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CZESC LITERATUROWA

Wprowadzenie

W pracy przedstawiono optymalizacj¢ rozdzielania zwiazké6w chiralnych bedacych
substancjami leczniczymi w réznych uktadach strefowej elektroforezy kapilarnej (CZE)
oraz micelarnej elektrokinetycznej chromatografii (MECC) z wykorzystaniem
komplekséw supramolekularnych. W zwiazku z zakresem pracy opracowanie
literaturowe sklada si¢ z nastepujacych czesci:

1. Rozdzial I poswigcony jest klasyfikacji izomeréw, znaczeniu rozdzielania
zwiazkéw chiralnych oraz przedstawia przeglad metod wykorzystywanych
w badaniu proceséw rozréznienia molekularnego.

2. W rozdziale II przedstawiono podstawowe parametry opisujace metode
elektroforezy kapilarnej.

3. Rozdzial III przedstawia przeglad najczgsciej wykorzystywanych selektorow

chiralnych i ich wykorzystanie w elektroforezie kapilarne;j.

Rozdziat |

Znaczenie i metody rozdzielania zwiqzkoéw chiralnych
I-1. Klasyfikacja izomerow

Izomery to zwiazki chemiczne o takim samym wzorze lecz réznej budowie. Istota
izomerii jest odmienny sposob powiazania atoméw w czasteczce lub odmienny sposob
ulozenia atomOw w przestrzeni przy zachowaniu tego samego sposobu ich powiazania.
Z tego wzgledu izomeri¢ dzieli si¢ na:

1. Izomerie konstytucyjnq — izomery rdéznia si¢ sposobem i kolejnoscia wigzania

atomow,



2. Stereoizomerig lub izomeri¢ przestrzenng — izomery roznig si¢ przestrzennym
rozmieszczeniem atomow i uktadu wiazan.
Szczegotowy podziat izomerii przedstawia ponizszy schemat (rys. I-1): [1,2,3]

IZOMERIA

nancjomena

diastereoizomenia

diastereoizomery
optycznie czynne

Rys. I-1. Podziatl izomerow

I-2. Stereoizomeria

Enancjomery (izomery optyczne)

Termin chiralno$é pochodzi od greckiego stowa cheir — r¢ka, gdyz relacja jaka
istnieje pomigdzy przedmiotami chiralnymi przypomina relacj¢ pomigdzy prawa i lewa
reka. Lewa reka jest zwierciadlanym odbiciem prawej i w zaden spos6b nie mozna jej tak
natozy¢ na rek¢ prawa, aby nakrywaly si¢ ze soba wszystkie palce obydwu rak.
Przedmiot chiralny (réwniez czasteczka) nie daje si¢ natozy¢ na swe odbicie lustrzane,
podczas gdy dla przedmiotéw achiralnych takie nalozenie jest mozliwe w wyniku
przeprowadzenia pewnych operacji translacji i/lub rotacji. Chiralnos¢ czasteczek
sprowadza si¢ zatem do mozliwosci istnienia dwoch odmian wzajemnie nienakiadalnych,

zwanych enancjomerami [4].



Z punktu widzenia symetrii, aby czasteczka byta achiralna, powinna posiadaé
$rodek symetrii lub ptaszczyzng symetrii. Chiralnymi natomiast sa czasteczki, ktérych
jedynymi elementami symetrii sa osie obrotu C,. Wynika z tego, ze do czasteczek
chiralnych naleza nie tylko czasteczki asymetryczne, ktérych jedynym elementem
symetrii jest o$ symetrii C, ale takze czasteczki posiadajace osie C wyzszych rzgdow lub
ich kombinacje. Symetri¢ czasteczek chiralnych i achiralnych mozna opisa¢ za pomoca
roznych grup punktowych, dla ktérych Schoenflies zaproponowal system notacji.
Klasyfikacje grup punktowych (zapisuje si¢ wytluszczonym drukiem) przedstawia tabela
I-1[5].

Tabela I-1. Symetria grup punktowych.

Grupy chiralne Grupy achiralne
C, (tylko jedna os C,) C; (tylko jedna o)
D, (Ch,+nlCy) S. (brak o, n parzyste)
T (4C3 + 3C,, brak o) C.v (Cn + noy, brak oy)

Can (C,, + oy, brak o,)

Dna (Ch+n L C; +n o, brak op,)
Dun (Ch+n LCy+no,+0y)

Tq (4C3, 3Gy, 66)

Opisy sposobéw rozmieszczenia podstawnikow w przestrzeni mozna odnies¢ do
hipotetycznego punktu, osi, ptaszczyzny lub helisy, co prowadzi do chiralnosci typu:
centrycznego, osiowego, planarnego lub helisowego.

Najprostszym przypadkiem jest chiralno$¢ centryczna. wiasno$¢ ta istnieje
w czasteczkach organicznych, posiadajacych tzw. asymetryczne atomy. Mogg nimi by¢
np. atomy wegla o hybrydyzacji sp’ , podstawione czterema réznymi atomami lub
grupami. Taki asymetryczny atom nazywamy centrum chiralnosci czasteczki. Nie tylko
atomy wegla moga stanowi¢ centra chiralnosci w czasteczkach. Moga to by¢ réwniez
atomy krzemu, cyny, czterowartosciowego azotu w czwartorzgdowych solach
amoniowych i tlenkach trzeciorzgdowych amin. W zwiazkach tych centrum chiralnosci

ma konfiguracj¢ tetraedryczna, podobnie jak asymetryczny atom wegla (rys. I-2 a).



a)
CHj CaHs

(@]
I
@

/ ""”H Si"""CHzcsHs /N.....uc3H7-i
HO CD, H,Cj CH,CgH,4SO5H HsC, CsHyn

b)
CO,H
C.o P... C....
/ \"Il03H7 / \"llcsH-, / \'Cl;-'3

H5CZ CH3 H5Cz CH3 H5C2

Rys. I-2. Zwiqzki chiralne o konfiguracji tetraedrycznej a) oraz piramidy b).

Centra chiralnosci moga wykazywac rowniez konfiguracje piramidy. Do optycznie
czynnych zwiazkéw tego typu naleza okreslone pochodne tr6jwartosciowego azotu,
pochodne fosfiny, arsyny, stibiny i sulfotlenki. Jednak czes¢ zwiazkow
tréjkoordynacyjnych (np. trzeciorzgdowe aminy) jest nietrwata konfiguracyjnie (rys. I-2
b).

Gdy liczba koordynacyjna jest wigeksza niz cztery, stereoizomeria znacznie si¢
komplikuje. Nawet dla najbardziej symetrycznego ugrupowania ligandéw w zwiazkach
pigciokoordynacyjnych, tzn. w bipiramidzie trygonalnej o symetrii Dj, istnieje
mozliwosé rozréznienia dwdch geometrycznie odmiennych sytuacji, w ktorych dwa
ligandy zajmujg oba konce osi C3 (pozycje apikalne), podczas gdy pozostate trzy ligandy
znajduja si¢ w wyznaczonych kierunkiem osi C, potozeniach ekwatorialnych. Wynika
stad, ze dla podstawienia typu Xaan powinny wystapi¢ dwa stereoizomery: jeden
z ligandem b w potozeniu apikalnym oraz drugi, w ktorym b znajduje si¢ w potozeniu
ekwatorialnym. Dla acyklicznych zwiazkéw pigciokoordynacyjnych uzyskuje sig
chiralnosé, jesli cztery sposrdd pigciu ligandow sa rozne (Xaancd), przy czym jeden ligand
a zajmuje potozenie ekwatorialne, a drugi- apikalne (rys. I-3 a). Pozostate ugrupowania
na rys. I-3 zawierajq ptaszczyzn¢ symetrii. Dla podstawienia typu Xaaneq mozna pokazaé
wystgpowanie czterech achiralnych diastereoizomeréw i trzech par enancjomerdow.

Jednakze gdy pig¢ ligandow r6zni si¢ miedzy soba, kazdy z dwudziestu stereoizomerow
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jest chiralny. W przypadku zwiazkéw czterokoordynacyjnych, tam gdzie istnieje tylko

jedno centrum chiralne, diastereoizomeria nie wystgpuje.

a) b) c)
a a c
\‘\\\d “\\\d ‘\\\\a
a g b—C"'\ b__c-"\
‘ \c c a
b a d

Rys. I-3. Stereoizomeria zwiqzkow pieciokoordynacyjnych; a) zwiqzek chiralny, b) i c)

zwiazki niechiralne.

Konfiguracja oktaedryczna jest typowa dla optycznie czynnych zwiazkéw
kompleksowych z centrum szesciokoordynacyjnym. Przykladem mogag by¢ optycznie
czynne zwiazki kompleksowe kobaltu z etylenodiaming. Znane sg rOwniez optycznie
czynne kompleksy o takiej konfiguracji z chromem, zelazem, glinem, rutenem, rodem,
irydem, platyna i arsenem.

Warunkiem  chiralnosci  kompleksow  oktaedrycznych  z  ligandami
jednokleszczowymi jest posiadanie rézniacych si¢ migdzy soba ligandéw. Takie
kompleksy wystepuja jednak rzadko. Chiralnos¢ w przypadku dwukleszczowych lub
wielokleszczowych liganddbw wymaga mniejszego zréznicowania ligandéw. Niektore
kompleksy tego rodzaju odznaczaja si¢ zatem wysoka symetria. Na przykiad w jonie
kompleksowym tris(etylenodiamino)kobaltu(Ill) o symetrii D3 z centrum chiralnym

taczy sig trzy identyczne ligandy (rys. I-4).

A 1 C:
e ! en k
/\\ r 5 : 4 <\ ’] /’\5 4 \\\ P S
eam/‘(to“l | ‘Com\jn = ™S (';;ru'__ i
I
3 2 3C/ |
I..en i enJ /<‘= c; 2
: 6 c; 6 '
en= HzN—'(c Hz)z—N H2 03

Rys. I-4.Chiralny kompleks kobaltu (I1l) z etylenodiaming.
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Czasteczki zawierajace jedno centrum asymetrii sa zawsze asymetryczne (C),
podczas gdy czasteczki zawierajace kilka takich centréw moga niekiedy by¢ symetryczne
lub nawet achiralne (zwiazki mezo).

Izomeria optyczna moze wystepowac rowniez przy braku chiralnych atoméw. Ten
warunek spetniaja niektore zwiazki nienasycone i cykliczne. Geometrycznym elementem
odniesienia wykorzystywanym do okreslenia konfiguracji jest os. Ten rodzaj chiralnosci,

czyli chiralno$¢ aksjalng spotykamy np. w chiralnych allenach lub bifenylach (rys. I-3).

|
H\C _COH i Hozc\c _H
I l I
C | ﬁ HO,C 1
g\ | c HO,C 1
\\ : "l \
H  CO;H ! HO,C H

Rys. I-5. Chiralnos¢ w ukladach allenowych oraz bifenylach.

W przypadku uktadoéw allenowych trzy (typ ab-ac) lub cztery rézne podstawniki
(ab-cd) prowadza do czasteczek asymetrycznych (C,) . Do uzyskania czasteczki chiralnej
wystarczy, aby podstawniki na obu koncach osi roznity si¢ migdzy soba (podstawienie
typu ab-ab). Uzyskany model jest chiralny, lecz symetryczny i nalezy do grupy C,. Z 1,3-
dwupodstawionego modelu allenu mozna otrzymaé kilka innych modeli poprzez
rozwinigcie jednego lub obu wiazan podwojnych do symetrycznych pierscieni.
Rozwinigcie jednego z wiazan podwdjnych asymetrycznego allenu az do uzyskania
symetrycznego pierScienia szesciocztonowego dostarcza asymetrycznego
alkilidenocykloheksanu, rozwinigcie obu wiazan podwdjnych daje potaczenia spiro.
Wazng cecha tych wszystkich modeli jest to, ze podstawniki leza parami na dwodch

wzajemnie prostopadtych ptaszczyznach i s pofaczone z réznymi atomami centralnymi.
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Chiralnos¢ mozna wytworzy¢ réwniez w modelach typu aa-bb, a nawet aa-aa,
tworzac mostki migdzy podstawnikami zlokalizowanych na przeciwnych koricach osi

(rys. I-6). Struktura taka posiada symetri¢ D;.

aa-aa aa-aa
Rys. I-6. Chiralne czqsteczki o symetrii dwusciennej D.

Chiralna grupa punktowa D, zawiera giéwna o$ symetrii n-tego rzedu i n
prostopadtych do niej osi C;. Typowe przyktady symetrii D, to wielotopatkowe $migta.
Smigta o dwéch topatkach i ich analogi chemiczne, takie jak podwéjnie mostkowany
bifenyl, pokazany na rys. I-6 naleza do grupy punktowej D,, Tréjlopatkowe $migia
i zwiazki tego typu naleza do grupy D;. W rezultacie chiralnosci zmiana kierunku obrotu
mechanicznych smigiet sprawia odwrdcenie kierunku ruchu.

Innym rodzajem czasteczek chiralnych sg czasteczki asymetrycznie podstawione
wzgledem wyrdznionej plaszczyzny, ktéra nazywa si¢ ptaszczyzng chiralnosci. Prosty
model chiralnosci planarnej daje si¢ tatwo zbudowaé z pflaskiej figury potozonej
w plaszczyznie osi symetrii oraz z punktu umieszczonego poza ptaszczyzna. Lokalizacja
punktu po prawej lub lewej stronie ptaszczyzny generuje dwa nie dajace si¢ na siebie
natozy¢ odbicia lustrzane. Przyktady chiralnosci planarnej mozna odnalezé wsrod
zwiazkéw, w ktorych dwa oddalone od siebie atomy nalezace do ptaskiej struktury sg
potaczone tancuchem na tyle krétkim, aby uniemozliwi¢ swobodna rotacje wokoét
plaszczyzny. Najprostsza plaszczyzng molekularng stanowi wiazanie podwdjne,
a najprostszy zwiazek w tej klasie to trans-cyklookten. Przyktadem zwiazkow

wykazujacych t¢ ceche strukturalng sa réwniez polimetylenowe etery hydrochinonu,
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istniejace w dwu enancjomerycznych odmianach. Plaszczyzna chiralnosci przechodzi
w tym przypadku przez pierscief aromatyczny, atomy tlenu i podstawnik w pierscieniu.
Obydwa wymienione zwiazki nalezg do grupy punktowej C; (rys. I-7).

a)

b)

cz‘ B (CHz)c

Br

Rys. I-7. Przyklady czqsteczek plaszczyzng chiralnosci; a) trans-cyklookten,
b) polietylenowa pochodna hydrochinonu.

Specjalng forme chiralno$ci stanowia helisy prawo i lewo skretne, czgsto
wystepujace w makroczasteczkach takich jak biopolimery, proteiny, polisacharydy (rys.
I-8a). Helikalne struktury wystepuja np. w przypadku wielopierscieniowych ukfadow
aromatycznych, takich jak helicen (rys. I-8b). Powodem tworzenia si¢ helikalnej
struktury jest brak mozliwosci koplanarnego rozmieszczenia skrajnych pierscieni
aromatycznych uktadu. Nie skierowane cylindryczne helisy, takie jak helicen, naleza do

grupy symetrii C,.
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Rys. I-8. Czgsteczki chiralne o symetrii C,: (a) odwracalne prawidiowe helisy, b)
heptahelicen.

Skierowana podwdjna helisa kwaséw nukleinowych, czy tez tzw. a-helisa
naturalnych polipeptydow sa obie zaréwno asymetryczne jak i dodatnie.

Do opisu konfiguracji enancjomerdw stosuje si¢ konwencje¢ Cahna, Ingolda i Preloga [6].

Diastereoizomery — sa to stereoizomery, ktore nie bedac wzajemnie odbiciami
lustrzanymi nie sa w stosunku do siebie enancjomerami. Diastereoizomerami sa izomery
geometryczne wigzania podwojnego cis-trans (E-Z) oraz izomery zawierajace wigcej niz
jedno centrum stereogeniczne, przy czym jedno z tych centréw ma tg sama konfiguracje.
Diastereoizomery, w przeciwienstwie do enancjomeréw roznia si¢ wlasciwosciami
fizycznymi i chemicznymi, np. temperatura wrzenia i topnienia, rozpuszczalnoscia,

wspotczynnikiem zalamania swiatta [1].

I-3. Aktywnosé¢ enancjomerow w ukfadach biologicznych

W procesach, ktére odbywaja si¢ w komodrkach zywych, wspotdziataja ze sobg
wielkoczasteczkowe biopolimery, tzn. biatka i kwasy nukleinowe, oraz substancje
niskoczasteczkowe, petniace rol¢ réznorodnych efektoréw biologicznych: substratow

reakcji enzymatycznych, aktywatorow i inhibitoréw przemian, koenzymoéw itp. W trakcie
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przemian zachodzacych w zywych komoérkach zwiazki niskoczasteczkowe tworza mniej
lub bardziej trwate kompleksy z biopolimerami.

Znaczenie, jakie ma stereochemia dla zrozumienia molekularnych oddziatywan
i mechanizméw procesow komdrkowych (metabolicznych), zwiazane jest
z asymetryczng budowa nieomal wszystkich chemicznych skladnikow zywej komérki
(aminokwasy, cukry, proteiny, kwasy nukleinowe, wigkszos¢ witamin).

Zwigzki, ktére wystepuja w ustrojach zywych cechuje bardzo wysoki stopien
selekcji, np. z 256 teoretycznie mozliwych izomeréw konfiguracyjnych cholesterolu,
zywe komorki syntezuja i wykorzystuja tylko jeden [7].

W 1933 r. Easson i Stedman wprowadzili model trzypunktowego oddziatywania dla
opisu zdolnosci chiralnego rozr6znienia przez receptory biologiczne, ktéry pozwala
zrozumie¢ stereo chemiczne réznice w aktywnosci farmakologicznej [8]. Autorzy opisuja
roznice w dopasowaniu poszczegdlnych enancjomeréw do dostgpnego miejsca na
powierzchni enzymu lub receptora. W celu uzyskania rozréznienia pomigdzy
enancjomerami receptor lub enzym musi posiada¢ trzy nieréwnowazne miejsca
oddziatywania. Enancjomer, ktéry oddzialuje réwnoczesnie z wszystkimi trzema
punktami jest nazywany eutomerem (aktywny enancjomer), podczas gdy drugi
oddziatlujacy z mniej niz trzema punktami jest nazywany distomerem (nieaktywny
enancjomer) [9].

Metabolizm i procesy regulacji w uktadach biologicznych sg czute na stereochemig.
Zréznicowane odpowiedzi takich uktadéw mozna zaobserwowac poréwnujac aktywnos¢
pary enancjomeréw. Réznice te mogg wyraza¢ si¢ w metabolizmie, w antagonistycznym
dziataniu odnoszacym si¢ do kazdego z nich, a nawet we wlasnosciach
toksykologicznych. Klasycznym przyktadem r6znego oddziatywania na organizm ludzki
enancjomeréw jest lek o nazwie talidomid (rys. I-9). Stosowany u kobiet w cigzy jako lek

uspokajajacy. Enancjomer S powodowat cigzkie uszkodzenie ptodu [10].
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R-(+)-talidomid S-(-)-talidomid
Wykazuje dzialanie uspokajajace Wykazuje dzialanie teratogenne

o) 0
| |
N N
H H
0 0
OTE/N§O O?N\§O

Rys. I-9. Struktura i aktywnos¢ biologiczna enancjomerow talidomidu.

Roézne wlasciwosci biologiczne enancjomerdw innych lekéw przedstawia Tabela I-2.

Tabela I-2. Wiasciwosci fizjologiczne enancjomerow roznych lekow [9].

Zwigzek Dzialanie
(+)-enancjomer (-)-enancjomer
Penicylamina |antyreumatyczne silnie toksyczne
Propranolol B-bloker antykoncepcyjne
Propoksyfen przeciwbélowe przeciwkaszlowe
Etambutol tuberkulostatyczne oslabiajgce wzrok
Ketamina silnie znieczulajgce stabo znieczulajgce

Chociaz izomery optyczne racemicznych lekow moga wykazywac r6zna aktywnosé
farmakokinetyczna, czgs¢ lekéw syntetycznych, ktoére stanowia wigkszos¢ lekow
chiralnych jest w dalszym ciagu stosowana jako racemat. Wiele koncernéw
farmaceutycznych wykorzystuje natomiast przejscie z racemicznej formy leku na
pojedynczy enancjomer jako metod¢ do przedtuzenia wylacznosci patentowych. Metoda

ta powszechnie nazywana jest ,,racemic switch”.
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Najlepszy efekt terapeutyczny uzyskuje si¢ stosujac aktywny enancjomer. Jednak
stosujac pojedynczy enancjomer nie zawsze uniknie si¢ efektow ubocznych, poniewaz
moga tworzy¢ si¢ szkodliwe zwiazki metabolitow, jak rowniez moze wystapi¢ chiralna
inwersja albo racemizacja. Przykiadu chiralnej inwersji bez negatywnych skutkow
dostarcza ibuprofen, gdzie nieaktywny R-enancjomer jest przeksztalcany w procesie
enzymatycznej konwersji w aktywna forme¢ S-enancjomeru [11]. Przedstawiony
wczesniej talidomid, nawet stosowany jako nieszkodliwa forma (+) enancjomeru
w wyniku konwersji in vivo przeksztalca si¢ w teratogenng forme (—) izomeru.

Obecne przepisy podkreslaja  koniecznos¢ badan  farmakologicznych
i farmakokinetycznych dla obu enancjomeréw. Instytucje kontrolujace wprowadzanie
nowych lekéw wymagaja odpowiednich informacji o wilasciwosciach poszczegdlnych
enancjomeréw. Dodatkowo dokumentacja powinna zawiera¢ dane dotyczace konwersji
jednego enancjomeru w drugi.

W szybkim tempie rosnie ilos¢ lekow sprzedawanych w postaci jednego
enancjomeru (rys. I-10). W 1999 r. ze sprzedazy lekbw w postaci pojedynczego

enancjomeru uzyskano 52,9 miliardéw dolaréw, a w 2000 juz 70 miliardéw [9].

Percontlle (%)

6 Racamates elc* a Single enanfomers 8 Achiral

Rys. I-10. Procentowy udzial w sprzedazy lekéw w postaci racematu, homochiralnych
i niechiralnych w latach 1989 —2000.
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Coraz wigksze zapotrzebowanie na pojedyncze enancjomery wplywa na rozwoj
metod otrzymywania zwigzkdw homochiralnych, jak réwniez rozwéj metod

wykorzystywanych do kontroli czystosci enancjomerycznej.

I-4. Metody otrzymywania i analizy zwiqzkéw chiralnych

Substancje homochiralne mozna pozyskiwaé¢ ze zrédet naturalnych (np. z roslin
pozyskuje si¢ morfing, atroping, terpeny). Jednak wigkszos¢ farmaceutykow jest obecnie
produkowana jako zwiazki syntetyczne. Jedna z metod uzyskiwania pojedynczych
enancjomerow jest synteza stereospecyficzna, ktéra pozwala otrzymywaé tylko jeden
pozadany enancjomer lub jego nadmiar w stosunku do drugiego. Za prace w tej
dziedzinie w 2001 r. Barry Sharpless zostal uhonorowany wspélnie z Williamem

Knowlesem i Rydjiem Noyorim Nagroda Nobla.

Chociaz opracowano i zastosowano liczne syntezy stereospecyficzne do
otrzymywania substancji enancjomerycznie czystych, relatywnie niewiele uzywanych
jest na duza skalg, szczegdlnie na poczatkowym etapie rozwoju nowego leku [12].
Ograniczenia czasowe na otrzymanie odpowiedniej ilosci czystego enancjomeréw do
wstepnych badan farmakologicznych sa zazwyczaj decydujace i na tym etapie wybiera
si¢ inne podejscie - syntez¢ racematu, nastgpnie jego rozdzielenie i analiz¢ szeregiem

dostgpnych metod. Metody te zaprezentowane sa na rys. I-11.



Kataliza asymetryczna
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Elektroforeza kapilarna Chromatografia

I:J analityczna :I preparatywna

Rys I-11. Techniki uzywane do rozdzielania enancjomerow [12].

czgsto uzywana ----- stosowana rzadko

I-4.1. Metody chromatograficzne

W metodach chromatograficznych stosuje si¢ dwa podejscia:
a) posrednie, polegajace na przeksztalceniu racemicznej mieszaniny za pomoca
chiralnego czynnika pomocniczego (chiral derivatizing agent CDA) w diastereoizomery,
ktore rozdziela si¢ nastgpnie metodami klasycznymi. Aby roznice we wihasciwosciach
fizykochemicznych diastereoizomeréw byly wystarczajaco duze derywatyzacja powinna
wystapi¢ blisko atomu chiralnego. Technika ta ma swoje ograniczenia. Derywatyzacja
jest czesto trudna i czasochtonna a w przypadku prac preparatywnych nalezy dodatkowo

usuna¢ czynnik derywatyzujacy CDA.

b) metody bezposrednie, ktére obejmuja zardwno uzycie chiralnych selektoréw w fazie
ruchomej (chiral mobile phase additive CMPA), lub chiralnych faz stacjonarnych (chiral
stationary phase CSP). W drugim przypadku chiralny selektor jest chemicznie zwigzany
na nosniku lub na nim zaadsorbowany lub naniesiony.

Chiralne selektory stosowane jako dodatki do fazy ruchomej sa uzywane na mniejsza
skalg, ze wzgledu na wysoki koszt przygotowania takiej fazy. Odzyskanie chiralnego

selektora jest w wigkszosci przypadkow niemozliwe. Ponadto wykorzystanie tej metody
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do preparatywnego rozdzielania enancjomeréw wigzatoby si¢ z dodatkowym etapem
usuwania selektora.

Chiralne fazy stacjonarne staty si¢ podstawowym narzedziem do rozdzielania zwiazkow
chiralnych. Mozna je podzieli¢ na dwie grupy:

- fazy skladajace si¢ z chiralnych selektorow unieruchomionych fizycznie lub
chemicznie na podiozu, np. cyklodekstryny, etery koronowe, chiralne aminy
i aminokwasy (chromatografia ligandowa), polisacharydy, antybiotyki, proteiny
zwiazane lub obsadzone na silikazelu.

- objetosciowe wypetnienia chiralne, zalicza si¢ tu polimery pochodzenia
naturalnego (np. polisacharydy i ich pochodne, polimery cyklodekstryn, proteiny)
oraz polimery syntetyczne (z chiralnymi podstawnikami lub z ‘odci$nigta’ luka)

Chiralne fazy stacjonarne sa szeroko stosowane zaréwno w skali analitycznej jak

i preparatywne;.

I-4.2. Metody niechromatograficzne

1. Krystalizacja
Enancjomery tworza z czystym enancjomerycznie skladnikiem diastereoizomeryczne
sole, ktore sa mieszaning krysztatlow skladnikéw optycznie czynnych. Sole te mogg by¢
rozdzielone wg kilku technik [13, 14]:
-mechaniczne rozdzielenie krysztatéw (metoda raczej historyczna)
-krystalizacja frakcyjna,
-krystalizacja w optycznie czynnym rozpuszczalniku,

-selektywne szczepienie (selective seeding) racemicznego roztworu.

2. Biotransformacja
O rozdziale decyduje biochemiczny proces, w trakcie ktorego jedna forma enancjomeru

ulega degradacji.
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3. Chiralne membrany
Zostaly uzyte na skale preparatywng w 2001 r., ale technika ta nie zostala jeszcze

rozwinigta na szersza skale [12].
4. elektroforeza kapilarna (zostanie przedstawiona w odrgbnym punkcie).

Najpowszechniej stosowang metoda zaréwno do analizy skiadu enancjomerycznego
mieszaniny, jak rowniez do rozdzielania preparatywnego jest obecnie chromatografia.
W ostatnich latach w bardzo szybkim tempie wzrasta znaczenie elektroforezy kapilarnej

jako metody analizy, o czym $wiadczg liczne publikacje na ten temat [15,16].

Rozdziaf Il

Metoda elektroforezy kapilarnej

II-1. Wprowadzenie

Elektroforeza to zjawisko elektrokinetyczne, w ktorym pod wptywem przytozonego
pola elektrycznego czasteczki obdarzone tadunkiem elektrycznym zaczynaja si¢
porusza¢. Predkos¢ poruszania si¢ natadowanej elektrycznie czasteczki zalezy od jej
rozmiaru, tadunku, ksztaltu oraz oporéw ruchu srodowiska. Zaleznosci te pozwalaja na
szybka separacje¢ roznych czasteczek przy zastosowaniu stosunkowo prostych urzadzen
i przy niskim nakladzie kosztéow. Te wzgledy zadecydowaly o powszechnosci
zastosowan technik elektroforetycznych.

Giéwnym obszarem zastosowan elektroforezy sa: biochemia biatek i kwaséw
nukleinowych, biologia molekularna, farmakologia, medycyna sadowa, weterynaria,
diagnostyka medyczna oraz kontrola jakosci zywnosci. W analizie farmaceutycznej
elektroforeza kapilarna pozwala na oznaczanie skladu mieszanin, kontrol¢ czystosci
i rozdzielanie zwiazkow chiralnych. Nalezy réwniez wspomnieé, ze wykorzystanie

technik elektroforetycznych umozliwito uzyskanie peinej sekwencji DNA cztowieka
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w projekcie genomiki (ang. genmomics). Wszystkie powszechnie stosowane techniki
sekwencjonowania DNA w koncowym swym etapie opieraja si¢ bowiem na
elektroforezie.

Elektroforeza jako technika do rozdzielania mieszanin zostata wprowadzona przez
Tiseliusa w 1937r. Odkryt on, ze sktadniki mieszaniny protein, umieszczone w polu
elektrycznym poruszaja sig, a ich ruchliwos$¢ uzalezniona jest od tadunku [17]. Za swoje
osiagnigcia Tiselius w roku 1948 zostat uhonorowany Nagroda Nobla. Rozdzielanie
zwiagzkow w U-rurkach nastrgczato wiele ktopotéw w wyniku konwekcyjnego mieszania
si¢ sktadnikéw. Aby to ominaé uzywano czynnikéw stabilizujacych: agaroze, azotan
celulozy, poliakrylamid, bibuly. Zastosowanie porowatych nos$nikdw (agaroza,
poliakrylamid) jest szczegélnie korzystne, gdyz potgguje efekt separacji poprzez
dodatkowe frakcjonowanie makroczasteczek na zasadzie sita molekularnego.

Pierwsze prace dotyczace elektroforezy w szklanych kapilarach zostaty opisane
przez Hjerténa w roku 1967 [18]. Hjerten uzyt do swoich prac kapilary o srednicy 3 mm.
Kolejne prace wykonane przez Virtenena oraz Mikkersa z uzyciem szklanych
i teflonowych kapilar o wewngtrznych srednicach 200um pokazaty zalety stosowania
kapilar o coraz mniejszych srednicach [19,20]. Na poczatku lat 80-tych Jorgenson
i Lukacs rozwingli technike elektroforezy kapilarnej, wprowadzajac krzemionkowe
kapilary o wewnetrznych srednicach mniejszych niz 100pm oraz przedstawili teori¢
opisujaca podstawy tej techniki. Ich zastugg jest zaprezentowanie wysokiej sprawnosci
rozdzielen uzyskiwanej w elektroforezie jako wynik ptaskiego profilu przeptywu
w cienkiej kapilarze [21]. Obecnie dostgpne s3 kapilary o s$rednicach 25um,
a standardowo stosuje si¢ kapilary o srednicy 50-75um.

Technike elektroforezy charakteryzuje wysoka sprawnosé (10° - 10° potek
teoretycznych), krotki czas analiz (kilka do kilkunastu minut), zuzycie matej objetosci
probki (pojedyncze nl) oraz niewielkich ilosci elektrolitéw (kilka ml). Dodatkowo, CE
umozliwia czesto szybszy rozwdj metody analitycznej. Tak duzy potencjat analityczny
sprawia, Ze elektroforeza moze sta¢ si¢ konkurentem dla wysokosprawnej chromatografii
cieczowej. Mechanizmy odpowiedzialne za rozdzielenie w CE sa inne od tych
w chromatografii. Z tego powodu mozliwe jest prowadzenie prac komplementarnych

obydwoma technikami.
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lI-2. Aparatura

Jak pokazano na rys. II-1 zestaw do elektroforezy kapilarnej sktada si¢ z kapilary
o wewnetrznej srednicy najczesciej 50-100 um wypelnionej elektrolitem, ktorej konce sa
umieszczone w zbiornikach zawierajacych odpowiednie roztwory buforowe, najczesciej
o skladzie identycznym z roztworem znajdujacym si¢ wewnatrz kapilary (w niektérych
metodach stosuje si¢ bufory o réznym pH). Dilugos¢ stosowanych kapilar wynosi od
kilku do kilkudziesigciu centymetréw. Kapilara moze by¢ wypetniona tylko elektrolitem
(elektroforeza swobodna) lub porowatym nosnikiem (elektroforeza na nosniku).

W zbiornikach znajduja si¢ takze elektrody potaczone ze zrédlem wysokiego
napigcia, co skutkuje powstaniem wewnatrz gradientu pola elektrycznego. Probka
wprowadzana jest do kapilary najczgsciej hydrodynamicznie. Jedna z najczesciej
stosowanych metod detekcji jest absorpcja UV-VIS. Stosuje si¢ rowniez inne metody
detekcji: fluorescencyjng [22], elektrochemiczng [23], spektrometri¢ masowa [24].
Rozwinigte sa rowniez metody detekcji posredniej [25, 26].

Detector

Rysunek 1I-1. Schemat aparatury do elektroforezy kapilarnej [17].
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II-3. Przeptyw elektroosmotyczny EOF (z ang. electroosmotic
flow)

Podstawowym zjawiskiem zwigzanym z elektroforeza kapilarng jest
elektroosmoza, czyli przeptyw elektrolitu w kapilarze powstajacy w wyniku
przylozonego do elektrod napigcia. Przeptyw elektroosmotyczny jest zwiazany

z tworzeniem si¢ na Sciankach kapilary podwoéjnej warstwy elektryczne;j.

Capillary wall

Stern layer

Rys.1I-2. Podwdjna warstwa elektryczna na powierzchni Scianek kapilary [17].

Ujemnie natadowana i nieruchoma warstwa powierzchni kapilary oraz warstwa
dyfuzyjna ztozona z ruchliwych kationéw przedstawione sa na rys. II-2.

Powstawanie podwoéjnej warstwy elektrycznej na powierzchni ciat statych
w roztworach wodnych jest spowodowane nadmiarem tadunku ujemnego na ich
powierzchni. Jest to wynikiem jonizowania powierzchni na zasadzie réwnowag
kwasowo-zasadowych, jak rowniez przebiegu procesow adsorpcji jonowych sktadnikéw
roztworu na ich powierzchni. W przypadku powierzchni krzemionkowej, liczne grupy
krzemianowe (SiOH), ktére przy wysokich wartosciach pH wystepuja w formie

anionowej (SiO"), maja decydujacy wptyw na powstawanie EOF. Przyjmuje si¢, ze EOF
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jest znaczacy juz przy pH>4. Materialy o budowie niejonowej, takie jak teflon, majg
natomiast zdolno$¢ adsorpcji jondw, co rowniez prowadzi do tworzenia EOF.

Kationy (w wigkszosci przypadkéw), ktére rownowaza fadunek ujemny Scianek
kapilary, tworza blisko powierzchni kapilary warstwe podwdjna, co prowadzi do
wytworzenia bardzo blisko $ciany réznicy potencjatéw. Potencjal ten nazywany jest

potencjatem dzeta () i wyrazany réwnaniem Helmholtza:

4’ N 4 72_77 ﬂ EOF
£ ) (1I-1)
gdzie:
n- lepkosé elektrolitu,
€ - stala dielektryczna elektrolitu,
1% - wspétczynnik przeptywu elektroosmotycznego.
W wyniku dziatania pola elektrycznego (E), ruchliwe kationy w warstwie
dyfuzyjnej poruszaja si¢ w kierunku katody powodujac ruch solwatujacych je czasteczek
rozpuszczalnika w tym samym kierunku. Predkosé liniowa (v ) powstalego w ten sposéb

EOF-u dana jest rownaniem:

AEEC

V=
drn’

(11-2)

gdzie:

E — napigcie pola elektrycznego,

Podwdjna warstwa elektryczna jest bardzo cienka (kilkaset nanometrow)
w poréwnaniu do srednicy typowych kapilar (25-100 pm). Konsekwencja tego jest plaski
profil przeptywu, ktéry nie powoduje bezposrednio dyspersji zwiazkéw i poszerzenia
pik6éw, co jest typowym zjawiskiem dla przeptywéw laminarnych, np. w chromatografii
(rys. II-3). Przeptyw elektroosmotyczny wplywa jednakze na czas potrzebny zwiazkom
do migracji przez kapilar¢ i w ten sposéb moze wpltywaé¢ zar6wno na sprawnos¢ jak

i rozdzielenie w sposdb posredni poprzez dyfuzje wzdtuzna [27].
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Przeplyw chromatograficzny

Przeplyw elektroforetyczny

Rys. II-3. Porownanie profilu przeplywu w chromatografii i elektroforezie.

Potencjat dzeta (£) okreslony jest przez fadunek na powierzchni kapilary
i dlatego silnie zalezy od pH elektrolitu. Wielkos¢ EOF zmienia si¢ ze zmiang pH w ten
sposdb, ze przy wysokich wartosciach pH, gdy grupy krzemianowe sa w wigkszosci
zdeprotonowane, EOF jest znacznie wigkszy niz dla niskich pH, gdy grupy krzemianowe
ulegaja protonowaniu. Potencjat dzeta () jest rOwniez silnie zalezny od sity jonowej
roztworu buforowego. Zwigkszanie sity jonowej powoduje zmniejszenie grubosci
warstwy podwdjnej, przez co nastgpuje zmniejszenie potencjalu dzeta (£), a wiec
i redukcja EOF [28].

Réwnanie (/1-2) wskazuje na parametry, od ktorych zalezy EOF. Znajac je mozna
kontrolowa¢ wielko$¢ EOF. Na przyktad, przy wysokich wartosciach pH, EOF moze
okaza¢ si¢ zbyt duzy, przez co zwiazki migruja przez kapilarg zbyt szybko, aby doszio do
ich rozdzielenia. Odwrotnie, przy niskim lub posrednim pH, ujemnie natadowane $cianki
kapilary, moga spowodowa¢ adsorpcje¢ analizowanych kationdw w wyniku oddziatywan
kulombowskich. Z takim zjawiskiem mamy do czynienia np. w przypadku rozdzielania
biatek zasadowych. Niektore techniki elektroforetyczne czgsto wymagajg redukcji EOF
(np. elektroforeza zelowa).

Zmiany wielkosci EOF mozna dokonaé¢ kilkoma sposobami. Najbardziej
powszechna metoda jest zmiana potencjatu (§) na powierzchni kapilary, badz lepkosci
roztworu buforowego. Z praktycznego punktu widzenia, najbardziej znaczace zmiany
w wartosci EOF, powoduje zmiana pH roztworu buforowego, co wptywa réwniez na

fadunek i ruchliwo$¢ substancji rozpuszczonej. Zwigkszenie stg¢zenia roztworu
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buforowego moze by¢ korzystne dla ograniczenia oddziatywan kulombowskich
substancji rozpuszczonej ze $cianami kapilary poprzez zmniejszenie efektywnego

fadunku na $ciance [29].

Rys. 1I-4. Eliminacja i odwracanie EOF za pomocq kationowego surfaktantu
w elektroforezie [17].

Zmniejszenie EOF mozna uzyska¢ zmniejszajac pole elektryczne, co moze mie¢
wplyw na pogorszenie sprawnosci uktadu i wydtuzenie czasu analizy. Mozliwe sa
rowniez zmiany przeptywu elektroosmotycznego przez wprowadzenie do buforu
dodatkow. Dodajac kationowe surfaktanty (np. bromek cetylotrimetyloamonowy),
w ukladzie, w wyniku ich adsorpcji na $ciankach kapilary w zaleznosci od stgzenia
dodanej soli EOF ulega zmniejszeniu, a nawet moze zosta¢ odwrdocony kierunek jego
przeptywu (rys. II-4) [30,31]. Dodatek rozpuszczalnika organicznego w znacznym

stopniu zmniejsza EOF [32].
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Innym sposobem regulowania wielkosci przeptywu elektroosmotycznego jest

modyfikacja $ciany kapilary poprzez substancje zwiazane z nia kowalencyjnie [33].

lI-4. Ruchliwosé elektroforetyczna zwiqzkow

Elektroforetyczne rozdzielanie zwigzkéw bazuje na réznicach w ich predkosci
poruszania si¢ w polu elektrycznym. W warunkach, kiedy elektroosmoza nie wystepuje,

predkos¢ poruszania si¢ zwigzku mozna wyrazi¢ wzorem [34, 35]:

= lueﬁr E= LﬂV_
L (I-3)

gdzie:

pT — ruchliwosé elektroforetyczna zwiazku,

E- gradient pola elektrycznego (V/L),

V — napigcie przylozone do kapilary,

L — dtugos¢ kapilary.
Czas, jaki potrzebuje zwiazek na pokonanie kapilary z jednego konca na drugi nazywany
jest czasem migracji t, i wyrazany réwnaniem:

L I

. =—=
m v ,UeﬁrV (11-4)

Czas migracji oraz inne parametry wyznaczane eksperymentalnie pozwalaja
obliczy¢ ruchliwos¢ elektroforetyczng zwigzku wg réwnania:

eﬂ‘_LL

' ' (_) (IL-5)

gdzie:
L, — catkowita dtugos¢ kapilary,
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Lp — dtugos¢ kapilary do okna detektora.
Ruchliwo$¢ elektroforetyczna zwiazku jest w danym elektrolicie wartoscia dla tego

zwiazku charakterystyczna.

W przypadku obecnosci przeplywu elektroosmotycznego mierzona ruchliwosé

zwiazku nazywana jest ruchliwoscia wypadkowa lub pozorna wyrazona jest wzorem:

,UObs — ,Ueﬂ + ,UEOF (L6)
gdzie:

ueT _ elektroforetyczna ruchliwosé zwiazku,

" — pozorna elektroforetyczna ruchliwosé zwiazku,

pEOF — ruchliwosé obojetnego markera.

Efektywna ruchliwo$é elektroforetyczna p°™ moze by¢ wyznaczona z ruchliwosci
pozornej przez niezalezny pomiar EOF przy uzyciu oboj¢tnego markera (DMSO, DMF,
aceton), poruszajacego si¢ z predkoscia réwna predkosci przeptywu elektroosmotycznego

wg rownania:

eff obs EOF D¢
V (l‘ )

¢ %)
m EOF
gdzie:

teor — €zas migracji oboj¢tnego markera.

Z powyzszych rownan wynika, ze wszystkie jony beda porusza¢ si¢ w tym
samym kierunku, jesli wielko$¢ przeptywu elektroosmotycznego bedzie wigksza
i skierowana w kierunku przeciwnym niz ruchliwo$é¢ elektroforetyczna anionow
obecnych w roztworze. Ponadto, sktadniki oboj¢tne beda poruszaé si¢ razem z EOF. W
normalnych warunkach, kiedy powierzchnia kapilary naladowana jest ujemnie, przeptyw
odbywa si¢ w kierunku od anody do katody. Kationy poruszaja si¢ najszybciej, ze

wzgledu na ich elektroforetyczne przyciaganie w kierunku katody, zgodnie z EOF.
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Czasteczki obojetne przemieszczaja si¢ z predkoscia EOF, ale nie sa rozdzielane. Aniony
migruja najwolniej ze wzgledu na ich elektrokinetyk¢ w kierunku anody, mimo tego EOF

powoduje ich przemieszczanie w kierunku katody (rys. II-5).

Rys. II-5. Kolejnos¢ migracji zwiqzkow w elektroforezie [17].

1I-5. Rodzaje elektroforezy kapilarnej

Uzywajac standardowego instrumentu do elektroforezy kapilarnej mozna
wykonywa¢ analizy w kilku ré6znych rodzajach tej techniki [21, 36]. Wynika to z tego, ze
technika ta powstata z polaczenia réznych metod elektroforetycznych

i chromatograficznych. Zasadnicze rodzaje CE to:

1. Strefowa elektroforeza kapilarna (ang. Capillary Zone Electrophoresis: CZE), jest
najczesciej stosowanym trybem pracy w tej technice analitycznej. Wykorzystywana jest
szeroko w analizie aminokwaséw i peptydow [37, 38], jondw nieorganicznych [39],
rozdzielania enancjomerow [40], oraz licznych skfadnikéw jonowych. Elektrolit nosny
moze zawiera¢ dodatkowo substancje, posiadajace wlasng ruchliwos¢ elektroforetyczna,

ktore pozwalaja rozdziela¢ takze zwiazki obojetne.
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Rozdzielanie opiera si¢ giéwnie na roznicach ruchliwosci elektroforetycznych,
ktére powoduja rézna szybko$¢ migracji zwiazkéw przez kapilarg. Mechanizm
rozdzielania jonowych zwiazkéw bazuje na roznicach w stosunku tadunku do masy
rozdzielanych skladnikow przy danym pH. Najczgsciej stosowane kapilary to kapilary
szklane. Coraz czgsciej stosuje si¢ rowniez kapilary powlekane lub modyfikowane

chemicznie w celu wyeliminowania EOF lub odwrécenia jego kierunku.

2. Izotachoforeza (CITP) — ten rodzaj elektroforezy charakteryzuje si¢ tym, ze probka
jest wprowadzana miedzy dwa rézne bufory. Makrojony separowanej probki migruja
w obszarze pomigdzy dwoma systemami elektrolitow o roznej wartosci pH i roznej
ruchliwosci jonow elektrolitu. Elektrolit wiodacy (ang. leading electrolyte) zawiera jony
o duzej ruchliwosci elektroforetycznej, znacznie przewyzszajacej ruchliwosé
makrojonéw. Z kolei elektrolit zamykajacy (ang. tailing electrolyte) zawiera jony
o bardzo niskiej ruchliwosci elektroforetycznej, zwykle znacznie nizszej od ruchliwosci
makrojonéw. W obszarze pomigdzy tymi dwoma elektrolitami znajduja si¢ separowane
makrojony. Wszystkie jony - wiodace, zamykajace oraz makrojony - migrujag w tym
obszarze w $cisle okreslonym porzadku. Najpierw przemieszczaja si¢ jony wiodace, a za
nimi najszybsze makrojony. Potem kolejno makrojony zgodnie z ich malejaca
ruchliwoscia i w korncu jony zamykajace. Wynikiem tego rodzaju elektroforezy jest
uporzadkowanie makrojonéw zgodnie z ich malejaca ruchliwoscia elektroforetyczna,
przy czym separacja ta zachodzi w bardzo matym obszarze bedacym granica dwoch

systemow elektrolitow.

3. Izoelektryczne ogniskowanie (CIEF) — technika uzywana do rozdzielania peptydow
i protein na podstawie r6znych wartosci punktu izoelektrycznego pl. Amfoteryczne
substancje (biatka, peptydy) migruja w polu elektrycznym w kierunku elektrod o znaku
przeciwnym ich tadunkowi. Napotykajac po drodze zmieniajace si¢ wartosci pH
elektrolitu zatrzymuja si¢ w miejscu, w ktorym pH=pl. W tym punkcie tadunek
makroczasteczek réwny jest zeru a cala czasteczka jest elektrycznie obojetna. W ten
sposob uzyskuje si¢ separacj¢ czasteczek amfoterycznych zgodnie z ich wartosciami pl
[41].
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Gradient pH w kapilarze otrzymuje si¢ stosujac czasteczki obojnacze posiadajace
w swojej budowie grupy kwasne i zasadowe, tzw. amfolity.

Izoelektryczne ogniskowanie (CIEF) oraz izotachoforeza sa znacznie rzadziej
wykorzystywanymi technikami niz strefowa CZE, w szczegblnosci do rozréznienia

chiralnego, gdzie ich zastosowanie jest marginalne.

4. Micelarna elektrokinetyczna chromatografia (ang. Micellar Electrokinetic
Chromatography, MEKC lub MECC), zostata wprowadzona przez Terabe w roku 1984
[42]. W MEKC gléwny mechanizm rozdzielania polega na podziale zwiazku pomigdzy
roztwor a micele. Jej zaleta jest mozliwo$¢ analizowania zaréwno obojetnych, jak
i jonowych substancji. Separacja obojetnych czasteczek zostaje osiagnigta poprzez
zastosowanie w buforze nosnym jonowych surfaktantow.

Micele tworza si¢ w roztworze, kiedy st¢zenie dodanego surfaktantu przekroczy wartos¢
krytycznego stezenia micelarnego (cmc). Najczesciej uzywanym surfaktantem jest
siarczan dodecylu sodu SDS (cmc=8-9 mM/dm®). Micele stanowia agregaty czasteczek
surfaktantu o czasie zycia mniejszym niz 10 ps. Ich hydrofobowe ogony zwrécone sa do
wewnatrz tak, aby uniknaé¢ oddziatywan z hydrofilowym buforem, natomiast jonowe
glowy zorientowane sa na zewnatrz. Czasteczki surfaktantéw, a wigc i micele sa zwykle
w postaci jonowej, migruja zatem, w zaleznosci od ich fadunku, z EOF, badZ tez
w kierunku przeciwnym. Surfaktanty anionowe, takie jak SDS, poruszaja si¢ w kierunku
anody, czyli przeciwnie do EOF. W przypadku oboj¢tnego lub zasadowego pH, EOF jest
silniejszy niz predko$¢ poruszania si¢ miceli, w efekcie czego przesuwane sg one zgodnie
z kierunkiem EOF. Podczas poruszania si¢ micele moga oddziatywa¢ z czasteczkami
substancji rozpuszczonej, podobnie jak w przypadku rozdziatlu chromatograficznego,
zarébwno w wyniku hydrofobowych, jak i elektrostatycznych oddziatywan, dlatego micele
czesto nazywane s faza pseudostacjonarna. Im silniej substancja rozpuszczona
oddzialuje z micela, tym dluiszy jest jej czas migracji, wskutek tego, ze micela
transportuje ja w kierunku przeciwnym do EOF. Bardziej hydrofobowe substancje silniej
oddzialuja z micelami, przez co sa ,zatrzymywane” dluzej. Rozdzielanie zwiazk6w
w MEKC ilustruje rys. 1I-6.
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Rys. 1I-6. Rozdzielanie zwiqzkéw w micelarnej elektrokinetycznej chromatografii [17].

Uzywane sa rézne surfaktanty: anionowe, kationowe lub niejonowe. Surfaktanty moga
ulega¢ adsorpcji na S$cianie kapilary, wplywajac na wartos¢ EOF, ograniczajac
jednoczesnie adsorpcje substancji rozpuszczone;.

Zastosowanie réznych surfaktantéw, jak réwniez organicznych dodatkéw do buforu
moze prowadzi¢ do znaczacych zmian w selektywnosci rozdzielenia. Uzycie
surfaktantow czgsto poprawia ksztalt pikow, a takze istotny jest ich wptyw na czasy
migracji zwiazkéw. Micele moga rowniez by¢ stosowane z innymi czynnikami a przez to
wplywaé na ruchliwosci analizowanych zwiazkéw i ich rozdzielenie [43]. Zastosowanie
surfaktantow chiralnych, zar6wno pochodzenia naturalnego (kwasy cholowe) jak

i syntetycznych do rozréznienia chiralnego zostanie przedstawione w dalszej czesci.
5. Elektroforeza zelowa (ang. capillary gel electrophoresis CGE)

Mechanizm rozdzielania w CGE oparty jest na réznicach w rozmiarach czasteczek

migrujacych przez pory zelu bedacego wypetnieniem kapilary.
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Elektroforeza zelowa uzywana jest gldéwnie w naukach biologicznych dla rozdzielania
makroczasteczek takich jak proteiny czy kwasy nukleinowe. Rozdzielenie uzyskuje sig
stosujac jako wypetnienie odpowiedni polimer, ktory dziata jako sito molekularne. Kiedy
jonowe czasteczki wedruja przez sie¢ polimeru zostaja zatrzymywane, przy czym te
o wigkszym rozmiarze bardziej niz te mniejsze. Takie czasteczki jak DNA nie moga by¢
rozdzielone bez zelu, poniewaz stosunek ich tadunku do masy jest ciagle staty
niezaleznie od rozmiaru czasteczki.

Elektroforez¢ zelowa mozna wykorzystywa¢ do rozdzielania zarowno matych jak
i duzych czasteczek [44]. Zostaly rowniez wykonane badania ze zbieraniem
poszczegdlnych frakcji celem ich oczyszczenia w skali mikropreparatywnej [45].
Zastosowanie GCE pozwala na zminimalizowanie dyfuzji zwiazkéw, powodujacej
poszerzenie pikow. Pozwala tez ograniczy¢ adsorpcj¢ zwiazkow na sciankach kapilary
i zmniejszy¢ elektroosmozg. Osiaga si¢ dzigki temu wysoka sprawnos¢ rozdzielenia az do

30min potek /metr [46].

6. Elektrochromatografia kapilarna (ang. Capillary Electrochromatography)

W elektrochromatografii kolumna jest wypetniona ztozem chromatograficznym, ktére
moze zatrzymywac zwiazki analogicznie jak ma to miejsce w chromatografii. Bufor jest
w kontakcie ze sciankami kapilary, ale rowniez z czasteczkami wypelnienia. W wyniku
tego pojawia si¢ elektroosmoza, podobnie jak w CZE. Przeptyw w upakowanych ztozach
jest mniej ptaski niz w otwartych kapilarach z powodu réznych predkosci przeptywu w
poszczegdlnych przekrojach kapilary. Pomimo tego sprawnos¢ takich kolumn jest

wigksza niz w tradycyjnej chromatografii.

lI-6. Zastosowanie elektroforezy kapilarnej do rozdzielania

enancjomerow
Metody elektroforetyczne stuza do rozdzielania zwiazkéw obdarzonych tadunkiem
(czasteczek, stabilnych lub chwilowych kompleksow, asocjatow, agregatow) w polu

elektrycznym, jesli réznia si¢ one predkosciami migracji, ktore z kolei zaleza od ich
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rozmiaru i ksztaltu (w formie solwatowanej czasteczki) i / lub ich tadunku. Enancjomery
nie rdznicuja si¢ w ten sposdb; rozdzielenie chiralne metoda elektroforezy wymaga
utworzenia  diastereoizomeru. Diastereoizomery moga  by¢ zwiazkami
diastereoizomerycznymi, utworzonymi przez reakcje chemiczng pomigdzy czasteczkami
enancjomeréw i optycznie czynnym reagentem derywatyzacyjnym przed rozdzielaniem
elektroforetycznym lub diastereoizomerycznym kompleksem tworzonym dynamicznie
w trakcie elektroforezy, pomigdzy czasteczkami enancjomeréw a homochiralnym
selektorem obecnym w elektrolicie podstawowym. Separacja polegajaca na tworzeniu
zwiazkéw diastereoizomerycznych nazywana jest metodq posredniq, natomiast kiedy
tworzony jest odwracalny diastereoizomeryczny kompleks méwimy o metodzie
bezposredniej [47].

Z teoretycznego punktu widzenia podejscie posrednie jest w istocie rzeczy
elektroforetycznym rozdzielaniem dwoch zwiazkéw rozniacych si¢ mniej lub bardziej
ruchliwosciami. Metoda do zwigkszania tych réznic i poprawiania rozdzielenia jest
wprowadzenie dodatkowej rownowagi z pseudofaza. Taka drugorzedowa réwnowaga
moze by¢ podzial pomigdzy buforem a micelami [48] albo rownowagowa adsorpcja na
rozpuszczonym liniowym polimerze, z ktérym czasteczki oddziatuja [49].

Bezposrednie rozdzielanie enancjomeréw metodami elektroforetycznymi
wykorzystujace  dynamiczne réwnowagi moze by¢é znacznie elastyczniej
optymalizowane. W metodzie bezposredniej rozne efektywne szybkosci migracji
enancjomeréw w CZE oraz ITP wynikaja zasadniczo z dwdch niezaleznych,
stereoselektywnych zjawisk:

-z réznic w sile oddziatywania pomiedzy enancjomerami i dodanym selektorem
chiralnym (np. rézne wartosci statych trwatosci kompleksow),
-z réznic elektroforetycznych ruchliwosci diastereoizomerycznych komplekséw

w odniesieniu do ich réznych ksztaltow lub/i wartosci pK,.
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1I-6.1. State trwalosci tworzenia diastereoizomerycznych

kompleksow

Podstawa do chiralnego rozréznienia metoda bezposrednia jest r6znica pomiedzy
miedzyczasteczkowymi oddziatywaniami enancjomeréw Agr i As a czasteczkami
selektora H, ktéry jest enancjomerycznie czysty lub przynajmniej enancjomerycznie
wzbogacony. Te oddziatywania sa powodem powstawania nastgpujacych rownowag,

wyrazonych statymi trwatosci Kr oraz Ks. Zaktadajac stechiometri¢ 1:1 mozemy napisac:

Kr
AR +He ARH (1I-8)

Ks
Ag+H & AgH

Indeks R i S oznacza poszczegdlne enancjomery.

_ [4H]

" 4]1H] -
_ [4,H]

© [45]IH]

gdzie [ARr], [As], [H] oznaczaja st¢zenia wolnych enancjomeréw oraz selektora w stanie
rownowagi. State trwatosci Kg oraz Kg sa zwiazane z energia swobodna Gibbsa reakc;ji

kompleksowania, AGg i AGs zgodnie z rownaniem:

AGg = -RTInKy (1I-10)
AGS = -RTanS
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W kazdym przypadku, gdzie AGg nie jest rowne AGs, z powodu efektéw entalpowych
lub entropowych (w wigkszosci przypadkéw obydwu razem) stale trwalosci tworzenia
diastereoizomerycznych komplekséw beda rozne. Stosunek tych dwoch statych trwatosci

moze by¢ zdefiniowany jako termodynamiczna selektywnos¢ uktadu [50, 51]:
ors = Kr/Ksg (-11)

Zaleznos¢ statej trwatosci od temperatury moze by¢ wyrazona przez prosta forme
rownania Van’t Hoffa (gdy nie ma zmian AH, AS z temperatura oraz nie wystgpuja
zmiany w mechanizmie wigzania lub drugorzgdowe réwnowagi zwigzane ze zmiang

temperatury) [52].

InKr = -AHR/RT + ASg/R  (I-12)
InKs = -AHg/RT + ASg/R

AH, AS - entalpia i entropia kompleksowania.

Wplyw temperatury na termodynamiczng selektywnos¢ wyraza si¢ wzorem (II-13):
= RS RS
In(Kr/Kg) = - (AA™H/RT) + (AA™S/R) (1I-13)

gdzie AA®H i AA®SS sa roznicami entalpii i entropii kompleksowania pomigdzy

enancjomerami definiowanymi w nastgpujacy sposob:

AARH = AHR - AHg (II-14)
oraz
AAMS = A8y - ASe (II-15)

38



1I-6.2. Wyznaczanie stafych trwafosci

Pozorne stale trwatosci tworzenia kompleksow moga by¢ wyznaczane réznymi
technikami. W wigkszosci technik bada si¢ zmiany, jakie wystepuja w wyniku
zwigkszania st¢zenia ligandu. Odpowiedz systemu moze by¢ odniesiona do wzglednego
stosunku stgzenia zwiazku, ktory zostal skompleksowany, do wolnego zwiazku i dalej do
statej trwatosci. Odpowiedz systemu musi by¢ rozna dla wolnego i skompleksowanego
zwigzku. W przypadku elektroforezy musza wystapi¢ rdéznice ruchliwosci
elektroforetycznych dla obu form.

Efektywna ruchliwos¢ zwiazku jest wypadkowa ruchliwosci wszystkich form,

w ktorych on wystepuje [47]:
e n_.n
- Z HrPr (L-16)
n

gdzie n oznacza roézne formy danego zwiazku, @,jest iloscia poszczegodlnej formy

(utamek molowy) enancjomeru R a u;to ruchliwos¢ elektroforetyczna danej formy.
Rozwazajac przypadek, gdy zwiazek istnieje tylko w dwoch formach, np. w postaci
nieskompleksowanej oraz skompleksowanej z selektorem réwnanie (//-16) upraszcza sie

do postaci:

= pud= (- Be)+ ™ Be (IE-17)
Iugﬁ’ - free(l ﬂs)+ﬂcompﬂs

gdzie :
pf™e _ ruchliwos¢ zwiazku w formie nieskompleksowane;j,
p*°™ — ruchliwos¢ kompleksu,

B - stopien kompleksowania, zalezny od statych trwatosci Kgr i Ks oraz st¢zenia
selektora [H].

Dla procesu kompleksowania:
Kr K
AR+HSARH  Ag+H S AGH
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B mozna wyrazi¢ wzorami:

AH
B, = [4rH]

 [4,H]
~ A1+, P

[ ]+[AsH]

(II-18)

Poniewaz state trwatosci

AH
LA T AHI= KA
:——-—[ASH] = —
*[4]IH] [AsH] =K [4;][H]

Podstawiajac wzor (/I-19) do réwnania (/I-18) otrzymujemy:

ﬂR - [H]KR

_ [HIK;
" 1+[HIK, Ps

K 0

Podstawiajac réwnanie (II-20) do réwnania (/I-17) otrzymujemy korelacj¢ pomigedzy
ruchliwoscia elektroforetyczng a stala trwatosci i ruchliwoscia elektroforetyczna

kompleksu:

o _ (" +uR K [H])

5T H] 2
K H))
. 1+ K [H]

Z efektywnych ruchliwosci peﬁ wyznaczonych eksperymentalnie mozna wyznaczy¢ state
trwalosci K oraz ruchliwosci komplekséw. Stuzg do tego celu nieliniowe metody
dopasowania danych eksperymentalnych (fitting) oraz metody linearyzacji réwnania (/-
21) [53, 54, 55, 56].
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11-6.3. Selektywnos$¢ ukiadu a oraz wspéiczynnik rozdzielenia
pikow Rs

Podstawowymi parametrami opisujacymi zdolno$¢ uktadu elektroforetycznego do
rozdzielenia enancjomerow jest selektywnos¢ a oraz wspotczynnik rozdzielenia pikow
Rs.

Efektywna selektywnos¢, definiowana jest jako iloraz efektywnych ruchliwosci

poszczego6lnych enancjomeréw i wyraza si¢ rOwnaniem:

o (4 p K [HD(+ K [H])

ajs = o 1-22
pd (w7 K H)+ K [H) @D
przy zatozeniu, ze /U;{ree = ,qu'ee = ,Ufree

Jak wynika z tego réwnania na rozdzielenie chiralne wptyw maja dwa podstawowe
czynniki: réznice kompleksowania poszczegélnych enancjomeréw (wyrazona przez
réznicg w statych trwatosci K) oraz rdéznice ruchliwosci ich komplekséw. Te dwa
czynniki mogg si¢ sumowac lub tez przeciwdziata¢ sobie. W wigkszosci stosowanych
warunkdow w CE rozdzielenie spowodowane kompleksowaniem przewaza nad
rozdzieleniem wynikajacym z roznic ruchliwosci kompleksow [57].
Wspétczynnik rozdzielenia Rs wyraza wzor:
R. = 2(t2 —1 l)

s W, —w, I-23)
gdzie:
ti, t2- czasy migracji, wi, wa-szerokosci pikow przy podstawie.

Rs mozna powiazac z selektywnoscia nastgpujacym wyrazeniem:

Rs = Y4(N)"X(a*rs-1) (1I-24)

gdzie N oznacza liczbg potek teoretycznych kapilary, natomiast
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EOF
. HE

RS — EOF 11-25
1+ p i

We wspotczynniku rozdzielenia pikow Rs uwzgledniona jest selektywnos$¢ uktadu
wynikajaca z kompleksowania, a takze sprawnos¢ ukladu (N) wynikajaca z kinetyki

procesu.

I1-6.4. Wplyw stezenia selektora na selektywnosé

Stezenie selektora, dla ktorego otrzymuje si¢ maksymalna selektywnos¢, nazywane
jest optymalnym stezeniem selektora [H]*. Z danych literaturowych wynika, ze im
wyzsze sg state trwalosci, tym nizsze jest optymalne stgzenie selektora.
Wptyw statych trwatosci K na optymalne stezenie selektora [H]* moze byé wyznaczony
metodq analityczna. Jako pierwsi uzyskali to Wren i Rowe, otrzymujac po wprowadzeniu

uproszczen proste rownanie [58]:

(A1 =—— 12
H KRKS (1I-26)

Analogiczne postapit Kresmer [59], co zaowocowalo wyrazeniem:

1 u free
opt __
[H]y, = JKK, ™™ @2

Wyrazenie Kresmera lepiej zgadza si¢ z uzyskiwanymi wynikami doswiadczalnymi.
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1I-6.5. Wptyw roznicy ruchliwosci elektroforetycznych na
selektywnosé

Z réwnania (/I-22) wynika, ze réznice ruchliwosci elektroforetycznych zwiazkéw maja
duzy wplyw na otrzymywana selektywnos¢. Z jednej strony przyczyna rozdzielenia moze
byé réznica pomigdzy ruchliwosciami pur™™ i us®™. Réznica ta wywotlana jest réznym
ksztaltem czasteczek diastereoizomerycznych kompleksow, a takze zmiang pK,
czasteczki w wyniku kompleksowania, co prowadzi do zmiany jej fadunku. Zmiany pK,
w trakcie kompleksowania mogg wplywa¢ na enancjoselektywno$¢, szczegélnie w
przypadku czasteczek amfifilowych (np. aminokwasy), dla ktérych zaobserwowano
zmiany kolejnosci migracji, gdy analizy prowadzi si¢ przy pH bliskim pK, zwiazku [60].
Jednakze w wigkszosci przypadkow bardziej znaczaca jest réznica mobilnosci kompleksu
ur°™ i jego nieskompleksowanej postaci pg™ i oczywiscie analogicznie dla drugiego
enancjomeru [47].

W przypadku, w ktérym mobilnosci komplekséw u™ oraz wolnego zwiazku p™®
majg ten sam znak, efektywna selektywno$¢ jest wynikiem réznic w statych trwatosci.
Z taka sytuacja mamy do czynienia w przypadku obojetnego selektora i jonowego
zwiazku i vice-versa, jak réwniez, gdy zwiazek i selektor sa obdarzone tadunkiem tego
samego znaku. Natomiast w przypadku, gdy mobilnosé kompleksu pu“™ oraz wolnego
zwiazku p™ sq réznego znaku w pewnych warunkach mozna uzyska¢ bardzo wysokie
wartosci selektywnosci, znacznie przewyzszajace selektywnos¢ wynikajaca z réznic
statych trwatosci. Opisywane jest to modelem ,charged resolving agent migration
CHARM?”, ktory opisuje przypadek, gdy zwiazek porusza si¢ w wyniku kompleksowania
z ruchliwoscia o przeciwnym znaku do ruchliwosci wlasnej. Aby uzyska¢ taka przeciwna
migracjg potrzebny jest silnie przeciwnie natadowany selektor [61].

Wigcej informacji na temat wptywu réznicy ruchliwosci elektroforetycznych p™ i p*m

na selektywnos¢ bedzie podane w rozdz. VI.
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1I-6.6. Wplyw EOF na selektywnosé

Rozwazajac wpltyw EOF potwierdzono, ze jego wielkos¢ oraz kierunek znaczaco
wplywaja na selektywnos¢ w CE [47]. EOF poruszajacy si¢ w tym samym kierunku co
analizowane zwiazki, przesuwa optymalne st¢Zzenie selektora nieco w Kkierunku
mniejszych wartosci, za$ staby przeciwnie migrujacy EOF do wartosci nieco wigkszych.
Silny przeciwnie skierowany przeptyw EOF prowadzi do zmiany kolejnosci migracji
oraz obniza maksimum st¢zenia selektora.

W przypadku, kiedy EOF posiada wartos¢ posrednig pomigdzy mobilnoscia kompleksu
p®™ oraz wolnego zwiazku p™, obserwujemy wysoka enancjoselektywnosé.
Zwigkszanie enancjoselektywnosci przez odpowiedni dobér wielkosci EOF mozna
otrzymac réwniez w przypadkach, w ktorych tylko jeden czynnik jest jonowy [62].

Bardziej szczegbtowo wplyw poszczegélnych czynnikéw na enancjoseparacj¢ zostanie

przedstawiony w rozdziale VI.

1I-6.7. Réznice elektroforezy kapilarnej i chromatografii

Najwazniejsze roznice elektroforezy kapilarnej w poréwnaniu do technik
chromatograficznych to:

1. CE pozwala na bardzo szybki przesiew (screening) oddziatlywan zwiazek-CD
w celu odnalezienia najbardziej interesujacej pary z ogromnej ilosci chiralnych
zwigzkow i CDs.

2. Wysoka sprawno$¢ CE pozwala obserwowaé (enancjo)selektywne efekty
oddziatywan selektor-selektand, ktére nie sa widoczne w innych technikach.
Niewielka selektywno$¢ rozpoznawania moze by¢ przetozona na wysoki
wspotczynnik rozdzielenia w CE, co moze mie¢ zastosowanie w analizie
czystosci enancjomerycznej, np. substancji farmaceutycznych.

3. CE jest bardziej elastyczna od innych technik chromatograficznych w odniesieniu

do optymalizacji enancjoseparacji (mata ilo$§¢ zuzywanych rozpuszczalnikow
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i szybka mozliwos¢ ich wymiany, tatwa zmiana selektora chiralnego i warunkéw

analizy)

Rozdziat Il

Czynniki enancjoselektywne w CE

Lista czynnikéw chiralnych wykorzystywanych w CE jest dluga i obejmuje:

v

AN N N N N

v

Cyklodekstryny,

Etery koronowe,

Surfaktanty,

Makrocykliczne antybiotyki,

Proteiny,

Oligo- i polisacharydy,

Selektory oparte na wymianie jonowej oraz wymianie ligandu,

Kaliksareny,

Ze wzgledu na obszernos¢ tematu, oméwione zostang jedynie najczesciej stosowane

grupy selektorow.

lll-1. Cyklodekstryny

Cyklodekstryny (CD) i tworzone przez nie kompleksy sa szeroko wykorzystywane

w réznych dziedzinach chemii supramolekularnej, a ich znaczenie wyraza ogromna ilo$¢

publikacji oraz liczne zastosowania praktyczne [63, 64, 65, 66, 67]. CD to cykliczne

oligosacharydy zbudowane z pierscieni D-glukopiranozy, potaczonych mig¢dzy sobg

mostkami tlenowymi a-(1,4). Otrzymuje si¢ je poprzez enzymatyczna degradacje skrobi.

Najwigksze znaczenie z CD maja te z 6, 7 i 8 pierscieniami glukopiranozowymi,

oznaczone odpowiednio greckimi literami a, B, y (rys. I1I-1).
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Rys. III-1. Struktura chemiczna kolejno a-, i »CD.

Do niedawna uwazano, ze najmniejsza cyklodekstryna skiada si¢ z szesciu
pierscieni glukopiranozy, a cyklodekstryny z mniejszg liczba pierscieni nie tworza si¢
z powodow sterycznych [68], jak rowniez ze wzgledu na to, ze helisa skrobiowa ma
charakter szesciokrotny. Jednakze w 1994r. Nakagawa zsyntezowat pigcioczionowa CD.
Wyzsze cyklodekstryny noszace nazwe 8- &- £-CD zostaly réwniez wyodrgbnione
metodami chromatograficznymi. Sa one otrzymywane w matych iloéciach i nie maja
znaczenia praktycznego, ze wzgledu na wysoka ceng¢ i stosunkowo mato poznane
wihasciwosci. Najwigksza CD, ktorej struktur¢ udato si¢ wyznaczy¢ metodami
rentgenowskimi jest zbudowana z 26 jednostek glukopiranozy, natomiast najwigksza
znaleziona czasteczka ma takich grup ponad 100 [69].

Opracowana zostala rdwniez metoda syntetycznego otrzymywania CDs [70].
Synteza sklada si¢ z 21 etapéw a jej wydajnosci wynosza 0,3% dla a-CD oraz 0,02% dla
v-CD. Niektére pochodne CD zostaty rowniez odkryte w przyrodzie [71].

/l-1.1. Budowa CD

Jednostki glukopiranozy maja klasyczna konformacj¢ krzesetkowg C1. Budowa
taka nadaje CD ksztalt sScigtego stozka, z szersza czgscia otoczong drugorzedowymi
grupami hydroksylowymi i z czescia wezsza otoczong przez pierwszorzgdowe grupy
hydroksylowe. Liczba jednostek glukopiranozy decyduje o wielkosci i ksztalcie wnetrza

CD. Atomy wodoru i wolne pary elektronowe atoméw tlenu wigzania glikozydowego

46



skierowane sa do wnetrza luki, natomiast grupy hydroksylowe skierowane sa na
zewnatrz. W wyniku takiego ustawienia grup funkcyjnych wnetrze CD jest wzglednie
hydrofobowe w poréwnaniu do wody natomiast cze$¢ zewnetrzna jest hydrofilowa, rys.
111-2 [63].

Drugorzgdowe grupy
Hydrofobowa luka hydroksylowe

-

H4

Pierwszorzgdowe grupy
hydroksylowe

Rys. 11I-2. Budowa cyklodekstryny.

Podstawowe wilasciwosci a-f- i j~cyklodekstryny zostaty zebrane w tabeli 111-1 [72].

Tabela 11I-1. Wybrane wiasciwosci a-f- i y-cyklodekstryny.

a-CD B-CD y-CD
Liczba pierscieni glukopiranozy 6 7 8
Masa molowa 972,86 1135,01 1297,15
Srednica luki [nm] 0,47-0,52 0,60-0,64 0,75-0,83
Srednica zewnetrzna [nm] 1,4610,04 1,54+0,04 1,7540,04
Wysokos¢ stozka [nm] 0,79-0,8 0,79-0,8 0,79-0,8
Objetosé luki [nm’] 0,176 0,346 0,510
pK, grup hydroksylowych 12,1-12,6 12,1-12,6 12,1-12,6
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Rozpuszczalnosé w wodzie 14,5 1,85 23,2

g/100ml w temperaturze 25 °C

Skrecalnosé [ ] +150£0,5 | +162,580,5 | +177,410,5

Liczba zainkludowanych 6 11 17
czasteczek wody (W roztworze)

Temperatura topnienia i rozktadu 551 572 540
(K]

llI-1.2. Pochodne obojetnych cyklodekstryn

Cyklodekstryny sa chemicznie stabilne, ale moga by¢ modyfikowane,
w szczegblnosci w miejscach licznych grup hydroksylowych: 18 ma a-CD, 21 B-CD i 24
v-CD. Modyfikacja poprzez catkowite lub selektywne podstawienie prowadzi do
powstania zwiazkéw o innych wlasciwosciach. Pochodne cyklodekstryn moga
wykazywacé inna:
-rozpuszczalnosé,
-temperatur¢ topnienia,
-zdolno$¢ tworzenia kompleksow inkluzyjnych [73].
Cyklodekstryny moga ulega¢ réznym reakcjom obejmujacym rozszczepienie wiazania
OH, CO, CH lub CC. Ale przygotowanie CD o kilkunastu podstawnikach w Scisle
okreslonej pozycji jest czesto bardzo trudne i wymaga oczyszczania
chromatograficznego. Z drugiej strony catkowite podstawienie grupami metylowymi lub
etylowymi nie sprawia trudnosci i takie pochodne CD sg tatwo dostgpne [63].
Poszczegblne grupy hydroksylowe roznig si¢ reaktywnoscia w zaleznosci od
srodowiska i temperatury reakcji. W reakcjach substytucji tych grup uzyskuje si¢
najczesciej mieszaniny cyklodekstryn réznie podstawionych [74]. To moze powodowaé
problemy z powtarzalnoscia wynikéw dla réznych partii produkcyjnych. Z tego powodu

w ostatnim czasie zwrocono si¢ w kierunku syntezy dobrze zdefiniowanych
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pojedynczych izomeréw pochodnych CD, np. heptakis(6-sulfato)-B-CD [75, 76].
Stosowanie pojedynczych izoméréw jest szczeg6lnie istotne w przypadku badania
mechanizmdéw rozpoznawania molekularnego. Jednakze, w praktyce ze wzgledu na ceng
i dostgpnos¢ wykorzystuje si¢ czgsto mieszaniny CD. Takim przyktadem jest ostatnio
zsyntezowana wysoce podstawiona siarczanowana [B-CD (highly-sulfated-B-CD). Jak
zostalo pokazane przez kilku autoréw moze by¢ ona wszechstronnie zastosowana jako
chiralny selektor do rozdzielania zwigzkéw zasadowych i obojetnych (rowniez kwasnych
w formie obojgtne;j) [16, 77].

Szczegélne znaczenie w technikach elektro-migracyjnych ma zastosowanie CD
kationowych i anionowych. Zastosowanie CD, ktére w zaleznosci od srodowiska
i budowy sa obdarzone tadunkiem ujemnym lub dodatnim, rozszerza mozliwosci badan
na rozdzielanie zwiazkéw obojetnych. Poprawa selektywnosci rozdzielenia poprzez
stosowanie cyklodekstryn w formie jonowej (karboksymetylowe-, fosforowe-,
metyloaminoalkilowe- i inne pochodne) obserwowana przez licznych badaczy jest
przypisywana gtéwnie ich zdolnosci do tworzenia trwalszych kompleksow oraz wiasne;j
ruchliwosci elektroforetycznej.

W ciagu ostatnich dwoch lat nastapil rozwdj metod syntezy jak i zastosowania
réwniez kationowych CD. Ich zastosowanie do rozdzielania zwiazkéw kwasnych,
pokazuja jak istotne s oddzialywania jonowe w rozpoznawaniu molekularnym
i chiralnym rozréznieniu [78, 79]. Przyktadowe jonowe CD przedstawiono na rys. I1I-3.

Rys. I1I-3. Struktury pochodnych [-CD: a) siarczanowa, b) karboksymelylowa, c)

—

RO a) ~SO,Na
o | R® b)-cH,COONa
¢) «(CH,),SO,Na

B OR_ d) (CH,);N(CH,),

OR
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sulfobutylowa, d) tréjmetyloaminopropylowa.

llI-1.3. Tworzenie kompleksow inkluzyjnych

Cyklodekstryny wykazuja niezwykla zdolno$¢ do tworzenia kompleksow
inkluzyjnych ze zwiazkami w fazie stalej, cieklej i gazowej. Tworzenie kompleksow
opiera si¢ na licznych stabych oddziatywaniach i dopasowaniu przestrzennym goscia
i gospodarza. Hydrofobowa luka cyklodekstrynowa stanowi mikrosrodowisko, do
ktérego moga wniknaé niepolarne czasteczki (lub tylko ich czgsci) o odpowiednim
rozmiarze tworzac kompleks inkluzyjny [80]. W procesie tworzenia kompleksu
inkluzyjnego nie powstaja ani nie rozrywaja si¢ zadne wiazania kowalencyjne. Sita
napegdowa tworzenia kompleksu moze by¢é wyparcie polarnych czasteczek
z hydrofobowej luki, np. czasteczki wody sa usuwane przez bardziej hydrofobowe
czasteczki goscia obecnego w roztworze, w wyniku czego powstaje stabilniejszy stan

0 nizszej energii, co pokazano na rys. I1I-4 [81].

Rys. III-4. Tworzenie kompleksu inkluzyjnego.

Wiazanie si¢ czasteczki goscia z cyklodekstryng nie jest trwate, lecz jest raczej

dynamiczna réwnowaga. Sita wigzania zalezy od tego jak dobrze go$¢ i gospodarz pasuja
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do siebie i od specyficznych lokalnych oddziatywan pomiedzy atomami. Kompleksy

moga si¢ tworzy¢ zarobwno w roztworze jak i stanie krystalicznym, a najczestszym

rozpuszczalnikiem jest woda. Kompleksy inkluzyjne mogg tworzy¢ si¢ rowniez

w mieszaninach rozpuszczalnikéw lub w rozpuszczalnikach niewodnych.

Tworzenie komplekséw inkluzyjnych pomigdzy gospodarzem a gosciem wplywa na

wiele wlasciwosci goscia, a takze cyklodekstryn:

e na ogdt wzrasta rozpuszczalno$¢ zwiazkéw stabo rozpuszczalnych w miare wzrostu
st¢zenia cyklodekstryny. Z drugiej strony niektére zwiazki np. mocznik lub sole litu
zwigkszaja rozpuszczalnos¢ cyklodekstryn,

e zmieniaja si¢ widma UV, NMR zwiazkéw inkludowanych,

e zmienia si¢ reaktywnos¢ zwiazkéow inkludowanych. W wigkszosci przypadkow
reaktywnos¢ maleje, ale w niektorych przypadkach cyklodekstryna zachowuje sig¢ jak
sztuczny enzym przyspieszajacy wybrane reakcje i wptywajacy na drogg tej reakcji,

e maleje dyfuzja, lotnos¢ i zdolnosé do sublimacji czasteczek zainkludowanych.

Zdolnos¢ CD do tworzenia kompleksow inkluzyjnych z czasteczkami goscia jest funkcja

dwoch czynnikow:

1) sterycznego, ktéry zalezy od relacji wielkosci cyklodekstryny do rozmiaréw
czasteczki goscia jak tez od grup funkcyjnych obecnych w gosciu.

2) oddzialywania pomigdzy réznymi sktadnikami systemu: cyklodekstryna, gosé,
rozpuszczalnik. Aby utworzyl si¢ kompleks musi nastapi¢ preferencja
energetyczna, ktora spowoduje wniknigcie goscia do CD, np.:

e zastapienie niekorzystnej energetycznie polarnej czasteczki wody przez mniej
polarng czasteczkg¢ goscia (efekt korzystny ze wzgledu na bilans energii
oddziatywania gos¢-CD, gos¢ - woda i woda-woda),

e oddzialywania van der Waalsa pomiedzy gospodarzem a gosciem,

e tworzenie wigzan wodorowych pomigdzy gosciem a gospodarzem.

W zaleznosci od typu goscia i cyklodekstryny oraz $rodowiska, w ktorym zachodzi

kompleksowanie, udziat poszczegélnych efektéw moze by¢ rézny.
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Wysokosé luki cyklodekstryny jest taka sama dla o-B- i y-cyklodekstryny. Rozmiar
luki determinuje jej S$rednica wewnetrzna, uzalezniona od liczby grup
glukopiranozowych. Bazujac na tych wymiarach a-cyklodekstryna moze kompleksowaé
czasteczki o matej masie molowej lub z alifatycznymi tancuchami, B- cyklodekstryna
bedzie kompleksowaé zwiazki z grupami aromatycznymi i heterocyklicznymi, zas
y-cyklodekstryna wigksze czasteczki, np. makrocykle i steroidy.

Przez wiele lat, na podstawie badan rentgenowskich uwazano cyklodekstryny za
czasteczki o sztywnej strukturze. Badania prowadzone obecnie podkreslaja, ze duza
zdolno$é cyklodekstryn do tworzenia komplekséw inkluzyjnych z r6znymi rodzajami
czasteczek goscia moze wynikaé z ich niesztywnej budowy. Badania te prowadzi si¢
gtéwnie metoda NMR. Wykorzystuje si¢ w nich rowniez jadrowy efekt Overhausera
(NOE-nuclear Overhauser effect), ktéry pokazuje w jaki sposob czasteczka goscia wnika
do luki cyklodekstrynowej [82, 83].

Do badania komplekséw inkluzyjnych cyklodekstryn wykorzystuje si¢ metody
rentgenowskie, analiz¢ spektralna, np.: spektroskopi¢ protonowego rezonansu
magnetycznego (NMR) lub spektroskopie¢ UV, metody chromatograficzne,
kalorymetryczne i polarograficzne. Metody badan komplekséw inkluzyjnych

przedstawione sa w nastgpujacych artykutach [84, 85, 86, 87, 88, 89].

lll-1.4. Zastosowanie CD w elektroforetycznym rozdzielaniu
zwigzkéw chiralnych

Jednym z prekursoréw wprowadzania cyklodekstryn do rozdzielania enancjomeréw
w metodach analitycznych byla prof. D. Sybilska [90].

Pierwsze zastosowania CD jako chiralnych selektorow w CE zostaly
przedstawione przez Smolkova-Keulemansova [91], Fanalego [92] i Terabe [93]. Kazdy
z tych autoré6w uzywat CD w innym typie elektroforezy. Smolkova-Keulemansova uzyta
CD jako chiralny selektor w izotachoforezie (CITP), Fanali w strefowej elektroforezie

kapilarnej (CZE) a Terabe w micelarnej elektrokinetycznej chromatografii (MEKC).
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Chociaz techniki byly roézne to zasady rozdzielania byly te same. Oznacza to, ze
mechanizm enancjoseparacji polegat na enancjoselektywnym oddziatywaniu chiralnego
zwiazku z cyklodekstryna, a nie wynikat z zastosowanej metody [94].

Biorac pod uwage wlasciwosci CD najbardziej istotnym w enancjoseparacji jest jej
uniwersalnos¢ w zdolnosci do chiralnego rozpoznawania wielu réznych klas zwiazkow
organicznych.

Cyklodekstryny moga by¢ uzywane pojedynczo lub w potaczeniu z innymi
chiralnymi, a takze niechiralnymi czynnikami. Najczgsciej stosowane sa w tym celu
siarczan dodecylu sodu (SDS) oraz chiralne surfaktanty (z grupy cholanéw sodowych
oraz syntetyczne). System ten zostal wprowadzony przez Terabe w 1990 [95]. Ujemnie
natadowane micele poruszaja si¢ w kierunku przeciwnym do EOF, podczas gdy
niejonowe CDs migruja z predkoscia rowna EOF. Na retencj¢ zwigzku wptywa podziat
hydrofobowego zwiazku pomigdzy roztwor elektrolitu, cyklodekstrye i faz¢ micelarna.
Ten sposéb zostal wykorzystany do enancjoseparacji licznych zwiazkéw [96, 97, 98].
Czgsto dodanie do cyklodekstryny innego czynnika zmienia enancjoselektywnosé takiego
uktadu, co moze powodowa¢ zmiang¢ kolejnosci migracji enancjomeréw [99].

Chiralng CE z wuzyciem CD wykorzystano do okreslania czystosci
enancjomerycznej chiralnych zwiazkéw chemicznych, agrochemicznych, dodawanych do
zywnosci, jak rowniez do badania zwiazkéw endogennych, metabolizmu
i farmakokinetyki enancjoselektywnych lekow [100, 101].

CE pozwala na réwnoczesng detekcj¢ chiralnego leku oraz jego metabolitow.
Czasami chiralne selektory nieefektywne jako sktadniki chiralnych kolumn w HPLC
moga okaza¢ si¢ efektywne w enancjoseparacji tych samych zwiazkéw w CE. Na
przyktad enancjomery chiralnego leku meptazinolu sa stabo rozdzielone na B-CD-¢j
kolumnie w HPLC, a jego metabolity nie dziela si¢ wcale. Zastosowanie natomiast 3-CD
w CE pozwala na r6wnoczesne rozdzielenie tych zwiazkow do linii bazowej.

CE pozwala réwniez na poréwnanie wynikow z innymi technikami dla lepszego

zrozumienia mechanizmdw enancjoselektywnych oddziatywan zwigzek-CD.

Odwrdcenie powinowactwa do poszczegdélnych enancjomeréw jest najbardziej

znaczaca zmiang, jaka moze mie¢ miejsce z powodu chemicznej badz strukturalnej
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modyfikacji chiralnego selektora. Badajac takie powinowactwo calego szeregu
chiralnych zwiazkéw do CD mozemy stwierdzi¢, Zze powinowactwo moze zmienic si¢
w zaleznosci od typu oraz potozenia podstawnika na pierscieniu CD, a nawet zaleze¢ od
rozmiaru luki CD, przy czym przykiady odwrotnego powinowactwa w zaleznosci od
rozmiaru luki sa raczej rzadkie [102].

W pracy [103] autorzy poréwnuja wptyw duzej ilosci podstawnikéw na sposob
rozpoznawania molekularnego CD. Zsyntezowana heptakis-(2-O-methyl-3,6-di-O-sulfo)-
B-CD (HMdiSu-B-CD) z 14 obszernymi podstawnikami sulfonowymi na obydwu,
zardwno pierwszorzedowym jak i drugorzedowym pierscieniu posiada utrudniony dostep
do wnetrza CD. Zbadano 27 kationowych zwiazkéw chiralnych w CE uzywajac B-CD
oraz HMdiSu-B-CD. Dla 12 z 16 zwiazkéw podzielonych z obydwoma CDs kolejnos¢
migracji enancjomerow byla przeciwna. Analiza struktury kompleksu zwiazek-CD
w roztworze wskazuje, ze w przeciwienstwie do kompleksowania inkluzyjnego pomigdzy
zwiazkiem a B-CD, podczas kompleksowania z HMdiSu-B-CD powstaje kompleks
zewnetrzny.

Duzy postgp w enancjoseparacji osiagnieto dzigki zastosowaniu anionowych
cyklodekstryn (siarczanowanych, sulfoalkilowanych, karboksylowanych, fosforowanych
itd.), ktére w zaleznosci od srodowiska moga by¢ obdarzone duzym fadunkiem ujemnym.
Szerokie spektrum tych cyklodekstryn zostalo uzytych do badania lekéw,
w szczegllnosci zasadowych i obojetnych [15]. Wzmocnienie selektywnosci
obserwowane dla jonowych CD w poréwnaniu do CD obojetnych odnosi si¢ gldwnie do
ich przeciwnej ruchliwosci w stosunku do EOF [104].

Rodzina selektywnie podstawionych izomeréw B-CD oraz y-CD zostala
wprowadzona przez Vigha [105]. Autor zsyntezowal pochodne siarczanowe przez
kompletne podstawienie pozycji nr 6. Pochodne te pozwolity dokonaé¢ rozdzielenia
zwiazkow obojetnych, zasadowych a nawet kwasowych.

Z kolei kationowe CD oparte na podstawnikach aminowych lub amonowych
stosowane sg coraz czgsciej do rozdzielania zwigzkoéw kwasnych i obojetnych [106, 107,
108, 109].
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llI-2. Surfaktanty

Surfaktanty sa amfifilowymi czasteczkami ztozonymi z czgéci polarnej tzw. glowy
i hydrofobowego ogona. Taka budowa sprawia, ze surfaktanty rozpuszczone
w roztworach maja tendencj¢ do tworzenia agregatow zwanych micelami. Tworzenie
miceli polega na takim ufozeniu surfaktantu, aby hydrofobowa cze¢s¢ czasteczki nie
musiata styka¢ si¢ z woda. Tworzenie miceli jest promowane przez niekorzystne
oddziatywania na koncach prostych warstw podwoéjnych. Nie ma prostej teorii opisujacej
te oddziatywania, jednak zbadano, ze tworzenie agregatow niepolarnych czasteczek
w wodzie jest wywotane przez efekt entropowy [63]. Powstate micele maja zupetnie inne
wilasciwosci niz ich wolne monomery w roztworze. Micele powstaja powyzej pewnego
ste¢zenia nazywanego krytycznym stezeniem micelarnym (cmc), ktére jest
charakterystyczng cecha surfaktantu w danym rozpuszczalniku.

W rozpuszczalniku polarnym hydrofobowa grupa surfaktantu jest skierowana do
$rodka, a polarna grupa jest skierowana w kierunku rozpuszczalnika. Micela pozostaje
polarnym agregatem o duzej rozpuszczalnosci z hydrofobowym srodkiem, w ktéry moga
wnikaé zwiazki o niepolarnej budowie. Na przyktad SDS solubilizuje benzen w wodzie,
rozpuszczalno$¢ wynosi ok. 40 czasteczek benzenu na micele [110]. Podczas
rozpuszczania surfaktantu w rozpuszczalniku niepolarnym nastgpuje odwrotne
uprzadkowanie monomerdw i otrzymuje si¢ micele odwrdocone, gdzie wngtrze miceli jest
hydrofilowe.

Struktura miceli nie jest doktadnie zbadana. Zaproponowano migdzy innymi
sferyczny model miceli [111], model warstwowy [112], pateczkowy (rod-like) [113]. Na
podstawie badan NMR Menger stwierdzil, ze micele maja struktur¢ nieuporzadkowana
ze splatanymi ogonami. Wedlug tego modelu micele maja postrzgpiona powierzchnig
z kieszeniami wypetnionymi roztworem [114]. Jeszcze bardziej skomplikowany model

helikalnej struktury miceli zostat zaproponowany dla sztywnych amfifili jak kwas
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deoksycholowy. Model ten pokazuje niepolarng czg$é czasteczki zorientowang

w kierunku roztworu wodnego [115].

sttty sferyczna
vewerewew \\
warstwowa g
s ¢ 4 b SR
nieuporzadkowana pateczkowa
Mengera

Rys I1I-7. Propozycje struktur miceli.

Surfaktanty moga by¢ uzywane jako fazy pseudostacjonarne w elektroforezie kapilarne;j
(MEKC). Chiralne rozréznienie zwiazkéw jest oparte na ich ré6znym wspofczynniku

podziatu pomigdzy chiralne micele a faze elektrolitu.

ll-2.1. Surfaktanty pochodzenia naturalnego

Kwasy cholowe

Kwasy cholowe sg syntezowane z cholesterolu w watrobie i odgrywajg istotng role
w usuwaniu cholesterolu z organizmu oraz solubilizacji i absorpcji lipidow. Sa gtéownymi

sktadnikami z6fci. W z6kci wystepuja gtownie cztery pochodne kwasu cholanowego:

o kwas cholowy (3,7,12-trihydroksycholanowy)
e kwas deoksycholowy (3,7-di trihydroksycholanowy)
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e kwas chenodeoksycholowy (3,7-dihydroksycholanowy)
o kwas litocholowy (3-hydroksycholanowy),

ktéore sa chiralnymi surfaktantami anionowymi, tworzacymi helikalne micele
o odwroconej konformac;ji [116].

Jak wskazuje zamieszczony wzor (rys. 11I-8), podstawniki hydroksylowe w kwasie
cholowym rozmieszczone sa po jednej stronie, a podstawniki wegglowodorowe po drugiej
stronie ptaszczyzny wyznaczonej przez skondensowane pierscienie cykloheksanowe.
Prowadzi to do plaszczyznowej polaryzacji czasteczek kwasu i jest zrodiem
wykazywanych przez nie tendencji do tworzenia agregatow (miceli). Czasteczka kwasu

cholowego zawiera 11 centréow chiralnosci.

Rys. I1I-8. Struktura chemiczna kwasow cholowych.

Symbol R, R, Cmc® (mM)
Cholan sodowy SC OH ONa 13-15
Deoksycholan SDC OH ONa 4-6
sodowy
Taurocholan sodowy | STC H NHCH,CH,SO;Na | 10-15
Taurodeoksycholan |STDC H NHCH,CH,SO;Na | 2-6
sodowy

“krytyczne stezenie micelarne w wodzie w 25°C [117].
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Monomery kwasu cholowego posiadaja w swojej budowie szkielet steroidowy, ktory
moze by¢ podstawiony w pozycje Rj, R, (rys. III-8). Monomery moga rowniez by¢
potaczone z tauryna lub glicyna w pozycji R2. Wolne cholany: sodowy i deoksycholowy
moga by¢ uzyte w CE w pH>5, podczas gdy potaczone w pozycji R; cholan taurynowy
tj. taurocholan sodowy oraz taurodeoksycholan sodowy moze by¢ stosowany w pH>3.
Taurocholany posiadaja dwie grupy hydroksylowe w zwiazku z tym powinny by¢ nieco
bardziej hydrofilowe od tréjhydroksylowych cholanéw.

Uwaza sig, ze micele deoksycholanu posiadaja wydtuzona, helikalng struktur¢ ze
skretem lewostronnym (left-handed twist). Natadowany boczny tancuch znajduje si¢
w $rodku tej helisy z przylaczonym kationem, a monomery uktadaja si¢ jeden nad drugim
ze wszystkimi grupami hydroksylowymi skierowanymi w jednym kierunku.

Tréjhydroksylowe kwasy cholowe wydaja si¢ formowac inny typ struktury miceli.
Przypuszczalnie kwas cholowy tworzy warstwe podwdjng z kanatami hydrofobowymi
i hydrofilowymi utworzonymi przez naktadanie (stacking) monomeréw cholanu [118,
119]. Podstawowg jednostka tych miceli jest dimer, ktéry moze tworzy¢ fancuchy.

Model solubilizacji zwiazkéw dla miceli taurochlanu obejmuje uczestnictwo dimerow
oraz wyzej uporzadkowanych multimerow [120].

Zastosowanie kwasow cholowych w elektroforezie zostato oméwione w rozdz. I1I-2.3.

Naturalnie wystepujqce surfaktanty glikozydowe (SG)

Digitonina

Digitonina jest glukozydem otrzymywanym z roslin Digitalis purpurea; aglikon stanowi
digitogenina, ktéra jest potaczona z pigcioma grupami cukrowymi.

Digitonina jest zwiazkiem elektrycznie obojetnym. Zazwyczaj dodaje si¢ do niej
jonowych miceli, aby utworzy¢ natadowane micele, ktore tworza faze pseudostacjonarng
(rys. 111-9).
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Rys. III-9. Struktura chemiczna digitoniny.

Stosujac ten chiralny surfaktant w polaczeniu z SDS w warunkach kwasnych,

rozdzielono enancjomery fenylotiohydantoino(PTH)-DL-aminokwaséw [121].

saponiny

Jest to grupa substancji roslinnych, ktérych masa czasteczkowa wynosi 600 - 1500.
Skiada si¢ z dwodch czesci: aglikonu - sapogenina i glikonu — sacharyd. Saponiny

dzielimy na dwie grupy:

saponiny tréjterpenowe - trojterpenowy charakter aglikonu,

saponiny sterydowe - steroidowy charakter aglikonu.
Ishihama i Terabe [122] zastosowali szereg saponin (np. B-escyn¢ (rys. 11I-10)) jako
chiralne surfaktanty do rozdzielenia dansylowych pochodnych aminokwaséw. Bufor

zawierajacy uklad B-escyna - SDS w kwasnych warunkach byt szczegdlnie efektywny,

podczas gdy przy pH obojetnych rozdzielenie byto niewystarczajace.

59



Rys. 11I-10. Struktura chemiczna B-escyny.

lll-2.2. Surfaktanty syntetyczne

Wiele chiralnych surfaktantow zostato w ostatnich latach zsyntezowanych
i zastosowanych w enancjoseparacji. Wsrod nich najwigksza grupe stanowia syntetyczne
surfaktanty glikozydowe (SG).

Surfaktanty glikozydowe r6znia si¢ znacznie w swojej budowie. Moga wigc wykazywac
zréznicowane wiasciwosci enancjoselektywne. Wigkszos¢ z nich jest obojetnymi
surfaktantami, ktére moga zosta¢ zjonizowane in situ przez kompleksowanie grup
sacharydowych z jonami boranowymi tworzac natadowane micele [123]. Tak wigc SG
moga by¢ uzywane jako obojetne selektory chiralne do rozdzielania jonowych
stereoizomeréw [124, 125] albo natadowane in situ chiralne micele do rozdzielania
obojetnych i jonowych enancjomeréw [126].

Z pozostatych syntetycznych surfaktantow mozna réwniez wymienié¢ [123]:
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- N-alkanoylo-L-aminokwasy,
- N-dodekoksykarbonylo-aminokwasy

- surfaktanty oparte na kwasie winowym i inne.

ll-2.3. Zastosowanie surfaktantow w enancjoseparacji

Micelarna elektrokinetyczna chromatografia (MEKC) moze by¢ realizowana na
dwa sposoby. Pierwszy polega na uzyciu chiralnych surfaktantow, drugi na zastosowaniu
niechiralnego surfaktantu w obecnosci chiralnego selektora, np. cyklodekstryny.

W pierwszej z tych metod mozemy wyr6znic:

- zastosowanie jonowych chiralnych surfaktantow jako enancjoselektywnych faz
pseudostacjonarnych,

- zastosowanie obojetnych surfaktantow chiralnych facznie z jonowymi surfaktantami
niechiralnymi (micele mieszane).

Pierwszymi popularnymi surfaktantami chiralnymi byly naturalne kwasy cholowe.
Zostaly one zastosowane do rozdzielania réznych racemicznych amin, alkoholoamin oraz
aminokwasow [127, 128]. Mechanizm rozpoznawania enancjomerow nie zostat jeszcze
dostatecznie wyjasniony, ale przyjmuje si¢, Ze helikalna struktura miceli oddziatuje w
rézny sposéb z enancjomerami, posiadajacymi sztywna i plaska strukture
prawdopodobnie w skutek sztywnej struktury kwaséw cholowych [129].

Rozdzielanie enancjomeréw lekow znieczulajacych miejscowo przez zastosowanie
miceli mieszanych bylo badane przez Amini’ego [130]. Autorzy wykazali, ze dodanie
obojetnego surfaktantu moze powodowac z jednej strony nie tylko stabsze oddziatywania
fazy micelarnej z enancjomerami, ale rowniez zmiang tych oddziatywan, w wyniku czego
moze nastapi¢ odwrdcenie kolejnosci enancjomerdw.

Z nielicznymi  wyjatkami  enancjoseparacj¢ w obecnosci  surfaktantéw
glikozydowych uzyskiwano powyzej krytycznego stgzenia micelarnego cmc, co
wskazuje na to, ze obecnos¢ chiralnego surfaktantu w formie miceli jest warunkiem
koniecznym do chiralnego rozpoznawania. Dla poszczegélnych enancjomerow

optymalne st¢zenie surfaktantu zalezy od jego budowy [131]. Dla przyktadu dwa
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surfaktanty OG (oktyl-B-D-glukopiranoza) i NG (nonyl-B-D-glukopiranoza) majace
identyczna chiralng glowe, natomiast rozny alkilowy ogon. Alkilowy tancuch NG ma
jeden atom wegla wiecej niz OG a wartos¢ cmc dla NG jest 4 razy nizsza niz dla OG.
W rezultacie st¢zenie NG potrzebne do uzyskania rozdzielenia jest mniejsze niz dla OG.
Jednakze zalezno$¢ rozdzielenia chiralnego w obydwu przypadkach wykazuje te same
trendy. Na rozdzielenie chiralne wptyw maja réwniez inne czynniki tj. pH, sita jonowa
buforu, temperatura, dodatki organiczne.
Dynamizm zwiazany z charakterem miceli ma ujemny wplyw na rozdzielenie chiralne.
Micele nie zachowuja $cisle zdefiniowanej konfiguracji, ale sa w dynamicznej
réwnowadze z monomerycznym surfaktantem pozostajacym w roztworze. Ta rownowaga
asocjacyjno-dysocjacyjna moze wptywac na rozréznienie chiralne. Aby przebada¢ ten
efekt Dobashi [132] poréwnal rozdzielanie estru izopropylowego aminokwasu 3,5-
dinitrobenzolowego z polimerem poly [-SUV oraz zwyklymi micelami. Autor
zaobserwowal mniejsza enancjoselektywnos¢ w przypadku polimeru niz dla
monomerycznego surfaktantu.

Czgsto do enancjoseparacji uzywa si¢ rowniez surfaktantow niechiralnych, np. SDS
w polaczeniu z selektorem chiralnym, ktorym najczesciej jest cyklodekstryna. Ujemnie
natadowane micele poruszaja si¢ w kierunku przeciwnym do EOF, podczas gdy oboj¢tna
cyklodekstryna porusza si¢ z EOF. Podziat hydrofobowych zwiazkéw pomigdzy roztwor,
micele oraz CD powoduje zréznicowanie migracji ich enancjomerow i ich rozdzielenie
[133]. Mozna rowniez uzyska¢ odwrotna kolejno$¢ migracji enancjomeréw niz dla same;j
CD [134, 135].

lll-3. Etery koronowe

Etery koronowe — sg to zwiazki zdefiniowane jako makrocykliczne etery zawierajace
w swojej strukturze pojedynczy, cykliczny szkielet polieterowy {OCH>CH;]}-. Definicj¢
t¢ rozszerzono poOzniej, uwzgledniajac réwniez obecno$¢ innych heteroatomow
w pierscieniu. Badaczami eterow koronowych byli Donald J. Cram, Jean-Marie Lehn

i Charles J. Pedersen, ktorzy w 1987 roku otrzymali Nagrod¢ Nobla.
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Etery koronowe cechuja si¢ szczegdlnymi witasciwosciami:

» rozpuszczaja si¢ w licznych rozpuszczalnikach.

» sa doskonatymi ligandami dla wielu jonéw - tacza si¢ one z jonami stosunkowo
stabymi oddziatywaniami jon-dipol, ktére jednak po zsumowaniu wielu takich
oddziatywan dajq trwaty kompleks.

» sa bardzo selektywnymi ligandami - zmieniajac rozmiar i topologi¢ ich ukiadow
cyklicznych, mozna otrzymywac¢ zwiazki, ktoére wiaza scisle okreslone jony np.:
wylacznie K+ lub wytacznie Mg2+, z okreslona sita.

» w przypadku kryptandéow i sferandow, skompleksowany jon staje si¢
"niewidzialny" dla innych czasteczek, gdyz jest otoczony ze wszystkich stron

przez ligand.

Cecha charakterystyczng eterow koronowych jest ich zdolnos¢ selektywnego
i specyficznego oddzialywania z jonami metali [136, 137]. W stosunku do swych
analogéw niecyklicznych charakteryzuja si¢ wysokimi wartosciami statych trwatosci
kompleksow [138]. Energia, z jaka jony metalu wigzane sa przez wneke
makropierscienia, zalezy od jej rozmiaréw, rodzaju wneki i liczby atoméw w pierscieniu,

oraz od czynnikow stereochemicznych i konformacyjnych.

llI-3.1. Zastosowanie eteréow koronowych w enancjoseparacji

Etery koronowe sg cyklicznymi polieterami, zdolnymi do tworzenia kompleksow
gos¢é-gospodarz z jonami metali alkalicznych oraz pierwszorzgdowymi kationami
amonowymi. Chiralne etery koronowe potrafia enancjoselektywnie inkludowa¢ zwiazki
posiadajace pierwszorzgdowa grup¢ aminowa (rys. III-12). Najczgsciej stosowany
tetrakarboksylowany eter 18-korona-6 (18C6H4) zostat zsyntezowany przez Behra [139].
Tworzenie kompleksow z eterami koronowymi wynika z tworzenia wiazan wodorowych
pomigdzy trzema wolnymi atomami wodoru w aminie a atomami tlenu
makrocyklicznego eteru (tripod arrangement). Dodatkowo, grupy karboksylowe sa

utozone prostopadle do ptaszczyzny makrocyklicznego pierscienia, tworzac barierg
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chiralng, ktéra dzieli dostgpna dla podstawnikow przestrzen na dwie czgsci. Poza
wiazaniami wodorowymi, ktére moga tworzy¢ si¢ rowniez pomigdzy grupami
karboksylowymi a grupami polarnymi badanego zwiazku wystgpuja oddzialywania
jonowe oraz dipol-dipol [140].

Wiazanie wodorowe

Oddziatywanie jon-dipol

Rys. III-12. Oddzialywanie eterow koronowych z pierwszorzedowq grupq aminowq.

Chiralny eter koronowy (18C6H4) zostat wprowadzony przez Kuhna do rozdzielania
chiralnych aminokwas6w i ich pochodnych [141,142]. Znalazt on réwniez zastosowanie
w enancjoseparacji dipeptydow [143] oraz réznych lekéw zawierajacych
pierwszorzgdowe grupy aminowe [144].

Roéwniez niechiralne etery koronowe zostaly zastosowane w potaczeniu

z cyklodekstrynami do rozdzielenia zwigzkow chiralnych [145].
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Cel pracy

Coraz wigksze zapotrzebowanie na substancje czyste wptywa na rozwdj metod
otrzymywania zwiazkéw homochiralnych, jak réwniez rozwdj metod wykorzystywanych
do kontroli czystosci enancjomerycznej. W ostatnich latach w bardzo szybkim tempie
wzrasta znaczenie elektroforezy kapilarnej jako metody analizy, o czym $wiadcza liczne
publikacje na ten temat [15,16].

Duzy postgp w enancjoseparacji w elektroforezie kapilarnej osiagnigto dzieki
zastosowaniu cyklodekstryn obdarzonych duzym tadunkiem ujemnym [104] np. s-B-CD.

Celem pracy byto wykorzystanie uktadow elektroforetycznych ztozonych z dwéch
selektorow chiralnych do optymalizacji rozdzielenia wybranych zwiazkow
o wilasciwosciach leczniczych. Okreslenie optymalnych warunkéw prowadzenia
eksperymentu wymaga poznania mechanizmu odpowiedzialnego za rozdzielenie
enancjomerow, jak réwniez wskazania czynnikow krytycznych, majacych najwiekszy
wplyw na uzyskane rozdzielenie.

Badania wstgpne i prosty model teoretyczny postuzyly do zaprojektowani uktadu
podwdjnego ztozonego z s-B-CD i CD obojetnej, ktory zostat poddany weryfikacji
eksperymentalnej.

Dodatkowo sprawdzono mozliwos¢ wykorzystania obok cyklodekstryn innych
selektoréw chiralnych takich jak kwasy cholowe i etery koronowe w celu sprawdzenia

przydatnosci ich wykorzystania do rozdzielania enancjomeréw w uktadach podwdjnych.
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CZESC DOSWIADCZALNA | SYMULACJE

Wprowadzenie

Czes¢ doswiadczalna sktada si¢ z szesciu rozdziatow:

>

Rozdziat IV obejmuje opis wykorzystywanej aparatury, odczynnikéw, procedur
oraz substancji badanych.

Rozdzial V zawiera wyniki badan wstegpnych; przedstawione sg w nim réznice
w zachowaniu si¢ cyklodekstryn obojetnych oraz anionowej s-B-CD, wyznaczone
podstawowe wlasciwosci badanych zwiazkéw, ktére maja wplyw na sifg
kompleksowania gos¢-gospodarz.

W rozdziale VI przedstawiono modele rozdzielania enancjomerow z jednym oraz
dwoma selektorami oraz omowiono wyniki eksperymentalne otrzymane dla tych
uktadéw z réznymi cyklodekstrynami.

Rozdziat VII przedstawia metod¢ optymalizacji rozdzielenia enancjomeréw oraz
prezentuje stworzong strategi¢ postgpowania przy enancjoseparacji zwiazkow
zasadowych i obojetnych.

W rozdziale VIII przedstawione zostaly mozliwosci zastosowania innych,
podwdjnych uktadéw supramolekularnych do rozdzielania enancjomeréw.

Rozdziatl IX zawiera dyskusj¢ otrzymanych wynikow i wnioski koncowe.

Rozdziat IV

Aparatura i warunki prowadzenia eksperymentu

IV-1. Aparatura
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Pomiary elektroforetyczne zostaty wykonane przy uzyciu aparatu do elektroforezy
kapilarnej Sectrophoresis Ultra firmy Thermo Separation Products (San Jose, California),
wyposazonego w detektor spektrofotometryczny UV-VIS. Pomiary prowadzono przy
dwoch dtugosciach fali 220 oraz 254 nm. Uzywano kapilary szklanej o srednicy 75 pum,
dtugosci 63 cm oraz dlugosci efektywnej 58 cm (dtugos¢ do okienka detektora). Jesli nie

zaznaczono inaczej analizy wykonano w nast¢pujacych warunkach:

napigcie przytozone do elektrod:
a) dla normalnej polaryzacji elektrod 25 kV (pH=7;10;12)
b) dla polaryzacji odwroconej —25 kV (w pH=2,5 z wyjatkiem analiz
z pojedynczymi uktadami cyklodekstryn obojetnych),

temperatura 25 °C,

prébki wprowadzano hydrodynamicznie przez 2s stosujac cisnienie 0,8psi.

Jako bufor  podstawowy stosowano 18 mM  buforowy roztwor
trishydroksymetyloaminometanu (Tris), z dodatkiem kwasu ortofosforowego dla
roztworéow kwasnych oraz NaOH dla roztworéw zasadowych.

Jesli byla taka koniecznos¢ EOF byt wyznaczany za pomoca tiomocznika.

Badane substancje byly rozpuszczane w wodzie.

IV-2. Procedury kondycjonowania i mycia kapilary

Nowa kapilara byta przygotowywana do pracy wg nastegpujacej procedury:

1. mycie 0,1 M NaOH przez 10 min,

2 kondycjonowanie 0,1 M NaOH przez 20 min, przy napigciu 20 kV,

3. mycie woda destylowana przez 20min.

Pomiedzy kazda analiza kapilara byla myta woda przez 2 min a nastgpnie buforem

réwniez przez 2 min.

IV-3. Odczynniki i badane zwiqzki

Wszystkie obojetne cyklodekstryny: a-, B-, y-CD, heptakis (2,6-di-O-metylo)-B-
cyklodekstryna (DM-B-CD), 2-hydroksy-propylo B-cyklodekstryna (HP-B-CD), per-
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metylowana B-cyklodekstryna (TM-B-CD) pochodzity z firmy Chinoin (Budapeszt,
Wegry), natomiast siarczanowana B-CD (s-B-CD) pochodzita z firmy Aldrich (St. Louis,
USA). Pozostate zastosowane odczynniki: Tris, NaOH, H3;PO4 (POCh Polska) mialy

czystos¢ cz.d.a.

Badane zwigzki: feniramina, bromfeniramina, metoksyfenamina, doksylamina,
cyklopentolat, epinefryna, bametan, ketamina oraz efedryna w postaci racemicznych soli
pochodzity z firmy Sigma (Steinheim, Niemcy). Ponadto do sporzadzania
nieracemicznych mieszanin w celu zbadania, ktéry z enancjomeréw jest silniej
kompleksowany przez poszczegdlne cyklodekstryny zakupiono (+)-bromfeniraming oraz
(-)-epinefryne. Enancjomery (+) oraz (-) — efedryny zakupiono w firmie Fluka (Buchs,
Niemcy). Nieracemiczna mieszanine cyklopentolatu otrzymano przez mikropreparatywne
rozdzielenie na kolumnie Chiracel OD [146].

Tabela IV-1 przedstawia nazwy badanych zwiazkow, ich wzory oraz zastosowanie jako
substancji leczniczych [147].

Z punktu budowy chemicznej, wspolng cecha badanych zwiazkow jest posiadanie
drugo- lub trzeciorzedowego atomu azotu aminowego oraz obecnos$¢ pierScienia

fenylowego.

Tabela IV-1. Struktura i dzialanie badanych zwiqzkow.

Nazwa zwiazku Wzoér Dziatanie
Feniramina antyalergiczne
Na s ~CH,
I N - CH,O,
F CH;,
Bromfeniramina r antyalergiczne

CH
N\ * N/ 3 C4H404
CH,

\
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Metoksyfenamina

HN—CH,

H,C—CH—CH,

pobudzajace,
sympatykomimetyk

H,C—O
HCI
Doksylamina antyalergiczne i
przeciwwymiotne,
CH,
N NS oty réwniez uspokajajace
| - © C4HeO,
F CH,
Cyklopentolat parasympatykolityczne,
rozszerza zrenic
a4 0zszerza zrenice
. O\/\N/CHa
7+ Hcl
0 CH,
Epinefryna H lek antyastmatyczny,
OH . N\CHS Hel sympatykomimetyk
HO
Bametan H rozszerza naczynia
£ N
Lot i H,S 0, obwodowe
HO
Ketamina znieczulajace
N antyastmatyczne
m - HCI
0o
Efedryna rozszerzajace oskrzela,

HCI

sympatykomimetyk
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Wykorzystywane w pracy chiralne etery koronowe, ktorych struktury przedstawiono
w tabeli VIII-3 na stronie 153, zostaly zsyntezowane w grupie prof. J. Jurczaka

Instytucie Chemii Organicznej PAN [148].

IV-4. Metoda wyznaczania stalych trwafosci

W celu wyznaczenia statych trwatosci wykonano eksperymenty dla szesciu réznych
stezen selektora w zakresie 0-0,015 [mol/dm3]. Ruchliwo$é elektroforetyczng dla danego

st¢zenia selektora obliczono ze wzoru II-7:

L,L 1 1
eff __ , obs EOF= D= g >
H 7 (t )

m tEOF

State trwatosci komplekséw zostaly wyznaczone metoda nieliniowej regresji danych

eksperymentalnych korzystajac z rwnania (/I-21),:

o _ W7+ pmK [H])
1+K [H]

bedacego korelacja pomiedzy ruchliwoscia elektroforetyczna zwiazku a stalg trwatosci
jak réwniez ruchliwoscia elektroforetyczna kompleksu.

Wartosci p™ zwiazkéw otrzymano eksperymentalnie wykonujac analize przy braku
chiralnego selektora w buforze. Wartos$¢ tgor Wyznaczono dodajac do buforu neutralny
marker DMF,
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Rozdziat V

Badania wstepne

Pozorng ruchliwos¢ elektroforetyczng zwiazku opisujemy zgodnie ze wzorem (//-6):

/uobs - lueﬁ”+ﬂEOF

W przypadku normalnej polaryzacji detektor znajduje si¢ przy katodzie. Aby zwiazek
mogt zmierza¢ do katody wielko$¢ pobps musi mieé¢ wartoscia dodatnia. Warunek ten jest
spetniony dla zwiazkéw obdarzonych tadunkiem dodatnim, a takze ujemnym, gdy modut
ujemnej ruchliwosci elektroforetycznej |p®™ | jest mniejszy od EOF. Kiedy modut
ruchliwosci elektroforetycznej zwiazku obdarzonego tadunkiem ujemnym jest wigkszy
od przeptywu elektroosmotycznego zwigzki migruja w kierunku przeciwnym - do anody.
W takim przypadku nalezy zmieni¢ polaryzacj¢ elektrod na przeciwna, aby mozliwa byla
detekcja po stronie anodowej (polaryzacja odwr6cona).

Wynika z tego, ze znajomos¢ wielkosci przeptywu elektroosmotycznego, ruchliwosci
elektroforetycznych zwiazkéw badanych, a takze wplywu cyklodekstryn na obie

wielkosci maja istotne znaczenie na sposob przeprowadzenia eksperymentu.
V-1. Wplyw pH na przeptyw elektroosmotyczny
Zaleznos$¢ wielkosci EOF od pH w analizowanym ukladzie przedstawia rys. V-1.

Wielkos¢ EOF obliczono ze wzoru II-7 przyjmujac, ze ruchliwosé pf =0 (obojetny

marker). Wzor przyjmuje wtedy postac:

£ L 1
obs EOF D™t
U’ = y"or = (—)
] t EOF
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Rys. V-1. Wptyw pH buforu na wartosé¢ przeplywu elektroosmotycznego. Warunki:
bufor Tris 18mM, temp. 25°c, napigcie 25kV, srednica kapilary 75 um.

Jak wynika z wykresu, dla pH=4 przeptyw elektroosmotyczny jest niewielki. Po
przekroczeniu tej wartosci zaczyna szybko rosnaé, co wynika z dysocjacji grup

silanolowych szklanej kapilary. Dla pH=10 EOF osiaga wartos¢ 52,1 cm’kV'min™.

V-2. Wptyw pH na ruchliwosé elektroforetyczng badanych

zwigzkoéw

Ruchliwosé elektroforetyczna zwiazkow zalezy od stosunku fadunku do masy czasteczki
w warunkach eksperymentu i jest silnie zwiazana z wartoscig pH buforu. Wyznaczone

wg rownania /I-7 ruchliwosci elektroforetyczne zwigzkéw przedstawiono na rys. V-2

irys. V-3.

72



a cykI;p;niolat ]

2 20 O epinefryna
f‘, 12 O ketamina
g_._.1 4 X é . X bametan
E E1 24 x X Q X X | X metoksyfenamina
£%10 kg
o =X
358 .
g 26 X
g 4 g
S 2
: 0 L*"’ T RS T oﬁ—"g —

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

pH

Rys. V-2. Wplyw pH buforu na ruchliwos¢ elektroforetyczng cyklopentolatu,
epinefryny, ketaminy, bametanu i metoksyfenaminy. Warunki: bufor Tris 18mM, temp.
25°c, napigcie 25kV, srednica kapilary 75 um.

25 A bromfeniramina
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Rys.V-3. Wplyw pH buforu na ruchliwos¢ elektroforetyczng feniramin i doksylaminy.
Warunki: bufor Tris 18mM, temp. 25°¢, napigcie 25kV, srednica kapilary 75 um.
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Uzyskane wyniki pozwalajgq podzieli¢ badane zwiazki na dwie grupy. Pierwsza
stanowia zwiazki, ktére posiadaja jeden atom azotu zdolny do przylaczania protonu:
cyklopentolat, bametan, ketamina, metoksyfenamina oraz epinefryna. Najlatwiej
protonowaniu ulegaja bametan oraz metoksyfenamina. Ich wartosci pK, sg wigc wigksze
niz dla cyklopentalatu, epinefryny i ketaminy. Najwigksze réznice w ruchliwosciach
elektroforetycznych dla tej grupy obserwujemy dla pH pomiedzy 8-9. W warunkach
bardziej kwasnych, kiedy przewazajaca cze$¢ czasteczek jest juz sprotonowana,
obserwujemy brak wptywu pH na ruchliwo$é. Ponadto, ze wzgledu na zblizone masy
czasteczkowe i ladunek badanych zwiazkéw, ich ruchliwosci elektroforetyczne sa
podobne.

Druga grupg zwiazkow sg feniraminy. Z rys. V-3 wynika, ze w srodowisku powyzej
pH=7 zachowuja si¢ podobnie do grupy pierwszej. Jedyna r6znica polega na tym, ze
fatwiej ulegajq protonowaniu. Natomiast w silnie kwasnych roztworach, protonowaniu
ulega dodatkowo pierscien pirydynowy (pK, pirydyny wynosi 5,15 [149]). W zwiazku
z tym zmienia si¢ gesto$¢é fadunku tych zwiazkéw i w warunkach elektroforetycznych
poruszaja si¢ one znacznie szybciej.

W pH=12 wigkszos¢ badanych zwiazkéw jest w formie obojgtnej, z wyjatkiem
bametanu. Bametan wykazuje ujemng ruchliwo$é¢ (wychodzi po EOF), wynikajaca

prawdopodobnie z silnej solwatacji jego czasteczek przez czasteczki rozpuszczalnika
(rys. V-4).
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Rys.V-4. Wplyw pH buforu na ruchliwos¢ elektroforetycznq bametanu. Warunki

prowadzenia eksperymentu podano w rozdz. IV.

V-3. Zachowanie sie cyklodekstryn w ukfadach
elektroforetycznych

Podstawowa cecha odrézniajaca obojetne cyklodekstryny od ich jonowych
pochodnych w technikach elektromigracyjnych sa ich odmienne ruchliwosci
elektroforetyczne. Oboje¢tne CD nie posiadaja wiasnej ruchliwosci, wigc poruszaja si¢
razem z EOF. S-B-CD jest obdarzona tadunkiem ujemnym a jej zmierzona ruchliwos¢
elektroforetyczna przy pH=2,5 wynosi —27,29 [cmsz"min'l]‘. W zaleznosci od tadunku
wilasnego cyklodekstryny, w rézny sposéb wpltywaja one na ruchliwos¢ analizowanych
zwigzkow.

W przypadku obojetnej cyklodekstryny ruchliwos¢ skompleksowanego zwiazku
moze zmieniaé¢ si¢ w skonczonym zakresie, przy normalnej polaryzacji elektrod od
ruchliwosci wolnego zwiazku, do ruchliwosci z jaka porusza si¢ EOF:

NEOF < °MP free

B H (Ved)

! Ruchliwosé elektroforetyczna s-B-CD zostata wyznaczona metoda detekcji posredniej z wykorzystaniem
kwasu p-toluenosulfonowego. Warunki eksperymentu byly takie same jak podano w rozdziale IV. Bufor:
18mM Tris, 20mM kwas p-toluenosulfonowy, pH=2,5.
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N _— .
gdzie: | T _ ruchliwosé elektroforetyczna wolnego zwiazku,

OMP _ ruchliwosé elektroforetyczna kompleksu,

7

uEOF — przeptyw elektroosmotyczny (ruchliwos¢ zwiazku obojetnego),
lub, gdy brak jest EOF:

comp - l‘lfree V-2)

O<p
Wypadkowa ruchliwo$¢ zwigzku moze zatem zmienia¢ si¢ od ruchliwosci wolnego
zwiazku do predkosci z jaka porusza si¢ EOF.
Kiedy stosujemy cyklodekstryny jonowe, ruchliwosé zwiazku mozna wyrazié
nastepujaco:

HSEL < l‘lcomp < l'lfre:e (V-3)

SEL Y
K — ruchliwos¢ elektroforetyczna selektora

Z wyrazen tych wynika, ze w przypadku jonowych cyklodekstryn przedziat ruchliwosci
moze by¢ znacznie szerszy niz dla cyklodekstryn obojetnych. Np. pierwsze proby
zastosowania s-B-CD w pH=2,5 do rozdzielania enancjomeréw badanych zwiazkéw
wskazaly, ze analizowane zwiazki zmieniaja swoja dodatnig ruchliwosé
elektroforetyczng w formie nieskompleksowanej, na ujemna wypadkowa ruchliwos¢
w wyniku oddziatywania z silnie anionowa s-B-CD. W zwiazku z tym przy bardzo matej
wartosci EOF poruszaja si¢ one w kierunku anody, co uniemozliwito ich detekcj¢ przy
normalnej polaryzacji. Wyjsciem z zaistnialej sytuacji byla zmiana polaryzacji elektrod
na odwrotng. Zastosowanie odwroconej polaryzacji elektrod sprawito, ze mozna bylo
prowadzi¢ analizy przy tak niskim pH.

Przy wyzszych warto$ciach pH (27) duzy EOF daje mozliwos¢ detekcji zwiazkow przy
normalnej polaryzacji elektrod.

Na rys. V-5 przedstawiono przykladowe rozdzielenie enancjomeréw bromfeniraminy

oraz metoksyfenaminy w pH=7 oraz pH=2,5.
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Rys. V-5. Elektroferogram rozdzielenia enancjomerow bromfeniraminy (A) oraz
metoksyfenaminy (B) w pH=2,5 oraz pH=7 dla stezenia [s-f-CD]=10 mg/mi.

Warunki: bufor Tris 18mM, temp. 25°C, srednica kapilary 75 um.

Poréwnujac  przedstawione elektroferogramy dla bromfeniraminy oraz
metoksyfenaminy stwierdzamy, ze zwiazki te réznie zachowuja si¢ przy roznych
wartosciach pH. Bromfeniramina w pH=7 dzieli si¢ znacznie lepiej niz w pH=2,5, ale
czas analizy jest dluzszy - wynosi powyzej 10 min. Metoksyfenamina lepiej dzieli si¢
w pH=2,5, przy czym dla obu pH podzialy sa dobre. Odwrotnie niz dla bromfeniraminy
czas analizy w pH=7 jest znacznie krétszy (5 min.) niz w pH=2,5 (18 min.).

W zwiazku z réznym zachowaniem si¢ zwiazkéw w zaleznosci od pH dalsze badania

przeprowadzono dla trzech reprezentatywnych wartosci:

77



1. pH=12, w tych warunkach czasteczki zwiagzkéw sa obojetne (z wyjatkiem
bametanu);

2. pH=7, gdzie zwiazki sa obdarzone tadunkiem dodatnim (protonowany azot
w tancuchu alifatycznym);

3. pH=2,5, w tych warunkach feniraminy posiadaja protonowany pierscien

pirydynowy.

Rozdziat VI

Rozdzielanie enancjomeréw w elektroforezie kapilarnej

modyfikowanej cyklodekstrynami

VI-1. Opis uktadow elektroforetycznych

VI-1.1. Wybrane  zagadnienia literaturowe dotyczace

cyklodekstryn obojetnych

Strefowa elektroforeza kapilarna z zastosowaniem cyklodekstryn obojetnych (jak
rowniez innych obojetnych selektorow chiralnych), prowadzona w buforach nosnych
o niskich wartosciach pH pozwala na rozdzielanie zwiazkow o wlasciwosciach
zasadowych. Stosowane s najczesciej dostgpne handlowo a-, B- oraz y-cyklodekstryny,
jak rowniez ich niektore pochodne. Postulowany mechanizm rozdzielenia z uzyciem
cyklodekstryn zaklada stereospecyficzne kompleksowanie czasteczek goscia wewnatrz
luki cyklodekstryny, przy czym jeden z enancjomeréw kompleksowany jest silniej niz
drugi [150]. Przy matych wartosciach pH przeptyw elektroosmotyczny jest minimalny
i obojetna cyklodekstryna porusza si¢ z EOF. W tych samych warunkach, zwiazki

o wiasciwosciach zasadowych zostaja protonowane i poruszaja si¢ w polu elektrycznym
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w kierunku detektora. Kiedy czasteczka substancji rozpuszczonej wniknie do luki
cyklodekstryny, jej mobilno$¢ znacznie spada i wéwczas moze nastapi¢ chiralne

rozpoznanie rys. VI-1 [151, 152].

Zwiazek d E, E,
K = P
zasadowy P
—> EoF o
(A+), >off noon EOF
, gl i
obojetnaCD | — et non
+niskie pH and
(A") (AH+CD

Rys. VI-1. Schemat rozdzielania czqsteczek zasadowych z obojetnymi CDs.
Czas migracji zwiqzku wydtuza sie. Silniej kompleksowany enancjomer E,
wychodzi jako drugi.

CZE z zastosowaniem cyklodekstryn moze by¢ takze prowadzona przy wysokich
warto$ciach pH. Ten przypadek skuteczny jest np. dla zwigzkéw, ktére w tych
warunkach maja tadunek ujemny. Ujemny ladunek czasteczek goscia powoduje, ze jego
przeplyw elektroforetyczny ma kierunek przeciwny niz przeptyw elektroosmotyczny.
Obojetne czasteczki cyklodekstryny poruszaja si¢ z EOF. Oddziatywanie czasteczek
analizowanego zwigzku posiadajacych tadunek ujemny z czasteczkami cyklodekstryny
powoduje skrécenie czasu migracji. W ten sposéb enancjomer, ktéry oddziatuje
najsilniej, jest wymywany najszybciej, odwrotnie niz dla zwiazkéw obdarzonych

fadunkiem dodatnim, co pokazano na rys. VI-2 [153].
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Zwiazek kwasny d E, E
- L+ 1- P
(A), P
. _> 1
obojetna CD + Bar EOF & &
T ho
wysokie pH «— e ,'“‘. :.“.‘
(A)+CD (A)

Rys. VI-2. Schemat rozdzielania czqgsteczek o charakterze kwasnym
z obojetnymi CDs. Czas migracji zwiqzku skraca sie. Silniej kompleksowany
enancjomer E,wychodzi jako pierwszy.

Jak wspomniano w badaniach wstgpnych, cyklodekstryny oboj¢tne moga by¢
stosowane jedynie do rozdzielania zwiazkéw obdarzonych tadunkiem (pomijamy tu
mozliwo$¢ zastosowania dodatkowych czynnikéw, np. surfaktantéw). Poniewaz takie
zwiazki w pewnych warunkach pH réwniez staja si¢ obojetne, istotna staje si¢ znajomos¢
ich pK,.

Zwiazki badane w niniejszej pracy sa aminami, ulegaja one w srodowisku kwasnym
protonowaniu i poruszaja si¢ w kierunku katody. Oboje¢tna CD poruszajaca si¢ z EOF
bedzie ten proces zwalniaé, a enancjomer silniej zatrzymywany bedzie wychodzit jako
drugi. W wysokich wartosciach pH zwiazki te staja si¢ obojetne i ich rozdzielanie

z obojetnymi CDs jest niemozliwe.

Réwnanie (71-21) dla uktadu z cyklodekstryng mozna zapisaé nastg¢pujaco:

o = B 1R KG(CD)
§ 1+ K,4[CD] W

T - pE™ + g™ K [CD]
S 1+ K [CD]

Efektywny wspéiczynnik selektywnosci wyraza si¢ wzorem:
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o _ W+ K ICDT) + K [CD))
© (W + i KSICD (1 + KR[CD)) o

Na rys. VI-3 przedstawiono zaleznos¢ efektywnej selektywnosci rozdzielenia zwiazku
obdarzonego tadunkiem dodatnim od stg¢zenia obojgtnej cyklodekstryny obliczong wg

rownania (VI-2). Przy obliczeniach zalozono state trwatosci Kr=50, Ks=55, ruchliwosé¢

elektroforetyczna  wolnych  enancjomeréw /™ =15c¢cm? / kV min,  ruchliwo$é

komplekséw jest rowna: ™ =0cm?* / kV min oraz u™ =8cm?* /kV min .

1.09 B
1.08 - L !
1.07
1.06
1.05
1.04
1.03
102 ([ .
1.01 { [z s T
1.00 | : : Pt ot . T 1.01
0990 002 004 006 008 0.1

[CD] [mol/dm3]

aRs

Rys. VI-3. Symulacja zaleznosci selektywnosci rozdzielenia ags od stgzenia
cyklodekstryny dla przypadku kompleksowania zwiqzku obdarzonego ladunkiem
dodatnim z obojetnq cyklodekstrynq. Zalozono stale trwalosci Kr=50, Ks=353,

ruchliwosé¢  elektroforetyczng wolnych  enancjomerow — u”™ =15c¢m* / kV min,
ruchliwos¢  kompleksow L =0cm?® [ kVmin  lub  p®™ =8cm®/kV min,
selektywnosé¢ migracji kompleksow s=us™™/ug™™.

Z wykresu wynika, ze im bardziej ruchliwosci komplekséw zblizone sa do ruchliwosci
wolnego zwiazku, tym gorsze uzyskuje si¢ selektywnosci rozdzielenia. Nie bez znaczenia

jest rowniez roznica w ruchliwosci obu tworzonych kompleksow. Niewielkie réznice
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w ruchliwosciach, mogace wynika¢ z innego ksztaltu czasteczki, moga powodowac
réznice w selektywnosci.

Zalezno$¢ enancjoselektywnosci od stezenia CD w zaleznosci od wielkosci statych
trwalosci przedstawiono na rys. VI-4. Zatozono staly stosunek stalych trwatosci
Ks/Kg=1,1.

1.02
1.01 -
1.01 -
1.01 |
1.01 |
1.01
1.00 |
1.00 |
1.00 , . 7 .

1.00 0 002 004 006 008 0.1

[CD] [mol/dm]

| ——KR=20/KS=22 |
——— KR=50/KS=56
| — KR=200/KS=220

QRs

Rys. VI-4. Symulacja zaleznosci selektywnosci rozdzielenia agrs od stezenia
cyklodekstryny dla przypadku kompleksowania zwiqzku obdarzonego tadunkiem
dodatnim z obojetnq cyklodekstrynq dla roznych stalych trwatosci pokazanych na
wykresie.  Zatozono ruchliwos¢ elektroforetycznqg  wolnych  enancjomerow

1 =15cm* | kV min, ruchliwosé¢ komplekséw u“™ =8cm® / kV min.

Wykres enancjoselektywnosci wykazuje maksimum selektywnosci przy pewnym
stezeniu selektora. Stezenie to nazywane jest optymalnym stezeniem selektora. Im
wyzsze stale trwalosci, tym nizsze stgzenie selektora odpowiadajace maksimum.
Podobna zalezno$¢ zostata uzyskana w pracach empirycznych przedstawionych w czgsci

literaturowej (patrz rozdz. 11-6.4)
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VI-1.2. Wybrane zagadnienia literaturowe dotyczace
cyklodekstryn obdarzonych tadunkiem ujemnym

S-B-CD posiadajaca duzy tadunek ujemny (ok. 9 grup siarczanowych) jest przez
katode silnie odpychana. Jej ruchliwos¢ elektroforetyczna wyznaczona w trakcie
obecnych badan wynosi —27,29 [em?kV'min™'] (spos6b wyznaczenia podano w rozdziale
V-3) jest wigksza od ruchliwosci typowych anionowych zwiazkéw matoczasteczkowych.
Zwiazki obdarzone fadunkiem dodatnim, kompleksowane przez s-B-CD (jak réwniez
posiadajace fadunek ujemny o ile z nig oddziatuja) sa w trakcie wedrowki przez kapilarg
w kierunku katody op6zniane. Gdy badany zwiazek jest obdarzony fadunkiem dodatnim,
mamy do czynienia z podobnym przypadkiem, jak z obojg¢tng CD. Réznica polega na
tym, ze kompleksujac si¢ z silnie anionowa CD moze zmieni¢ si¢ wypadkowa mobilnosé
zwiazku z dodatniej na ujemna. Powoduje to znaczne poszerzenie si¢ okna detekciji,
a poprzez to umozliwia lepsze rozdzielenie pikéw. Enancjomer silniej kompleksowany

bedzie miat dtuzszy czas migracji (rys. VI-5).

Anionowa CD d E, E,
(CD) + zwiazek |LE - o
obdarzony —» EOF — é i
fadunkiem - g non
dodatnim (A™) — ,': |‘.‘ '."".‘
(AY) | (A;’+ CD”
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Anionowa CD d E, E,

(CD) + zwiazek [E = Pl

1 ]

obd A P

arzony EOFff e .

tadunkiem D non

< ff oo

ujemnym (A") lub ne o
Ry ) (a)+CD

Rys. VI-5. Schemat rozdzielania czqsteczek z anionowymi CDs. Czas
migracji zwiqzku wydluza sie. Silniej kompleksowany enancjomer E;

wychodzi jako drugi.

W przypadku, kiedy ujemna ruchliwosé zwiazku bedzie wigksza niz przeptyw
elektroosmotyczny, zwiazek bedzie porusza¢ si¢ do anody. Zmieniajac polaryzacj¢
elektrod zmieniamy kierunek migracji zwiazkow. Poniewaz jednak ujemne ruchliwosci
dla zwiazkow kationowych, wynikajace z kompleksowania z silnie ujemnym selektorem,
sa nietypowe i czesto trudno przewidywalne, lepiej pracowa¢ w warunkach kiedy EOF
jako zmienna mozna pominaé. Wtedy szybkos¢ migracji zwiazku obdarzonego
fadunkiem dodatnim do anody (dodatnia) jest wynikiem jedynie sity kompleksowania i
ruchliwosci kompleksu. Z dotychczasowych badan wynika jednak, ze niewielki
przeciwnie skierowany EOF warto zachowa¢ ze wzgledu na jego pozytywny wplyw na
rozdzielenie [47].

Z powodu odwréconej polaryzacji elektrod inny jest tutaj wptyw CD na ruchliwos¢
zwiazkéw. S-B-CD przyspiesza enancjomery w zwigzku z tym enancjomer
kompleksowany silniej bedzie wychodzit jako pierwszy. Jest to wigc prosty sposéb na

odwrdcenie kolejnosci wymywanych enancjomerow (rys. VI-6)
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Anionowa CD
(CD) +
zwiazek
obdarzony
fadunkiem
dodatnim (A™)
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<4— EOF
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B p'eﬂ'
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Cze$¢ nie obserwowana

EOF

m—————— T

C

(A")

(A*)+CD

Anionowa
(CD) +
zwiazek
obdarzony
tadunkiem
ujemnym (A")
lub obojetny

1+

<4— EOF

—i

> lJ'eﬁ‘m

eff
El

Czes¢ nie EOF
obserwowana +
A(0)

mmm————. [T]
N
mmmeeea. T

-
-
-

C

(A)

(A)+CD’

Rys. VI-6. Schemat rozdzielania czqsteczek z anionowymi CDs w warunkach

odwrotnej polaryzacji elektrod. Silniej kompleksowany enancjomer E,

wychodzi jako pierwszy.

Korzystajac z roéwnania (VI-2) wykreslono krzywe enancjoselektywnosci uktadu

z anionowa cyklodekstryna w zaleznosci od st¢zenia tej cyklodekstryny dla réznych

mobilnosci komplekséw (rys. VI-7) oraz réznych statych trwatosci (rys. VI-8). Zatozono

staly stosunek statych trwatosci Ks/Kg=1,1.
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Rys. VI-7. Symulacja zaleznosci selektywnosci rozdzielenia ars od stezenia
cyklodekstryny dla przypadku kompleksowania zwiqzku obdarzonego ladunkiem
dodatnim z anionowq cyklodekstrynq. Zatozono stale trwalosci Kr=100, Ks=110,

ruchliwosé  elektroforetyczng  wolnych  enancjomeréw — pu’™ =15¢cm* / kV min,
ruchliwosé komplekséw — u®™ =-3cm*® /kV min oraz u®™ =-8cm®/kV min,
selektywnosé migracji kompleksow s=ps "™/ ug™™.
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Rys. VI-8. Symulacja zaleznosci selektywnosci rozdzielenia ags od stezenia
cyklodekstryny dla przypadku kompleksowania zwiqzku obdarzonego ladunkiem
dodatnim z anionowq cyklodekstrynq dla roznych stalych trwalosci pokazanych na
wykresie.  Zalozono  ruchliwos¢ elektroforetycznq wolnych  enancjomerow

u”* =15cm* | kV min, ruchliwosé komplekséw u°™ =—-8cm?® / kV min .

Z rysunkow wynika, ze istnieje pewne stgzenie cyklodekstryny, dla ktorego otrzymuje sie
duza selektywnos¢ [154]. Nieciaglos¢ pokazana na rysunkach wskazujaca nieskonczong
selektywno$¢ osiagana jest dla okreslonego st¢zenia selektora, przy ktérym obydwa
enancjomery poruszaja si¢ z ruchliwosciami o przeciwnym znaku [155]. Nieciaglos¢ ta
jest osiagana dla tym mniejszych wartosci stgzenia selektora, im wyzsze sa stale

trwatosci tworzonych kompleksow.

VI-1.3. Uktad zfozony z CD obojetnej i anionowej

Kiedy stosujemy dwa czynniki selektywne, wypadkowy efekt takiego uktadu, przy

zatozeniu, ze obydwie CD dzialaja niezaleznie mozna opisa¢ rownaniem:

AR = iApy + jAp” (VI-3)
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gdzie wypadkowa rdznica ruchliwosci enancjomerow jest sumg wkladéw pochodzaca od
selektora oboje¢tnego Ao z wkladem i oraz anionowego Ap ~ z wkladem j. Wielkosci
i oraz j zaleza od sily kompleksowania oraz st¢zenia poszczegdlnych selektorow.
Rozny wplyw na mobilno$¢ zwiazkow moze przeklada¢ si¢ na poprawe lub
pogorszenie rozdzielenia pikow wg schematéw pokazanych na rys. VI-9.
1. Obydwie CD posiadaja ten sam wplyw na ruchliwos¢ zwiazku (przyspieszaja lub
opdzniajg go) oraz:
a) Obydwie CD posiadaja t¢ sama enancjoselektywnos¢, czyli silniej kompleksujq
ten sam enancjomer — polepszenie rozdzielenia; (rys. VI-94)
b) CD posiadajg przeciwna enancjoselektywnosé, czyli kazda kompleksuje silniej
inny enancjomer - pogorszenie rozdzielenia. (rys. VI-9B)
2. Obydwie CD posiadajg rozny wptyw na ruchliwos¢ zwiazku; jedna CD przyspiesza
zwiazek a druga go opdznia oraz:

a) Obydwie CD posiadaja ta samg enancjoselektywnos$¢ — pogorszenie rozdzielenia;

(rys. VI-9C)
b) CD posiadaja przeciwng enancjoselektywnos$¢ — polepszenie rozdzielenia. (rys.
VI-9D)
A) Taki sam wptyw na d E,E, E, E E, E,
ruchliwo$é, taka sama | L+ = : i
] ]
enancjoselektywnos¢ CD1 CD2 E i
g N gss i i
>l g

———

.-
-———
——————

CD1 CD2 CDI+CD2
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B) Taki sam wplyw na

d El EZ E2 E] EZ El
ruchliwos¢, odwrotna L+ 1= P
enancjoselektywnosé CDI1 CD2 o
—’u —> 1) o
2 Bl &
>, g '
o
CDlI CD2 CDI1+CD2
C) Odwrotny wptyw na d E, E, E, E, E, E
ruchliwosé, taka sama | Lt = P
enancjoselektywnosé CDI1 CD2 P
l’lEl MEl :': :':
v ¥
CDI CDI+ CD2 CD2
D) Odwrotny wptyw na d E, E, E, E E, E,
ruchliwosé, odwrotna L+ 1-] i i
] ]
enancjoselektywnosé CDI1 CD2 i |
—Du <— 7! ' '
B El 1
T T foA
CDI CDI1+ CD2 CD2

Rys. VI-9. Przykladowe schematy rozdzielania czqsteczek w ukiadzie

ztozonym z obojetnej oraz anionowej CD o przeciwnej i tej samej

enancjoselektywnosci.
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Wykorzystujac model stworzony dla uktadéw z zastosowaniem jednej cyklodekstryny,
przedstawiony w rozdziatach VI-1.1 oraz VI-1.2, w niniejszej pracy rozszerzono go na
uktad z dwoma cyklodekstrynami. Oczywiscie modele te s stuszne réwniez dla
selektorbw innych niz cyklodekstryny, a majacych te sama charakterystyke

elektroforetyczna (selektor obojetny i selektor obdarzony fadunkiem ujemnym).
Chcac przedstawi¢ dla rozwazan przedstawionych powyzej opis matematyczny nalezy
skorzysta¢ z réwnania (/I-16). Poniewaz w ukladzie mamy teraz dwie cyklodekstryny
zwigzek A bedzie oddzialywat z kazda z nich. Zakladajac, ze obie cyklodekstryny
dziataja niezaleznie mozna napisaé:

Ar + CDl © ARCDI  Ag+ CDI &> AsCDI

Ar +CDIl & AgRCDIl  As+ CDIl & AsCDII

Efektywna mobilno$¢ zwiazku okreslona jest teraz nastepujaco:

ﬂ; = U Jfree (1 compl compll) L3 ﬂcompl compl + ;ompll ;omp”
(VI-4)
/uS =u Sree (1 compl comp]l) + ﬂcompl compl + compll ;ompll
gdzie:
compl __ [4,CDI]

* T 4,1+[4.CDIN+[4,cDl] )
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compl = [AS CD l ]
) [A ]+ [A4,CDI+[A,CDII]

compll = [ARCDII]
. [4,]+[4,CDI|+[A,CDII]

compll — [AS CD Il ]
S [A,]1+[A,CDI]+[A,CDII]

Poniewaz
Kcompl Ly [ARCDI]
* [4,]CDI]

6)

=—>  [4,CDI]=K2""[4,][CDI] i

K;ompl o= [ASCDI]
[451[CDI]

=——> [A4,CDI]=K=""[4,][CDI]

compll __ [ARCDII] comi
K =L cDIT—=  [ACDI=K™"[4,]ICDII]
compll — [ASCDII]
* [4]CDi]

Podstawiajac do wzoru (VI-5) otrzymujemy:

=—>  [A,CDII|=K ™" [ A ][CDII]

compl __ K ;0’"171 [CDI ]
U 1+kgemieon+kgewieon) Y77
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K™ [CDI

compl -

s 1+ K™ [CDI+ K™ [CDI
compll __ K IC;OMP” [CD ] I ]

) 1+ K<™ [CDIT+ K<™ [CDIT |
compll __ K ;OMP” [CD I ] ]

S

1+ K2 [CDI+ K" [CDI

Zaleznos¢ efektywnych ruchliwosci w zaleznosci od statych trwalosci oraz stgzenia

cyklodekstryn mozna teraz wyrazi¢ nastgpujaco:

free + ﬂ;omle;ampl[CDI] + ’ulc;ompllK;ompll [CDII]
1+ K™ [CDIN+ K ™" [CDII (VF8)

é H
/"ij o

Jree 1 lu;omle;ompl [CDI] + ﬂ;ompllKgompll [CDII]
1+ K™ [CDIN+ K @™" [CDII]

ejf_ﬂ
g =

compl compl compl

Przy zatozeniu, ze Mg = Hg =H oraz
compll __  compll __ ., compll
Hrp = = Hs =H

efektywny wspétczynnik selektywnosci, mozna wyrazi¢ wzorem:

& (/—lﬁee +[lcomPlK;0mP,[CDI]+,ucomP”cheo'”p”[CDI]])(l+K;omPI[CDI]'FK;o"'p”[CDII])

RS (#ﬁ'ee +#comle§0mpl[CDI]+/lcompllK§ompll[CDII])(1+K;ompl[CDI]+K;ompll[CDII])
(VI-9)
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Na rys. VI-10 przedstawiono wyniki symulacji zaleznosci selektywnosci uktadu od
stezenia jednej z cyklodekstryn otrzymane wg réwnania (VI-9). Aby uprosci¢ model
stezenie CDII zatozono na statym poziomie 0,05 mol/dm”>.

Przyjeto nastgpujace zalozenia: stosunek statych trwatosci w kazdym przypadku
Ks/Kg=1,1, ruchliwo$¢ nieskompleksowanego zwiazku u”™ =15cm? / kV min,

ruchliwosé  kompleksow z CDI ™ =8cm®/kVmin oraz z CDII

p" = —8cm? / kV min.

25 | ——KIR=50/KIIR=100
| | KIS=55/KIIS=110
| | ——KIR=50/KIIR=50 |

2 | | KIS=55/KIIS=55 |
| —— KIR=100/KIIR=50

g ] / | KIS=110/KIIS=55

(2]
3 ' : ‘
0 ~002_— 004 0.06 - 0.1

05 /

0
0.5
[CDI] [mol/dm?]

Rys. VI-10. Symulacja zaleznosci selektywnosci rozdzielenia agrs od stezenia
cyklodekstryny CDI. Stezenie CDII=0,05 mol/dm’. Zalozono stosunek stalych
trwalosci Kg/Ks=1,1 dla obu cyklodekstryn. Ruchliwos¢ elektroforetyczna wolnych

enancjomeréw — u’™ =15cm* / kV min,  ruchliwos¢  komplekséw z CDI
1" =8cm? / kV min oraz z CDII ™" =-8cm® / kV min.

Jak mozna zauwazy¢, przebieg wykresow jest taki sam jak dla anionowej
cyklodekstryny. Obserwuje si¢ rowniez nieciaglos¢ wskazujaca na optymalne stg¢zenie

cyklodekstryny CDI, przy ktérym uzyskuje si¢ najlepsze rozdzielenie enancjomerow.
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Zmieniajac stosunek statych trwalosci cyklodekstryny CDII na odwrotny, co ma sens
fizyczny jako zmiana jej enancjoselektywnosci, otrzymujemy wykresy symetryczne

wzgledem osi X (rys. VI-11). Wskazuje to na zmiang kolejnosci migracji enancjomerow.

2 o5 9.02 . 0.06 0.08 0.1
g = rom  pu 4
0 — KIR=50/KIIR=110
- KIS=55/KI1S=100
' | ——KIR=50/KIIR=55
-1 | KIS=55/KIIS=50
A5 | —— KIR=100/KIIR=55
| BIS10KISD |

[CDI] [mol/dm?]

Rys. VI-11. Symulacja zaleinosci selektywnosci rozdzielenia ags od stezenia
cyklodekstryny CDI. Stezenie CDII=0,05 mol/dm’. Zalozono stosunek stalych
trwalosci Kp/Ks=0,9 dla CDI oraz Kg/Ks=1,1 dla CDII. Ruchliwos¢ elektroforetyczna

wolnych enancjomerow u”* =15¢m* / kV min, ruchliwos¢ komplekséw z CDI
L™ =8cm® | kV min oraz z CDII u™" =-8cm® / kV min.

VI-1.4. Poréwnanie enancjoselektywnosci oraz ruchliwosci
elektroforetycznych w ukiadzie pojedynczym i podwdjnym

Poréwnujac selektywnosci dla uktadu z obojetng cyklodekstryng (rozdziat VI-1.1)
oraz cyklodekstryng anionowg (rozdziat VI-1.2) przy tych samych wartosciach statych
trwatosci wzietych do symulacji zauwazamy, ze sa one zdecydowanie wyzsze dla
cyklodekstryn anionowych. Maksymalne wartosci dla cyklodekstryn obojetnych wynosza

1,08 natomiast dla anionowych mozna osiagna¢ wartosci nieskonczenie duze. Dlatego
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poréwnujac uktad ztozony z dwéch cyklodekstryn jako odniesienie przyj¢to pojedynczy
uktad z anionowa cyklodekstryna.

W symulacji zatozono state trwatosci dla CDI=50/55 oraz CDII=50/55. Wyniki
prezentuje rys. VI-12. Poniewaz w symulacjach zawsze przyjmowano stala wartosé
stezenia CDII=0,05 mol/dm’, na wykresie przedstawia ja pozioma linia przy wartosci
o=1,31. Wartos$¢ ta uzyskana dla uktadu pojedynczego jest odnosnikiem dla uktadéw
podwdéjnych. Na wykresie VI-12 przedstawiono symulacje, w ktdrej zmieniano stgzenie
obojetnej cyklodekstryny w zakresie 0-0,1 [mol/dm®]. Przyjeto najpierw te¢ sama,
a nastgpnie odwrotna enancjoselektywnos¢ cyklodekstryn. Dla lepszego zilustrowania
réznic, wyniki dla odwrotnej enancjoselektywnosci przedstawiono w postaci 1/a.

Z rysunku wynika, ze w ukladzie dwoch cyklodekstryn selektywnos$¢ rozdzielenia
enancjomerow jest w pewnym zakresie stgzen znacznie lepsza w poréwnaniu do ukfadu
pojedynczego. W szczegblnosci dobre rezultaty uzyskuje si¢ w przypadku, gdy
cyklodekstryny posiadaja przeciwne enancjoselektywnosci do zwiazku. Co ciekawe, przy
tej samej enancjoselektywnosci istnieje zakres stezen, w ktérym nastgpuje poprawa
selektywnosci w poréwnaniu z ukfadem pojedynczym.

Dla przyjetych zatozen, maksymalne st¢zenie obojgtnej cyklodekstryny, dla ktorej
widoczna jest poprawa selektywnosci przy tej samej enancjoselektywnosci cyklodekstryn
wynosi 0,025 [mol/dm®] a dla odwrotnej enancjoselektywnosci 0,04 [mol/dm’]. Kiedy
w roztworze zaczyna dominowaé obojetna CD, charakteryzujaca si¢ nizsza

selektywnoscia, selektywnos¢ staje si¢ coraz gorsza.
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*) Na wykresie przedstawiono 1/a.
Rys. VI-12. Symulacja zaleznosci selektywnosci rozdzielenia agrsod stezenia obojetnej
cyklodekstryny. Stezenie CDII=0,05 mol/dm’. Zalozono stale trwalosci dla
CDI=50/55 oraz CDII=50/55. Ruchliwosé elektroforetyczna wolnych enancjomeréw

1™ =15¢m?* | kV min, ruchliwosé komplekséw z CDI u®™' =8cm® / kV min oraz
z CDII u*™" =—8cm® / kV min.

Bardziej typowy przypadek dla oddzialywan zwiazkéw obdarzonych tadunkiem
dodatnim z ujemnie naladowanym selektorem otrzymamy przy zatozeniu, Ze state
trwalosci sa na poziomie 1000/1100. State trwalosci dla CDI pozostawiono na
poprzednim poziomie 50 i 55. Wykorzystujac symulacje dla ukladu pojedynczego
wybrano stezenie CDII (s-B-CD) na poziomie 0,01 mol/dm’, przy ktérym w ukladzie
pojedynczym o wynosi 1,03 (dla mniejszych stezen selektora o dazy do
nieskoniczonosci, jednak nie jest to warto$¢ optymalna z punktu widzenia analizy
enancjomerycznej zwiazku). Symulacje dla tych warunkow przedstawia rys. VI-13.
Dodajac do takiego uktadu drugi selektor, ktory posiada odwrotng enancjoselektywnos¢
w stosunku do pierwszego, a jednoczesnie duzo stabiej oddziatuje z rozdzielanym
zwiazkiem (duzo mniejsze stale trwatosci) widzimy ciagla poprawe selektywnosci uktadu

w analizowanym zakresie stezen: 0-0,1 [mol/dm”].
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*) Na wykresie przedstawiono 1/a.

Rys. VI-13. Symulacja zaleznosci selektywnosci rozdzielenia ags od stezenia obojetnej
cyklodekstryny. Stezenie CDII=0,01 mol/dm’. Zalozono stale trwalosci dla
CDI=50/55 oraz CDII=1000/1100. Ruchliwos¢ elektroforetyczna  wolnych

enancjomeréw  p’™ =15¢cm® /kV min,  ruchliwos¢  kompleksow z  CDI
L™ =8cm* | kV min oraz z CDII u*™" =-8cm* / kV min.

Dla tej samej enancjoselektywnosci niewielka poprawa widoczna jest przy
wysokich stezeniach obojgtnego selektora. Poprawa ta wynika prawdopodobnie
z przesunigcia w kierunku optymalnego stgzenia dla danego selektora.

Wprowadzenie do ukladu z anionowa cyklodekstryna cyklodekstryny obojgtnej
wplywa réwniez na zmiang¢ ruchliwosci elektroforetycznej zwiazkéw. Zmiany te

przedstawia rys. VI-14.
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Rys. VI-14. Symulacja zaleznosci ruchliwosci elektroforetycznej enancjomerow #eﬁ

od stezenia obojetnej cyklodekstryny dla roznych stalych trwalosci CDI Stezenie
CDII=0,05 mol/dm®. Zatozono stalq trwalosci dla CDII=1000/1100. Ruchliwo$é

elektroforetyczna wolnych enancjomeréw  pu”™ =15cm* / kV min,
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kompleksow z CDI u®™" =8cm?* / kV min oraz z CDII u™" =—8cm?® / kV min.

Po dodaniu oboje¢tnej CD modut ruchliwosci elektroforetycznej maleje. Zmiany te
sa tym wigksze, im wigksze sa stale trwalosci kompleksow zwiazku z dodang

cyklodekstryna. Mniejsze ruchliwosci elektroforetyczne oznaczaja z kolei krotsze czasy

migracji i w konsekwencji szybsze analizy.

Jak wynika z powyzszych przyktadow dodanie do anionowej cyklodekstryny

cyklodekstryny oboj¢tnej powoduje poprawe selektywnosci takiego uktadu, przynajmniej

w pewnym zakresie st¢zen oraz skrocenie czasOw analiz.
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VI-2. Rozdzielanie enancjomeréow w ukfadach pojedynczych

Na podstawie rozwazan z poprzedniego rozdziatu stwierdzamy, ze mozna tak
zaprojektowa¢ uklad elektroforetyczny, aby uzyska¢ optymalng enancjoselektywnos¢
uktadu z zastosowaniem dwdch cyklodekstryn. Wymaga to w pierwszym etapie
przebadania wplywu poszczegdlnych czynnikbw na rozdzielenie w ukfadach
z pojedyncza CD, w celu uzyskania takich podstawowych informaciji jak:

- stale trwatosci kompleksow,

- ruchliwosci elektroforetyczne zwiazkow.

VI-2.1. Cyklodekstryny obojetne

Z szeregu dostgpnych obojetnych CD do badart wybrano B-CD, DM-B-CD, HP-$-
CD oraz TM-B-CD. Podjg¢to rowniez proby rozdzielania z a- oraz y-CD, ale zadna z nich
nie powodowata rozréznienia chiralnego badanych zwiazkéw w wybranych warunkach.
Z kolei B-CD oraz jej pochodne wykazuja z analizowanymi zwiazkami rozne
oddziatywania; w rézny sposob wplywaja na ich ruchliwosci, a takze rozrdznienie
chiralne. Na rys. VI-15 i rys. VI-16 pokazano przyktadowy wplyw wzrostu stgzenia

obojetnych cyklodekstryn na ruchliwosé amin.
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Rys. VI-15. Wplyw stezenia cyklodekstryn na ruchliwosé elektroforetyczng feniramé'ny dla
pH=2,5 przy normalnej polaryzacji elektrod. Warunki: bufor Tris 18mM, temp. 25 C,
napiecie 25kV, srednica kapilary 75 um.

cyklopentolat
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(dla pierwszego enancjomeru) dla pH=2,5 przy normalnej polaryzacji elektrod. Warunki:
bufor Tris 18mM, temp.250C, napiecie 25kV, srednica kapilary 75 um.
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Zgodnie z rozwazaniami teoretycznymi, na podstawie przedstawionych wynikéw
widzimy, ze obojetne cyklodekstryny powoduja zmniejszenie  ruchliwosci
elektroforetycznych badanych amin w przebadanym zakresie st¢zen 0-15 [mg/ml].
Najwigkszy wplyw, a wigc i najsilniejsze kompleksowanie obserwujemy dla DM-3-CD,
natomiast najstabiej kompleksuje TM-B-CD. B-CD oraz HP-B-CD wykazuja posrednia
tendencje do kompleksowania. Chcac okresli¢ zmiany ilosciowe, w dalszej czesci pracy

wyznaczono state trwatosci kompleksow.
VI-2.1.1. Wyznaczanie stalych trwatosci kompleksow

Poniewaz przedstawione w czgsci literaturowej rownanie (II-21) dotyczy tworzenia si¢
komplekséw o stechiometrii 1:1, nalezalo sprawdzi¢ czy mozna je zastosowaé do
badanych komplekséw. W tym celu wykorzystano metod¢ linearyzacji powyzszego

réwnania do postaci VI-10 [156]:

‘ueﬁ” - ﬂﬁee
- o= eff . Jree comp _  free
[CD] - K(lu H )+K(,U H ) (VI-10)

Na wykresie (rys. VI-17) przedstawiono zaleznosé (u° - p™)/[CD] w funkcji (u° - p*)
dla wybranych zwiazkéw. Poniewaz dla badanych amin zalezno$¢ ta jest liniowa

(R%:20.97), mozna obliczy¢ wartosci statych K wg modelu o stechiometrii 1:1.
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Rys. VI-17. Zaleznosé (17 - 1f*9)/[CD] w funkcji (17 - 1) dla wybranych zwiqzkow.

State trwatosci wyznaczone metoda nieliniowej regresji danych eksperymentalnych oraz

najlepsze wartosci Rs uzyskane dla danej CD zestawione sa w Tabeli VI-1.
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Tabela VI-1. Stale trwalosci kompleksow badanych zwiqzkéw z obojetnymi
cyklodekstrynami (K1-z enancjomerem wychodzqcym jako pierwszy, K2- enancjomerem
wychodzqcym jako drugi), stosunek ruchliwosci oraz najlepszy uzyskany wspolczynnik
rozdzielenia pikow.

K1 [l/mol] K2/K1  ul/u2 R™

Epinefryna B-CD 13,4 £0,072 1,00 1,00 0
DM-B-CD 26,3+ 2,87 LI2 1,07 1,93

HP-B-CD 15,0 £ 0,459 1,11 1,02 0,86

TM-B-CD 5,6 £0,287 1,00 1,00 0

Cyclopentolat B-CD 1035,8 £21,7 1,32 1,04 0,53
DM-B-CD  1769,2 + 14,99 1,00 1,00 0

HP-B-CD 590,1 £10,2 1,45 1,04 1,15

TM-B-CD 7,93 £ 0,362 1,26 1,03 1,18

Brom- B-CD 137,1 £0,40 1,07 1,02 0,52
feniramina DM-B-CD 252,6 +4,73 1,00 1,00 0
HP-B-CD 40,8 £ 0,325 1,06 1,02 0,55

TM-B-CD 12,6 £ 0,075 1,00 1,00 0,2

Doksylamina  B-CD 19,7 £0,122 1,09 1,02 176
DM-B-CD 28,510,282 1,05 1,01 1,05

HP-B-CD 9,82 +0,619 1,07 1,01 0,79

TM-B-CD 2,9710,109 1,00 1,00 0

Bametan B-CD 20,6 £0,158 1,00 1,00 0
DM-B-CD 37,5+ 1,11 1,16 1,04 1,44

HP-B-CD 18,5 £ 0,642 1,07 1,02 0,49

TM-B-CD 4,12+ 0,45 1,07 1,00 0

Feniramina B-CD 17,9 +£0,328 1,00 1,00 0
DM-B-CD 25,8 £0,99 1,00 1,00 0

HP-B-CD 8,68 £0,821 1,00 1,00 0

TM-B-CD 2,19+0,191 1,00 1,00 0

Metoksy- B-CD 14,4 £ 0,532 1,08 1,01 0,82
fenamina DM-B-CD 30,1 £0,641 1,07 1,02 1,07
HP-B-CD 11,8+0,736 1,08 1,01 0,96

TM-B-CD 3,73 £0,084 1,00 1,00 0

Efedryna B-CD 21,6 £0,393 1,00 1,00 0
DM-B-CD 35,8 £ 0,666 1,04 1,01 0,24

HP-B-CD 16,5 £ 0,747 1,00 1,00 0

TM-8-CD 3,1 £0,077 1,00 1,00 0

Ketamina B-CD 87,4 £ 0,392 1,07 1,02 0,62
DM-B-CD 106,1 £2,13 1,01 1,02 0,83

HP-B-CD 27,210,136 1,10 1,01 0

TM-B-CD 4,27 +£0,223 1,01 1,00 0,23

Warunki: Bufor Tris 18mM, pH=2,5, temp 250C, napigcie 25kV, stezenie XCD 15mg/ml, $rednica kapilary 75um.
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Na podstawie wynikéw przedstawionych w tabeli mozemy zauwazy¢, ze:

l.:

Wszystkie badane aminy tworza kompleksy inkluzyjne z obojetnymi
cyklodekstrynami,

Najtrwalsze kompleksy tworza si¢ z DM-B-CD, za$ najmniej trwate z TM-B-
CD. State trwatosci komplekséw z B-CD i HP-B-CD maja wartosci posrednie,
przy czym dla B-CD sg one nieco wyzsze (z wyjatkiem epinefryny),
Cyklopentolat tworzy z B-CD, DM-B-CD oraz HP-B-CD kilkadziesiat razy
trwalsze kompleksy od innych zwiazkéw. Stata trwatosci z TM-B-CD,
poréwnywalna z wartoscig dla innych zwigzkdw moze wskazywac, ze za silg
kompleksowania odpowiedzialne s3 wiazania wodorowe, mogace si¢ tworzy¢
pomigdzy cyklodekstrynowymi grupami hydroksylowymi i karboksylowa
cyklopentolatu,

Wysokie stale trwatosci komplekséw sa obserwowane dla B-CD i DM-B-CD
z ketaming oraz bromfeniramina,

W badanym zakresie st¢zen jedynie w dwodch przypadkach uzyskano
wspdtczynnik rozdzielenia enancjomeréw do podstawy (Rs>1,5); dla epinefryny
oraz doksylaminy,

Najwigcej zwiazkow dzieli si¢ z DM-B-CD oraz HP-B-CD, a najmniej z TM-[3-
CD. Jak wida¢ niesymetryczne podstawienie grup hydroksylowych w DM-j-
CD, a wigc mniejsza jej symetria ma dodatkowy wplyw na rozrdéznienie

chiralne.

VI-2.1.2. Wplyw stezenia cyklodekstryny na Rs oraz

selektywnos¢é

Poniewaz ze wzgledéw analitycznych najwazniejszym parametrem opisujacym

rozdzielenie pikéw jest rozdzielczo$¢ (Rs), na ponizszych rysunkach przedstawiono

wplyw stezenia cyklodekstryn zarowno na selektywnos¢ uktadu jak i Rg dla badanych

zwigzkow.
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Rys. VI-18. Wplyw stezenia cyklodekstryny na wspolczynnik rozdzielenia Rs

enancjomerow z: A) DM-B-CD, B) p-CD, C) HP--CD, D) TM-B-CD. Warunki: bufor

Tris 18mM, pH=2,5, temp. 250C, napiecie 25kV, Srednica kapilary 75 um.
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Wyniki przedstawione na rys. VI-18 wskazuja, ze dla réznych zwiazkéw i réznych
cyklodekstryn rozdzielczosci pikdw osiagaja maksymalnga wartos¢ przy innym stezeniu
selektora. Najlepsze wspotczynniki rozdzielenia uzyskano dla DM-B-CD przy
jednoczesnie najnizszym jego stgzeniu. Wzrost stgzenia DM-B-CD powyzej 15-20
[mg/ml] w wigkszosci przypadkbw nie powoduje poprawy rozdzielenia.
W przeciwienstwie do DM-B-CD, w przypadku TM-B-CD rozréznienie uzyskuje si¢ przy
duzych stgzeniach selektora. Zgodnie z rozwazaniami, (str. 82) im mniejsze sq stale
trwatosci, tym wyzsze optymalne stg¢zenie selektora wymagane do rozdzielenia
enancjomerow.

Najlepiej mozna to przesledzi¢ dla cyklopentolatu, ktory tworzy silne kompleksy
z DM-B-CD, HP-B-CD, B-CD oraz staby kompleks z TM-B-CD - rys. VI-19. Na rysunku

przedstawiono wplyw st¢zenia roznych cyklodekstryn na selektywnos¢ uktadu.

cyklopentolat
1,08 —e—bCD |k2K1=133
K1=1035 K2=1374
1,06 ‘ —=TMB K2/K1=1,28
K1=7,93 K2=10,06
o 1,04 ‘ PRSI K2/K1=1,55
3 1’02 K1=590 K2=856
14 |
0,98

0 10 20 30 40
[CD] [mg/mi]

Rys. VI-19. Wplyw stezenia obojetnych cyklodekstryn na selektywnos¢ uktadu dla
cyklopentolatu. Warunki: bufor Tris 18mM, pH=2,5, temp. 25°c, napiecie 25kV,
srednica kapilary 75 um.
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Jak wida¢ na rys. VI-19, zgodnie z rozwazaniami teoretycznymi (rys. VI-4), im wyzsze
stale trwatosci tym nizsze optymalne st¢Zenie chiralnego selektora. Po przekroczeniu
tego optimum selektywno$¢ maleje. W przypadku B-CD zakres stezen, dla ktérych
otrzymujemy rozdzielenie enancjomeréw jest waski. Po przekroczeniu st¢zenia 15 mg/ml
rozdzielenie pikow zanika. Ma to zwiazek ze skompleksowaniem catej ilosci
cyklopentolatu. Stanowi to réwniez potwierdzenie wczesniejszego stwierdzenia, ze
réznica mobilnosci komplekséw nie ma tu wplywu na enancjoseparacj¢. Gdyby bylo
inaczej, tzn. caly zwiazek byt skompleksowany a ruchliwosci komplekséw réznityby si¢
musiatoby to owocowac¢ ich rozdzieleniem.

Dla TM-B-CD stale trwalosci s kilkadziesiat razy mniejsze (K1=7,93 [I/mol]).
W badanym zakresie stezen selektywnos$¢ rosnie ze wzrostem st¢zenia. Optimum
stezenia przesunigte jest w kierunku wyzszych wartosci.

Wydaje sig, ze dla posrednich wartosci statych trwatosci (np. dla doksylaminy z DM-f3-
CD K1=28,55 [I/mol]) optimum stg¢Zenia osiaga szeroki zakres, w ktorym selektywnos¢
ukladu niewiele si¢ zmienia (rys. VI-20 i rys. VI-21). Ponadto niewielkie zmiany
selektywnosci moga wynikaé ze zmiany ruchliwosci zwiazku i komplekséw na skutek

zmian lepkosci buforu przy duzym stezeniu cyklodekstryny.

doksylamina
TR WD
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—o—dmb
1,012 - K1=28,56 K2=30,23
2 ]
3 1,008
1,004 -
1
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Rys. VI-20. Wplyw stezenia DM-S-CD oraz HP-B-CD na selektywnosé uktadu dla
doksylaminy. Warunki: bufor Tris 18mM, pH=2,5, temp. 25°c, napiecie 25kV, srednica
kapilary 75um.
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Rys. VI-21. Wplyw stezenia DM-B-CD na selektywnos¢ ukladu dla doksylaminy
i epinefryny. Warunki: bufor Tris 18mM, pH=2,5, temp. 25°c, napigcie 25kV, Srednica
kapilary 75um.

Podobnie jak dla cyklopentolatu ksztalty krzywych sa jakosciowo zgodne z rysunkami

pokazanymi w czgsci teoretyczne;j.

VI-2.2. Cyklodekstryna anionowa (s-$-CD)

S-B-CD w zakresie od pH=2,5 do pH=12 wykazuje ruchliwo$¢ ujemna. Badane
aminy natomiast nie wykazuja wiasnej ruchliwosci elektroforetycznej w poblizu pH=12,
a ponizej tego pH charakteryzujg si¢ ruchliwoscig dodatnia. W badaniach wstgpnych
pokazano, ze czg$¢ zwiazkéw, posiadajacych pierscien pirydynowy zostaje dodatkowo
sprotonowanych w pH=2,5, przez co zmienia si¢ ich ruchliwos¢ w poréwnaniu do pH=7.
W zwiazku z tym badania prowadzono w warunkach, kiedy zwiazki sg czasteczkami
obojetnymi (pH=12), kiedy sa sprotonowane (pH=7) oraz kiedy protonowaniu ulega
réwniez pierscien pirydynowy (pH=2,5).
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Rys.VI-22 przedstawia poréwnanie wplywu stezenia cyklodekstryn na ruchliwosé
cyklopentolatu w pH=7. Widzimy, ze kompleksowanie z s-B-CD w znacznie wigkszym
stopniu wptywa na zmiane ruchliwosci amin niz kompleksowanie z cyklodekstrynami
obojetnymi. Juz przy niewielkim stezeniu s-B-CD cyklopentolat uzyskuje przeciwny

kierunek migracji; porusza si¢ wolniej niz EOF.

cyklopentolat

Ruchliwo$é elektroforetyczna
[em*kV 'min™"]

[CD] [mg/mi]

Rys.VI-22. Poréwnanie wplywu stezenia cyklodekstryn obojetnych i s-3-CD na ruchliwosé
elektroforetycznq cyklopentolatu w pH=7 (dla pierwszego enancjomeru). Warunki: bufor

Tris 18mM, temp. 250C, napiecie 25kV, Srednica kapilary 75 um.

Ruchliwosé przeciwna do tej wynikajacej z tadunku czasteczki jest mozliwa do
uzyskania jedynie w przypadku kompleksowania z silnie przeciwnie natadowanym
selektorem. Z przeprowadzonych eksperymentéw wynika, ze wszystkie badane aminy sa
silnie kompleksowane przez s-B-CD. Silniejsze kompleksowanie w poréwnaniu
z obojetnymi cyklodekstrynami wynika z oddziatywan elektrostatycznych.

Na rys. VI-23 pokazano wplyw stezenia s-B-CD na ruchliwos¢ elektroforetyczng

enancjomerow bromfeniraminy oraz epinefryny w réznych pH.
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Wynika z nich, ze w pH=12 s-B-CD stabo kompleksuje zwiazki bedace w postaci
czasteczek obojetnych. Widzimy, ze ruchliwosci elektroforetyczne wymienionych
zwiazkéw zmieniaja si¢ nieznacznie. Inny wplyw kompleksowania obserwujemy w pH=7
i pH=2,5. W obu przypadkach wystarczy stgzenie 1 [mg/ml], aby enancjomery uzyskaty
ujemna ruchliwosé.

Dla bromfeniraminy obserwujemy roznice w ruchliwosciach w pH=7 oraz pH=2,5.
Potwierdza to stuszno$¢ stwierdzenia, ze pomigdzy czasteczkami dochodzi do silnych
oddzialywan elektrostatycznych, zwiazanych z réznym tadunkiem czasteczek w réznym
pH. Takich réznic nie zaobserwowano dla epinefryny i pozostatych zwiazkéw nie
posiadajacych pierscienia pirydynowego.

Na wykresach wida¢ rowniez, ze dla bromfeniraminy w pH=7 ruchliwosci
elektroforetyczne jej enancjomeréw rdznia si¢, podczas gdy w pH=2,5 ta réznica jest
niewielka. W przypadku epinefryny natomiast nie ma duzych réznic dla obydwu pH.
Zaréwno ruchliwosci elektroforetyczne jak i roznice w ruchliwosciach pomiedzy

poszczegdlnymi enancjomerami sa podobne.

bromfeniramina

[em?*kV'min")

Ruchliwo$¢ elektroforetyczna

[s-B-CD] [mg/mi]
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epinefryna
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£
g Ox ——phe7 |
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&

-30

[s--CD] [mg/ml]

Rys. VI-23. Wplyw stezenia s-3-CD na ruchliwosc elektroforetycznq: bromfeniraminy (4)
oraz epinefryny (B) dla réznych wartosci pH. Warunki: bufor Tris 18mM, temp. 25°c,
Srednica kapilary 75 um, napiecie 25kV dla pH=7 i 12 oraz —25kV dla pH=2,5.

VI-2.2.1. Szacowanie stalych trwatosci komplekséw z s-3-CD

Postgpujac analogicznie jak w punkcie V/-2.1.1. na rys. VI-24 przedstawiono zaleznos¢
(1T - p™°)/[CD] w funkcji (u°T - u) dla badanych zwiazkéw. Poniewaz zaleznosci te
sq liniowe, do oszacowania statych trwatosci przyjeto stechiometri¢ kompleksow 1:1.

Wyniki zebrano w tabeli VI-2.

-40 -35 -30 -25 -20 -15 -10 -5 0
i a8 T T T -1 — T T '*'; 0
1
= 1 -10000
= R? = 0.9858 w— ]
g 1 20000
= 1
!f“ R?=0.9933 30000
"2 |efeniramina 1™
5 B metoksyfenamina R?=0.0916 1 40000
3 doksylamina N pR=? ]
% bromfeniramina e ’ 1 -50000
X efedryna ]
@ bametan - 60000
|+ cykiopentolat (ll'“ L ufru)

Rys. VI-24. Zaleznosé ({7 - 1f*)/[CD] w funkeji (17 - 1) dla s-p-CD.
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Tabela VI-2. Stale trwalosci kompleksow badanych zwiqzkow z s-f-CD (KI1-z enancjomerem wychodzqcym jako pierwszy, K2-
enancjomerem wychodzqcym jako drugi). Stosunek ruchliwosci oraz uzyskany wspolczynnik rozdzielenia enancjomerow podano dla

stezenia c=10mg/ml.

Epinferyna Cyklopentolat Brom- Doksyl- Bametan Feniramina Metoksy- Efedryna  Ketamina
feniramina amina fenamina

pH=12 K1{l/mol] - 15,8 24,1 90,4 23,9 149,5 172,2 148,2 47,0
(0,359) (£0,186) (£3,00) (£0,237) (x4,39) (x10,3) (£6,28) (£0,268)
K2/K1 - 1,11 1,07 1,20 1 1,16 1,25 1 1
H2/ul - 112 1,05 1,18 1 1,14 1,20 1 1
Rs - 0,29 0 0,64 0 0,49 0,58 0 0
pH= K1{V/mol] 3626,9 1639,2 3462,1 1218,3  2053,9 2323,3 753,4 852,6 619,0
(£55,9) (x161,0) (£143,0) (£69,2) (£10,3) x37,2) (£ 14,6) (x23,7) *1,07)
K2/K1 1,20 1,32 1,44 1,09 1,26 1,07 1,16 1,05 1,10
H2/ul 1,07 1,12 1,10 1,07 1,10 1,02 1,44 1,02 1,12
Rs 2,14 2,14 2,96 1,26 2,15 0,86 4,26 0,13 1,09
pH=2,5  KI[V/mol] 3594,3 1320,6 18396,9 18421,7 15104 56454,1 960,1 - 681,0
(71,8) (324 @*77) *1,07) (79,5 (x1184,2) (x67,7) (£5,36)
K2/K1 1,15 1,38 1,01 1 1,31 1,01 1,79 1,15 1,11
u2/ul 1,06 1,08 1,01 1 1,08 1,01 1,29 1,02 1,08
Rs 2,44 2,54 0,56 0 1,86 0,58 10,66 0,22 2,16

Warunki: bufor Tris 18mM, temp. ZSOC, $rednica kapilary 75um, napigcie 25kV dla pH=7 i 12 oraz —25kV dla pH=2,5.
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Na podstawie wynikow zebranych w tabeli mozemy stwierdzic, ze:

1. State trwatosci komplekséw czasteczek obojetnych (pH=12) z s-B-CD sg znacznie
mniejsze, niz dla komplekséw tworzonych przez przeciwnie natadowane jony.

2. Im wigkszy stosunek tadunku do masy czasteczki, tym silniejsze tworza si¢
kompleksy. Np. bromfeniramina tworzy w pH=7 z s-B-CD kompleks o stalej
trwatosci K1=3462,1 podczas gdy znacznie silniej skompleksowana czasteczka
w pH=2,5 posiada statg trwatosci K1=18396,9.

3. Rozdzielenie enancjomeréw z s-B-CD jest lepsze niz w przypadku obojetnych
cyklodekstryn dla wszystkich badanych zwiazkow.

4. Dla zwiazkéw z jednym atomem azotu state trwatosci w pH=7 i pH=2,5 sg
poréwnywalne. Bardzo silne kompleksowanie feniramin w pH = 2,5 skutkuje

utrata selektywnosci uktadu.

VI-2.2.2. Wplyw stezenia cyklodekstryny na Rs oraz
selektywnos¢é

Wplyw stezenia s-B-CD na R przedstawia rys. VI-25.
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A)

pH=7

-—4&— cyklopentolat
—— bromfeniramina
—— doksylamina
—i— bametan

—3¥— feniramina

—®— metoksyfenamina
——ketamina

—=— epinrfryna
efedryna

O =DNWMOWO N ®

T

- 10 15
[s-B-CD] [mg/ml]

o

B)

pH=2,5

—— cyklopentolét
—#— bromfeniramina
—&— doksylamina
—— bametan

—¥— feniramina

—@— metoksyfenamina
—+—ketamina

—=— epinrfryna

—— efedryna

19 5 10 15
[s-B-CD] [mg/ml]

Rys. VI-25. Wplyw stezenia s-f-CD na wspotczynnik rozdzielenia enancjomerow
badanych zwiqzkow w pH=7( A) oraz pH=2,5 (B). Warunki: bufor Tris 18mM, temp.
25°C, srednica kapilary 75um, napiecie 25kV dla pH=7 oraz —25kV dla pH=2,5.
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W pH=7 obserwujemy wzrost Rs ze wzrostem stezenia cyklodekstryny. Wigksze st¢zenie
cyklodekstryny powoduje jednak wydluzanie czaséw analiz, az do momentu, kiedy
ujemna ruchliwo$¢ zwigzku bedzie wigksza niz EOF i zmieni si¢ kierunek poruszania
zwiazku (w kierunku anody).

Dla pH=2,5 (odwrdcona polaryzacja elektrod) stezenie s-B-CD osiaga wartos¢ optymalng
w granicach 5-10 mg/ml. Dalsze zwigkszanie stezenia powoduje skracanie czaséw
analizy, rbwnoczes$nie zauwazono zmniejszanie si¢ sprawnosci kapilary.

Stosujagc  s-B-CD uzyskano bardzo dobre rozdzielenie enancjomeréw badanych
zwiazkéw. Np. dla metoksyfenaminy max Rs osiaga dla stezenia Smg/ml wartos¢ 14,54.
Stosujac s-B-CD podzielono epinefryne, cyklopentolat, bromfeniraming, bametan,
metoksyfenaming w pH=7 oraz epinefryng, cyklopentolat, bametan, metoksyfenamin¢
i ketaming w pH=2,5 z Rs>1,5. Nie podzielity si¢ do podstawy jedynie efedryna oraz

feniramina w zwiazku z czym nalezy zoptymalizowa¢ warunki ich rozdzielania.

Najwigksza selektywnos¢ w badanych uktadach osiagnigto dla matych stezen s-B-CD, co
pokazano na przykiadowych rys. VI-26 A, B, C.

cyklopentolat

1.7 - , .
| —e—pH=10

1.6 BH=7

159 —a—pH=2,5
1.3 |
1.2 ‘

Olrs

099 L —A— il —46 20

[s-B-CD] [mg/mi]
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Rys.VI-26. Wplyw stezenia s-f-CD na selektywnos¢ ukltadu dla cyklopentalatu (A4),
bromfeniraminy (B) oraz bametanu (C). Warunki: bufor Tris 18mM, temp. 25°c,
Srednica kapilary 75 um, napiecie 25kV dla pH=7 i 10 oraz —25kV dla pH=2,5.
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Dla wszystkich badanych zwiazkow ze wzrostem st¢zenia cyklodekstryny selektywnosé
maleje. Poréwnujac selektywnosé w pH=10 oraz 7 widzimy, ze jest ona wyzsza w pH=7.
Moze to mie¢ zwiazek z tym, ze w pH=7 wszystkie czasteczki sg sprotonowane i silniej
oddziatuja z s-B-CD.

W pH=2,5 selektywnos$¢ zostata przedstawiona jako wartosci ponizej jednosci, co wynika
z odwrotnej kolejnosci poruszania si¢ enancjomerow w tych warunkach. Selektywnosci
w pH=2,5 sa mniejsze w przypadku silnie kompleksowanych zwiazkow
(bromfeniramina, feniramina oraz doksylamina). Najlepsza selektywnoscia
charakteryzuja si¢ roztwory o pH=7.

Duza selektywnos$¢ nie zawsze przekiada si¢ na duza wartosé Rs. Jest to powodowane
znacznym poszerzeniem pikow czyli obnizeniem sprawnosci kapilary. Przyczyna takiego
zjawiska, szczegélnie widocznym przy wysokich pH jest mozliwos¢ adsorpcji

sprotonowanych amin na $ciankach kapilary.

Uzyskane wyniki zgadzaja si¢ z teoria podang w punkcie VI-1.2. Potwierdzajq one, ze
stosujac anionowe selektory do rozdzielania enancjomeréw zwiazkéw obdarzonych
fadunkiem dodatnim uzyskuje si¢ bardzo dobre selektywnosci i rozdzielczosci pikow.
Jest to zastugg tworzenia si¢ w wigkszosci przypadkoéw trwatych kompleksow
o ruchliwosci elektroforetycznej przeciwnej do ruchliwosci wolnego zwiazku.
W zwiazku z duza réznica ruchliwosci wolnego zwiazku i formy skompleksowanej,
znacznie wigkszej niz dla cyklodekstryn obojetnych, poszerza sie¢ ,,0kno separacji”.
Wysokie state trwalosci pozwalajg na stosowanie matych stezen selektorow, natomiast
duza réznica statych trwaltosci z poszczegdlnymi enancjomerami umozliwia ich dobre
rozdzielenie. Ponadto wplyw na rozdzielenie ma tutaj kierunek poruszania si¢ EOF
przeciwny do ruchliwosci kompleksow.

Zgodnie z opisem ze strony 86, rozdz. VI-1.2. mozna oczekiwaé przypadku, kiedy jeden
z enancjomerow, slabiej wigzany bedzie mial dodatnig ruchliwos¢ (czyli porusza si¢
szybciej niz EOF), a silniej wiazany ujemna (porusza si¢ wolniej niz EOF). Pomimo

uzyskania wysokich wartosci selektywnosci takiego przypadku nie zaobserwowano.
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VI-3. Rozdzielanie enancjomeréw w uktfadach podwdjnych

W punkcie VI-1.3 oraz VI-14 przedstawiono teoretyczny opis zmian
enancjoselektywnosci i ruchliwosci elektroforetycznej dla uktadéw z dwoma czynnikami
chiralnymi. Poniewaz eksperymentalnie duzo lepsze wyniki otrzymano dla s-B-CD
w uktadzie pojedynczym, w dalszej czgsci badan s-B-CD potraktowano jako podstawowa

dodajac do niej rézne ilosci innych cyklodekstryn.

Kilka przyktadowych elektroferograméw otrzymanych dla uktadow podwajnych w pH=7

przedstawiono ponizej (rys. VI-27).
A)

10mg/ml s-B-CD

0 2 i 6 8 10 12 14
Minutes
B)
~ cyklopentolat
150 as ! ; Rs=2,18
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10mg/ml s-p-CD
10mg/ml s-p-CD+2mg/ml p-CD
10mg/ml s-B-CD +5mg/ml p-CD
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Rys. VI-27. Przykiadowe elektroferogramy rozdzielania enancjomerow bromfeniraminy
(A), cyklopentolatu (B) oraz feniraminy (C) w ukladzie dwoch cyklodekstryn w pH=7.
Warunki: bufor Tris 18mM, temp. 25°C, srednica kapilary 75um, napiecie 25kV.

Jak wynika z przedstawionych wykresow (oraz wynikdw zamieszczonych w tab. VI-3) w
wigkszosci przebadanych przypadkow (z wyjatkiem cyklopentolatu) po dodaniu B-CD
otrzymujemy poprawe rozdzielenia enancjomeréw. Zastosowanie dodatkowego selektora
powoduje réwniez:

1. skrocenie czaséw analizy

2. poprawe ksztattu pikow
Poniewaz w roztworze znajduja si¢ dwa czynniki selektywne, utworzone zostaja dwa
kompleksy o roznej ruchliwosci elektroforetycznej. Kompleks z s-B-CD porusza si¢
z ruchliwoscia ujemna, natomiast z cyklodekstryng obojetna z ruchliwoscia dodatnia.
State trwatosci z s-B-CD sa znacznie wigksze, dlatego wypadkowe ruchliwosci badanych
zwiazkow pozostaja ujemne a wptyw obojetnej cyklodekstryny powoduje zmniejszenie
ruchliwosci elektroforetycznej enancjmeréw i w rezultacie skrocenie czaséw analizy.
Bardzo widoczny wptyw na poprawe ksztattu pikdw jest trudny do wyjasnienia i wymaga

dodatkowych badan.
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VI-3.1. Zmiana selektywnosci oraz Rs w ukiadzie dwéch

cyklodekstryn

Na wykresach (rys. VI-28) pokazano zmiany selektywnosci oraz Rs w uktadzie dla s-B-
CD oraz dla ukladu o stgzeniu 10mg/ml s-B-CD oraz réznej ilosci B-CD dla

bromfeniraminy i feniraminy dla pH=7.

A)

Qlrs

1,6

1,5

1.4

1,3

;i-;;m:nfeni;tminn [xsbCD]

~~- bromfeniramina [sbCD10
mg] +{ xbCD])

~—&— feniramina [xsbCD]

~—&— feniramina [sbCD10mg]
+{ xbCD)
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B)

~
8 —e—bromfeniramina [xsbCD]
7 4 —{i— bromfeniramina [sbCD10] }+[x bCD]
—a— feniramina [xsbCD) ‘
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Rys. VI-28. Wplyw stezenia obojetnej [-CD na selektywnosé (A) oraz wspotczynnik
rozdzielenia pikow (B) w ukladzie z s--CD w pH=7. Warunki: bufor Tris 18mM, temp.
25°C, srednica kapilary 75 um, napiecie 25kV.

Mozna zauwazy¢, ze selektywnos¢ uktadu ztozonego z dwoch cyklodekstryn znacznie
przewyzsza selektywnos¢ ukladu pojedynczego zaré6wno dla bromfeniraminy jak
i feniraminy. Takie same wyniki uzyskano dla pozostatych zwigzkéw. Wyjatek stanowi
cyklopentolat, ktorego rozdzielenie pogarsza si¢. Wyniki dla pozostatych zwigzkow
przedstawia tabela VI-3.

Roéwniez wspoétczynniki rozdzielenia Rs uzyskiwane dla ukladéw podwoéjnych sa
wigksze, niz dla ukladéw pojedynczych. Szczegélnie widoczne jest to w przypadku

bromfeniraminy i metoksyfenaminy, dla ktérych Rg wzrasta dwukrotnie.
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Tabela VI-3. Wyniki rozdzielania uzyskane dla ukladu podwdjnego.
przedstawiono czasy migracji (t), ruchliwosci elektroforetyczne u, selektywnosé¢ a oraz

wspotczynnik rozdzielenia Rs dla pH=7.

W tabeli

t1 t2 u1 p2  a=p2/pl Rs
Cyklopentolat s-3-CD10 6,43 714 -15,22 -17,52 1,151 2,18
s-B-CD10B8-CD5 4,11 4,17 -3,43 -3,89 1,132 0,32
s--CD108-CD10 3,99 3,99 -0,74 -0,74 1,00 0
s-B-CD108-CD15 4,02 4,02 0,00 0,00 0,00 0
Bromfeniramina s-B-CD10 9,81 12,23  -25,50 -28,48 1,116 2,93
s-B-CD10B8-CD5 5,44 628 -11,95 -15,6 1,305 6,27
s-3-CD10B-CD10 5,02 5,64 -8,38 -11,62 1,385 7,57
s-B-CD10B8-CD15 4,562 4,92 -521 -7,88 1,511 4,18
Doksylamina s-8-CD10 6,04 6,49 -16,08 -17,77 1,105 1,39
s-B-CD10B8-CD5 4,99 5,19 9,17 -10,33 1,126 2,3
s-8-CD108-CD10 4,65 478 6,23 -7,07 1,134 1,76
s-3-CD108-CD15 4,45 4,54 4,18 -4,82 1,155 1,02
Bametan s-8-CD10 7,84 8,82 -21,24 -23,32 1,098 2,08
s--CD10B8-CD5 7,88 89  -20,35 -22,49 1,104 2,01
s-3-CD108-CD10 6,15 6,77 -15,19 -17,39 1,144 3,65
Feniramina s-3-CD10 10,08 10,58 -24,88 -25,57 1,028 1,01
s-B-CD10B8-CD5 6,62 7,02 -17.4 -18,65 1,072 1,62
s-3-CD108-CD10 6,68 709  -15,02 -16,29 1,084 2,07
s-8-CD10B-CD15 5,45 5,7  -10,28 -11,47 1,115 2,43
Metoksyfenamina s-8-CD10 5,36 6,12 -12,03 -15,42 1,281 2,79
s-B-CD10B8-CD5 5,28 599 -10,74 -14,02 1,305 2,97
s--CD108-CD10 5,00 5,59 -9,96 -13,06 1,311 53
s--CD108-CD15 4,87 5,44 -9,28 -12,34 1,329 7,69
Efedryna s-3-CD10 6,32 638  -16,51 -16,75 1,014 0,052
s-8-CD10B-CD5 6,27 6,34 -1461 -14,9 1,019 0,064
s-3-CD10B-CD10 6,2 6,31 -13,58 -14,0 1,030 0,13
s-B-CD10B-CD15 6,15 6,22 -1554 -15,77 1,015 0,16
Warunki: Bufor Tris 18mM, temp 250C, napigcie 25kV, pH=7, srednica kapilary 75pm.

Analizujac przedstawione wyniki stwierdzamy, ze:

1. Wspotczynnik rozdzielenia pikéw w wigkszosci przypadkow jest lepszy

w uktadach podwdjnych. Z obserwacji wynika, Ze jest on dwukrotnie wyzszy, niz

dla s-B-CD w uktadzie pojedynczym.

2. Cyklopentolat, ktorego Rs w ukladzie podwoéjnym maleje wykazuje silne

kompleksowanie z B-CD (rozdz. VI-2.1.1.). Stata trwalosci z B-CD wynosi

1035,8 [I/mol] i jest przeszto 10-cio krotnie wyzsza w poréwnaniu do pozostatych

zwigzkow. Wynika z tego ze dla cyklopentolatu wybrany zakres stezen jest

powyzej zakresu optymalnego.

3. W niektérych przypadkach (bromfeniramina, doksylamina) st¢zenie B-CD, dla

ktorego uzyskuje si¢ najlepszy Rs wykazuje optimum. Dalszy wzrost st¢zenia

obojetnej cyklodekstryny wptywa juz negatywnie na uzyskiwane rezultaty.
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4. W kazdym przypadku wzrost stgzenia B-CD powoduje zmniejszenie ruchliwosci
elektroforetycznej badanych zwiazkéw. W wyniku tego nastgpuje skrocenie
czasow ich migracji. Wptyw obojetnej B-CD na ruchliwosé elektroforetyczng
zwigzkéw jest tym silniejszy, im trwalsze tworzy ona z nimi kompleksy.
Najtrwalsze kompleksy tworzy cyklopentolat i bromfeniramina, w zwiazku

z czym ich ruchliwosci maleja najbardziej.

W tabelach VI-44 i B zestawiono wyniki uzyskane dla uktadow podwdjnych w pH=7
oraz pH=2,5 dla réznych obojetnych cyklodekstryn w uktadzie z s-B-CD.
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Tabela VI-4. Wyniki rozdzielania uzyskane dla uktadu podwéjnego. W tabeli przedstawiono ruchliwosci elektroforetyczne p, oraz
wspotczynnik rozdzielenia Rs.

A)
Zwigzek pH=7

s-p-CD10mg/mi s-4-CD10mg/ml s-p-CD10mg/ml s-p-CD10mg/mi

B-CD 10mg/mi DM-B-CD 10mg/mi HP-p-CD 10mg/mli TM-B-CD 10mg/ml

pt u2 Rs pi u2 Rs pl p2 Rs pi u2 Rs

Epinefryna -21,3 -23,1 2,6 -21,2 -220 5,04 -21,5 21,7 4,26 -22,7 -24,5 1,68
Cyklopentolat 0,74 -0,74 0 0 0 0 -5,83 6,05 0,8 -16,9 -16,9 0
Bromfeniramina -8,38 -11,62 7,57 -3,23 -6,91 6,53 -13,9 -17.8 5,37 -18,7 -18,8 0,38
Doksylamina -6,23 7,07 1,76 4,04 -4,36 0,9 -10,3 -11,4 1,38 -14,2 -15,9 1,94
Bametan -15,19  -17,39 365 -166 -18,2 2,42 -17,9 -19,7 3,69 -19,3 -21,4 2,3
Feniramina -15,02  -16,29 2,07 -122 -137 1,15 -18,1 -18,9 1,25 -21,2 -21,6 1,7
Metoksyfenamina  -9,96 -13,06 530 -509 -7.81 3,2 -6,81 -9,91 7,33 6,74 -9,91 3,8
Efedryna -13,58 -14,0 013 -11,1 -113 0,24 -12,5 -12,9 0,42 -14,4 -14,6 0,36
Ketamina -5,02 -5,71 1.4 -3,39 442 1,52 6,99 -7,88 1,15 -9,44 -10,4 1,18
Warunki: bufor Tris 18mM, temp. 25°C, $rednica kapilary 75um, napigcie 25kV.
B)
Zwigzek pH=2,5

s-p-CD10mg/mi s-p-CD10mg/mi ~ s-pCD10mg/ml s-p-CD10mg/mi

B-CD 10mg/mi DM-p-CD 10mg/mi HP-$-CD 10mg/mli TM-4-CD 10mg/mi

pl p2 R, pl p2 Rs pi p2 Rg pi p2 Rs

Epinefryna 30,9 29,1 2,7 30,1 28,3 2,03 314 29,8 3,21 29,6 28,1 3,13
Cyklopentolat 9,01 8,85 0,9 - - - - - - 224 20,4 2,66
Bromfeniramina 38,7 38,3 0,7 35,6 34,6 1,28 36,7 36,4 0,78 35,1 34,7 0,65
Doksylamina 35,8 35,8 0 351 34,7 0 36,1 35,8 0 344 34,4 0
Bametan 29,7 27,4 2 26,3 24,1 3,68 27,8 25,7 4,05 28,3 26,2 3,30
Feniramina 38,6 38,2 0,7 36,2 35,4 0,61 36,6 36,2 0,59 35,5 35,1 0,57
Metoksyfenamina 16,8 13,2 18 - - - 17,1 13,7 15,22 17,0 13,7 17,3
Efedryna 241 23,5 1,2 20,1 19,2 0,31 21,2 20,7 0,43 22,1 21,5 0,56
Ketamina 17,0 16,3 24 12,6 11,8 5,44 15,8 15,0 3,57 16,9 16,0 2,74

Warunki: bufor Tris 18mM, temp. 250C, $rednica kapilary 75um, napigcie —25kV.
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Rozpatrujac wplyw stezenia B-CD stwierdzono, ze zmniejsza ona ruchliwos¢
elektroforetyczng zwiazkéw ze wzrostem stezenia oraz wzrostem trwatosci tworzacych
si¢ komplekséw. Wyniki przedstawione w tabeli IV w pH=7 potwierdzaja i rozszerzaja te
spostrzezenia na inne cyklodekstryny. DM-B-CD, dla ktérej stwierdzono najwyzsze state
trwatosci z badanymi zwigzkami, w ukladzie podwdjnym powoduje tez najwigksze
zmniejszenie ich ruchliwosci elektroforetycznych. Najmniejszym wplywem na
ruchliwos¢ zwiazkow charakteryzuje si¢ TM-B-CD. Ta ostatnia cyklodekstryna
wykazuje réwniez najmniejszy wptyw na poprawe wspotczynnikow rozdzielenia pikow.
Wyjatek stanowi tylko doksylamina, dla ktorej Rs=1,94. Z 9 analizowanych zwigzkow
rozdzielenie do linii bazowej otrzymano dla 7 zwiazkow. Nie uzyskano rozdzielenia
cyklopentolatu i efedryny.

Uzyskane wyniki sa zgodne z modelem uktadu podwdjnego, przedstawionego w rozdz.
VI-1.3.

W pH=2,5 w wyniku zmiany polaryzacji obserwujemy odwrdcony wptyw cyklodekstryn
na ruchliwo$¢ zwiazkéw. Anionowa cyklodekstryna powoduje ich przyspieszanie (ruch
w kierunku okienka detektora), obojetna cyklodekstryna, poruszajaca si¢ z EOF jego
opoznianie. Wzrost stgzenia obojetnej cyklodekstryny powoduje zmniejszenie
ruchliwosci elektroforetycznej zwiazkow, jednak w tym przypadku wptywa to na
wydluzenie czaséw migracji (analizy).

W rozdz. VI-2.2 przedstawiono rezultaty, z ktorych wynika, ze przypuszczalnie bardzo
silne kompleksowanie feniramin w pH = 2,5 powoduje utrate selektywnosci uktadu.
Stosowanie dodatku obojetnej cyklodekstryny jest dla tych zwigzkéw mniej skuteczne
niz w pH=7, poniewaz w roztworach kwasnych oddzialywania elektrostatyczne
pomiedzy s-B-CD a zwiazkami obdarzonymi fadunkiem dodatnim znacznie przewazaja
nad supramolekularnym oddziatywaniem tych zwigzkéw z obojetnymi cyklodekstrynami.
W wyniku tego wptyw obojetnych cyklodekstryn jest stabszy, co przedstawia tabela VI-
4. Wspbiczynnik rozdzielenia enancjomeréow feniraminy, bromfeniraminy oraz
doksylaminy jest w uktadzie podwdjnym zawsze mniejszy niz 1,5. Poréwnujac te wyniki
z wynikami dla ukfadu pojedynczego zawarte w tabeli VI-2 widzimy natomiast, Ze i tak

sq lepsze niz w ukfadzie pojedynczym. Dla pozostatych zwigzkéw wspoiczynnik Rg
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rOwniez osiagga wigksze wartosci niz w ukladzie pojedynczym z wyjatkiem
cyklopentolatu, podobnie jak w pH=7.

W pH=2,5 zwraca uwage bardzo dobre rozdzielenie enancjomeréw metoksyfenaminy.
Z samg s-B-CD wspodtczynnik rozdzielenia wynosi 10,66 podczas gdy dla uktadéw
podwojnych w kazdym przypadku jest wyzszy niz Rg>15.

Wzrost stezenia obojetnej cyklodekstryny powoduje zmniejszenie ruchliwosci
elektroforetycznej zwigzkéw i wydtuzenie czaséw analizy. W przypadku silnie
kompleksowanego przez DM-B-CD oraz HP-B-CD cyklopentolatu w pH=2,5 w czasie 60
min. nie zarejestrowano jego pikéw. Dla pozostatych zwiazkéw wptyw ten jest mniejszy,
a w przypadku feniraminy, bromfeniraminy i doksylaminy niewielki.

W pH=7 w ukladzie podwéjnym udato si¢ podzieli¢ 8 z analizowanych zwiazkow
aw pH=2,5 tylko 5.

Jedynym zwiazkiem, ktérego nie udalo si¢ podzieli¢ do linii bazowej w zadnym

z uktadoéw jest efedryna.

Rozdziat Vi

Optymalizacja rozdzielenia enancjomerow

W poprzednich rozdziatach przedstawiono wplyw statych trwatosci na selektywnosé
uktadu oraz wspoétczynnik rozdzielenia pikow. Pokazano, ze pH buforu moze istotnie
wpltywa¢ na ruchliwos¢ elektroforetyczng zwiazkéw oraz kompleksowanie.
Przedstawiono wyniki pokazujace, ze umiej¢tne zaprojektowanie uktadu z dwoma
selektorami pozwala uzyska¢ lepsze rozdzielenie niz stosowanie cyklodekstryny
pojedynczo.

Na rozdzielenie enancjomer6w moga mie¢ wptyw réwniez inne czynniki, ktérych nie
obejmowat model przedstawiony w rozdz. VI, np.: temperatura, napigcie elektrod,
wielkos¢ zastrzyku. Do zbadania wplywu tych czynnikéw, wykorzystano rozktad
Placketta-Burmana (PB). Rozkiad (PB) zostat wybrany ze wzgledu na minimalizacje

liczby eksperymentéw w metodzie optymalizacji.
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ViI-1. Wybor parametrow do optymalizacji

1) Temperatura, w ktorej prowadzi si¢ analizy wptywa na szybko$¢ oraz rownowage
procesow tworzenia komplekséw inkluzyjnych. Zmienia ona réwniez ruchliwosé
czasteczek i EOF zmieniajac lepkosé elektrolitow.

2) Sita jonowa buforu moze modyfikowaé réwnowage tworzenia kompleksow.
Moze réwniez wptywaé¢ na wielkos¢ EOF oraz ruchliwo$¢ czasteczek oraz
sprawnos¢ procesu.

3) Gradient pola elektrycznego ma wplyw na sprawnosc¢ oraz wielkos¢ EOF.

4) Wielko$¢ zastrzyku determinuje szerokos¢ zastrzyknigtej do kapilary probki
i moze zmienia¢ sprawnos¢ oraz rozdzielenie.

W dalszych badaniach sprawdzono wplyw 7-miu zmiennych. Wybrane zmienne i ich

wartosci przedstawia tabela VII-1.

Tabela VII-1. Wartosci wybranych zmiennych w metodzie
optymalizacji rozdzielenia. Poziom ,,(0” oznacza wartos¢ nominalng.

Zmienna Poziom Wartosé
1 Stezenie -1 16,2 mM
buforu [Tris] 0 18 mM
+1 19,8 mM
2.pH -1 7,7
0 7
+] 6,3
3. [s-B-CD] -1 9 mg/ml
0 10 mg/ml
+1 11 mg/ml
4. [B-CD] -1 9 mg/ml
0 10 mg/ml
+1 11 mg/ml
5. Wielkosé -1 1,8s
zastrzyku 0 2s
+1 2,28
6. Napiecie -1 22.5kV
elektrod 0 25kV
+1 27,5 kV
7. Temperatura -1 22,5°C
0 25°C
+1 27,5°C
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Do badania 7-miu zmiennych stuzy 12-to eksperymentowy rozktad Placketta — Burmana
przestawiony w tabeli VII-2. Poziomy +1 oraz —1 oznaczajq zmian¢ danego parametru
o pewng warto$¢ na wigksza (+1) lub mniejsza (-1) od wartosci wybranej za podstawowa

(nominalna).

Tabela VII-2. Rozklad Placketta — Burmana dla 11-tu zmiennych.

Nr zmienne zmienne pozorne

eksperymentu 1 2 3 4 5 6 17 8§ 9 10 11
1 +1 4+l -1 +1 +1 +1 -] -1-1 41 -]
2 -1 +1 +1 -1 41 41 41 -1 -1 -1 +1
3 +1 -1 41 +1 -1 +1 +] + -1 -1 -l
4 -1 +1 -1 41 41 -1+ +1 +1 -1 -l
- -1 -1+ -1 +1 41 -] +1 +1 +1 -l
6 -1 -1 -1 41 -1 4+ +] -1 +1 +1 +1
7 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +]
8 +1 41 -1 -1 -1 +1 -] +1 +1 -1 +]
9 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +] -1+l +1 -]
10 -1 41 +1 41 -1 -1 -] +1 -1 41+l
11 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -l -1 +1 -1 +1

12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -l -1 -1 -1 -]

Rozktad ten pozwala na badanie maksymalnie 11 zmiennych. Poniewaz liczba badanych
zmiennych jest mniejsza (7 zmiennych) pozostate okresla si¢ jako zmienne pozorne. Nie
reprezentuja one zadnych wiasnosci fizycznych, ich wptyw powinien wigc by¢ zerowy.

Wartosci niezerowe wskazuja na bledy eksperymentalne.
ViI-2. Obliczanie wplywu zmiennych na rozdzielenie

Wplyw kazdej ze zmiennych na rozdzielenie pikow zostat wyliczony ze wzoru:

z )Y (+D) B Y Y (-1
x[+1,-1] — -

b (ViI-2)
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gdzie:

Ex - efekt wptywu zmiennych

> Y(+1) - suma odpowiedzi uktadu na poziomie (+1),
2. Y(-1) - suma odpowiedzi uktadu na poziomie (-1),
n- liczba eksperymentéw na poszczeg6lnym poziomie.

Do lepszej interpretacji i graficznej ilustracji wartosci E mozna znormalizowa¢ do

sredniej wartosci odpowiedzi uktadu ()_’)

Ex
YE = = x100 —

Obliczony efekt jest zmiang odpowiedzi uktadu wynikajaca ze zmiany poszczegdlnych
parametrow w zakresie od poziomu (+1) do poziomu (-1).

Z kazdego eksperymentu zostal obliczony Rs a nastgpnie wyznaczono wplyw
poszczegélnych zmiennych na jego wartos¢. Mozna tg metoda oczywiscie
optymalizowa¢ inne parametry, np. selektywnos¢ uktadu czy czasy migracji.

Wyniki przedstawiono w tabeli VII-3.

Tabela VII-3. Wspolczynniki rozdzielenia Rs badanych zwiqzkow dla 12-tu roznych
eksperymentow, stosujqc rozklad Placketta-Burmana.

Nr  Cyklo- Epinefryna Brom- Doksyl- Bametan Feniramin Metoksy- Efedryna Ketamin

eksp. pentolat feniramina amina a fenamina a
1 0 2,86 6,07 2,12 2,89 1,45 6,22 0,22 0,84
2 0,44 3,01 7,26 1,99 2,81 1,46 6,48 0,23 1,07
3 0 3,94 7,75 1,11 3,38 1,12 7,49 0,36 1,75
4 0,07 2,76 5,37 1,25 2,69 1,28 5,89 0,21 1,11
5 0 3,92 6,94 0,94 3,21 0,89 6,59 0,21 1,90
6 0 3,42 5,61 1,05 3,24 1,095 7,28 0,37 1,63
7 0,26 3,75 6,14 1,06 2,85 1,10 6,09 0,24 0,91
8 0,21 3,01 4,68 1,67 2,98 1,43 6,41 0,27 1,15
9 0,34 3,42 7,32 1,90 3,43 1,50 7,25 0,31 1,09

10 0 3.1 6,98 2,16 3,33 1,53 7,34 0,34 1,36
1 0 3,31 6,92 1,12 2,99 1,09 6,49 0,26 2,08
12 0 3,24 7,24 0,91 2,92 1,02 6,69 0,41 1,98

Kolorem czerwonym oznaczono wartosc najwigkszq, kolorem czarnym najmniejszq.
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Jak wynika z tabeli, przeprowadzajac eksperyment majacy na celu okreslenie wptywu
poszczegdlnych czynnikéw na rozdzielenie enancjomeréw widzimy, ze w wigkszosci
przypadkow rozdzielenie moze ulega¢ znacznym zmianom. W tabeli zaznaczono dla
kazdego zwiazku wartosci najmniejszg oraz najwigksza. Okreslajac i analizujac wplyw
poszczegdlnej zmiennej na uzyskany wspodtczynnik rozdzielenia pikow mozna znalezé
warunki, w ktorych mozliwe bgdzie uzyskanie jeszcze lepszej separacji, jesli otrzymana

dotychczas nie jest zadowalajaca.

Wplyw poszczegélnych zmiennych na rozdzielenie enancjomeréw badanych zwiazkow

przedstawiono graficznie ponize;j:

1. Cyklopentolat

@ Tris ]
= EpH
200 B O[sbCD)
. O[bCD]
o 100 B wielkos¢ zastrzyku
g napiecie elektrod
E w O B temperatura
; 32 [ oD1
ED2
§ 100 mos
OD4
-200

Rys. VII-1. Wplyw wybranych zmiennych na wspoitczynnik rozdzielenia enancjomerow
cyklopentolatu. Warunki standardowe: bufor Tris 18mM, pH=7, temp. 250C, napiecie
25kV, srednica kapilary 75 um. Pozostate warunki przedstawia tabela VII-1.

Dla cyklopentolatu zaobserwowano duzy wplyw stgzenia B-CD oraz temperatury na
rozdzielenie enancjomerdw (rys. VII-1). Stezenie B-CD ma ujemny efekt, co oznacza, ze
wzrost jej stezenia powoduje pogorszenie rozdzielenia, co zaobserwowano juz

w badaniach wczesniejszych. Z kolei temperatura wykazuje efekt dodatni, czyli ze
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wzrostem temperatury nastepuje polepszenie rozdzielenia. Tworzenie kompleksow
inkluzyjnych z obojetnymi cyklodekstrynami jest preferowane w temp. nizszych [157].
W tym przypadku polepszenie rozdzielenia wynika z ostabienia kompleksowania
enancjomerdw cyklopentolatu z B-CD na korzy$¢ kompleksowania z s-B-CD, ktorej efekt
rozdzielenia jest lepszy.

Pozostate zmienne wptywaja na rozdzielenie w znacznie mniejszym stopniu.

2. Metoksyfenamina

10 R B [Tris]
s
HpH

5 S O[sbCD)
s O[bCD]

2 0 W wielkos¢ zastrzyku |
E u: @ napiecie elktrod |
- -5 W temperatura

3 o1
3 mD2

-10 mD3 |
oos
-15

Rys. VII-2. Wplyw wybranych zmiennych na wspotczynnik rozdzielenia enancjomerow
metoksyfenaminy. Warunki standardowe: bufor Tris 18mM, pH=7, temp. 25°c, napiecie
25kV, srednica kapilary 75 um. Pozostate warunki przedstawia tabela VII-1.

Czynnikami wplywajacymi na rozdzielenie enancjomeréw metoksyfenaminy jest
stezenie selektorébw oraz wielkos¢ zastrzyku (rys. VII-2). Zmniejszajac wielkosé
zastrzyku i zwigkszajac stezenie s-B-CD, a w mniejszym stopniu réwniez 3-CD mozemy

uzyskac lepsze rozdzielenie, ktére w przypadku metoksyfenaminy jest i tak znaczne.
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3. Bametan

10
Rs
5 B [Tris]
B pH
-g- O[sbCD]
5 04 O[bCD]
E i B wielkos¢ zastrzyku
N e @ napiecie elktrod
; 5 W temperatura
-y aD1
= mD2
EmD3
-10 oD4
15

Rys. VII-3. Wplyw wybranych zmiennych na wspolczynnik rozdzielenia enancjomerow
bametanu. Warunki standardowe: bufor Tris 18mM, pH=7, temp. 25°c, napiecie 25kV,
srednica kapilary 75 um. Pozostate warunki przedstawia tabela VII-1.

Wspotczynnik rozdzielenia enancjomeréw bametanu w kazdym przypadku byt wyzszy
od 2,5 (rys. VII-3). Ksztalt pikéw, ktére sa szerokie, wskazuje, ze najlepszym
rozwigzaniem do jeszcze lepszego rozdzielenia jest zmniejszenie wielkosci zastrzyku.
Podobnie jak w przypadku metoksyfenaminy, rowniez wzrost st¢zenia selektorow

poprawia rozdzielenie pikow.
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4. Feniramina i doksylamina

35
30
25
20
15
10

% E

Wplyw zmiennej

B [Tris]

HpH

O[sbCD]

O[bCD]

B wielkos¢ zastrzyku
@ napiegcie elektrod
B temreratura

oD1

EmD2

D3

‘oD4

Rys. VII-4. Wplyw wybranych zmiennych na wspolczynnik rozdzielenia enancjomerow
feniraminy. Warunki standardowe: bufor Tris 18mM, pH=7, temp. 25°, napigcie 25kV,

Srednica kapilary 75um. Pozostale warunki przedstawia tabela VII-1.

80

Wptlyw zmiennej
% E
AN N
O O o o

Rs

g

@ Tris

HpH

O[sbCD]

O[bCD]

H wielko$¢ zastrzyku
@ napigcie elektrod
W temperatura
D1

mD2

mD3

OD4

Rys. VII-5. Wplyw wybranych zmiennych na wspolczynnik rozdzielenia enancjomerow
doksylaminy. Warunki standardowe: bufor Tris 18mM, pH=7, temp. 250C, napiecie

25kV, Srednica kapilary 75um. Pozostate warunki przedstawia tabela VII-1.
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Feniramina tworzy bardzo trwate kompleksy z s-B-CD. Jak wykazano wczesniej, bardzo
silne kompleksowanie, w ktorym uczestnicza oddziatywania elektrostatyczne pomigedzy
feniraminami a s-B-CD w pH=2,5 jest mato selektywne (tabela VI-2). Dlatego wzrost pH
buforu, a wigc i osfabienie tych oddziatywan przyczynia si¢ do lepszego rozréznienia

chiralnego (rys. VII-4). W ten sam sposob zachowuje si¢ doksylamina (rys. VII-5).

5. Bromfeniramina

25
Rs
20
B Tris
15 WpH
oy O[sbCD]
=D O[bCD]
.g - B wielko$é zastrzyku
N 2 5 B napiecie elektrod
% W temperatura
0 —— D1
S mD2
-5 mD3
| 0OD4
-10
-15

Rys. VII-6. Wplyw wybranych zmiennych na wspolczynnik rozdzielenia enancjomerow
bromfeniraminy. Warunki standardowe: bufor Tris 18mM, pH=7, temp. 250C, napiecie
25kV, Srednica kapilary 75um. Pozostale warunki przedstawia tabela VII-1.

Bromfeniramina podobnie jak inne feniraminy tworzy trwate kompleksy z s-B-CD,
jednak dodatkowo tworzy silne kompleksy rowniez z B-CD. Ta réwnowaga w sile
kompleksowania obu cyklodekstryn sprawia, ze czynnik pH nie ma az takiego znaczenia
(rys. VII-6). Zwigkszajac proporcjonalnie st¢zenia obu cyklodekstryn mozna oczekiwac

poprawy rozdzielenia.

135



6. Ketamina i epinefryna

30 W Tris
20 mpH

T 10 O[sbCD]

E O[bCD]

9 0 M wielko$¢é zastrzyku
E u: =10 [ napigcie elektrod
3 o B temperatura
£ -20 1 oD1
= -30 mD2

| mD3
-40 OD4
-50

Rys. VII-7. Wplyw wybranych zmiennych na wspolczynnik rozdzielenia enancjomerow
ketaminy. Warunki standardowe: bufor Tris 18mM, pH=7, temp. 250C, napiecie 25kV,
Srednica kapilary 75 um. Pozostate warunki przedstawia tebela VII-1.

10 .
R @ Tris
5 " HpH
my O[sbCD]
E 0 a[bCD]
2 W wielko$¢ zastrzyku
E u: -5 @ napigcie elektrod
3 L Mtemperatura
£ -10 Qo1
< ED2
-15 EmD3
0OD4
-20

Rys. VII-8. Wplyw wybranych zmiennych na wspolczynnik rozdzielenia enancjomerow
epinefryny. Warunki standardowe: bufor Tris 18mM, pH=7, temp. 25°c, napiecie 25kV,
srednica kapilary 75 um. Pozostate warunki przedstawia tabela VII-1.
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Czynnikami decydujacymi o polepszeniu rozdzielenia ketaminy sa: pH, st¢zenie s-B-CD
oraz temperatura (rys. VII-7). Szczegdlnie istotne jest obnizenie pH. Bardzo podobnie

zachowuje si¢ epinefryna (rys. VII-8).

7. Efedryna
10
Rs Tris
0 mpH
5 —r:l O(sbCD)
€ -10 O[beo)
2 B wielko$é zastrzyku
& :u\o -20 M napiecie elektrod
B temperatura
% -30 @D1
S mD2
-40 mD3
OD4
-50

Rys. VII-9. Wplyw wybranych zmiennych na wspolczynnik rozdzielenia enancjomerow
cyklopentolatu. Warunki standardowe: bufor Tris 18mM, pH=7, temp. 250C, napiecie
25kV, srednica kapilary 75um. Pozostate warunki przedstawia tabela VII-1.

Efedryna jest najtrudniejszym zwiazkiem do rozdzielenia. Poniewaz selektywnos¢
rozrdzniania jej enancjomerdw jest niewielka najlepszy rozwiazaniem jest zmniejszenie
wielkosci zastrzyku, co potwierdzitlo obecne badanie (rys. VII-9). W odrdznieniu od

innych zwiagzkéw zmiany st¢zenia selektoréw nie maja prawie zadnego znaczenia.

Wyniki prezentowane w tym rozdziale pokazuja, ze rozkiad Placketa-Burmana moze by¢
z powodzeniem stosowany do poszukiwania warunkow sprzyjajacych polepszeniu
rozdzielenia, jak tez do przewidywania zmian, jakie zajda w ukladzie pod wptywem

zmian réznych parametrow.
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Statystyczna ocena parametrow wskazuje, ze zgodnie ze wczesniejszymi rozwazaniami
czynnikami majacymi decydujacy wplyw na rozrdznienie enancjomerow sa: stgzenie
selektorow i pH buforu. Okazalo si¢ réwniez, Zze istotnym parametrem moze by¢
wielkos¢ zastrzyku, jak rOwniez zmiana temperatury nawet w bardzo waskim zakresie.
Pozostate czynniki powoduja zmiany w niewielkim stopniu.

Warto tez zauwazy¢, ze z wyjatkiem cyklopentolatu polepszeniu rozdzielenia sprzyja
rownoczesny wzrost stezenia s-B-CD oraz B-CD, co potwierdza stusznos¢ stosowania

dwoch cyklodekstryn.

VII-3. Strategia rozdzielania zwigzkéw zasadowych i obojetnych

Na podstawie przeprowadzonych w poprzednich rozdziatach analiz zostat
zaproponowany ogolny schemat rozdzielania zwiazkéw o charakterze zasadowym.
Schemat ten przedstawiony na rys. VII-10 jest stuszny rowniez dla zwiazkdw obojetnych,
cho¢ skutecznos¢ ich rozdzielenia bedzie mniejsza ze wzgledu na mniejsza site

oddziatywan tych zwiazkéw z s-B-CD.
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[s-B-CD] 10mg/ml +
[obojetna CD] 10mg/ml

pH=7
RS=O A RS>] ,5
R,=?
0>R>1,5
Zmiana buforu Zmiana stezenia
pH=2,5 [s-B-CD]
Ll R>1,5? TAK
NIE NIE
Optymalizacja Optymalizacja
R, metoda (PB) R, metoda (PB)

TAK R>1,57 TAK
NIE Zmiana selektora lub NIE

techniki analitycznej

KONIEC

Rys. VII-10. Schemat rozdzielania z zastosowaniem ukladu zlozonego z s-B-CD oraz

obojetnej cyklodekstryny zwiqzkow zasadowych i obojetnych.
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VII-3.1. Weryfikacja skutecznosci schematu

Weryfikacji przedstawionego schematu (rys. VII-10) dokonano rozdzielajac 12 r6znych
zwiazkow. Wyniki przedstawiono w tabeli VII-4.

Tabela VII-4. Wspélczynniki rozdzielenia Rs uzyskane wg schematu przedstawionego na
rys. VII-10 dla wybranych zwiqzkow.
pH=7 pH=2,5
[s-B-CD] 10 mg/ml [s-B-CD] [s-B-CD] 10mg/ml  [s-B-CD] [s-B-CD]
[B-CD] 10 mg/ml 10 mg/ml _[B-CD] 10 mg/ml 10 mg/ml 25 mg/ml

Kloperastyna 2,75 t>60min 12,14 0,82 -
Diperodon 5,67 4,67 20,17 1,39 .
Homochlorcyklozyna 3,12 t>60min 0 0 -
Hydroksyzyna 5,04 t>60min 1,59 0 =
Benfluoreks 0 0 t>60min 0 5
Propiomazyna 0,24 0,12 0,41 0 -
Oksybutynin 0 0 0 3,88 -
Bromek oksyfenonu 0 0,46 - 0 o
Tyrozyna 0 0 t>60min 9,19 )
Tryptofan 0 0 t>60min 9,96 =
Fenyloalanina 0 0 - t>60min 9,85
Fenyloglicyna 0 0 - t>60min 3,08

Stezenia selektorow [mg/ml]

Z 12-tu rozdzielanych zwiazkéw catkowicie udato si¢ podzieli¢ 9 z nich a 2 dzieli si¢
cz¢sciowo. Dlatego mozna przypuszczaé, ze w wyniku optymalizacji metoda PB uda si¢
je rozdzieli¢ do podstawy. W przypadku benfluoreksu wydaje si¢ stuszne zastosowanie
innej metody analityczne;.

Mozna zauwazyé, ze aminokwasy: tyrozyna, tryptofan, fenyloalanina oraz fenyloglicyna
nie ulegaja podzialowi w pH=7. W tych warunkach sa one w postaci czasteczek
obojetnych i stabo oddzialuja z cyklodekstrynami. Natomiast w pH=2,5 posiadaja
fadunek dodatni i kompleksuja z s-B-CD stabo, przez co czas analizy jest bardzo dtugi.
Nie byloby celowe dodanie obojetnej cyklodekstryny, gdyz spowoduje to zanik pikow.

Wspolczynniki rozdzielenia, jakie otrzymuje si¢ z sama s-B-CD sa powyzej Rs=3.

140



Biorac pod uwage pozostate zwiazki widzimy, ze lepsze rozdzielenie obserwujemy w
uktadzie z dwoma cyklodekstrynami (w pH=7 podzielity si¢ enancjomery kloperastyny,
diperodonu, homochlorcyklozyny oraz hydroksyzyny), niz w ukladzie pojedynczym
(w pH=7 dzieli si¢ jedynie diperodon). W przypadku hydroksyzyny, jedynie w ukiadzie
podwdjnym moze doj$¢ do rozdzielenia enancjomeréw. Wyjatek stanowi oksybutynin,
ktory dzieli si¢ z s-B-CD. Na rys. VII-11 przedstawiono przykladowy elektroferogram

rozdzielenia enancjomerow kloperastyny w pH=2,5.

-90 10mg/ml s-p-CD |
| 10mg/ml s-p-CD +15mg/ml 3-CD

-100-

mAU

110}

5 6 7 8 9 10 11 12
Minutes

Rys.VII-11. Przykiad rozdzielenia enancjomerow kloperastyny w pH=2,5. Warunki:
bufor Tris 18mM, temp. 250C, Srednica kapilary 75 um, napiecie -25kV.
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Rozdziat VIl

Inne ukiady supramolekularne stosowane

w enancjoseparacji

ViiI-1. Uktad cyklodekstryna + kasy cholowe

Chiralne surfaktanty znalazty szerokie zastosowanie w enancjoseparacji. Wasciwosci
tych selektoréw zostaly oméwione w czgsci literaturowej. Ich uzycie w ukladach
mieszanych jest o tyle ciekawe, ze tworzone przez nie micele z natury sa obiektami
dynamicznymi. Dzigki temu mozliwa jest taka aranzacja w przestrzeni, ze anionowe
micele moga stuzy¢ do rozdzielania zwigzkéw anionowych. W przypadku s-B-CD,
posiadajacej liczne grupy anionowe, oddziatywanie ze zwigzkami anionowymi jest
bardzo ograniczone odpychajacym efektem elektrostatycznym, co potwierdzono
eksperymentalnie (nie zaobserwowano efektu wskazujacego na kompleksowanie
binaftalenu).

Jako zwiazkéw modelowych do badania enancjoseparacji w uktadach micelarnych uzyto
atropoizomerow binaftalenu oraz binaftolu, przestawione na rys. VIII-1.

Binaftalen BNP Binaftol BN

L, >N

pZ

o Y

L o8

Rys. VIII-1. Struktura chemiczna binaftalenu (BNP) oraz binaftolu (BN).
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VIll-1.1.Zastosowanie uktadéw pojedynczych

Wyniki dla pojedynczych uktadéw sa przedstawione w tabeli VIII-1 [135]. Badania
przeprowadzono w pH=11. W tych warunkach BNP oraz BN sa zdeprotonowane
i posiadaja ujemne ruchliwosci elektroforetyczne. Zastosowano szereg stgzen cholanu
sodowego (CHASS) oraz taurodeoksycholanu sodowego (TDCHASS), przy czym

wszystkie sg powyzej krytycznego stg¢zenia micelarnego [158] oraz rézne stezenia CD.
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Tabela VIII-1. Wyniki elektroforetyczne dla binaftalenu i binaftolu dla ukladu z pojedynczym selektorem.

[BNP BN
Bufor teor  [ti/t2 W M2 o=H2/ |y pierwszy R, tEOF ti/ty M M2 o=H2/ | pierwszy (R,
enancjomer enancjomer
bez chiralnego selektora
3.8  [5.4/54 144 144 |1 | | 3,8 [5,151 132 [132 |1 |
cyklodekstryny
20mAM B-CD 4,8  16,0/6,0 -7,3 7,3 |1 0 4,9 6,0/6,0 -6,7 |-6,7 |1 0
20mM B-CDI6,1 7,77/182 6,5 [-6,7 |1,02 S 0,18 6,1 7,67/1,67 |-6 -6 1 0
+5%EtOH
20mM B-CD 5.4  [6,89/6,89 |7 -7 1 0 5,4 6,49/6,49 |-6,4 |64 |l 0
20mM HP-B-CD [5,3 [6,41/6,46 [-6,3 |-6,6 [1,04 S 0,22 |53 6,2/6,2 -5,3 53 |1 0
20mM TM-B-CD 4,6  |5,39/5,51 -6 -6,7  [1,12 S 2,17 4,7 5,24/5,28 [-4,1 |44 |1,06 S 0,38
SmM TM-B-CD 4,5 [5,50/5,72 7,9 9,2 |[1,16 2,08 W4,5 5,49/5,59 7,3 |79 |1,08 S 1,04
1lmM TM-B-CD |44  [5,75/593 |10 |11 1,1 0,71
kwasy cholowe
20mAM chass 55 |9,48/9,87 [-14,3 [-15,1 |[1,05 R 4,6 5,7 8,58/8,75 [-10,9 [-11,4 |1,03* R 0,37
30mA{ chass 55 9,71/9,92 |-14,8 [-15,2 1,03 R 1,53 '[85 9,14/9,23 [-13,6 [-13,8 |[1,01 R 0,16
S0mAM chass 6,9 17,41/18,03 |-16  |-16,4 |1,02 R 1,51 6,5 13,713,7 |-14,7 [-14,7 |1 0
80mA chass 7,4 18,62/19,0 |-15,1 [-15,3 |1,01 R 0,22 |7,7 19,3/19,3 14,3 |-14,3 |1 0
20mM tdchass 5 9,05/9,61 -16,5 |-17,7 (1,07 R 3,2 5 0,41/9,6 |17 -17,4 1,02 R 0,28
so%s‘?ﬂﬁﬁigracﬁ’ﬁOF 640102 ?mEHe}l (it LnatlefSmeru wykhywanego ja Jol&erv\éz@/drugi, ';.?.’, 1fsehl T'Jgég el¢ktfoforelycznalem?k V- 0
lll;ll- } Cuauyjuu ICIW PiélWSLCgUlldl UE;USU

Warunki: Kapilara szklana dtugo$ci 63cm (58 cm do okienka detektora) x 75um. Bufor: 18mM Tris z odpowiednia ilo$cig selektora, pH=11.
Napiecie na elektrodach 20kV, temp. 25°C.

* brzydki ksztalt pikow
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VIll-1.1.1. Cyklodekstryny

Zgodnie z oczekiwaniami dodanie obojgtnej cyklodekstryny zmniejsza ruchliwosci
binaftalenu i binaftolu. W przebadanych warunkach rozdzielenie enancjomeréow
binaftalenu otrzymano dla TM-B-CD oraz HP-B-CD. Rozdzielenie z 3-CD otrzymano,
kiedy do roztworu dodano niewielka ilos¢ (5%) etanolu, natomiast dla y-CD nie
zaobserwowano rozréznia enancjomeréw binaftalenu. W przypadku enancjomeréw
binaftolu jedynie TM-B-CD wykazuje si¢ enancjoselektywnoscia.

Kolejnos¢ migracji enancjomeréw binaftalenu dla B-CD, HP-B-CD oraz TM-B-CD jest
taka sama: S wychodzi przed R, tak wigc posiadaja one ta sama enancjoselektywnos¢.

Silniej kompleksowany jest enancjomer S.

VIII-1.1.2. Kwasy cholowe

Micele kwaséw cholowych poruszaja si¢ w warunkach elektroforezy z ujemna
ruchliwoscia a zarazem wigksza od ruchliwosci binaftalenu i binaftolu. Powoduje to, ze
ich wplyw na mobilno$¢ badanych zwigzkéw jest odmienny w porodwnaniu

z cyklodekstrynami. Kwasy cholowe powoduja opdZnianie binaftalenu i binaftolu.

100- 20 mM CHASS
50 mM CHASS
80 mM CHASS |
50-
T TS
s 8 10 12 14 18 18
Minutes

Rys. VIII-2. Wplyw stezenia kwasu cholowego na rozroznienie chiralne enancjomerow

binafialenu.
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Pierwszy jest wymywany enancjomer R. Poniewaz jednak, silniej kompleksowany
enancjomer jest zatrzymywany diuzej kwasy cholowe wykazuja t¢ sama
enancjoselektywnos¢ co cyklodekstryny, tzn. silniej kompleksuja enancjomer S.

Te wyniki sq zgodne z pracami Szoko [159], ktory zbadal, ze rozpoznawanie jest
wynikiem kompleksowania przez tetramery TDCHASS, a enancjomer S binaftalenu jest
dwa razy silniej wigzany niz enancjomer S.

Najlepsze rozdzielenie pikéw obserwuje sie dla mniejszych stezen kwaséw cholowych
(rys. VIII-2). Dla st¢zenia 80mM rozdzielenie enancjomeréw zanika, co moze
wskazywaé, ze w tych warunkach oba enancjomery zwiazku w catosci znajduja si¢

w fazie micelarne;j.

Vili-1.2. Zastosowanie uktfadoéw podwdjnych

Poniewaz kwasy cholowe s surfaktantami anionowymi mozna je poréwnywaé biorac
pod uwage zachowanie si¢ w uktadach elektroforetycznych do anionowej s-B-CD. Jednak
wyniki niniejszej pracy wskazuja na to, ze poréwnanie nalezy ograniczy¢ do wptywu na
ruchliwo$¢, poniewaz mechanizmy rozdzielania komplikuja si¢ w ukladzie zlozonym
z cyklodekstryny i kwas6w cholowych.

Wplyw stezenia kwaséw cholowych na ruchliwosci i rozdzielenie binaftalenu i binaftolu
zostato zbadane przy niezmiennym st¢zeniu cyklodekstryn (3-CD, HP-B-CD i TM-B-CD)
rownym 20mM. Stezenie CHASS zmieniano w zakresie 0-80mM. Ruchliwosci
elektroforetyczne enancjomeréw binaftalenu z CHASS oraz w ukfadach podwojnych
z cyklodekstrynami poréwnano na rys. VIII-3. Wyniki te sa zalezne od natury

cyklodekstryny.
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Rys. VIII-3. Ruchliwosci elektroforetyczne enancjomerow BNP poruszajqcych sie
w kierunku katody: A) z CHASS i w ukladzie podwojnym: B) z 20 mM TM-B-CD C) z
20mM B-CD oraz D) 20mM y»CD, stezenie CHASS zmienia si¢ w zakresie od 0 do 80

mM. Warunki: Kapilara szklana diugosci 63cm (58 cm do okienka detektora) x 75um. Bufor:
18mM Tris z odpowiedniq ilosciq selektora, pH=11. Napiecie na elektrodach 20kV, temp. 25°C.

Wyniki uzyskane dla uktadéw podwojnych przedstawiono w tabeli VIII-2.
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Tabela VIII-2. Wyniki elektroforetyczne dla binaftalenu i binaftolu dla uktadu podwdojnego.

BNP BN
Bufor teor [ti/t2 W M2 ja=pa/pg pierws.,zy R, (teor |t/t; Wi M2 jo=p2/pg Pierw§2y R,
enancjomer enancjomer
Cyklodekstryna + kwas cholowy
20mA1 B-CD +20mM chass 6,7 19,25/9,41 |-7,5 |-7,8 |1,05 S 1,86
20mM B-CD +30mM chass 6,5 [9,23/9,32 |-8,3 |-8,5 |1,02 S 1,47 6,5 (7,72/7,77 -4,4 |-4,6 (1,03* R 0,56
20mM B-CD +50mM chass 8,3 |17,86/18,61-12 |-12,4(1,03 R 2,68 18,4 |17,95/18,55 |-11,8 |-12,1{1,03 R 0,36
20mM B-CD +80mM chass 8,3 [20,47/21,21}-13,3}-13,6{1,02 R 1,09 18,5 (19,89/20,15 [-12,3 [-12,4{1,01 R 0,21
20mM B-CD +20mM tdchass 6 7,96/7,96 |-7,9 |-7,9 |1 0 6 7,93/7,93 -7,3 7,3 |1 0
20mAM B-CD +80mM tdchass 7,3 116,10/16,74/-13,8 -14,2 (1,03 R 2,21 |7,5 |18,38/18,82 |-14,6 |-14,9]1,02 R 0,67
20mM TM-B-CD +20mM chass 6,5 (8,38/8,77 [-6,3 |-7,2 |1,15 S 7,68 16,6 [7,51/7,59 -3,4 [-3,7 |1,08* S 0,74
20mM TM-B-CD +30mM chass (6,3 [8,48/8,77 |-7,7 |-8,4 (1,09 S 4,19 6,4 |7,95/8,05 -5,7 |6 (1,05 S 1,55
20mM TM-B-CD +50mM chass |8 14,05/14,37-9,9 }-10,2 (1,03 S 1,63 8,1 |12,81/13,08 |-8,4 [|-8,7 |1,04 S 0,91
20mM TM-B-CD +80mM chass (8,4 (17,4/17,4 |-11,3}-11,3|1 0 8,5 1[16,83/16,83 |-10,3 |-10,3|1 0
20mM TM-B-CD +20mM tdchass 6,6 [9,21/9,45 [-8,1 |-8,6 |1,06 1,8 6,7 |(8,89/9,04 -6,8 |-7,2 |1,05 S 0,92
20mM TM-B-CD +80mM tdchass 9,7 [26,94/27,62[-12,2 -12,3 |1,01 S 0,85 |10 [28,9/28,9 -11,9 |-11,9]1 0
20mM y-CD+20mAM chass 6 7,89/7,89 |-7,5 |-7,5 |1 0
20mM y-CD+30mM chass 6,7 19,87/9,87 |-8,7 |-8,7 |1 0 6,4 (8,25/8,25 -6,4 [-6,4 (1 0
20mM y-CD+50mM chass 6,9 |13,40/14,05|-12,91-13,6 1,05 R 1,87 16,9 (12,40/12,69 |-11,9 |-12,3(1,03 R 0,97
20mAM y-CD+80mM chass 7 16,66/17,33-15,1 |-15,6 (1,03 R 1,1 |7,1 (14,95/14,95 |-13,7 |-13,7]1 0
20mM HP-B-CD +20mM chass |7,1 [9,58/9,89 [-6,9 -7,5 |1,09 S 2,93 (7,3 19,07/9,07 -5,1 15,1 |1 0
20mM HP-B-CD +80mAM chass 8,8 [21,44/22,35/-12,3 |-12,7 1,03 R 2,22 8,9 [20,21/20,51 |-11,6 |-11,7(1,01 0,22
20mM HP-B-CD +20mM tdchass [7,1 [9,58/9,58 [-6,9 [-6,9 |1 0 7,3 19,15/9,31 -5 -5,4 |1,07* S 0,37
20mM HP-B-CD +80mM tdchass |9 26,69/28,21(-13,5|-13,8 /1,03 R 3,52 9,4 [29,57/30,68 |-13,4 |-13,7|1,02 R 1,12

{eor- gzas migracji EOF-u, tjt;-czas migracji (min) enancjomeru wymywanego jako pierwszy/drugi, p;,p; ruchliwos¢ elektroforetyczna [cmk V"

.

min

] enancjomeréw pierwszego/druglego
Warunki: Kapilara szklana dtugosci

Napigcie na elektrodach 20kV, temp. 25°C.

* brzydki ksztalt pikow
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Interesujacy wynik otrzymano dla mieszaniny 20mM B-CD i 20mM CHASS. Kolejnos¢
migracji enancjomeréw binaftalenu jest typowa dla B-CD a Rgs=1,86. W ukiadzie
pojedynczym z samg B-CD obserwuje si¢ jedynie niewielkie rozdzielenie (Rs~0).

Ze wzrostem stezenia CHASS, gdy jest ono wigksze od B-CD kolejnosé migracji
enancjomerdw binaftalenu stopniowo zmienia si¢ z S na R, ktdra to kolejnos¢ jest typowa
dla CHASS. Zmieniajac stezenie kwasu cholowego z 30mM na SOmM mozna zmieni¢

kolejnos¢ migracji enancjomeréw binaftalenu, co pokazuje rys. VIII-4.
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Rys. VIII-4. Zmiana kolejnosci migracji enancjomerow binaftalenu.

Dla binaftalenu i binaftolu z CHASS i TM-B-CD kolejnos¢ migracji dla wszystkich
stezen kwasu cholowego przy stalym stgzeniu TM-B-CD jest specyficzna dla
cyklodekstryny; enancjomer S wychodzi jako pierwszy.

Dla y-CD i CHASS rozdzielenie enancjomerdow binaftalenu uzyskano jedynie przy
stezeniach 50mM oraz 80mM CHASS, podczas gdy dla binaftolu rozdzielenie miato
miejsce dla 50mM CHASS, z kolejnoscia migracji typowa dla kwaséw cholowych.

Z badan nad enancjoselektywnoscia wynika, ze zaréwno B-CD, TM-B-CD jak i CHASS
posiadaja ta sama enancjoselektywno$¢ w stosunku do enancjomeréw binaftalenu.
Z powodu réznego mechanizmu dziatania ich wptyw na ruchliwos¢ elektroforetyczna

enancjomerdw jest w przeciwnym kierunku. Posiadajacy ujemny tadunek kwas cholowy
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wykazuje elektroforetyczny ruch w  kierunku przeciwnym do przeptywu
elektroforetycznego i dlatego nazywany jest faza pseudo-stacjonarna. Obojetna
cyklodekstryna porusza si¢ z EOF jako chiralna faza ruchoma. Kiedy oba te selektory
dziataja niezaleznie, zgodnie z rozwazaniami z punktu VI-1.3, w ukiadzie podwdjnym
mozna oczekiwa¢ zmniejszenia selektywnosci takiego uktadu. Jednakze takiego efektu
nie zaobserwowano. Biorac pod uwagg fakt, ze kwasy cholowe i cyklodekstryny moga
tworzy¢ wiasne kompleksy [160], nie mozna wykluczy¢ powstawania selektora
chiralnego zlozonego z tych dwoch zwiazkéw i tworzenia si¢ komplekséw potréjnych

zwiazek-cyklodekstryna-kwas cholowy.

VIII-2. Uktad cyklodekstryna + chiralny eter koronowy

W czgsci literaturowej podano liczne przyktady zastosowania chiralnych eterow
koronowych oraz niechiralnych jako czynnika uczestniczacego w procesie rozdzielania
zwigzkow chiralnych. Najbardziej przebadany zostat tetrakarboksylowany eter 18-
korona-6 (18C6H4) jako chiralny selektor peptydéw [161].

W ramach niniejszej pracy przebadano grupe zwiazkdw z rodziny chiralnych
tetraazakoronandow pochodnych L-alaniny, rdézniacych si¢ wielkoscia pierscienia
makrocyklu jako czynniki kompleksujace trzy aminokwasy: tryptofan, tyrosn¢ oraz
fenyloglicyne, a w szczegdlnosci:

1. wyznaczono state trwatosci kompleksow azakoronand-aminokwas,

2. przebadano selektywnos¢ badanych azakoronandéw do aminokwaséw,

3. zdefiniowano zaleznosci pomigdzy rozmiarem oraz budowa przestrzenng makrocyklu
a sitq oddziatywan gos¢-gospodarz,

4. zbadano mozliwo$¢ zastosowania chiralnych azakoronandéw do rozdziatléw

chiralnych.

Struktury aminokwaséw przedstawiono na rys. VIII-5.
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Rys. VIII-5. Struktury chemiczne tryptofanu, tyrozyny i fenyloglicyny.

Wzory strukturalne badanych azakoronandéw oraz wyniki badan zawiera tabela VIII-3
[148].
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Tabela VIII-3.State trwatosci oraz ruchliwosci elektroforetyczne badanych kompleksow azakoronandow z aminokwasami.
AZAKORONAND o I\ I\ 7
g\o HN NH 0/:|N NH HN (\o o’> (\0 o/w A . g i
/[ j /( \) I ;> ...... NH HN/7 NH HNj \)
NH HN" ", NH H ¥ g o j\ 1 /l: NH HN
o et 0%/o\_/o\>=o 1?\, \/? - 0 o ° o’&i jt II 0 »
(o]
° 16 o\_/o \\/o\/?
13 14 5 18
17
tryptofan Mree 3,03 3,03 3,00 3,04 3,03 3,02
Heomp -0,08 (0) 0,72 1,49 1,15 1,68 0,48
K[Vmol] 662179 440141 1664+207 8961103 14401199 454177
tyrosyna Mree 2,48 2,48 245 2,49 2,48 248
Dt -0,06 (0) 0,52 1,15 0,86 1,32 -0,26 (0)
K[Vmol] 729482 457443 1580+214 910+£105 14541201 354158
(541)
fenyloglicina |  igee 1,37 1,37 1,35 1,37 1,37 1,36
Hoomp 0,11 (0) 0,37 0,61 0,45 078 0,04
K[V/mol] 956194 566155 1698+241 9621112 18521271 449172

Warunki: Kapilara szklana diugosci 63cm (58 cm do okienka detektora) x 75um. Bufor: 18mM Tris z odpowiedniq ilosciq azakoronandu,

pH=3. Napiecie na elektrodach 20 kV, temperatura rozdziatu 25 °C. EOF byt wyznaczany uzywajqc DMSO jako marker.
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Na podstawie wynikdw mozna stwierdzié, ze
» Otrzymane stale trwatosci byly w zakresie 500-2000 1/mol,
» 24-czlonowy azakoronand wykazuje najsilniejsze oddziatywanie
z aminokwasami, 18- oraz 2l-czlonowe azakoronandy wiaza aminokwasy
znacznie slabiej, za$ najstabsze oddziatywania wystepuja w przypadku 27-
czlonowego azakoronandu 18, co jest prawdopodobnie spowodowane zbyt duzym
rozmiarem makrocyklu,

» lzomery demonstrujg podobne state trwatosci do tych samych aminokwasow,

v

Wzrost liczby elektrodonorowych atoméw tlenu wptywa na state trwatosci,
» Po wprowadzeniu podstawnika metylowego do makrocykla nie uzyskano

rozroznienia chiralnego.

Pomimo obecnosci chiralnych atoméw wegla i oddzialywan pomigdzy azakoronandami
oraz aminokwasami nie zaobserwowano rozréznienia chiralnego dla badanych

zwigzkow.

Zdolnoscia do wspomagania chiralnego rozr6znienia wykazal si¢ natomiast inny

tetrazakoronand (1), ktérego struktur¢ pokazano ponizej (rys. VIII-6):

R L
j:NH HNI:,
04‘\/0\/&0

Rys. VIII-6. Struktura chemiczna chiralnego tetraazakoronandu (1).

Zwiazek ten, w kombinacji z a-cyklodekstryna umozliwia rozdzielenie racemicznej
mieszaniny tryptofanu. Pomiary prowadzono w temperaturach 15, 20 oraz 25°C, przy
pH=3. Kolejnos¢ wymywania aminokwaséw byla nastgpujaca: histydyna, tryptofan,
tyrozyna, fenyloglicyna. W temperaturze 25°C, uzycie samej a-cyklodekstryny,
prowadzilo jedynie do czgsciowego podziatu tryptofanu (rys. VIII-7). Zastosowanie w

tych samych warunkach, jako dyskryminatora chiralnego, kombinacji a-cyklodekstryna
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— tetraamid 1, prowadzito natomiast do catkowitego rozdziatu racemicznej mieszaniny

tryptofanu, przy czym czas retencji byt dtuzszy (rys. VIII-8).
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Rysunek VIII-7. Elektroferogram rozdzialu mieszaniny racemicznych aminokwasow
w kolejnosci migracji: histydyny (H), tryptofanu (Tr), tyrozyny (Ts) i fenyloglicyny
(F) z uzyciem a-cyklodekstryny; 25°C, pH=3, c=20mM.
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Rys. VIII-8. Elektroferogram rozdzialu mieszaniny racemicznych aminokwasow
w kolejnosci migracji: histydyny (H), tryptofanu (Tr), tyrozyny (Ts) i fenyloglicyny
(F) z uzyciem ukladu a-cyklodekstryna — tetraazakoronand (1); 25°C, pH=3,

c=20mM
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W temperaturze 20°C réwniez zaobserwowano rozdzielenie racemicznej
mieszaniny tryptofanu, stosujac zaréwno a-cyklodekstryne, jak i uktad a-cyklodekstryna
— tetraamid 1. Uzycie makrocyklicznego tetraamidu wplywalo na wyrazng poprawe
rozdzialu racemicznego tryptofanu. Ponadto zaznaczat si¢ rozdziat tyrozyny, co nie miato
miejsca w przypadku zastosowania samej a-cyklodekstryny. Czas retencji w 20°C byl
odpowiednio dluzszy niz w temperaturze 25°C (rys. VIII-9 i rys. VIII-10).

100 - — . 100

-100 -
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Rys. VIII-9. Elektroferogram rozdziatu mieszaniny racemicznych aminokwaséw
w kolejnosci migracji: histydyny (H), tryptofanu (Tr), tyrozyny (Ts) i fenyloglicyny
(F) z uzyciem a-cyklodekstryny,; 20°C, pH=3, c=20mM.
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Rys. VIII-10. Elektroferogram rozdzialu mieszaniny racemicznych aminokwasow
w kolejnosci migracji: histydyny (H), tryptofanu (Tr), tyrozyny (Ts) i fenyloglicyny (F)
z uzyciem ukladu a-cyklodekstryna — tetraazakoronand (1); 20°C, pH=3, c=20mM.

W temperaturze 15°C uzyskano jeszcze lepszy rozdziat racemicznej mieszaniny
tryptofanu i tyrozyny, jak rdwniez wydtuzenie czasu retencji (rys. VIII-11). Obnizanie
temperatury znaczaco wptywato na poprawg rozdzialu aminokwaséw, prawdopodobnie
przez zwigkszenie znaczenia oddziatywan pomigdzy czasteczkami cyklodekstryny,

aminokwasu oraz teraamidu.
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Rys. VIII-11. Elektroferogram rozdziatu mieszaniny racemicznych aminokwasow
w kolejnosci migracji: histydyny (H), tryptofanu (Tr), tyrozyny (Ts) i fenyloglicyny (F)
z uzyciem ukladu a-cyklodekstryna — tetraazakoronand (1); 15°C, pH=3, c=20mM.
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Wyniki zaprezentowane w tym rozdziale potwierdzaja, podobnie jak w przypadku innych
uktadéw podwojnych przedstawionych wczesniej, ze faczenie dwoch selektorow moze
poprawia¢ rozdzielenie zwiazkéw. Przebadane tetraazakoronandy pomimo tego, ze same
nie s3 w stanie rozroznia¢ enancjomerow aminokwasoéw, wplywaja na

enancjoselektywnos¢ uktadu prowadzac do uzyskiwania lepszych wynikéw.
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Podsumowanie

Celem pracy byto wykorzystanie uktadow elektroforetycznych ztozonych z dwoch
selektoréw chiralnych do optymalizacji rozdzielenia wybranych zwiazkéw o
wilasciwosciach  leczniczych. Okreslenie optymalnych warunkéw prowadzenia
eksperymentu wymagato poznania mechanizmu odpowiedzialnego za rozdzielenie
enancjomeréw, jak rowniez wskazania czynnikow krytycznych, majacych najwigkszy
wptyw na uzyskane rozdzielenie.

Do realizacji tego celu wybrano rézne selektory chiralne, przede wszystkim
cyklodekstryny, jonowe i obojetne, jak réwniez kwasy cholowe i chiralne etery
koronowe.

Na podstawie wynikow badan podstawowych obejmujacych wplyw pH na
ruchliwos¢ zwiazkéw badanych, rézne zachowanie cyklodekstryn obdarzonych
fadunkiem i obojgtnych w pojedynczych uktadach elektroforetycznych oraz sprawdzeniu
enancjoselektywnosci uktadéw pojedynczych sformutowano nastgpujace wnioski, bedace

podstawa dalszych rozwazan:

a) uklady z obojetnymi cyklodekstrynami (tabela VI-1)

1. Wszystkie badane aminy tworza kompleksy inkluzyjne z obojgtnymi
cyklodekstrynami, co przejawia si¢ w wydtuzeniu czaséw migracji ze
wzrostem stgzenia cyklodekstryny w buforze,

2. Stechiometria tworzonych kompleksow jest 1:1,

3. Najtrwalsze kompleksy tworza si¢ z DM-B-CD, zas najmniej trwate z
TM-B-CD. State trwatosci komplekséw z B-CD i HP-B-CD maja wartosci
posrednie, przy czym dla B-CD sa one nieco wyzsze (z wyjatkiem
epinefryny). Sita kompleksowania wplywa na zmiang¢ czaséw migracji w
ten sposob, ze silniej kompleksowane zwiazki poruszaja si¢ wolniej,

enancjomer silniej kompleksowany wychodzi jako drugi
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4. W badanym zakresie st¢zen jedynie w dwoch przypadkach uzyskano

catkowite rozdzielenie enancjomeréw do podstawy, czyli z Rs>1,5; dla
epinefryny oraz doksylaminy,

Im mniejsze sa state trwatosci, tym wyzsze optymalne stg¢zenie selektora
wymagane do rozdzielenia enancjomer6w. Natomiast réznice w statych
trwatosci dla poszczegdlnych enancjomeréw  przekladaja sig¢

bezposrednio na wartosci enancjoselektywnosci.

b) uklady z anionowq cyklodekstrynq (tabela VI-2)

L

State trwatosci kompleksow czasteczek obojetnych (pH=12) z s-B-CD sa
znacznie mniejsze, niz dla komplekséw tworzonych przez przeciwnie
natladowane jony.

Im wigkszy stosunek tadunku do masy czasteczki tym silniejsze tworza si¢
kompleksy. Np. bromfeniramina tworzy w pH=7 z s-B-CD kompleks o
stalej trwatosci K1=3462,1[l/mol podczas gdy w pH=2,5 stala trwalosci
wynosi  K1=18396,9[I/mol. W  wyniku silnego oddziatywania
elektrostatycznego z posiadajaca liczne grupy anionowe czasteczka
cyklodekstryny, zwiazki badane uzyskuja ujemne ruchliwosci
elektroforetyczne. Wptyw s-B-CD na ruchliwosé zwiazkow jest znacznie
wigkszy niz cyklodekstryn obojetnych.

Rozdzielenie enancjomeréw z s-B-CD jest lepsze niz w przypadku
obojetnych cyklodekstryn dla wszystkich badanych zwiazkow.

Dla zwiazkéw z jednym atomem azotu state trwatosci w pH=7 i pH=2,5 sa
poréwnywalne. Bardzo silne kompleksowanie feniramin w pH = 2.5
skutkuje utrata selektywnosci uktadu.

W badanym zakresie st¢zen ze wzrostem stezenia cyklodekstryny

selektywnos$¢ uktadu maleje a czasy analizy wydtuzaja sig.

160



Na podstawie modelu teoretycznego dla uktadu z pojedynczym selektorem [47], w
ramach obecnej pracy wyprowadzono rownanie (V/-9) na enancjoselektywnosé uktadu z

dwoma selektorami chiralnymi:
i _ (ﬂﬁ-ee +ﬂcomle;ompl[CDI]+'ucompllK;ompll[CD11])(1+K;ompI[CDI]+K§ompll[CD11])
RS (/uﬁ'ee +ﬂcomPlKgomPl[CDI]+ﬂco”'p”K§omP”[CDII])(l+K;omPI[CDI]+KZOMP”[CDII])

Poréwnujac selektywnos¢ uzyskang dla modelu z dwoma cyklodekstrynami do
uktadu pojedynczego z s-B-CD stwierdzono, ze szczegolnie dobre rezultaty uzyskuje si¢
w przypadku, gdy cyklodekstryny posiadaja przeciwne enancjoselektywnosci do
enancjomerow zwiazku, przy tej samej enancjoselektywnosci rowniez istnieje zakres
stezen, w ktorym nastgpuje poprawa selektywnosci w poréwnaniu z ukiadem
pojedynczym. Dodanie cyklodekstryn oboj¢tnych powoduje skrocenie czasoéw analizy w

pH = 7, a wydtuzenie w pH=2,5.

Na podstawie eksperymentalnej weryfikacji modelu ustalono, ze:

1. Wspdlczynnik rozdzielenia pikow w ukiadach podwojnych jest lepszy niz w
uktadach pojedynczych (wyjatek cyklopentolat). Z obserwacji wynika, ze Rg jest
dwukrotnie wyzszy, niz dla s-B-CD w uktadzie pojedynczym.

2. Cyklopentolat, ktorego Rs w ukladzie podwojnym maleje, wykazuje silne
kompleksowanie z B-CD (rozdz. VI-2.1.1.). Stala trwalosci z B-CD wynosi
1035,8 [I/mol] i jest przeszio 10-cio krotnie wyzsza w poréwnaniu do pozostatych
zwiazkow. Wynika z tego, ze dla cyklopentolatu wybrany zakres stgzen jest
powyzej zakresu optymalnego.

3. W pH=7 wazrost stgzenia B-CD powoduje zmniejszenie ruchliwosci
elektroforetycznej badanych zwiazkow. W wyniku tego nastgpuje skrdcenie
czasOw analizy. Wplyw obojetnej B-CD na ruchliwos¢ elektroforetyczng
zwigzkéw jest tym silniejszy, im trwalsze tworza si¢ kompleksy. Najtrwalsze
kompleksy tworzy cyklopentolat i bromfeniramina, w zwiazku z czym ich
ruchliwos$ci maleja najbardziej.

4. Wptyw dodatku CD oboje¢tnych bardziej widoczny jest w pH wysokim. Ma to

zwigzek ze stalymi trwatosci. W pH kwasnym silne oddziatywania

161



elektrostatyczne z anionowym selektorem dominujg (w przypadku feniramin).
Wydaje si¢ stuszne stosowanie w tym przypadku wyzszego stezenia

cyklodekstryny oboje¢tne;j.

Przedstawiona w rozdz. VII metoda optymalizacji rozdzielenia rozszerza
dotychczasowe badania o inne parametry oraz je systematyzuje. Do zbadania wplywu
tych czynnikéw, wykorzystano rozklad Placketta-Burmana (PB), ze wzgledu na
minimalizacj¢ liczby eksperymentéw w metodzie optymalizacji.

W badaniach sprawdzono wplyw 7-miu zmiennych: stezenie buforu, pH, wielkos¢
zastrzyku, temperatur¢ oraz stezenia selektorow (zmienne i ich wartosci przedstawia
tabela VII-1).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze najwazniejszymi parametrami decydujacymi o
rozdzieleniu chiralnym sa: st¢zenia chiralnych selektorow (zalezne od statych trwatosci),
pH buforu (pKa zwiazkéw i selektor6w), temperatura, a czasami rowniez wielkos¢
dozowanej prébki.

Zebrane doswiadczenia pozwolity na stworzenie schematu (rys. VII-10)
pozwalajacego na stosunkowo szybkie sprawdzenie, czy metoda CE z cyklodekstrynami
jako selektory chiralne pozwoli na uzyskanie dobrego rozdzielenia badanego zwiazku,
czy nalezaloby zastosowa¢ inna metode lub inny selektor. Weryfikacji przedstawionego
schematu dokonano rozdzielajac 12 innych zwiazkéw: 8 amin oraz 4 aminokwasow
(wyniki przedstawiono w tabeli VII-4).

Z 12-tu rozdzielanych zwiazkéw catkowicie udato si¢ podzieli¢ 9 z nich a 2 dzielg
si¢ czgsciowo. Dlatego mozna przypuszczaé, ze w wyniku dalszej optymalizacji metoda
PB udaloby sig¢ je rozdzieli¢ do podstawy. W przypadku benfluoreksu wydaje si¢ stuszne
zastosowanie innej metody analitycznej. Biorac pod uwage 8 badanych amin widzimy, ze
lepsze rozdzielenie obserwujemy w ukladzie z dwoma cyklodekstrynami (w pH=7
podzielity si¢ enancjomery kloperastyny, diperodonu, homochlorcyklozyny oraz
hydroksyzyny), niz w ukladzie pojedynczym (w pH=7 dzieli si¢ jedynie diperodon). W
przypadku hydroksyzyny, jedynie w ukfadzie podwojnym moze dojs¢ do rozdzielenia
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enancjomeréw. Wydaje si¢, ze zaproponowany schemat ma charakter uniwersalny do

zwiazkow zasadowych i obojetnych.

W rozdziale VIII rozszerzono badania na inne selektory chiralne. Pokazano, ze
kwasy cholowe oraz etery koronowe moga by¢ skutecznie stosowane w uktadach z
cyklodekstrynami.

Kwasy cholowe wraz z cyklodekstrynami okazaly si¢ bardzo selektywne w
stosunku do binaftalenow w uktadach podwdjnych, jednak mechanizm rozdzielania jest
tutaj bardziej skomplikowany ze wzgledu na fakt, ze kwasy cholowe i cyklodekstryny
moga tworzy¢ kompleksy migdzy soba. Nie mozna wykluczy¢ powstawania selektora
chiralnego zlozonego z tych dwéch zwiazkéw i tworzenia si¢ komplekséw potrdjnych
zwiazek-cyklodekstryna-kwas cholowy.

Jako przykiad synergii dwoch selektoréw chiralnych przedstawiono réwniez
wyniki enancjoseparacji tryptofanu i tyrozyny stosujac etery koronowe z a-CD.
Zaprezentowane wyniki potwierdzaja, podobnie jak w przypadku innych uktadéw
podwdjnych, ze taczenie dwdch selektorow moze poprawia rozdzielenie zwigzkow.
Przebadane tetraazakoronandy pomimo tego, Ze same nie sa W stanie rozrozniac
enancjomerow aminokwasow, wplywajg na enancjoselektywnos¢ uktadu prowadzac do

uzyskiwania lepszych wynikow.
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Streszczenie

Celem pracy bylo wykorzystanie uktadow elektroforetycznych ztozonych z dwéch
selektorow chiralnych do optymalizacji rozdzielenia wybranych zwiazkéw o
wilasciwosciach  leczniczych. Okreslenie optymalnych warunkéw prowadzenia
eksperymentu wymagalo poznania mechanizmu odpowiedzialnego za rozdzielenie
enancjomerow, jak rowniez wskazania czynnikéw krytycznych, majacych najwigkszy
wplyw na uzyskane rozdzielenie.

W badaniach wstepnych lepsze niz dla cyklodekstryn obojetnych rozdzielenie
enancjomeréw uzyskano dla cyklodekstryny siarczanowanej (s-B-CD). Wiaze si¢ to z
mechanizmem rozr6znienia enancjomerow. W przypadku cyklodekstryn obojetnych
enancjoselektywno$¢ wynika glownie z réznic w stalych trwalosci pomigdzy
enancjomerami. W przypadku cyklodekstryny jonowej odwrotna ruchliwo$¢ formy
skompleksowanej i nieskompleksowanej przy tej samej réznicy w statych trwatosci
poteguje efekt rozdzielenia enancjomerdw.

Na podstawie modelu teoretycznego dla uktadu z pojedynczym selektorem [47], w
ramach obecnej pracy wyprowadzono rownanie na enancjoselektywnos¢ uktadu z dwoma

selektorami chiralnymi:

o (‘uﬁ'ee +,UCOMPIK;OMPI[CDI]+luco’"p”K;omP”[CDII])(l'i'K;omPl[CDI]-FK;o”'p”[CDII])
a =
RS (#free +,l.lmmPIK;omPl[CDI]+,ume”K;o'”p"[CDII])(l+K;OMPI[CD1]+K;OMPII[CDII])

Poréwnujac selektywnos¢ uzyskang dla modelu z dwoma cyklodekstrynami do
uktadu pojedynczego stwierdzono, ze szczegélnie dobre rezultaty uzyskuje si¢ w
przypadku, gdy cyklodekstryny posiadaja przeciwne enancjoselektywnosci do zwiazku,
przy tej samej enancjoselektywnosci rowniez istnieje zakres stezen, w ktorym nastgpuje
poprawa selektywnosci w poréwnaniu z ukiadem pojedynczym. Ponadto dodanie
cyklodekstryny obojetnej do ukiadu z s-B-CD w pH=7 powoduje skrocenie czasu analizy.

Na podstawie badan wstgpnych i rozwazan teoretycznych zaprojektowano uktad

podwdjny, pozwalajacy uzyskaé lepsze rozdzielenie enancjomeréw w krétszym czasie.
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Eksperymenty przeprowadzone w ukladzie podwdjnym w réznych warunkach
potwierdzity, ze:

- Selektywnos¢ w ukladzie z dwoma cyklodekstrynami w wigkszosci
przypadkow jest lepsza niz w uktadach pojedynczych.

- Zastosowanie obojetnej CD powoduje znaczne skrdcenie czaséw analiz przy
normalnej polaryzacji elektrod,

- Dodatek obojetnej CD ma duzy wplyw na sprawnos¢ ukladu
elektroforetycznego. Uzyskuje si¢ piki o znacznie lepszym ksztalcie (wyzsze
Rs).

Przedstawiona metoda optymalizacji rozdzielenia (rozklad Placketta-Burmana),
rozszerza wczesniejsze badania o inne parametry oraz je systematyzuje. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze najwazniejszymi parametrami decydujacymi o rozdzieleniu chiralnym sa
stezenia chiralnych selektorow (zalezne od statych trwatosci), pH buforu (pKa zwiazkow
i selektorow), temperatura, a czasami rowniez wielkos¢ dozowanej probki.

Zebrane doswiadczenia pozwolily na stworzenie schematu pozwalajacego na
stosunkowo szybkie sprawdzenie, czy metoda CE z cyklodekstrynami jako selektorami
chiralnymi pozwoli na uzyskanie dobrego rozdzielenia badanego zwiazku, czy
nalezaloby zastosowac inng metodg lub inny selektor.

Skutecznos¢ schematu sprawdzono, stosujac go do rozdzielania szeregu innych
zwiazkéw o podobnym charakterze. Wydaje si¢, ze ma on charakter uniwersalny do

zwiazkow zasadowych i obojetnych.

W rozdziale VIII rozszerzono badania na inne selektory chiralne. Pokazano, ze kwasy
cholowe oraz etery koronowe moga by¢ skutecznie stosowane w ukladach z
cyklodekstrynami. Kwasy cholowe wraz z cyklodekstrynami okazaly si¢ bardzo
selektywne w stosunku do binaftalenow, a etery koronowe z a-CD do rozdzielania

enacjomerow tryptofanu i tyrozyny.
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