Chiralni separace pomoci vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie

Zadani ulohy:

a) Skupinové zadani

Porovnejte vliv slozeni mobilni fize na chirdlni separace jednotlivych [-blokatori na
vankomycinové koloné (Chirobiotic V, resp. Chirobiotic V2). Diskutujte retenci, rozliSeni a

symetrii pikll enantiomerd.

Na zaklad¢ chemické struktury (viz obr. 1) diskutujte elu¢ni obecné potadi jednotlivych [3-

blokatoru.

Vankomycinové chiralni stacionarni faze mohou byt pouzity v riznych chromatografickych
moédech. Vyhledejte v literature, ktery mod je pouzit v této tloze. Pozor, Gloha se nachazi na

rozhrani mezi dvéma mody.

Proved'te derivatizace vybrané aminokyseliny (alanin) fluorescenénim derivatizaénim

¢inidlem

b) Meziskupinové zadani

Porovnejte vliv pokryti vankomycinovych chiralnich stacionarnich fazi (Chirobiotic V a V2)
na enantioselektivni potencial téchto fazi pro vybrané p-blokatory (alprenolol, oxprenolol,

propranolol).

Teoreticky uvod:

Fenomén chirality se vyskytuje u vétSiny pfirodnich latek a mnoha latek synteticky
ptipravenych. Levé a pravé formy (enantiomery, popf. atropisomery) se v achiralnim prostfedi nedaji
odlisit, zatimco v chiralnim prostiedi, jakym je naptiklad lidské télo, vykazuji odliSné vlastnosti.
Mnohé metabolické cesty jsou stereoselektivni, proto je nutno se podrobné zabyvat chiralnimi a
prochiralnimi latkami, které do organismu vstupuji. Jednim z dusledki rozdilnych enantioselektivnich

interakci v organismu jsou totiz odli$né terapeutické ti¢inky enantiomert 1&¢iv.



Velkym impulsem pro sledovdni enantiomerni Cistoty farmaceutickych produkti byl
vSeobecné nechvalné znamy ptipad thalidomidu, ktery zptsobil v 60. letech minulého stoleti velké
problémy, zvlasté ve Svédsku. Thalidomid byl prodavan jako racemat a podavan jako neskodny 1ék
téhotnym Zzendm proti ranni nevolnosti. Pfitom R-enantiomer plsobi jako sedativum, zatimco S-
enantiomer ma teratogenni ucinky.

Soucasné pozadavky na Cistotu farmaceutickych piipravkli zahrnuji i nutnou studii na
enantiomerni Cistotu resp. znalost U¢inkdl obou enantiomert, pokud je pfipravek pouzivan ve formé
racematu. Uvadi se, Ze v souCasné dob¢ je z 50 % chirdlnich 1é¢iv na trhu asi 75 % v racemické
podobé a pouze 25 % je tvoieno jednim enantiomerem. Lze vSak predpokladat, Zze bude dochazet stale
vice k posunu ve prospéch Cistych enantiomert.

Jednou z nejpouzivanéjSich metod pro separaci enantiomerti je vysokoucinna kapalinova
chromatografie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC). Tato metoda je zalozena na
interakci enantiomerti analytu s chiralni stacionarni fazi umisténé v chromatografické kolon¢. Protoze
je stacionarni faze chiralni, jednotlivé enantiomery s ni interaguji riznymi interakcemi a v rizné mife.
Dusledkem je pak odli$na retence (zadrZeni, zpozdéni) enantiomert na koloné, coz vede k jejich
separaci. Pouzivanych chiralnich stacionarnich fazi existuje velké mnozstvi. Mohou byt zalozené na
cyklickych oligosacharidech (cyklodextrinové, cyklofruktanové), polysacharidech (amylosové,
celulosové), crown-etherech a dalsich slou¢eninach. V neposledni fadé existuji chiralni stacionarni
faze na bazi makrocyklickych antibiotik, které budou vyuzity v této uloze. Mezi neznamg;jsi
makrocyklicka antibiotika pouzivana jako chiralni selektory patfi teikoplanin, ristocetin a vankomycin
(viz obr 2.). Posledni jmenovany se osveédcil pti chiralnich separacich latek ze skupiny P - blokatort,

proto bude vyuzit v této uloze.

Zakladni charakteristiky popisujici chromatograficky proces jsou:

Retenéni faktor k k = M

Ty

Kde tr je retencni Cas analytu (tj. doba od nadavkovani vzorku po ¢as, kdy detektor zaznamena
maximum piku), ty je mrtvy €as (tj. retencni Cas latky neinteragujici se stacionarni fazi). Mrtvy cas je
mozné urcit ze systémového piku po nastiiku metanolu,

Rozliseni R dvou pikt
R = (tRZ _tm)

(W, W)

kde wy, W, jsou $ifky pikl pii zakladné. Rozliseni R = 1,5 se obecné povazuje za separaci latek az na
zakladni linii, odpovida 99,7% separaci latek.



Separacni faktor a

kde ki, k; jsou reten¢ni faktory jednotlivych pika.

Symetrie piki, resp. asymetricky faktor A
A = B/A,

kde A, B jsou polositky piku v 10 % jeho vysky ke kolmici na zakladnu spusténé z vrcholu piku —

Z ndbézné strany (A) a z druhé (Casto chvostujici) (B).
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Obr 1: Analyzovana léCiva ze skupiny B-blokatort.
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Obr 2: Makrocyklické antibiotikum vankomycin, které tvoii zaklad chiralnich stacionarnich fazi

pouzitych v této uloze.



Pristroje:

HPLC s kolonou Chirobiotic V, resp. Chirobiotic V2. Detekce se provadi pfi vinové délce 254 nm.
Ultrazvuk
Magnetickd michacka

pH-metr

Pomiicky a chemikalie:

roztoky standardu alprenololu, oxprenololu, propranololu, (1 mg/mL v MeOH)
D/L-alanin, standard

triethylamin, HPLC grade

kyselina octova, HPLC grade

9-fluorenylmethylchlormraven¢an (FMOC-CI), standard

methanol, HPLC grade

acetonitril, HPLC grade

deionizovana voda

ptipraveny 0,2 M roztok NaHCO3, pH 8,5

zasobni lahve na mobilni faze
odmeérné valce
automaticka pipeta a Spicky

kadinky



Pracovni postup:

1) Pozorng si prectéte cely navod. V pripad€ nejasnosti kontaktujte vedouci praktika.

2) Kolona je jiz ekvilibrovana mobilni fazi 70/30 MeOH/TEAA (v/v), pH = 5, kde TEAA je vodny
triethylamonium octanovy pufr o koncentraci 0,5%. Seznamte se s ovladanim pfistroje. Pro ovéteni

funkénosti systému proved'te dvakrat nadavkovani MeOH, ze kterych urcite mrtvy ¢as systému.

3) Proved'te analyzu roztokd B-blokatord (1 mg/mL). Kazda analyza by se méla provést tiikrat, ale
vzhledem k nedostatku ¢asu proved’te dvakrat pouze analyzu prvniho vzorku. Budou-li retencni Casy

shodné, proméite nasledujici dva vzorky pouze jednou.

4) Béhem bodu 2) piipravte do zasobni lahve 300 ml vodného triethylamonium octanového pufru o

koncentraci 0,5%, pH = 5. Ptipraveny pufr vlozte na 20 minut do ultrazvuku, aby z n&j unikl plyn.

4) Za dozoru vedoucich praktika vyménte lahve s mobilnimi fazemi a ekvilibrujte kolonu mobilni fazi

s piipravenym pufrem MeOH/TEEA 90/10 (v/v), pH =5, po dobu 30 minut.

5) Béhem ekvilibrace kolony vyhodnot'te chromatogramy z bodu 2)

6) Proved'te analyzu roztoku B-blokatort (1 mg/mL) v 90/10 MeOH/TEEA (v/v), pH = 5. V piipadé,
ze pouzivate Chirobitoic V, proved’te prvni analyzu dvakrat. Budou-li se reten¢ni Casy shodovat,
proméite zbyvajici dva vzorky pouze jednou. V pfipad€, ze pouZzivate Chirobiotic V2, kazdou analyzu

proved’te pouze jednou.

8) 1 mg D/L-alaninu rozpustte v 1 ml 0,2 M NaHCO; a nated’te na koncentraci 2pug/ml, derivatiza¢ni
¢inidlo pfipravte o koncentraci 1 mg FMOC-CI v 1 ml acetonitrilu a pak ho nafed’te na koncentraci
20pg/ml. Poté smichejte 500 pl racematu aminokyseliny s 500 ul derivatizacniho ¢inidla. Smés
intenzivné protfepavejte 2 minuty a pak centrifugujte pfi 500 ot/min po dobu 5 minut. Centrifugat
analyzujte a ziskany chromatogram interpretujte z hlediska dosazeného enantiorozliseni, doby analyzy

a citlivosti detekce.

7) Nastavte promyvani kolony dle pokynii vedoucich praktika a vyhodnot'te chromatogramy z bodu 6)



Chirobiotic V Odhadovany cas:
Ptiprava, seznameni se s ovlddanim stroje 10 min
Nadavkovani MeOH 7 min

42 min

MeOH/TEAA 70/30 (v/v)

Alprenolol - 10 min X 2, R=0,2
Oxprenolol - 10 min, R=0,5
Propranolol -12 min, R =0,3

Ekvilibrace kolony

40 min

MeOH/TEEA 90/10 (V/v)

61 min

Alprenolol - 15 min X 2, R =1,37
Oxprenolol - 15 min,R=1,1
Propranolol -16 min, R = 1,39

Celkova ¢asova dotace:

160 min

Chirobiotic V2

Odhadovany ¢as:

Priprava, seznameni se s ovladanim stroje 10 min
Nadavkovani MeOH 7 min
MeOH/TEAA 70/30 (v/v) 52 min

Alprenolol - 12 min X 2, R =1,22
Oxprenolol - 12 min, R =0,4
Propranolol -16 min, R = 1,05

Ekvilibrace kolony

40 min

MeOH/TEEA 90/10 (V/v)

69 min

Alprenolol - 22 min, R = 1,52
Oxprenolol - 21 min,R=1,0
Propranolol - 26 min, R = 1,48

Celkova ¢asova dotace:

178 min

Odhadované ¢asy jsou nadhodnocené, skutecné analyzy jsou kratsi.
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