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Predkladané fesen se tykd multimodalni staciondrni
taze pro kapalinovou chromatografii obecného
vzorce 1 a nosic stacionarni fize je vybrany ze
skupiny sestavajici z komertné¢ dostupnych nebo
laboratorng pripravenych anorganickych Casticovych
materialt o velikosti Eastic od 1,5 do 10 pm a
velikosti pord od 9 do 20 nm, standardné
pouZivanych jako inertni nosic¢e v kapalinové
chromatografii pro chemické ukotveni selektoru.
Predkladané feseni se dale tykd zpusobu pfipravy
multimodalni stacionarni faze a jejiho pouziti.
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Multimodalni stacionarni faze pro kapalinovou chromatografii, zpisob jejich pFipravy a
jejich pouziti

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyk4 multimodalnich stacionarnich fazi pro kapalinovou chromatografii,
zplsobu jejich ptipravy a jejich pouziti v riznych chromatografickych modech a jako sorbentu
pro extrakci na pevné fazi. Jejich struktura zajistuje riznou kvalitu hydrofobnich interakci
selektorti a charakter selektoru (silny katex, zwitteriontovy ionex). Stacionari faze 1ze pouZit ve
vysokouc¢inné kapalinové chromatografii (HPLC) i superkritické fluidni chromatografii (SFC) a
jejich variantach, v Sirokém rozsahu chromatografickych moda.

Dosavadni stav techniky

Jednou z nejvyznamnéjsich aplikacénich oblasti HPLC je diky Sirokému aplikaénimu rozsahu
chromatografie na reverzni fazi (Reversed—phase High—performance Liquid Chromatography;
RP-HPLC). Tento chromatograficky mdd je vhodny pro Siroké spektrum analytd, od malych
organickych molekul pies biologicky aktivni latky a jejich metabolity aZ po peptidy (T. Zhang,
D. G. Watson, Current Metabolomics 1 (2013) 58). V tomto ptipad¢ je separace zalozena na
hydrofobnich interakcich analytd s nepolari stacionarni fazi. Z toho diivodu jsou vSak polarni
nebo ionizované analyty bud’ velmi 3patn¢ (anebo vibec) separovany (M. Lammerhofer, M.
Richter, J. Wu, R. Nogueira, W. Bicker, W. Lindner, Journal of Separation Science 31 (2008)
2572). Alternativou v pfipad¢ polarnich analytd je pouziti chromatografie hydrofilnich interakci
(Hydrophilic Interaction Chromatography; HILIC), kdy je pouzita polarni staciondrni faze a
pufrovana mobilni faze bohatd na organickou slozku (zpravidla acetonitril) s malym mnoZstvim
vody. Separace analytl je pak zalozena na partiénim mechanismu, tj. migraci analytu z mobilni
taze do povrchové vrstvy vody adsorbované na polarnim povrchu stacionarni faze, nasledné
interakci se stacionarni fazi a migraci zpét do mobilni faze (M.R. Gama, R.G. da Costa Silva,
C.H. Collins, C.B.G. Bottoli, TrAC Trends in Analytical Chemistry 37 (2012) 48). Je ziejmé, Ze
HILIC méd je velmi obtizné pouzitelny pro latky nepolarni, které nejsou na HILIC fazich
zadrzeny a jsou zpravidla eluovany v mrtvém case kolony. Nabité analyty Ize pak s vyhodou
separovat v polarnim organickém moédu, tj. za pouziti polarni mobilni faze (napf. methanolu,
smési methanolu s acetonitrilem, atd.) s odpovidajicim pufrem na stacionarnich fazich iontové
povahy (ionexech; IEX). V tomto piipadé se vyuziva komplementarity funké&nich skupin
selektoru stacionarni fize s funk¢nimi skupinami analytu, kdy primarni interakci zodpovédnou za
retenci analytu je pfitazliva sila mezi opa¢né nabitymi funkénimi skupinami selektoru a analytu
(M. Lammerhofer, Journal of Chromatography A 1217 (2010) 814; M. Limmerhofer, Analytical
and Bioanalytical Chemistry 406 (2014) 6095). lonexy lze zpravidla pouZit i v reverzni fazi,
avSak nepolarni a neionizujici latky jsou na tomto typu stacionarnich fazi jen velmi obtizné
separovatelné.

Pro separaci smési riizn¢ polarnich, nepolarnich a iontovych analytd je tak nutné pouzit postupné
nékolik riznych stacionarnich fazi a separaénich metod, coz je pfi¢inou zdlouhavého procesu
separace analytl a velké spotfeby mobilnich fazi, ¢imz vzrista ¢asova i finanéni nakladnost
separace.

Proto byly, na rozdil od stacionarnich fazi typu RP, HILIC ¢&i IEX, které vyuzivaji hydrofobni,
hydrofilni ¢i elektrostatické interakce, vyvinuty tzv. multimodélni stacionarni faze, kombinujici
alesponi dva tyto interakéni mody. Multimodalni chromatografie tedy umoziiuje separaci latek,
které nejsou na vyse uvedenych stacionarnich fazich separovany anebo viibec zadrzeny. Diky
témto vlastnostem popularita multimodélnich fazi neustéle vzristd, a to zejména v oblasti
separace polarnich a nabitych analytd &i purifikace komplexnich matrici. Zakladni typy
multimodalnich stacionarnich fazi (RP-HILIC, RP-IEX, HILIC-IEX, atd.), pfistupy k jejich
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syntéze a chromatografické pouziti jsou sumarizovany v recentnich pfehlednych ¢lancich (L.
Wang, W. Wei, Z. Xia, X. Jie, Z.Z. Xia, TrAC Trends in Analytical Chemistry 80 (2016) 495; K.
Zhang, X. Liu, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 128 (2016) 73; L. Zhang, Q.
Dai, X. Qiao, C. Yu, X. Qin, H. Yan, 7rAC Trends in Analytical Chemistry 82 (2016) 143).
Prevazna vétSina t€chto materidlil je viak uréena pro HPLC separace v modu reverzni faze a
Jejich vyuziti v jinych chromatografickych médech & superkritické fluidni chromatografii
(Supercritical Fluid Chromatography; SFC) mize byt problematické.

Podstata vynalezu

Predkladany vynélez se tyka multimodalni stacionarni faze, obsahujici nosi¢ a selektor, pficemz
selektor kombinuje dva segmenty tvorené alifatickymi fetézci a oddélené heteroatomem, s
terminalni polarni (sulfonovou) skupinou. Ionizovatelnd polarni skupina a ionizovatelny
heteroatom ve struktufe selektoru multimodalni stacionarni faze umoziiuje jeji pouziti v polarnim
organickém modu. V zavislosti na délce alifatickych fetézcti je charakter stacionarni faze
posouvan vice do oblasti HILIC modu (kratsi fetézce) nebo RP médu (delsi fetézce). Presna
hranice v3ak neni stanovena a jednotlivé stacionarni faze lze pouzivat bez omezeni v obou
chromatografickych médech, v zévislosti na pouzité mobilni fazi. Je-li heteroatomem dusik &
substituovany dusik, nabyvaji stacionarni faze zwitteriontové povahy s anexovym centrem na
atomu dusiku a katexovym centrem tvofenym sulfonovou skupinou. Je—li heteroatomem kyslik ¢i
sira (i oxidovana ve form¢ sulfoxidu & sulfonu), maji stacionarni faze povahu katexu. Ptiprava
stacionarni faze vychazi z nukleofilniho otevirdni sulfonového kruhu vhodnym alkoholatem ¢&i
thiolatem (alkoholem ¢i thiolem), aminem pfipadné jeho vhodnou soli za tvorby zakladni
struktury s dvéma alkylovymi Fetézci, terminalni sulfonovou skupinou na strané jedné a
terminalni trojnou vazbou na strané druhé. Nésleduje reakce mezi azidovymi jednotkami nosice a
terminalni trojnou vazbou. Nosi¢em, na kterém je selektor imobilizovan, je s vyhodou silikagel,
modifikovany azidovymi skupinami. Vyslednou multimodalni stacionarni fizi podle
predkladaného vynalezu Ize nasledné plnit do chromatografickych kolon libovolné délky a
priméru a pouzit pfi vysokouc¢inné kapalinové chromatografii (HPLC) a/nebo superkritické
fluidni chromatografii (SFC) a jejich variantach, a to v $irokém rozsahu chromatografickych
modi. Material lze rovnéz vyuzit jako sorbent pro solid phase extraction (SPE), a to jak
imobilizovany na silikagel, tak na polystyren a jiné nosice.

Pfedmétem predkladaného vynalezu je multimodalni stacionarni fize pro kapalinovou
chromatografii obecného vzorce |

CH2->;L‘€CH2>H—R—€CH2>;7-SOSH
M,

kde

R je —O—-, =S, sulfoxid (—SO-), sulfon (—S0,-) nebo —N(R')—;
pfi¢emz R' je vybrané ze skupiny sestavajici z H, (Cl az Cé6)alkylu, (C2 az
Cé6)alkenylu, (C2 az C6)alkynylu, (C6 az C8)arylu, s vyhodou je R' vybrané ze skupiny
sestavajici z H, -CH3, CH,CHj, allylu, propargylu, benzylu a fenylu;

n je celé Cislo v rozmezi od 3 do 11;
m je celé Cislo v rozmezi od 2 do 5;
z je celé Cislo v rozmezi od 2 do 5;
L je triazolova skupina vzorce 11
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(IDy;

a nosi¢ stacionarni faze je vybrany ze skupiny sestavajici z komer&né dostupnych nebo
laboratorn& pripravenych anorganickych ¢asticovych materiali o velikosti &astic od 1,5 do 10 um
a velikosti port od 9 nm do 20 nm, nejvyhodnéji 12 nm, standardné pouzivanych jako inertni
nosi¢e v kapalinové chromatografii pro chemické ukotveni selektoru, s vyhodou je nosiem
silikagel (Si0,), alumina (ALO;), ZrO,, TiO,, a zeolity, zejména MCM—48, polystyrénové
tastice, Sastice s povrchové porézni vrstvou s peviaym jadrem (v dané oblasti techniky bézné
nazyvané "core—shell" ¢astice) o velikosti od 1,6 do 5 um s riiznou tloustkou povrchové porézni
vrstvy a velikosti porii (R. Hayes, A. Ahmed, T. Edge, H. Zhang, Journal of Chromatography A
1357 (2014) 36). Nejvyhodngji je nosi¢em silikagel.

Ptedmétem predkladaného vynélezu je rovn&Z zpiisob pfipravy multimodalni stacionarni faze pro
kapalinovou chromatografii podle predkladaného vynalezu, ktery obsahuje nasledujici kroky:

a) ptipravi se selektor obecného vzorce 11

HCEC—GCH%—R—{CHZ}—SoaH
n-2 m

(1D,

obsahujici ve své struktufe terminalni trojnou vazbu, kde n je celé &islo v rozmezi od 3 do 11, m
je celé &islo v rozmezi od 2 do 5 a R je ~O—, —S—, ~SO—, ~SO,— nebo -N(R')-;
piicemz R' je vybrané ze skupiny sestivajici z H, (Cl az Cé6)alkylu, (C2 az
Cé6)alkenylu, (C2 az C6)alkynylu, (C6 az C8)arylu, s vyhodou je R' vybrané ze skupiny
sestavajici z H, -CHs;—, —CH,CH, allylu, propargylu, benzylu a fenylu;
tak, e se (C3 az Cl1)alkenolat nebo (C3 az C11)alkynolat nebo (C3 az Cl1)alkenthiolat nebo
(C3 az C11)alkynthiolat nebo (C3 az C11)alkenylamin nebo (C3 az C11)alkynylamin, ktery ma
nasobnou vazbu na opaéném konci uhlikového Fetézce nez heteroatom, podrobi reakei s (C2 az
C5)sultonem, piipadné se vysledny selektor, ktery obsahuje R = —S—, dale oxiduje prostou nebo
katalyzovanou oxidaci vzdusnym kyslikem nebo peroxidem vodiku na R = -SO- a/nebo —SO>—;
pri¢emz katalyzatorem pro oxidaci na sulfoxid (-SO-) je s vyhodou flavinovy katalyzator
(R. Cibulka, European Journal of Organic Chemistry 2015, 915), oxidace na sulfon (-SO,-) se
provede peroxidem vodiku ve vodném prostiedi;

b) selektor obecného vzorce Il se imobilizuje na nosi¢, vybrany ze skupiny sestavajici z
anorganickych &asticovych materiald o velikosti ¢astic od 1,5 do 10 um a velikosti porit od 9 nm
do 20 nm, nejvyhodnéji 12 nm, standardné pouzivanych jako inertni nosi¢e v kapalinove
chromatografii pro chemické ukotveni selektoru, tak, ze nosi¢, ktery je modifikovany
azidoalkylovymi skupinami o po&tu uhlikovych atomi v alkylenovém fetézci od 2 do 5, reaguje
se selektorem obecného vzorce 11l za vzniku multimodalni stacionarni faze obecného vzorce 1. S
vyhodou je nosi¢ modifikovany 3-azidopropylovymi skupinami. S vyhodou je selektor obecného
vzorce 11 imobilizovan na povrch nosi¢e v mnoZstvi od 100 pmol/g do 600 pmol/g nosice. S
vyhodou je nosi¢em silikagel (SiO;), alumina (AL,O3), ZrO,, TiO,, a zeolit, zejména MCM—48,
core—shell &astice o velikosti 1,6 do 5 pum, nejvyhodnéji je nosi¢em silikagel.

Ve vyhodném provedeni je krokem b) Huisgenova dipolari cykloadi¢ni reakce mezi termindlni
trojnou vazbou selektoru obecného vzorce 111 a azidovou skupinou latky obecného vzorce I11,
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Srtorh

Z

vy,

kde z je celé &islo v rozmezi od 2 do 3,

pfi¢emz latka obecného vzorce IV se pFipravi dle nékterého z obecné znamych postupt (napt. K.
M. Kacprzak, N. M. Maier, W. Lindner Tetrahedron Letters 47 (2006) 8721).

Ve vyhodném provedeni probéhne reakce (C3 az Cl1)alkenolatu nebo (C3 az Cll)alkynolatu
nebo (C3 az Cll)alkenthiolatu nebo (C3 az C11)alkynthiolatu nebo (C3 az Cll)alkenylaminu
nebo (C3 az Cl1)alkynylaminu, ktery ma ndsobnou vazbu na opaéném konci uhlikového Fetézce
nez heteroatom, s (C2 az C5)sultonem v kroku a) pii teploté alesport 50 °C a v atmosféie
inertniho plynu po dobu alespoii 10 hodin. Vyhodngji je teplota v rozmezi od 50 °C do bodu varu
pouzitého rozpoustédla (s vyhodou tetrahydrofuran, acetonitril, N, N—dimethylformamid), jesté
vyhodngji je teplota v rozmezi od 60 °C do 80 °C, nejvyhodnéji je teplota 60 °C. Inertnim
plynem je s vyhodou N, nebo Ar. Doba reakce je s vyhodou 12 hodin.

Pfedmétem predkladaného vynalezu je dale pouziti multimodalni stacionarni faze podle
piedkladaného vynédlezu pro chromatografickou separaci a purifikaci latek v polarnim
organickém modu, na reverzni fazi, pfi chromatografii hydrofilnich interakei a pii superkritické
fluidni chromatografii.

Pfedmétem piedkladaného vynéalezu je rovn&z pouziti multimodalni stacionarni faze podle
predkladaného vynalezu jako sorbentu pro extrakei na pevné fazi (solid phase extraction, SPE).

Objasnéni vvkresii

Obr. 1: PCA analyza hodnot log k analytii na testovanych kolonach (SCX 1-3 a ZWIX 1-3) za
pouziti polarniho organického modu.

Obr. 2: PCA analyza log k analytii na novych multimodélnich stacionarnich fazich (SCX 1-3 a
ZWIX 1-3) v mddu reverzni faze.

Obr. 3: Vysledky PCA analyzy pro log k testovanych analytéi na jednotlivych stacionarnich
fazich (SCX 1-3 a ZWIX 1-3) v HILIC médu.

Obr. 4: Vysledky PCA analyzy hodnot log k analytii na novych multimodalnich stacionarnich
fazich (SCX 1-3 a ZWIX 1-3) v SFC médu.

Obr. 5: Prolozeni 15 po sob¢ jdoucich nésttikG separace standardni smési metabolitii
tryptofanové metabolické drahy na kolong SCX 3 v SFC-MS/MS modu.

Ptiklady uskuteénéni vynalezu

Ptiklad 1: Syntéza vybranych selektori
4-Allyloxybutan—I—sulfonova kyselina (SCX 1) — neni pfedmétem vyndlezu

Do tfihrdl¢ banky ddkladn€ promyté inertnim plynem byl piedlozen prop—2—en—I—ol
(18,8 mmol) a rozpustén v suchém tetrahydrofuranu (30 ml). K roztoku (ochlazenému na 0 °C)
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byla po &astech pridana suspense hydridu sodného (60% v mineralnim oleji) a rekéni smés byla
michana 1 h pfi laboratorni teploté. Poté byla reakéni smés ochlazena na 0 °C a byl pfikapan
butan—1,4—sulton (25,4 mmol). Chladici lazen byla odstavena a reakéni smés zahfivana na 60 °C
v atmosféfe inertniho plynu 12 h. Vylou€ena krystalicka latky byla odfiltrovana, promyta
acetonem a vysu$ena. Bylo ziskano 0,26 g (56 %) katexu SCX 1. "H NMR (400 MHz, D,0) &:
1,6 (m, 4 H, (CH,),); 2,8 (t, 2 H, CH,SO;H); 3.4 (t, 2 H, OCH,); 3,9 (dt, 2 H, CH,0); 5,1 (m, 2H,
CH,=CH); 5,6 (m, 1 H, CH,=CH).

4—(Pent—4—en—I-yloxy)butan—I-sulfonova kyselina (SCX 2) — neni predmétem vyndlezu

Shodnym postupem jako pro SCX 1 byla z pent—4-en-l-olu (24,4 mmol) v suchém
tetrahydrofuranu (30 ml) pridavkem suspense hydridu sodného generovan pfislusny alkoholat.
Ke smési ochlazené na 0 °C byl ptidan butan—1,4—sulton a reakéni smés byla nésledn¢ zahfivana
12 h na 60 °C. Vylou¢ena krystalicka latky byla odfiltrovana, promyta acetonem a vysusena.
Bylo ziskano 0,96 g (18 %) katexu SCX 2. 'H NMR (400 MHz, D,0) &: 1,6 (m, 6 H,
(CH,),CH,SO;H; CH,CH,0); 2,0 (q, 2 H, CH,CHCH,); 2,75 (t, 2 H, CH,SO3H); 3,35 (m, 4 H,
CH,0CH,); 4,9 (m, 2 H, CH,=CH); 5,7 (m, 1 H, CH,=CH).

4—(Undec—10-en—1-yloxy)butan—1-sulfonova kyselina (SCX 3) — neni predmétem vyndlezu

Obdobné jako pro SCX 1 byl v inertnim, plynem promyté baiice, rozpustén alkohol (14,6 mmol)
v suchém tetrahydrofuranu (30 ml) a reakci s hydridem sodnym pfeveden na odpovidajici
alkoholat. Ten, stejnym zptisobem jako v pfipadé kyseliny 1, reagoval s butan—1,4—sultonem a
byl zpracovan. Bylo ziskano 0,46 g (16 %) kyseliny SCX 3. 'H NMR (400 MHz, D,0) 8: 1,1 (m,
12 H, 6 x -CH,-); 1,4 (m, 2 H, CHy); 1,6 (m, 4 H, OCHy(CH,),CH,SO;H) 1,8 (q, 2 H,
CH,=CHCH,); 2,75 (t, 2 H, CH,SO;H); 3,25 (m, 4 H, CHOCH,); 4,75 (m, 2 H, CH,=CH); 5,6
(m, 1 H, CH,=CH).

Stejnym zplisobem jsou piipraveny i selektory odvozené od piislusnych thiold a amini. Vyse
uvedené reakéni podminky lze aplikovat na alkoholy, thioly a aminy obsahujici ve struktufe jak
dvojnou tak trojnou vazbu. Reakce rovnéz bez problémi probiha se sultony s vétSim a mensim
poctem atomi v cyklu, viz niZe.

4-Allylaminobutan—I-sulfonova kyselina (ZWIX 1) — neni predmétem vyndlezu

K roztoku allylaminu (24,4 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (20 ml) v tfihrdI¢ reakéni nadobe
promyté inertnim plynem byl pfidan butan—1,4-sulton (25,4 mmol) a reakéni smés byla michana
a zah¥ivana na 60 °C v atmosféfe inertniho plynu po dobu 12 h. Vyloucena krystalické latka byla
odfiltrovana, promyta tetrahydrofuranem a vysu$ena. Bylo ziskano 0,60 g (13 %) selektoru
ZWIX 1. '"H NMR (400 MHz, D;0) &: 1,7 (t, 4 H, (CHy),); 2,8 (t, 2 H, CH,SO3H); 2,9 (t, 2 H,
NHCH,); 3.5 (d, 2 H, CH,=CHCH,NH); 5,35 (m, 2H, CH,=CH); 5,8 (m, | H, CH,=CH).

4—(Prop—2-yn—I1-ylamino)butan—I—-sulfonovd kyselina (ZWIX2)

K roztoku propargylaminu (25,4 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (20 ml) v tfihrdlé reakéni
nadobg promyté inertnim plynem byl pfidan butan—1,4—sulton (25,4 mmol) a reakeni smés byla
michéna a zahtivana na 60 °C v atmosféie inertniho plynu po dobu 12 h. Vyloucena krystalicka
latka byla odfiltrovana, promyta tetrahydrofuranem a vysusena. Bylo ziskano 0,94 g (19 %)
selektoru ZWIX 2. "H NMR (400 MHz, D,0) &: 1,7 (m, 4 H, (CH,),); 2,1 (s, 3 H, NH, CH=C,
SO;H); 2,8 (t, 2 H, CH,SOsH); 3,0 (t, 2 H, CH,NH); 3,75 (s, 2H, CH=CCH,NH).
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3-Allylaminopropan—I—sulfonova kyselina (ZWIX 3) — neni predmétem vyndlezu

K roztoku allylaminu (17,1 mmol) v suchém acetonitrilu (10 ml) byl v atmosféfe inertniho plynu
pfidan propan—1,3-sulton (11,4 mmol) a reakéni smés byla zahfivana k varu 12 h. Vyloucena
krystalicka latka byla odfiltrovana, promyta acetonitrilem a vysusena za vakua. Bylo ziskano 1,6
g (82 %) zwitteriontového selektoru 3. 'H NMR (400 MHz, D;0) &: 1,9 (m, 2 H,
NHCH,CH,CH,SO;H); 2,8 (t. 2 H, CH,SO:H); 3,0 (t, 2 H, NHCHy); 3,5 (d, 2 H,
CH,CHCH,NH); 5,3 (m, 2H, CH,=CH); 5,7 (m, 1 H, CH,=CH).

3—Allylthiopropan—I-sulfonovd kyselina — neni predmétem vyndlezu

K 60% suspensi hydridu sodného v mineralnim oleji (37,5 mmol) v suchém THF (30 ml) byl v
inertni atmosféie argonu pii 0 °C (chlazeno zevné ledem) prikapan allylthiol (32,8 mmol).
Ziskana suspense byla dale michana 30 min pfi 0 °C a nasledné 30 min pfi laboratorni teploté.
Poté byl ptidan propan—1,3—sulton a reakéni smés byla michana a zahfivana v inertni atmosféfe
12 h. Rozpoustédlo bylo zfiltrovano, filtratni kola¢ byl promyt THF (2x 25 ml) a ziskany pevny
produkt byl po vysuseni na vzduchu suspendovan ve vodé€. Suspense byla okyselena vodnou
kyselinou chlorovodikovou na pH~3 a michana za laboratorni teploty 30 min. Poté byla
zfiltrovéna, filtraéni kola¢ byl promyt THF (10 ml) a pevny produkt byl vysuSen za vakua. Bylo
ziskano 1,8 g (56 %) bilé krystalické latky. 'H NMR (400 MHz, D;0) &: 1,9 (m, 3 H,
HO;SCH,CH,CH,S); 2,6 (t, 2 H, HO;SCH,CH,CH,S); 2,9 (t, 2 H, HO;SCH,CH,CH,S); 3,2 (d, 2
H, SCH,); 5,1 (m, 2H, CH,=CHCH,S); 5.8 (m, 1 H, CH,=CHCH,S).

4—[N-Methyl(prop—2—yn—I-yl)amino]butan—I1—sulfonova kyselina

K roztoku propargylaminu (14,2 mmol) v suchém acetonitrilu (10 ml) v tfihrdl€ reakéni nadobé
promyté inertnim plynem byl pfidan butan—1,4—sulton (12,7 mmol) a reakéni smés byla michana
a zah¥ivana na 55 °C v atmosféfe inertniho plynu po dobu 14 h. Vyloucena krystalicka latka byla
odfiltrovana, promyta tetrahydrofuranem a vysuSena. Bylo ziskano 1,1 g (42 %) selektoru
obsahujiciho ve struktufe terciarni aminoskupinu. '"H NMR (400 MHz, D,0) &: 1,5 (m, 4 H,
(CHa,),); 2.8 (m, 5 H, CH3-N, CH,-SOsH); 3,0 (t, 1 H, C=CH); 3,2 (t, 2 H, CH,N); 4,0 (d, 2 H,
HC=CCH;,N).

Shodnym zptisobem jako u prikladi uvedenych vyse jsou syntetizovany dalsi homology s délkou
alkenylovych, resp. alkynylovych fetézc n = 3 az 11. Zaroveil jsou stejnym zpisobem
piipraveny i homology s poétem m = 2 az 5, optimalné m = 3 nebo 4. Je zfejmé, Ze pouZiti
piebytku aminu vyznamnym zplisobem zvy3uje vytézek reakce (viz ZWIX 2 a ZWIX 3).

Prebytek nékteré z vychozich slozek neni na zavadu, nebot’ Ize z produktu snadno odstranit pfi
filtraci opakovanym promytim krystalického produktu. Selektory jsou touto jednoduchou Cistici
operaci ziskany ve vysoké Cistoté, ktera umoziiuje jejich imobilizaci na nosi¢ bez nutnosti dalsich
Cisticich operaci.

Priklad 2: Imobilizace selektort na nosic

Selektory s dvojnou vazbou jsou na nosi¢ stacionarni faze (pfednostné silikagel) imobilizovany
radikalovou adici sulfanylové skupiny na fedenou dvojnou vazbu selektoru. Tato radikalova
reakce je iniciovana radikdlovym iniciatorem (azobis(isobutyronitril), dibenzoylperoxid, atd.).
Reakce je provedena v b&zném organickém rozpoustédle (napf. methanol). Selektor je
imobilizovan v mnozstvi od 100 pmol/g do 600 pmol/g nosi¢e. Radikélova adice sulfanylové
skupiny na dvojnou vazbu je odbornikovi v oboru znima vcetné vhodnych iniciatori a
rozpoustedel.
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Selektory s trojnou vazbou mohou byt na stacionarni fazi (pfednostné silikagel) imobilizovany
Huisgenovou dipoldrni cykloadiéni reakci mezi termindlni trojnou vazbou a azidovou skupinou,
znamou t€Z jako click-reakce, metodikou popsanou v literature (napt. H. Hettegger, M. Kohout,
V. Mimini, W. Lindner, Journal of Chromatography A 1337 (2014) 85). Mohou viak byt téz
imobilizovany radikalovou reakci sulfanylovych skupin na povrchu noside s feenou trojnou
vazbou selektoru. Selektor je imobilizovan v mnozstvi od 100 umol/g do 600 pmol/g nosice.

Ptiklad 3: Chromatografické podminky v jednotlivych chromatografickych médech

Mefeni v polarnim organickém moédu jsou provedena v methanolu obsahujicim kyselinu
mraven¢i a diethylamin v poméru 2:1 jako pufratni smés. V mddu reverzni faze (RP) byla
pouZzitou mobilni fazi smés acetonitrilu a vody v poméru 1:9 obsahujici pufr skladajici se z
kyseliny mraven¢i a diethylaminu v poméru 1:1. Méfeni v HILIC mddu bylo provedeno s
mobilni fazi obsahujici acetonitril a vodu v poméru 9:1 se shodnym pufrem jako v RP modu.
SFC experimenty byly provedeny s mobilni fazi (superkriticky CO,) obsahujici 25 % methanolu,
do kterého byl pfidan mravencan amonny a kyselina mravenéi v poméru 2:1 jako puft.

Ptiklad 4: Chromatografické pouziti

Multimodalni stacionarni faze podle predkladaného vynalezu lze pouZit pro separaci a purifikaci
Sirokého spektra analytl. Jako ptiklad pouZiti jsou uvedeny separace vybranych 1é¢iv, metabolith
a zwitteriontd. Separace byly provedeny ve vSech vySe zminénych chromatografickych médech
(Priklad 3), tj. polarnim organickém moédu, RP, HILIC a SFC, aby byl zdokumentovén
multimodalni charakter novych stacionarnich fazi podle predkladaného vynalezu. Pro kazdy
chromatograficky méd byla provedena analyza hlavnich komponent (principal komponent
analysis — PCA) a chromatografické parametry byly porovnany s komer&nimi kolonami.
Separace analytii je diskutovana na zaklad¢ jejich hlavnich rysd: primarni aminy, amidy,
farmaceutika, zwitterionty. Struktury analyti pouZitych pro vyhodnoceni chromatografickych
parametrii novych multimodalnich kolon jsou uvedeny v nasledujicim prehledu.

Primérni aminy

Anilin Tryptamin Serotonin Noradrenalin Oktopamin

NH NH
NH, 2 : H OH
Ho HO
) N NH, NH,
N N HO HO
H H

Zwitteriontové analyty

Kynurenin Tryptofan (Trp) 1-Methyltryptofan §-Methyltryptofan 6-Methyltryptofan 7-Methyltryptofan
(1-Me-Trp) (5-Me-Trp) (6-Me-Trp) (7-Me-Trp)
OOH COOH COOH COOH COOH OOH
NH.
2 NH, NH, NH, NH, NH,

o \ A \ \ b

N N N N N

NH H \ H H H
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Amidy

Nikotinamid Kofein Theofilin N-Acetylserotonin Melatonin Tryptofan
| o (NAS) H’< (Mel) '&"4 CONH,
H
CONH, N N 0 N o] o]
a Y ) CH,0 NH,

N N A 7 HO CH,O A

/ (¢} ’il N N A\ N
Y N H

N N

Farmaceutika

Clenbuterot Propranolo} Butoxamin Efedrin ©\ Isoxsuprin
Seh I °

N 0H>( OH

H

oY N CH,0 NH |\(
OH ") HN
ci cl OO OCH, ~
HO

NH, CH

Ptiklad 5: Chromatografie v poldrnim organickém modu

V polarnim organickém modu je hlavnim pfispévkem k retenci a nasledné separaci analyti
iontovyménny proces, nebot hydrofobni interakce a tvorba vodikovych vazeb je potlatena
vysokym obsahem methanolu v mobilni fazi. Tomuto piedpokladu odpovidaji retencni faktory
separovanych latek, kdy nejdel$i retenéni Casy jsou pozorovany pro primarni aminy, dale
farmaceutika (sekundarni aminy), zwitterionty a amidy. Retenéni faktory latek bazickych jsou
vyssi v ptipadé pouziti SCX 1 az SCX 3, zatimco zwitteriontové analyty jsou vice retenovany na
kolonach ZWIX 1 az ZWIX 3. Amidy jsou eluovany na obou typech kolon v blizkosti t,.

Separaéni vlastnosti novych kolon byly porovnany s komerénimi kolonami pro RP a HILIC
chromatografii, jmenovité reverzni fazi Phenomenex Eclipse C8 (alkylové fetézce délky C8
vazané na povrchu silikagelu) a Phenomenex Luna HILIC (zesitované dioly na povrchu
silikagelu). V piipadé reverzni faze Eclipse C8 byly vSechny analyty eluovany s mrtvym
objemem kolony, na kolon& Luna HILIC v blizkosti to.

PCA analyza hodnot log k analyzovanych latek ukazuje, ze analyty jsou seskupeny do klastri
podle podobnosti svych funkénich skupin (Obr. 1). Prvni komponenta odrazi elu¢ni poradi
analytd na stacionarnich fazich — vlevo nejdfive a vpravo nejpozdéji eluované analyty. Druha
komponenta je nejvice ovlivnéna hydrofobicitou stacionarni faze.

Ptiklad 6: Chromatografie v médu reverzni faze

Za podminek isokratické eluce byly v reverznim médu nejvyssi retencni faktory pozorovany u
farmaceutik dale primarnich aminii, amidd a zwitteriontd. Retenéni faktory primarnich amind a
farmaceutik byly zjevné navySeny prispévkem elektrostatickych interakei, nebot’ retencni faktory
byly vy3si pii pouziti SCX kolon. Na komercni reverzni fizi Phenomenex Eclipse C8 byly
dosazeny vy3si retenéni faktory pro amidy a zwitterionty. Na kolon¢ Phenomenex Luna HILIC
byly za danych podminek analyty eluovany s to.

PEi porovnani retenénich faktori primarnich amind a farmaceutik na kolonach SCX byl zjistén
nasledujici trend retenénich faktori: k (SCX 2) > k (SCX 1) > k (SCX 3), coz znadi, Ze vyjma
iontovyménnych interakei prispivaji k retenci analyti i interakce hydrofobni. Je vSak zfejme, Ze v
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pfipadé smisenych SCX fazi neni optimum dosazeno s nejdelsim alifatickym fetézcem a oba typy
interakci plsobi simultanné a vzdjemn& se ovliviiuji. Kolony ZWIX pak vice zadrzuji
zwitteriontové analyty, a to diky simultannimu piisobeni obou ionizovanych center. Retenéni
¢asy amini jsou naopak snizeny plisobenim inherentniho protiiontu ZWIX selektoru.

PCA analyza pii pouZiti testovanych stacionarnich fazi neukazuje na Zadny trend klastrovani
analytd podle druhu funkénich skupin (Obr. 2). Prvni hlavni komponentou je opét elu¢ni potadi
analytd s nejrychleji eluovanymi analyty vlevo a nejpozd&ji eluovanymi vpravo. Hydrofobni
prispévky selektoru jsou viditelné pti porovnani elu¢niho potadi noradrenalinu a oktopaminu &i
serotoninu a tryptaminu, kdy prvné jmenovany je vzdy eluovan pied druhym v potadi. Druhou
hlavni komponentu predstavuje log D analyti (pfi pH 4 pouzité mobilni faze).

Ptiklad 7: Chromatografie v HILIC médu

Pouzité multimodalni stacionarni faze, pfedev§im ty s krat$imi alkylovymi spojovacimi fetézci,
mohou byt povazovany za iontové HILIC faze. Retenéni faktory viech stacionarnich fazi v
HILIC modu byly niz$i nez v médu reverzni faze. Nejvyssi retenéni faktory pak byly dosazeny
pro primarni aminy a zwitterionty. Pro zwitterionty byly na pouZitych stacionarnich fazich
(vCetné komercni kolony Phenomenex Luna HILIC) pozorovany retenéni faktory v pofadi: k
(ZWIX 1) > k (ZWIX 3) > k (ZWIX 2) > k (Luna HILIC) > k (SCX 2) > k (SCX 1) > k (SCX 3)
a pro primarni aminy v pofadi k (ZWIX 1) >k (ZWIX 3) > k (SCX 2) > k (ZWIX 2) >k (SCX 1)
> k (Luna HILIC) > k (SCX 3). Reten¢ni faktory farmaceutik byly podobné jako v polarnim
organickém modu.

Pro posouzeni vlivu parti¢niho mechanismu separace typického pro HILIC stacionarni faze byly
hodnoty log k vyneseny proti hodnotdm log D jednotlivych analyti. Koeficient R® ziskany
linearni regresi pro jednotlivé stacionarni faze ukazuje, 7e v piipadé ZWIX materialii je partiéni
mechanismus pomérné zasadnim pfispévatelem k separaci analyti (Tabulka 1). Avsak i v piipadé
SCX materiald se partiéni mechanismus vyznamné podili na separaci analytd a i SCX sorbenty
tak Ize povazovat za vhodné materialy pro separace v HILIC moédu.

Tabulka 1 Korelaéni koeficient R® ziskany vynesenim zavislosti log k na log D analytd
separovanych na testovanych multimodalnich stacionarnich fazich.

Stacionarni fize R*

Luna HILIC 0,74
SCX1 ~ 10,55
SCX2 0,42
SCX3 0,49
ZWIX1 0,67
ZWIX2 0,68
ZWIX3 0,66

PCA analyza s vyuzitim hodnot log k jednotlivych analytd a lipofilicity testovanych fazi (druha
komponenta) ukazuje, Ze analyty se seskupuji podle svych strukturnich charakteristik a lze
Jjednozna¢né definovat skupinu primarnich amind, farmaceutik, amidii a zwitteriontii (Obr. 3).
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Ptiklad 8: Superkritickd fluidni chromatografie

V piikladech provedeni bylo dosud ukazano, ze diskutované stacionarni faze jsou vhodné pro
separaci riiznych analyti v riznych HPLC chromatografickych modech. DalSi moznou oblasti
aplikace je superkriticka fluidni chromatografie. Superkriticky oxid uhli¢ity postrada solvatatni
silu potiebnou pro eluci polarnich analytii, a proto se zpravidla pfidava polarni organické
rozpoustédlo jako modifikator mobilni faze. Vysledna mobilni faze je pak posunuta mimo
superkritickou oblast do tzv. subkritické oblasti. Stale si viak zachovava pivodni parametry, a to
vysokou difuzivitu a nizkou viskozitu typickou pro superkritickou oblast, proto je termin SFC
obecnd piijiman pro viechny oblasti pouzivané v této technice. Pro porovnani s ostatnimi vyse
uvedenymi chromatografickymi technikami byly SFC experimenty provedeny v isokratickém
modu.

Na stacionarnich fazich podle piedkladaného vynalezu byly nejvyssi retenéni faktory ziskany pro
jednotlivych stacionarnich fazich klesaly v nasledujicim potadi: pro zwitterionty k (ZWIX 3) > k
(ZWIX 1) >k (SCX 2) > k (ZWIX 2) > k (SCX 1) > k (SCX 3) > k (Luna HILIC); pro primarni
aminy k (SCX 2) >k (SCX 1) > k (ZWIX 1) > k (ZWIX 3) > k (ZWIX 2) > k (SCX 3) > k (Luna
HILIC) a farmaceutika k (SCX 2) > k (SCX 1) > k (SCX 3) > k (ZWIX 1) > k (ZWIX 3) > k
(ZWIX 2) > k (Luna HILIC). Z uvedenych vysledki lze usuzovat, Zze hlavnim pfispévkem k
retenci analyti v SFC modu jsou iontové interakce. PCA analyza hodnot log k ukazuje, Ze
analyty se seskupuji dle svych strukturnich rysi (Obr. 4). Prvni komponenta pfislusi v tomto
ptipad& naboji analyt, druha komponenta vystihuje lipofilicitu stacionarni faze (polarni v horni
asti, nepolarni ve spodni &asti). Neionizujici amidy jsou seskupeny vlevo, ionizujici a
zwitteriontové analyty jsou pak vpravo mezi vice retenovanymi analyty.

Ptiklad 9: Srovndni chromatografické ucinnosti kolon v riznych modech
Jako vhodny parametr pro srovnani ulinnosti novych muitimodalnich kolon byla zvolena
selektivita, kdy serotonin slouzi jako referen¢ni analyt. Selektivita testovanych kolon vici

analytim byla vztazena k serotoninu, a proto jsou hodnoty této redukované selektivity (Tabulka 2
az 5) pro nekteré analyty mensSi nez 1.

-10-
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Tabulka 2: Retencni faktory a redukované selektivity analytii na riiznych kolonach v polarnim
organickém médu.

SCX1 SCX2 SCX3
Analyt k a k a k o
Niacin - - - - - -
Tryptamin 18,38 1,19 30,51 1,33 5,10 0,99
 Serotonin 21,87 . 1,00 40,69 1,000 505 1,00

Oktopamin 12,32 1,78 20,37 2,00 3,44 1,47
Noradrenalin 15,54 1,41 26,38 1,54 3,65 1,38
Kynurenin 0,90 24,26 1,12 36,26 0,32 15,55
Tryptofan 1,17 18,71 1,49 27,39 0,45 11,29
1-Me-Trp 0,88 24,84 1,04 39,10 0,40 12,75
5-Me-Trp 1,06 20,60 1,31 31,07 0,42 12,02
6-Me-Trp 1,10 19,82 1,34 30,35 0,43 11,83
7-Me-Trp 1,06 20,61 1,31 31,16 0,43 11,83
Nikotinamid 0,09 242,25 0,12 345,52 0,03 164,63
Kofein 0,07 305,75 0,08 523,22 0,09 57,81
Theofylin 0,09 256,03 0,10 403,96 0,07 74,25
NAS 0,25 85,81 0,33 123,18 0,09 53,71
Melatonin 0,18 118,39 0,22 184,36 0,11 45,08
Tryptofanamid 14,20 1,54 22,62 1,80 3,86 1,31
Clenbuterol 9,84 2,22 14,10 2,89 4,00 1,26
Propranolol 13,15 1,66 18,72 2,17 5,32 0,95
Butoxamin 6,19 3,53 7,04 5,78 3,16 1,60
Efedrin 9,33 2,34 11,80 3,45 3,74 1,35
Isoxsuprin 9,01 2,43 11,23 3,62 3,64 1,39

ZWIX1 ZWIX2 ZWIX3

Analyt k o k a k o
Niacin 0,28 5,42 0,09 14,58 0,29 8,75
Tryptamin 2,16 0,69 1,06 1,18 1,64 1,56
* Serotonin - 1,50 1,00 1,25 1,00 2,56 1,00
Oktopamin 1,74 0,86 0,85 1,46 1,38 1,85
Noradrenalin 2,52 0,59 1,01 1,23 2,02 1,27
Kynurenin 1.28 1.16 0,70 1,80 1,29 1,98
Tryptofan 1,46 1,02 0,59 2,12 1,35 1,90
1-Me-Trp 1,09 1,37 0,52 2,40 1,02 2,52
5-Me-Trp 1.27 1,18 0,52 2,43 1,16 2,21
6-Me-Trp 1,33 1,12 0,56 2,22 1,23 2,09
7-Me-Trp - - 0,58 2,14 1,22 2,10
Nikotinamid 0,12 12,54 0,07 18,09 0,13 20,43
Kofein 0,07 22,83 0,07 18.25 0,09 29,43
Theofylin 0,11 13,99 0,06 20,89 0,12 22,25

211 -
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NAS 0,28 5,33 0,09 14,07 0,26 9,97
Melatonin 0,18 8.37 0,06 19,67 0,16 15,91
Tryptofanamid 2,34 0,64 0,80 1,56 2,05 1,25
Clenbuterol 1,20 1,25 0,72 1,74 0,87 2,94
Propranolol 1,48 1,01 0,86 1,46 1,10 2,34
Butoxamin 0,81 1,84 0,58 2,17 0,58 4.44
Efedrin 1,16 1,29 0,80 1,57 0,85 3,00
Isoxsuprin 0,80 1,87 0,54 2,33 0,85 3,00

Tabulka 3: Retenéni faktory a redukované selektivity analyti na raznych kolonach v SFC.

SCX1 SCX2 SCX3
Analyt k o k o k (v}
Niacin 1,43 76,94 1,69 105,87 0,94 36,69
Tryptamin 51,22 2,15 67,98 2,62 21,80 1,58
Serotonin . 110,26 1,00 178,39 1,00 3451 . 1,00
Oktopamin 52,19 2,11 71,13 2,51 18,41 1,87
Noradrenalin 109,66 1,01 168,50 1,06 33,86 1,02
Kynurenin 62,49 1,76 79,50 2,24 19,86 1,74
Tryptofan 74,24 1,49 107,89 1,65 21,92 1,57
1-Me-Trp 36,19 3,05 43,83 4,07 15,22 2,27
5-Me-Trp 63,74 1,73 80,53 2,22 22,98 1,50
6-Me-Trp 66,46 1,66 84,50 2,11 22,73 1,52
7-Me-Trp 66,80 1,65 85,23 2,09 23,62 1,46
Nikotinamid 1,34 82,27 1,58 113,09 0,92 37,66
Kofein 0,23 476,71 0,28 637,12 0,44 78.81
Theofylin 0,55 200,10 0,66 269,27 - -
NAS 5,02 21,98 6,35 28,09 2,41 14,34
Melatonin 1,98 55,83 2,30 77,48 1,50 22,96
Tryptofanamid 86,01 1,28 152,65 1,17 29,29 1,18
Clenbuterol 17,72 6,22 21,01 8,49 11,60 2,98
Propranolol 18,03 6,11 21,43 8,33 12,44 2,77
Butoxamin - 8,72 12,64 9,28 19,23 7,00 4,93
Efedrin 13,42 8,21 16,02 11,14 8,62 4,00
Isoxsuprin 21,89 5,04 . 25,23 7,07 12,32 2,80
ZWIX1 ZWIX2 ZWIX3
Analyt k o k a k a
Niacin 3,27 28,11 2,49 25,57 3,55 23,26
Tryptamin 24,85 3,70 17,18 3,70 23,80 3,47
Serotonin 91,97 1,00 63,57 1,00. . 82,66 1,00 .
Oktopamin 34,44 2,67 24,86 2,56 29,78 2,78
Noradrenalin 102,02 0,90 87.86 0,72 96,32 0,86
Kynurenin 78,48 1,17 65,14 0,98 89,49 0,92
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Tryptofan 127,33 0,72 95,69 0,66 116,80 0,71
1-Me-Trp 42,41 2,17 34,09 1,86 47,34 1,75
5-Me-Trp 91,01 1,01 70,33 0,90 98,59 0,84
6-Me-Trp 96,41 0,95 72,98 0,87 104,49 0,79
7-Me-Trp 96,84 0,95 72,82 0,87 104,00 0,79
Nikotinamid 1,08 84,99 0,88 72,27 1,20 69,16
Kofein 0,12 774,20 0,13 491,31 0,19 440,13
Theofylin 0,45 205,71 0,41 156,26 0,50 164,51
NAS 8,68 10,59 5,63 11,30 8,10 10,20
Melatonin 2,39 38,53 1,54 41,19 2,27 36,48
Tryptofanamid 67,27 1,37 49,80 1,28 70,17 1,18
Clenbuterol 7,60 12,10 5,57 11,42 6,75 12,25
Propranolol 7,30 12,59 4,97 12,79 6,79 12,17
Butoxamin 3,79 24,29 3,10 20,48 3,60 22.95
Efedrin 5,55 16,57 4,49 14,15 5,48 15,09
Isoxsuprin 12,89 7,14 8,62 7,37 10,60 7,80

Obdobné jako pro vyse diskutované retenéni faktory byla selektivita obecné vy3si pro SCX faze
nez pro ZWIX faze. Nejvyssi selektivita byla pozorovana pro amidy, dile zwitterionty,
farmaceutika a aminy (Tabulka 2 a 3).

Tabulka 4: Souhrn retencnich faktoru a selektivit (serotonin jako referen¢ni analyt) v RP modu.

SCX1 SCX2 SCX3
Analyt k a k o k a
Niacin 0,18 86,12 0,08 284,62 0,41 17,56
Tryptamin 26,62 0,59 33,04 0,68 991 0,72
Serotonin 15,59 1,00 22,49 1,00 7,13 1,00
Oktopamin 3,36 4,64 4,50 4,99 2,45 2,91
Noradrenalin 2.23 6,98 3,23 6,95 2,11 3,38
Kynurenin 0,72 21,74 0,58 38,97 1,24 5,73
Tryptofan 1,00 15,63 0,87 25,76 1,76 4,06
1-Me-Trp 1,31 11,87 1,10 20,53 2,96 2,41
5-Me-Trp 1,44 10,81 1,27 17,77 2,87 2,49
6-Me-Trp 1,45 10,74 1,29 17,46 2,89 2,47
7-Me-Trp 1.41 11,03 1,24 18,12 3,08 2,32
Nikotinamid 1,03 15,10 0,94 23,95 1,29 5,51
Kofein 1,52 10,26 1,19 18,91 2,90 2,46
Theofylin 0,60 26,02 0,49 45,52 1,79 3,99
NAS 3,49 4,46 3,66 6,14 4,61 1,55
Melatonin 6,96 2,24 6,41 3,51 12,54 0,57
Tryptofanamid 3,15 4,95 3,15 7,13 4,74 1,50
Clenbuterol 41,71 0,37 47,23 0,48 31,45 0,23
Propranolol 123,00 0,13 134,00 0,17 - -
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Butoxamin 46,94 0,33 43,41 0,52 - -
Efedrin 10,57 1,48 12,19 1,84 8,64 0,82
Isoxsuprin 21,45 0,73 17,47 1,29 - -
ZWIX1 ZWIX2 ZWIX3
Analyt k o k o k a
Niacin 0,35 20,64 0.31 21,31 0,30 24,36
Tryptamin 10,24 0,70 6,73 0,98 9,01 0,81
Serotonin 7,21 1,00 6,61 1,00 731 1,00
Oktopamin 2,01 3,59 2,16 3,06 2,08 3,51
Noradrenalin 1,99 3,62 2,36 2,81 1,88 3,88
Kynurenin 0,85 8,51 0,63 10,42 0,73 9,97
Tryptofan 1,24 5,83 0.82 8,03 0,96 7.61
1-Me-Trp 1,51 4,77 0,86 7,65 1,14 6,39
5-Me-Trp 1,63 4,43 0,90 7,38 1,18 6,20
6-Me-Trp 1,66 4,34 0,92 721 1,20 6,10
7-Me-Trp 1,62 4,45 0,89 7,46 1,17 6,25
Nikotinamid 0,98 7,36 0,86 7,67 0,87 8,45
Kofein 1,32 5,48 0,95 6,99 1,15 6,37
Theofylin 1,10 6,55 0,71 9,35 0,85 8.64
NAS 2,87 2,51 1,47 4,51 2,07 3,53
Melatonin 4,81 1,50 1,71 3,87 3,05 2,40
Tryptofanamid 2,47 2,92 1,30 5,07 1,86 3,93
Clenbuterol 13,48 0,53 6,90 0,96 12,29 0,59
Propranolol 39,00 0,18 13,63 0,48 - 32.00 0,23
Butoxamin 12,98 0,56 6,02 1,10 10,76 0,68
Efedrin 4,53 1,59 3,90 1,69 4,54 1,61
Isoxsuprin 11,86 0,61 2,87 2,31 6,98 1,05

Tabulka 5: Souhrn retenénich faktori a selektivit (serotonin jako referencni analyt) v HILIC

SCX1 SCX2 SCX3

Analyt k a k o k a
Niacin 0,29 10,38 0,38 11,83 0,33 3,54
Tryptamin 2,23 1,36 3,05 1,49 1,19 0,98
Serotonin 3,03 1,00 4,54 1,00 1,16 1,00
Oktopamin 2,44 1,24 3,65 1,24 0,97 1,20
Noradrenalin 3,13 0,97 4,87 0,93 1,12 1,04
Kynurenin 1,09 2,79 1,43 3.17 0,72 1,61
Tryptofan 1,25 2,43 1,69 2,69 0,77 1,51
1-Me-Trp 0,93 3,24 1,20 3,80 0,77 1,52
5-Me-Trp 1,12 2,70 1,48 3,06 0,78 1,49
6-Me-Trp 1,13 2,68 1,50 3,02 0,83 1,41
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7-Me-Trp 1,14 2,65 1,51 3,01 0,79 1,48
Nikotinamid 0,25 12,22 0,35 12,96 0,27 4,28
Kofein 0,03 115,20 -0,02 - 0,09 12,99
Theofylin 0,21 14,36 0,29 15,49 0,25 4,61
NAS 0,21 14,63 0,30 14,99 0,20 5,78
Melatonin 0,01 512,00 -0,03 - 0,18 6,39
Tryptofanamid 0,39 7,81 0,53 8,54 0,37 3,15
Clenbuterol 0,92 3,30 1,13 4,02 0,86 1,35
Propranolol 0,98 3,08 1,21 3,76 1,02 1,14
Butoxamin 0,76 4,01 0,84 5,41 0,82 1,42
Efedrin 1,52 1,99 1,95 2,33 1,08 1,08
Isoxsuprin 0,20 14,86 0,29 15,79 0,30 3,81
ZWIX1 ZWIX2 ZWIX3

Analyt k o k a k o
Niacin 1,85 2,80 1,38 2,79 1,77 2,61
Tryptamin 2,70 1,92 2,06 1,87 244 1,89
Serotonin 5,18 1,000 3,8 1,00 . 460 . 1,00-
Oktopamin 4,54 1,14 3,60 1,07 4,13 1,1
Noradrenalin 7,69 0,67 5,83 0,66 6.58 0,70
Kynurenin 4,32 1,20 3,27 1,18 3,94 1,17
Tryptofan 5,17 1,00 3,65 1,06 4,63 0,99
1-Me-Trp 3,36 1,54 2,52 1,53 3,14 1,46
5-Me-Trp 4,32 1,20 3,08 1,25 3,87 1,19
6-Me-Trp 4,47 1,16 3,26 1,18 3,92 1,18
7-Me-Trp 4,48 1,16 3,15 1,22 3,99 1,15
Nikotinamid 0,56 9,19 0,46 8,39 0,55 8,43
Kofein 0,10 50,12 0,10 36.84 0,11 41,43
Theofylin 0,53 9,74 0,44 8,75 0,55 8,42
NAS 0,54 9,51 0,44 8,77 0,53 8,67
Melatonin 0,11 47,19 0,09 42,70 0,10 46,87
Tryptofanamid 0,76 6,86 0,56 6,86 0,70 6,61
Clenbuterol 0,86 5,99 0,82 4,69 0,90 5,14
Propranolol 0,97 5,34 0,85 4,55 0,97 4,75
Butoxamin 0,70 7,42 0,69 5,56 0,74 6,18
Efedrin 1,65 3,14 1,41 2,73 1,67 2,76
Isoxsuprin 0,13 40,83 0,12 32,02 0,11 41,16

V RP médu (Tabulka 4) a HILIC médu (Tabulka 5) byly nejvy3si selektivity dosazeny v poradi
SCX 1>8SCX2>ZWIX 2>ZWIX 3 >ZWIX 1 > SCX 3 > Phenomenex Eclipse C8. Nejvyssi
selektivity byly pozorovany pro amidy a zwitterionty.

Ptiklad 10: Stabilita staciondrnich fdzi a retencnich Casii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
Kompatibilita staciondrnich fazi podle ptedkladaného vynalezu s tandemovym uspofadanim
kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie byla otestovana za pouziti SFC-MS

systému s kolonou SCX 3. Jako analyt poslouZzila smés metaboliti tryptofanové metabolické
drahy, jmenovité: melatonin, serotonin, NAS, niacin a tryptofan. Separace byla provedena v
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gradientnim SFC s methanolem obsahujicim 50 mM mravendanu amonného jako pufrovanym
organickym modifikatorem. Analyty byly uspésné separovany béhem 10 min. Mozné ovlivnéni
stability signalu uvoliiovanim selektoru z kolony (column bleeding) bylo ovéfeno pomoci 15
naslednych nasttiki (Obr. 5). Jak retenéni &as, tak i detekovany signal byly konstantni, coZ znadi,
Ze k uvoliiovani selektoru z kolony za danych podminek nedochazi a stacionarni faze je stabilni a
pouzitelna i v SFC-MS/MS modu.

PATENTOVE NAROKY

1. Multimodalni stacionarni faze pro kapalinovou chromatografii obecného vzorce 1

CH2>;L—€CH2};R—€CH2},”—SO3H
(D,

kde

R je -O-, —S—, -SO—, =SO» nebo -N(R')~;
pri¢emz R' je vybrané ze skupiny sestavajici z H, (C1 az Cé6)alkylu, (C2 az
C6)alkenylu, (C2 az C6)alkynylu, (C6 az C8)arylu, s vyhodou je R' vybrané ze skupiny
sestavajici z H, -CHs, -CH,CH, allylu, propargylu, benzylu a fenylu;

n je celé ¢islo v rozmezi od 3 do 11;

m je celé Cislo v rozmezi od 2 do 5;

z je celé ¢islo v rozmezi od 2 do §;

L je triazolova skupina vzorce 11

a nosi¢ stacionarni faze je vybrany ze skupiny sestavajici z anorganickych ¢asticovych materialt
o velikosti ¢astic od 1,5 do 10 um a velikosti pori od 9 nm do 20 nm.

2. Multimodalni stacionarni faze podle naroku 1, vyznafena tim, Zze nosi¢ je vybrany ze
skupiny sestavajici ze silikagelu, aluminy, ZrQ,, TiO, a zeolit(, zejména MCM—48, a core—shell

¢astic, s pevnym jadrem a porézni svrchni vrstvou tvofenou SiO,, o velikosti od 1,6 do 5 um.

3. Zpisob ptipravy multimodalni stacionarni faze pro kapalinovou chromatografii podle
naroku 1 nebo 2, vyznaceny tim, Ze obsahuje nasledujici kroky:

-16-
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a) pripravi se selektor obecného vzorce I

HCEC—(—CHQ%R—QCHZ)—SO:,H
n-2 m
(11D,

obsahujici ve své struktufe terminalni trojnou vazbu,

kde n je celé &islo v rozmezi od 3 do 11, m je celé ¢islo v rozmezi od 2 do 5 a R je -O—, —S—, .
~SO-, —=SO,— nebo —-N(R');
pii¢emz R' je vybrané ze skupiny sestavajici z H, (Cl az Cé6)alkylu, (C2 az
Cé6)alkenylu, (C2 az C6)alkynylu, (C6 az C8)arylu, s vyhodou je R' vybrané ze skupiny
sestavajici z H, -CH;, -CH,CHj, allylu, propargylu, benzylu a fenylu;
tak, ze se (C3 az Cl1)alkenolat nebo (C3 az Cl1)alkynolat nebo (C3 az C11)alkenthiolat nebo
(C3 az Cl1)alkynthiolat nebo (C3 az C11)alkenylamin nebo (C3 az Cl11)alkynylamin, ktery ma
nasobnou vazbu na opaéném konci uhlikového fetézce nez heteroatom, podrobi reakei s (C2 az
C5)sultonem; ptipadné se vysledny selektor, ktery obsahuje R = —S—, dale oxiduje prostou nebo

katalyzovanou oxidaci vzdu$nym kyslikem nebo peroxidem vodiku na selektor obsahujici
R =-SO- a/nebo -SO,—;

b) selektor obecného vzorce Il se imobilizuje na nosi¢ vybrany z anorganickych ¢asticovych
materialt o velikosti ¢astic od 1,5 do 10 pum a velikosti périd od 9 nm do 20 nm, pouzivanych
jako inertni nosice v kapalinové chromatografii pro chemické ukotveni selektoru, tak, ze nosic,
ktery je modifikovany azidoalkylovymi skupinami o poctu uhlikovych atomid v alkylenovém
fetézci od 2 do 5, reaguje se selektorem obecného vzorce 11l za vzniku multimodalni stacionarni
faze obecného vzorce 1.

4. Zpisob podle niroku 3, vyznadeny tim, Ze krok b) je Huisgenova dipolarni cykloadi¢ni
reakce mezi terminalni trojnou vazbou selektoru obecného vzorce Il a azidovou skupinou latky
obecného vzorce [V

CH2>-N3

z

(v,
kde z je celé Cislo v rozmezi od 2 do 5.

5. Zpusob podle naroku 3 nebo 4, vyznaceny tim, Ze reakce (C3 az C11)alkenolatu nebo (C3
az Cll)alkynolatu nebo (C3 az Cll)alkenthiolatu nebo (C3 az Cl1)alkynthiolatu nebo (C3 az
C1alkenylaminu nebo (C3 az C11)alkynylaminu, ktery ma nasobnou vazbu na opacném konci
uhlikového fetézce nez heteroatom, s (C2 az C5)sultonem v kroku a) prob¢hne pii teploté alespon
50 °C a v atmosfére inertniho plynu po dobu alespori 10 hodin.

6. Pouziti multimodalni stacionarni fize podle naroku 1 nebo 2 pro chromatografickou separaci
a purifikaci latek v polarnim organickém modu, na reverzni fazi, pfi chromatografii hydrofilnich

interakci a pii superkritické fluidni chromatografii.

7. Pouziti multimodalni staciondrni faze podle naroku 1 nebo 2 jako sorbent pro extrakci na
pevné fazi.
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