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nechiralni prostredi — stejné fyzikalne-chemickeé vlastnosti (bod
varu, bod tani, rozpustnost)

v chiralnim prostredi — odlisné ucinky

Zivé organismy - chiralni environmentalni prostredi (proteiny —
L-aminokyseliny)

z hlediska molekulového rozpoznavani se liSi jejich fyziologicke
a obecne biologicke vlastnosti



Praxe

Potravinarska chemie
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Agrochemie

pouzivani pesticidu — odlisné ucinky jednotlivych enantiomeru
fenoxypropanoveé kyseliny R-enantiomer aktivni, S-enantiomer
neaktivni



Praxe

Farmakologie
rozdilné terapeuticke ucinky lecCiv
propranolol (S)-(-) p-blokator (R)-(+) neaktivni

sotalol (S)-(-) pB-blokator (R)-(+) antiarytmikum
thalidomid (R)-(-) sedativum (S)-(+) teratogenni

Kloprostenol synteticky analog prostaglandinu F,_
(R) enantiomer nekolikanasobneé vyssi
luteolyticky ucCinek



Zdroje

zdroje opticky Ciste latky - prirodni
synteticky — asymetrickou syntézou
(prostaglandin F,,)

syntéza - nutnost oddelit jednotlive enantiomery

vyvoj metod (ucinné, selektivni, rychlé) - vysokoucinné
separachi techniky - plynova chromatografie, kapalinova
chromatografie, superkriticka fluidni chromatografie, kapilarni
elektroforéza, micelarni kapilarni elektroforéza, micelarni
elektrokineticka chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie -
vyvoj metodik — v analytickem meéritku
v preparativnim meritku



Chiralni separace

Neprima metoda

 derivatizaCni reakce mezi racemickym analytem a opticky
Cistym Cinidlem

 vytvoreni stabilniho diastereoizomerniho paru

e separace v achiralnim prostredi

(R)-A—X (R)-A*(R)-B
+  (R)-B—Y N + XY
(S)-A—X (S)-A*(R)-B

Prima metoda
* pfitomnost opticky aktivni latky - chiralniho selektoru v
separacnim systému (vazané nebo volné) — tvorba prechodnych

diastereoizomernich paru



Vyhody a nevyhody neprime separace

separace na achiralni stacionarni fazi
snadna zaména eluc¢niho poradi enantiomeru
mozné zvyseni citlivosti detekce

vysoka opticka Cistota derivatizacniho Cinidla
optimalizace predseparacniho kroku

moznost racemizace, epimerizace behem derivatizace
mene vhodne pro kvantitativni ucely

nevhodné pro semipreparativni nebo preparativni ucely



Vyhody a nevyhody primeé chiralni separace

chiralni separace pomoci chiralni stacionarni faze nebo
chiralniho separacniho systému

* nevyzaduje chiralni predupravu

« uréeni poméru enantiomeru pomoci ploch pfislusnych
piku

* rychlé

« snadna izolace Cistych enantiomeru

« drahé chiralni stacionarni faze
* racemizace behem separacniho procesu



Prima chiralni separace

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
chiralni stacionarni faze (CSP)

pridavek chiralniho selektoru (CS) do mobilni faze

levnejsi
vétsi flexibilita
dobra stericka dostupnost volného CS

rozpustnost CS v roztoku
stabilita CS
absorbance



Model tribodové interakce

| analyzované
enantiomery

selektor

obecny pozadavek pro chiralni interakci analytu s CS — nutnost
tfi souCasné pusobicich interakci

rozdilné hodnoty konstant stabilit (interakCnich energii)
prechodnych diastereoizomernich paru



Klasifikace chiralnich selektoru

puvod:
prirodni - cyklodextriny, makrocyklicka antibiotika,
proteiny

semisyntetické - derivatizovane cyklodextriny, derivaty
polysacharidu, modifikovana makrocyklicka
antibiotika

synteticke - chiralni polyethery, methakrylatove polymery

skupina: makrocykly, polymery, malé molekuly

typ prevladajici interakce:
- inkluze

-n-1t interakce (doprovazeneé vodikovou vazbou, stérickou
repulzi)
- hydrofobni nebo polarni interakce



Chiralni stacionarni faze

za posledni dve desetileti — nékolik stovek CSP
200 je komercne dostupnych, rada z nich jak v analytickem,
tak v semipreparativnim az preparativnim meritku

* vyvinuté pro specificke enantioseparacni ucely (tailor-made)
« aplikovatelné pro Siroky okruh chiralnich analytu

Proteinoveé chiralni stacionarni faze
Pirklovy chiralni stacionarni faze
Polysacharidové chiralni stacionarni faze
Cyklodextrinove chiralni stacionarni faze
CSP na bazi makrocyklickych antibiotik




Proteinove CSP

prirodni proteiny navazane na silikagelové matrici

lidsky serovy albumin, hovezi serovy albumin, a,-kysely
glykoprotein, celobiohydrolasa —| (CHIRAL- HSA, BSA, AGP,
CBH)

velky pocCet chiralnich center, rada vazebnych mist

reversni separacni mod- organicky modifikator/vodny roztok
pufru (vysoky obsah vodné slozky)

celkova retence i chiralni selektivita ovlivhovana:

- typ a koncentrace organického modifikatoru

- iontova sila pufru a hodnota pH

chiralni rozliSeni — hydrofobni interakce, vodikova vazba
kKyseleé | bazicke analyty



Podminky separace
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Separace D/L kynureninu,CHIRAL-HSA, 2 % propan-2-ol v 10 mM

fosfatovém pufru
(S. Allenmark, Chromatographic enantioseparation, kap. 7, Ellis Horwood, England, 1991)
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Pirklovy CSP

malé molekuly, omezeny pocet chiralnich center

n-elektron akceptor, n-elektron donor, n-elektron
akceptor/n-elektron donor

kombinace n-w interakci s vodikovou vazbou (dipol-dipol
interakce)

normalni separacni mod (nepolarni/polarni rozpousted|o)
moznost zamény elu€niho poradi enantiomeru



n-elektron akceptorove CSP
n-elektron donorové CSP
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leucin naftylleucin
3,5-dinitrobenzoyl derivat leucinu  N-1-(naftyl)derivat leucinu
nederivatizovane analyty RP — DNB derivaty AA

osahujici m-donorovou skupinu NP- estery, amidy DNB AA



n-elektron akceptorove/n-elektron donorove

CSP
C
0
\Si NO,
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Whelk-O 2

a) § b)
Tetrahydro-
+— phenanthrene H-bond acceptor —* (:)
T system 4 \l
+— H-bond donor o
Conjugated m-system —*

E +—— Dinitrobenzamide
B m-system

1-(3,5-dinitrobenzamido)-1,2,3,4-tetrahydrofenantren
aldehydy, ketony, karboxylové kyseliny, profeny



Fenoprofen

Ap | | ka ce Fenoprofen CH,

Colunm ={ B RE-Whelk-() 1

23¢cm x 4.6 mm H
Mobile Phase = (98/2)
Hexane/1IPA +

i 1% Acetic Acid
Flow Rate = 1.0y mL/min
Detection= UY 254 nm
Run Time = 14.5 min
ki =262
=166
reference 46

1,1”-Bi-2-Naphthol

1,17 -Bi-2-Naphthol

Column =(5.5)-ULMO
23 ¢cm x 4.6 mm

Mobile Phase = (98/2)
Hexane/IPA + (0.1% TEA

Flow Rate = 1.0 mL/min

Detection = UY 254 nm

Run Time = 180 min

k' =484

=124

reference 48

Ny




Polysacharidove CSP

 opticky aktivni biopolymery (celulosa,
amylosa) - opakujici se jednotky D-glukosy

o prirodni polysacharidy- nizka separacni
ucéinnost

gf,n
n' W }\ H Ol |L’>“
il



Mikrokrystalicka celulosa

Figure 1

A. The paracrystalline region, an amorphous flexible mass
of cellulose chains, and

B. The crystalline region, which is composed of tight burdles
of microfibrils in a rigid linear arrangement.

kysela hydrolyza
vyssi krystalinita - Avicel



Derivaty celulosy a amylosy
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navazany na silikagelové matrici
triestery, triskarbamaty

prevazné normalni separacni mod
vice interakCnich moznosti
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tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) celulosy
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normalni separacni mod — siroké spektrum aromatickych
analytu, s karbonylovou skupinou, s P jako stereogennim

centrem
reversnim separacnim modu (neutralni, kysele i bazicke

analyty)
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Aplikace
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prostaglandin F,,

o 2 4 & & 1 ! SyntetiCk}'/ analog PGFZG

Bl

(x) kloprostenol

ACN/20mM fosfatovy pufr, pH 3; 33/67 (v/v), 0,7ml/min, 274nm, kolona termostatovana
pfi 20 °C, Chiracel OD-RH kolona
k,=163;k,=1,98, R=2,16; a = 1,21



Cyklodextrinovée CSP

cyklicke oligosacharidy vznikajici enzymatickou degradaci
skrobu Cleny 6 - 12 jednotek

prakticky vyznam — Cleny s 6 - 8 glukopyranosovymi jed.

cyklodextrin pocet gluk. jed. Mr primér kavity (nm) rozpustnost ve vodé

(/100 mL)
o 6 972 0,57 14,5
B 7 1135 0,78 1,8

v 8 1297 0,95 23,2



Retencni mechanismus

tri separacni mody

 reversni - organicky modifikator/vodny roztok pufru
* normalni - nepolarni/polarni rozpoustedlo

* polarnée-organicky - CH,CN/CH;OH/HAC/TEA




Derivaty cyklodextrinu
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Aplikace
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Chromatogram enantioseparace thioridazinu za
podminek: B-cyklodextrinova CSP

mobilni faze ACN/1%TEAA pH=4,1, 20:80 (v/v)
0,7 ml/min, 254 nm.

CH5 NH,

Peak 1 - 8.21 min.
Peak 2 - 11.34 min.

——




CSP na bazi makrocyklickych antibiotik

* 1994 prof. D.W. Armstrong -makrocyklicka
antibiotika- ansamyciny a glykopeptidy

» glykopeptidy -vankomycin, teikoplanin, ristocetin A,
avoparcin — fermentacni produkty bakterii



Separacni mody
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teikoplanin
vankomycin

komplexni struktura - mnoho funkCnich skupin a chiralnich
center, 3 (4) mélké dutiny — multimodalni charakter
interakCni mechanismus =-nt interakce, vodikova vazba, dipolove

interakce, inkluze, sterické efekty

reversni mod - OM/vodny roztok pufru (vliv OM, pufru, pH)
normalni méd - nepolarni/polarni organické rozpoustédlo
(novy) polarné-organicky mod - CH,OH/HAC/TEA



Enantioseparace aminokyselin a jejich N-t-Boc-analogu
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Teikoplaninova CSP, m.f. ACN/1% TEAA, pH 4,1; a) 60:40 v/v,
b) 20:80 v/v; 0,6 ml/min, 255 nm



Chirobiotic T vs Chirobiotic V

CHIROBIOTIC T vs. CHIROBIOTIC V

Warfarin
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Mobile Phase: 10/90: CH3CN/1% TEAA, pH 4.1
CHIROBIOTIC T CHIROBIOTIC V

———— 11.6

komplementarni charakter MA
modifikované glykopeptidy — teikoplanin- aglykon



Chirobiotic T vs Chirobiotic TAG

Separace D, L-methioninu

t1=4.4
iz2=54

JU

Datectio

L

10/90: EIOHMH20 @ 1.0 mbLAmin
otection: 210mm

{1 =4.7
t2=8.0

3070 MeOHM0 @ 1.0 mbL'min
Detection: 210nm

modifikované glykopeptidy

teikoplanin-aglykon

separace nederivatizovanych D, L-aminokyselin
FMOC-, dansyl- t-BOC- derivatu aminokyselin



Absorbance [mAL]

Absorbance [mAL]

Derivaty fenothiazinu a benzodiazepinu
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Lorazepam

A) teikoplaninova CSP, (R=4,0)

B) tekoplanin-aglykonova CSP (R =9,0)
80:20 MeOH/1% TEAA, pH 41,



Optimalizace separace

 vybér chiralniho selektoru (zplusob navazani
na silikagelovy nosic)

* slozeni mobilni faze (typ a obsah
organickeho modifikatoru, typ a koncentrace
pufru, hodnota pH)

 teplota



Enantioseparace disubstituovanych binaftylu

8-acetylamino-3°'-hydroxy-1,2 -binaftyl
o y y y y \

Cyclobond I, 40/60 (v/v) Chiracel OD-RH, 40:60 (v/v)
MeOH/voda, 0,7 ml/min, 254 nm ACN/voda, 0,7 ml/min, 254 nm

D 3-karboxy-2-amino-2°-hydroxy-1,1"-binaftyl

Chiracel OD-RH, 40/60 (v/v) ACN/20 mM
fosf. pufr, pH 3,0, 0,7 ml/min, 254 nm




Enantioseparace kloprostenolu

T T T T T T T T T 1
T T T T T T T T T T T T T | 0 10 20 30 40 50 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8

10 12 14 0 5 10 15 20 25
) t (min) .
IPA/hex/MeOH 10/60/30 (V/VT\}r}), IPA/hex/MeOH/TEA 15/60/25/0,5 (viviviv), IPA/hex/MeOH/TEA 10/60/23(87% A
1ml/min, 276nm, laboratorni teplota, 1ml/min, 276nm, laboratorni teplota, TAG (vivivIv), 1ml/min, 276nm, laboratorni
TAG CSP CSP teplota, TAG CSP
k1=3,77; k2=4,02; R=0,22;,0=1,07 k1=12,71; k2=17,65; R=2,05; a=1,39 k1=6,97; k2=9,69; R=1,86; a=1,39
0 1IO 2IO ' 3IO ' 4I0 ' 5IO ' 0 ' 2I0 ' 4IO ' GIO ' 8IO ' 1(I)0
t (min) t (min) o 2 4 & & 10
t (min)
ACN/MeOH/HAC/TEA 90/10/0,1/0,1 e _
(v, 0.6 mlimin, laboratori 2 kalony zapojené za sebou (70 T elona termostatovana pi
teplota, TAG CSP, k1=13% k2=836 R = 20 °C, Chiracel OD-RH kolona P
k1=15,99; k2 =6,95; R=1,22; a = 1,35;a=1,14 2

116 k1=1,63;, k2=1,98, R=2,16; a = 1,21



Nové pristupy

zavedeni novych chiralnich selektoru
(karbamat chininu)

modifikace jiz s uspechem pouzivanych CS
(cyklodextriny, polysacharidy, glykopeptidy)

inovace ve zpusobu navazani CS Kk silikagelové
matrici

vyvoj smesnych stacionarnich fazi (kombinace
dvou ruznych chiralnich selektort navazanych
na nosici, napr. HSA a AGP



Noveé pristupy

Reverzni separacni mod
zvysSeni obsahu MeOH — k zvyseni retence (50 — 90 obj. %)
retence vSech derivatu vyssi na koloné s vysSim pokrytim
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A) Chirobiotic V, (0,7 ml/min) B) Chirobiotic V2, (1 ml/min);
90/10 (v/v) MeOH/0,1% TEAA, pH 5,0; 230 nm



Nove pristupy
* VySSi pokryti matrice chiralnim selektorem
Chirobiotic V Chirobiotic V2

100 100
A B
acebutolol
80 - 80 acebutolol
2 2
£ 60 £ 60
3 atenolol 9
C C
(3] ®
2 40 2 40 oxprenolol
[e] o
a 8 pindolol atenolol
< pindolol <
20 oxprenolol 20 -
0- 0 - |
‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ i T i T i T i T i \ ‘ \ ‘ 1 '
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
t [min] t [min]

Separace vybranych beta-blokatord; mobilni fazeMeOH/TEA/HAC
100/0.02/0.02 (v/viv), 2.0 mI'min-1, UV 230 nm.



® preparativni kolony (kapacita kolon, toxicita rozpoustedla, recyklovatelnost)

*  Sample: Basic compound

Analytical Separation

Peak 1: 10.51 min
Peak 2: 11.53 min
a-1.13

.

(250x4.6 mm)
100/0.2/0.1 MeOH/HOACc/TEA
0.9 mL/min

Injection: 10mg

Analytical Separation

Peak 1: 8.83 min
Peak 2: 11.76 min
a-1.50

]
(250x4.6 mm)

100/0.5/0.5 MeOH/HOAC/TEA
1.0 mL/min

Injection: 50mg

Preparative Separation

Peak 1: 10.22 min
Peak 2: 12.54 min

(250x21.2 mm)

100/0.5/0.5 MeOH/HOAC/TEA
15.0 mL/min
Injection: 140mg

Aplikace ASTEC



* nové matrice — oxid zirkonicCity (porezni, neporézni)

(2) (b)
14 0.8 min
200 - 5.4 :
150 10 4
=2 . = B l
-té: 100 - 5.2 min -E 6 -
| N
= 1 _-_1 T hT_‘- 0 _:_-_| T T T =
EIJ F i -I; & B 10 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Time {min) Time {min)

DNB-L-Leu CSP a) porézni

b) neporézni ZrO,; m. f. 99/1 hexan/IPA, ester naftylleucinu
(ZirChrom Separation, USA)



Miniaturizace -enantioseparace metodou kapilarni
kapalinové chromatografie

Miniaturizace
* malé objemy vzorku

* mala spotfeba mobilni faze ( Setrngjsi k zivotnimu prostredi,
draha aditiva)
* moznost porovnat interakci chiralniho analytu s chiralnim
selektorem vazanym/volnym

» stacionarni faze — mala spotreba sorbentu x
kapilarni kolony (I.D.< 1 mm) s chiralni
stacionarni fazi nejsou komercé dostupné



Experimentalni podminky

Kapilarni kolony 22,5 cm x 320 ym — 5 ym Chirobiotic T,
Chirobiotic V, Chirobiotic TAG (Ing. Planeta Ustav analytické
chemie, Brno)

pridavek chiralniho selektoru do mobilni faze (vankomycin,
teikoplanin)

B-blokatory, NSAID profeny, chlorofenoxypropanové kyseliny
(CPPA)

reversni separacni mod (B-blokatory, profeny, CPPA)
polarné-organicky separacni mod (p-blokatory)



HPLC vs CLC
SO a0t oo, oo

ketoprofen Indoprofen suprofen carprofen
ibuprofen fenoprofen flurbiprofen flobufen

Pocet teoretickych pater na metr kolony (N;, Ny), selektivita (o) a rozliSeni (R) v systému
HPLC a CLC. Stacionarni faze: navazany teikoplanin-aglykon. Mobilni faze: MeOH/1,0%
TEAA pH 4,0, 40/60 (v/v) 270 nm.

HPLC CLC
(0,7ml/min) (6p/min)
N+ N, a Ri.2 N, N, a Ri.2
*Ibu 3420 2824 1,11 0,51 18938 10297 1,09 0,83
*Ind 6167 2842 1,14 0,80 8967 7735 1,11 1,05
*Fen 2245 1,00 0,00 8820 1,00 0,00
*Car 7876 1663 1,08 0,32 17145 5374 1,08 0,69
*Flu 4052 1995 1,16 0,78 11159 5058 1,13 1,19
Ket 1693 1,00 0,00 66239 26435 1,05 0,55
Sup 4115 1685 1,17 1,11 10025 5835 1,13 1,29
Flo 7818 2612 1,07 0,29 21285 8662 1,07 0,81

230 nm
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Enantioseparace flurbiprofenu a ketoprofenu, vankomycinova CSP, MeOH/0,1% TEAA, pH
5,0; 3 ul/min, 270 nm
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kolona 25 cm x 300um, 5um, 50/50 MeOH/0,1% TEAA, pH 5,0+ 4mM vankomycin,
3ul/min, 270 nm



Dekuji za pozornost



