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1. CHIRALNI ORGANICKE SLOUCENINY — PREHLED
TYPU A JEJICH NAZVOSLOVI
RNDr. Jiri Kroutil, Ph.D.

Ptirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze, Katedra organické a jaderné chemie,
Albertov 2030, 128 43 Praha 2
kroutil@natur.cuni.cz

Chiralita je jednim ze zdkladnich fenomént, ktery organické molekuly vhodné konstituce mohou
vykazovat. Projevuje se existenci dvou konstitucné identickych molekul (enantiomerit), které se lisi
pouze ve vzajemném usporadani atomi a vazeb v prostoru. Nutné podminky v konstituci vyzado-
vané pro existenci chirality jsou lehce splnitelné pro vétSinu jednoduchych a pro téméf vSechny
slozitéjsi organické derivaty, a tak neni prekvapujici, Ze vétSina prirodnich latek piedstavuje chiral-
ni slouceniny. To mj. komplikuje jejich separaci a identifikaci a tsti v rozdilné chemické, biologic-
ké a farmakologické vlastnosti enantiomert.

Tato pfednaska se bude vénovat prostorové izomerii organickych molekul z pohledu jeji nej-
vyznaén&jsi ¢asti — chirlnich stereoizomert. Vychazi ze dvou Doporugeni komise IUPAC (cit.'?),
které upravuji definice a spravné pouzivani pojmil ze stereochemie (organickych sloucenin).

Kazdy z vas je jist¢ seznamen s existenci pojmu opticky aktivni, chiralni nebo
(a)symetricky. Pouzivaji se pro oznaceni prostorového uspotfadani atomt v molekulach a velice
Casto se nespravné vzajemné zamenuji.

1.1 Chiralita, symetrie, opticka aktivita — definice a vzajemny vztah

Organicka chemie popisuje strukturu organickych molekul hierarchickym zptsobem. Pti uvazovani
pouze urcitého (omezeného) mnozstvi znalosti o struktuie mizeme popsat tuto strukturu pouze na
urcité urovni. S hierarickym popisem sruktury velmi Gzce souvisi jev izomerie, tj. situace, kdy maji
stereoizomery liSi prostorovym usporaddnim atomu a vazeb, zatimco jejich konstituce (pocet a typ
atomt a chemickych vazeb) je stejna.

Priklad: cis-1,2-dichlorcyklobutan a trans-1,3-dichlorcyklobutan jsou konstitu¢ni izomery a ne
stereoizomery, piestoze maji rizné prostorové usporadani atomu a vazeb.

Existence stereoizomert vyZaduje, aby v molekule organické slouceniny byly ptitomny urci-
té strukturni motivy, zvané stereogenni prvky (definice viz cit. '). Stereoizomerie potom znamena,
ze pro jednu konstituci existuje vice nez jedna moznost, jak atomy v prostoru rozmistit. Zména
prostorového uspotadani atomt (pfeména jednoho stereoizomeru na jiny) je principidlné dvojiho
druhu:

A.  zahrnujici §tépeni vazeb,
B.  realizovana pouze rotaci kolem jednoduchych vazeb.

Prvni typ stereoizomerti oznacujeme jako konfiguraéni, druhy jako konformacni. O snadnosti
izomerizace (a tim také o stdlosti a pfipadné separovatelnosti stereoizomerti) rozhoduje energie,
kterou musime na pfeménu jednoho izomeru na druhy vynalozit (izomerizacni bariéra). Pro konfi-



guracni izomery (napf. uhlovodikll) miizeme izomerizacni bariéru pfirovnat k disociacni energii
jednoduchych C-H, C-C vazeb, zatimco pfeména konformacénich izomer (volna nebo branéna
rotace) je energeticky mnohem méné naro¢ny proces. Na pomezi obou skupin izomert stoji izome-
ry na dvojné vazb€ - izomery cis-trans, u kterych pfi izomerizaci musi dojit k roz§tépeni n-vazby

a nasledné k rotaci na vazbé C—C.

konfiguraéni | 368 kJ/mol 16 kJ/mol konformaéni
H stépeni C-C H CH3 CH3
_ rotace
H3CCHauu., o+ CH2CH3 L CHs
H3C Ph Ph CHj3 -~ H
CH kolem H
259 kJ/mol 3 oC
H3 H A, hv, kat. H3 H
—_—
-—
Hs3 H H CH3
cis-trans

Ziskana prostorova usporadani mohou mit nékteré prvky symetrie (potom jsou symetric-
kd), a nebo je nemaji, a pak jsou asymetricka. Z hlediska chirality je dilezité, zda mezi piitom-
nymi prvky symetrie jsou rotaéné-reflexni osy symetrie S,. Nejsou-li pfitomny, pak je molekula

chiralni.

Cl H
R R= " |.mcCl
CHj3

S
s s= I
A CHg
Cl
Sy S, Sy
totozna s totozna se
rovinou symetrie stfredem symetrie

Nez piejdeme k definici chirality, je dilezité si uvédomit, ze se viibec netyka samotnych
atomtl v molekule, ale pouze a jen vztahu celé molekuly (nebo obecnéji celého objektu, napt. krys-
talu) ke svému zrcadlovému obrazu. Z hlediska definice je chiralnim objektem kazdy objekt, ktery
neni ztotoznitelny (prostfednictvim prosté rotace a/nebo translace objektu v prostoru jako celku,
tedy v pripadé molekul bez rozstépeni vazeb nebo zmény dihedralnich thll) se svym zrcadlovym
obrazem. Achiralni objekt potom je takovy opbjekt, ktery ztotoznitelny je. Dva chirdlni objekty,
které jsou ve vzajemném vztahu vzor a jeho zrcadlovy obraz, nazyvame enantiomery. Stereoi-
zomery jiné nez enantiomery se nazyvaji diastereoizomery (diastereomery). Pokud nejsou chiral-
ni, oznacuji se jako mesoforma. Pojem mesoformy ovSem nelze pouzit pro oznaceni struktury ve
skuping stereoizomerd, ve které nejsou zadné chiralni stereoizomery. Achiralita mesoformy je zpt-
sobena existenci rotacné-reflexni osy symetrie (nejCastéji roviny nebo stfedu symetrie).
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neni mesoforma,
trans-1,2-dichlorethen
neni chiralni

neni mesoforma, molekula nejsou mesoformy,
netvofi stereoisomery v fad¢ 1,3-dichlorcyklobutanti
nejsou chirdlni stereoisomery

diastereomery

H H
mesoforma, Cl cl cl cl
v fad¢ 1,2-dichlorcyklobutanti
existuji chiralni stereoisomery cl c
H H H H

enantiomery

Chiralita molekuly mtize byt vyvolana pfitomnosti urcitych strukturnich ¢asti v molekule
organické slouceniny, zvanych prvky chirality. Setkavame se se tfemi prvky chirality:
1. chiralni centrum (centralni chiralita),
2. chiralni osa (axialni chiralita),
3. chiralni rovina (planarni chiralita).

Chiralitu molekuly Ize také vyvolat chiralni vystavbou z achiralnich ¢asti, potom je to inherentni
chiralita (chiralita bez prvkl chirality). Existence jednoho z prvki v molekule automaticky vede
k chiralit¢ molekuly jako celku, zatimco existence dvou a vice prvkli mtize vést i k jejich vzajemné-
mu vyruSeni (vznikne mesoforma). Prostorové usporadani na kazdém z prvkl chirality popisujeme
pomoci absolutni konfigurace. Je to pfifazeni symbolti R/S (R,/S., R,/S,) nebo P/M kazdému z prvki
pomoci definované sady pravidel za predpokladu, Ze zname prostorové rozmisténi atomil v molekule.
V pripad¢ existence vice prvku chirality v molekule mizeme rovnéz urCovat relativni konfiguraci.

Poslednim pojmem souvisejicim s chiralitou je opticka aktivita. Je to popis situace, kdy
makroskopicky vzorek (tedy nikoliv jedina molekula) staci rovinu polarizovaného svétla o urcity
experimentalni thel a. Tabelujeme potom specifickou optickou rotaci [a]p jako jeden z paramet-
ru identifikujicich chiralni slouceniny (pfedevsim jejich Cistotu). VSechny chiralni latky by mély
byt opticky aktivni. Opticka aktivita je ovSem veli¢ina stanovovana na souboru (napf. 1 mol, tj.
fadové 10% &astic) chiralnich objekti, zatimco chiralita je vlastnost pouze tohoto objektu. Ne pro

vSechny chiralni molekuly se musi podafit stanovit jejich optickou aktivitu!

Zavérem této uvodni partie miizeme shrnout: molekula mize byt chiralni i symetricka, pfi-
tom kazda asymetrickd molekula musi byt chiralni. Oznaceni opticky aktivni molekula postrada
smysl, nebot’ opticka aktivita je vlastnost souboru chiralnich molekul (s jinym nez ekvimolarnim
zastoupenim enantiomert).



1.2 Prostorova izomerie organickych molekul: ,,geometrické” vs. ,,op-
tické” izomery

1.2.1 Prostorové vzorce

Prostorové usporadani popisujeme v roviné pomoci nékolika druhti prostorovych vzorci, z nichz
¢které jsou univerzalni (klinkové vzorce), jiné maji partikularni uziti (konformace — Newmanova
projekce, sacharidy — Haworthova projekce).

A "ﬂilmi" "wm"
Kinkjous vzorce C>{°D >TD NN oo oH
AN A\'g Al B o
o o ' CHO
Fischerova CHO aro HO, .
projekoe H—{—OH H——OCH OH CHyH
| z H Cl-b(]-l . ,
HO——H }D—:_H "sawhorse” "ng-zag'
CHoH CHpOH HOH
CHyCH HO o
H H 0, +OH
Newrenova oH d 0 HO o CHO
Projeloe OH H
\ v HO
™ HOY "OH H
OH OH
GHO H OH OH "flying wedge"
Fanorthoa Millst

»Geometrické” vs. ,,optické” izomery

Je to zastaraly a nedoporuceny zptisob kategorizace stereoizomerd. ,,Optické” izomery pied-
stavuji prostorova uspotradani lisici se svymi optickymi vlastnostmi (tj. jde o enantiomery a chiralni
diastereomery). ,,Geometrické” izomery predstavuji prostorova uspofadani nevykazujici rizné
optické vlastnosti (achiralni diastereomery, patii sem izomerie cis-trans na dvojné vazb¢ a prosto-
rova izomerie kruhovych systémil). Ob¢ kategogie se mohou piekryvat. Izomerie cis-trans je
z hlediska definice rozdilné relativni uspotradani substituentti na dvojné vazb¢ nebo na planarizo-
vaném kruhu. V pfipad¢ cyklickych sloucenin se neuvazuje realna konformace kruhu. Pro dvojnou
vazbu se symbolil cis/trans uziva pouze jde-li o relativni konfiguraci (vzhledem ke konciim dvojné
vazby) stejné dvojice substituentd, jinak se pouziva obecnégjSich stereodeskriptort E/Z. E/Z; naproti
tomu nelze pouZit pro popis relativni konfigurace na kruzich. U cyklickych molekul v piipadé vice
nez dvou substituentll zavadime pojem referenc¢niho substituentu (ma dle CIP-pravidel nejvyssi
prioritu). V ptipadé mistkovych kruhovych systémi se ¢asto setkdvame s existenci stereoizomerie
»bez asymetrickych uhlikti“. Je to stav, kdy existuje vice nez jedna moznost uspotfadani substituen-
th vci pomyslné roviné kruhu, ktera vSak nezptisobuje existenci asymetrickych atomi uhliku. Tyto
molekuly vétSinou nebyvaji chirdlni, nicméné musi existovat zptisob popisu jejich (relativni) konfi-
gurace. U jednodussich molekul si vystatime s popisem pomoci stereodeskriptort cis/trans,
u komplikovangjSich (miistkové slouceniny) vyuzivame stereodeskriptort endo/exol/syn/anti.



Dvojnd vazba

)
1
1
' stejna strana Ph H Ph H
R1, E Rs3 Z-isomer >=< >=<
v \ H Ph H CH3
R En4 .
2 1 Rg opacna strana trans-isomer E-isomer
! E-isomer
CIP priorita: R1>R2 i R3>R4
H. _SOsH
Ph Me
H H > <
Me oLit
H3C cl H COOH

(2E,5Z)-5-chloro-4-(E-sulfomethylen) lithium-E-3-fenylbut-2-en-2-oxid
hepta-2,5-dienova kyselina

Systémy s kruhy
H CH CH
COOH 3 3
H
1
CH3 !
3 2 :
CHs &1 CH3 CH3 CH3
cis-isomer trans-isomer 1t,2¢,3r-isomer cis-isomer trans-isomer

1,5-dimethylbicyklo[3.3.0]oktany
existuji dva zptisoby vzajemné
orientace methylovych skupin,
ani jeden isomer neni chiralni

F CH3 H
bicyklo[x.y.z]alkany
x>y>z>0
H
Ix-1
CH3
3 2-exo-4-exo-isomer
Br

exo
2-endo-brom-7-anti-fluorbicyklo[2.2.1]heptan

1.3 Centralni, axidlni, planarni a inherentni chiralita

1.3.1 Centralni chiralita

Asymetricky atom uhliku pfedstavuje nejvyznamnéjsi zptsob realizace chiralniho centra v moleku-
lach organickych sloucenin. Asymetricky atom uhliku nese (z definice) Ctyii riizné substituenty.



Substituenty jsou riizné bud’ z hlediska své konstituce, nebo své konfigurace. Pomoci definované
sady pravidel tzv. Cahnova—Ingoldova—Prelogova (CIP) systérnu sefadime tyto Ctyri substituenty
figuraci pfifazenim stereodeskriptoru R nebo S. Nékteré splrosloucenlny rovneZ tvori chiralni mo-
lekuly. ,,Chiralni spiroatom® je situace, kdy jsou dva kruhy v molekule spojené pies spolecny atom
uhliku a lisi se substituci ve vétvich kruhu vychazejicich ze spiroatomu. Diive byly tyto slouceniny
klasifikovany jako axialné chiralni, absolutni konfigurace podle pravidel pro axialni chiralitu je
presné opacna.

Asymetricky atom uhliku | Spiroatom

enantiomery enantiomery

01
4

1@2 1@3
"’ .

R-isomer S-isomer R-isomer S-isomer

1.3.2 Axialni chiralita

Axialni chiralita je vyvolana existenci Ctyf substituenti nelezicich v jedné roving; osa chirality
potom lezi na spojnicich dvojic substituenta.

D osa chirality
/ ’
/1 A#B,C#D
ov§em
, C

/ A miZe byt C
A >B B miiZe byt D

0° <a <180°

Strukturni reprezentaci v molekulach organickych sloucenin pfedstavuji atropoizomery
(molekuly s branénou rotaci, napt. 0,0 -disubstituované bifenyly nebo binaftyly), alleny (kumule-



ny) nebo alkylidencykloalkany s exocyklickou dvojnou vazbou. Absolutni konfigurace se stanovu-
je pfifazenim stereodeskriptorit R./S, s vyuzitim priority substituenti A, B, C, D podle
CIP-systému. Bliz$i dvojici substituentti se defini¢né prifazuje priorita 1 a 2. Konfigurace nezavisi
od sméru pohledu na chiralni osu! Blizsi dvojici substituentl znazoriiujeme pii ur¢ovani konfigura-

Vv

atropoisomery alleny alkylidencykloalkany

(kumuleny) A
’\n/B B
C ,I,
)l A———>»B
A" B
smér pohledu
3a VZDALENEJSH
OH

: % _ H CH3
! N Z konfigura
1)

1 A—— B\ BLIZSI na dvojné va:

w------

H3C S =T CH3
R
A:c H S CH3
A>B , P , : S
zde neni asymetricky uhlik Sa-isomer
1525354 neni axialné-chiralni
3 asymetrické atomy uhliku
Sa-isomer +

konfigurace na dvojné vazbé

1.3.3 Planarni chiralita

Planarni chiralita je vyvolana existenci dvojice riznych substituentd lezicich ve spolecné
roviné (roviné chirality) a minimalné jednoho substituentu (tzv. pivota) lezicitho mimo tuto rovinu
a spojené¢ho s touto rovinou chemickou vazbou. Orientace tohoto substituentu vii¢i rovin¢ pak mu-
ze byt dvoji (nahoru nebo dolti vii¢i roviné orientované po sméru substituenti A — B). Absolutni
konfigurace se stanovuje pfifazenim stereodeskriptorti R,/S, (nebo voliteln€ P/M, defini¢né R, = P)
s vyuzitim priority substituentti podle CIP-systému. Strukturni reprezentace je napiiklad v moleku-
lach trans-cykloalkenti (rovina chirality = dvojna vazba) nebo paracyklofanti (rovina chirality je
substituované benzenové jadro).



paracyklofany trans-cyklookten

1 * PIVOT * PIVOT
O——CH2
H
2 1 Rp-isomer

také P-isomer

CH,

Rp-isomer

1.3.4 Inherentni chiralita

Nejznaméjsimi predstaviteli jsou Aeliceny. Absolutni konfigurace se stanovuje pfifazenim stereode-
skriptortt P/M podle sméru jakym se po Sroubovici vzdalujeme od blizsich ke vzdalengjsim ¢astem
v molekule. Jinym pfikladem mohou byt derivaty kalixarentl, jako napf. nize uvedeny. Chirality
molekuly je dosazeno dvéma moznymi zplsoby kiizeni ethylen-1,2-dioxy mustku.

O
©©©©

P-isomer

1.4 Stereodeskriptory a jejich pouziti

Obecné se pfi tvorbé systematického nazvu (podle Doporuceni IUPAC) stereodeskriptory predra-
zuji pred nazev zakladniho hydridu (nebo slozeného substituentu), jehoz nazev sam o sobé tuto

stereoinformaci nenese. Pro rozliSeni stereocenter se pouzivaji lokanty.

Stereodeskriptory absolutni konfigurace
UZivaji se R/S (Ri/Sa, Ry/S,) a PIM.

(5R.6aS.12aS)-rotenon
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Stereodeskriptory relativni konfigurace

Slouzi k vyjadfeni vzajemného prostorového vztahu atomt v molekule bez pouziti jejich presné
prostorové lokace.

Deskriptory R*/S* a rel: Stereogenni jednotka s nejmensim lokantem ma arbitrarné¢ konfiguraci
R* (Cte se ,er s hvézdickou™), ostatni pak relativné k této prvni. Ve slozitych ptipadech lze hvéz-
di¢ky vynechat a pouZit rel- pted celym nazvem.

H Br H  Br H Br
B e 2
ar
G‘:“H H o, H o
= = %
4 Cl M Cl
(1R*,35%)-1-brom-3-chlorcycklohexan rel-(1R,3R,5R)-1-brom-3-chlor-5-nitrocyklohexan

Deskriptory erythro/threo: Tyto deskriptory byly plivodné ureny pro popis konfigurace hydroxy-
lovych skupin na dvou po sobé jdoucich asymetrickych atomech uhliku u cukernych derivati; od-
vozeny jsou z nazvi tetros: erythrosy a threosy. Pouziti bylo nasledné roz§ifeno pro popis relativni
konfigurace na vicinalnich stereogennich centrech, ale nelze je pouzit vzdy. Obecnéjsi je pouziti
deskriptorQ like/unlike (I/u), a to pro popis relativni konfigurace dvojice po sobé nasledujicich
stereocenter. Pokud je konfigurace stejna (napi. RR nebo SS), jde o typ /, pokud je odlisna (napt. RS

nebo SR), jde o typ u.

hrani¢ni piipad

erythro threo erythro
R R R4
B——A A——B A——B
B——A B——A A—r—¢C
R(R)) R(R) Rz

S nékolika malo vyjimkami neni definovana smérova orientace uhlikového
fetézce!

absolutni konfigurace:
(3R, 4S, 5S, 6R, 7S)

relativni konfigurace:
(3u, 4l, 5u, 6u)

Deskriptorya/f: Pouzivaji se pro vyznaceni relativni polohy poloacetalového hydroxylu v sacha-
ridech nebo pro kruhové systémy (piedevSim steroidni derivaty), kde oo oznacuje spodni stranu
(smér substituentu doll) pomysIné roviny kruhu(t). Je nutno znat (a dodrzovat pii kresleni) sprav-
nou orientaci vzorce v rovin¢ papiru.

11
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CH,0H CH,0H
o o OH
OH OH
HO OH 4o H
OH OH
HO?T'E " T
a-D-glcp B-D-glcp H H

Sa-androstan-33-ol

Jako deskriptory relativni konfigurace slouzi rovn€z cis/trans a syn/anti/endo/exo pro dvojné vazby
a kruhové systémy.
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2. CHIRALNI CHOVANI V PRIRODE A CHIRALNI

SEPARACE
doc. RNDr. Eva Tesarova, CSc.

Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédecka fakulta, Katedra fyzikalni a makromolekularni
chemie, Albertov 2030, 128 43 Praha 2
tesarove(@natur.cuni.cz

2.1 Uvod

Vétsina piirodnich latek je chiralni a vyskytuje se ve formé enantiomert nebo racemati. Zivé orga-
nismy piedstavuji chirdlni prostfedi, a jsou tudiz schopny jednotlivé enantiomery rozliSovat. To je
dalezitym faktorem pro komunikaci mezi organismy prostiednictvim semiochemikalii, jako jsou
feromony. Mnohé metabolické cesty jsou stereoselektivni, proto je nutno se podrobné zabyvat chi-
ralnimi a prochiralnimi latkami, které do organismu vstupuji. Jiz v poloviné 19. stoleti bylo zjisté-
no, Ze enantiomery maji rozdilné biologické vlastnosti. VEétsi dliraz na vyzkum v této oblasti se
vSak zacal klast az s vyvojem efektivnich metod pro separaci a identifikaci enantiomerd v druhé
poloving 20. stoleti.

Dusledkem rozdilnych enantioselektivnich interakci v organismu jsou odlisné terapeutické
ucinky enantiomerti, rozdilné pesticidni vlastnosti, rizné chuté a viin¢ aj. Proto je opravnéna po-
zornost vénovana sledovani stereoselektivniho chovani a ptisobeni sloucenin a z toho vyplyvajicich
dasledk pii aplikaci léciv, agrochemikalii i pii kontrole slozek potravin.

2.2 Teorie vzniku Zivota na Zemi — iloha chirality

V souvislosti se vznikem Zivota a s metabolismem se Casto diskutuje otazka chirality. Pro vysvétle-
ni homochirality, tj. existence jednoho typu enantiomert v zivych organismech, existuji rizné teo-
rie. Nékteré tvrdi, ze Zivot zavisel na achiralnich molekulach a racematech a Ze homochiralita se
vytvotila az béhem nasledné biologické evoluce. Jiné hypotézy jsou postaveny na predstave, ze
homochiralita byla nutnou podminkou pro vznik zivota na Zemi, a tudiz enantiomern¢ obohacené
slouceniny vznikaly nebo se dostaly na Zemi ptedtim, nez se vytvotily prvni organismy. Analyzy
aminokyselin z meteoriti potvrdily vyssi obsah L-enantiomert. Tato skute¢nost byla piisuzovana
fotochemické degradaci meteoritd kruhové polarizovanym svétlem ve Vesmiru. Také asymetrické
krystalické struktury jsou spojovany se vznikem biochemické homochirality. Chiralita stavebnich
blokdi aminokyselin by méla byt absolutné dokonala, aby vznikly homochiralni makrostruktury.
Velké neuroproteiny pozaduji Cisté L-aminokyseliny jako stavebni bloky, zatimco pro molekuly
DNA jsou potfeba D-monosacharidy. Bez stereochemické jednoznacnosti vychozich latek by
v obou pfipadech vznikly makromolekuly, které by nikdy nezapadly do systému ,akcep-
tor—receptor”, ktery je potfebny pro latkovou vyménu. Metabolismus v butice se da znazornit jako
sterickd interakce molekul analogicka fitu spravné ruky do spravné rukavice. L-Aminokyseliny
v bunce pak lze pfirovnat k levym rukam, které musi zapadnout do ,levych® receptort. Protoze
jsou L-aminokyseliny spojeny v proteinovych fetézcich jako levé rukavice, pak do takového utvaru
hladce vklouzne pouze utvar levych rukou. Pokud je v fetézci L-aminokyselin zapojena néktera

13



D-forma, pak dojde k chybé vzajemné komunikace nebo metabolismu. Retézec levych a pravych
rukavic vytvofeny nahodné€ nikdy nebude padnout na ndhodn¢ vytvoreny fetézec levych a pravych
rukou. Toto je argumentace proti tvrzeni, ze by zivot mohl vzniknout z aminokyselin a jinych sta-
vebnich blokd, jez obsahuji oba enantiomery.

Na druhé stran¢ existuji i zastanci teorie, Ze ndhodnymi reakcemi by se byvaly mohly vytvo-
fit nejprve polymerni produkty slozené s mononerii—enantiomert L- i D-, jez by pak byly donuceny
sterickymi pozadavky dal$ich molekul, aby poskytovaly pozadovanou chiralitu. Sterické pozadav-
ky by podminovaly volbu mezi enantiomery. Nékteré védecké tymy se snazi simulovat vznik Zivo-
ta v laboratornich podminkéach a potvrdit, zda pivodni stavebni kameny proteind byly istymi
enantiomery, ¢i nikoliv.

2.3 Chiralita léciv

Predevs§im odlisnému chovani enantiomerd 1é¢iv je vénovana pozornost jiz delsi dobu. Velkym
impulsem pro sledovani enantiomerni Cistoty farmaceutickych produktt byl vSeobecné nechvalné
znamy piipad thalidomidu, ktery zptsobil v 60. letech minulého stoleti velké problémy, zvlasté ve
Svédsku. Thalidomid byl prodavan jako racemat a podavan jako neskodny 1ék t&hotnym Zendm proti
ranni nevolnosti. Pfitom R-enantiomer je sedativum, zatimco S-enantiomer ma teratogenni ucinky.

o
N

\
(0] H
thalidomid

Méné dramatické rozdily v terapeutickém putisobeni byly pozorovany u fady dalSich 1éCiv.
Askorbova kyselina je aktivni pouze ve své S-form¢, R-enantiomer je neaktivni. Také R-enantiomer
propranololu neni aktivni, ale S-analog ptisobi jako B-blokator. V piipadé sotalolu je S-enantiomer
také B-blokator, avsak R-enantiomer je antiarytmikum. Indacrinon je pouzivan jako diuretikum,
pfi¢emz oba enantiomery maji mocopudné Gcinky, S-enantiomer je ale vice G€inny jako natriureti-
kum. Ukazalo se, Ze je vhodné pouzivat 1éCivo, ve kterém zastoupeni obou enantiomerd indacrino-
nu R-/S- je 1:4. Zajimavou vlastnost maji naptiklad chiralni diazepiny, oxazepam a lorazepam,
u nichz dochazi k racemizaci (snadnému piechodu jednoho enantiomeru na druhy, resp. vytvareni
racematu z ¢istého enantiomeru). V takovém piipad¢ je snaha po piipravé a podavani léku tvorené-
ho jednim enantiomerem zbytecna, i kdyby enantiomery mély rozdilné terapeutické ucinky. Z téch-
to nékolika ptiklada je vidét, Ze jednotlivé enantiomery 1€¢iv se mohou liSit v uCinnosti, toxicité
a farmakologickych ucincich.

Soucasné pozadavky na Cistotu farmaceutickych piipravkli zahrnuji i nutnou studii na enan-
tiomerni Cistotu resp. znalost ucinki obou enantiomerd, pokud je pfipravek pouzivan ve forme
racemdtu. Uvadi se, Ze v soucasné dobé je z 50 % chiralnich 1é¢iv na trhu asi 75 % v racemické
podobé a pouze 25 % je tvofeno jednim enantiomerem. Lze vSak ptredpokladat, Ze bude dochéazet
stale vice k posunu ve prospéch €istych enantiomert.
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2.4 Chiralita agrochemikalii

V poslednich letech se zajem o zkoumani odlisné¢ho plsobeni enantiomerd, resp. odliSnou rychlost
jejich odbouravani v zivotnim prostfedi rozsifuje do oblasti agrochemikalii. Mnoho latek pouziva-
nych jako pesticidy ma chiralni strukturu. Ackoliv je zZadana biologicka aktivita Casto zpisobena
pouze jednim enantiomerem, je vétSina z nich vyrabéna a distribuovana ve form¢e racematu. Nékte-
ré agrochemikalie, napt. pyrethroidy ¢i derivaty triazolu, jsou vSak prodavany ve formé enantio-
merng Cistych sloucenin. Snahou je, aby v pfipadé znacnych rozdilt v biologické aktivité jednotli-
vych enantiomerl byl aplikovan pouze ten enantiomer, ktery ma Zadanou biologickou aktivitu.
Tento krok ma vést ke snizeni nepfiznivého dopadu nadbytku agrochemikalii na zivé organismy
a na zivotni prostredi.

Studie organofosforovych sloucenin (stereogenni centrum tvoii atom fosforu), které jsou
Siroce rozsitené jako insekticidy a fungicidy, ukazuji, Ze R-enantiomery maji obvykle mnohona-

vvvvvv

dané slouceniny.

Diclobutrazol tvofi Ctyfi enantiomery, z nichz nejvyssi fungicidni aktivitu a inhibi¢ni aktivitu
biosyntézy sterolu vykazuje (2R,3R)-enantiomer.

Cl

c OH

C(CHs)s
N

N
( /N diclobutrazol
\_ 1/

Uniconazol ma fungicidni vlastnosti a pisobi rovnéz jako rtstovy reguldtor. Vyssi fungicidni
aktivitu vykazuje jeho R-enantiomer, zatimco S-enantiomer ma vétsi aktivitu pro regulaci rostlin-
ného rastu.

Rozdilnou pesticidni aktivitu vykazuji také enantiomery metolachloru. R-Enantiomer ma
silné fungicidni vlastnosti, ale zanedbatelné herbicidni ucinky, zatimco S-metolachlor je aktivni
herbicid, ktery téméf neprojevuje fungicidni aktivitu.

Vyznamna je skupina pesticidll na bazi 2-aryloxypropanovych kyselin, kde R-enantiomery
vykazuji vyssi herbicidni aktivitu nez S-enantiomery. V pfipadé mecopropu je za herbicidni aktivi-
tu zodpoveédny dokonce pouze R-enantiomer.

Soucasnou snahou je, aby byly u vSech chiralnich agrochemikalii ur€eny rozdilné vlastnosti,
zplsob plisobeni, toxicita a dopad na lidské zdravi a na Zivotni prostiedi. V ptipadé velkych odlis-
nosti v biologické aktivité jednotlivych enantiomerd je zadouci, aby byly tyto slouceniny distribuo-
vany ve form¢ enantiomerné Cistych latek. Zavaznym problémem je vSak skutecnost, Ze separace
enantiomerd pesticidd pfi mnohatunové aplikaci pfedstavuje technicky i finan¢né velmi naro¢ny
proces. Proto je nutné ditkladn€ zhodnotit a vycislit uzitek z pouzivani enantiomerné Cistych slou-
cenin misto racematu.
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2.5 Chiralita sloZek potravin

Potraviny obsahuji pfirodni slouceniny, a proto se v zasadé ocekava, ze se bude jednat o enantio-
mery, a to bud’ ¢isté, nebo v ur¢itém specifickém pomeru, anebo racematy.

Chiralita byla poprvé zminéna praveé v souvislosti s napojem. L. Pasteur si vS§iml, Ze krystal-
ky soli vinné kyseliny vytvofené kolem hrdla vinné lahve a na dn€ se vzajemné liSily. Obé rozdilné
krystalické struktury byly pozdéji identifikovany jako enantiomery. Pasteur z této skutecnosti vy-
vodil zavér, ze prirodni sily nejsou zrcadlové symetrické.

Chiralita slozek potravin nema tak zavazné dusledky jako tfeba pouziti nevhodného enanti-
omeru 1é¢iva, nicmén¢ stanoveni enantiomerniho zastoupeni mize dobfe poslouzit v fad¢ aplikaci.
Enantiomery se vyznacuji rozdily v chuti, viini, vyzivové hodnotg, a tim ovliviiuji celkovou kvalitu
potravin. Enantioselektivni analyza miize byt vyuzita pii kontrole technologického zpracovani,
identifikaci pfimé&si, kontrole fermentacnich procest, stafi, hodnoceni mikrobialni kontaminace
a skladovacich podminek, uréovani zemépisného plivodu a pii studiu a kontrole ptichuti a aditiv
v potravinach a napojich.

Chut'ové a Cichové vnimani je zptisobeno interakci molekuly s receptorem, ktery je tvoien
chiralnimi latkami (napf. proteiny). Receptor ma tedy moznost enantioselektivniho rozpoznavani
daného rozdilnou interakci s enantiomery. Chiralni chutové a vonné slozky v pfirodnich produk-
tech jsou obecné charakterizovany specifickou distribuci enantiomer; slouceniny nejsou vzdy
ptitomné ve formée jednoho Cistého enantiomeru, ale vyskytuji se ve specifickém enantiomernim
poméru. Tento pomér se muze lisit podle druhu a stupné zrani, ale i podle zemépisného ptivodu. Vy-
hodnocenim specifického enantiomerniho zastoupeni sloucenin, které nejsou citlivé k racemizaci,
mohou byt rozliSeny pfirodni a umélé (obvykle racemické) slozky piidané do potravin. Racemické
ptisady obvykle produkt znehodnocuji, nebot’ enantiomery mohou mit rozdilné vyzivové hodnoty.

Skala chiralnich slozek potravin, o jejichZ sledovéani je zajem, se stale rozsifuje. Patii sem
predevsim aminokyseliny (AA), karboxylové kyseliny a jejich derivaty, ketony, aldehydy, cukry,
ethery, laktony a fada dalsich.

D-Aminokyseliny mohou slouzit jako vhodné ukazatele podminek zpracovani potravin.
Vsechny aminokyseliny pfitomné v peptidech a proteinech racemizuji, avsak rozdilnou rychlosti,
coz je dano odlisSnymi konstantami racemizace. Rychlost racemizace je dale ovliviiovana vnéjSimi
faktory, jakymi jsou vysokoteplotni uprava, fermentacni procesy, extrémni hodnoty pH aj.
D-Aminokyseliny by nemély byt pfitomné v kvalitnich nekvasSenych ¢i nijak nezpracovanych po-
travinach. Vyskyt D-aminokyselin v kvaSenych potravinach je naopak pfirozeny. Dlivodem je jed-
nak pfitomnost D-aminokyselin v bunééné sténé bakterii, odkud se mohou uvoliovat do okoli,
a dale pak pusobeni bakteriadlnich racemas ¢i epimeras, které pfeménuji L-aminokyseliny na jejich
D-analogy. V syru, jogurtu, viné, octu atd. jsou ve vétSim mnoZzstvi zastoupené D-alanin,
D-glutamova kyselina a D-asparagova kyselina.

Prikladem vyuziti enantioselektivni analyzy ke kontrole kvality potravin, k ovéfeni pravosti
prirodni vinné $tavy, je S-vinna (2,3-dihydroxybutandiova) kyselina, kterd je rozSifena zejména
v hroznech vinné révy, zatimco R-vinna kyselina neni v pfirodé bézna.

Jinym pfikladem dutsledku vyskytu enantiomerd v potravinaich mohou byt kyseliny

3-methylpentanova, 4-methyloktanova, 4-ethyloktanova a 4-methylnonanova, které byly detegova-
ny v syrech. Ve vSech pfipadech mély S-enantiomery dvojndsobné niz§i prah zapachu nez
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R-enantiomery. Je zfejmé, ze staii ¢i kvalitu syr je mozné urcovat podle zastoupeni R-forem pii-
slusnych kyselin, a to jak pouhym ¢ichem, tak instrumentalni analytickou metodou.

Karvon (2-methyl-5-(1-methylethenyl)-2-cyklohexen-1-on) se vyskytuje v rozdilném enanti-
omernim slozeni v mat¢, kopru, kminu, pomerancich a grapefruitech. S-(+)-Karvon ma kminovou
vini, ale R-(-)-karvon voni po mate¢.

Menthol (5-methyl-2(1-methylethyl)cyklohexanol), chiralni monoterpenicky alkohol, ma tfi
chiralni centra, tedy osm stereoizomerd, av§ak znamé mentholové aroma ma pouze izomer 1R,2S,5R.

S-Limonen voni po citronech, zatimco R-enantiomer méd pomeranc¢ové aroma. V olejich ze
sicilskych a Spanélskych sladkych pomeranct je hlavni slozkou S-linalool, v olejich z hotkych po-
merancl prevlada R-forma. Stanoveni poméru enantiomerti proto umoziiuje detegovat znehodno-
ceni oleju z hotkych pomeranct pfimési levnéjsiho oleje ze sladkych pomeranci.

Toto byly pouze n€které ukazky odlisnych chuti, vini nebo dalSich parametrii urcujicich
kvalitu potravin. Stanovovani enantiomerniho zastoupeni v potravinach a napojich ma tudiz velkou
vypovidaci hodnotu a je dilezitou soucasti potravinatské analyzy.

2.6 Chiralni rozlisSeni

Enantioselektivni rozpoznavani patii mezi zakladni vlastnosti ptirody, nebot’ enantiomery vykazuji
shodné vlastnosti pouze v izotropnim prostiedi, zatimco v chiralnim, coZ je obecné fe¢eno prostiedi
zivych organismu, maji vlastnosti odliSné. Pro rozdé€leni enantiomert je proto také potieba vytvofit
prostiedi, které dovede analyty stereoselektivné rozpoznat. Pro vytvofeni enantioselektivnich sepa-
racnich systému je nejjednodussi cestou kopirovani prirody, resp. modifikace piirodnich enantiose-
lektivnich systémi. Nejstarsi predstava (Ogston, r. 1948) o takovém rozpoznavani spada do oblasti
biochemie, konkrétn¢ jde o interakci mezi enzymem a substratem, kterd ma vysoce stereospecific-
ky charakter. Dalgliesh odvodil na zakladé této predstavy tzv. model tiibodové interakce, podle
kterého je pro enantioselektivni rozpoznani tieba, aby analyt (substrat, enantiomer) soucasné in-
teragoval tfemi riznymi interakcemi s chiralnim selektorem (CS) — viz obr. 2.1 — alespon jedna
interakce ma mit stereoselektivni charakter.

analyzované
enantiomery

chiralni
selektor

Obr. 2.1:  Enantioselektivni rozpozndavani — model tiibodové interakce
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Ma-li dojit k rozliSeni enantiomerd, pak kazdy z nich musi interagovat s CS rizné siln¢.
V ptvodni Dalglieshové interpretaci se predpokladalo, Ze vSechny tfi sily jsou pfitazlivé. Nasledné
se ukazalo, ze rovnéZ repulsni interakce mohou mit diilezitou tlohu v mechanismu rozpoznavani.
Navic celkova sila interakce mezi analytem a chirdlnim selektorem neni tak dtlezita jako rozdil
v interak¢nich energiich mezi CS a jednotlivymi enantiomery. Z tohoto pohledu jsou slabsi interak-
ce stejn¢ dulezité jako silné. Tabulka 2.1 shrnuje typy molekulovych interakci, které se uplatiuji
pfi chirdlnim rozpoznavani.

Tab. 2.1:  Typy interakci podilejicich se na molekularnim rozpozndvani

Typ interakce Sila a charakter
elektrostatické velmi silné, pritazlivé i odpudivé
vodikova vazba velmi silnd, pfitazliva
sterické stinéni velmi silné, repulzni
T—T silné, pfitazlivé i odpudivé
ion—dipol silné, pritazlivé
dipol-dipdl stiedni, pfitazlivé
dip6l-indukovany dipdl slabé, pritazlivé
van der Waalsovy sily slabé, pfitazlivé

K ziskani informaci o celkové sile vazby mezi chiralnim selektorem a enantiomery i o Gloze
jednotlivych mezimolekulovych interakci slouzi rizné fyzikalné-chemické ptistupy — méfeni kon-
stant stability komplexu enantiomer—CS, vyuziti van't Hoffovy zavislosti, korelace mezi chroma-
tografickou retenci a molekulovymi deskriptory analyti (LFER, viz kap. 5) i pocitacové simulace.
Ptes soucasné znalosti v oblasti enantioselektivniho rozpoznavani je vSak Uiplné pochopeni mecha-
nismu chiralniho rozliSeni, které by umoziiovalo jednozna¢né zvolit separa¢ni sytém pro tspé$nou
pozadovanou enantioseparaci, stile nedofeSenym problémem.

2.7 Chiralni separace

Prvni separace enantiomert je pfipisovana Pasteurovi, ktery jiz v roce 1848 odd¢lil pod mikrosko-
pem odlisné krystalky enantiomert vinanu sodno-amonného. Rzné ptfirodni materialy jako bram-
borovy skrob, celulosa, bavlna, hedvabi aj. byly prvnimi sorbenty zkouSenymi pro odd¢leni enanti-
omert zac¢atkem 20. stoleti.

Pouziti moderni chromatografické instrumentace pro enantioselektivni separaci nasledovalo
az o mnoho let pozdgji. Gil-Av publikoval prvni uspéSnou separaci enantiomerti derivati
N-trifluoroacetylaminokyseliny v plynové chromatografii v roce 1966. O néco pozdé&ji (r. 1971)
Davankov uspésné rozdélil derivaty aminokyselin pomoci ligandové vyménné kapalinové chroma-
tografie. Tim odstartoval dramaticky vyvoj enantioselektivnich separacnich systémt, soustfedény
predevsim na ptipravu novych chiralnich stacionarnich fazi pro HPLC.
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Prvni déleni enantiomerti pomoci elektromigra¢nich metod je spojovano se jménem Terabe-
ho (r. 1985) a s pouzitim chirdlniho selektoru jako aditiva do zékladniho elektrolytu v kapilarni

zOonové elektroforéze.

Pfimé metody chiralni separace modernimi separacnimi metodami resp. zplisoby vytvaieni

enantioselektivniho prostfedi v nich shrnuje tab. 2.2.

O jednotlivych enantioselektivnich separacnich metodach pouzivanych v soucasné dobé

bude podrobné pojednano v nasledujicich kapitolach.

Tab. 2.2:  Zpiisoby realizace enantioselektivniho prostiedi v modernich separacnich techni-

kach

Separacni metoda

Umisténi chiralniho selektoru

Chromatografické metody

GC
kapilarni GC

chiralni stacionarni faze

CS pokryty nebo navazany na sténu kapilary

HPLC

chiralni stacionarni faze

CS ptidan do mobilni faze

kapilarni, nano aj. LC

chiralni stacionarni faze

CS ptidan do mobilni faze

superkriticka fluidni chromatografie

chiralni stacionarni faze

Elektromigraéni metody

kapilarni zéonova elektroforéza

CS ptidan do zakladniho elektrolytu

izotachoforéza

CS pfidan do vedouciho elektrolytu

micelarni kapilarni elektroforéza

chirdlni micely, smésné micely

CS a achiralni micelarni systém

kapilarni gelova elektroforéza

CS zabudovan v gelu

CS pridan do zékladniho elektrolytu

kapilarni elektrochromatografie

chiralni stacionarni faze

CS ptidan do zakladniho elektrolytu

vvvvvv

19




Doporucena literatura
Berthod A.: Anal.Chem. 78 (2006) 2093

E.Tesafova, D.W.Armstrong: Enantioselective separation (Chapter 5) v "Advanced Chromatographic and
Electromigration Methods in BioSciences, Ed. Z.Deyl, .Miksik, F.Tagliaro, E.Tesafova, Elsevier,
Amsterdam, 1998, s. 197

M. Gilar, E. Tesafova, V. Patzelova, Z. Deyl: Chem. Listy 88 (1994) 514
Srkalova S.: Bakalaiska prace, PiF UK v Praze, 2007
Tylova T.: Bakalaiska prace, PfF UK v Praze, 2007

20
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RNDr. Radomir Cabala, Ph.D.
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3.1 Uvod

3.1.1 Zakladni chromatografické veli¢iny

Abychom mohli srovnavat a popisovat chovani jednotlivych latek v GC, je nutno tyto latky né&jak
charakterizovat — popsat. Zakladni chromatografickou veli¢inou charakterizujici latky v zaznamu
chromatografického dé&je, chromatogramu, je retenéni ¢as. Univerzalnéjsi veli¢inou, kterd nezéavisi
na experimentalnich podminkach, kromé teploty a druhu stacionarni faze, je separacni koeficient
(dfive se nazyval kapacitni faktor) £:

kde ¢, je retencni Cas, ), — mtrvy retencni ¢as a ¢, — redukovany reten¢ni ¢as. Tyto veliCiny chrakte-
rizuji chovani dané latky v separacnim systému za danych experimentalnich podminek. V piipadé
uréeni kvality oddé€leni dvou latek sousedicich na chromatogramu se v praxi pouziva veli¢ina sepa-

racni faktor «:

t;?Z_kZ_KZ_VL&

ek Ky Vi
kde tg; < trr, K je rozdélovaci konstanta a Ve — redukovany retenc¢ni objem. Ze vztahu je patrna
provazanost separacniho faktoru « dvojice latek a jejich separacnich koeficientli £. Pro uplnost
uved’'me, ze u¢innost separac¢niho systému (mira rozmyti uzké zony vzorku béhem jejiho prichodu
separacnim systémem) pro danou latku je vyjadfovana jako pocet teoretickych pater NV:

2 2 2

N=16.|12| —5545.| & | _4.| 'z

w, w, w,

kde w s indexy b, & a i odpovida Sitkam piku u zakladni linie, v poloviné vysky piku a v inflexnim
bodg.

3.1.2 Principy chiralni separace

Pti chiralni separaci, tj. oddélovani enantiomert, stojime pfed nelehkym ukolem oddélit dvé téméf
identicka individua, ktera se chovaji rozdiln¢ pouze pfi interakci s chirdlnim prostfedim. V bézném,
achiralnim prostfedi jsou oba enantiomery identické.
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Pokud chceme enantiomery pouze pozorovat, Ize vyhodné vyuzit jejich interakci s polarizo-
vanym svétlem. K tomuto ucelu slouzi metody jako polarimetrie, cirkularni dichroismus a opticka
rota¢ni disperze.

vvvvvv

pozici bud’ tvorbu diastereomerd, tj. v podstaté zopakovat to, co uz udélal Pasteur, nebo asociaci,
kdy dochazi v n¢jaké formé k interakei s jinou chiralni latkou ¢i prostfedim.

3.2 Chiralni plynova chromatografie

Kapilarni chirdlni GC je nejrozsifenéjsi chiralni separa¢ni metodou v evropskych akademickych
a primyslovych laboratofich [1] a zfejm¢ také nejrozsitenéjsi analytickou chiralni separacni meto-
dou viibec. Dlivodem je jeji vysoka ucinnost a rychlost separace, citlivost a jednoducha detegova-
telnost analytli, moznost teplotniho programovani analyz, moznost propojeni se spektrometrickymi
a spektroskopickymi metodami a moznosti vicekolonového ¢i dokonce multidimenzionalniho
uspofadani. Jedinymi omezujicimi kritérii jsou pozadavek dostate¢né t€kavosti a teplotni stability,
stereochemické integrity a rozpustnosti chiralniho selektoru za normalni a zvysSené teploty. Pokud
neni potfeba analyzovat enatiomery v komplexnich matricich, jedna se v podstaté o binarni systém
dvou enantiomeri, ktery 1ze separovat na velmi kratkych kolonach v kratkém case, nebo analyzo-
vat méné¢ tekavé latky. Vysoka separac¢ni ¢innost GC umoznuje Casto rozdélit multikomponentni
smési enantiomert v jediné analyze. Vyuzitim SIM-modu v GC-MS Ize detegovat i stopova mnoz-
stvi enantiomerd pritomnych ve velmi komplexnich matricich. Detek¢ni limity (limit of detection,
LOD) dosahované pouzitim citlivych detektord (FID, NPD, ECD a GC) dosahuji hodnot pg a mé-
né. Chiralni GC je pouZzivana pro analyzy specialnich chemikalii, meziproduktd, prekursorti, meta-
bolitt, 1éc¢iv, drog, mnoha druhl pesticidd, feromonil, vonnych latek atd. Vzhledem k rostoucimu
vyznamu a pouzivani chiralnich 1é¢iv roste také vyznam chiralni GC pro jejich legislativni kontrolu.

Separaci enantiomerti v GC lze provést dvéma zakladnimi zptsoby:

Neprima metoda: Nejdiive provedena mimokolonova konverze enantiomerti na diastereomerni
derivaty reakci s enantiomericky Cistym ¢inidlem a nasledné jejich separace na konvenéni achiralni
koloné. U této metody se vSak miiZze uplatnit diskriminace (zdanlivé sniZzeni mnoZzstvi) jednoho
z diastereomertt v disledku bud’ diskriminacniho efektu pfi nastiiku do GC (zvySeni podilu teka-
vejsich slozek vzorku na tkor méné tékavych v disledku nestejné rychlosti jejich odpatovani),
nebo netplné reakce enantiomert na diasteroemery- Mize také dojit k rozkladu nebo ztrat¢ enanti-
omerd béhem piipravy vzorku, izolace a manipulace se vzorkem.

Piima metoda: Separace enantiomerti probihd na chirdlni stacionarni fazi obsahujici rozlisujici
latku vysoké enantiomerni Cistoty (chiralni selektor). Podstatou metody je rychla a reverzibilni
tvorba diastereomernich asociatii mezi chiralni stacionarni fazi (sf) a racemickym ¢i neracemickym
analytem. Tato metoda je nezavisld na enatiomerni Cistoté sf, ovSem mala enantiomerni Cistota
snizuje k a pii racemickém slozeni sf by uz nedoslo k separaci. Dale je vhodna pro stanoveni optic-
ké Cistoty latek (viz dale), ktera vyZzaduje efektivni separacni systém vykazujici vysoké chiralni
rozliSeni pro pary chiralni selektor—analyt. Tyto pozadavky GC nastésti spliuje.

3.2.1 Interakce v chiralnich separacich

Veskeré molekularni interakce chiralni selektor—analyt jsou zaloZeny, stejné jako interakce achiral-
nich latek, na péti zakladnich silach. Jsou to sily disperzni (polarizibilita) a elektrostatické (naboj),
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interakce dip6l—dipol (dipolovy moment) a indukéni sily (dipélovy moment—polarizibilita). Jako
samostatny paty druh interakce se uvadéji vodikové vazby diky jejich specifickym vlastnostem.
Teprve specifické prostorové uspotradani atomd v molekulach a z toho vyplyvajici prostorova an-
izotropie souctu vSech prispévku sil jsou pfi¢inou rozdild v interakcich enantiomerti a chiralniho
selektoru.

Je tfeba si uvédomit, ze v chromatografii ¢asto pouzivané oznaceni latek jako hydrofilni
a hydrofobni jsou do zna¢né miry intuitivni a postradaji, az na vyjimky, kvantitativni méfitko. Je
nepiili§ zndmou skutecnosti, ze i doméle Cist€ polarni interakce jsou z alespont 50 % tvotfeny dis-
perznimi, tedy ¢ist€ "nepolarnimi" interakcemi.

3.3 Stacionarni faze pro chiralni separace v GC

Chiralni stacionarni faze (chiral stationary phases, CHSP) v GC byvaji klasifikovany nejCasteji
podle typu interakce selektor—analyt. RozliSovany jsou tak CHSF tvorici vodikové vazby a uzivané
predevsim pro analyzu aminokyselin, ddle CHSP tvotici komplexy slouc¢enin kovi a CHSP tvofici
inkluzni slouCeniny, vétsinou cyklodextriny a jejich derivaty.

Chiralni stacionarni faze mohou mit riznou formu a jsou imobilizovany v chromatografické
kolon¢ riiznymi zpusoby. Jednou moznosti je pouziti Cistého netékavého chiralniho selektoru ¢i
jeho roztoku ve skvalanu ¢i polysiloxanu naneseném mechanicky na st¢nu GC kolony. Druhou
moznosti je chemicky vazany selektor v polysiloxanové matrici (typ Chirasil), ktera je téz chemic-
ky vazana na stény GC kolony. Tyto tzv. chemicky vazané GC kolony vykazuji vyrazné zvyseny
teplotni rozsah a stabilitu, G¢innost a robustnost.

3.3.1 CHSP zaloZené na tvorbé vodikovych mistki

Pro analyzu enantiomerti aminokyselin se vyhodnymi chiralnimi selektory ukazaly byt samotné
aminokyseliny, a to pfedev§im valin (Val). Postupnym vyvojem a vyzkumem bylo zjisté€no, Ze pro
optimalni chirdlni separaci aminokyselin (pfesnéji jejich t€¢kavych derivatl) je nezbytna dodatecna
amidova vazba pro tvorbu intenzivni vodikové vazby.

Aby bylo mozno analyzovat aminokyseliny, musi byt zvySena jejich t€kavost, tj. museji byt
derivatizovany. NH,- a OH-skupina se vétSinou prevedou na acetyl (FID), trifluoroacetyl (ECD,
MS) nebo pentafluoropropanoyl (ECD, MS) derivaty, zatimco karboxylova skupina na methyl ¢i
perfluorethyl estery, poptipadé€ na alkyl amidy.

CHj

O
H
0 PN

NH CHs
H23C71 T CHy
H4C
by M

N-undecenoyl-L-valin isopropylamid
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Chirasil-Val je jednou z nejuzivangjSich CHSP a je komer¢né dostupny ve formé L- i D-,
coz umoznuje stanoveni enantiomerniho sloZeni a rovnéz dovoluje stanovit az 0,04 % minoritniho
enantiomeru.

CHj HBT
R—Si (6] Ti O+—R
H3C H5;C
— -n
(e}
H,C
Obr 3.1: Struktura CHSP Chirasil-Val
His(EQC)
Lys
Gy Ser Tyr I
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Obr. 3.2:  Separace enantiomerii 20 biogenich aminokyselin ve formé N,O,S-pentafluoro-
propanoyl-O-2-propylesterit (histidin jako N;,-ethoxykarbonyl) na 0.13 mm Chira-
sil-Val p¥i 4 kPa H,.

Teplotni program: 50 °C, 5 °C min' do 85 °C, 3 min izotermalng, 4 °C min"' do 190 °C. Ko-
lona: 20 m x 0,3 mm L.D. sklenéna kapilara. D-enantiomery eluuji pfed L-enantiomery [2].

3.3.2 CHSP zaloZené na interakcich s komplexy kovii

Chiralni koordinaé¢ni slouc¢eniny kovili odvozené od terpent jako napt. 1R- a 1S-kafru, 3- a 4-pina-
nonu, thujonu, nopinonu, menthonu, izomenthonu, karvonu a pulegonu byly ve formé svych kovo-
vych (bis)chelati perfluoracylovanych diketond pouzity na chiralni separace celé fady latek. Nize
je uveden piiklad struktury koordinacni CHSP.

Nevyhodu volnych chelatti, nizkou pracovni teplotu (25-120 °C), se podafilo pfekonat imo-
bilizaci komplexu do polysiloxanové matrice a chemicka vazba na kifemenné kapilarni GC kolony
(chemicky vazané kolony) umoznila zvySit pracovni teplotu analyzy (viz 1S-Chirasil-Nikl).
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Pouziti téchto CHSP pfi enantioselektivni komplexacni chromatografii vedlo k objevu Ctyt
enantioselektivnich déji, isoenantioselektivni teploty a efektu tvorby ploSiny mezi piky pii enanti-
omerizaci (viz dale). Koordina¢ni CHSP umoznily separaci t€kavych latek netvoricich vodikové
vazby, jako jsou napi. feromony, vonné latky a oxirany, tudiz latky, které nebylo mozno rozdélit za
pomoci aminokyselinovych chirdlnich selektortit uvedenych v ptredchazejicimj oddilu a z tohoto
hlediska k nim jsou tedy komplementarni. Tento typ CHSP byl vyuzivan hlavné pfed objevem
a nasazenim cyklodextrinti (viz dale). Na nasledujicim obrazku je uveden piiklad separace za pou-
ziti Ni-koordina¢ni CHSP.

CHj; CHj;
R—Si—O0 Si—O0 R

CHy

CHj H3C
H3C

HsC CHj,

FsC CF, CF, _CF3
\CFz/ ~~CF,

1S-Chirasil-Nikl

Obr 3.3:  Separace osmi stereoizomerii sec- _,&}_\ , 2 ~
butyloxiranu na Ni(Il) bis(3- -
(hepta-fluorobutanoyl)-10- R
ethyliden)-1S-kafratu] (0.125 34 8
mol/kg v OV-101) pii 90 °C. 5 6

Sklenéna kolona: 25 m % 0.25 mm 1.D.

Tucné a carkované cary ve vzorcich 12
ptedstavuji izomerii cis/trans a nezo- |
brazuji absolutni konfiguraci. [3] '

3.3.3 CHSP zaloZené na tvorbé inkluznich komplexi

Inkluze

Pod timto pojmem je mysleno uzavieni molekuly "hosta" do hostitelské struktury. Inkluze je di-
sledkem schopnosti jedné slouceniny pomoci vhodnych sterickych vlastnosti a polarity prostoroveé
uzavtit druhou slozku. Tvorba inkluznich komplexi mize probihat v plynné, kapalné i tuhé fazi
a je podminéna prostorovym uspotfadanim, interakcemi typu van der Waalsovych sil a orientacnimi
dipolovymi interakcemi. Permanentni struktura hostitele umoziuje jednoduchy vznik inkluze sty-
kem v roztoku (cyklodextriny, skrob) nebo v tuhé fazi (zeolity, bentonit, grafit). Hostitelska mole-
kula musi obsahovat volné prostory molekularnich rozmért (Casto se tvoii az v pritomnosti hostuji-
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cich latek) odpovidajici velikosti objemu hostujici latky. Volny prostor, do kterého se zaclenuje
hostujici molekula miva tvar klicky, kanalku nebo vrstvy. Tvorbu inkluzniho komplexu nelze od-
vodit ani z chemické afinity ani z reaktivity podilejicich se slozek. Vzhledem ke specifickym pro-
storovym narokiim tvorby inkluznich komplexi je jejich vznik velmi selektivni a zavisly na prosto-
rovych a chemickych vlastnostech. Inkluzni slou¢eniny mohou byt monomolekularni nebo polymo-
lekularni.

Vlastnosti inkluznich sloucenin

Stabilita inkluznich sloucenin je s ohledem na jejich riznorodost zna¢né€ variabilni. Stabilita hosti-
telské miizky je v nékterych ptipadech podminéna ptitomnosti hostii. Ke stabilizaci miizky hostite-
le nemize dojit, jsou-li molekuly hosta malé (thiomocovina dava prednost isoalkantim pted neroz-
vétvenymi alkany, B-cyklodextrin inkluduje brombenzen a jodbenzen, nikoliv chlorbenzen). Stalost
inkluznich slou¢enin v tuhém stavu je ovlivnéna teplotou a tlakem a mize se také ménit v pfitom-
nosti rozpoustédla. Pii rozpousténi ve vodeé se inkluzni sloucenina obvykle rozpada na své kompo-
nenty (s vyjimkou cyklodextrini a cholové kyseliny). Mezi materialy schopné tvorby inkluznich
komplexti patii napt. mocovina, cyklodextriny, calixareny, zeolity, bentonit a grafit.

Vyznamnou vlastnosti inkluznich sloucenin je jejich schopnost selektivné interagovat s mo-
lekulami se zcela urCitymi prostorovymi seskupenimi, ¢ehoz se pravé vyuziva v chirdlnich GC
separacich.

3.3.4 Cyklodextrinové CHSP

Cyklodextriny (CD) jsou znamy od r. 1891 a jsou to produkty enzymatické degradace Skrobu glu-
kosyltransferazami bakterii Bacilus macerans. Chemicky jde o cyklické oligosacharidy slozené ze
Sesti a vice D-glukopyranosovych jednotek spojenych a-1,4 vazbami. Nejvice zastoupenymi pro-
dukty jsou kruhy se 6 (a), 7 (B) a 8 (y) jednotkami. Typickou vlastnosti CD je pfitomnost sekun-
darnich OH-skupin na vnéj$im §irSim okraji a primarnich OH-skupin na vnéj$im uzs$im okraji. Tou-
to konfiguraci dochazi ke stavu, kdy je vnéjsi povrch hydrofilni a kavita (vnitini prostor) lipofilni.

020 YT
‘_. "1_...-.-' .‘ e |
e

o~ S gog;

Obr. 3.4:  Struktura o, B a y CD s uvedenymi rozméry kavit
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CD mohou tvoftit inkluzni slou¢eniny jak s organickymi tak i anorganickymi latkami v po-
larnich rozpoustédlech, jejich smésich a na rozhranich pevné a plynné faze.

Stacionarni faze na bazi CD v GC mohou byt nativni (¢isté) CD, které vykazuji veliké hod-
noty a, trpi ovSem malou uc¢innosti a kratkou zivotnosti. Modifikované CD tyto nevyhody postra-
daji. Permethylované CD maji vysoky bod tani a byvaji casto pouzivany jako roztoky v polysiloxa-

v

nech. Per-n-pentylované CD (Lipodex™) maji naopak nizky bod tani. Polarnéjsi jsou hydroxypro-
pyl-, acetyl- a trifluoroacetyl-derivaty CD. V pfipad¢ potieby lze uzsi okraj CD kavity blokovat
navazanim objemného substituentu, napf. silanizovanim, ¢ehoz lze soucasné také pouzit k chemic-
kému navazani faze do GC kolony (Chirasil-Dex).

Pti vyzkumu CD-CHSP se ukazalo, ze pouziti vysokych koncentraci CD ve vhodné matrici
(napt. v polysiloxanech, OV-1701, apod.) nevede k velkému zvySeni a.. Naopak bylo zjisténo, ze
koncentrace nad 30 % (v/w) pro permethylované a nad 50 % pro vysokomolekularni CD Zadné
zlepseni nepiinasi a optimalni separace je dosahovano vétSinou pro nizké koncentrace CD. Bylo téz
zjiSténo, ze separacni faktor a je nelinearné zavisly na koncentraci CD.

Na separacni d¢j ma, kromé dalSich experimentalnich parametrii, samoziejmé znacny vliv
druh pouzitého CD (velikost kavity) a také druh derivatu resp. derivatizace pouzity pro malo tékavé
analyty (napf. je velky rozdil mezi acetyl-, trichloracetyl- a trifluoracetyl-derivaty).

1.a-Thujene
2. (-)-a.-Pinene 14
3.(+)-0.-Pinene 9 11 13
4. B-Myrcene
5.(+)-Camphene
6.(-)-Camphene 15
7.(+)-B-Pinene
8.(-)-B-Pinene
9.cis—B-Ocimene
10.p-Cumene 3 16
11.(+/-)-Cineole
12.(+/-)-0.-Terpinolene
13.(+/-)-Linalool N
14.(+/-+-Linalyl Acetate N
15.Camphor 6\ 5 17
1

16.(+)-Terpinen-4-ol

17.(-)-Terpinen-4-ol

18.(+/-)-Borneol 2 12

1 S .

0 g 10 15 20 23
Time (minutes)

Obr. 3.5: Chromatogram levandulového oleje, kolona 30 m x 0,25 mm, 0,25 pum B-DEX™, (-
220 °C p¥#i 4 °C min™, He 35 cm s™, vzorkovdni headspace 30 °C 30 s, ©Supelco

3.4 Termodynamika chiralnich separaci

Veli¢inou rozhodujici o chiralni separaci enantiomertt R a S je rozdil Gibbsovych energii A(4G)
interakce enantiomer-chiralni selektor ve sf:
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K
Ay (AG) =—(AGR —AGS) =RTIn—%=-A,, (AH)+T~ARS(AS)
: K, : ,
kde K je rozdélovaci konstanta mezi sf a mf (resp. konstanty stability asociatt,Kr > Ks), A(AH) je
zména enthalpie, A(AS) je zména entropie a T je absolutni teplota.

Teplotni zavislost entalpického a entropického ptispeévku je opacna, coz vede k jevu, kdy jsou za
urcité teploty oba ptispévky rovnocenné (tzv. H-S kompenzace). Potom plati, ze

—A,s(AG) =0, tudiz A, (AH) =T,

iso 'AR,S (AS)

Tato teplota se nazyva isoenantioselektivni teplota, T}, pti které je chiralni separace nulova a do-
chazi ke splynuti pikli obou enantiomert. Plati, Ze pod T}, je chiralni separace kontrolovana ental-
pii a potadi eluce je S, R, zatimco nad T, je chiralni separace kontrolovana entropii a potadi eluce
je R, S. Vétsina chiralnich separaci je obvykle kontrolovana entalpii, protoze se separace provadéji
pfi nejnizsi mozné teploté. V chirdlni GC lze rozd¢lit enantiomery lisici se v A(AG) o 0,1 kJ/mol
a vice.

3.5 Urceni absolutni konfigurace enantiomeri

Velmi dilezitym tkolem je zjisténi asolutni konfigurace enantiomerti. Chirdlni GC umi tento tikol
vytesit dvémi metodami.

Piima metoda pouziva davkovani Cisté referencni latky o zndmé konfiguraci a srovnani vysledku
s analyzou urovaného enantiomeru. Tato metoda poskytuje absolutni jistotu uréeni konfigurace,
ovSem jeji nevyhodou je mala dostupnost oticky Cistych referencnich latek. Tento nedostatek z¢asti
eliminuje druha metoda.

Nepiima metoda je zaloZena na pouziti empirickych pravidel vyjadfujicich korelaci absolutni
konfigurace a reten¢niho pofadi enantiomerti homologické fady latek. Pouziti této metody vSak
v sob¢ nese vzdy zbytkovou nejistotu uréeni konfigurace. Navic je metoda omezend na méieni
provadéna za stejné teploty (viz. AH-AS kompenzace nebo multimodalni rozliSovaci mechani-
zmus).

3.6 Vyjadrovani sloZeni smési enantiomeru

Enantiomerni slozeni latek se v praxi vyjadfuje n€kolika zpisoby znichz dale jsou uvedeny Enati-
omeric Excess (ee) a Chromatographic Purity (ChP).

Enantiomeric Excess (ee)
Oznacime-li £ a E, jako obsahy enantiomer( ve vzorku, pak ee 1ze vypocist dle vzorce
E -FE
ee=| —1—=21.100 (%)
E +E,
pficemz indexem 1 se oznaci majoritni enantiomer. Plati, Ze ee = 0 (0 %) pro racemat, zatimco
ee =1 (100 %) pro Cisty enantiomer 1.
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Chromatographic Purity (ChP)

cnp=|—E 100 (%)

E +E,

Pro ChP plati, ze ChP = 50 % pro racemat a ChP = 100 % pro ¢isty enantiomer 1.

3.7 Dynamicka chiralni plynova chromatografie

Pokud dochazi u enantiomerit k dynamické konverzi jejich konfigurace béhem chromatografické
analyzy, lze na chromatogramech pozorovat promeénlivé elucni profily s plo§inou mezi piky enanti-
omert (tzv. batman-peaks, viz obr. 3.6). Tento proces je oznacovan jako enantiomerizace. Enanti-
omerizace slouzi nékdy jako diagnostickd pomticka urceni stability enantiomerti z minimalniho
mnozstvi racemického vzorku. Analyzou tvaru pikl a jejich teplotni zavislosti lze uréit velikost
enantiomerizacni bariéry.

Navzijem se menici enantiomery maji rozdilné chemické potencialy ve sf a tudiz také roz-
dilné rozdé¢lovaci konstanty zodpovédné za chiralni separaci. Proto jsou i rychlosti konverze jedno-
ho enantiomeru v druhy rozdilné a pokud je napf. prvni eluovany enantiomer S ( Ks < Kz) konver-
tovan rychleji na R (ks.r > kr.s), setrva tento déle ve sf a tudiz se obohaceni ¢i ochuzeni R vyrusi
navzajem a neobjevi se celkova deracemizace vzorku.

130°C
135°C
|
125°C
J S
45 50 55 80 - a0 5 a0 s‘,s l:ﬂ
lm t [min] 1 [min]

Obr. 3.6: Enantiomerizace dimethyl-2,3-pentadiendioatu na Chrasil-Ni

3.8 Enantiomerické znackovani (labelling)

Mnozstvi enantiomeru v komplexnich vzorci lze stanovit v chirdlni GC metodou enantimerického
znackovani [4]. V této metodé je pfesné znamé mnozstvi enantiomerné Cistého standardu nebo
racematu piidano do vzorku jako interni standard (IS) a ptivodni mnozstvi enantiomeru ve vzorku
je urCeno ze zmény pomerného zastoupeni enantiomert zpsobené timto pridavkem. Predpokladem
metody je, Ze pom&rné zastoupeni enantiomerti neni ovlivnéno manipulaci se vzorkem, derivatiza-
ci, fedénim, nasttikem, detekci ani ztratami. Dal$i podminkou pouziti této metody je znalost enan-
tiomerni Cistoty vzorku a standardu. Enantiomerni sloZeni vzorku lze pak vypocitat nasledovneé.
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[R]

Pokud 4 je podil koncentraci (ploch pikil) enantiomerd R a S v pivodnim vzorku, A==— ,aB

[5]
. [R] . .
je tentyz podil po pfidavku C mg IS, B ==—, pak lze v ptipadé znac¢kovani ¢istym enantiomerem
[S]
A m, (m
R vypocitat zastoupeni enantiomeri nasledovné m, =—— (mg), mg = my (Mg) (mg) .

—

-B C 1-B
—— (mg) amg=——— (mg).
—1 2 B-4

V pfipadé pouziti racematu jako IS jsou m, =

¢
2

|
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4.1 Uvod

Enantioselektivni separaci v HPLC lze docilit dvéma odlisnymi zptsoby:

1. Prvni cestou je vytvoreni diasterecomerii derivatizaci analytu pied vlastni separaci. Vlastni
d€leni vzniklych diastereomerti, které maji odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti i v achirdlnim
prostiedi, je nasledné mozné provadét v bézném (nechiralnim) kapalinové chromatografickém sys-
tému. Takovy postup se nazyva nepiimé déleni enantiomerii.

2. Druhy zptsob je piimé déleni enantiomerit ve stereoselektivnim separa¢nim prostiedi vyso-
koucinné kapalinové chromatografie. Tento postup tedy nevyzaduje zadnou predchozi derivatizaci,
separacni systém je vSak tieba upravit tak, aby umoznoval stereoselektivni rozpoznavani.

4.2 Neprimé metody — derivatizace

Neptimé metody separace enantiomerd jsou klasickym piistupem k analyze chiralnich sloucenin
v HPLC. Derivatizace enantiomerné ¢istymi slou¢eninami — chiralnimi selektory (CS) vede k tvor-
bé kovalentn¢ vazanych diastereomert. Rozdilné rychlostni konstanty derivatizacnich reakci pro
jednotlivé enantiomery a moznost racemizace béhem derivatiza¢niho procesu predstavuji dvé hlav-
ni uskali pouziti nepfimych metod pii stanoveni enantiomerti. Pro derivatizacni reakce jsou potieba
CS vysoké enantiomerni Cistoty. Vyhodou je moznost pouziti achiralni stacionarni faze, a dale
moznost zdmény eluéniho poradi enantiomerd, pouzije-li se pro derivatizaci opacny enantiomer
jako derivatizacni ¢inidlo.

Rada derivatiza¢nich ¢inidel byla vyzkousena pro tento ucel. Funkéni skupiny, na nichz de-
rivatizace probiha nejéastéji, jsou aminoskupiny, karboxylové a hydroxylové skupiny. Jako deriva-
tizacni Cinidla se vyuZzivaji napf. isokyanaty nebo isothiokyanaty, dansyl chlorid (DNS-CI) a dalsi
dansyl-derivaty, fluorenylmethyloxykarbonyl-L-prolin (FMOC-L-prolin), o-ftalaldehyd (OPA)
spolu s chirdlnimi thioly pro chirdlni derivatizaci aminokyselin ¢i aminti. Esterifikace chiralnimi
alkoholy nebo amidace aminy jsou ukazky moznych postupi pro derivatizaci karboxylové skupiny.
Pro derivatizaci hydroxyskupin analytd lze pouzit rovnéz esterifikaci, tentokrat chiralnimi kyselinami
¢i jejich derivaty nebo acylkyanidy a isokyanaty. Blizsi informace o chiralnich derivatiza¢nich cini-
dlech a postupech lze najit v pracich vénovanych této problematice (viz doporucena literatura).

Je tieba poznamenat, Ze derivatizaci Ize vyuzit i ke snizeni detekéniho limitu. Takovy pristup
lze zaradit mezi nepiimé metody, kdyz derivatizacni ¢inidlo vede jak k tvorb¢ kovalentniho diaste-
reomeru, tak ke vzniku derivatu umoziujiciho citlivéjsi detekcei (tj. diastereomer ma vétsi absor-
banci, vodivost aj. nez analyt sam). Derivatizace vSak miZe byt pouzita i tehdy, kdyz se diastereo-
mer nevytvaii. Pak se jedna o pfimou metodu separace (viz ¢ast 4.3) enantiomerti a derivatizace
vede pouze ke zvyseni citlivosti detekce, prikladem mutize byt vneseni fluorescenéni skupiny do
struktury analytu.
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4.3 Primé metody

Na rozdil od tvorby stabilnich diastereomert derivatizaci popsanou v ¢asti 4.2, v piipad€ ptfimych
metod dochazi k tvorbé labilnich diastereomernich komplexii odlisné stability.

K realizaci enantioselektivnich separa¢nich systéma v HPLC jsou mozné dva pfistupy:
1. pouziti chiralni staciondrni faze (CSP),
2. ptidani chiralniho aditiva do mobilni faze.

Je zfejmé, Ze ob&é moznosti maji své vyhody a nevyhody. Pouziti chiralnich stacionarnich fazi je
v zasad¢€ omezeno komercéné dostupnymi typy CSP, ptipadné vlastnimi schopnostmi experimenta-
tord tyto faze pripravit. Vyhody a nevyhody pouziti pfidavku chiralniho selektoru do mobilni faze
jsou shrnuty v tab. 4.1. Zminéné vyhody tohoto usporadani Ize vyuzit piedevsim v kapilarnich sys-
témech kapalinové chromatografie, kde je vyrazné sniZzena spotieba ¢asto drahého chiralniho selek-
toru. Jako chiralni aditiva se pouZzivaji CS stejné nebo analogické t€m, které se vyuzivaji pii piipra-
vé/vyrobe¢ chiralnich stacionarnich fazi. Koncentrace CS v mobilni fazi je pak vedle volby pufru
(typu, koncentrace a pH) a organického modifikatoru resp. rozpoustédel (a jejich poméru) dal§im
faktorem vyznamné ovliviujicim chiralni rozliSeni.

Ptes fadu vyhod pouZzivani chiralniho aditiva do mobilni faze se v soucasné chiralni HPLC
vice uplatnuji separacni systémy vyuzivajici chiralni stacionarni faze v kombinaci s nechiralni fazi
mobilni. Proto také v nasledujici ¢asti textu bude této problematice vénovana hlavni pozornost.

Tab. 4.1: Vyhody a nevyhody piidavku chirdlniho selektoru do mobilni faze

Vyhody Nevyhody
levnéjsi achiralni stacionarni faze s vétsi separaéni | CS mize absorbovat
ucinnosti
Siroky vybér CS velka spotieba CS
snadna vyména nevhodné zvoleného CS $patna rozpustnost CS
snadna zameéna elu¢niho poradi R-/S-enantiomert pro preparativni pouziti - nutnost rozrusit komplex

CS-analyt

v nékterych ptipadech odlisné enantioselektivita

4.4 Chiralni stacionarni faze

Prvni zdafila separace enantiomerd (aZ na zakladni linii) v HPLC byla popsana Davankovem za-
¢atkem sedmdesatych let minulého stoleti. Od roku 1981 se zacaly objevovat prvni komercni chi-
ralni stacionarni faze — tzv. Pirklovy faze.

V soucasné dobé¢ je k dispozici bohaty vybér rozli¢nych chiralnich stacionarnich fazi od fady
vyrobcl. Z pohledu spotiebitele jsou nejvyhodnéjsi takové faze, které umoznuji déleni co nejroz-
manitéjsi Skaly chirdlnich analyt. Pro konkrétni aplikacni ucely, Casto v preparativnim méfitku, se
vSak dobfe hodi i tzv. na miru §ité CSP (tailor-made CSP), které¢ umoznuji délit pouze danou dvoji-
ci enantiomerti nebo velmi omezenou skupinu podobnych analyta.

Chiralni stacionarni faze lze d€lit podle riznych kriterii. Nejvhodnéjsi se jevi déleni podle
podstatného typu interakce, ktery ma nejvetsi vliv na chiralni rozliSeni, nebot’ tak 1ze nejlépe vy-

hledavat vhodnou chiralni stacionarni fazi pro danou aplikaci. Vzhledem k tomu, Ze o stereoselek-
tivnim rozliSeni rozhoduje vice interakci soucasné (viz kapitola 2.6), a navic zastoupeni jednotli-
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vych interakci resp. cely interak¢éni mechanismus se zasadné lisi podle pouzitého separa¢niho médu
(pokud dana CSP umoziuje praci ve vice modech, s riznymi mobilnimi fazemi), i toto déleni Casto
selhava. Tab. 4.2 se snazi o uritou kategorizaci chiralnich stacionarnich fazi pouzivanych v HLPC.

Tab. 4.2: Chiralni stacionarni faze pro HPLC a ukazky pouZivanych chirdlnich selektori

Typ CSP Piiklady CS
ligandové-vyménné aminokyseliny + Cu, Ni, Zn (II)
n-komplexy, vodikova vazba (Pirkle) 3,5-dinitrobenzoylderivaty AA
inkluzni
chiralni crown ethery 16-crown polyether
cyklodextriny nativni a derivatizované CD
pfirodni polymery
polysacharidy derivatizovana celulosa (amylosa)
proteiny sérové albuminy
enzymy trypsin, pepsin
syntetické polymery
vtisténé polymery (MIP) vtisténé aminokyseliny
makrocyclicka antibiotika teikoplanin, vankomycin
chininové alkaloidy mnoho derivatl — karbamaty
rizné namelové alkaloidy

Komeréni CSP nejcastéji pouzivané pro analytické ucely vyuzivaji jako chirdlni selektory
polysacharidy, cyklodextriny nebo makrocyklickd antibiotika, piipadné proteiny nebo derivaty
aminokyselin. Charakteristické vlastnosti a moznosti aplikaci téchto chiralnich stacionarnich fazi
budou proto probrany podrobné;ji.

4.4.1 CSP na bazi polysacharidi

Polysacharidové chiralni stacionarni faze jsou v soucasnosti k dispozici ve dvou principialné odlis-
nych variantach: (1) nosic¢, pievazné silikagel, je pokryt chiralnim selektorem (coated CSP) a (2)
chirdlni selektor je chemicky vazan na nosi¢ (immobilized CSP). Stabilita pokryvanych CSP byla
nizka vzhledem k rozpustnosti derivatd polysacharidi ve vod¢ a jinych polarnich rozpoustédlech,
a tak tyto faze mély znacné omezeny vybér kompatibilnich mobilnich fazi. Musely byt pouzivany
smesi alkanti s alkoholy nebo obecné mobilni faze s nizkym obsahem vodné slozky. U imobilizo-
vanych CSP se vazba polysacharidi casto uskutecnuje prostrednictvim 3-aminopropylu na silikage-
lu a diisokyanat se pfidava jako sitovaci ¢inidlo. Novéjsi moznosti je kopolymerace s vinylovym
monomerem, ktery je navazan na celulose.

Jako polysacharidii se vyuziva riznych derivatt jak celulosy, tak amylosy. Oba polysachari-
dy maji levotoc¢ivou helikalni strukturu. Stabilnéjsi konformace celulosy je méné ovliviiovana sub-
stituci nez flexibiln€jsi struktura amylosy. Tim je vysvétlovana odliSna enantioselektivita obou
polysacharidi. Mezi derivaty se nejvice osveédéily triacetaty, trifenylkarbamaty nebo benzoaty.
Sroubovice trifenylkarbamatu je uzpiisobena tak, e ma polarni karbamatové skupiny uvnitf, za-
timco nepolarni aromatické skupiny jsou vné. Hlavni mechanismus enantiosektivniho rozliSeni je

pripisovan vodikovym vazbam a mt-m interakcim.

Soucasn¢ vyrabéné CSP na bazi polysacharidii jsou dostate¢n¢ stabilni a lze je jiz pouZzivat i v reverz-
nim moédu, tj. s mobilnimi fazemi tvofenymi vodou/pufrem s pridavkem organického modifikatoru.
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4.4.2 Cyklodextrinové CSP

Cyklodextriny (CD) a jejich derivaty patii vSeobecné mezi nejznaméjsi chiralni selektory. Jsou to
cyklické oligosacharidy tvofené riznym poctem glukopyranosovych jednotek. Nejvice se uplatiiuji
a-CD, B-CD a y-CD, jejichz kruhy tvoii Sest, sedm resp. osm stavebnich jednotek. Z téchto zaklad-
nich cyklodextrinti se nejcastéji pouziva B-CD, jehoz rozméry kavity nejlépe vyhovuji pro inkluzi
hydrofobnich ¢asti fady molekul. Nativni cyklodextriny Ize derivatizovat na hydroxylovych skupi-
nach v polohach 2, 3 a 6. Derivatizace vede k modifikaci funk¢nich skupin, ale ovliviiuje i tvar,
velikost a pfistupnost kavity cyklodextrinu pro inkluzi analytu. Derivaty cyklodextrinu, které se
nejvice uplatiuji jako CS pro vyrobu chiralnich stacionarnich fazi jsou dimethyl-B-CD, acetyl-B-CD,
hydroxypropyl ether-B-CD, naftylethylkarbamoyl-B-CD nebo 3,5-dimethylfenylkarbamoy-3-CD.

Popularita cyklodextrinovych chemicky vazanych CSP je dana jejich schopnosti d¢lit struk-
turn¢ velmi rozmanité enantiomerni pary a moznosti pouziti v riiznych mobilnich fazich — separac-
nich mddech bez nebezpeci ztraty jejich separacni ucinnosti. Vzhledem k tomu, ze se v jednotli-
vych separacnich modech uplatiiuji rozdilné interakce, 1ze pouhou zménou mobilni fize zasadné
ovlivnit enantioseparaci. Hydrofobni interakce, a tudiz inkluze hydrofobni Casti analytu do kavity
cyklodextrinu, se uplatituje v reverznim separacnim modu. V normalnim systému, s méné polarni
mobilni fazi, prevladaji vodikové vazby, n-n- a dip6l-dipol interakce. Inkluze analytu do kavity CD
se neuplatiiuje. Pti pouziti polarné-organické mobilni faze tvofené prevazne acetonitrilem s malym
pridavkem methanolu a fadové desetinami ¢i setinami procenta triethylaminu a octové kyseliny
maji na chiralni rozliSeni vliv vzédjemné interakce funkcnich skupin chiralniho selektoru a analytu
(mél by mit dvé funkcéni skupiny, alesponl jednu v blizkosti chirdlniho centra), vyznamna je role
vodikové vazby. Polarné organicky separacni mod predstavuje velmi Géinny systém pro separaci
fady enantiomert. Jeho pfednosti jsou vysoka ti¢innost separace, velmi dobra symetrie pikt a dobré
rozliSeni pti kratsi dob¢ analyzy.

4.4.3 CSP na bazi makrocyklickych antibiotik

Makrocyklicka antibiotika (MA), pfedevsim glykopeptidy — teikoplanin, vankomycin, ristocetin A,
avoparcin — tvofi dal$i vyznamnou skupinu chiralnich selektorti, které¢ nasly velké uplatnéni pro
vyrobu chiralnich stacionarnich fazi s Sirokymi aplika¢nimi moZnostmi. Tyto glykopeptidy maji
mnoho chiralnich center a funk¢nich skupin, které se mohou podilet na celé fad¢ simultannich in-
terakci potfebnych pro chirdlni rozliSeni. Navic je mozné s MA CSP pracovat také ve vSech sepa-
racnich modech zminovanych u cyklodextrinovych fazi. Polarn€é organickd mobilni faze zde ma
poné¢kud jiné slozeni. Zakladni komponenty ziistavaji stejné, vyrazné se vSak zvysil podil methano-
lu. Uspé&$né separace jsou tak ¢asto dosahovany v istém methanolu s minimalnimi piidavky kyse-
liny a baze. CSP s riznymi MA vykazuji komplementarni separaci, tzn. pokud napf. na vankomy-
cinové CSP dojde v urcité mobilni fazi k castecné enantioseparaci daného analytu, pfi zachovani
stejného slozeni mobilni faze se na jiné, tieba teikoplaninové fazi, Casto docili Gplného rozdéleni
enantiomerd — viz obr. 4.1.

Struktura teikoplaninu resp. teikoplaninové CSP, kterd se vyborné osvédCila pii separaci
aminokyselin, byla tspésn¢ modifikovana odstépenim cukernych ¢asti molekuly za vzniku teiko-
planinu aglykonu (TAG) resp. TAG CSP. Na obr. 4.2 je ukazano srovnani separace aminokyselin
a jejich N-terc-butyloxykarbonyl-derivati na teikoplaninové a teikoplan aglykonové chiralni staci-
onarni fazi. Je patrné, ze pouziti TAG CSP vede v obou pfipadech ke zvySeni retence, které je
u aminokyselin prevazné doprovazeno zvySenim hodnoty chirdlniho rozliSeni. Je-li vSak ami-
noskupina aminokyseliny blokovéana, k enantioseparaci nedojde.
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Obr. 4.1:  Separace meluolu (semisyntetického namelového alkaloidu) na (a) vankomycinové
CSP, (b) teikoplaninové CSP; mobilni faze: vidy 60% MeOH v 0,1% TEAA, pH 4,0.
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Obr. 4.2:  Separace enantiomerii tyrosinu (a) a N-terc-butyloxykarbonyl-tyrosinu (b) na
teikoplaninové CSP (horni chromatogramy) a teikoplanin aglykonové CSP (dolni
chromatogramy); mobilni faze: vidy 20% MeOH v 1,0% TEAA, pH 4,2.

4.4.4 Proteinové CSP

Schopnost proteinti tvofit trojrozmérnou strukturu a stereoselektivné interagovat s léCivy, lze
obecné vyuzit i pfi tvorbé enantioselektivniho prostfedi v HPLC. Na enantioselektivnich interak-
cich se podileji pfedevsim interakce hydrofobni, elektrostatické sily a vodikové vazby. Lidsky sé-
rovy albumin (HSA) a hovézi sérovy albumin (BSA), stejn¢ jako o,-kysely glykoprotein (AGP),
ovomukoid, avidin a nékteré enzymy jsou nejcastéji pouzivané proteinové selektory pro ptipravu
chirdlnich stacionarnich fazi. Velmi dtlezitou ulohu u téchto fazi hraje charakter vazby na nosi¢
(spacer). Hydrofobng&;jsi spacer zfejmé vede k vytvoreni rigidnéjsi struktury CSP, a tim k zlepSeni
schopnosti chiralniho rozpoznavani. S proteinovymi CSP je vhodné pracovat ve vodném prostiedi,
avsak ptidavek nckolika procent napi. 2-propanolu ma vétSinou pozitivni vliv na chiralni rozliseni.
Naopak vysoky obsah organického rozpoustédla by mohl vést k nezadouci zméné konformace a ke
ztraté separacnich schopnosti kolony.

4.4.5 Ligandové-vyménné CSP

Enantioselektivni separacni systémy, které pracuji na principu ligandové-vyménné interakce mezi
analytem a chiralnim selektorem jsou pouzivané v obou uspotadanich, tj. s CS a centralnim ato-
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mem komplexu (nejéastéji Cu®") v mobilni fazi nebo mize byt chiralni selektor vazan na nosic.
Prvni CSP tohoto typu vyuzivaly polymémi, polystyrén-divinylbenzenové nosice. K vyraznému
zlepSeni G¢innosti separace a chiralniho rozliSeni doslo az s vazbou téchto chiralnich selektorti na
silikagel. Aminokyseliny a jejich derivaty, které se nejvice osvédCily jako CS jsou enantiomery
prolinu, hydroxyprolinu, leucinu, valinu a fenylalanin amidu.

4.4.6 Syntetické polymery jako CSP

Zatimco ptirodni polymery jako polysacharidy Ci proteiny a jejich derivaty nasly pomérné Siroké
uplatnéni jako chiralni selektory resp. CSP jak v analytickém, tak v preparativnim méfitku, Cisté
syntetické polymery doposud v chirdlni HPLC takové vyuziti nezaznamenaly. Pfesto se vyvoj
v této oblasti nezastavuje. Diivodem je pfedev§im bohata Skala chemickych struktur, které mak-
romolekularni chemie poskytuje, a moznosti jejich modifikace a snadna syntéza CS s opa¢nou kon-
figuraci. Pro pfipravu CSPs na bazi syntetickych polymera byly pouzity ¢tyii rizné postupy:

(1) Kopolymerace chiradlnich monomera s achiralnim sitovacim cinidlem, ptfikladem mohou byt
chiralni akrylamidy nebo metakrylamidy s ethylen diakrylatem.

(2) Asymetricky katalyzovana polymerace prochirdlnich monomeri pouzita tieba v piipadé trife-
nylmethylmetakrylatu a difenyl-2--pyridylmethylmetakrylatu. Tyto polymery pak byly vazany na
silikagel.

(3) Katalyzovana kopolymerace chiralnich monomert s diallylovymi skupinami s multifunkénimi
hydrosilany. Jako monomery byly pouzity napt. derivaty N, N’-diallyl-L-tartradiamidu. I tyto po-
lymery byly nésledné vdzany na povrch silikagelu.

(4) Vytvoteni chiralniho linearniho homopolymeru, ktery se navaze na silikagelovy nosi¢. Timto
postupem byly vytvofeny CSPs s polyakrylamidem nebo polymetakrylamidem modifikovanym
napf. fenylalaninem nebo mentolem. Univerzalngjs$iho pouziti vSak nasla chiralni stacionarni faze
na bazi trans-1,2-diaminocyklohexanu, s komer¢nim oznacenim P-CAP, nebo trans-1,2-
-difenylethylen diaminu, vyrabéna pod nazvem P-CAP-DP.

4.4.7 Polymerni CSP s vtiSténymi templaty

Specialni variantou syntetickych polymernich chiralnich stacionarnich fazi jsou vtisténé polymery
(MIP, molecular imprinted polymers). Pfipravuji se polymeraci monomert (napi. kyselina meta-
krylovd) se sitovacim Cinidlem (napf. ethylenglykol dimetakrylat) za pfitomnosti enantiomeru
templatové molekuly. Nasledné se teplat ze struktury polymeru uvolni, a tak se vytvoii jeho otisk,
ktery je pak vysoce selektivni pro interakci s templatovymi molekulami (pfip. strukturné¢ velmi
blizkymi latkami). Jako templaty byly nejvice pouzivany enantiomery aminokyselin.

4.4.8 CSP na bazi derivatu chininu

Komeréné dostupné CSP na bazi chininu vznikly na zaklad€ rozsahlého studia celé fady laborator-
né pripravenych derivatii. Kombinatorialni pfistup umoznil pochopeni interak¢niho mechanismu
téchto systému a jejich optimalizaci. Iontové interakce, vodikové vazby, m-m interakce a sterické
stinéni jsou zodpovédné za dosazené hodnoty faktort selektivity (Casto nékolik desitek), které ved-
ly k vyuziti téchto fazi hlavn€ pro preparativni ucely.
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4.5 Zavér

Robustni metody vysokoucinné kapalinové chromatografie nasly vyznamné uplatnéni v analyze
enantiomerd. Dnesni bohaty vybér komercnich CSP, véetné takovych, které jsou schopny rozdélit
mnoho strukturné velmi odliSnych analytii, usnadiuje vytvoreni potiebné analytické metody. Volba
separac¢niho systému je vSak ptes stale lepsi pochopeni interakéniho mechanismu vedouciho k chi-
ralnimu rozliSeni relativn€ naro¢ny proces. Multimodalni screening chiralnich stacionarnich fazi
s Sirokymi moznostmi uplatnéni je, pfedevsim ve farmaceutickém primyslu, hlavni cestou k nale-
zeni vhodné analytické metody pro poZzadovanou aplikaci.
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5. STUDIUM INTERAKCNICH MECHANISMU

V SEPARACNICH SYSTEMECH - LFER
RNDr. Jana Lokajova, Mgr. Kvéta Kalikova a doc. RNDr. Eva Tesarova, CSc.

Univerzita Karlova v Praze, Piirodovédecka fakulta, Katedra fyzikalni a makromolekularni
chemie, Albertov 2030, 128 43 Praha 2

5.1 Uvod

Separace enantiomerd je dilezitou podskupinou aplikaci separacnich metod. Pro kontrolu enantio-
merni ¢istoty se velmi ¢asto vyuziva metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Pro vybér separacnich podminek, tj. vybér vhodné chiralni stacionarni faze a mobilni faze
nebo chiralniho selektoru pfiddivaného do mobilni faze, je nutné hlubsi poznani interakénich a re-
ten¢nich mechanizmi. V poslednich desetiletich byly reten¢ni mechanizmy reverzniho modu vyso-
koucinné kapalinové chromatografie intenzivné studovany a byly navrhovany rtizné modely slouzi-
ci k jejich objasnéni. Pfesto neni zadny model vSeobecné akceptovan. Dlvodem je komplexnost
chromatografického systému a pocetnost riznych parametra ovliviiyjicich retenci. Jednim ze semi-
empirickych pfistupil uplatiiovanych v analyze reten¢niho mechanizmu je metoda linearnich vztahti
volnych energi (LFER). Jak vyslovil Horvath et al. (1996): ,,HPLC goes beyond the usual analyti-
cal or preparative applications and falls in the domain of molecular chromatography .

5.2 Vztah mezi chemickou strukturou a separa¢nim chovanim — testové
metody

Reverzni méd vysokoucinné kapalinové chromatografie (RP HPLC) patii mezi velmi ¢asto pouZi-
vané HPLC moédy. Touto technikou mohou byt separovany téméf vSechny typy sloucenin. S ros-
toucim vyuzitim RP HPLC vznika i §iroké spektrum reverznich stacionarnich fazi. Znamé, vyrob-
cem udavané technické parametry chromatografickych kolon nejsou ve vétsiné piipadt postacuji-
cim kriteriem k vybéru optimalni kolony pro danou separaci. Z hlediska posuzovani a nasledného
rovnani ucinnosti a selektivity separacnich systémi je Zadouci nalézt vztah mezi chemickou struk-
turou analytl, fyzikalné—chemickymi vlastnostmi stacionarnich fazi a jejich separacnimi ucinky.

Béhem poslednich desetileti bylo navrZzeno nekolik typi testl pro charakterizaci separacnich
kolon. Pouzivané testy vyuzivaji spektroskopické techniky, statistické metody, van't Hoffovy za-
vislosti (termodynamické méfeni), uréeni fyzikalnich vlastnosti stacionarni faze a v neposledni fadé
se vyuzivaji chromatografické testovaci metody.

Ptrestoze prvni Ctyfi jmenované typy testl poskytuji informaci o stacionarni fazi, pro vyber
optimalniho typu separa¢ni kolony je nutné pouzit chromatografické testovaci metody. Pouziti
chromatografickych testi umoziuje charakterizaci kolon obecné pomoci parametrti, jakymi jsou
hydrofobicita, silanolova aktivita, obsah uhliku, ¢i pomoci parametrti charakterizujicich fyzikalné-
chemické vlastnosti stacionarni faze. Mezi chromatografické testy se fadi naptiklad metody zaloze-
né na ur¢itém modelu — Horvathiv model, Galushkiv model, model interak¢énich indext dle Jande-
ry a modely LFER. Dale se do chromatografickych testd fadi Tanaklv test, Engelhardtiv test
a Walterstv test, pomoci kterych je mozné urcit napiiklad silanolovou aktivitu.
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Volné silanolové skupiny silikagelového nosi¢e umoziuji dalsi, casto nezadouci interakce
mezi stacionarni fazi a analytem, coz negativné ovliviiuje pfedevsim retenci bazickych solutl. Tyto
interakce zpusobené van der Waalsovymi silami mohou zahrnovat interakce ion-ion (iontové-
vymeénné), ion-dipol, dipdl-dipol (vodikové vazby), dipdl-indukovany dipdl a indukovany dipol-
indukovany dipol (Londonovy sily). Posledni dva typy interakci ¢aste¢né zavisi na polarizibilité
analytdl a stacionarni faze. Tyto mezimolekularni interakce dosahuji u interakci ion-ion nékolika
stovek kJ mol”, v piipadé Londonovych sil jednotek kJ mol'. V RP-HPLC se mezi analytem
a silikagelovym nosi¢em nejvice uplatiuji iontové-vymeénné a vodikové interakce.

Pro popis vztahi mezi chemickou strukturou analytu a interakcemi, kterych se analyt
v chromatografickém systému tcastni, je tfeba zahrnout celé spektrum fyzikalné—chemickych in-
terakci, které ovliviiuyji retenci analytu v daném systému. Mezi tyto interakce patii hydrofobni in-
terakce, interakce prostiednictvim vodikové vazby, elektrostatické interakce, disperzni sily, vazby
spojené s pfenosem naboje, koordina¢ni vazba ¢i sterické repulze.

Sila hydrofobni interakce se koreluje rozdélovacim parametrem mezi oktan-1-ol a vodu
(log P), ¢i parametrem Vy (McGowanlv objem solutu). Interakéni energie této interakce dosahuje
asi 4,2 kI mol™. Sila vodikové vazby se koreluje parametry « (acidita vodikové vazby), £ (bazicita
vodikové vazby) nebo elektronovou hustotou na atomech ucastnicich se této interakce. Interakcni
energie vodikové vazby &ini 4 az 45 kJ mol™. Silu elektrostatické interakce vyjadiuje parametr 7,
jeji energie dosahuje 4 az 30 kJ mol”'. Disperzni interakce je déna sou¢inem molekulové refrakce
a ioniza¢niho potencialu s interakéni energii 2,1 az 4,2 kJ mol™. Sila vazby v komplexu s pienosem
naboje je dana energii nejvyssiho obsazeného molekulového orbitalu a molekulového orbitalu
van der Waalsiv polomér, i sterické Taftovy konstanty. Pro srovnani: interakéni energie kovalent-
ni vazby &ini 167-460 kJ mol™.

V reverznim moédu chromatografickych separaci obvykle nejvyznamnéji ovliviiuji retenci
hydrofobni interakce. Témi obycejné rozumime vytésiiovani analytd z jejich vodného okoli, zalo-
zené na omezeni energeticky nevyhodné interakce nepolarnich latek s vodnim prostfedim. Hydro-
fobicita vypovida o schopnosti analytu preferovat nevodna prostiedi pfed vodnymi.

5.3 Model linearnich vztahi volnych energii — LFER

Popis chovani analytll z hlediska vySe zminénych interakci dava moznost predikce retence na za-
kladé kvantitativni korelace retence analytu s vlastnostmi stacionarni faze, strukturou latky, ¢i bio-
logickou aktivitou. Obecné se takové postupy fadi mezi modely linearnich vztahti volnych energii
(LFER — Linear Free Energy Relationship), které jsou zaloZené na linearni korelaci mezi zménami
volné energie fyzikalné-chemickych procest.

Modelem, ktery se Siroce vyuziva v toxikologii, ¢i farmakologii, je kvantitativni vztah mezi
strukturou a aktivitou 1é¢iv, funkénich skupin v homologickych tadach, apod. (QSAR — Quantitati-
ve Structure Activity Relationship). Jiné modely koreluji retenci analytu s rozdélovacim koeficien-
tem mezi oktan-1-ol a vodu (log P), se zménou pH, teploty, apod. (QSRR — Quantitative Structure
Retention Relationship). V rovnicich QSRR figuruji rizné druhy parametrii. Mezi modely LFER
patfi i linearni vztah solvatacnich energii (LSER — Linear Solvation Energy Relationship), ktery
vyuziva soubor solvatochromnich parametrii Kamleta a Tafta a proto byva Casto nazyvan solva-
tochromni rovnice.
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5.3.1 Princip linedrnich vztahi volnych energii, aplikace v HPLC

Linearni vztahy volnych energii (LFER) vyjadiuji linearni zavislost zmény Gibbsovy energie, a tim
1 vSech vlastnosti, které s ni souviseji (napf. retencni faktor), na charakteristikach prostiedi. Se
zménou Gibbsovy energie systému (AG) je v HPLC spojen pfenos analytu z mobilni do stacionarni
faze (rovn. 5.1) a mlize na n¢j byt tedy aplikovan vztah volnych energii.

mk==-29 o 5.1
RT

kde k£ je reten¢ni faktor pfislusného analytu, AG je zména Gibbsovy energie systému, R univerzalni
plynova konstanta, T termodynamicka teplota a € fazovy pomer.

Zména Gibbsovy energie pii pfenosu analytu mezi fazemi miize byt diky konceptu LFER
korelovana s charakteristikami (deskriptory) analytu a tim mtize byt rozd€lena na ptispévky jednot-
livych typl interakci. Toto rozdéleni retence analytu do ptispévkl riznych nezavislych interakci
mezi analytem a slozkami chromatografického systému je hlavni vyhodou modelu LFER. Jednotli-
vé prispévky jsou navzajem nezavislé a kazdy z nich lze vyjadtit jako soucin dvou ¢leni — fyzikal-
né-chemickych parametri (deskriptort) analyti a vlivu prostfedi na danou interakci. Tento pfistup
umoziuje detailni studii chromatografického systému kvantitativnim uréenim dil¢ich interakei.

V systétmu HPLC je retence analytu ur¢ena celkovym souctem vsSech interakei analytu se
systémem. Pokud je dana interakce analytu siln€jsi se stacionarni fazi nez s mobilni, bude zvySovat
retenci a naopak. Rovnice LFER vyjadfuje korelaci experimentaln¢ ziskanych logaritmi retenc¢nich
faktorti s parametry (deskriptory) analytti dle rovnice:

logk=c+vVi+aXa,'+b3p" +s.2+rR, (5.2)

kde & je retenéni faktor, V; je McGowanilv charakteristicky objem solutu (cm® mol™), ;" charak-
teristika protondonorni schopnosti analytu pro tvorbu vodikové vazby, £ 3,” charakteristika proto-
nakceptorni schopnosti analytu pro tvorbu vodikové vazby, z,” dipolarita/polarizibilita a R, rozsah
molarni refrakce (cm®). Objem solutu V, se déli stem a rozsah molarni refrakce deseti, aby byly
deskriptory ve stejném méfitku. Cleny ¢, v, a, b, s, r jsou regresni koeficienty rovnice, které budou
podrobnéji popsany nize v této kapitole.

Jak jiz bylo diive uvedeno, LFER koreluje retenci s vlastnostmi analytu, které jsou vyjadiené
parametry — deskriptory analytu. Deskriptory kvantitativné charakterizuji strukturni odliSnosti mezi
slouceninami. Jsou to empirické parametry a rozdé€luji se obvykle dle metody, pomoci které byly
ziskany. V roce 1993 Abraham ptedstavil nové solvata¢ni parametry (deskriptory), které nyni patii
k casto aplikovanym charakteristikam latek. Tyto parametry byly publikovany pro velky pocet
sloucenin, maji jasny fyzikalni smysl a zptisob jejich aplikace i ziskavani je pomérné jednoduchy.
Abrahamovy solvatacni deskriptory jsou odvozeny z rovnovaznych méfeni (plynova chromatogra-
fie, rozdé€lovaci koeficienty, apod.) a jsou tudiz s urcitou experimentalni chybou termodynamicky-
mi parametry. Solvata¢ni parametry jsou vhodné k vyjadfeni chromatografické retence, ktera je téz
spjata se zmeénou Gibbsovy energie. V rovnici se vyskytuje pét na sob& nezavislych parametrd zna-
zornénych v tab. 5.1, které charakterizuji fyzikalné-chemické vlastnosti analytd resp. schopnost
analytu podilet se na urcitych typech interakci.
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Tab. 5.1: Piehled deskriptorit analytu vyuZivanych pro LFER

Symbol deskriptoru .
. Popis
Typ interakce
McGowaniiv objem solutu. Tento deskriptor odpovida za disperzni a kohezivni
V, [em® mol™ 107] interakce analytu s chromatografickym systémem (schopnost tvorby kavity). De-
hydrofobni skriptor Ize jednoduse vypocitat ze struktury analytu pomoci tabelovanych hodnot
molarnich objemi pro jednotlivé prvky a délky vazby.
Celkova nebo efektivni acidita vodikové vazby solutu. Parametr popisuje protondo-
Yot norni schopnost analytu pro tvorbu vodikové vazby s molekulami mobilni a stacio-
vodikova narni faze. Stupnice téchto hodnot je vztazena ke zméné Gibbsovy energie pro
reakce v tetrachlormethanu s referen¢ni bazi.
Celkovd nebo efektivni bazicita vodikové vazby. Index udava protonakceptorni
B schopnost pro tvorbu vodikové vazby analytu s molekulami mobilni ¢i stacionarni
vodikova faze. Deskriptor je uren pomoci Abrahamovy stupnice. Nebazické soluty maji
nulovou hodnotu tohoto deskriptoru.
Vo Parametr dipolarity/polarizibility, parametr solubility. Tento parametr je ziskany
elektrostaticka pomoci plynové chromatografie za vyuziti polarni stacionarni faze.
Ry [em® 107] o : o A A s
disperzni Rozsah molarni refrakce/disperzni sil. Ziskava se z indexu lomu zkoumané latky.

Regresni koeficienty rovnice LFER (viz tab. 5.2) jsou ziskavany multidimenzionalni linearni
regresi pomoci statistickych programt (napi. NCSS, BMDP). Koeficienty reflektuji miru citlivosti
chromatografického systému vici dané interakci. Popisuji rozdily v dané fyzikalni vlastnosti (mo-
lekularni interakci) mezi stacionarni a mobilni fazi. Kladna hodnota regresniho koeficientu indikuje
silnéjsi interakci analyt/stacionarni faze nez analyt/mobilni faze. Koeficient vy$si nez nula zvysuje
retenci. Pokud je hodnota regresniho koeficientu negativni, dana interakce analyt/stacionarni faze
je slabsi nez interakce analyt/mobilni faze. Vysledna retence je dana souctem piispévka vsech koe-

ficienta.

Regresni koeficienty jsou charakteristické pro dany systém, tzn. stacionarni fazi a slozeni mobilni
faze. Pokud je pfi separacich pouzita fixni mobilni faze a méni se pouze faze stacionarni, regresni
koeficienty charakterizuji pfimo stacionarni fazi. Mobilni faze sice separaci ovliviiuje, ale pokud je
jeji slozeni v riiznych separacnich systémech neménné, regresni koeficienty jsou na toto slozeni
mobilni faze vztazené a popisuji pouze rozdily ve stacionarnich fazich.

Vlastnosti separacniho systému vyjadiené pomoci regresnich koeficientli se testuji pomoci
tzv. testovaci sady solutli. Sada testovacich soluti by méla pokryvat celou Skalu interakci vyjadre-
nych molekulovymi deskriptory. Soluty maji byt tudiz strukturné odlisné, distribuce hodnot jednot-
livych deskriptorit by méla byt rovnomérna, aby se nepreferovala zadna z interakci na ukor jiné.

Vysledek metody LFER ma tim vét§i vahu, ¢im vétsi pocet latek je do regrese zahrnut; na
kazdy regresni parametr se pocitaji alespon tfi az Ctyfi latky.
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Tab. 5.2: Charakteristika regresnich koeficientit ziskanych ; LFER

Regresni Ponis
i
koeficient P

Koeficient v popisuje rozdil v hydrofobicité mezi stacionarni a mobilni fazi, ktery zavisi na
zméng kohezivity obou fazi a na rozsahu disperznich interakci mezi analytem a stacionarni
fazi a analytem a mobilni fazi. V reverznim chromatografickém systému je energie na vytvo-
feni kavity velikosti solutu ve stacionarni fazi niz8i ve srovnani s tvorbou kavity v mobilni fazi
(z diivodu vyssi kohezivni hustoty), coz vede k siln¢jsim disperznim interakcim mezi solutem
a stacionarni fazi a kladné hodnoté tohoto koeficientu.

Regresni koeficient a odrazi rozdilnou bazicitu (schopnost pisobit jako akceptor vodiku pro
a vodikovou vazbu) stacionarni a mobilni faze. Mobilni faze se sorbuje na povrch stacionarni, a
tim ovliviuje jeji bazicitu.

Rozdil ve schopnosti pusobit jako donor vodiku pro vodikovou vazbu mezi stacionarni a mo-
bilni fazi popisuje regresni koeficient b. V systému RP HPLC je mobilni faze tvofena vodou
nebo vodnym pufrem a organickym modifikatorem. Tento typ mobilni faize ma silnou aciditu
danou piedeviim deskriptorem e,” vody, ktery ¢ini 1,17, coz vede k zaporné hodnoté koefi-
cientu b. Stacionarni faze reverzniho typu vykazuji podstatné mensi aciditu vyvolanou piede-
v§im nasorbovanymi molekulami vody z mobilni faze.

Regresni koeficient s odrazi rozdil v dipolarité/polarizibilit€ mezi stacionarni a mobilni fazi.
s Tento koeficient vypovida o schopnosti Gcastnit se interakci dipol-dipol a dipdl-indukovany
dipol.

Regresni koeficient r poukazuje na rozdil mezi stacionarni a mobilni fazi ve schopnosti intera-
r govat s n- a 7-elektrony solutu. Clen rR, kompenzuje zahrnuti celkové polarity a polarizability
do jednoho parametru (z,") a vyjadiuje disperzni interakce.

Clen c regresni rovnice LFER neni vysvétlovan solvataénimi parametry. Tato konstanta re-
c flektuje zmény ve fazovém poméru, tj. poméru objemd stacionarni a mobilni faze. V koefici-
entu ¢ jsou té€z seCteny rizné vlivy na retenci nepokryté ostatnimi koeficienty LFER.

5.4 Separace enantiomert

Protoze enatiomery maji v achiralnim prostiedi stejné fyzikalné-chemické vlastnosti, lze je rozlisit
pouze za chiralnich neracemickych podminek. Principem separace enantiomeru je jejich rozdilna
interakce v chromatografickém systému. Vznikaji pfechodné diastereomery, které maji odlisSnou
konstantu stability a tim i rozdilnou retenci. Na interakci mezi chiralni stacionarni fazi (CSP)
a analytem se dle druhu CSP mohou podilet n—= interakce, vodikové miistky, hydrofobni, dipélové
a sterické interakce. Jako chiralni selektory (CS), ¢i chiralni stacionarni faze jsou v kapalinové
chromatografii pouzivany pfirodni i syntetické latky, predevsim cyklodextriny, polysacharidy, pro-
teiny a makrocyklickd antibiotika, ktera reprezentuji pomérn€ novou tiidu chirdlnich selektorti a
maji schopnost separovat celou skalu strukturn¢ odlisnych enantiomerti. (Detailngji je pojednano o
jednotlivych CS/CSP v predchozich kapitolach.) Makrocyklicka antibiotika jsou pomérné slozité
organické latky, maji vétsi pocet stereogennich center i mnoho funkénich skupin, které se mohou
podilet na interakcich s analytem v separa¢nim systému. Vzajemné pisobeni mezi chirdlnim selek-
torem a molekulou analytu zahrnuje vice typtit mezimolekuldrnich interakci (vodikové vazby, n—n
interakce, dipo6l-dipol interakce, inkluze, sterické branéni apod.). Pfi stereoselektivnim mechanizmu
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se nemusi nutn¢ uplatiiovat vSechny z téchto interakci. Sila mezimolekuldrnich interakci je téz
ovlivnéna vybérem mobilni faze.

Struktura teikoplaninu (T), ktery patii mezi ¢asto pouzivané chiralni selektory ze skupiny
makrocyklickych antibiotik, je charakterizovana velkym poctem moznych interakénich mist. Tei-
koplanin ve své molekule obsahuje 23 chiralnich center, 7 benzenovych kruhi, tfi etherové skupiny
spojujici aromatické kruhy, jednu primarni amino skupinu, jednu volnou karboxylovou skupinu,
hydrofobni ,kapsu“ a 3 cukerné zbytky (viz obr. 5.1A). Molekula teikoplanin aglykonu (TAG) se
lisi od teikoplaninu absenci cukernych podilt a skupin na n¢ navazanych (hydrofobni acylovy feté-
zec) (obr. 5.1B). Diky nepfitomnosti cukernych slozek jsou jeho ionizovatelné skupiny odhalené;jsi

a tim pristupnéjsi interakcim s analyty. Methylaci fenolickych skupin a karboxylové skupiny mole-
kuly TAGu vznika dalsi CS resp. CSP — methylovany teikoplanin aglykon MTAG (obr. 5.1C) .

Jak vyplyva z vy¢tu moznych interakénich mist, chiralni separace na CSP na bazi teikopla-
ninu jsou komplexnim procesem zahrnujicim rizné vlivy véetné specifickych interakci mezi CSP
a enantiomery a vlivu mobilni faze. Volba vhodného typu chiralni stacionarni faze podle chemické
podstaty solutu neni dosud beze zbytku mozna, protoze u fady z nich neni dosud znam ptresny me-
chanizmus interakce. Volba je tedy Casto empiricka, podepiend jen udaji o separaci podobnych
sloucenin z dostupné literatury.

Sofistikovangjsi charakterizaci a porovnani tfi chiralnich stacionarnich fazi na bazi teikopla-
ninu pomoci modelu LFER pouzijeme jako piiklad vyuziti této metody. Metoda LFER pievadi
experimentalné ziskané vysledky z urovné retencnich dat do roviny intermolekularnich interakci,
které jsou zakladem pro pochopeni retencniho mechanizmu. Kvantitativnim uréenim jednotlivych
interakci miizeme predpovedét retenci novych solutd a zvolit vhodny typ CSP pro dany typ analytu.

5.5 Priklad pouziti modelu LFER

Model LFER byl pouzit pro porovnani tfi chiralnich stacionarnich fazi — teikoplaninové, teikopla-
nin aglykonové a methylované teikoplanin aglykonové ve ¢tyfech mobilnich fazich, které se lisily
pomérem methanolu a pufru. Mobilni faze byla slozena z methanolu (MeOH) a 1% triethylamino-
octanového pufru (TEAA) o pH 4,20 (v/v). MnozZstvi organického modifikatoru v mobilni fazi se
pohybovalo v rozmezi od 20 do 80 objemovych procent. VSechny chiralni selektory jsou vazany na
silikagelovy nosic. Pouzitim pufru o pH 4,20 byla potla¢ena disociace silanolovych skupin, triethy-
lamin pifitomny v mobilni fazi kompenzuje volné silanolové skupiny tim, Ze se na n¢€ vaze. Za téch-
to podminek jsou interakce vyvolatelné silanoly znacné omezené a retenci analytt ovliviiuji piede-
v§im interakce analyt/chiralni selektor resp. analyt/mobilni faze. Testovaci sada solutii obsahovala
34 latek a pokryvala celou skalu interakci vyjadienych molekulovymi deskriptory. Rozlozeni hod-
not jednotlivych deskriptorii bylo rovnomérné, aby se nepreferoval zadny typ interakce na ukor
jiného.

Pro srovnani té€chto riznych chromatografickych systémti byly pouzity regresni koeficienty
optimalnich LFER modelt (obr. 5.2) ziskané multidimenzionalni linearni regresi.
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Obr. 5.1:  Struktura teikoplaninu (A), teikoplanin aglykonu (B) a piedpoklidand struktura
methylovaného teikoplanin aglykonu (C)

Zaporné hodnoty regresnich koeficient a a b ve vSech studovanych systémech znaci, ze
dany typ interakce je siln€j$i mezi analytem a mobilni fazi nez mezi analytem a stacionarni fazi.
Acidita a bazicita tedy patfi mezi faktory snizujici retenci analytl, které maji predpoklady k témto
typtim interakci. Regresni koeficient b je v systému tvofeném mobilni fazi MeOH-1% TEAA, pH
4,20 (20/80, v/v) a TAG CSP statisticky nevyznamny, cozZ znamena, ze acidita stacionarni a mobil-
ni faze je velmi podobna.

Jak je patrné z obr. 5.2, hydrofobicita (reprezentovand koeficientem v) roste se zvysujicim se
mnozstvim pufru v mobilni fazi. Nejvyssi hodnota koeficientu v byla ziskana pro MTAG CSP ve
vSech pouzitych mobilnich fazich, coz souvisi se zvySenim hydrofobicity daného chiralniho selek-
toru methylaci karboxylové skupiny a fenolickych skupin teikoplanin aglykonu. Pofadi vyznam-
nosti hydrofobnich interakci je MTAG>TAG>T ve vsech studovanych separacnich systémech.

Schopnost interagovat s n- a - elektrony analytu (vyjadiena regresnim koeficientem r) také
roste s rostoucim obsahem pufru v mobilni fazi. Niz§i hodnoty koeficientu r ukazuji, ze ptispevek

Tvvr

noty koeficientu r byly ziskany na T CSP (oproti TAG a MTAG CSP pfi pouziti stejné mobilni
faze), ktera ma htre pfistupna aromaticka jadra a karbonylové skupiny diky pfitomnosti cukernych
zbytki.
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Obr. 5.2:  Porovndni regresnich koeficientit (a,b,v,r,s) optimdlnich LFER modelii pro T, TAG

a MTAG CSP v zavislosti na obsahu methanolu (%) v mobilni fazi MeOH-1%
TEAA, pH 4,20 (v/v); chybové usecky jsou stifedni chyby regresnich koeficientii,
* znadi statisticky nevyznamnou interakci

Regresni koeficient s je kladny pro témét vSechny studované systémy, nebot” CSP na bazi
teikoplaninu obsahuji mnoho polarnich (hydroxylové skupiny, amino skupiny atd.) a polarizovatel-
nych skupin. V mobilni fazi obsahujici 80% methanolu se interakce dipol- dipol a dipol-
indukovany dipdl stavaji vyznamnym faktorem ovliviiujicim retenci na TAG a MTAG CSP (nahra-
zuji hydrofobni a n- a z- elektronové interakce).
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5.6 Zavér

Zatimco fada pouzivanych chromatografickych testdl, napt. podle Walterse, Tanaky aj., poskytuje
pouze dil¢i informace o testovanych kolonach, model LFER pfedstavuje mnohem exaktnéjsi a
komplexnég;jsi pristup. LFER je obecna metoda slouzici k charakterizaci separacnich systémt nejen
v HPLC. Ackoliv stereoselektivni interakce nejsou v tomto modelu zahrnuty, a pfitom faktory, jako
jsou velikost solutu ve srovnani s velikosti kavity nebo sterické uspotradani chiralnich center na
CSP a v molekule analytu, hraji velmi dtlezitou roli pii chirdlnim rozpoznavani, model LFER mi-
ze vyznamné poslouzit nejen pii vzajemném porovnavani CSP, ale i pro predikci retence, a pii
znalosti struktury analytu (a tudiz interakci potfebnych k chirdlnimu rozliSeni) také k predikci

enantioseparace.
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6.1 Uvod

Kapilarna elektroforéza je dnes sebavedomou analytickou separacnou technikou, ktora vd’aka dob-
re prepracovanej teorii, mnozstvu pracovnych modov, vysokej ucinnosti, rychlosti analyzy, jedno-
duchému vyvoju metéd a dostupnosti automatizovanych pristrojov na trhu nachadza svoje Siroké
uplatnenie v roznych oblastiach aplikacii. Prikladmi m6zu byt jej pouzitia pri analyzach a Stadiu
biomakromolektl — proteinov, cukrov, oligonukleotidov, DNA restrikénych fragmentov (projekt
Hugo zamerany na desifrovanie l'udského genomu), obsahu buniek ¢i Casti virusov, aminokyselin,
organickych kyselin, lie¢iv, vitaminov, potravinarskych farieb, anorganickych idénov, pesticidov ¢i
detergentov.

Jednou z oblasti analytickej chémie, v ktorej kapilarna elektroforéza dnes v plnom rozsahu
prezentuje svoje moznosti, je problematika separacii chirdlnych latok. Separacie opticky aktivnych
zli€enin maji okrem lakavého analytického problému (enancioméry vykazujii v achirdlnom pro-
stredi totozné fyzikalno-chemické vlastnosti) i zna¢ny prakticky vyznam, pretoze jednotlivé enan-
cioméry chiralnych zlu¢enin vo vicsine pripadov vykazuji znac¢ne odlisné farmakologické, toxiko-
logické ¢i pesticidne vlastnosti pri svojich interakciach so zivymi — tj. chirdlnymi — systémami.
Doposial’ v§ak pri tvorbe analytickych postupov separacii konkrétnych chiralnych zlicenin prevla-
da empiricky pristup spojeny ako s vyberom vhodného chiralneho cCinidla, tak i s mnozstvom nut-
nych krokov pri hl'adani najvhodnejsich experimentalnych parametrov.

Separacie optickych izomérov pomocou metod kapilarnej elektroforézy st zaloZzené na in-
terakciach enanciomérov s chiralnym selektorom bud’ pred, alebo pocas separacného procesu za
tvorby diastereoizomérnych komplexov liSiacich sa vo svojich fyzikalno-chemickych vlastnostiach.
Rozdiely vo fyzikalno-chemickych vlastnostiach sa vyuzivaju k ovplyvneniu rozdielov vo vysled-
nych efektivnych pohyblivostiach enanciomérneho paru. Teoria diskriminacie chiralnych latok je
zaloZzena na predstave minimalne trojbodovej interakcie enanciomérov s chiralnym selektorom,
pricom minimalne jedna z tychto interakcii musi byt’ stereochemicky definovana.

Transformacia enanciomerického paru na stabilné diastereoizoméry derivatizaciou s chiral-
nym selektorom pred vlastnou separaciou v achiralnom prostredi je principom tzv. nepriamych
metdd analyzy chirdlnych latok. Vyhodou tohoto postupu je znac¢na flexibilita vo volbe elektrofo-
retickych separa¢nych podmienok a moznost' znizenia detekéného limitu analyzovanych latok.
Nevyhody tohoto postupu spocivaju v nutnosti validacie derivatizacného kroku (vytazok reakcie,
tvorba vedlajSich produktov, moznost’ racemizacie, vplyv vzorkovej matrice), v narokoch na Cisto-
tu chiralnych selektorov urcenych k derivatizacii, v potrebe analytu vlastnit’ vhodné funkéné skupi-
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ny schopné reakcie s chirdlnym selektorom a v ¢asovej narocnosti metédy. Pomocou tohoto postu-
pu boli separované napr. enancioméry aminokyselin derivatizaciou s Marfeyovym Ccinidlom
(1-fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-alaninamid), s GITC (2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glukopyranozyl
izotiokyanatom), methamfetaminu, amfetaminu a ich prekurzorov s GITC ¢i derivaty tryptofanu
s anhydridom kyseliny (+)-0,0’-diacetyl-L-vinne;j.

Priame met6dy analyzy enanciomérov st zaloZené na ich priamej separacii v chiralnom pro-
stredi. Chiralny selektor je najcastejsie pridavany do zakladného elektrolytu, ale moze byt inkorpo-
rovany do gélu, naviazany na nosic¢ ¢i imobilizovany na stenach kapilary. Zaujimavé moznosti dnes
prinaSa pouzivanie chiralnych ,,monolitickych kolon*. Jednotlivé enancioméry st diskriminované
na zaklade tvorby rozne stabilnych diastereomérnych komplexov s chirdlnym selektorom. Tento
postup je dnes najcastejSie pouZzivany, pretoze eliminuje vSetky nevyhody spominané u nepriamych
metod (nie je vyZzadovand derivatizacia, Cistota chiralneho selektoru nie je dominantna, atd.). Urcita
nevyhoda tohoto postupu spociva vo vybere vhodného chiralneho selektoru.

Principy pouZzivanych priamych metod podl'a typu pouzitého chiralneho selektoru a separac-
ného mechanizmu spolu s niektorymi aplikaciami st blizsie diskutované v nasledujucich odsekoch.
Je si treba uvedomit’, Ze uvedené rozdelenie selektorov podl'a separacného mechanizmu nie je naj-
presnejSie, pretoze v interakénom mechanizme chiralny selektor — analyt sa ¢asto kombinuje viace-
ro typov interakcii.

6.2 Mechanizmus ligandovej vymeny

Enancioseparacia vymenou ligandov je zaloZena na tvorbe koordina¢nych komplexov pozostavaju-
cich z centralneho iénu tranzitného kovu (napr. Cu®’, Ni**, Zn*", Co’,...) a prinajmensom dvoch
chirdlnych bifunkénych ligandov (chiralneho ko-selektoru a separovaného enancioméru). Tieto
koordina¢né komplexy st charakterizované svojimi konstantami stability, ktoré st zavislé na geo-
metrii a orientacii ligandov vznikajucich ternarnych komplexov, na vzajomnych interakciach krat-
keho dosahu ko-selektoru s jednotlivymi enanciomérmi a su vyznamne ovplyvilované separacnym
prostredim (zloZenim zakladného elektrolytu).

Tymto postupom bolo v kapilarnej elektroforéze vykonanych relativne malo experimentov,
pretoze dvojica enanciomérov, ktora ma byt separovand, musi obsahovat’ minimalne dve funkéné
skupiny schopné poskytovat’ elektrénovy par centralnemu kovu (napr. amino- a karboxylova ¢i
hydroxy- a karboxylova skupinu). Navyse stabilita vznikajucich koordinacnych komplexov klesa
s narastajucou pocetnostou atomov chelatového kruhu.

Princip tvorby diastereomérnych kovovych komplexov bol vyuzity, podobne ako rovnaky
princip v kvapalinovej chromatografii, najmd pri analyzach enanciomérov aminokyselin
(s Co’"-etyléndiaminom v prostredi kyseliny (L)-(+)-vinnej, Cu®*-( L)-hydroxyprolinom), danzylde-
rivatov aminokyselin (pomocou Cu**-L(D)-histidinu, Cu*"-aspartamu, Cu**-N,N-didecyl-L-alaninu),
dipeptidov obsahujacich histidin (komplexy Zn®"), o-hydroxykyselin (s Cu®'-(L)-hydroxy-
prolinom).

6.3 Tvorba inkluznych komplexov

Podstata separacii chirdlnych analytov pomocou tvorby labilnych inkliznych komplexov spociva
v rozdielnej afinite jednotlivych enanciomérov s rigidnym vnutornym prostredim kavity chiralneho
selektoru a jeho okolia. Reprezentantmi tejto skupiny chiralnych selektorov st najméa cyklodextriny
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a derivaty crown etérov. Avsak v literatire sa objavuju i d’alSie typy selektorov, ktoré aspon Ci-
astone vyuzivaji host-hostitelské interakcie (napr. makrocyklické antibiotikd, kalixareny, boro-
mycin,...).

Zo sirokého spektra crown etérov bola k chirdlnym separdciam doposiall pouzita iba
[18]-crown-6-tetrakarboxylova kyselina, ktora vd’aka rozmerom svojho kruhu vytvara s protonizo-
vanymi primarnymi aminmi selektivne inkluzne komplexy (interakcie medzi vodikovymi atomami
aminoskupiny s kyslikovymi atdbmami polyetérového kruhu). Teoria chiralnej diskriminécie je za-
loZzena na predstave, ze Styri karboxylové skupiny na crown etérovom kruhu vytvaraja chiralnu
bariéru pre inkludujuce sa enanciomérne molekuly, priCom sa sticasne medzi nimi uplatiiuji i in-
terakcie kratkeho dosahu (najmi elektrostatické interakcie karboxylovych skupin a vodikové mos-
tiky). Je zaujimavé, Ze so vzrastajicou koncentraciou [18]-crown-6-tetrakarboxyklovej kyseliny
v zakladnom elektrolyte dochadza k lepSiemu rozlisSeniu bez vyznamného poklesu pohyblivosti
analytov. Enancioseparaciu mézu negativne ovplyviiovat iony alkalickych kovov pritomné v sepa-
racnom elektrolyte, pretoze taktiez tvoria s crown etérmi komplexy.

[18]-Crown-6-tetrakarboxyklova kyselina bola Gspesne pouzita pri separaciach niektorych
aminokyselin, dipeptidov, aminoalkoholov a d’al$ich zli¢enin majucich primarnu aminoskupinu.

Cyklodextriny v nativnom stave, alebo modifikované r6znymi ¢i uz ionizovate'nymi (sulfo-
butyl-, sukcinyl-, fosfo-, karboxymetyl-, acetyl-, metylamino-, aminoetylamino-...), alebo neioni-
zovatelnymi (hydroxypropyl-, metyl-,...) skupinami patria medzi najpopularnejSie a najCastejSie
pouzivané chiralne selektory. Cyklodextriny st neutralne prirodné cyklické oligosacharidy majice
tvar zrezaného kuzela. Ich relativne hydrofobna kavita s vysokou elektronovou hustotou umoziuje
vytvarat’ inkluzne komplexy s nepolarnymi analytmi (resp. ich skupinami) o vhodnych rozmeroch.
Objem kavity variuje s poctom glukézovych jednotiek. Enancioselektivita cyklodextrinov je dana
asymetrickymi uhlikmi glukézy a hydroxylovymi skupinami priméarnych a sekundarnych alkoholov
na vstupnych prstencoch. Afinita cyklodextrinovej kavity k analytu vzrasta s jeho narastajicou
hydrofobicitou. Chirdlny analyt méze byt inkludovany do kavity Uplne, alebo ¢iastocne, pricom
vznikajici komplex je stabilizovany interakciami so sekundarnymi hydroxylovymi skupinami glu-
kézovych jednotiek, ktoré st zodpovedné za enanciodiskriminaciu. Stabilita vznikajacich inkliz-
nych komplexov spolu s efektivnymi pohyblivostami jednotlivych enanciomérov, a tym i vysledné
chirdlne rozliSenie, st ovplyviitované mnoZzstvom rézne vyvazenych experimentalnych parametrov,
ktorych vplyv je blizSie diskutovany v nasledujucom texte. Derivatizaciou hydroxylovych skupin
dochadza k zmene v molekularnej §truktare nativnych cyklodextrinov, ¢o sa nasledne odraza napr.
v zmene vel'kosti a hydrofobicity kavity, novej ponuke stereoselektivnych centier umoznujucich
dalsie interakcie, alebo v ich solvatacii ¢i stabilite. U B-cyklodextrinov sa navyse Casto zvysi ich
rozpustnost vo vodnom prostredi. Priaznivym dosledkom chemickej modifikdcie najma
u B-cyklodextrinov je vyznamné zvysenie selektivity separacie enanciomérov. Nabité derivaty cyk-
lodextrinov d’alej rozsSiruju moznosti pouzitia tychto chiradlnych selektorov pre separdciu analytov,
ktoré sami nenesu vlastny naboj. Novy rozmer do diskrimina¢ného procesu separacie enanciomé-
rov vnasa pouzitie B-cyklodextrinovych oligomérov, u ktorych sa moéze uplatinovat’ vplyv ich kon-
formacie.

Cyklodextriny pouzili ako chirdlne aditiva v jednotlivych elektromigracnych technikach
medzi prvymi prof. Smolkova-Keulemansova v izotachoforéze, prof. Karger v gelovej elektroforé-
ze, prof. Terabe a prof. Fanali v kapilarnej zonovej elektroforéze a prof. Terabe v micelarnej elek-
trokinetickej chromatografii. Odvtedy bolo réznymi autormi analyzované nespocetné mnoZzstvo
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enanciomérov fyziologicky vyznamnych latok a leciv, aminokyselin, aromatickych hydroxykyse-
lin, pesticidov a d’al$ich a d’alsich zlicenin.

6.4 Afinitné interakcie

Nazov tohoto odseku nie je najpresnejsi, pretoze afinitné interakcie zahriuju cely rad interakeii,
pocinajuc elektrostatickymi, cez vodikové vézby, hydrofobne interakcie a konc¢iac napriklad inkl-
uziou. Termin ,,afinitné* bol prevziaty z nazvu ,,afinitnad kapilarna elektroforéza, ktory sa pouziva
pre systémy obsahujice napr. proteiny, alebo iné biomakromolekuly ako aditiva.

Nasledne prezentované chiralne selektory vykazuju vo svojich molekulach enanciodiskrimi-
nacné centra, ktoré st definované konformaciou tychto selektorov a s vysokoselektivne iba pre ten
ktory analyt (enanciomér). Tieto selektory su vacsSinou biologického pévodu a maji velké mnoz-
stvo chirdlnych atdbmov v molekule. Ich pouzitie je odvodené najmé od ich transportnych vlastnosti
v zivych organizmoch. VécSinou ide o polyméry pozostavajuce z chirdlnych monosacharidov
a aminokyselin.

Proteiny tvoria jednu zo skupin chiralnych biopolymérnych selektorov tispesne pouzitych
k separacii mnozstva réznych typov enanciomérov. Substratova Specifita proteinov determinujuca
separacnu selektivitu je vSak znacne zavisla na pouzitych experimentalnych podmienkach (najmi
na pH a zlozeni zakladného elektrolytu, resp. danej i6novej sile). Vzhl'adom k pomalej kinetike
a nizkej kapacite protein — ligandovych interakcii st obdrzané piky Siroké a asymetrické. Urcitou
nevyhodou pouzitia proteinov vo vys§sich koncentraciach je i ich absorbancia v UV oblasti spektra.
Navyse, ich interakcie so stenou kapilary vyrazne znizuju opakovatelnost’ merani a Casto i negativ-
ne ovplyviiuji vysledné chiralne rozliSenie. Z proteinovych selektorov boli pouzité najmé sérové
albuminy ¢i uz navzajom zosietované (kapilarna gelova afinitna elektroforéza), alebo ako chiralne
aditivum pridavané do zakladnych elektrolytov, celobiohydrolaza, avidin ¢i kyslé glykoproteiny
(orosomucoid, ovomucoid,...).

Linearne sacharidy tvoria druht skupinu biopolymérnych selektorov, ktora bola pouzita pre
enanciodiskriminaciu. Zo Sirokej skupiny vo vode rozpustnych oligosacharidov boli ako chiralne
selektory uspeSne pouzité zmesi maltodextrinov (Maldex, Glucidex, Maltrin, myloza), dextran
a heparin. Zaujimavé enantiodiskriminacné vlastnosti vykazuju tiez chondroitin sulfat A, chondro-

itin sulfat C ¢i curdlan (linearny B-1,3-glukan) tvoriaci po zahriati stabilny gel.

Tretou, vel'mi populdrnou skupinou chiralnych selektorov st makrocyklické antibiotika,
ktoré ,,vlastnia® mnozstvo stereogénnych centier a funkénych skupin vyuzitel'nych pri enanciose-
lekciach (aromatické skupiny, amidové vézby, skupiny poskytujice tvorbu vodikovych vizieb,
hydrofébne regiony, kavity,...). Pomocou makrocyklickych glykopeptidovych antibiotik vankomy-
cinu a teikoplaninu bolo rozliSené Siroké spektrum réznych racematov zahritujucich nesteroidné
protizapalové latky, antineoplastické zluceniny ¢i derivatizované aminokyseliny. K chirdlnemu
rozliSeniu aminoalkoholov boli tiez pouzité antibiotika rifamicinového typu, Ristocetin A ¢i Avo-
parcin.

Z dalsich prirodnych latok boli pre separaciu opticky aktivnych zlucenin pouzité pozitivne
nabity ergotovy alkaloid (+)-(5R, 8S, 10R)-1-allyl-tergurid, cinchonovy alkaloid quinin ¢i poly-
mérny chitosan (deacetylovany chitin).
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6.5 Micelarne systémy a mikroemulzie

Pri separaciach opticky aktivnych latok pomocou micelarnych systémov su chiralne centra zodpo-
vedné za enanciodiskriminaciu vacs§inou inkorporované v micelach. Tenzidy tvoriace micely ¢i
mikroemulzie plnia obycajne jednu z dvoch funkcii — bud’ vytvaraju vlastné chirdlne micelarne
prostredie ¢i uz zo samotnych chirdlnych tenzidov, alebo z nechiralnych tenzidov zmieSanych
s chirdlnymi selektormi, ktoré st v zakladnom elektrolyte nerozpustné, alebo malo €¢inné (zmesné
micely), alebo na druhej strane solubilizuju a transportuju neutralne ¢i nenabité analyty v zaklad-
nom elektrolyte.

Medzi najcastejSie pouzivané chiralne tenzidy patria derivaty zl¢ovych kyselin (cholova, deoxy-
cholova, taurocholova a taurodeoxycholova kyselina). Mechanizmus ich chiralnej diskriminacie
vSak nie je doposial’ dostatocne objasneny. Pomocou tychto chiralnych tenzidov boli analyzované
niektoré danzylované aminokyseliny a rozne lie¢iva. Dal§imi pouzivanymi chiralnymi tenzidmi sa
dodekanoylové derivaty niektorych aminokyselin (L-valinu, L-alaninu, L-glutamatu), ktoré boli
pouzité pri separaciach enanciomérov derivatizovanych aminokyselin ¢i cukrov. ZvySenie selekti-
vity tohoto typu chiralnych tenzidov sa docieli tvorbou zmesnych miciel s dodecylsulfatom sodnym
(SDS) (kombinaciou elektrostatickych a hydrofobnych interakcii s chirdlnymi centrami a micelar-
nym jadrom zmesného systému). Komicelarne systémy SDS s digitoninom a SDS s niektorymi
saponinmi (glycinrhizovou kyselinou ¢i B-escinom) boli pouzité pri analyze derivatov aminokyse-
lin. Tenzidy (najmé SDS) st vyznamnymi aditivami pridavanymi do zakladného elektrolytu pri
enancioseparaciach pomocou y-cyklodextrinov, kedy okrem modifikacie vnutra kavity plnia i solu-
biliza¢nt a transportnt funkciu. Sucasne makrocyklické antibiotika boli ispesne pouzité¢ v micelar-
nych systémoch s SDS. Teikoplanin tvori sam agregaty, ktorych pritomnost’ v elektrolyte enanti-
oseparaciu skor zhorSuje. Boli pouzité i zmesné systémy cyklodextrinov s chiralnymi tenzidmi
(taurodeoxycholat).

Mikroemulzie mozno zjednodusene oznacit’ ako ,,micelarne systémy s vel'mi vysokym agregacnym
¢islom®. Su preto vhodné predovSetkym pre separacie hydrofobnych zlucenin. Avsak SirSieho
uplatnenia mikroemulzné systémy pre separacie opticky aktivnych latok nedosiahli. Prikladom
pouzitia mikroemulzii méze byt Uspesnd separacia efedrinu pomocou lipofilného (2R,3R)-di-
n-butylvinanu s butanolom a SDS.

6.6 Imobilizované chiralne systémy

Alternativou k priamemu pridavaniu chiralneho aditiva do zékladného elektrolytu je pouzitie imo-
bilizovanych chiralnych fazi. Toto experimentalne usporiadanie je sice sl'ubné, ale doposial’ obtiaz-
ne realizovatel'né. Pouzitie tradicnych chirdlnych HPLC staciondrnych fazi (B-cyklodextrinovych,
glykoproteinovych,...), chirdlnych aditiv navzajom spolymerizovanych (napr. allyl karbamoylovy
B-cyklodextrin s akrylamidom, B-cyklodextrin s dextranom, hovidzi sérovy albumin s glutaralde-
hydom,...) ¢i zosietovanych pomocou polyakrylamidovych gélov (B-cyklodextrin), alebo priamo
vyviazanych na stenach kapilary (modifikované -cyklodextriny) nenachadza pri praktickych elek-
trochromatografickych enancioseparaciach uplatnenie vzhl'adom k problémom spojenym najmé
s ich pripravou (napr. gelové matrice su obtiazne reprodukovatelné, maji kratku dobu Zivotnosti,
vytvaraju sa bubliny,...) a malou operacnou flexibilitou. Mozné rieSenie tychto problémov by moh-
lo priniest’ uz spominané zavedenie monolitov, alebo modifikovanych linearnych polymérov.
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6.7 Ovplyvnenie separacie chiralnych latok — modely versus experiment

Separacia dvoch analytov v kapilarnej elektroforéze je, ako bolo uz spominané, zalozena na rozdie-
loch v ich efektivnych elektroforetickych pohyblivostiach. Mierou uspesnosti tejto separacie je
rozliSenie R, ktoré je funkciou ucCinnosti N a selektivity S (relativneho rozdielu v pohyblivostiach)

a moze byt definované rovnicou

Ry = LN B4 6.1)
4 u-u,

kde A i je rozdiel v efektivnych elektroforetickych pohyblivostiach dvoch analytov, ; stredna
elektroforetickd pohyblivost’ a 1, elektroosmoticka pohyblivost.

Separacna selektivita je ovplyviiovana navzajom mnozstvom experimentalnych parametrov, pri-
¢om vplyv niektorych z nich sa d& takmer predpovedat’ (pH, koncentracia chirdlneho selektoru,
teplota) a predpoved’ u inych je obtiazna (typ cyklodextrinu, typ a koncentracia zakladného elektro-
lytu ¢i organického aditiva). Preto je potrebné pri vyvoji metody separacie danych opticky aktiv-
nych latok, ¢i pri testovani novych chirdlnych selektorov Studovat’ vplyv vsetkych experimental-
nych parametrov a najst’ medzi nimi najvhodnejs$i kompromis.

Systematické stadium vplyvu experimentalnych parametrov na separa¢nt selektivitu je zalozené
bud’ na meneni hodnét jednoho parametru pri konstantnom zachovani hodnot ostatnych parametrov
(nevariané postupy), alebo na stiCasnom meneni viacerych parametrov podla urcitého algoritmu
(multivariacné postupy napr. metdda Uplnych ¢i frakénych faktorialov (Plackett-Burmanova), sim-
plexova metdda, mapovania prekryvu rozliSenia ¢i metdda hlavnych zloziek). Vyhodou multivari-
acnych postupov je podstatné znizenie poctu experimentov a lepSia Statisticka interpretacia. AvSak
postupy meniace iba jeden parameter prinasaju lepSiu interpretaciu vplyvu daného parametru na
enanciodiskrimina¢ny proces.

6.8 Vplyv experimentalnych parametrov na separaciu chiralnych latok

6.8.1 Vplyv typu a koncentracie pouzitého chiralneho selektoru

Vyber vhodného typu chiralneho selektoru vychadza z chemickej Struktary analytu a vyrazne pred-
uréuje Uspésnost’ vysledného chiralneho rozliSenia. Aby mohlo dojst’ k maximalnemu rozvinutiu
vSetkych interakcii medzi analytom a chirdlnym selektorom musia si obidvaja navzajom maximal-
ne priestorovo vyhovovat. Toto vSeobecné pravidlo mozno dokumentovat na priklade
B-cyklodextrinov. Ak porovname nativne a derivatizované -cyklodextriny, vyhoda pouzitia modi-
fikovanych B-cyklodextrinov spociva okrem ich lepSej rozpustnosti tieZ i vo variabilite objemu
a geometrie kavity ¢i ponuke stereoselektivnych interakcii danych réznorodostou substituentov.
Zavedenie ionizovatelnej skupiny do $truktiry cyklodextrinu zvy3uje separaénu selektivitu (predi-
zenim U¢innej separa¢nej drahy, ponukou elektrostatickych interakeii).

Koncentracia cyklodextrinov je dominantnym parametrom enancioselektivity. S narastajiicou kon-
centraciou cyklodextrinov narasta viskozita zakladného elektrolytu, redukuje sa elektroosmoticky
tok a predlzuje doba analyzy. Vzhl'adom k tomu, Ze nie sl zname asociacné rovnovazne konstanty
inkliznych komplexov jednotlivych enanciomérov, ani ich elektroforetické pohyblivosti, je nutné
tato vhodnu koncentraciu zistit’ experimentalne.
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6.8.2 Vplyv zloZenia, koncentracie a pH zakladného elektrolytu

Zlozenie zakladného elektrolytu, jeho koncentracia, pH a i6nova sila vyznamne ovplyviiuji Gcin-
nost’ (vplyv elektrodisperzie, adsorbcie na steny kapilary, modifikacie elektroosmotického toku) i
selektivitu (modifikacia polarity prostredia, hustoty naboja analytov, interakcii analytov ¢i chiral-
nych selektorov s proti-ionmi) vysledného chiralneho rozliSenia. pH ovplyviiuje ionizaciu analytov
i chiralnych selektorov, a tym dava moznost’ (alebo naopak brani) vniku novych vzajemnych in-
terakcii. Vzrast id6novej sily zvysuje chiralne rozliSenie napr. v cyklodextrinom modifikovanych
systémoch, pretoze vzrastom hydrofilicity pufrovacieho systému sa zintenziviiuju hydrofobne in-
terakcie medzi analytom a cyklodextrinovou kavitou. K priprave zakladnych elektrolytov je vhodné
pouzivat’ latky s nizkou vodivostou aby doslo k potlaeniu generovania Joulovho tepla.

6.8.3 Vplyv pridavku organickych aditiv

Pridavok organickych rozpustadiel do zadkladného elektrolytu v roznej miere modifikuje (zmenou
rozpustnosti, solvatacie, ionizacie) vzajomnu interakciu analytov a chirdlnych selektorov ¢i uz
v pozitivnom alebo negativnom zmysle (solvata¢na stabilizacia i6nov sa zmensuje, klesa stupen
disociacie, rozpustadla potlacuju tvorbu miciel). Napr. v pripade teikoplaninu ma rozrusenie jeho
agregatov (zvySenie kritickej micelarnej koncentracie) pridavkom niekol’kych percent acetonitrilu
za nasledok zlepSenie enantioselektivity i separacnej G€innosti. Pri pouziti napr. proteinovych chi-
ralnych selektorov mdze pridavok organického aditiva sposobit’ zmenu konformacie a tym nega-
tivne ovplyvnit’ enantioseparaciu. K ovplyvneniu interak¢ného mechanizmu prispieva i zmena po-
larity zakladného elektrolytu (pokles hydrofobnych interakcii). Vplyv pridavku organickych roz-
pustadiel sa odraza i v zmene viskozity zakladného elektrolytu a zeta potencialu (pokles elektro-
osmotického toku). Vzhl'adom ku komplexnosti zmien, vysledny efekt vplyvu organickych roz-
pustadiel na chiralne rozliSenie je podstatny a musi byt experimentalne optimalizovany.

Podobne i tenzidy pridané do zakladného elektrolytu vyznamne modifikuju selektivitu systému.
Svojimi nepolarnymi ¢ast’ami molekul interagujii napr. s kavitou cyklodextrinov a siitazia s ana-
lytmi o jej vazbové miesta. Pravdepodobne i polarne Casti tenzidov interaguju s hydrofilnym povr-
chom cyklodextrinov ¢o sa mdze odrazat’ v modifikacii stereoselektivnych interakcii na vstupnych
otvoroch kavity. Tenzidy sa sorbuju na steny kapilary a ovplyviiuju velkost’ a smer (kationové
tenzidy) elektroosmotického toku.

6.8.4 Vplyv pracovnych parametrov — vol’ba kapilary, aplikovaného napiitia a teploty
Vyber pokrytej ¢i nepokrytej kapilary je dany latkami, ktoré maju byt analyzované a pouzitymi
chirdlnymi selektormi (vyuzitie, alebo potlacenie elektroosmotického toku, potlacenie sorbcie).
Vseobecne s poklesom vniitorného priemeru kapilary a vzrastom dizky kapilary sa zlepsuje chiral-
ne rozliSenie vd’aka lep3ej disipacii generovaného Joulovho tepla a prediZeniu separa¢nej drahy.
Nevyhodou prediZenia kapilary je narast ¢asu, ktory je potrebny k analyze. Niz§ie priemery kapilar
vedu k poklesu citlivosti detekcie.

Intenzita elektrického pol'a je pracovny parameter, ktory musi byt opatrne optimalizovany. Je po-
trebné najst’ kompromis medzi elektrickou silou udelujiicou rychlost’ danému analytu a chemickou
asociacnou silou (afinitou) vznikajuceho asociatu (v pripade cyklodextrinu inklizneho komplexu),
ktora umoziuje chiralnu diskriminaciu. S narastajucou hodnotou aplikovaného napétia narasta
ucinnost’ systému (N) a rychlost’ analyzy, avSak klesa hodnota rovnovaznej asocia¢nej konstanty
inkluzneho komplexu vplyvom generovaného Joulovho tepla a posunom chemickej rovnovahy.
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Zmeny v teplote separacného systému vedu k rozdielnym efektom na vysledné chiralne rozlisenie.
S narastajucou teplotou klesa viskozita zakladného elektrolytu (zvysuje sa efektivna pohyblivost’
a difGizia separandov), narasta rychlost’ elektroosmotického toku (klesa G¢inna separa¢na draha). Pri
pouziti cyklodextrinov klesa asocia¢na rovnovazna konstanta vznikajucich inkliznych komplexov
(exotermny charakter vlastnej komplexacie). VSeobecne s narastom teploty dochddza k poklesu
selektivity systému a tym i vysledného chiralneho rozliSenia. Niektoré chiralne selektory (napr.
makrocyklické antibiotika) st navyse pii vysSich teplotach nestabilné.

Z kinetického hl'adiska méze byt vyhodné také experimentalne usporiadanie, kde chiralny selektor
a jednotlivé enancioméry migruju oproti sebe. Pokial chiralny selektor absorbuje pri vinovej dizke,
ktora je potrebna k detekcii analytov (napr. vankomycin), je mozné si vypomoct’ napr. iba ¢iastoc-
nym naplnenim kapilary chiralnym selektorom.

6.9 Zakladné modely a postupy chiralnych separacii pomocou cyklodex-
trinov

Vzhladom k tomu, ze cyklodextriny v 80. rokoch takmer uplne ovladli pole chirdlnych separacii, je
vécsina modelov a postupov chiralnych separacii demonstrovana prostrednictvom pouzitia cyklo-
dextrinov ako chiralnych selektorov. Nasledujtce tri priklady ilustruju pristupy k optimalizacii
(resp. hl'adaniu najlepSich podmienok) enantioseparacie. Skutocnost'ou ale je, ze doposial’ Ziadny
model nedokaze predpovedat’ podmienky, za ktorych déjde k najlepsej separacii daného paru enan-
ciomérov. Tieto podmienky musia byt stanovované empiricky.

Wrenov model optimalnej koncentracie chiralneho selektoru vychadza z predstavy, ze merana
efektivna elektroforeticka pohyblivost’ je vektorovym stictom pohyblivosti vol'ného a v komplexe
viazaného enancioméru. Obidve elektroforetické pohyblivosti st determinované afinitou k chiral-
nemu selektoru a jeho koncentraciou. Pre rozdiel v efektivnych pohyblivostiach jednotlivych enan-
ciomérov Ap bola odvodena rovnica (6.2) z ktorej moze byt vypocitand optimalna koncentracia
chiralneho selektoru poskytujuca najlepsie rozlisenie.

= LMK (et = ) = K (ot = o)+ KK [t = ) |
(1+ &, [C]i+K,[C])

(6.2)

V rovnici (6.2) reprezentuje L, elektroforetické pohyblivosti volnych (nevyviazanych) enanciomé-

rov, u, a p, limitné elektroforetické pohyblivosti oboch enanciomér — cyklodextrinovych komple-
xov (ktor¢ mozu, ale nemusia byt rozdielne), K| a K, ich asociaéné rovnovazne konstanty, C kon-

centraciu cyklodextrinu. Pomocou tohoto modelu sa dajii velmi dobre popisat’ i inverzie v pohybli-
vostiach jednotlivych enanciomérov pozorované s narastajicou zmenou koncentracie chiralneho
selektoru.

Modely navrhnuté Vighom koreluji vplyvy koncentracie cyklodextrinu a pH (zmena disoci-
acie slabych elektrolytov a konstant stability inkluznych komplexov) spolu so zlozenim zédkladného
elektrolytu (vplyv elektromigracnej disperzie) na efektivnu pohyblivost’ volnych i inkludovanych
enanciomérov slabych elektrolytov, separacnu selektivitu a symetriu pikov. Snahou tohoto modelu
je najst’ sledom zmien jednotlivych experimentalnych parametrov (pH, koncentracie cyklodextrinu
a koncentracie ko-iénu) tzv. modelové parametre (idnova pohyblivost’ enancioméru a komplexu
enanciomér-cyklodextrin, spolu s hodnotami ich disocia¢nych konstant), ktorych dosadenim do
odvodenych rovnic mézu byt stanovené tzv. povrchové profily pohyblivosti, separa¢ného faktoru
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¢i rozliSenia. Modelové parametre sa experimentalne stanovuju tromi setmi merani — meranim zmi-
en pohyblivosti analytu na zmene pH (bez pridavku cyklodextrinu v zakladnom elektrolyte) a na
zmene koncentracii cyklodextrinu pri vysokej a nizkej hodnote pH zakladného elektrolytu.

Technika cyklodextrinového setu analyzy chirdlnych latoknavrhnutd Guttmanom popisuje rychly
vyvoj metody enancioseparacie slabych elektrolytov. Vychadza z predstavy, ze uspech chirdlnej
separacie (enancioselektivita) zavisi najmé na hodnote pH pouzitého zakladného elektrolytu, kon-
centracii a type vhodného chiralneho selektoru. Je zalozena na vykonani sady experimentov s vy-
branym setom Styroch cyklodextrinov (- a y- cyklodextrin, hydroxypropyl-p-cyklodextrin a dime-
tyl-B-cyklodextrin) pri dvoch hodnotach pH zakladného elektrolytu (2,5 a 8,0).

Uvedené priklady ukazuju, ze vytvorenie si predstavy o konkrétnom enancioselektivnom separac-
nom systéme pre rozseparovanie pozadovanych enanciomérov nie je jednoduché. Tiez dalSie
pristupy, ako st napr. modelovanie interakcii medzi chiralnym selektorom a analytom, ¢i stanovo-
vanie konstanty stability takéhoto asociatu, stt omedzené iba na konkrétny systém s danym zaklad-
nym elektrolytom (v pripade modelovania sa dokonca na vplyv pufru Gplne zabuda) a nedaju sa
jednoducho zovseobecnit’. Preto zatial najlepSou cestou k tispesnému rozdeleniu daného paru enan-
ciomérov ostava skusenost’ experimentatora spolu s informaciami o enancioseparacidch podobnych
latok ziskanych z literattry.
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