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1. Uvod

V biologickych syst¢émoch ma opticka aktivita vyz-
namnu ulohu. Vacsina biologickych molekul, ako napr.
DNA, proteiny, enzymy, aminokyseliny a uhlovodiky, je
chirdlna. Enantioméry moézu roézne poOsobit’ na cloveka,
vplyvat' na fyziologicku aktivitu, chut’ a cuch. Pretoze
Pudské ¢uchové a chut'ové bunky obsahuju chiralne senzo-
ry, ¢lovek dokaze rozoznat, napr. ze R-limonén vonia ako
citrén a S-limonén ako pomaranc, alebo ze D-asparagin ma
sladka chut’ a L-asparagin horkd'. V mnohych pripadoch
maju chiralne lieky zasadny vplyv na l'udské zdravie. Je-
den enantiomér moze byt farmakologicky aktivny a druhy
enantiomér farmakologicky neaktivny, respektive toxicky.
Napriklad S-ibuprofén je efektivny ako protizépalové lieci-
vo, jeho R-enantiomér je farmakologicky neaktivny”.

NajvyraznejSie sa vyznam chirality prejavil pri talido-
midovej tragédii na konci 60. rokov 20. storocia. Po dvoch
desatroiach uZivania tohto lieku tehotnymi Zenami sa
dokazal jeho $kodlivy vplyv na plod dietata®*. Po tejto
tragédii sa =zacali vedci zaoberat vyvojom syntéz
a skimanim vplyvu jednotlivych enantiomérov latok. Pri-
blizne 56 % vSetkych registrovanych lie¢iv sa uziva ako
chirélne zluceniny a 88 % z nich sa podava pacientom ako
chirdlna zmes’. Velké mnoZstvo chirdlnych latok, kde sa
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musi sledovat’ kvalita produktov, zvySuje tlak na vyvoj
chiralnych analyz. V dnesnej dobe sa zistuje G¢inok oboch
enantiomérov na ¢loveka a vyrobcovia su povinni stanovit’
a uvadzat’ enantiomérnu Cistotu chiralnych lieiv na obale
vyrobkov’.

Vyvoj analytickych metéd na chirdlnu analyzu sa
prevazne sustred’uje na separa¢né a chirooptické metddy,
ktoré v porovnani s metdédami molekulovej spektroskopie,
najmd UV/VIS, fluorescencnej alebo infracervenej spek-
troskopie, v kombinicii s viacrozmernymi Statistickymi
nastrojmi maju bud’ dlhy ¢as analyz, alebo st malo citlivé.
Na stanovenie enantiomérneho pomeru molekulovou
spektroskopiou sa pouziva chiralny selektor. Ten interagu-
je sjednotlivymi enantiomérmi za vzniku diastereomér-
nych komplexov, ktoré su charakteristické odlisnou spek-
tralnou odozvou. Pomocou viacerych typov chirdlnych
selektorov sa stanovili rozliéné opticky aktivne latky
v Ciste] forme, vo farmaceutickom produkte, alebo
v biologickych tekutinach. V porovnani s ostatnymi meto-
dami je stanovenie relativne lacné, rychle a dostatocne
citlivé.

V prispevku je uvedeny prehlad chirdlnych selekto-
rov a moznosti ich vyuzitia v chiralnych analyzach meto-
dami molekulovej spektroskopie s viacrozmernou kalibra-
ciou.

2. Analyza opticky aktivnych latok

Metddy analyzy chiralnych molekul sa rozdel'uju do
dvoch zékladnych kategorii:

a) chirooptické metédy — meranie spektralnej odozvy po
interakcii chirdlnych molektl s polarizovanym svet-
lom,

b) nechirooptické metddy — je potrebné vytvorenie dias-

tereomérnych komplexov enantiomérov s chirdlnym

selektorom pomocou kovalentnej derivatizicie alebo

nekovalentnym spdsobom (tvorba Specifického kom-
plexu, medzimolekulové interakcia).

Medzi chirooptické metddy analyzy opticky aktiv-
nych latok patria: polarimetria, optick4 rotacna disperzia,
cirkularny dichroizmus, vibraény cirkularny dichroizmus
a Ramanova opticka aktivita®'?.

Medzi nechirooptické metody patria chromatografic-
ké metody, NMR (cit.'") aMS (cit."*'®). V poslednom
desatroCi sa zalinaju Coraz CastejSie objavovat’ prace,
ktoré vyuZzivaji na stanovenie enantiomérov spektralne
metody ako st UV-VIS spektroskopia, fluorescencna
spektroskopia (FL) a infracervena spektroskopia (IR).

Na analyzu zmesi opticky aktivnych latok sa prevaz-
ne pouzivajii chromatografické metody, a to GC (cit.'™'®),
HPLC (cit.'”®), miceldrna elektrokineticka chromato-
grafia®' a kapilarna elektroforéza™?.
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Aj ked su tieto metddy u€inné, majli svoje obmedze-
nia. Polarimetria ma nizku citlivost a vyzaduje vysoki
Cistotu latok. Nie je vhodné pre stanovenie enantiomérne-
ho pomeru vzmesiach blizkym racemickému zlozZeniu
a stanovenie mdze byt ovplyvnené pouzitym rozpustad-
lom. Opticka rotac¢né disperzia meria v rozsahu viacerych
vinovych dizok, avsak analyza je limitovana nedostatoc-
nou Specifikaciou chiralnych latok a velkou neistotou pri
definovani zakladnej linie. Metoda cirkularneho dichroiz-
mu je mnarotnda na drahé pristrojové vybavenie
a stanovované latky musia obsahovat’ chromofor. Vsetky
chromatografické metddy maju relativne dlhy ¢as analyzy,
GC analyza je vhodna pre prchavé latky, HPLC vyzaduje
vel'ké objemy Cinidiel aj analytov. Na druhej strane, MS je
destruktivna metdda, NMR vyZzaduje drahé chirdlne ¢inidla
a je malo citliva.

Spektralne metody s viacrozmernou kalibraciou ponu-
kaju lacnejsiu a rychlejSiu alternativu k tradiénym chroma-
tografickym metddam, pricom citlivost’ spektralnych me-
tod je porovnatelna, v niektorym pripadoch aj lepSia. Av-
Sak na chirdlnu analyzu spektralnymi metédami je potreb-
na interakcia enantioméru s chiralnym selektorom.

V poslednych rokoch boli patentované chiralne
analyzy** >, kde sa metodami viacrozmernej tatistickej
analyzy vyhodnocovali spektralne data a tieto analyzy boli
zaclenené do Amerického liekopisu (United States Phar-
macopoeia, USP) ako uznavané pracovné postupy.

3. Chiralny selektor

Chiralnym selektorom je latka, ktora po selektivnej
interakcii s pArom enantiomérov (stanovovana latka) vy-
tvori diastereomérny komplex. Diastereoméry, na rozdiel
od enantiomérov, nie st zrkadlové obrazy a maji rozdielne
chemické a fyzikdlne vlastnosti. Vznik tohto komplexu
najlepSie opisuje model trojbodovej interakcie, kde na
chirdlnu analyzu je potrebnd interakcia asponl v troch bo-
doch medzi jednym enantiomérom  a chirdlnym
selektorom””** (obr. 1a). V pripade, ak enantiomér vd'aka
svojmu zrkadlovému usporiadaniu molekuly mdze intera-
govat’ iba s jednym, pripadne dvomi miestami selektora,
nedochadza  k vzniku  diastereomérneho  komplexu
(obr. 1b).

K chirdlnej diskriminacii nedochadza v achirdlnom
prostredi, preto sa na rozpoznanie enantiomérov
v molekulovej spektroskopii pouzivaji chiralne selektory.
Medzi tieto selektory moZno zaradit’ biologicky aktivne
molekuly (bazy DNA, hoviddzi sérovy albumin (BSA)),
i6nové kvapaliny, makrocyklické latky (kalixarény), fluo-
rescen¢né micely, cyklodextriny (CD) a sachar6zu. Preto-
ze zmeny Vv spektralnych vlastnostiach diastreomérnych
komplexov jednotlivych enantiomérov su vyznamné, ale
zvdcsa malo postrehnutel'né, namerané tidaje sa vyhodno-
cuju viacrozmernymi Statistickymi metédami.
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Obr. 1. Model trojbodovej interakcie

3.1. Biologicky aktivne molekuly

Na stanovenie enantiomérov dansyl-fenylalaninu
(DP) fluorescencnou spektroskopiou s chemometrickym
vyhodnotenim dat sa v praci®’ ako chirlny selektor pouzi-
la a-glykoproteinova kyselina (AGP) v prostredi zmesi
etanolu a vody. DP v nechirdlnom prostredi vykazoval
prirodzent fluorescenciu pri Ae/Aem = 200/544 nm, po
pridani AGP sa zaznamenal posun fluorescen¢nych maxim
na Ae/Aem = 220/497 nm. Na zaklade rozdielnej intenzity
fluorescencie sa zistila sila interakcie medzi DDP-AGP
a DLP-AGP, ktora je vdc¢sia pre DDP-AGP.

BSA vytvara stereoselektivne stérické interakcie,
hydrofobne interakcie a interakcie vodikovych vézieb me-
dzi ligandom a receptorom. Porovnanim elektrénovych
(UV\VIS) spektier sa zistilo’’, ¢ BSA vytvara silnejsie
hydrofébne interakcie a interakcie vodikovych vézieb
s tryptofanom, DOPA  a propranololom v porovnani
s tyrozinom, fenylalaninom, cysteinom a alaninom. BSA
sa tiez pouzil vo fluorescencnej spektroskopii na stanove-
nie enantiomérnej Cistoty tryptofanu. Prave vd’aka pritom-
nosti BSA sa dosiahla nizkd medza detekcie a to
2,50 umol "' tryptofanu v roztoku®'.

V pripade guaninu ako chirdlneho selektora v IR
spektroskopii sa dosiahla pre stanovenie enantiomérneho
pomeru ibuprofénu nizka chyba priemernej predikcie na
urovni 3,6 %, ak sa model PLS (Partial Least Square met-
hod — metdda Ciastone najmensSich Stvorcov) vytvoril
z dat po transformacii vlnovych dizok. Autori zistili, Ze
nizkofrekvencné spektralne udaje obsahuju najviac infor-
macii, zatial' ¢o vysokofrekvencné udaje reprezentuji pre-
dovietkym chybu v nameranych datach®.

3.2. I6nové kvapaliny

I6nové kvapaliny (IL) su latky, ktoré obsahuju kation
a anion a aspoil jedna zlozka je z triedy organickych zluce-
nin. IL su prevazne organické soli, ktoré su kvapalné pri
izbovej teplote do 100 °C. Maju vel'a vyhod, napr. si re-
cyklovatel'né, na vzduchu stabilné, maja vysoka rozpus-
tnost” a chiralne IL umoznuju silné diastereomérne interak-
cie s oboma enantiomérnymi formami réznych molekal.
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Obr. 2. tert-Butylkalix[6]arén (TBCA)

Tabul'ka I

Referat

Vdaka tymto vlastnostiam moézu sluzit’ v zelenej chémii
ako ndhrada za prchavé organické rozpustadla, ktoré sa
tradicne vyuzivaju v priemysle. IL sa UspeSne pouzili
v mnohych aplikdcidch, kde nahradili organické rozpus-
tadla v organickych syntézach, extrakciach, elektroche-
mickych reakcidch, alebo sa vyuzivaji ako stacionarne
fazy v chirdlnych chromatografickych kolonach. Nové
druhy chirdlnych IL, akou je aj S-[CHTA]"[Tf,N]"
(S-[(3-chlor-2-hydroxypropyl)trimetylamonium]  [bis((tri-
fluorometyl)sulfonyl)amid, s relativne silnou schopnost’
rozpoznavania enantiomérov>-. S-[CHTA]'[Tf,N]™ vyka-
zuje slabu absorbanciu v UV oblasti a takmer ziadnu vo

Priklady vyuzitia roznych chiralnych selektorov v molekulovej spektroskopii

Chiralny Analyt® Spektralna  Vyhodnotenie® RMSE* Prostredie® Lit.
selektor” (racemické zmes) metoda
AGP dansyl fenylalanin FL PCR 5,0 etanol: voda 29
BSA fenylalanin, tyrozin, UV/VIS PLS1 fen: 14,0; tyr: 12,0; fosfatovy 30
alanin, cystein, DOPA, ala: 36,0; cys: 25,0; tlmivy roztok
propranolol, tryptofan DOPA: 1,9; prop: 3,1; (pH 10)
tryp: 4,1
BSA tryptofan FL PCR neuvedené neuvedené 31
guanin ibuprofén, IR PLSI 1,4 neuvedené 32
IL propranolol, FL PLS1 nap: 1,5; war: 3,1 IL 33
naproxén, warfarin
IL atenolol, propranolol, IR PLSI1 ate: 2,2; IL 34
ibuprofén, alanin, ostatné: neuvedené
fenylalanin
TBRM lyzin, alanin, aginin, FL PLSI1 lys: 5,8; voda: metanol 37
asparagin, aspartin, ostatné: neuvedené (10:90)
glutamin, glutamat,
leucin, metionin,
prolin, serin, treonin,
valin
TBCA warfarin UV/VIS PLS1 1.0 chloroform 38
poly-L- BOH, BNA, TFA FL PLS1 BOH: 1,9; BNA: 1,9; boritanovy 39
SULV TFA: 2,8 tlmivy roztok
(PH 10)
poly-L-SUW  glukdza, kyselina vin- FL PLS1 glu: 2,1; KV: 3,5; voda 40
na, serin ser: 3,6
poly-L-SUY  a-pinén FL PLS1 neuvedené voda
poly-L-SUF  a-pinén FL PLSI neuvedené voda
poly-L-SUF ~ BNA, AFE, proprano- FL PLSI1 BNA: 2,3; AFE: 3,0; fosfatovy 41

lol, CMME naproxén,
limonén, kyselina
vinna, kyselina
citrakonova

prop: 3,2; CMME:2,5;
nap: 3,2; lim: 4,4
KV:44;KC: 3,8

tlmivy roztok
(PH7)

“IL — S-[CHTA]" [TE;N], ® AFE — 1-(9-antracyl)-2,2,2-trifluoroetanol, CMME — chlorometyl metyléter,  PCR — regresia
hlavnych komponentov, PLS1 — regresia &iastoéne najmensich §tvorcov, ¢ KV — kyselina vinna, KC — kyselina citrakéno-
va, °IL — S-[CHTA]" [TE;N]
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viditeI'nej oblasti spektra. TaktieZ nebola pozorovana Ziad-
na fluorescenéna intenzita ak IL bola excitovana®. Tran
a spol. ukazali, Ze tato nova IL je vhodna na stanovenie
enantiomérneho pomeru $irokej Skaly zlicenin metodami
fluorescenénej’ aj infratervenej spektroskopie®. Vytvore-
nim diastereoizomérneho komplexu medzi IL a skiima-
nymi latkami sa ziskalo rozliSenie s vysokou presnostou
medzi jednotlivymi enatiomérmi propranololu, naproxénu
a warfarinu, kde sa urcil enantiomérny prebytok 0,3 %
(cit.*®), v pripade atenololu, propranololu, ibuprofénu,
alan}iilu a fenylalaninu bol enantiomérny prebytok 0,6 %
(cit.™).

3.3. Makrocyklické zluceniny

Na chiralnu analyzu v molekulovej spektroskopii sa
vyuZzivaju z makrocyklickych zlu€enin prevazne kalixaré-
ny. M6zu byt odvodené od monomérnych jednotiek fenolu
alebo resorcinolu pospéjanych tak, aby vytvarali hydrofob-
nu dutinu. Tato dutina umoziuje interakcie s enantiomérom,
¢im sa dosiahne rozliSenie jednotlivych foriem v chirdlnej
zmesi. Medzi kalixarény sa radia fert-butylkalix[6]arény
(TBCA), ktoré su tvorené 6 fenolovymi jednotkami deri-
vatizovanymi butylovou skupinou®™ (obr. 2). Taktiez do
tejto skupiny patri tetraarylboratovy kalixresorcarén
(TBRM). TBRM sa pripravuje reakciou Styroch monomé-
rov resorcinolu alebo jeho derivatov s alifatickymi alebo
aromatickymi aldehydmi, ¢im vznikd makromolekula zo
Styrmi chiralnymi centrami v dutine®®.

Na zéklade fluorescenénej intenzity mézeme usudzo-
vat’, ze dochadza k silnejSej interakcii TBRM s L-formou
Studovanych aminokyselin (tab.I) ako sich D-formou.
TBRM tiez mozno pouzit’ ako senzor pre lyzin, pretoze
spolu vytvaraji jedine¢ny komplex. Tento komplex vyka-
zuje fluorescenciu pri Aey/Aem = 350/420 nm a nebol zazna-
menany pri interakcii s inou aminokyselinou®’.

Pri stanoveni enantiomérneho pomeru warfarinu
v tabletach Bodoki a spol.*® pouzili TBCA ako chiralny
selektor a ich vysledky boli porovnatel'né s vysledkami
z chirdlnej HPLC.
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Obr. 3. Struktira prirodzenych cyklodextrinov

Referat

3.4. Fluorescencné chiralne molekulové micely

Fluorescencné chiralne molekulové micely (FCMM)
obsahuju polarne funkéné skupiny orientované do stredu
micely anepolarne uhlovodiky s dlhym retazcom, ktoré
tvoria tzv. chvosty. Na rozdiel od monomérnych povrcho-
vo aktivnych latok st FCMM stabilnejsie, maju volitel'nt
velkost” dutiny a nemaju kritick(l micelarnu koncentraciu.
V porovnani s inymi chirdlnymi selektormi, ako st CD,
korunové étery a proteinové antibiotika, st FCMM relativ-
ne dobre rozpustné vo vode aj v organickych rozpustad-
lach. Navyse polarita skupin ako aj pocet stereogennych
centier sa moze 'ahko modifikovat. Pri tvorbe diasteroizo-
mérneho komplexu medzi FCMM a chirdlnym analytom
sa pozoruju rozdiely v emisnych fluorescenénych spek-
trach, ktoré sa mozu odliSovat’ v zavislosti od velkosti
interakcii v komplexe®”. Medzi FCMM patria poly-L-
SULV (poly(N-undekanoyl-L-leucylvalinan sodny)), poly-
L-SUF (poly(N-undekanoyl-L-fenylalaninan sodny)), poly-
L-SUY poly(N-undekanoyl-L-tyrozinan sodny) a poly-L-
SUW (poly(N-undekanoyl-L-tryptofanan sodny)).

Poly-L-SULV je zaporne nabity dipeptid luecinu
s vanilinom, s dvoma chirdlnymi centrami, ktory je vo
vode dobre rozpustny. Ma dobra chirdlnu diskriminac¢na
schopnost’, ¢o vyplyva z nizkych hodnét RMSE (root me-
an square error — stredna kvadratickd chyba) pre kalibrac-
né modely analyzy zmesi enantiomérov 1,1'-bi-2-naftolu
(BOH), 1,1'-binaftyl-2,2'-diaminu (BNA) a 2,2 2-trifluoro-
antracyletanolu (TFA)”.

Williams a spol. syntetizovali FCMM s jednym chi-
ralnym centrom a pouZzili ich na stanovenie chiralnych
latok, ktoré moézu, ale aj nemusia, obsahovat’ fluorofor. Pri
pouZiti poly-L-SUW zaznamenali vyraznejSie spektralne
rozdiely vo fluorescenénom emisnom spektre medzi jed-
notlivymi diasteromérnymi komplexmi s glukézou, kyseli-
nou vinnou a serinom v porovnani s poly-L-SUY a poly-L-
SUF. V pripade hydrofébnej molekuly a-pinénu sa dosiah-
la lepSia chirdlna diskrimindcia prave tymito dvoma
FCMM. To naznacuje, ze poly-L-SUY a poly-L-SUF vy-
tvaraju silnejsie diasteromérne interakcie s hydrofobnymi
analytmi ako s hydrofilnymi*’. Toto tvrdenie bolo potvrde-
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né aj v praci'', kde pouzili poly-L-SUF na enantiomérne
stanovenie analytov s roznymi funkénymi skupinami, r6z-
nou rozpustnostou, velkostou a hydrofébnost'ou (tab. I).

3.5. Cyklodextriny
CD su cyklické oligosacharidy vytvorené spojenim 6

az 8 glukdzovych jednotiek do prstenca s lipofilnou kavi-
tou a vonkajsim hydrofilnym povrchom. Na zaklade poc¢tu

Referat

glukdézovych jednotiek sa oznacuju a- (6), B- (7) ay- (8)
CD (cit.*?), (obr. 3).

Najviac pouzivanym chirdlnym selektorom je
B-CD, ktory poskytol najlepSie vysledky a hodnoty RMSE
pri porovnavani jednotlivych prirodzenych CD (tab. II).
Avsak st publikované prace vyuzivajuce y-CD, kde sa
podarilo dosiahnut’ blizke alebo nizsie hodnoty RMSE ako
pri pouziti B-CD (cit.**). Busch a spol.*® skamali interakcie
a-, B- ay-CD s ibuprofénom a norefedrinom. Porovnanim

Tabulka IT

Priklady vyuzitia cyklodextrinov a sachar6zy ako chiralnych selektorov

Chiralny Analyt® Spektralna  Vyhodnotenie® RMSE Prostredie Lit.

selektor” (racemickd zmes) metoda

B-CD fenylalanin FL PLSI 3,0 voda 43

B-CD fenylalanin, norefedrin UV/VIS PLS1 fen: 5,2; nor:8,0  voda 44

B-CD propranolol UV/VIS  PLSI 2,7 tlmivy roztok 45
(pH 3)

B-CD CLOR UV/VIS  PLSI neuvedené voda 46

B-CD a-fenylglycin UV/VIS  ANN 0,6 tlmivy roztok 47
(pH 12)

vy-CD ibuprofén, norefedrin UV/VIS  PLSI ibu: 0,7; nor: 3,3  fosfatovy timivy 48
roztok (pH 11)

Me-B-CD prolin, efedrin, propranolol, UV/VIS  PLSI1 pro: 7,8; efe: 6,9; boritanovy timivy 49

tryptofan prop: 9,7; tryp:8,0 roztok (pH 10)

Me-B-CD BMBS UV/VIS  PLSI 6,1 voda: etanol (3:2) 50
+ SDS

HP-B-CD TME HC1 UV/VIS  PLSI1 5,7 voda: etanol (3:2)
+ SDS

Me-B-CD norefedrin-L-bivinan UV/VIS  PLSI 3,2 voda 51

CM-y-CD norefedrin UV/VIS  PLSI 4,1 voda

CM-B-CD efedrin UV/VIS  PLSI 4,1 voda

CM-a-CD TME HC1 UV/VIS  PLSI 6,7 voda

ODAS-y-CD M3 ATR-IR  MLR neuvedené voda 52

B-CD ibuprofén FL PARAFAC 3,7 voda 53

B-CD propranolol FL BLLS 3,5 voda 54

B-CD propranolol FL PARAFAC 6,0 voda 55

B-CD naproxen FL PARAFAC 7,5 voda 56

sachar6za metalaxyl UV/VIS  PLSI 28,2 voda 57

sachar6za fenylalanin UV/VIS  PLSI1 neuvedené voda 58

a-;p-;y-CD; alanin, valin, leucin, izoleu- NIR PLS1 neuvedené voda 59

sachar6za cin, cystein, fenylalanin,

tryptofan
a-;B-;y-CD; propranolol, atenolol, NIR PLS1 neuvedené voda 60
sachar6za ibuprofén

* Me-B-CD — metyl-B-cyklodextrin, HP-B-CD — hydroxypropyl-B-cyclodextrin, CM-a-CD — carboxymetyl-a-cyklodextrin,
CM-B-CD — carboxymetyl-B-cyklodextrin, CM-y-CD — carboxymetyl-y-cyklodextrin, ODAS-y-CD — oktakis(2,3-diacetyl-
-6-sulfo)-y-cyklodextrin; ® CLOR — maleat chlorfenylaminu, BMBS — N,N-bis(a-metylbenzyl)sulfamid, TME HCL — tryp-
tofan metylester hydrochlorid, M3 — 2(R,S)-N-[1-(6-aminopyridin-2-ylmetyl)piperidin-4-y1]-2-[(1R,S)-3,3-difluorocyklo-
pentyl]-2-hydroxy-2-fenylacetamid, ¢ PLS1 — regresia ¢iastoéne najmensich $tvorcov, ANN — umelé neurénové siete, MLR
— viacnasobna linearna regresia, PARAFAC — paralelna faktorova analyza, BLLS — metoda bilinearne najmensich §tvorcov
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vysledkov sa zistilo, ze velkost’ kavity a-CD je mala,
apreto sa nedosiahla dostatocna interakcia s analytom.
Toto tvrdenie je podloZené aj hodnotami RMSE vypocita-
nych zPLS kalibracnych modelov, ktoré st v pripade
ibuprofénu 2,7 %; 0,8 % a 0,7 % anorefedrinu 5,9 %;
34% a3,3% pre a-, B- ay-CD. Taktiez pri interakcii
B-CD s fenylalaninom sa dosiahla nizSia RMSE ako pri
pouziti y-CD (cit.*).

Z porovnania vysledkov ziskanych pouzitim prirodze-
nych a modifikovanych CD vyplyva, ze modifikované CD
poskytuju horsie vysledky pre enantioméry, ktorych dias-
tereomér sa tvori v kavite CD a nie na jeho povrchu.
V tab. II je uvedené vyuzite jednotlivych CD, kde naj-
vhodnejsie chiralne selektory umoziiuji stanovenie
s najnizSou chybou RMSE.

Derivatizacia CD zmenSuje velkost’ kavity, ¢o neu-
moziuje Uplné zasunutie enantiomérov do kavity, ale mo-
ze zlepSit hydrofébne alebo hydrofilné interakcie
s enantiomérmi na zéklade vlastnosti substituentov. Prikla-
dom vyuzitia tychto typov interakcii si enantioméry proli-
nu, propranololu, tryptofdnu a efedrinu, kde Me-B-CD
maji lepsiu rozpoznavaciu schopnost’ ako P-CD (cit.*).
Fakayode aspol.*® &tudovali rozpoznavaciu schopnost
prirodzenych a modifikovanych CD, ich rd6zne kombindcie
v zmesi a pritomnost’ achiralnej povrchovo aktivnej latky
(dodecylsulfat sodny, SDS) v roztoku zmesi enantiomérov
a CD. Zistili, Ze v pritomnosti SDS dochadza k rozdeleniu
enantiomérov medzi SDS akavitu CD, ¢o v kone¢nom
dosledku méze vplyvat' na presnost’ vysledkov. Pritom-
nost’ SDS vo vécsine pripadov ma bud’ maly alebo nega-
tivny vplyv na prediktivnhu schopnost PLS modelu pri
urcovani enatiomérneho pomeru. NavySe ukazali, Ze kom-
binovanim CD, v pritomnosti alebo bez SDS, sa znizila
predikénd schopnost’ regresnych modelov v porovnani
s vysledkami ziskanymi pouzitim jednotlivych CD.

Vyhodnotenim exitatno-emisnych datovych matic
enantiomérov s B-CD viacrozmernymi metédami druhého
poriadku, PARAFAC (PARAllel FACtor Analysis — para-
lelna faktorova analyza) a BLLS (Bilinear Least Square
method — metdda bilinearnych najmensich Stvorcov), sta-
novili Géinné latky ibuprofén™, propranol®*** a naproxén®®
v komplikovanych matriciach biologickych tekutin (moc
a Tudska plazma) a vo farmaceutickych produktoch.

3.6. Sachar6za

Sacharo6za (obr. 4) ako pomerne lacny chiralny selek-
tor vytvdra  diastereomérne interakcie sR- aj
S-enantiomérmi metalaxylu® a fenylalaninu®. Vysledky
stanovenia enantiomérov metalaxylu ukazuji, ze ak sa
pouzila sacharéza ako chiralny sektor v UV/VIS metdde
s PLS1 vyhodnotenim spektralnych dat, tak sa dosiahli
nizsie hodnoty RSD (0,59 % a 0,95 %, pre S- a R-formu)
ako st uvadzané v literatare pri pouzity chiralnej HPLC
(2,6 %)”". V pripade fenylalaninu™ sacharéza vytvérala
silnejsi diasteromérny komplex s D-formou fenylaalaninu,
¢o umoznilo stanovenie enantiomérneho pomeru v zme-
siach.
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Obr. 4. Struktiirny vzorec sacharézy

Porovnanim vysledkov vyuzitia sachardzy so vsetky-
mi troma typmi prirodzenych CD ako selektorov pre
alanin®®, propranolol a atenolol® sa nezistili Ziadne rozdie-
ly pri predikcii enantiomérneho pomeru v modelovej chi-
ralnej zmesi. Tento fakt naznacuje, Ze na vytvorenie dias-
teroizomérnej interakcie nevplyva pritomnost’, ¢i velkost’
kavity CD, no postacujice su len interakcie s uhlikovym
skeletom CD (cit.**%).

4. Zaver

Moderné trendy v analytickej chémii si vyzadujii me-
tody, ktoré umoznuju priamu a rychlu analyzu. Tieto po-
ziadavky sa vzt'ahujl aj na chirdlne analyzy, ktorych pocet
vyrazne stipa s vyvojom novych chiralnych lieCiv. Farma-
ceutické firmy preddvaju liecivd ako Cisté enantioméry,
alebo ako chiralne zmesi. Ich Cistotu, ¢i enantiomérny
pomer su vyrobcovia povinni kontrolovat' a uverejnovat’
na obaloch a pribalovych letakoch.

Klasické chiralne metddy st financne a ¢asovo néaroc-
né, popripade malo citlivé. Mnohé prace potvrdzuju, Ze
pouzitie chirdlnych selektorov v molekulovej spektrosko-
pii s viacrozmernou kalibraciou je efektivne pre stanovenie
roznych analytov v jednoduchych aj zloZzitych matriciach.
Vyhodou tohto pristupu je jednoducha, rychla a cenovo
dostupna chirdlna analyza.

Tato praca bola podporovana Agentiurou na podporu
vyskumu a vyvoja na zdaklade zmluvy ¢. APVV-0797-11.
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R. Polacek and P. Majek (Institute of Analytical
Chemistry, Faculty of Chemical and Food Technology,
Slovak University of Technology, Bratislava): Chiral Se-
lector as a Tool for Determination of Enantiomeric
Ratio in Mixture by Molecular Spectroscopy with Mul-
tivariate Calibration

This review provides brief information on using the
chiral selector in a new approach to chiral analysis, that is,
a combination of molecular spectroscopy with multivariate
calibration. This new approach provides a more rapid,
more sensitive and cheaper chiral analysis of many com-
pounds, as compared to the traditional chiral methods. The
interaction between the chiral selector and the enantiomers
forms a diastereomeric complex, which causes the occur-
rence of the spectral shifts. These shifts are small and they
must be evaluated by multivariate calibration.



