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Az enantiomerszelektiv kapillaris elektroforézis
technika attekintése
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1. Bevezetés

Az enantiomer szelektiv analizisek mara alapvetd
kovetelménnyé valtak az iparban (gyogyszer, agrokémia,
kozmetika, élelmiszer) és a kornyezetvédelemben.'” Az
enantiomer szelektiv kapillaris elektroforézis (ChCE)
technika rendkiviili elényoket kinal az analitikai enantiomer
elvalasztasokban, ezért ezen a teriileten az utobbi években
gyors fejlodés tortént. Ebben a témaban mar megjelent egy
konyv,® szamos konyvrészlet és attekintd kozlemény.”!' Az
Electrophoresis folydirat kétévente teljes kiillonszamban
foglalkozik az enantiomer-szelektiv elvalasztasokkal. Mas
kiadvanyok (pl. J. Chromatogr., Chromatographia) kiralis
kiilonszamai szintén bo terjedelemben foglalkoznak ezzel
a témaval.

Az  elektroforézis  folyamatai  onmagukban  nem
elegendéek az enantiomer parok elvalasztisara. Az
elektroforézis koriilményei kozott végrehajtott enantiomer
elvalasztasokban a tobbszorgsen megismétlodd megoszlasi
folyamatok is mindig szerepet jatszanak, ezért ezek
bizonyos mértékig kromatografianak is tekinthetdek.®'? Sok
kozlemény a pufferben oldott kiralis szelektort pszeudo-
allofazisnak nevezi, mert az enantiomerek vandorlasi
sebessége kiilonb6z6 szabad formaban vagy diasztereomer
asszociatumként. A kapillaris elektroforézis koriilményei
kozott végrehajtott kiralis elvalasztasok besorolasa ¢s
nevezéktana ma még nem egységes. Ebben a kozleményben
az enantiomer-szelektiv, kromatografiaval kombinalt
kapillaris elektroforézisre az ChCE roviditést hasznaljuk,
hogy megkiilonboztetést tegylink a csak elektroforetikus
folyamatokat hasznald kapillaris elektroforézistél (CZE)
és a tényleges allofazist hasznald elektrokinetikus
kromatografiatol (CEC).

A jelen kozleményben a szerzok bemutatjdk a ChCE
technika alaptérvényeit, a leggyakrabban alkalmazott
szelektorait, fejlodési iranyait és kiilonleges megvaldsitasi
formait. A cikkben leirtakat szamos esetben a szerzok sajat
tapasztalatai és eredményei is alatamasztjak.

A cikk nem foglalkozik azokkal a kiralis elvalasztasokkal,
amelyeknél az allofazis makroszkopikusan elkiiloniil a
mozgofazistol,”? azaz az elektrokinetikus kromatografiaval
(CEC).

2. Elméleti alapok

A ChCE megoszlasi folyamatai nem két fizikailag
makroszkopikusan elkiiloniilt fazis kozott zajlanak. A kiralis
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szelektor oldott vagy micella formaban talalhato az elektrolit
pufferben.®1?

A két enantiomer mozgékonysaganak kiilonbségét a
kovetkez6 egyenlettel lehet kifejezni: !¢
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a Ap a két enantiomer mozgékonysaganak kiilonbsége; [c]
a kiralis szelektor koncentracioja; M, €s p, a szabad és a
kolcsénhatasban 1év6 enantiomerek mozgékonysaga; K és
K, az § és az R enantiomerek egyensulyi allandoja a kiralis

R
szelektorral.

(1)

A fenti egyenlet feltételezi, hogy a két enantiomer
mozgékonysaga azonos allapotban (szabad vagy asszocialt)

megegyezik (i, = u,).

Az 1. egyenlet ravilagit arra, hogy az elvalasztashoz nem
elegend6 akétenantiomer egyensulyiallanddjanak egymastol
valo eltérése (K, # K,). Az elvalasztashoz sziikséges még
az enantiomerek mozgékonysaganak kiilonbsége szabad
és diasztereomer asszociatumuk formajaban (,uf #u). Ez
a feltétel azzal a kovetkezménnyel jar, hogy semleges
kiralis szelektorral nem lehet elvalasztani semleges
molekuldkat ChCE-ben. Amennyiben az enantiomerek mind
szabad, mind asszocialt formaban semlegesek, vandorlasi
sebességiik megegyezik az elektroozmotikus aramlas (EOF)
sebességével, azaz nincs elvalasztas, fiiggetlentil attol, hogy
mekkora a kiilonbség a két enantiomer egyensulyi allanddja
kozott. Semleges enantiomereket semleges szelektorral
elvalasztani csak segéd ionos adalék (pl. micellaképzo)
alkalmazasaval lehet."

Az 1. egyenlet tovabba ramutat arra is, hogy az enantiomerek
elvalasztasa annal nagyobb, minél nagyobb kiilonbséget
mutat mozgékonysaguk szabad és asszocialt allapotban.
Ez a magyardzata annak, hogy a szelektorok és a mintak
ellentétes toltése eldonyds az elvalasztds szempontjabol.
Ilyen parositasban a szelektor kis koncentracidja is elegendd
az eredményes elvalasztashoz.!"12! Végtelen nagysagu
elvalasztas érhetd el ellentétes toltésti szelektorral ¢€s
mintaval a szelektor bizonyos koncentracidjanal, ha az
EOF elhanyagolhatd.'® A szelektorhoz erdsebben kotédo
enantiomer vandorldsa megallithato, ha vandorlési sebessége
egyenld, de ellentétes iranyt szabad és asszocialt allapotban.
Ekkor csak a gyengébben kotddd enantiomer mozdul el a
minta toltésének megfeleld iranyba.
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Az 1. egyenletbdl az is kiolvashato, hogy a két izomer
mozgékonysaganak kiillonbsége maximumot mutat a

s

esetben kisérletileg bizonyott'*?! (1. abra).

7
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1. Abra. Cisz-permetrinsav enantiomerek mozgékonyséagi kiilonbség
adatai (¢, 10°cm?V-'s™) és felbontasi értékei (m) a 6-monodezoxi-6-
mono( 1-metil-2-hidroxi)etilamino-ciklodextrin szelektor koncentracionak
fiiggvényében. Koriilmények: 50/58,5 cm x 0,050 mm kvarc kapillaris;
50 mM foszfat puffer; pH 6,0; fesziiltség, 30 kV; hom., 25°C; detektor,
214 nm.

A fenti kisérleti koriilmények kozott a cisz-permetrinsav
enantiomerek mozgékonysagi kiilonbségeinek maximuma
3,24 x 10°cm?*V'!s! érték, amihez 1 mM 6-monodezoxi-6-
mono(1-metil-2-hidroxi)etilamino-ciklodextrin  szelektor
sziikséges. A felbontasi értékek maximuma 6,13 amit 5
mM szelektorral lehet elérni. Az 1. abra jol példazza, hogy
a Ap és a felbontds (R ) maximuma gyakran nem az azonos
szelektor koncentracional taldlhats. Ezt a tultelitési és az
elektrodiszperzids folyamatok okozzak.

Az 1. egyenlet mutatja, hogy a mobilitas kiilonbség nagysagat
nem az egyensulyi dllandok (K és K), azaz a kdlcsonhatasok
abszolut nagysaga hatdrozza meg, hanem ezek aranya.
A kolesonhatasok abszolit nagysaga azt hatirozza meg,
hogy a maximum milyen szelektor koncentracional
észlelhetd. Minél nagyobbak a kolcsonhatasok, annal kisebb
szelektor koncentracio sziikséges a maximum eléréséhez.
Ez is az oka annak, hogy a Ap maximuma a szelektor kis
szelektorok esetén. Egy masik kovetkezmény, hogy az
akirdlis adalékok megvaltoztatjdk a szelektor optimalis

s

A ChCE gyakorlataban tobb kifejezés is hasznalatos
a szelektivitas jellemzésére. A cikkben a szeparalasok
jellemzésére nem csak a Ap €s az elvilasztas (R) értékeit
alkalmazzuk, hanem az effektiv szelektivitds (o ;)
kifejezést is. Az o érték, mely a két enantiomer migracios
idejének hanyadosa,® ami fizikai értelemben nem azonos a
kromatografidban megszokott szelektivitds fogalommal,
mert a migracios idoket tobb paraméter (pl. EOF) is
befolyasolja.

3. A ChCE elényei a kiralis analizisben
A ChCE a kovetkez6 elényoket kinalja a kiralis analizisben:

Nagy hatékonysag

Rovid analizis id6

Alacsony analizis hdmérséklet

Tobb enantiomer par aranya is meghatarozhatd egy
analizis alatt

e Konnyl a , kis csucs elol” elvet megvalositani, ami nagy
enantiomer felesleg esetén fontos

e Polaris, ionos, nem-illékony mintdk analizisére kivald
modszer

o Csekély a modszer minta sziikséglete

e Elenyész0 vegyszerfelhasznalas

e Nagymennyiséglimatrix mellettis pontos meghatarozasok
lehetségesek egyszertsitett minta-elokészitéssel

o A detektorok széles linearis tartomannyal rendelkeznek

e Jol kapcsolhatdé on-line médon a pozitiv anyag-
meghatarozo6 tomegspektrométerhez (MS).

A nagy hatékonysagt elvalasztasok azzal az elonnyel is
jarnak, hogy mar 0,1 kJ/M energia kiilonbség (o = 1,01)
is elegend6 az enantiomerek alapvonal-elvalasztashoz.?
A ChCE gyakorlataban megszokott rendkiviil nagy
hatékonysag elérését nem csak az aramlas U profilja teszi
lehetdvé, hanem ehhez a szelektor oldott allapota is nagyban
hozzajarul, mivel igy az alléfazisban nincs anyagatadasi
ellendllas. Nincs sziikség a minta keresztiranyt diffuzidjara
a ,,mozgofazisban” sem ahhoz, hogy a szelektorral
kolcsonhatas megtorténjen. Az utdbbira bizonyiték, hogy
sokkal nagyobb hatékonysagu elvalasztasokat lehet elérni
fehérje ¢és makrociklusos antibiotikumok felhasznalasa
soran a ChCE technikaval, mint HPLC-s allofazissal.
A cikk szerzdi gyakran tapasztaltak 500 000 elméleti
tanyérszam feletti értékeket minddssze 50 cm hasznos
kapillaris hosszon.?! Az igy elért hatékonysag lehetdvé tette
az ibuprofén enantiomerek alapvonal elvalasztasat annak
cllenére, hogy csak a =1.009 szelektivitasi érték."

A ChCE gyakorlata soran tapasztalt rendkiviil gyors
analizisek szintén a hattér pufferben oldott szelektoroknak
koszonhetdek. Az irodalom fél percnél révidebb tokéletes
elvalasztasokrol is beszamol.”® Rendkiviil gyors elemzések
érhetdk el, ha az oszlopba a detektor oldalon injektalunk,
mert ilyenkor az injektalas ¢és detektalas tavolsaga csak 5-7
cm.?*? Azelvalasztasok sebessége novelhet6 kisebb atméréju
kapillarisok hasznalataval, mivel ezek kisebb aramot ¢&s
jobb hdelvezetést kinalnak.?® Az alacsony vezetoképességii
szerves pufferek szintén nagyobb fesziiltségek alkalmazasat
teszik lehetévé.® Tovabbi analizis sebességnovekedést
eredményez a chip technologia bevezetése.”’

A ChCE alacsony analizis homérsékletei eldsegitik az
enantiomerek jo elvalasztasat. Két cstcs szelektivitasi
tényezdje termodinamikailag a kovetkezé modon irhato le:*

_ARS(AG) _ ARS(AH) R ARS(AS) 2)
RT RT R

al}ol a AR.S(AH), ARS(AS) é's ARS(A(’;).sorfa az enantiomgr
par tagjai kozotti entalpia, entropia és szabadenergia

Ina. =
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valtozasok kiilonbsége a két fazis kozotti atmenet soran.
A 2. egyenletbdl lathatd, hogy az entalpia tag szerepe
emelked6 homérséklettel exponencialisan csokken. Ez
Osszhangban van azzal a kromatografias tapasztalattal, hogy
csokkend elemzési homérséklettel a szelektivitasi tényezd
exponencialisan nd.

Az ChCE soran az analizisek kedvezben alacsony
homérsékleten (15-25 °C) végezhetok a kapillarisok jo
hoatado képessége és az intenziv hiités miatt. A tobbszordsen
toltott szelektorokkal is rendszerint 20 kV fesziiltség
alkalmazhat6 a hatékonysag és a szelektivitas romlasa nélkiil,
azaz a Joule hé hémérséklet emeld hatasa elhanyagolhato.'®2!
Ezeket a szelektorokat kis koncentracidban alkalmazzak,
mivel az er6s kolcsonhatasok miatt kis koncentracid
értéknél van a Ap maximuma. Természetesen alacsony
vezetOképességli szerves pufferadalékok még magasabb
fesziiltségek alkalmazasat teszik lehetévé.SA ChCE szamos
enantiomer par elvalasztasat teszi lehetdvé egy analizis alatt,
ahogy ezt a 2. abra is szemlélteti."”

-
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2. Abra. Hat piretroidsav sztereoizomerének szimultin elvalasztésa.
Koriilmények: 50/58,5 cm x 0,050 mm fused-silica kapillaris; szelektor,
15 mM heptakisz(2,3-di-O-metil)-hexakisz(6-O-metil)-6-monoamino-
6-monodezoxi-f-ciklodextrin; puffer, 40 mM borsav, ecetsav és
foszforsav (1:2:2); pH, 6,5; fesziiltség, 30 kV; detektalas, 202 nm; hom.,
25°C. Jelolések: S(-)/R(+)-transz-deltametrinsav (1), S(-)/R(+)-cisz-
deltametrinsav (2), S(-)/R(+)-transz-permetrinsav (3), S(-)/R(+)-cisz-
permetrinsav (4), S(-)/R(+)-transz-krizantémsav (5), S(-)/R(+)-cisz-
krizantémsav (6)19.

A 2. é4bran bemutatott szelektor koncentracioja
kompromisszum eredménye. A  tramsz-krizantémsav
enantiomerjeinek alapvonal elvalasztasa is lehetséges
17,5 mM szelektorral, de ekkor az analizis id6 meghaladja
az egy Orat.

A tobb enantiomer egymas melletti analizise a gyartasi
ellen6rzések'®1*% soran és a metabolizmus kutatasban is
rendkiviil hasznos, mivel nem csak az anyavegyliletek
enantiomer aranyara ad valaszt, hanem a metabolitok és a
melléktermékek aranyara is.>*°

A ChCE nagy hatékonysaga és az alkalmazhat6 szelektorok
széles kore miatt kitind lehetdéséget nyujt a nagy
enantiomerfeleslegek pontos meghatarozasara. Emellett
a technika az enantiomerek migracios sorrendjének
megvaltoztatasara is joval tobb modszert kindl, mint mas
kromatografias eljarasok.®!! A kromatografiaban altalanos
elv, hogy nagy enantiomer feleslegek esetén (>99%) a
minor csucs elsdként elucidja vagy migracdja elényos.?>263!
A nagy mennyiségben jelenlévd izomer cslcsa ugyanis
rendszerint “tailinges” (hatrafelé elnyult), amit tulterhelési,
adszorpcids és aramlasi egyenetlenségek okoznak. A nagy

csucs tailingje teljesen elfedheti a masodik kis csucsot,
vagy teriiletét meghamisithatja. A migraciés sorrend
megvaltoztatasa lehetdséget ad az enantiomerek aranyanak
pontos megadasara attdl fiiggetlentil, hogy melyik izomer
van nagy feleslegben.

A migraciés sorrend megvaltoztatasara a kovetkezd
paraméterek eldjelvaltasaval van lehetdség: migraciok
iranya, migracios kiilonbségek és az egyensulyi allandok
kiilonbsége.?

Az EOF megsziintetése vagy megforditasa az eredetihez
képest forditott migracios sorrendet eredményezhet, de
ebben az esetben az injektalas is ellentétes pdluson torténik.*
Ezt a kapillaris boritasaval, vagy kationos detergensek
alkalmazasaval lehet elérni. Hasonld eredményre vezet, ha
az EOF-nal nagyobb, ellentétes iranyd, nyomads indukalt
aramlast alkalmazunk pufferben.’® A hattérpuffer pH-janak
megvaltozasa a kiralis felismerés cserélédése nélkiil is
eredményezheti a migracios sorrend atfordulasat.’>** Ebben
az esetben a minta vagy a szelektor toltésének valtozasa
moédositja ezek egymashoz képesti mobilitasat, és igy az
enantiomerek migracids sorrendje is atfordulhat. Hasonld
hatast Vélthat kianagy mozgékonységﬁ er6s kélcsénhatéssal
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A hattér puffer pH-janak megvaltoztatasa azonban a
kiralis felismerés moddosulasat is eredményezheti, ami
az enantiomerek vandorlasi sorrendjének megfordulasat
okozza.** Az a szerkezet valtozas, ami a kiralis felismerést
megvaltoztatja, térténhet akar a szelektorban akar a minta
molekuldkban. Hasonlé eredményre vezethet, ha vizes
kozegt puftferrdl szervesre valtunk.

A szakirodalom a szelektorok megvaltoztatasaval elért
enantiomerek vandorlasi sorrendjének megforduldsarol
szamol be leggyakrabban 31183641 A legegyszeriibb
eset, amikor a szelektor (pl. kamforszulfonsav) mindkét
enantiomerje rendelkezésre all.*' A kiilonboz6é szelektorok
okozta migraci6 sorrend megfordulasat nehéz elméleti
alapon megjosolni, inkabb a ,,proéba szerencse” modszer vezet
eredményre. Gyakran kis szerkezeti kiilonbségek vezetnek az
enantiomerek vandorlasi sorrendjének megforduldsdhoz. A
ciklodextrin (CD) kiilonb6z6 mértékii szulfat szubsztiticdja
is okozhatja az enantiomerek migracidés sorrendjének
megfordulasat.® A CD foszfatok eltérd gylrimérete
megvaltoztatia a metoprolol enantiomerek migracios
sorrendjét.’® A tocainidnél pedig az ionos szubsztitucidjt
B-CD-k (foszfat, karboxil-metil) eredményeztek forditott
migraciot a metilezettekhez képest.*®

A kromatografids modok valtoztatasa is eredményezheti az
enantiomerek sorrendjének valtozasat. A valtozas alapja,
hogy a pufferban oldott kirdlis szelektor helyett (ChCE),
valddi allofazisban (GC) torténik a kiralis felismerés.!

A ChCE eljaras kitlinden alkalmazhaté polaris, ionos
molekuldk (pl. savak, aminok) nyomnyi mennyiségli
analiziséhez. Az ilyen tipusi enantiomerek a HPLC ¢s
GC analizise adszorpciojuk miatt problémas, ami sok
esetben csak szarmazékképzéssel kiiszobolheto ki. Ennél a
technikanal azonban puffer adalékokkal vagy a kapillaris
boritasaval az adszorpcid kikiiszobolhetd.
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Az alkalmazott eljards mintasziikséglete rendkiviil csekély,
nanoliter nagysagrendii. A szakirodalom beszamol egyetlen
sejt vagy esOcsepp tobbszori analizisérdl. A chipek
bevezetésével az analizisek mintasziikséglete tovabb
csokkenthet6.*

A ChCE vegyszerhasznalata a HPLC-hez képest elenyészo.
Néhany 10 milliliter puffer elég egy egész napi munkahoz.
A puffer szelektor tartalma is altaladban csak 1-50 mM. Ez a
kis anyagigény lehetdvé teszi a rendkiviil draga szelektorok
(pl. ionos ciklodextrinek, koronaéterek, antibiotikumok)
hasznalatat. Meg kell azonban jegyezni, hogy az analizisek
alatt a pufferek Osszetétele és szintje megvaltozik, ezért a
puffereket rendszeresen cserélni (replanishment) kell.

A nagy felbontoképesség lehetové teszi az enantiomerek
vizsgalatatnagymennyiségii matrix mellett.?*3%434 A technika
egyik hatalmas el6énye, hogy kevesebb minta-eldkészitést
igényel, mint a kromatografids technikdk. A komponensek
minta-elokészités nélkiil, kézvetleniil is analizalhatdok, mert
minden egyes analizis utan a feltapadt matrix anyagok az
oszloprol gyorsan kimoshatéak. Moséfolyadéknak akar
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hasznalni a rendszer karosodasa nélkiil.

Ezeknél az analiziseknél a komponensek teriiletét az
elvalasztds miatt egymastol fiiggetleniil mérjiik, ami
lehetdséget kinal akar 5 nagysagrendnyi kiilonbség
pontos meghatarozasara.** A gyakran alkalmazott on-
column detektalas elkeriili a csatlakozoknal keletkezd
cstcsszélesedést.

Szamos kiradlis szelektor (fehérjék, antibiotikumok,
alkaloidok) nagy UV abszorbanciat mutat. Ezek az
elektrolitban oldva zavarhatjdk a mintdk detektalasat,
aminek kikiiszobolésére vezették be az ellendramu
technikat.***’ Ebben az eljarasban az elvalasztasok ellentétes
toltésii szelektorral és enantiomerrel hajthatok végre boritott
oszlopokon (EOF = 0). Az elemzés megkezdése elott a
szelektor oldataval részben megtoltik az oszlopot, majd
ezt kovetden injektdljak be a mintat. Az analizis folyaman
az oszlop végei olyan elektrolittal toltott edényekbe
érnek, amelyek nem tartalmazzak az UV-aktiv, vagy a
tomegspektrometrias mérést zavard szelektort. Ebben az
elrendezésben a szelektor vandorlasi irdnya az injektaldsi
pont fel¢ irdnyul, mig az enantiomereké ezzel ellentétes.
Igy elérhetd, hogy a szelektort tartalmazé elektrolit mar
eltavozik a detektor ablakbol mire a minta komponensei
odaérnek. Természetesen a szeparacid tthossza kisebb, mint
az injekcids pont és a detektor tavolsaga, de a felhasznalt
kiralis szelektorok nagy szelektivitisa miatt a rovidebb
elvalasztasi uthossz is elegendd. Kutatok beszamoltak arrol,
hogy néhany mm hosszusagu szelektort tartalmazo elektrolit
is elég volt alapvonal-felbontashoz.¥’

A ChCE kis térfogatarama miatt jol kapcsolhato tomegspekt
rométerhez.3* A nagy molekuldju, tobb toltéssel rendelkez
szelektorok zavard hatdsat kikiiszoboli az ellendramu
technika. Meg kell azonban jegyezni, hogy a CE/MS
kapcsolasok még nem szamitanak rutin mddszernek. A
lézerrel indukalt fluoreszcens detektorok (LIF) hasznalata
elényos kapillaris elektroforézisben a quenching hatast
csokkentd kis oszlopatmérd miatt.** A cirkularis dikroizmus

spektrométer is alkalmazhat6 on-line kapcsolasban.

4. A ChCE hatranyai a kiralis analizisben

Az eljaras szamos elénye mellett néhany eldnytelen
tulajdonsaggal is rendelkezik:

+ Erzékenysége mérsékelt UV detektaldssal

* Az elektrodiszperzid kikiiszobolésére tigyelni kell a
mintaval ellentétesen, tobbszor toltott szelektorok esetén

* A migracios idovel normalizalni kell a csucsok teriiletét
* Migracios idoknek és a csucsteriileteknek viszonylag
nagy a szorasa.

A kis oszlopatméro miatt az UV on-column detektalasnal az
optikai uthossz kicsi, ezért a nyomelemzésekre a technika
alapelrendezésben csak mérsékelten alkalmas. Buborék
és Z cellak alkalmazasa is csak kis mértékben javitja az
érzékenységet, de a megnovekedett cellatérfogat miatt
csokken a felbontas. Az injektalasnal tortént kiilonb6zo
koncentralasi eljarasok (pl. stacking, izotahoforézis),
azonban akar harom nagysagrenddel is megnovelhetik az
érzékenységet a hatékonysag romlasa nélkiil.>

A ChCE gyakorlataban ellentétesen toltott szelektor ¢€s
minta esetén az elektrodiszperzié drasztikusan leronthatja
az elvalasztas hatékonysagat. Ezt azonban ki lehet
kiisz6bolni a hattér elektrolit s a minta vezetoképességének
dsszehangolasaval.®

Koncentracid érzékeny detektalas estén az elektroferogramok
mennyiségi értékelésénél a csucsok teriiletét korrigalni kell
a vandorlasi id6vel. Az elektroforézisben ugyanis a csticsok
nem azonos sebességgel haladnak el a detektor elbtt, ezért a
kisebb sebességli csticsok nagyobb jelet adnak.>’

A ChCE gyakorlatdban a beinjektdlt minta mennyisége,
homogenitasa, valamint a migracios idék a kromatografiaban
megszokotthoz képest jelentds szorast mutatnak, amit
kompenzalni lehet injektalasi standarddal. A migracios
idoket és a csucstertileteket normalizalni kell az injektalasi
standardra, igy az elvalasztasok validalhatova valnak.’

5. A ChCE gyakorlataban hasznalt kiralis szelektorok

Az ¢eloz6 fejezet bemutatta, hogy a ChCE eljaras szelektor
sziikséglete rendkiviil csekély és az ellenaramu technikaval
nagy UV abszopcidju, vagy MS kiértékelést zavard
szelektorokat is lehet alkalmazni. A fentiek miatt a ChCE a
szelektorok sokkal szélesebb spektrumat haszndlhatja, mint
a HPLC vagy GC.

A kiralis szelektorok felosztasa a kovetkezo:

Ciklodextrinek (CD-k)

Antibiotikumok

Kiralis micellaképzok

Egyéb szelektorok (pl. fehérjék, korona éterek,
ionparképzdok).

A ChCE az esetek tobb mint felében ciklodextrin kiralis
szelektort hasznal. Ezt a CD-k széles szelektivitasi
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kore, stabilitasuk, aranylag olcsé aruk és mérsékelt UV
abszorpcidjuk indokolja.®!1315152 A CD-k el6nyei koziil az
sem elhanyagolhato, hogy az apolaros anyagok oldodasat
nagyban elosegitik polaris, vizes pufferekben.'>!

Ezeknek a szelektoroknak a nagy hatékonysagu technikdkban
(pl. ChCE, GC) van hangstlyozott szerepiik, mivel a
ciklodextrinek altalaban alacsony szelektivitast mutatnak,
tovabba rendkiviil széles szelektivitasi spektrummal
rendelkeznek a kovetkezok miatt:

A CD molekulaban 1évé kiralis centrumok nem egyformak.
Egy cukoregységen beliil az aszimmetria centrumok kémiai
kornyezete kulonb6zd (primer, szekunder glikozidos
hidroxidok), még a nativ CD-k esetében is. Egy CD alakja,
foleg a szarmazékoké nem szabalyos kup, hanem csavart,
torzult alakzat, valtozo kotéshosszakkal és kotésszogekkel.
Az aszimmetria centrumok elrendezddése nem ismétlodik
cukoregységekenként, hanem egységenként mas €s mas a
gylirli torzulasa miatt. A fentick értelmében a B-CD 35-fajta
kiralis felismerési hellyel rendelkezik. A cukoregységek
kiilonbozésége adja a CD szelektorok szelektivitasi
spektrumanak tobbletét a linedris szaharidokhoz képest.

Egy CD molekula kiralis felismerési kore tovabb szélesedik a
szubsztituensek bevitelével. A szubsztituens csoportok ijabb
kolesonhatasi modokat kindlnak és a csoportok térigénye
tovabb torzitja a CD alakjat. A tobbfajta funkcids csoporttal
helyettesitett CD a szubsztituenstdl fiiggéen mas és mas
kolesonhatassal rendelkezik. Raadasul a szubsztiticids
csoportokkal (pl. (S)-(2-hidroxi)propil) tovabbi kiralis
centrumokat lehet egy CD molekulaba juttatni.

A legtobb szarmazék, foleg a ChCE tertiletén, statisztikusan
szubsztitualt termék. Ez azt jelenti, hogy ezek a szarmazékok
kémiailag nem egységesek, hanem eltéré szubsztiticids foku
és szubsztituens-elrendezésti vegyiiletek halmazai. A halmaz
tagjai pedig kiilonboznek egymastol kiralis felismerési
tulajdonsagaikban.**'? Masrészrdl viszont a statisztikusan
szubsztitualt CD-szdrmazékok szelektivitasa valtozhat
a gyartotdl és sarzstol fuggden is. Ez a bizonytalansag
az utobbi idében a szabalyosan szubsztitualt, egységes
termékek (un. ,single isomer”) bevezetését vonta maga
utan."?13* Ezek azonban az enantiomerek sziikebb korével
szemben mutatnak kiralis felismerést, mint a statisztikusan
helyettesitettek.

Egy CD kiralis felismer6 képességét tovabb boviti, hogy
alakjat meg tudja valtoztatni a kolcsonhatasoktol fiiggéen
(,,induced-fit”). Az alakvaltozas kovetkeztében a szelektorok
olyan enantiomerekkel is kirdlis felismerd kolcsonhatast
tudnak kialakitani, amelyekkel eredeti alakjukban nem.

Kezdetben a ciklodextrinek koziil a B-CD-t alkalmaztak a
ChCE gyakorlataban leginkabb. A nativ CD-k mérsékelt
oldhatosaga és korlatozott kiralis felismerési kore miatt
hasznalatuk ma mar hattérbe szorult. Jelenleg inkabb, mint
szelektor kombinacié alkotorészeként, Osszehasonlitasi
alapként, vagy nem vizes puffereck adalékaként
alkalmazzak >

A metilezett ciklodextrinek kiralis felismerési kore szélesebb,
oldhatosaguk és oldoképességiik jobb, mint a nativaké.’>!-3

A metilezett CD szarmazékok koziil egyesek statisztikusan
szubsztitualtak, mig masok egységes termékek. Az utdbbi
idoben a nem-ionos CD-k koziil ezeket alkalmazzak
leggyakrabban.

Az (S)-(2-hidroxi)propil szdrmazékok szintén elterjedt nem-
ionos kiralis szelektorok, de statisztikus szubsztitualtsaguk
miatt hasznalatuk kissé visszaszorult.!>

A szulfo-szubsztitualt  ciklodextrinek  jelenleg a
leggyakrabban hasznalt ionos CD szarmazékok.$!1:17:26.3940.
A szulfo-csoport kapcsolddhat kozvetleniil (szulfat) vagy
kiilénboz6 hosszusagu alkillancon keresztiil (szulfon) a
CD gylirthoz. Ezen szdrmazékok szelektivitisa nagyban
fligg a szubsztitucio fokatdol és modjatol. Erdemes
megemliteni, hogy az enantiomerek vandorlasi sorrendjének
megfordulasat is megfigyelték a CD-szulfat szubsztiticids
fokatol fiiggben.* Az eredmények jobb reprodukalhatosaga
érdekében tobb fajta, egységes (single isomer), hét szulfat-
csoporttal szubsztitudlt termék is megjelent a ChCE
irodalmaban.* A szulfo-szubsztitualt CD szarmazékok
rendkiviil nagy elvalasztd képességgel rendelkezd kiralis
szelektorok. Gyakran 1 mM alatti koncentraciéban alapvonal-
elvalasztast eredményeznek. Ilyen szelektor rovid, néhany
milliméter hosszt savja is elég lehet az elvalasztishoz.¥
Nagy vezetoképességiik miatt ezeket a szarmazékokat 10
mM fol6tti koncentracidban ritkan alkalmazzak. A szulfo
szarmazékok hasznalatakor szerves adalékok alkalmazasa
javasolt, tovabba a magasan szubsztitudlt termékeknél
iigyelni kell az elektrodiszperzid kikiiszoboslésére.
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3. Abra. A metoprolol és orfo és meta melléktermékeinek kiralis
elvalasztasa. Koriilmények: 30/35 cm x 0,050 mm fused-silica kapillaris;
szelektor, 15 mM karboximetil-o-cikodextrin; puffer, 100 mM foszfat; pH,
4,9; fesziiltség, 25 kV; detektalas, 214 nm; hdm., 15°C.%*

A karboxil-csoporttal szubsztitudlt CD szarmazékok is
gyakran hasznalt ionizalhaté kirlis szelektorok 33658
A karboxil szarmazék vezetdképessége mérsékelt, ezért
az elektrodiszperzid és a Joule féle hoképzddés kisebb
problémat jelent hasznalatukkor. Ezek mind statisztikusan
szubsztitualt szarmazékok, ezért szelektivitisuk nagyban
fugg a gyartdtol és gyartasi sarzstol. Ezek a szelektorok
széles szelektivitasi spektrummal rendelkeznek, ahogy ezt
a 3. abra is szemlélteti,’® hogy a ciklodextrinek nem csak
az enantiomerek elvalasztasara, hanem mas izomerekére
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is alkalmasak. A karboxi szubsztitualt CD-k alacsony pH
tartomanyban (2-3) semlegesek, ezért pH-tol fiiggben
tobbfajta kiralis felismerésiik is lehet.

A ciklodextrin foszfatok egyre népszeriibb szelektorok,
melyeket f6leg bazikus mintdkra alkalmaznak.!®4261:62 Ezek
is széles szelektivitasi spektrummal rendelkezd keverékek,
melyek szelektivitasa toltésiik szamanak fiiggvényében
valtozhat’” Az erésebben kotédd enantiomerek esetén
kisebb szelektorkoncentraciot vagy szerves adalékot
érdemes alkalmazni a jobb elvalasztas érdekében. Egyes
enantiomerek a ciklodextrin foszfatok gytriméretétdl
fiiggden valtoztatjak migracids sorrendjiiket.!s

Szamos, bazikus funkcids csoporttal  statisztikusan
szubsztitualt ciklodextrin probaltak savas enantiomerek
kirlis elvalasztasara,®* de az attorést a ,,single isomer”
termékek jelentették."?! Az er6sen bazikus ciklodextrinek
az oszlop faldhoz tapadva hatassal lehetnek az EOF
nagysagara, akar az iranyat is megvaltoztathatjak.

Az egyik legsikeresebb vegylilet a heptakisz(2,3-di-O-
metil)-hexakisz(6-O-metil)-6-mono-amino-6-monodezoxi-
-ciklodextrin elvalasztoképességét jol szemlélteti a 2. és 4.
abra.

14
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4. Abra. Phenilalanin danzil szarmazékanak kirdlis elvalasztasa.
Koriilmények: 50/58,5 cm x 0,050 mm fused-silica kapillaris; szelektor,
7 mM heptakisz(2,3-di-O-metil)-hexakisz(6-O-metil)-6-monoamino -6-
monodezoxi-B-ciklodextrin; puffer, 40 mM borsav, ecetsav €s foszforsav
(1:2:2); pH 5,0; fesziiltség, 20 kV; detektals, 202 nm; hém., 25°C."°

A szelektor 0-40 mM tartomanyaban stabil, katddos
iranyul EOF-t eredményez a hatékonysag romlasa nélkdl.
A szelektor nem csak savak, hanem semleges és bazikus
molekuldk kiralis elvélasztasara is alkalmas akar 30 kV
fesziiltségen is. A szelektorral elérhetd nagy hatékonysag
demonstralasanak kedvéért a 4. éabra bemutatja egy
fenilalanin danzil szarmazékara elvégzett optimalizalas
eredményét.”” A 4. dbra kivalo felbontast (R: 15,3) mutat,
ami a nagy hatékonysagnak és szelektivitasnak kdszonhetd.

A hétszer amindlt heptakisz-(2,3,-dimetil-6-amino-6-
dezoxi)-B-ciklodextrin szintén hatasos szelektor.” Ez er6sen
bazikus, emiatt mar 1 mM-os oldataval anddos, forditott
EOF mérhet6. Az agens nagy szelektivitist mutat a savas
enantiomerekkel szemben, amit jol példaz, hogy 0,5 mM
oldata ibuprofénra alapvonal elvalasztast eredményezett.

Azizomer-tiszta 6-monodezoxi-6-mono(hidroxi)alkilamino-
CD-k szisztematikus tanulmanyozasa kimutatta, hogy

az amino-CD szelektivitdsaval Osszehasonlitva az egy
hidroxialkil szubsztituens az amin csoporton megnéveli a
szelektivitast, de ketté mar csokkenti.

Két CD szelektor kombindcidja az egymastol fiiggetlen
hasznalatukhoz képest mindségi javulast és idonyereséget
okozhat.®® Altaldban egy ionos és egy semleges CD
kombinaciojat alkalmazzak. Nem sziikséges, hogy mindkét
CD kiralis felismerést mutasson a vizsgalt enantiomerekkel
szemben.®*!5 Ekkor a semleges CD az enantiomer szelektiv,
mig az ionos csak az EOF sebességétol eltérd vandorlasért
felelés. Ciklodextrineket mas tipust szelektorral vagy
micellaképzével kombinalva is tobbszor alkalmaztak.

A makrociklikus antibiotikumok hasznalata a kiralis ChCE
legdinamikusabban fejléd6 aga.>¢-% Az ilyen szelektorok
gyakran rendkiviil nagy szelektivitastak. Teicoplanin 1,2
mM-os oldatdval példaul R = 38 értéket lehetett elérni.
A makrociklikus antibiotikumok széles kiralis felismerési
korrel rendelkeznek, mivel a molekulak szamos aszimmetria
centrumot (pl. vancomicin 18) és csavart gyUrtrendszert
tartalmaznak. A molekulak tobbféle funkcids csoportja is tag
teret enged a kiilonféle kolesonhatasokra. Szelektivitasukat
és egyes tagjaik stabilitasat nagyban befolyasolja a hattér
puffer pH értéke. A rifamicin kivételével a makrociklusos
antibiotikumokat kis (0,1-5 mM) koncentracidban
alkalmazzak. Ezeket a szelektorokat altaldban szerves
adalékokkal egytitt hasznaljak, hogy elkeriiljék a szelektor
oszlop falan. Az elvalasztasok rendszerint ellenaramu
technikaval térténnek a makrociklusos antibiotikumok nagy
UV- aktivitasa miatt.

A makrociklusos antibiotikumok legelterjedtebben hasznalt
képviseldje a vancomicin, amit savas enantiomerek
elvélasztasara haszndlnak.*® Erre hasznaljak még a
teicoplanint, a ristocetint, az avoparcint €s az eremomicint
is. A bazikus enantiomerek elvalasztasara a rifamicin
molekulak alkalmasak.

A micellaképz6 kiralis szelektorok lehetnek szintetikusan
eléallitottak (pl. alkilglikozidok, aklil-amindsavak), vagy
természetben el6forduldak (pl. epesavak).®'> Az ionos és
semleges micellaképzok alkalmazasarol egyarant beszamol
az irodalom.® Hasznalatukat sokszor a hidrofob molekulak
vizes kozegli jo oldasa indokolja. Gyakran hasznalatuk
biztositja, hogy a semleges molekuldk migracidja -micella
komplexben- nem azonos az EOF-el.

A fehérjéket a jobb anyagatadas miatt nagyobb
hatékonysaggal lehet hasznalni a ChCE gyakorlataban, mint
HPLC-s alléfazisként.®** A csucsok alakja és tanyérszama
sokkal jobb ezzel a technikaval. Ezen szelektorokat
rendszerint akrilamiddal boritott oszlopokban hasznaljak,
igy elkertilhetd a szelektor feliileti adszorpcidja. A boritas
egyuttal lehetévé teszi az ellenaramt technika alkalmazasat,
amit szelektor magas UV adszorbancidja indokol.

Szamos mas szelektort is kiprobaltak (pl. linearis dexrinek,
ion-par képzok, korona éterek, ligandcserés szelektorok,
kalixirének, tartaratok), de ezek hasznalata nem terjedt el
széles korben a ChCE gyakorlataban.

116 évfolyam, 4. szam, 2010.



Magyar Kémiai Folyéirat - Kozlemények 157

6. A ChCE analizis médszer kidolgozasanak alapelvei

A jo ChCE modszer kidolgozasara szamos recept talalhato
az irodalomban, de biztos mddszer nem lehetséges.®%37:63
Az elsé mérések elbtt tisztazni kell a szelektor €s a mintdk
pK értékeit, és UV abszorpcidjat. Igy biztositani lehet,
hogy a minta ne az EOF sebességével vandoroljon, és
a detektalasnak megfeleld legyen a hullamhossza, vagy
ellenaramt technika alkalmazasa javasolt. Amennyiben a
minta és a szelektor ellentétes toltésii érdemes harom pH
értéket kiprobalni (mind két partner ionos, a minta ionos a
szelektor semleges és a minta semleges a szelektor ionos).
Kezdeti szakaszban statisztikusan szubsztitualt termékek
hasznalata javasolt, majd a validalas soran attérés a single-
isomer termékekre, ha mindkett beszerezheto.

Kezdeti miszer paramétereknek a kovetezok javasoltak:
50 cm (effektiv kapillaris hossz) x 0,050 mm fused-silica
kapillaris; szelektor, 10 mM; puffer, 40 mM borsav, ecetsav
és foszforsav (1:2:2); fesziiltség, 20kV; hoém., 20°C.
Amennyiben R> 0,8 felbontast észleliink, a modszert
érdemes tovabb finomitani, a szelektor koncentracionak, pH,
szerves adalékok €s az ionerség véltoztatdsaval. Az R <0,8
értéknél szelektort kell valtani.

Bazikus és semleges anyagokra eldszor karboximetil CD-
k, utana szulfoszubsztitualt CD-k, végiil CD foszfatok
kiprobalasa javasolt. Savas és semleges anyagokra
heptakisz(2,3-di-O-metil)-hexakisz(6-O-metil)-6-
monoamino-6-monodezoxi-B-CD  alkalmazasa javasolt.
Toltéssel rendelkezd mintaknal a statisztikusan metilezett
ciklodextrineket is érdemes kiprébalni alacsony aruk miatt.
Amennyiben a CD-k hasznalata nem vezet eredményre,
akkor vancomicin vagy a rifamicin antibiotikumok
kiprobalasa javasolt.

A ChCE korében szamos validalt mérést végeztek, amely
a modszer hasznalhatdsagat bizonyitja GLP koriilmények
kozott.Y

7. Kovetkeztetések

A kiralszelektiv ChCE egyesiti magdban a kromatografia
és a CE elonyeit. Nagy hatékonysdgu, gyors modszer. A
technika elsdsorban kiilonbozé ciklodextrin szelektorokat
alkalmaz, de mas agensek rendkivill széles kore is
hasznalhato. Elsésorban ionos enantiomerek analizisében
nyit Uj lehetdséget, de az apolaris vegyiiletek elvalasztasa
sem jelent problémat. Varhatdan ez a mddszer fogja kitenni
néhany éven beliil a kiralszelektiv analizisek tilnyomd
részét, ha a meglevd érzékenységi problémakat a technika
kiktiszoboli.
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enantiomer selective separations.
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expressed with the Eq. 1., where [c] is the concentration of the
chiral selector, 42, and yc, are the mobility of analyses in free and
complex (diastereomeric associated) forms, K and K, are stability
(partition) constants of enantiomers with chiral selectors. The
separation comes from the migration speed difference between
the free and associated states of the enantiomers, if K is not equal
with K. The migration difference has an optimum in the function
of concentration of chiral selectors (Fig. 1.). This equation also
shows that, the oppositely charged selectors and analytes produce
big mobility differences. Eq. 1 also suggests that the neutral
enantiomers can not be separated with neutral selectors, because
migration speeds of enantiomers are equal to EOF in both free and
associated forms.

ChCE offers several advantages in chiral selective analyses:

* High efficiency (> 100 000 theoretical plate)

+ Fast analyses

* Low analysis temperatures

* Enantiomer ratio of several analytes can be established during
one analysis
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» Several ways for changing migration orders of enantiomers

* Excellent for polar ionized molecules, but suitable for the apolar
neutrals enantiomers too

*  Very low sample requirement (~nl)

*  Small buffer consumption (10-20 ml/day)

e No or minute sample pretreatment even from biological
matrices

* Detectors with broad linear range even in the case of high
enantiomer excess (> 99.9)

* On-line coupling with mass spectrometer

For example, the high efficiency of ChCE made it possible to
achieve baseline resolutions for enantiomers of ibuprofen, although
their selectivity (a ;) was only 1.009.

Fig.2. demonstrates the advantages of ChCE: high efficiency,
selectivity and ability to separate several enantiomer pairs during
one analysis.

The disturbing high UV activity of the selector can be eliminated
by partially filling or the counter migration technique.

ChCE has bigger deviation of migration times and peak areas than
those usually accustomed in chromatographic practice. However,
using the internal standard and normalization method, these
disadvantages can be minimized.

ChCE applies a lot more types of chiral selectors than other
techniques.

Cyclodextrins (CDs) are the most frequently used chiral selectors
in CE, because they show very broad selectivity spectra. The high
efficiency of ChCE suits well moderate selectivity values and
broad selectivity spectra of CDs. Most of the derivatives of CD
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are statistically substituted products. The members of such CD
products differ from each other in their substitution degrees and
substitution patterns having different selectivity features. Uniform
derivatives (single-isomer) of CDs have also been introduced to
solve the selectivity deviation of statistically substituted products.
The single-isomers, however, have narrower selectivity spectra than
statistically derivatized ones. CDs act not only as chiral selectors
but also ortho, meta, para selectors (Fig. 3.) and solubizers.

The neutral CDs (natives, methylated, (S)-(2-hidroxy)propylated)
are used for ionized enantiomers. The sulphate, carboxyl,
phosphate CD derivatives are good for the separation of basic
and neutral chiral molecules. Various amines containing CD
derivatives are excellent for the separation of acidic and neutral
enantiomers (Fig. 4.). The mixtures of ionic and neutral CDs can

have synergetic separation effects offering shorter analysis times
and better resolutions.

The use of macrocyclic antibiotics is the most dynamically
developing branch of ChCE. Every?> member of them has several
functional groups, and twisted cyclic parts resulting in high
separation power. Even R _value of 38 was achieved using only 1.2
mM Teicoplanin. l

Several chiral ionic and neutral surfactants have been introduced
into ChCE, working among micellar electrokinetic chromatography
(MEKC) conditions. They are natural (bile acids) or synthetic alkyl
substituted chiral compounds (sugars, amino acids).

ChCE is an excellent, reliable method with validated analyses. It
will soon substitute HPLC in the majority of chiral separations.
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