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nechiralni prostfedi x chiralni prostredi
Zivé organismy - chiralni environmentalni prostredi (proteiny — L-aminokyselin)
z hlediska molekulového rozpoznavani se lisi jejich fyziologické a obecné biologicke

vlastnosti



Potravinarska chemie

e g
i :
n karvon ,Jj j
n S-(+) matova, R-(-) kminova —— .
{H-carvone {-J-carvone
Agrochemie - pouzivani pesticidu
odlisné ucinky jednotlivych enantiomeru
fenoxypropanove kyseliny R-enantiomer aktivni, S-enantiomer neaktivni
Farmaceuticky prumysl - rozdilné terapeutické ucinky IéCiv
propranolol S-(-)  b-blokéator R-(+)  neaktivni
sotalol S-(-)  b-blokator R-(+) antiarytmikum
thalidomid R-(-) sedativum S-(+) teratogenni

60 % IéCiv — chiralni povaha — vétSina je dostupna jako racemat (stejné zastoupeni
obou enantiomeru)

Snaha po produkci enantiomerné Cistych |éCivych preparatu
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Chiralni separace
Neprima metoda
n derivatizani reakce mezi racemickym analytem a opticky
Cistym Cinidlem
n vytvoreni stabilniho diastereoizomerniho paru
n separace Vv achiralnim prostredi

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

Prima metoda

n pritomnost opticky aktivni latky - chiralniho selektoru v
separacnim systému (vazané nebo volné) — tvorba
pfechodnych diastereoizomernich paru



"

Vyhody a nevyhody neprimé separace

n separace na achiralni stacionarni fazi
n snadna zaména eluéniho poradi enantiomeru
n Mmozne zvyseni citlivosti detekce

n vysoka opticka Cistota derivatizacniho Cinidla

n optimalizace predseparacniho kroku

n MOZNost racemizace, epimerizace béhem derivatizace
n mené vhodne pro kvantitativni ucely

n nevhodné pro semipreparativni nebo preparativni ucely
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Vyhody a nevyhody primeé chiralni separace

chiralni separace pomoci chiralni stacionarni faze nebo
chiralniho separaéniho systému

n nevyzaduje chiralni predupravu

n urceni poméru enantiomeru pomoci ploch prislusnych
piku

n rychle

n snadna izolace Cistych enantiomeru

n drahé chiralni stacionarni faze
n racemizace béhem separacniho procesu
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Prima chiralni separace

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
- chiralni stacionarni faze (CSP)
pridavek chiralniho selektoru (CS) do mobilni faze

n levngjsi
n Vetsi flexibilita
n dobra stéricka dostupnost volného CS

n rozpustnost CS v roztoku
n Stabilita CS
n absorbance
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Klasifikace chiralnich selektoru

puvod:

prirodni - cyklodextriny, makrocyklicka antibiotika,
proteiny

semisynteticke - derivatizované cyklodextriny, derivaty
polysacharidu, modifikovana makrocyklicka
antibiotika

syntetické - chiralni polyethery, methakrylatové polymery

skupina: makrocykly, polymery, malé molekuly

typ prevladajici interakce:

- Inkluze

-p-p interakce (doprovazené vodikovou vazbou, stérickou
repulzi)

- hydrofobni nebo polarnich interakci



Model tribodoveé interakce

| analyzované
enantiomery

selektor



=
Chiralni stacionarni faze

za posledni dvé desetileti — nékolik stovek CSP
200 je komeréné dostupnych, fada z nich jak v analytickem,
tak v semipreparativhim az preparativnim meéritku

e vyvinuté pro specifické enantioseparacni ucely (tailor-made)
« aplikovatelné pro Siroky okruh chiralnich analytu

n Proteinové chiralni stacionarni faze

n Pirklovy chiralni stacionarni faze

n Polysacharidové chiralni stacionarni faze
n Cyklodextrinove chiralni stacionarni faze
n CSP na bazi makrocyklickych antibiotik
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Proteinove CSP

n prirodni proteiny navazané na silikagelove matrici

n lidsky sérovy albumin, hovézi sérovy albumin, a,-kysely
glykoprotein, celoblohydrolasa —| (CHIRAL- HSA BSA,
AGP, CBH)

n velky pocet chiralnich center, fada vazebnych mist

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

n celkova retence i chiralni selektivita ovliviiovana:
- typ a koncentrace organickeho modifikatoru
- jontova sila pufru a hodnota pH



Podminky separace
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Separace D/L kynureninu,CHIRAL-HSA, 2% propan-2-ol v 10 mM fosfatovém pufru
(S. Allenmark, Chromatographic enantioseparation, kap. 7, Ellis Horwood, England,
1991)
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Pirklovy CSP

n malé molekuly, omezeny pocet chiralnich center

p-elektron akceptor, p-elektron donor, p-elektron
akceptor/p-elektron donor

n kombinace p-p interakci s vodikovou vazbou

n normalni separacni mod (nepolarni/polarni
rozpoustedlo)

n mMoznost zameény elu¢niho poradi enantiomeru
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p-elektron akceptorové CSP
p-elektron donorové CSP
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leucin

3,5-dinitrobenzoyl derivat leucinu
nederivatizované analyty
obsahujici p-donorovou skupinu

naftylleucin
N-1-(naftyl)derivat leucinu
RP — DNB derivaty AA
NP- estery, amidy DNB AA
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Apl | kaCe Fenoprofen

Fenoprofen H,
Column =i B.R)-Whelk-0 1
23em x 4.6 mm H
Maobile Phase = (98/2)
Hexane/ 1FA +
0.1% Acetic Acid
Flow Rate = 1.0 mL/min
Detection= UY 254 nm
II“r I I‘Bi‘ﬁ'"t‘}hﬂld Bun Time = 14.5 min
k'y =262
1.1°-Bi-2-Naphthol =166
Column = (§.5)- ULMO reference 46
2% em x 4.6 mm
Mobile Phase = (98/2)
Hexane/TPA + 0.1% TFA
Flow Rate = 1.0 mL/min
Detection = UY 254 nm
Bun Time = 180 min
k') =484

=124
reference 48 s
’ M\ E
N N,
H CH, H 3

ULMO
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Polysacharidove CSP

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

n prirodni polysacharidy- nizka separacni

ucinnost
[Ea)  [Le
| B g i o iy
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Mikrokrystalicka celulosa

Figure 1
A. The paracrystalline region, an amorphous flexible mass
of cellulose chains, arnd

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

kysela hydrolyza
vySSi krystalinita - Avicel
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Derivaty celulosy a amylosy

OAcC

AcO OAC

* navazany na silikagelové matrici

» estery, karbamaty

» pFevazné normalni separacni méd
 vice interakCnich moznosti
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tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) celulosy
(amylosy)

o
4-CH ’ 3,5-(CH3)2
ﬁ /". L 3.4 -\l::'
(C 3,5-Cl,
-%_"\l/ ( 3,4-Clz
NH , 2,6-Cly
0= 4-CH5CH; 3,5-F;
0 4-(CHa),CH 3,5-(CFap
4/‘ o & 4-(CH4)sC 2-Cl-4-CH,
hY 3-CHa 2-Cl-5-CHs
Q 0 no 2-CHy 2-CI-6-CH,
%O >\ H 3-Cl-2-CHgy
HN oY "NH 4-F 3-Cl-4-CHs
Vi \ / BN F j-g: 4-{?I—2-CH_-.
J -C 4-Cl-3-CH3
~\¢ =5 3-Cl 3-F-4-CH,
i 4-Br 5-F-2-CHj
4-CF4 3-F-5-CHy
4-NO, 3-Cl-5-CHj
3,4-(CHa), 3-Br-5-CHa

normalni separacni mod — Siroke spektrum aromatickych
analytu, s karbonylovou skupinou, s P jako stereogennim

centrem
reversni separacni mod - neutralni, kyselé i bazické analyty



‘O <— OBIN diAc, 2,2 -diacetyl-1,1"-binaphthyl ‘O 0
)J\CH;;
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Aplikace e
OAc
‘O 8-acetylamino-3°-hydroxy-1,2"-binaftyl, — OO

100

ACN/20 mM fosfatowy pufr, pH 3.0, 40/60 (v/v) | ACN/voda 40/60 (v/v)
R=179 80_R:4,9€v
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mM) (33:67, v/v)
k,=1,63;k,=1,98, R=2,1 0 2 4 6 8 10
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Cyklodextrinové CSP

n cyklické oligosacharidy vznikajici enzymatickou
degradaci Skrobu ¢leny 6 - 12 jednotek

n prakticky vyznam — Cleny s 6 - 8 glukopyranosovymi jed.

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

(g/100 mL)
a 6 972 0,57 14,5
b 7 1135 0,78 1,8

g 8 1297 0,95 23,2
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Retencni mechanismus

c;r"’\a Ny

go==

tfi separacni mody
* reversni - organicky modifikator/vodny
roztok pufrd
» normalni -nepolarni/polarnirozpoustédlo
* polarné-organicky - CH,CN/CH,OH/HAC/TEA

derivatizace CD

» zména nékterych fyzikalné-chemickych parametru

* nova interakéni mista na derivaéni skupiné
(stereogenni centrum)

* SirSi okruh separovatelnych analytd

silikagel

CYCLOBOND

— OCH4

— COCH;

OH
|

-_— 4CHCH.

CHyCHCH,

_____
.

DM

AC

SPnebo RSP

RM nebo SK

DMP
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/ \p I I ka.C e Separation of -80C Amino Ackds.
(7) Leticine and (2} Alanine
ot CYCLOBOND | 2000 RSP
7/93: CH3CN/1% TEAA, pH 6.9 @ 0.8 mL/min.
| | ) @)
. N—L{H; . HC 0 0
T CHj
1L
CH; NH, NH,
{|’H’ Peak 1 -8.21 min. Peak 1 - 10.49 min.
S . I . i N Peak 2 - 11.34 min. Peak 2 - 11.62 min.
120+ . I - '-L.I . l - o
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0 5 10 15 20 25 30 35 40

gas (min) gnantioseparace thioridazinu za
podminek: B-cyklodextrinova CSP
mobilni faze ACN/1%TEAA pH=4,1, 20:80 (v/v)
0,7 ml/min, 254 nm.
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CSP na bazi makrocyklickych antibiotik

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

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



Separacni mody

tedkoplanin

vankomyein

komplexni struktura - mnoho funkénich skupin a chiralnich
center, 3 (4) mélké dutiny — multimodalni charakter

interak¢éni mechanismus p-p interakce, vodikova vazba, dipolovée
interakce, inkluze, sterické efekty

reversni mod - OM/vodny roztok pufru (vliv OM, pufru, pH)
normalni mod - nepolarni/polarni organické rozpoustédlo
(novy) polarné-organicky mod - CH30OH/HAC/TEA
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Chirobiotic T vs Chirobiotic V

¥ CHIROBIOTIC T vs. CHIROBIOTIC V
Warfarin

Q.. 0 o
Il
Q;T;E CHCH,COOH;

OH

14.1

14.9

CHIROBIOTIC T

9.6

_J

11.6

.

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

komplementarni charakter MA




Chirobiotic T vs Chirobiotic TAG

Separace D, L-methioninu

CHIROBIOTICT CHIROBIOTIC TAG
ti=4.4 ti=4.7
=54 12=8.0
hl i |
It
I
i .'q‘-.
[ I
| I'\h iI \-\_\_
= L- IlL__' = — e ] —
10080 EfOHM=0 @ 1.0 mbAmin. 2070 MeOHMH20 @ 1.0 mbL'min.
Datection: 210nm Datection: 210nm

modifikované glykopeptidy

teikoplanin-aglykon, (permethylovany teikoplanin)
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Chirobiotic V vs Chirobiotic V2

alprenOIOI Chirobiotic V2
R,,=212 _
CHa polarné organicky separacni mod
0N e \ MeOH /HAc/ TEA 100/ 0,005/ 0,005
OH
(VIVIv)
CHy,— CH—CH, Chirobiotic V
R,,=0,90
L
0 : T 2
t (min)

1,4-dihydropyridi Y V2

. Inyaropyriainy 100/ 0,5/0,7

DI 100/ 0,5/ 0,7 R, =118

- amlodipin oo
. . A
© R
CHOCHCHNH § M 3 1(;0/(251/ 255 M
E R,,=0,78 2=k
COOC:Hs 100/ 0,5/0,1 e‘ 100/ 0,5/ ogNL
R,,=087 j L R, =15
T R
t (min)

polarné organicky separaéni mod - MeOH /HAc/ TEA



n vybér chiralniho selektoru (zpusob navazani na
silikagelovy nosic)

n slozeni mobilni faze (typ a obsah organickeho
modifikatoru, typ a koncentrace pufru, hodnota

pH)

n teplota
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Proces optimalizace

T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
t (min)

IPA/hex/MeOH 10/60/30 (v/viv),
Iml/min, 276nm,
kl=3,77; k2=4,02; R=0,22

M
1

E } i"/ﬁ“‘-‘.]
L Oh
.

synteticky pfipraveny analog prostaglandinu F2a — délozni
kontrakce, luteolyza, produkce racematu (x)-cloprostenolu,
(+)-enantiomer vykazuje podstatné vyssi biologickou aktivitu
a pouze on vykazuje luteolytickou aktivitu

(+)-cloprostenol (

PN |

T T T T 1 T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 0 5 10 15 20 25

t (min)

IPA/hex/MeOH/TEA 15/60/25/0,5
(viviviv), Iml/min,
kl1=12,71; k2=17,65; R=2,05

t (min)

IPA/hex/MeOH/TEA 10/60/30/1,1
(viviviv), Iml/min, k1 = 6,97; k2 = 9,69;
R=1,86



T T T T T
0 20 40 60 80 100
t (min)

t (min)

ACN/MeOH/HAC/TEA 90/10/0,1/0,1 (V/iviviv), ACN/MeOH/HAC/TEA 90/10/0,1/0,1
0,6 ml/min, (viviviv), 0,6 ml/min, 2 kolony
kl1=5,99; k2=6,95; R=1,22 zapojené za sebou

kl1=7,33; k2=8,36; R=1,35

tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) celulosy ACN/ 20mM NaH,PO,

0 1 2 3 4 5 6 0 3 6 9 12 15 18 0 2 4 6 8 . 10
t (min)

t (min) t (min)

33/67
k,=1,63k,=1,98 R=2,1



Dekuji Vam za pozornost



