech analyz provedenych v ramci optimalizace metody jsou shrnuty v Tab.

X.
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Kolona M.f. tr1 [min] tr2 [min] R
Lux Cellulose-3 MeOH 3,93 4,35 1,23
Lux Cellulose-3 EtOH 3,90 4,55 1,70
Lux Cellulose-3 EtOH:hexan 3:1 4,10 4,77 1,69
Lux Cellulose-3 EtOH:hexan 1:1 4,32 5,38 1,98
Lux Cellulose-3 EtOH:hexan 1:9 9,27 13,28 4,05

Tabulka X: Shrnuti podminek jednotlivych analyz provedenych v ramci optimalizace
metody pro separaci souceniny II v analytickém modu; priutok: 1 ml/min; m.f. — mobilni

faze, tr — retencni Cas, R — rozliSeni separace

4.2.2. Semipreparativni separace a izolace slouceniny I1

Pro ucely semipreparativni separaci byla metoda transferovana na semipreparativni
kolonu Lux Cellulose-3. Analyt byl nejprve rozpustén v ethanolu na koncentraci 11,4
mg/ml a poté fedén prisluSnou mobilni fazi na koncentraci 4 mg/ml. Takto pfipraveny
analyt byl poté separovan v semipreparativnim modu a jednotlivé frakce byly pomoci
frakcniho kolektoru sbirany do odbérnych mist. Analyza byla provedena celkem 30x a

bylo izolovano okolo 60 mg kazdého z enantiomera.

Pro samotnou separaci byla pouzita mobilni faze hexan:ethanol 9:1, ktera byla
vyhodnocena jako optimalni pro separaci slouCeniny II. Chromatogram této analyzy lze
pozorovat na Obr. 28. Kromé eluovanych piki (2. a 3.) patficich izolovanym
enantiomerum, lze pozorovat eluci necistoty (1. pik). Ten pfislusi vedlejsimu produktu
syntézy slouCeniny II. I v tomto pfipadé muzeme pozorovat negativni dusledek pretizeni
kolony — asymetrii pikt. I v tomto pfipadé je navySeni nastfikované hmotnosti vzorku

oproti analytické kolon€ dvoutisicinasobné.
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2 ¢l
_‘é‘ 4]
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Obrazek 28: Separace slouceniny II na kolon¢ Lux Cellulose-3 v semipreparativnim modu

s pouzitim mobilni faze hexan:EtOH 9:1
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4.3.  Chiralni separace slouceniny III

4.3.1. Analyticka separace slouceniny II1

Tento axialné chiralni derivat benzimidazolu se od slouCeniny II 1iSi pouze
v piitomnosti substituce jodem na fenylu misto nitrilové skupiny (viz Obr. 13, str. 29).
Tato skutecnost ma vSak za nasledek vyznamné nizsi rozpustnost v ethanolu. Slouceninu
tak bylo mozné rozpustit pouze na koncentraci 2 mg/ml. To je vyrazné niz§i koncentrace,
nez na kterou byly rozpoustény predchozi dva analyty (cca 12 mg/ml). Pro analytickou
separaci tento fakt nepfedstavuje problém, v piipadé semipreparativniho modu je vsak

maximalni koncentrace vzorku (navic ve specifickém rozpoustédle) castecné limitujici.

Separace slouCeniny III byla opét nejprve testovana na kolon¢ Lux Cellulose-3. Jako
mobilni faze byl pouzit Cisty methanol a ethanol. Ani jeden ztéchto alkoholii vSak
neposkytl potfebnou selektivitu a nebyla proto pozorovana zadna separace. Od testovani
dalSich rozpoustédel bylo v danou chvili upusténo a namisto toho doslo k vymeéné kolony
(a tedy i stacionarni faze) za kolonu Lux Cellulose-1. S vyuzitim této kolony byla
vyzkousena homologicka fada primarnich alkoholti a acetonitril (opét formou cistych
rozpoustédel). U vSech téchto mobilnich fazi doslo k Castecné separaci enantiomeru.
Rozliseni vSak nikdy nepfesahlo hodnotu R = 1. Nejlepsich vysledkd bylo dosazeno pfi
pouziti methanolu. Jak jiz bylo zminéné pii optimalizaci metody pro separaci slouceniny I,
methanol je s hexanem nemisitelny. Jako feseni se (stejné jako v predchozim ptipadé)

nabizela jeho Caste¢na zameéna za ethanol.

Pro testovani této hypotézy byla pfipravena mobilni faze v poméru ethanol:hexan 3:1,
jejiz pouziti vSak vedlo opét pouze k Castecné separaci. Navic oproti Cistému ethanolu
nedochéazelo témét k zadnému zvyseni retence latek. V dalsim kroku proto byl navysSen
obsah hexanu v mobilni fazi a to na pomér ethanol:hexan 1:3. Za téchto podminek doslo
opét pouze k Castecné separaci, nicméné hodnota rozliSeni pro takovou separaci ¢ini R =
1,34, coz predstavuje zajimavé podminky pro dalsi vyvoj metody. Problémem vsSak muze
byt trend chvostovani pikti (Obr. 29A), ktery se dale zvyraziuje pii pouziti mobilni faze
ethanol:hexan 1:9 (R = 2,55) s jesté vétsim podilem hexanu (Obr. 29B). Davodem pro
chvostovani je nizsi obsah alkoholu ve smési. Jeho nizsi obsah ve smési spolecné s vys$§im
obsahem hexanu ve smési sice zpusobuje delsi retenci, a tedy slibuje vé€tSi Sanci na
separaci, na stranu druhou vak vyrazné snizuje selektivitu separace. Moznym problémem
pak také muze byt transfer na semipreparativni mod, kde ani mobilni faze s takto vysokym

obsahem hexanu nemusi byt dostate¢na pro separaci a naslednou izolaci enantiomert.
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Obrazek 29: Separace slouceniny III na kolon¢ Lux Cellulose-1 v analytickém modu s

pouzitim mobilni faze hexan:EtOH 3:1 (A) a hexan:EtOH 9:1 (B)

Z vyse uvedenych divodi nebyl podil hexanu v mobilni fazi dale navySovan. Na
misto toho byla pozornost zaméfena na opétovné vylepSeni selektivity separace. Jako
feSeni se nabizel pfidavek methanolu do mobilni faze. Byla proto pfipravena ekvivalentni
smes pro mobilni fazi hexan:ethanol 9:1 (s ¢asteCnou nadhradou ethanolu za methanol), tedy
smeés hexan:methanol:ethanol 18:1:1. Pro tuto mobilni fazi doslo k separaci enantiomert
slouceniny III srozliSenim R = 3,65. Navic vzrostly oproti mobilni fazi hexan:ethanol
retencni Casy enantiomert z puvodnich tr1 = 9,50 min a tro = 11,52 min na tr; = 11,50 min,

resp. tr2 = 14,53 min. Chvostovani pika se vSak touto upravou nepodafilo odstranit.

V dal§ich krocich byla provedena tada separaci s mobilnimi fazemi o slozeni
hexan:methanol:ethanol s ménicimi se poméry hexanu a binarni smési alkohold (pomér
smeési zustal 1:1). Obr. 30. popisuje zavislost koncentrace binarni smési alkoholi

methanol/ethanol na retenci analytu. Data k tomuto grafu shrnuje Tab IV v pfiloze L.
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Obrazek 30: Zavislost retencnich Cast eluovanych enantiomerti na koncentraci binarni

smési MeOH:EtOH 1:1 v m.f.

Ze zjisténych vysledkt vyplyva, Ze pro separaci v semipreparativnim moédu by
mohla byt dostacujici jiz mobilni faze o slozeni hexan:ethanol:methanol 20:1:1 a separaci
by bylo mozné provést také s vyuzitim poméru 30:1:1, resp. 40:1:1. Zalezi vSak také na
tom jak bude vypadat separace pii vEétSim mnozstvi vzorku davkovaném na kolonu.
Z tohoto divodu bylo nutné v§echny tyto separace provést i v semipreparativnim modu. Na

Obr. 31 Ize pozorovat chromatogramy pro vSechny tyto analyzy.

Shrnuti vSech analyz provedenych v ramci optimalizace metody pro separaci
enantiomeru slouceniny III 1ze najit v Tab. XI. Vzhledem k vice pouzitelnym metodam

byly vhodné podminky dale testovany na semipreparativni kolonég.
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Obrazek 31: Analyticka separace slouceniny III na koloné Lux Cellulose-1 s pouzitim

mobilni faze hexan:MeOH:EtOH a to v pomérech 20:1:1 (A), 30:1:1 (B) a 40:1:1 (C)
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Kolona M.f. tr1 [min] tr2 [min] R
Lux Cellulose-3 MeOH 3,70 - -
Lux Cellulose-3 EtOH 3,87 - -
Lux Cellulose-3 EtOH:hexan 1:1 4,78 - -
Lux Cellulose-1 McOH 4,07 438 0.98
Lux Cellulose-1 EOH 3.93 4,18 0.66
Lux Cellulose-1 2-PrOH 5,75 6,22 0,97
Lux Cellulose-1 ACN 3,57 3,80 0.79
Lux Cellulose-1 EtOH:hexan 3:1 3,75 3,93 0,56
Lux Cellulose-1 hexan:EtOH 3:1 5,20 5,88 1,33
Lux Cellulose-1 hexan:EtOH 9:1 9,50 11,52 2,55
Lux Cellulose-1 hexan%‘??lf:EtOH 7,32 8,65 255
Lux Cellulose-1 | "X MEOHEIOR 8.83 10,63 255
Lux Cellulose-1 hexan:l}g‘??lf:EtOH 11,50 14,33 3,65
Lux Cellulose-1 hexan%‘??lf:EtOH 11,90 14,90 4,01
Lux Cellulose-1 hexan:%‘??lf:EtOH 14,62 18,63 424
Lux Cellulose-1 | "X MeOHEOR 18,23 23,68 4,76

Tabulka XI: Shrnuti podminek jednotlivych analyz provedenych v ramci optimalizace
metody separaci slouceniny III v analytickém modu pro nasledny transfer do
semipreparativniho modu; pratok: 1 ml/min; m.f. — mobilni faze, tr — reten¢ni ¢as, R —

rozliSeni separace

4.3.2. Semipreparativni separace a izolace slouceniny I1I

Jak jiz bylo dfive zminéno, screeningové testy v analytickém modu poukazaly na
problém s rozpustnosti této latky v ethanolu. Tento problém byl pro semipreparativni mod
vyfeSen pifimym rozpusténim krystalického vzorku v pfislusné mobilni fazi, emuz
napomohl vysoky obsah nepolarniho rozpoustédla v mobilni fazi. I v tomto piipadé tedy

bylo mozno separovat separovan racemat o koncentraci 4 mg/ml.

Z predchozich vysledkt se jako pouzitelné pro transfer metody do semipreparativniho
modu jevi tii mobilni faze ve sloZzeni hexan:methanol:ethanol a to v pomérech 20:1:1, resp.

30:1:1 a 40:1:1. Vzhledem k tomu, ze Cas analyzy je nejkratsi pro variantu pomeéru slozek
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20:1:1, byla vyzkouSena nejprve tato mobilni faze. Jak lze pozorovat na Obr. 32, tato
mobilni faze neni dostatena pro uplnou chiralni separaci této sloucCeniny. Piky nejsou
zcela oddéleny a nebylo by mozné provést izolaci enantiomerti ze 100 %. Kromé neuplné
rozdélenych pikli obou enantiomerti lze na chromatogramu pozorovat dalsi (CasteCné
separovanou) dvojici pika. I v tomto ptipadé se nejspise jedna o vedlejsi produkt syntézy.
Zajimavosti je, ze za téchto podminek jsou piky necistot ¢astecné vzajemné separovany na

rozdil od nasledujicich analyz.
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Obrazek 32: Separace slouceniny III na kolon€ Lux Cellulose-1 v semipreparativnim

modu s pouzitim mobilni faze hexan:MeOH:EtOH 20:1:1

V dal§im kroku byla proto pouzita mobilni faze o slozeni hexan:methanol:ethanol
v poméru 30:1:1. Ani tato separace nebyla zcela uspeésna, nicméné diky vétsi retenci
enantiomeri na koloné byla pozorovana lepsi separace sloucCeniny III (ve smyslu
relativniho snizeni ,sedla“ mezi obéma piky, viz Obr. 33). Optimalizace vSak dale

pokracovala testem posledni z trojice vytipovanych mobilnich fazi.
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Obrazek 33: Separace slouceniny III na kolon€ Lux Cellulose-1 v semipreparativnim

modu s pouzitim mobilni fAze hexan:MeOH:EtOH 30:1:1
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Pti pouziti mobilni faze o poméru slozek 40:1:1 (hexan:ethanol:methanol) dochézi
k dalsimu navySeni retence enantiomeri. Ackoliv ani vtomto pfipadé nedochazi k
,baseline” separaci, 1ze vzhledem k mnozstvi latky a velikosti pikii povazovat tuto separaci
a izolaci za proveditelnou bez vétSich ztrat (Obr. 34). V dalSich krocich byla proto pro

izolaci frakci pouzita prave tato mobilni faze.
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Obrazek 34: Separace slouceniny III na kolon€ Lux Cellulose-1 v semipreparativnim

modu s pouzitim mobilni faze hexan:MeOH:EtOH 40:1:1

Vzhledem k velké spotifebé mobilni faze byla pouzitd cast mobilni faze eluujici
v rozmezi, vnémz neeluovaly ze systému zadné analyty, sbirdna a recyklovana.
Problémem pouziti recyklované mobilni faze je mozny posun retencnich ¢ast enantiomert
a celkové zhorSeni kvality separace (napf. pozorovana podélna difuze piki), coz by
v pfipadé této slouCeniny mohl byt problém. Pro experimenty vyuzivajici recyklovanou
mobilni fazi byla proto pouzita niz8i koncentrace racematu slouceniny III (tj. 2 mg/ml) pro
prevenci piipadné koeluce enantiomerd (Obr. 35). Postupné takto bylo provedeno 34
separaci (zahrnujicich pouziti jak Cisté, tak recyklované mobilni faze), béhem kterych bylo

izolovano vice nez 30 mg od kazdého z enantiomert.
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Obrazek 35: Separace slouceniny III (koncentrace 2 mg/ml) na koloné Lux Cellulose-1

v semipreparativnim modu s pouzitim 1x recyklované mobilni faze hexan:MeOH:EtOH

40:1:1
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4.4. Chiralni separace slouceniny IV
4.4.1. Analyticka separace slouceniny IV

Sloucenina IV jako jedina ze sloufenin zkoumanych v ramci prace neni derivatem
benzimidazolu. Jedna se axialné chiralni derivat acetamidu s chirdlnim centrem na vazbé
C-N (viz Obr. 13, str. 29). Sloucenina IV byla dodana jako olejovita kapalina. Po ucely

screeningovych analyz byla fedéna nejprve ethanolem a nasledné konkrétni mobilni fazi.

Na kolon¢ Lux Cellulose-3 nebyla pozorovana zadna selektivita separace v pripadé
pouziti mobilnich fazi tvorené Cistym methanolem, ethanolem ani 2-propanolem. Byly
vyzkouSeny rovnéz smeésné mobilni faze s obsahem hexanu>90 %, a to konkrétné€ ve smesi
s ethanolem, resp. s ethanolem a methanolem, ale ani vtéchto pfipadech nebyla
pozorovana zadna chiralni selektivita. V systému proto doslo k zaméné kolony za kolonu

Lux Cellulose-1.

Na této koloné byly nejprve provedeny testy v mobilni fazi tvofené ¢istym alkoholem —
methanolem, ethanolem, resp. 2-propanolem. Zadna ztéchto mobilnich fazi vsak
neposkytla dostateCnou selektivitu. Jednotlivé alkoholy byly proto testovany ve smésich s
hexanem. Vzhledem k nemisitelnosti hexanu s methanolem se jako dal$i v homologické
fad¢é alkoholi nabizi pouzit smés hexanu a ethanolu. Byly pfipraveny mobilni faze
hexan:ethanol, a to v pomérech 1:1 a 9:1. Nedoslo sice k separaci piki enantiomert, ale
bylo pozorovano malé naruseni symetrie smésného piku racematu a jeho lehké , nastipnuti
— takovato kombinace ma tedy jisty potencial dosahnout pozadované selektivity separace.
V dalSim kroku proto byla pfipravena mobilni faze s vétSim obsahem hexanu —
hexan:ethanol 50:1. Pro tuto mobilni fazi sice nedochazi k uplné (,,baseline*) separaci, ale
problému zvysenim retence analytu, a to snizenim pritoku mobilni faze z 1 ml/min na 0,5
ml/min. Opét byla pozorovana Castecna separace, piiCemz rozliSeni separace se zvysilo

z puvodniho R = 0,81 na R = 0,93. Porovnani téchto separaci ukazuje Obr. 36.
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Obrazek 36: Separace slouceniny IV, kolona: Lux Cellulose-1 v analytickém médu, m.f.

hexan:EtOH 50:1, pritok 1ml/min (A), pratok: 0,5 ml/min (B)

V dalSim kroku byla vyzkouSena zdmeéna ethanolu ve vysSe uvedené smési za 2-
propanol, resp. za smés methanol/ethanol 1:1. Pfitom byl dodrzen pomér hexanu a
alkoholu (¢i jejich smési) v mobilni fazi 50:1 a pritok mobilni faze byl také ponechan na
hodnoté 0,5 ml/min. Pro mobilni fazi hexan:2-propanol byla pozorovana separace
srozliSenim R = 1,59 a retenCnimi Casy tr1 = 16,15 min a trx = 17,83 min. Naopak
methanol nejevi dostatecnou selektivitu a analyty eluuji spole¢né. Déale byla vyzkouSena
zaména 2-propanolu za 2-butanol, nicméné ani tento alkohol neposkytuje dostate¢nou
selektivitu — prestoze dochazi k navySeni reten¢nich Casi enantiomert, separace
slouCeniny IV ani v tomto pfipadé neni Uplnd. Porovnani vlivu pfidavku jednotlivych
alkoholt do mobilni faze na retenci enantiomert je uvedeno v grafu na Obr. 37 (zavislost

retence na poctu uhlika v alkoholu). Data pro tento graf shrnuje Tab V v pfiloze L.
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Obrazek 37: Zavislost retencnich ¢ast enantiomerti na typu alkoholu, enantiomer 1 —
modra, enantiomer 2 - oranzova

Poslednim krokem, ktery byl vyzkous$en pro optimalizaci metody separace enantiomera
slouceniny IV, byl test eluce difive pouzitou mobilni fazi o slozeni hexan:2-propanol v
pomeéru 50:1 pii pratoku 0,5 ml/mon, avs§ak s vyuzitim kolonového termostatu a chlazeni
kolony na teplotu 10 °C. Doslo k navySeni reten¢nich Cast enantiomert na tr1 = 16,73 min
a trz = 18,25 min. RozliSeni této separace bylo ale nizsi (R = 1,21) oproti separaci za

laboratorni teploty.

Problémem separaci slouceniny IV je u¢innost systému. Jak Ize pozorovat na Obr. 38,
piky nejsou zcela symetrické, protoze dochazi k jejich chvostovani. Tento problém je
bohuzel pravdépodobné zpisoben degradaci stacionarni faze na kolon€. Jako feseni se tedy

nabizi pouziti nové stacionarni faze.
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Obrazek 38: Separace slouceniny IV na koloné Lux Cellulose-1 v analytickém modu s

pouzitim mobilni faze hexan:2-PrOH 50:1; pratok: 0,5 ml/min

Vzhledem k tomu, ze na pracovisti byla na testovani k dispozici kolona Chiral Art
Cellulose-SB (obsahujici totoznou stacionarni fazi jako kolony Lux Cellulose-1) byla
vyzkouSena separace sloucCeniny IV na této koloné. Je sice mozné pocitat s jistymi
odlis$nostmi, nebot’ Cellulose-SB m4 stacionarni fazi kovalentné€ navazanou na sorbent (tzn.
jde o imobilizovanou stacionarni fazi), zatimco v pfipadé kolony Lux Cellulose-1 je
derivat pouze nanesen na nosic¢. (tzv. pokryvana kolona), nicméné selektivita obou kolon
by méla byt velmi podobna. Rozdily mezi témito typy polysacharidovych kolon a jejich
vyhody a nevyhody byly diskutovany v kapitole 2.1.3.1.1.

Separace enantiomeru slouceniny IV byla testovana za stejnych podminek jako na
koloné Lux Cellulose-1 s pouzitim mobilni faze hexan:2-propanol 50:1 pii pratoku 0,5
ml/min. Rozliseni paru enantiomernich pikid dosahlo za téchto podminek hodnoty R =
1,46 a reten¢ni ¢asy hodnot tr; = 17,28 min a trz = 18,07 min. RozliSeni separace se tedy
sice zhorsilo, ale doslo k velkému zvyseni ucinnosti pikt. Tento fakt poukazuje na horsi
stav (pravdépodobné zpusobeny stafim a opotfebenim) pivodni (pokryvané) kolony Lux
Cellulose-1. Dlivodem pro snizeni rozliSeni i pfes zvySeni Gcinnosti systému je fakt, ze

piky diky menSimu rozmyvani eluuji v krat§im ¢asovém intervalu (viz Obr. 39).
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Obrazek 39: Separace slouceniny IV na koloné Chiral Art Cellulose-SB (Cervena) a na

koloné Lux Cellulose-1 (Cernd) v analytickém modu s pouzitim mobilni faze hexan:2-

PrOH (2-propanol) 50:1; prutok: 0,5 ml/min

V néslednych krocich byly zkoumany dalsi varianty mobilnich fazi na koloné Chiral
Art Cellulose-SB za t¢elem snahy o dosaZeni separace obou enantiomerd s rozliSenim R >
1,5. Nejprve byla piipravena mobilni faze o vét§im obsahu hexanu, a to v poméru 60:1.
Pouziti této mobilni faze sice prodlouzilo retenci pikl, zaroven vSak doslo ke snizeni

rozliSeni separace. RozliSeni za téchto podminek je R = 1,38.

Vzhledem k tomu, ze zvySeni obsahu hexanu ve smési k lep§imu rozliSeni separace
nevedlo, byla testovana zameéna alkoholu pouzitim dal§iho z alkoholi v homologické fad€,
tim je butanol. Stejné jako v pfipadé separace slouc¢eniny IV na koloné Lux Cellulose-1 byl
pouzit 2-butanol, pficemz byla pfipravena mobilni faze o slozeni hexan:2-butanol
v poméru 50:1. Pfi pouziti této mobilni faze doslo ke zvySeni eluce, ale také ke snizeni
rozliSeni pikt. RozliSeni této separace pak Cinilo R = 1,38 (viz Obr. 40). Ani v tomto

ptipadé tedy nedoslo ke zlepseni separacnich podminek.
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Obrazek 40: Separace slouceniny IV na koloné Chiral Art Cellulose-SB v analytickém
modu s pouzitim mobilni faze 2-BuOH (2-butanol) 50:1; prutok: 0,5 ml/min
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V dal§im kroku bylo proto vyzkouSeno zvySeni selektivity mobilni faze opét pouzitim
jiného alkoholu. Vhodnym kandidatem by v takovém to pfipadé mohl byt doposud
nevyzkouSeny methanol, vzhledem k jeho nemisitelnosti s hexanem bylo vSak potieba opét
pfipravit smésnou mobilni fazi s obsahem ethanolu ¢i jiného alkoholu (napf. 2-propanol),
ktery zajisti promichani obou nemisitelnych slozek m.f. Byla proto pfipravena mobilni faze
o slozeni hexan:methanol:2-propanol v poméru 100:1:1 — tedy mobilni faze o stejném
poméru hexan:alkohol jako v analyze s mobilni fazi hexan:2-propanol 50:1, ale s jinym
slozenim alkoholové Casti“. Pfi této analyze doslo ke snizeni eluce piki a tim také

k celkovému snizeni rozliSeni separace, a to dokonce na hodnotu R = 1,01.

V dal§im kroku byl testovan vliv zdamény methanolu za acetonitril. Negativem tohoto
rozpoustédla je opét jeho nemisitelnost s hexanem. V tomto piipadé vSak nepostaci pouzit
2-propanol jako emulgator ve stejném mnozstvi jako u methanolu. Byla proto pfipravena
mobilni faze o slozeni hexan:2-propanol:acetonitril v poméru 150:2:1. Tato mobilni faze
vS8ak nevykazovala zadnou selektivitu a za téchto podminek k separaci enantiomert

nedoslo.

Jako nejlepsi podminky pro separaci se dle vypocteného rozliSeni jevi separace na
koloné Lux Cellulose-1 s pouzitim mobilni faze hexan:2-propanol 50:1 pfii pratoku 0,5
ml/min. Z vizualniho hlediska se vSak jevi jako vhodnéjsi separace na koloné Chiral Art
Cellulose-SB (piky jsou symetriCtéjsi, nefrontuji a nerozmyvaji se). Vypocet rozliSeni
separace provedeny softwarem Clarity ale nedosahuje hodnoty R > 1,5. VSechny
provedené analyzy pro optimalizaci podminek separace enantiomert slouceniny IV jsou

shrnuty v Tab. XII.
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Kolona Prutok m.f. ML.f. tr1 [min] | tr2 [min] R
Lux Cellulose-3 1 ml/min MeOH 3,37 - -
Lux Cellulose-3 1 ml/min EtOH 3,38 - -
Lux Cellulose-3 1 ml/min 2-PrOH 4,55 - -
Lux Cellulose-3 1 ml/min hexan:EtOH 3:1 3,57 - -
Lux Cellulose-3 1 ml/min hexan:EtOH 20:1 4,42 - -
Lux Cellulose-3 | 1 mlmin | PeXamMeOH:EOH | 5 i i

40:1:1
Lux Cellulose-1 1 ml/min MeOH 3,72 - -
Lux Cellulose-1 1 ml/min EtOH 3,65 - -
Lux Cellulose-1 1 ml/min 2-PrOH 4,02 - -
Lux Cellulose-1 1 ml/min Hexan:EtOH 1:1 3,42 - -
Lux Cellulose-1 1 ml/min Hexan:EtOH 9:1 4,15 - -
Lux Cellulose-1 1 ml/min hexan:EtOH 50:1 6,82 7,22 0,81
Lux Cellulose-1 | 0,5ml/min hexan:EtOH 50:1 13,63 14,47 0,92
Lux Cellulose-1 | 0,5ml/min hexan:2-PrOH 50:1 16,15 17,83 1,59
Lux Cellulose-1 | 0,5ml/min hexan:2-BuOH 50:1 19,42 19,72 0,34
Lux Cellulose-1 | 0,5 ml/min hexanzfgggl,{letOH 11,92 1228 | 0,285
Lux Cellulose-1 | 0,5ml/min hexan:zi%r?é{ 0:1=1 1673 1825 | 121
Cellulose-SB 0,5ml/min hexan:2-PrOH 50:1 17,28 18,07 1,46
Cellulose-SB 0,5ml/min hexan:2-PrOH 60:1 18,37 19,28 1,38
Cellulose-SB | 0,5ml/min hexan:zl'g(rﬁl,{leeOH 15,87 1627 | 1,01
Cellulose-SB | 0,5ml/min hexan:f;gfglf:ACN 15,33 x x
Cellulose-SB 0,5ml/min hexan:2-BuOH 50:1 18,85 19,77 1,38

Tabulka XII: Shrnuti podminek jednotlivych analyz provedenych v ramci optimalizace

metody pro separaci slouc¢eniny IV v analytickém modu; m.f. — mobilni faze, tr — retencni

cas, R — rozliSeni separace
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4.5. Sledovani vlivu aditiv v mobilni fazi na separaci slouceniny I

Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti, pro Upravu tvaru pikt se ¢asto pouziva pridavek
aditiva v podobé kyseliny ¢i baze mobilni faze. Ackoliv se vSechny piedlozené vzorky
podafilo odseparovat bez ptidavku aditiva, tvary pika pfi pouziti finalnich metod nebyly
vzdy optimalni. V ramci této prace byla proto provedena také studie vlivu pridavku aditiv
na prabéh analyzy, a to svyuzitim slouCeniny I (vykazujici asymetrii pikt) jako
modelového analytu. Z hlediska struktury by tato slouCenina méla jevit spiSe bazicky
charakter. Pfedpokladem tedy je, Ze vyznam bude mit pouze pouziti bazického aditiva,
zatimco aditivum kyselé povahy separaci neovlivni nebo ji dokonce zhorsi. Pfidani aditiv
je vhodné zejména v analytickém modu. Piitomnost aditiva v semipreparativnim moédu by
totiz mohla byt problémem pii odpafovani izolovanych frakci — aditivum by nemuselo byt

dostatecné tékavé a nedoslo by tedy k jeho odpateni.

4.5.1. Diethylamin

Cirilli a kol. ¥ vyuzili pro separaci derivatii benzimidazolii piidavek diethylaminu
(DEA) do mobilni faze. Z davodu vétsiho rozdilu v retenci enantiomert I zde byla vyuzita
mobilni faze hexan:methanol:ethanol v poméru 18:1:1 a nikoliv v poméru 10:1:1.
Divodem je, ze by pfipadny posun retenCnich Casi mohl znamenat, Zze by nedoslo
k separaci az na zakladni linii a vliv aditiva by byl hif pozorovatelny. Do vySe zminéné
mobilni faze byl tedy pfidan diethylamin, a to tak, aby jeho koncentrace v mobilni fazi
byla rovna 0,5 %. Slozeni vysledné mobilni faze tak Ize popsat jako
hexan:methanol:ethanol:diethylamin v poméru 18:1:1:0,1. Nasledné¢ byly porovnany
parametry analyzy racematu slouceniny I za dfive optimalizovanych podminek s parametry
analyzy vzorku racematu v nové pripravené mobilni fazi. Byl také sledovan vliv fedéni
vzorku mobilni fazi s obsahem aditiva a bez obsahu aditiva na separaci. Pracovné byl
analyt fedény mobilni fazi bez aditiva oznacen jako vzorek IA a analyt fedény mobilni fazi

s aditivem oznacen jako vzorek IB.

V piipadé pouziti mobilni faze s 0,5 % DEA vS$ak nedoslo k vylepSeni tvaru pikt. Piky
sledovanych enantiomerti eluovaly ve stejném retencnim Case jako pfi pouziti plvodni
mobilni faze nicméné zakladni linie nebyla v pfipadé vzorku IA ustalena. Ustalenost
zakladni linie se vylepSila pii nastiiku vzorku IB. Nicméné ani v tomto piipade se separace
oproti mobilni fazi bez aditiva nevylepSila — rozliSeni separace bylo R = 2,25. V dal§im

kroku byla snizena koncentrace aditiva na polovinu a byla pfipravena mobilni faze o
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slozeni hexan:methanol:ethanol:diethylamin 18:1:1:0,05. Opét byl proveden nastfik vzorku
IA i IB. V pripadé¢ separace vzorku IA doslo ke zlepSeni tvaru druhého piku nicméné
vysledné rozliSeni separace se nevylepsilo. V ptipadé vzorku IB se zakladni linie ustalila a
také rozliSeni separace se oproti mobilni fazi hexan:methanol:ethanol:diethylamin
18:1:1:0,1 vylepsilo a to na hodnotu R = 2,70. Ani v tomto piipad€ vSak vysledné rozliseni
separace nebylo vétsi nez tomu bylo v pfipadé mobilni faze neobsahujici aditivum (R =

3,78).

Diethylamin tedy nema v piipadé€ tohoto derivatu benzimidazolu pozitivni vliv na jeho
separaci ani tvar pikd. Porovnani chromatogramil separaci slouceniny I v mobilni fazi

s aditivem a bez aditiva nabizi Obr. 41.
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Obrazek 41: Separace slouceniny I na koloné Lux Cellulose-3 v analytickém modu s
pouzitim mobilni faze: hexan:MeOH:EtOH 18:1:1 (Cerna); hexan:MeOH:EtOH:DEA
18:1:1:1 (Cervena) — vzorek IA; hexan-MeOH:EtOH:DEA 18:1:1:1 (modra) — vzorek 1B

4.5.2. Kyselina mravenci

Zatimco diethylamin je zastupcem aditiv vyuZzivanych pro separace bazickych analyt,
pro kyselé analyty jsou jako aditiva vyuzivany napfiklad karboxylové kyseliny.
Paitkowska a kol. ! separovali derivaty benzimidazolu v mobilnich fazich
obsahujicich pfidavek kyseliny mravenci. V ramci separace tak byla sledovana rovnéz
separace enantiomeri slouceniny I v dfive optimalizované mobilni fazi, do niz byla

pridana kyselina mravenci, a to tak, aby byla dosazena jeji vysledna koncentrace 0,1 %. I
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v tomto piipadé byl pouzit vzorek rozpustény v puvodni mobilni fazi (IA) a vzorek

rozpustény v mobilni fazi obsahuyjici aditivum FA (kyselina mravenci) — IC.

Byla pfipravena mobilni faze hexan:methanol:ethanol:kyselina mravenci
18:1:1:0,02 a také v tomto pfipad€ byl sledovan vliv na separaci a tvar piku vzorka (zde TA
a IC). V obou ptipadech doslo ke zvyseni retencniho Casu obou enantiomert a ke zhorSeni
tvaru pikt, zakladni linie nebyla ustalena a také rozliSeni separace bylo vyrazné horsi
oproti analyze v mobilni fazi bez aditiva: R = 1,11, resp. 1,44 pro vzorek IA, resp IC.
Porovnani téchto separaci se separaci bez aditiva lze pozorovat na Obr. 42.
Experimentalné tak bylo potvrzeno, ze povaha smési pouzité pro fedéni vzorku pred
analyzou ma vliv na tvar zakladni linie a tvar pika (a obecné je vhodnéjsi vzorek vzdy fedit
pfimou pouzitou mobilni fazi). Vzhledem k tomu, Ze slou€enina I je bazického charakteru,
bylo predpokladano, ze mobilni faze obsahujici acidické aditivum bude vykazovat horsi
separaCni podminky oproti mobilni faze bez aditiva, coz bylo také experimentalné

potvrzeno.

[AU]

0,5

04 /\ /N

0,3

0.2 —— M

0,1
0,0 — J\_/\ 2

0 2 4 6 8

Absorbance

[min.]

Obrazek 42: Separace slouceniny I na koloné Lux Cellulose-3 v analytickém modu s
pouzitim mobilni faze hexan:-MeOH:EtOH 18:1:1 (Cernd); hexan:MeOH:EtOH:FA
18:1:1:1 (Cervena) — vzorek IA; hexan-MeOH:EtOH:FA 18:1:1:1 (modra) — vzorek IC
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4.6. Sledovani vlivu zmény teploty mobilni faze na separaci slouceniny I

Jak jiz bylo diskutovano v teoretické Casti, na separaci analytd v HPLC muze mit vliv
také teplota — z praktického hlediska se zmeéna teploty kolony provadi s vyuzitim
termostatu. Li a kol. 7 separovali enantiomery bitertanolu na kolon& Lux Celllose-1 a to
pii teplotach v rozmezi 15-35 °C. Z vysledku vyplyva, Ze se zvySujici se teplotou klesa
retence analyti na koloné€. V ramci predkladané prace byl studovan vliv zmény teploty na
separaci enantiomerud slouceniny I, pficemz zvolené hodnoty teplot byly inspirovany touto
publikaci. Byla tedy porovnana separace slouceniny I na koloné Lux Cellulose-3 v mobilni
fazi hexan:methanol:ethanol 18:1:1, a to pfi teplotach 10 °C, 25 °C a 40 °C. Byl sledovan
vliv zmény teploty na reten¢ni Casy enantiomert, rozliSeni samotné separace a vliv teploty
na tvar piki. Divodem pro pouziti pomeéru 18:1:1 namisto stejné mobilni faze v poméru
10:1:1 je i vtomto pripadeé vétsi rozdil v eluci enantiomerd, a tedy zamezeni pripadné

koeluci piku pfi vyssi teplote.

Volba teploty kolony pfi enantioseparacich je do jist¢ miry omezena moznou
interkonverzi atropoisomert. Druhé omezeni pak souvisi s pouzitym systémem, a to jak se
stabilitou samotné kolony (tzn. rozsahem jejich provoznich teplot) a pak také s teplotou
varu rozpoustédel pouzitych v mobilni fazi (je nutné zajistit, aby byla mobilni faze pfi

analyze v kapalném stavu).

Nejprve byla kolona termostatovana na teplotu 10 °C. Byla provedena analyza
slouceniny I pii této teplote, a to ve tfech opakovanich. Prvni enantiomer eluoval v Case
4,61 + 0,04 min a druhy enantiomer v ¢ase 7,05 £+ 0,13 min. RozliSeni této separace bylo R
= 3,21 + 0,07. Dalsi analyzy byly provedeny pii teploté¢ 25 °C — tedy pfi teplote
laboratorni. Bylo dosazeno separace slouceniny I s retencnimi ¢asy 4,34 + 0,03 min a 6,00
+ 0,04 min. RozliSeni této separace ¢ini R = 3,15 = 0,16. Posledni testovanou teplotou
bylo 40 °C. Pfi této teploté dochazi k separaci s reten¢nimi ¢asy jednotlivych enantiomert
4,00 + 0,02 min a 5,03 + 0,03 min. RozliSeni separace pro tuto teplotu je 2,54 + 0,09. Lze

h ©7 9% 91" kdy srostouci teplotou

tedy pozorovat podobny trend jako v publikacic
v termostatu dochazi k linearnimu poklesu retencnich ¢asi obou enantiomert. RozliSeni
separace se s rostouci teplotou snizuje, nebot vlivem teploty enantiomery nejsou tak
dlouho zadrzovany na kolon¢ a eluuji v krat$Sim Case a tim 1 v mensim Casovém intervalu.
Na Obr. 43 1ze pozorovat zavislost retencnich ¢asu na teploté a na Obr. 44 1ze pozorovat

zavislost rozliSeni separace na teploté. Data k t€émto grafim shrnuje Tab VI v priloze 1.
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Obrazek 43: Linearni zavislost retencnich Cast na teploté separace
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Obrazek 44: Zavislost rozliSeni separace na teploté separace
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Jak jiz bylo feCeno vySe, kromé retencnich Cast a rozliSeni byl také sledovan vliv na
tvar separovanych pikt. Jak Ize pozorovat na Obr. 45, teplota ma vliv i na tvar pik. Se
vzrustajici teplotou totiz dochazi ke rastu rychlosti eluce analytu a v konec¢ném duasledku
tedy k menSimu rozmyvani. Na rozdil od analyz s pouzitim aditiv bylo v tomto pfipadé (t;.
pii ohfevu kolony na 40 °C) dosazeno mensiho rozmyti pozdéji eluujiciho enantiomeru.
Bohuzel z davodu kratsiho ¢asového intervalu eluce mezi enantiomery by tuto teplotu
pravdépodobné nebylo mozné pouzit v semipreparativnim modu a muselo by byt dale
optimalizovano slozeni mobilni faze, tak aby doslo k delSimu zadrzeni analyt na koloné.
Tyto experimenty nebyly (stejné jako transfer metody vyuzivajici ohfev kolony do

semipreparativniho modu) z ¢asovych divoda provedeny.
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Obrazek 45: Separace slouceniny I na koloné Lux Cellulose-3 v analytickém modu s

pouzitim mobilni faze: hexan:MeOH:EtOH 18:1:1 pfi teploté€ 10 °C (Cerna), 25 °C

(¢ervena), 40 °C (modra)
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4.7.  Pristup k identifikaci enantiomeru v ramci optimalizace metod

Pro kontrolu, zda izolované piky odpovidaji enantiomerim jednotlivych enantiomerd,
byly béhem optimalizace metody provadény dva testy. Prvnim z nich je porovnani UV/Vis
spekter obou pika — enantiomery maji diky shodnym fyzikalnim a chemickym vlastnostem
UV/Vis spektra shodna. Druhym testem je polarimetricka detekce obou pikd, které by
meély vykazovat na polarimetru opacné znaménko optické rotace. Nize jsou prilozeny
vybrané analyzy vSech vzorki s UV/Vis a polarimetrickou detekci, jakozto ovéfenim, ze
ve vSech pripadech patfily izolované piky atropoisomeram separovanych sloucenin.
Enantiomery nékterych analyzovanych slou€enin vSak vykazuji velmi nizkou optickou
otaCivost a online polarimetrickd detekce tak v nékterych piipadech nemusi byt
nejspolehlivéj§i metodou pro oveéreni jejich optické aktivity. Podobny pfistup k identifikaci
enantiomert vyuzil napt. Wang a kol., ktefi identifikovali jednotlivé enantiomery pomoci

jejich UV/Vis spekter a spekter cirkularniho dichroismu 1%,

4.7.1. Sloucenina I

Pro slouceninu I byla polarimetricka detekce provedena na analytické koloné Lux
Cellulose-3 za pouziti mobilni faze hexan:MeOH:EtOH 18:1:1. Jako prvni eluoval (-)
enantiomer jako druhy (+) enantiomer. Z UV/Vis spekter 1ze pozorovat, ze spektra obou
pikt jsou shodna, a tudiz jsou separované piky vici sob€ optickymi izomery. Vzhledem
k tomu, Ze plochy pikd jsou v poméru 1:1, lze konstatovat, ze separovany vzorek byl
ptvodné racemickou smési. Zaznam polarimetrické detekce a porovnani UV/Vis spekter je

uveden na Obr. 46.
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4.7.2. Sloucenina II

Polarimetricka detekce pro slouc¢eninu II byla provedena na kolon¢ Lux Cellulose-3 za
pouziti mobilni faze hexan:EtOH 9:1. Jako prvni eluoval opét (-) enantiomer a jako druhy
(+) enantiomer. Jak 1ze pozorovat na Obr. 47, také UV/Vis spektrum eluovanych piki je
stejné a lisi se od spektra mobilni faze. I v tomto ptfipadé€ tedy byly opravdu separovany

enantiomery slouCeniny II. T u téchto enantiomerti byly plochy pikti v poméru 1:1 a jedna

se puvodné o racemickou smés.
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Obrazek 47: Zaznam polarimetrické detekce separace slouceniny II za idealnich

podminek a porovnani UV/Vis spekter pro (-) enantiomer (a); (+) enantiomer (b), mobilni

fazi neobsahujici analyt (c)
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4.7.3. Slouéenina III

Optimalni podminky pro enantioseparaci slouc¢eniny III zahrnuji pouziti kolony Lux
Cellulosy-la mobilni faze hexan:methanol:ethanol 18:1:1. Polarimetricka detekce
potvrdila, ze prvni pik odpovida (-) enantiomeru a druhy (+) enantiomeru. UV/Vis
spektrum obou pikd je shodné a lisi se od UV/Vis spektra mobilni faze. I v tomto piipadé
se plocha pikd obou enantiomerti shoduje a puvodni vzorek je tedy racemickou smési (viz
Obr. 48). Vzhledem k tomu, ze pouzitd mobilni faze je shodné s mobilni fazi pouzitou pro
separaci enantiomert slouceniny I, byla porovnana rovné€z UV/Vis spektra obou mobilnich

fazi. Lze pozorovat, ze spektra této smeési jsou opravdu téméf identickd (data nejsou

prezentovana).
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Obrazek 48: Zaznam polarimetrické detekce separace slouceniny III za idealnich
podminek a porovnani UV/Vis spekter pro (-) enantiomer (a); (+) enantiomer (b), mobilni

fazi neobsahujici analyt (c)
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4.7.4. Slouéenina IV

Pro méfeni optické otacivosti slouceniny IV byla pouzita kolona Lux Cellulose-1 a
mobilni faze o slozeni hexan:2-propanol 50:1. Na rozdil od sloucenin II a III ma tato
sloucenina daleko vétsi mémou optickou otacivost. Ze zaznamu vyplyva, ze jako prvni
eluuje (-) enantiomer a jako druhy (+) enantiomer. I v tomto pfipadé jsou UV/Vis spektra
obou majoritnich pikd shodna a jedna se tedy o hledané enantiomery. Zajimavosti je, ze
UV/Vis spektrum smési hexan:2-propanol je velmi podobné spektru analytu (viz Obr. 49).
Také vtomto piipadé bylo vyhodnoceno, Ze dodana smeés enantiomerd je smeési
racemickou.
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Obrazek 49: Zaznam polarimetrické detekce separace slouceniny IV za idealnich
podminek a porovnani UV/Vis spekter pro (-) enantiomer (a); (+) enantiomer (b), mobilni

fazi neobsahujici analyt (c)
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4.8. Obecné trendy v chiralnich separacich

Tato kapitola si klade za cil shrnuti obecnych trendt, které 1ze pozorovat pfi chiralnich
separacich na polysacharidovych kolonach s chirdlnimi selektory cellulosa tris(3,5-
dimethylfenylkarbaméat) a cellulosa tris(4-methylbenzoat) pii pouziti normalniho médu

(kombinace hexanu a modifikatoru, viz kapitola 2.1.2.1.).

V normalni médu je za ,,modifikator” povazovana latka dodavajici systému selektivitu.
V tomto ptipadé jde alkohol ¢i acetonitril. Z jednotlivych vysledkd lze pozorovat tfi
trendy. Tim prvnim je vliv typu modifikatoru na retenci analytd. U vSech vzorku
zkoumanych v ramci prace se retence enantiomert zvysuje s rostouci délkou uhlikového
fetézce alkoholu pouzitého jako modifikatoru. Vzhledem ktomu, ze acetonitril
neposkytoval v porovnani s alkoholy dostate¢nou selektivitu, nebyl testovan u vSech
slouCenin. Z namérenych dat vSak vyplyva, ze vliv acetonitrilu zavisi na povaze latky. U
slouceniny I totiz Cisty acetonitril zajistoval vétsi retenci analytd nez ekvivalent v podobé
alkoholu (tj. methanol), naopak pro slouceninu III byla situace opacna a retence v piipadé

pouziti srovnatelného obsahu acetonitrilu byla mensi.

Druhym trendem, ktery 1ze pozorovat je vliv koncentrace konkrétniho modifikatoru na
retenci analyti. U vSech analytd plati, Ze s rostouci koncentraci modifikatoru v mobilni

fazi retence analyta klesa.

Tretim sledovanym trendem je vliv modifikatoru na selektivitu separace analytu.
Z uvedenych dat vyplyva, ze pro slouceniny I a III vykazuje nejvétsi selektivitu methanol,
pro slouceninu II ethanol a pro slouceninu IV 2-propanol. Zajimavosti je, ze pokud
porovname struktury sloucenin II a III, zjistime, Ze jsou téméf identické. Nicméné pouha
zaména jednoho substituentu zptisobuje naprosto odlisné chovani na kolonach pfi separaci

enantiomeru téchto sloucenin.

Pokud data porovname s vysledky analyz uvedenych v mé bakalaiské praci [0,
zjistime, ze pro tii piipady ze Ctyf studovanych slouCenin nejselektivnéjSim alkoholem
methanol a pro jednu z nich ethanol. Selektivita tedy v pfipadé polysacharidovych kolon

nezavisi na druhu na pouzité stacionarni faze, ale spiS na povaze samotné separované latky.

Co se tycCe eluce enantiomert, neni mozné predpoveédét poradi eluce (-) enantiomeru a
(+) enantiomeru. V této predkladané praci sice u vSech analyzovanych racemat eluoval

jako prvni (-) enantiomer, nicméné jak opét vyplyva z vysledki mé bakalarské prace
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zaméfené na separaci Ctyf jinych axialn€ chiralnich derivati benzimidazoll, jde spise o
nahodu. V pripadé latek separovanych v bakalafské praci totiz v ptfipadé tii slouCenin
eluoval jako prvni (-) enantiomer, v pfipadé jedné slouCeniny pak (+) enantiomer. Dal§im
problémem v tomto ohledu je také moznost ovlivnéni elu¢niho pofadi samotnou zménou
mobilni ¢i stacionarni faze (resp. volbou separacniho systému — normalni faze vs. reverzni

faze) 1102

Poslednim trendem, ktery vSak nesouvisi se samotnymi chiralnimi separacemi, ale
obecné s HPLC jako metodou je pouziti recyklované mobilni faze. Ta byla pouzita pro
vSechny pfipady semipreparativnich izolaci z divodu uspory spotifeby mobilni faze. Pii
jejim pouziti je vSak potfeba zohlednit fakt, ze oproti nové pripravené mobilni fazi
zpravidla dochazi k posunu retenc¢nich Casi enantiomeri. V pfipadé slouceniny I tak
dochazi k posunu tr v priméru o 0,02 respektive 0,42 min, v piipadé slouceniny III
dokonce o 1,63 min resp. 2,32 min (u obou se jednalo o zpozdéni eluce). Zajimavosti je, ze
v piipadé slouceniny II doslo naopak k uspisSeni eluce enantiomerd, a to o 0,68 min resp.

1,16 min.
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5. Zavér

Tato diplomova prace se zabyva chiradlnimi separacemi vybranych sloucenin s axialni
chiralitou. V teoretické Casti byla vénovana pozornost predev§Sim moznostem realizace
chiralnich separaci s vyuzitim vysoko-u¢inné kapalinové chromatografie, a to se
zaméfenim na pifimou separaci. Ta je diskutovana z pohledu chiralnich kolon, jejich
rozdild v technickém provedeni a praktického vyuziti sbliz§im zaméfenim na
polysacharidové stacionarni faze, dale také z pohledu chiralnich aditiv v mobilni fazi.
V dalsi casti je diskutovana problematika vlivu rozpoustédel, pH, teploty a pratoku
sohledem na kvalitu chirdlnich separaci. Posledni Cast se vénuje pohledu na HPLC
z hlediska vyuzivanych separacnich modu, a to predevsim se zaméfenim na analyticky a
(semi)preparativni mod a na jejich blizsi porovnani. Diskutovany jsou jejich rozdily, a to
jak v praktickém vyuziti (nejen v chiralnim HPLC), tak sohledem na rozdily v

instrumentalnim vybaveni pouzivaném v téchto modech.

Experimentalni ¢ast prace je vénovana predevsim vyvoji metod v analytickém modu a
jejich optimalizaci pro chiralni separace Ctyf axialné chiralnich sloucenin. Optimalizace
byla provedena s ohledem na navazujici transfer metod do semipreparativniho médu pro
naslednou izolaci jednotlivych enantiomerti analyzovanych sloucenin. Pro separace byla
vyuzita metoda vysoko-ucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s online UV/Vis a
polarimetrickou detekci s vyuzitim tfi polysacharidovych kolon na bazi cellulosy: Lux
Cellulose-1, Lux Cellulose-3 a ChiralArt Cellulose-SB.  Optimalizace metod byla
provedena s vyuzitim normalniho moédu, a to zpravidla kombinaci vhodného alkoholu
(methanol, ethanol, 2-propanol ¢i 2-butanol) s hexanem v riznych pomeérech. Testovan byl
rovnéz vliv pH a teploty na separaci. Detekce jednotlivych enantiomert byla provedena
s vyuzitim porovnani polarimetrického zaznamu a UV/Vis spekter jednotlivych pika.
Izolace enantiomert byla provedena v dostateCném mnozstvi a s dostateCnou ¢istotou, aby
mohly byt separované analyty dale studovany. Jedna se totiz o biologicky aktivni latky

s potencialem uplatnéni v oblasti medicinalni chemie.
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7. Piilohy

Mobilni faze Koncentrace . .
Hexan:MeOH:EtOH | smési alkohola | ot [min] R(2 [min] R
40:1:1 4776 % 5.30 833 5.07
30:1:1 6.25 % 493 7.43 443
18:1:1 10 % 455 6.58 3.78
10:1:1 16,66 % 4.50 5.32 2.22

Tabulka XIII: Piehled separaci s rostoucim zastoupenim binarni smeési alkoholtl
methanol/ethanol v mobilni fazi a jejich vliv na reten¢ni ¢asy jednotlivych enantiomera

slouCeniny I

[orlé] t [hod] Podil minoritniho atropoisomeru c RSD

80 0,5 1,88 % 0,64 % 0,65 %
80 1 0,34 % 0,38 % 0,38 %
80 2 0,20 % 0,11 % 0,11 %
80 4 0,37 % 0,26 % 0,26 %
80 6 0,58 % 0,45 % 0,45 %
80 8 1,59 % 0,78 % 0,80 %
120 0,5 0,57 % 0,45 % 0,46 %
120 1 0,77 % 0,61 % 0,61 %
120 2 1,35 % 0,16 % 0,16 %
120 4 1,56 % 0,98 % 0,99 %
120 6 2,55 % 0,17 % 0,18 %
120 8 1,87 % 0,36 % 0,37 %
160 0,5 9,97 % 0,22 % 0,25 %
160 1 17,31 % 0,55 % 0,66 %
160 2 29,23 % 0,55 % 0,78 %
160 4 41,65 % 0,93 % 1,59 %
160 6 45,69 % 2,30 % 4,23 %
160 8 47,34 % 1,82 % 3,45 %

Tabulka II: Shrnuti kontroly optické Cistoty slouceniny I — urceni podilu minoritniho

atropoisomeru pii danych teplotach a dané dob¢ inkubace
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Mobilni faze K‘;‘l‘lf(‘:ﬁ(‘)‘iflce Rt1 [min] Rt2 [min] R
EtOH 100 % 3,90 4,55 1,70
EtOH:hexan 3:1 75 % 4,10 4,77 1,69
EtOH:hexan 1:1 50 % 4,32 5,18 1,98
EtOH:hexan 1:9 10 % 9,37 13,48 4,05

Tabulka III: Zavislost retencnich Cast eluovanych enantiomert slouceniny II na

koncentraci ethanolu v mobilni fazi

Mobilni faze Koncentrace . .
hexan:EtOH:MeOH | smési alkohol |  Ktl [min] R(2 [min] R
10:1:1 16.66 % 732 8.65 2.55
14:1:1 1250 % 8.85 10.68 2.70
18:1:1 10.00 % 11.50 14.33 3.65
20:1:1 9.00 % 11.90 14.90 401
30:1:1 6.25 % 14.62 18.63 404
40:1:1 476 % 18.23 23.68 176

Tabulka IV: Sledovani zavislosti reten¢nich ¢asti enantiomert slouceniny III na

koncentraci binarnich smési alkoholt (ethanol/methanol) v mobilni fazi

Alkohol Rtl [min] Rt2 [min] R
MeOH/EtOH 1:1 11,92 12,28 1,70
EtOH 13,63 14,47 1,69
IPrOH 16,15 17,83 1,98
Sec-BuOH 19,42 19,72 4,05

Tabulka VXIV: Sledovani vlivu typu alkoholu na retenci enantiomert slouceniny I

Teplota Rt1 [min] c Rt2 [min] c R G
10 4,61 0,04 7,06 0,13 3,21 0,07
25 4,34 0,03 6,00 0,04 3,15 0,16
40 4 0,02 5,03 0,03 2,54 0,09

Tabulka VI: Sledovani vlivu teploty separace na reten¢ni Casy enantiomert a na rozliseni

separace slouceniny I
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