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SUHRN

Interkonverzia stereochemicky nestalych chiralnych lie¢iv — vyuzitie chromatografickych technik na §ti-
dium enantiomerizacie
Cast II: Praktické aplikacie

Enantiomerizacia je reakciou prvého poriadku, ide o tzv. interkonverziu jedného enantioméru na druhy a naopak. Ten-
to jav typicky pre konfiguracne nestale chirdlne zliceniny a predstavuje komplikaciu pri separacii racemickych zmesi.
Na $tadium tohto procesu boli pouzité jednak chromatografické separacné metédy, konkrétne — GC, SFC, CE, MEKC,
HPLC ale aj NMR. Chromatografické metédy moZzno rozdelit do dvoch skupin, prvi tvori dynamickd chromatografia
(ak je rychlost enantiomerizécie priblizne rovnaka ako rychlost separécie), alebo tzv. metdda zastavenia prietoku (stop-
ped — flow), kedy je rychlost enantiomerizécie a separécie rozna. Tato praca poskytuje prehlad vyskumu tejto proble-
matiky od roku 1975, kedy boli publikované préice podrobnejsie opisujuce tento fenomén az po stic¢asnost. Dnes sa bez-
ne pouzivaji zloZité matematické funkcie a pocitatové dekonvoluc¢né programy pre opis tohto procesu, vypocet
termodynamickych parametrov (AGapp, AHapp, ASapp) a urCenie rychlostnych konstint enantiomerizacie (klapp,
k(-1)app). Cielom vécSiny préac bolo nielen ziskat termodynamické udaje t. j. hodnotu energetickej bariéry enantiome-
rizdcie, ale v niektorych pripadoch sa skimal vplyv chirdlnej staciondrnej fazy na enantiomerizaciu, resp. enantiomeri-
zécia sa pouZila na preparativne ucely, konkrétne na ziskanie Cistého enantioméru, ¢im sa obiSla naro¢nd syntéza.

KTucové slov a: enantiomerizécia — interkonverzia — konfiguracne nestéle lieciva — rychlostné konStanty
— chromatografické metody

Ces. slov. Farm., 2006; 55, p. 12-17

SUMMARY

Interconversion of Stereochemically Unstable Chiral Drugs: Utilization of Chromatographic Techniques
for the Study of Enantiomerization
Part II: Practical Applications

Enantiomerization is a first-order reaction; it means interconversion of one enantiomer into another (and vice versa).
This phenomenon is a typical feature of some configurationally unstable chiral compounds and it complicates sepa-
ration of racemic mixtures. For the study of enantiomerization, chromatographic separation techniques (GC, SFC, CE,
MEKC, HPLC) and NMR can be used. Chromatographic methods suitable for investigation of enantiomerization inc-
lude dynamic chromatography (if time scales of enantiomerization and separation are the same) and stopped-flow
chromatography (time scales of both processes are different). The present paper surveys the research of enantiomeri-
zation from 1975, when papers describing enantiomerization in greater detail were published, to the present. Today,
mathematical approaches and computer-assisted deconvolution procedures are commonly used for evaluation of enan-
tiomerization — calculation of thermodynamic parameters (AGapp, AHapp, ASapp) and rate constants (klapp,
k(-1)app). The aim of many publications was not only determination of the enantiomerization energy barrier, but the
influence of the chiral stationary phase on enantiomerization was studied as well. In some cases, enantiomerization
was used for preparative purposes — a pure enantiomer was obtained and thus complicated synthesis was excluded.

Key words: enantiomerization — interconversion — configuration unstable drugs — kinetic rate constants —
chromatographic methods
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Cielom enantioselektivnej chromatografie je kvantita-
tivna separacia enantiomérov v chirdlnom prostredi pre
analytické a preparativne ucely. Podmienkou uspe$nej
separicie je to, aby chirdlny selektor (stacionarna fiza)
bol schopny rozli§it oba enantioméry, niekedy vSak
mdZu nastat situdcie, kedy na chromatografickom zazna-
me pozorujeme iba jeden pik, dochadza ku koelucii
enantiomérov, ale nie vinou zlej volby separacnych pod-
mienok, ale dovodom su Specifické, tzv. koalescenéné
fenomény:

— interkonverzia (napr.: enantiomerizacia);

— entalpicko-entropickd kompenzicia — existuje tzv.
izoenantioselektivna teplota, kedy je prispevok entalpie
a entropie k separdcii enantiomérov rovnaky a zmena
volnej Gibbsovej energie je rovna nule, o v praxi zna-
mend, zZe na chromatografickom zdzname pozorujeme
iba jeden pik. Nad touto teplotou dochadza k vymene
eluéného poradia enantiomérov;

— pridavok chirdlneho selektora do mobilnej fazy,
resp. pri tandemovom usporiadani chromatografickych
kolén, pritomnost druhého chirdlneho selektora s opac-
nou enantioselektivitou mdze sposobit koeluciu.

Predmetom tejto prace je koalescencia sposobena
enantiomerizaciou, na jej Stidium je mozné pouZit nie-
kolko experimentalnych pristupov:

— klasicka kinetika spolu s enantioselektivnou separa-
ciou Y,

— metdda kontinualneho prietoku? ¥ 1.,

— porovnanie experimentalne ziskanych chromatogra-
mov so simulovanymi (analyza tvaru pikov) 49,

— metdda zastaveného prietoku 13 1.,

— stochastické metody 7 19 1.,

— AF ! — umoziuji vypocet priamej a protismernej
rychlostnej konstanty (k") enantiomerizdcie priamo
z chromatografickych parametrov ( tRA, tRB, whA, th,
hpm » V), ktoré si vstupnymi idajmi pri vypocte. Schurig
et al. 1 validoval pouZitie AF na umelo vytvorenych
suboroch pozostavajucich z 15 625 chromatogramov,

— dekonvoluéné metédy 2* 2V 1., ich pouZitie je velmi
zlozité a do urcitej miery obmedzené spravnou pre — esti-
maciou (poc¢iato¢nym odhadom) rychlostnej konstanty.

Metédy oznacené rimskou I. st podrobnejsie vysvet-
lené v 1. Casti.

Plynovd chromatografia (GC)

Prva zmienka o vzniku tzv. reakénej zoény (platd)
pocas chromatografickej separacie pochadza od Schuri-
ga et al. 22, ktory zaviedol pojem enantiomerizacia.

Biirkle et al. ¥ uskutoénil prvi dekonvoliciu chroma-
tografickych zdznamov pouZitim pocitacovej simulacie.

Weseloh 22 a Mariot 29 opisali izomerizalny pro-
ces zlucenin chromu a aldoximov v plynovo-chromato-
grafickom reaktore. Informdacie o pouZiti programu
SIMUL a jeho aplikdcie pri ur€ovani energetickej barié-
ry 1,2,3,3-tetrametylaziridinu, 1-izopropyl-3,3-dimetyl-
aziridinu su publikované v literatire 2”. Roth et al. 2®
pouzil program SIMUL pri separicii 2,6-dimetylén-
-bicyclo[3.1.0]hexanu. Enantiomerizacia konfiguracne
nestalych zlucenin bola Studovana a kvantifikovana
pomocou komplexac¢nej GC >,

Trapp ** aplikoval AF pre rychle uréenie termodyna-
mickych parametrov (k,k , AG*") z chromatogrgﬁcky’zch
parametrov bez naro¢nej pocitacovej simulacie. Studoval
axidlne chirdlne alény. Elucné profily ziskané pocas
experimentu vykazovali znaky enantiomerizacie (platd
medzi dvoma pikmi). Na separiciu enantiomérov bola
pouzitd kvapalna chirdlna stacionarna faza Chirasil-f-
-Dex. Hodnoty boli porovnané s doplnokovou simuléci-
ou pomocou pocitatového programu ChromWin. Eyrin-
gové aktivacné parametre boli vypocitané nasledovne:
AG**(298,15 K) = 103,6+0,9 kJ/mol, AH™ = 44,7
+0,4 kJ/mol, AS*P = -198+7 J/K.mol pre dimetyl-1,3-
-alléndikarboxylat, a AG*?(298,15 K) = 103,5+
1,1 kJ/mol, AH*" = 44,7+0,5 kJ/mol, AS*" = -197
+9 J/K.mol pre dietyl-1,3-alléndikarboxylat.

Reist et al. 3V vyhodnotila chromatografické zdznamy
2,2’-diizopropylbifenylu pomocou programu SIMUL
a porovnala ziskané tdaje s polarimetrickymi merania-
mi. Rotacnd energetickd bariéra (AG**) racematu mala
hodnotu 114,6-115,0 kJ/mol (75100 °C), rovnaku
ako hodnota energetickej bariéry uréena predchadzajici-
mi meraniami, Ziaden meratelny katalyticky alebo inhi-
bi¢ny efekt staciondrnej fazy nebol preukazany.
Hochmuth 3? uréil rotalnti energetickd bariéru dio-
xa[ 1 1]paracyklofanu, cyklického karboxy[11]paracyklo-
fanu, Trapp a Schurig &7 ur¢ili rota¢nt energetickd ba-
riéru Torgerovych baz, kombinaciou DGC a sfGC urcili
rotacnud energetick bariéru thalidomidu.

Trapp ¥ pouzil dynamickd chromatografiu a metédu
zastaveného prietoku (stopped-flow, sf) pre urcenie
enantiomerizacnej energetickej bariéry thalidomidu
v teplotnom intervale 190-220 °C. K ziskaniu rychlost-
nych konS$tant z experimentidlnych tdajov bol pouzity
program ChromWin. Enantiomeriza¢na bariéra mala
hodnotu AG#? = 154+2 kJ/mol v DGC a 150+3 kJ/mol
v sfGC technike pri 200 °C. Koncept reten¢ného inkre-
mentu R’ bol aplikovany pre lepSie rozliSenie enantiome-
riza¢nej bariéry thalidomidu v jeho rozpustenom a kom-
plexonom stave s chirdlnou stacionarnou fazou.

Schurig et al. *¥ ur¢il energetickd bariéru enantiomeri-
zécie 2,2°, 3,3°, 4,6’ -hexachloérobifenylu (PCB 132). GC
separécii predchadzala predseparacnd uprava pouZitim
HPLC a permetylovaného-fB-cyclodextrinu zakotveného
na polysiloxdne (Chirasil-Dex) ako chirdlnej stacionar-
nej fazy, iba jeden enantiomér bol predmetom Stidia
kinetiky enantiomerizacie pomocou chirdlnej CG.

Reich et al. 3 ur¢ila enantiomeriza¢nd bariéru 1-chl6-
ro-2,2-dimetylaziridinu teplotnou S$tidiou a vypocitala
aktivané parametre pomocou pocitacovej simuldcie pro-
gramom ChromWin. Enantioselektivna multidimenzio-
nalna GC s technikou zastavenia prietoku (stMDGC) bola
pouzitd k urceniu enantiomerizacnej (interkonverznej)
bariéry. Po kompletnej GC separdcii enantiomérov
v prvej kolone, v druhej koldne za zvySenej teploty nasta-
la enantiomerizacia heart-cut frakcii jednotlivych enanti-
omérov v plynnej faze, nasledne boli tieto frakcie separo-
vané na jednotlivé enantioméry v tretej koléne. Zo
ziskanych de novo ploch pikov prislichajicim jednotli-
vym enantiomérom a, z enantiomerizaného cCasu ¢
a enantiomerizacnej teploty T, boli vypocitané termody-
namické parametre enantiomerizacnd bariéra v plynnej
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faze (dusiku) - AGappgas(T), aktivacna entalpia
AHQPPgaSa aktivacnd entropia ASaPPgaS: AG*‘PPgaS(353
K)=110,5+0,5 kJ/mol, AH*™  =71,0+3,8 kJ/mol a A§* =
-109+11 J/K.mol. Doplnkovou metédou GC bola urcena
zdanliva enantiomerizacna (inverzna) bariéra 1-chloro-
-2,2-dimetylaziridinu v dvojfazovom systéme plyn — kva-
palina, AG*? (353 K)=108 kJ/mol. Hodnoty ziskané tou-
to metédou v plynnej faze boli pouZzité na vypocet akti-
vacnych parametrov interkonverzie 1-chléro-2,2-
-dimetylaziridinu v kvapalnej faze v pritomnosti chirdlne-
ho selektora Chirasil-nickel(I): AG*® (353 K) = 106,0
£0.4 kl/mol, AH, =683+14 kI /mol a AS™, =
-106+3,0 J/K.mol.

Marriott et al. 3® pouzil dvojrozmernd plynovi chro-
matografiu pre ziskanie informéacii o dynamickom spra-
vani sa oximov (GCxGC). Interkonverzny proces nastal
v oboch kolénach. Experiment vyZadoval tpravu roz-
merov kolon a nijdenie takych experimentalnych pod-
mienok, ktoré by boli vhodné pre obe kolony. V tomto
pripade dlhSie kolény bezne pouzivané v GCxGC
umoznili dostatocné trvanie retencie, na druhej strane
poskytli priestor pre enantiomerizaciu. Rozsah inter-
konverzie zavisel od teploty, retenéného ¢asu a type sta-
cionarnej fazy. Polyetylén-glykolové staciondrne fazy
poskytovali vysoki hodnotu interkonverzie, naopak
v pritomnosti polyetylén-glykolovej staciondrnej fazy
zakoncenej kyselinou tereftalovou bol rozsah interkon-
verzie mensi. Najmensi rozsah interkonverzie bol pozo-
rovany v pritomnosti fenyl-metylpolysiloxdnovej a cyk-
lodextrinovej staciondrnej fazy. Su ukazané priklady
roznych rozsahov interkonverzie v dvojrozmernom
systéme, zahriiujic koalescenciu pikov v prvej kolone
s naslednou nizkou interkonverziou v druhej koléne.

Reich a Schurig * 3" ur¢ili bariéru enantiomerizacie
2,2’, 3,5, 6-pentachlérobifenylu (PCB 95), 2,2°, 3,3,
4,6-hexachlérobifenylu (PCB 132), 2,2°, 3,3, 6,6-hexa-
chlérobiphenylu (PCB 136), 2,2°, 3,4°,5’, 6-hexachléro-
bifenylu (PCB 149), rota¢na bariéra AG*? (T) Styroch
atropoizomérnych polychlérovanych bifenylov bola urce-
nd via on-line enantiomeriziciou v sfMDGC, pre separa-
ciu enantiomérov pouZili Chirasil-Dex ako chirdlnu sta-
ciondrnu fazu. Vypocitand rotacnd energetickd bariéra
AG™ (T) trichloro-orto-substitutovanych atropizomérov
bola 184+2 kJ/mol pre PCB 95, 189+4 kJ/mol pre PCB
132, a 184+1 kJ/mol pre PCB 136 pri 300 °C. Rotacna
energeticka bariéra AG** (T) tetrachloro-orto-substituova-
nych derivatov bola 210 kJ/mol pri teplote 320 °C.

Schurig et al. 3® ur¢ili enantiomerizalnt bariéru dime-
tyl-2,3-pentadienoatu. Chiralne allény podliehali interkon-
verzii v pritomnosti dvoch polymérnych chirdlnych stacio-
narnych faz Chirasil-Nickel a Chirasil-Dex pri laboratérnej
teplote. Enantiomeriza¢na bariéra dimetyl-2,3-pentadieno-
atu bola uréend DGC via pocitacovou simuldciou interkon-
verzného elu¢ného profilu a pomocou stMDGC. Vysledky
porovnané s NMR spektroskopiou boli rovnaké.

Vysokoucinnd kvapalinovd chromatografia (HPLC)
Gasparrini et al. ¥ opisuje vyhody pouzitia HPLC

metddy pre Stddium enantiomerizacnych procesov
v porovnani s DGC a DCE.
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Melander et al. *0 napisal teoreticky ¢ldnok o uréeni
rychlostnych konsStant dipeptidov obsahujicich prolin
v dynamickej chromatografii za pouZitia obratenych faz.
Lebl 4 prezentoval metédu pre vypoclet rychlostnych
konstant z ploch interkonverzného profilu pre anomér
muramyldipeptidu.

Moriyasu et al. 42 aplikovali metodu z literatdry *®
pre ohodnotenie elu¢ného profilu muramyldipeptidu,
Stephan et al. ' ur¢ili energetickd bariéru cis-trans
o-substituovanych acetanilidov pomocou dynamicke;j
HPLC, Venciana et al. ' ur¢ili energeticki bariéru
2,2’-spirobichrémanov, tris(2,4,6-trichlofenyl)metidnu
pomocou dynamickej HPLC. Bohmer et al. *Y pozorova-
li on-column interkonverziu enantiomérov racemickych
tetrabenzoxazinovych derivitov s elu¢nym profilom
(platé medzi dvoma eluujticimi pikmi) pouZitim Chiral-
pak AD column.

Cabrera et al. ©49 uréili energeticku bariéru perchléro-
1,3-bisdifenylmetylbenzénu, fenylhydantoin-fenylalani-
nu, chlértalidonu, oxazepamu pomocou dynamicke;j
HPLC a porovnal experimentidlne chromatogramy so
simulovamymi pouzitim programu SIMUL. Enantioméry
boli separované HPLC pouzitim chemicky viazaného f3-
cyclodextrinu (ChiraDex) ako chirdlnej staciondrnej fazy.
Ziskané chromatogramy vykazovali typické platé6 medzi
dvoma pikmi separovanych enantiomérov indikujice
enantiomerizaciu, t. j. reverzibilnd interkonverziu. Pomo-
cou pocitacovej simuldcie experimentdlneho elucného
profilu bola urcena rychlostna konstanta a zodpovedajtica
enantiomeriza¢nd bariéra zliCenin. Ziskané tudaje boli
kompatibilné s nezavisle ur€enymi hodnotami, ale je nut-
né poznamenat, Ze dané vysledky zaviseli od pouzitého
rozpustadla.

Friaty et al. *” $tudovali enantiomerizdciu prominalu
pomocou dynamickej HPLC a programu (SIMUL). Pro-
minal je chirdlny, pretoZe vykazuje odchylky od planari-
ty, ktoré su dosledkom existencie osi chirality. To je
dovodom existencie kratko ,.zijucich® atropoizomérov,
ktoré Tlahko podliehaji interkonverzii. Atropoizoméry
tvoriace diastereoizomérne komplexy s (R)-(-)-2,2,2-tri-
fluoro-1-(9-anthryl)etanolom, boli uréené 'H NMR
spektroskopiou. Pomocou kvapalinovej chromatografie
pouZzitim chirdlnej kolony na baze ovomucoidu sa poda-
rilo rozdelit racemickd zmes na jednotlivé enantioméry.
Opakované davkovanie enantiomérov do tej istej kolony
(drzanej v termostate pri teplote 10 °C) zabezpecilo, Ze
kazdy enantiomér sa premienal na druhy. Za rovnakych
chromatografickych podmienok oba stereoizoméry neza-
visle znovu vytvorili racemickd zmes. Simulécia ziska-
nych chromatogramov nepriamo viedla k urceniu polca-
su Zzivota (interkonverzie). Polcas interkonverzie
enantiomérov bol 1,6 min pri teplote 37 °C. Chromato-
gramy boli modelované pomocou programu SIMUL.
Tiez boli uréené rychlostné konStanty a zodpovedajice
Gibbsové aktivacné pri vsetkych roznych teplotach. Pri
teplote 37 °C hodnota rychlostnej konstanty 0,213 min’!
a zodpovedajicej volnej Gibbsovej energii bola
90,43 kJ/mol. Arheniov graf bol linearny. Farmakologic-
ké, biologické a chemické dosledky molekularnej nesy-
metrie vlastné Studovanym liecivam boli v tomto pripade
nulové.
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Gasparrini et al. *® ur¢ili energetickd bariéru 10-(3-
-chlérofenyl)-6,8,9,10-tetrahydrobenzo[b]-[ 1,8 naftyri-
din-5(7H)-6nu (telenzepinu), atropoizomérnych naftali-
midov, sulfénov, pomocou DHPLC a pocitacom asisto-
vanej simuldcie (SIMUL). Chirdlne atropoizomérne
naftalénamidy boli pouZzité ako modelova liatka pre
vyskum interkonverzie v roztoku a pocas separicie na
chirdlnej stacionarnej faze. Energetickd bariéra merand
v mobilnej faze (tepelnd racemizécia obohatenej vzorky)
bola v intervale 1,26-5,44 kJ/mol.

Oxelbark a Allenmark * uréili energeticki bariéru
sulfénov a N-aryl-1,3,2-benzoditiazol-1-oxidu pomocou
DHPLC a pocitaovej asistencie programu (SIMUL),
Thede et al. > pouzili empirické rovnice pre uréenie ter-
modynamickych parametrov viackrokovych naslednych
reakcii pouzitim chromatografickych, Gasparrini et al. 3"
urcili energeticku bariéru Spirochému pomocou DHPLC
a prezentoval aplikacie programu SIMUL.

Torre et al. 3? vyuzili enantiomerizaciu ako jednodu-
chi a ucinnu stratégiu konvertovat racemickid zmes
8-chloro-2-(2,6-difluérofenylmetyl)-2,3-dihydro-3-
-metyl-1,2,5-benzotiadiazepin-4(5H)-6n 1,1-dioxidu,
nové anti-HIV-1 ¢inidlo, na viac aktivny (S)-enantiomér.
Metdda pozostivala z dvoch nasledovnych krokov:

1) semipreparativna enantioseparacia pomocou HPLC
pouZitim chirdlnej stacionarnej fazy;

2) zasadita racemizicia menej aktivneho (R)-enantio-
méru.

Cirilli et al. ¥ vyvinuli sfHPLC procediru pre uréenie
rychlostnej konStanty a Gibbsovej volnej energetickej
bariéry enantiomerizacie 8-chléro-2-(3-metyl-but-2-
-enyl)-2,3-dihydro-3-metyl-1,2,5-benzothiadiazepin-
-4(5H)-thi6én-1,1-dioxidu v pritomnosti Chiraspher
a Chiralcel OD ako chirdlnych stacionarnych faz. Bola
uskuto¢nend semipreparativna chromatograficka separa-
cia. UrCenie absoltutnej konfiguracie bolo empiricky pev-
ne stanovené porovnanim spektier CD jednotlivych
enantiomérov s tymi, ktoré boli ziskané od Struktirnych
analogov.

Trapp > vyuzil DHPLC pre uréenie enantiomerizac-
nej bariéry oxazepamu. Dynamicky elu¢ny profil a pre-
javoval vznikom plata a/alebo rozmyvanim chromatogra-
fickych z6n v teplotnom intervale 20 a 60 °C pri pH 2,6
a pH 8, na separaciu sa pouZila chirdlna stacionarna faza
Nucleodex-B-PM (permetylovany [-cyclodextrin che-
micky viazany na silikagél), mobilna fiza bola zmesou
fosforeCnanového tlmivého roztoku a metanolu (6:4).
Vyhodnotenie chromatogramov bolo vykonané pouZitim
aproximacnej funkcie (AF) bez pocitatovej simulacie
a stochastickym modelom pomocou programu Chro-
mWin (s pocitacovou simuldciou). Z rychlostnych kon-
Stant k, **(T), meranych pri r6znych teplotach, boli ziska-
né kinetické aktivacné parametre: AG(T)*?, AH*? and
AS*P enantiomerizdcie oxazepamu. Varidciou prietoku
mobilnej fazy bola prvykrat demonstrovana o¢akavana
nezavislost enantiomerizacnej bariéry z chromatografic-
kého ¢asového hladiska.

Kiesswetter et al. > opisali niektoré nové priklady
pochddzajice z aplikacii dekonvolu¢nych programov:
urcenie optickej Cistoty pocas separdcie v kvapalinovej
chromatografii (LC), on-line analyzu, sihrnnu opticku

cistotu vzorky, Cistotu chromatografického piku, enantio-
merizaciu pocas LC. Experimentélne krivky (chromato-
grafické zaznamy) mozu byt dekonvoluované, t. j. trans-
formované do kriviek enantiomérov, bez akéhokolvek
prepokladu tykajiceho sa tvaru latentnych pikov. BeZzna
fotometrickd UV detekcia (Absorbancia A), polarime-
trickd alebo CD detekcia (poskytujica rotaciu Ao alebo
diferenc¢nt absorbanciu AA) je podmienkou pre pouZzitie
dekonvolu¢nych programov. Presnost pomeru a/A alebo
AA/A pre Cisté enantioméry je nevyhnutna pre kvalitni
dekonvoldciu. Zaroven st spomenuté podmienky limi-
tujice moznost dekonvolicie .

Irurre % testoval niekolko chirdlnych staciondrnych
faz v r6znych podmienkach pre rozliSenie perchlértrife-
nylmetylovych radikdlov (PTM) pomocou HPLC. PTM
vykazuji enantiomeriziciu z dovodu obmedzenej vnu-
tornej rotacii. Iba poly(trifenylmetyl) metakrylat posky-
toval dostato¢né rozliSenie. Racemizacia (+)- a (-)-PTM
bola detegovana polarimetricky v zévislosti od ¢asu. Pro-
ces bol riadeny kinetikou prvého poriadku. Hodnoty
volnej Gibbsovej energie AG*, .. = 98,81 kJ/mol sa
zhodovali s tymi, ktoré boli uréené HPLC metddou
zastavenia prietoku (Crespo, Doctoral Thesis, CETS
Institut Quimic de Sarria, 1991).

Abatangelo et al. 3 pouzili HPLC chirdlne kolony
CHIRIS AD1 a CHIRIS AD2 pre separaciu racemickej
zmesi a konfiguracne nestélej zluceniny etyl-7-chlor-2-
-0x0-5-fenyl-2,3-dihydro- 1H-1,4-benzodiazepin-3-kar-
boxylatu [A] a jeho 3-metylovaného derivatu [B]; bola
pozorovand rychla enantiomerizicia [A]. Pridavkom
0,1% kyseliny octovej do elu¢nej zmesi doslo k inhibicii
enantiomerizacie, zatial ¢o ten isty percentudlny prida-
vok trietylaminu kompletne zabranil separacii jednotli-
vych enantiomérov. Dévodom je pravdepodobne zasadi-
td katalyza volnymi aminoetylovymi skupinami,
pritomnymi v malom percentudlnom zasttipeni v chiral-
nej stacionarnej faze. Rychlost enantiomerizacie v prost-
redi CHIRIS AD2 bola urcena pri 25 °C.

Trapp ¥ Studoval chirdlne tetrabenzoxazinové deriva-
ty, ktoré vykazuju charakteristické platé6 pocas enantio-
selektivnej separacie na chirdlnej stacionarnej faze Chi-
ralpak AD. Pomocou pocitaom asistovanej analyze
tvaru pikov chromatogramov ziskanych DHPLC, pomo-
cou programu bola urCend energetickd bariéra
AG*P(298 K)=92+2 kJ/mol a aktivaéné parametre
AH*"=53,0+1,8 kJ/mol and AS*P=-131+14 J/K.mol.

Superkritickd fluidnd chromatografia (SFC)

Oswald et al. > separovali racematy lorazepamu, tema-
zepamu, oxazepamu na chiralnej (R,R)-Whelk-O1 kol6ne
so superkritickym oxidom uhli¢itym obsahujicim 12,5 %
metanolu a 0,5 % dietylaminu ako mobilnou fazou. Plo-
chy pikov boli dekonvoluované pomocou pocitaca.

Kapildrna elektroforéza (CE)
Weseloh et al. 2> 2% uréili energeticku bariéru 4,4’-dia-
mmonio-2,2’-bis(trifluéro-metyl)bifenylu a 4,4’-diami-

no-2,2’-diisopropylbi-fenylu pomocou met6dy zastavenia
prietoku (sfCE), tito metdda nevyZaduje Cisté enantiomé-
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ry ani pocitaom asistovani dekonvoliciu. Schoetz et
al. % opisali experiment v dynamickej micelarnej elekt-
rokinetickej chromatografii (DMEKC) a naslednu simu-
lacii pomocou programu ChromWin, bol Studovany
chlértalidon a benzodiazepinové derivaty: lorazepam,
temazepam. Schoetz et al. V) Studoval enantiomerizaéni
bariéru thalidomidu pomocou DMEKC, DEKC. Rathore
a Horvath % odhadli rychlostni konstantu dipeptidov
obsahujucich prolin pomocou dynamickej CE s pomocou
tzv. Damkohlerovych cisel, ktoré st pomerom doby
pobytu migrantu k reakénému Casu v kapilare.
Scharwiichter et al. ® Studovali raceméty rdzne mono-
substituovanych 1,n-diaza[n]paracyklofanov, ktoré vyka-
zuju planarnu chiralitu a atropoizomerizaciu kvoli zabrz-
denej roticii okolo jednoduchej védzby, v kyslych
fosfatovych tlmivych roztokoch (pH 2,5-4,5) s pouzitim
permetylovaného B- a y-cyklodextrinu ako chirdlneho
pridavku. Enantiomerizicia sa uskutocnila metdédou
zastavenia prietoku v zahriatej kapildre. Rotacné energe-
tické bariéry (AG*P) mali hodnotu v intervale 113 az
126 kJ/mol v zévislosti od substituenta na benzénovom
jadre a stupnia ionizdcie aminoskupiny. Energeticka ba-
riéra vzrastala v poradi substituentov NO, >> CF, > Br
> Cl > CH, ~ F, rota¢na energetickd bariéra klesala prib-
lizne o 6-8 kJ/mol v pritomnosti chirdlneho selektora.

ZAVER

Nevyhnutnou podmienkou pre aplikdciu dynamickej
metddy (D) a metddy zastavenia prietoku (sf) je kvanti-
tativna separdcia enantiomérov pri zvysenej teplote, pri
ktorej sa proces enantiomerizacie v chirdlnom prostredi
uskuto¢iiuje. Chirdlne prostredie moZe mat za nasledok
katalyticky vplyv na proces enantiomerizacie. V kontras-
te s obyCajnymi polarimetrickymi metédami DHPLC
a DNMR st vhodné pre latky s nizkou alebo Ziadnou
optickou aktivitou. DSFC je pouzitelnd v §irSom interva-
le teplot ako DHPLC a niekedy mozZe zasahovat do Siro-
kého intervalu DGC. Pouzitie DSFC ma vyhody oproti
HPLC - rychlejsie difuzne koeficienty a niz§ia viskozita
superkritickych kvapalin poskytuje vy$Sie Gcinnosti za
jednotku ¢asu ako HPLC. Zmena teploty v SFC je lahSia
ako v HPLC a neovplyviiuje retencné charakteristiky tak
velmi ako v GC. Napriek existencii tychto vyhod, nieke-
dy je vyber met6dy limitovany tepelnou stabilitou analy-
tu, nizkou energetickou bariérou Studovaného interkon-
verzného procesu napr. u Specifickych rotécii — z tychto
dovodov je jedinou aplikovatelnou metédou HPLC.

Zoznam pouZitych skratiek

AF — aproximacné funkcie (approximation functions)
CD — cirkuldrny dichroizmus (circulair dichroism)
CE — kapildrna elektroforéza (capillary electrophoresis)
EKC — elektrokinetickd chromatografia

(electrokinetic chromatography)
GC — plynova chromatografia (gas chromatography)
HPLC — vysokoucinna kvapalinova chromatografia

(high pressure liquid chromatography)
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LC — kvapalinova chromatografia (liquid chromatography)
MDGC — viacrozmerna plynova chromatografia
(multidimensional gas chromatography)

MEKC — miceldrna elektrokinetickd chromatografia
(micellar electrokinetic chromatography)

NMR — nukledrna magneticka rezonancia
(nuclear magnetic resonance)

SFC — superkriticka fluidna chromatografia
(supercritical fluid chromatography)

uv — ultrafialovy (ultra violet)

predpona D — dynamicka (dynamic)
predpona sf — zastavenie prietoku (stopped — flow)

Pozn.: Niektoré skratky si kombinaciou predpony (sf, D) a inej
skratky, napr.: DCE — dynamickd kapildrna elektroforéza

Vyznam symbolov

AG*? — zmena zdanlivej Gibbsovej energie
(z angl. apparent = zdanlivy)
AH?? — zmena zdanlivej enatalpie (z angl. apparent = zdanlivy)
ASP — zmena zdanlivej entropie (z angl. apparent = zdanlivy)
te — elucny cas
w, — §irka piku
hplm — vyska plateau
N — pocet teoretickych priehradiek
T — teplota (K)
k, P — zdanliva rychlostna konStanta priamej

1¢-1)
(protismernej) enantiomerizacie

indexy e (e kvapalina (plyn)
indexy #®  — enantiomér eluujici ako prvy (druhy)

Tato praca je podporovand grantmi VEGA 1/2460/05, VEGA
1/1186/04.
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