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mgr Ewelina Drabik ukonczyla studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu Lodz-
kiego w 2005 roku. Prace magisterska wykonala w Katedrze Chemii Fizycznej.
W roku 2006 rozpoczeta prace w Srodowiskowym Laboratorium Badan Fizykoche-
micznych w Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi,
gdzie obecnie pracuje jako asystent. Obszarem jej zainteresowan jest zastosowanie
spektrometrii mas w badaniach stereochemii zwigzkéw organicznych.
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ABSTRACT

The phenomenon of optical activity was discovered by Louis Pasteur in 1848. Since this
time, chirality of organic compounds observed in biological systems has became a central
theme in scientific research. Synthesis and quantitation of enantiomerically pure compounds
is important for a wide range of applications. Chirally pure compounds are required not only
by pharmacology, but they are also of interest in cosmetic and food industry and many other
applications.

Similarity of enantiomers in their chemical and physical properties, except for optical
rotation, makes their separation and detection very difficult. Until now, many methods have
been used for the enantioselective discrimination of organic compounds, including nuclear
magnetic resonance spectroscopy (NMR), circular dichroism (CD), capillary electropho-
resis (CE) and chromatography (GC, HPLC), where an interference of a solvent cannot be
excluded.

Recent studies have shown that mass spectrometry (MS) is an alternative approach to
traditional method for chiral recognition and determination of enantiomeric composition.
Although, mass spectrometry has been considered as insensitive to chirality because enantio-
mers have the same mass and show identical mass spectra, it is now accepted as important tool
for differentiating of enantiomeric compounds through their interactions with chiral reference
molecules (Fig. 1). The ability to transfer diastereomeric non-covalent complexes between chi-
ral selectors and analyte enantiomers, which differ in stability, into the gas-phase and measure
such differences trough mass spectrometric ion abundances, has appeared with development
of soft ionization techniques such electrospray ionization (ESI), fast atom bombardment (FAB)
and matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI). Mass spectrometry-based methods
for chiral recognition and quantitative determination of enantiomeric purity are attractive due
to their speed, high sensitivity, low sample consumption, tolerance to impurities and ability to
probe the analyte in a solvent free environment.

Currently, there are four well-defined approaches for determining a measure of enantio-
mer discrimination, using either single-stage or tandem mass spectrometry. They can be classi-
fied into the following categories: (1) measurement of the relative abundance of diastereomeric
complexes between chiral reference compound and the enantiomers (usually one isotopically
labeled [10]), (2) enantioselective ion/molecule reaction between diastereomeric complexes
and chiral or achiral reactants [11], (3) kinetic method [12] and (4) collision-induced disso-
ciation (CID) of diastereomeric adducts in a tandem mass spectrometry (MS/MS) experiment
[61, 62].

Over the past decade, new approaches to chiral separation and analysis of enantiomers
have been introduced, where molecules are separated based on their mobility (ion mobility
spectrometry) [66].

Keywords: mass spectrometry, chiral recognition, host-guest (analyte-selector) interaction,
kinetic method, ion-molecule reaction, ion mobility spectrometry

Stowa kluczowe: spektrometria mas, rozroznianie zwigzkow chiralnych, oddziatywania typu
gos¢é-gospodarz (analit-selektor), metoda kinetyczna, reakcje kompleksow jon-czasteczka,

spektrometria ,,ruchliwosci jonow”
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WSTEP

Zjawisko czynnosci optycznej zwigzkow organicznych zostato po raz pierwszy
zaobserwowane w roku 1848 przez Louisa Pasteura. Roznice w skrecalnosci plasz-
czyzny polaryzacji $wiatla, jakie zaobserwowal dla roztworéw dwoéch form krysta-
licznych kwasu winowego zostaly szeroko opisane w pracy zatytulowanej Researches
on the Molecular Asymmetry of Natural Organic Products [1], a fakt ten powszechnie
uznany za poczatek rozwoju stereochemii.

Zaproponowana przez Kelvina w roku 1893 definicja chiralnosci, zgodnie
z ktéra ,figure geometryczng lub grupe punktéow okreslamy jako chiralng wtedy,
jesli posiada ona odbicie lustrzane, ktére nie moze by¢ na nig nalozone” [2], funk-
cjonuje do dzi$ i przyjeta zostata rowniez w terminologii chemicznej. Czasteczki
wzgledem siebie chiralne wystepuja w formie dwdch stereoizomeréw, tzw. enancjo-
merdéw. Enancjomery tego samego zwigzku, zwane réwniez izomerami optycznymi
wykazujg identyczne wlasciwodci fizykochemiczne. Wyjatkiem jest jedynie kierunek
skrecania plaszczyzny $wiatla spolaryzowanego, przechodzacego przez substancje
lub jej roztwdr. Zgodnie z przyjeta konwencja enancjomer, ktory skreca plaszczyzne
$wiatla spolaryzowanego kolowo w prawo oznaczany jest symbolem (+) i nazywany
prawoskretnym, natomiast skrecajacy plaszczyzne takiego $wiatla w lewo — lewo-
skretnym i ma symbol (-).

Pelne scharakteryzowanie substancji optycznie czynnej wymaga okreslenia
nadmiaru enancjomerycznego i/lub diastereoizomerycznego oraz oznaczenia abso-
lutnej konfiguracji wokodt elementu chiralnosci odpowiedzialnego za pojawienie si¢
takiego rodzaju aktywnosci.

Zjawisko wystepowania izomerii optycznej ma szczegoélne znaczenie dla orga-
nizméw zywych. Scisle okreslone enancjomery s3 monomerami wigkszo$ci natu-
ralnych biatek, weglowodandw, kwaséw nukleinowych, terpenéw i szeregu innych
sktadnikow zywej materii. Ponadto w przypadku zwigzkow biologicznie czynnych
takich jak leki i inne farmaceutyki, czesto tylko jeden z enancjomerdéw posiada
wlasciwosci terapeutyczne, podczas gdy drugi stanowi zbedny balast lub wywoluje
niepozadane skutki. Mozliwo$¢ otrzymywania i stosowania czystych enancjomeréw
jest rowniez istotna z punktu widzenia przemystu spozywczego, kosmetycznego czy
chemii polimerdw.

Skutkiem coraz wiekszego zapotrzebowania na pojedyncze enancjomery jest
nie tylko poszukiwanie nowych sposobéw pozyskiwania zwigzkéw homochiralnych
(np. synteza asymetryczna), ale rowniez rozw6j metod analitycznych okreslajg-
cych ich czystos¢ optyczng lub nadmiar enancjomeryczny e.e. (ang. enantiomeric
excess).

Ze wzgledu na brak istotnych réznic we wlasciwosciach fizykochemicznych
enancjomerdw okreslenie ich zawartosci przy uzyciu klasycznych metod analitycz-
nych jest bardzo trudne. Obecnie wéréd metod wykorzystywanych w kontroli czy-
sto$ci optycznej zwigzkéw chemicznych najczesciej stosowanymi sa: spektroskopia
magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR) [3], dichroizm kotowy (CD) [4], elek-
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troforeza kapilarna (CE) [5] oraz metody chromatograficzne: wysokoci$nieniowa
chromatografia cieczowa (HPLC) [6] i chromatografia gazowa (GC) [7]. Wszystkie
zwymienionych metod, z wyjgtkiem dichroizmu kotowego, wymagajg obecnosci chi-
ralnego $rodowiska, w ktérym optycznie czynny selektor (SO) oddzialujac z danym
enancjomerem analitu, zwanym selektandem (SA), tworzy przejéciowy diastere-
oizomeryczny kompleks. Kompleksy utworzone przez poszczegélne enancjomery
danego zwigzku czgsto rdznig sie stabilnoscig. Uzyskany w ten sposéb efekt zroz-
nicowania wiasciwosci fizycznych badanych enancjomeréw umozliwia ich rozroz-
nienie z zastosowaniem wymienionych technik analitycznych (Rys. 1). W praktyce
jednak podczas stosowania opisanej strategii czgsto pojawia si¢ wiele problemow
wynikajacych ze skomplikowanej i czasochlonnej procedury przygotowania analizy
czy potrzeby uzycia relatywnie duzej ilosci probki. Alternatywne podejscie w ana-
lizie jakos$ciowej, jak réwniez ilo$ciowej zwigzkéw chiralnych, pozbawione takich
ograniczen stwarza spektrometria mas (MS), mimo iz enancjomery dajg identyczne
widma, a sama technika nazywana jest potocznie ,chiralnie $lepa”. Wykorzystanie
spektrometrii mas jako uzytecznego narzedzia w analizie zwigzkéw chiralnych
mozliwe jest poprzez tworzenie diastereoizomerycznych komplekséw w obecnosci
zwiazkow chiralnych, w ktorych stabe oddzialywania niekowalencyjne sg przeno-
szone do fazy gazowej podczas wykonywanego eksperymentu.
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Jezeli Ka,(r) # Ka,(s) i/llub Kd,(r) # Kd,(s), selektor (R)-SO
jest enancjoselelektywny wzgledem enancjomeréw SA.

Rysunek 1. Powstawanie i/lub dysocjacja diastereoizomerycznych kompleksow pomiedzy chiralng czasteczka
selektora ((R)-SO) i enancjomerycznymi czgsteczkami analitu ((R)-SA i (S)-SA) [9]

Figure 1. Generalized description of a formation and/or dissociation of diastereomeric complexes between
a chiral selector molecule ((R)-SO) and enantiomeric selectands ((R)-SA and (S)-SA) [9]
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Podstawowe cechy, stanowigce o uzytecznoéci spektrometrii mas w analizie
zwigzkow chiralnych to szybko$¢ analizy (jako$ciowej i ilosciowej), wysoka czulosé
pomiardw, tolerancja na zanieczyszczenia oraz znacznie mniejsza ilos¢ wymaga-
nego analitu. Pelng optymalizacje parametréw pomiaru wraz z rejestracja widma
mozna wykona¢ juz dla kilku mikrograméw substancji. Dodatkowo spektrometria
mas eliminuje mozliwy wplyw rozpuszczalnika lub fazy stacjonarnej na wynik prze-
prowadzonej analizy, co ma miejsce np. w przypadku metod chromatograficznych.

Pierwsza praca omawiajaca eksperymenty nad rozréznianiem enancjomeréw
z wykorzystaniem MS pochodzi z roku 1977 [8]. False i Wright opisali w niej wplyw
»chiralnosci” estréw kwasu winowego na wzgledna intensywno$¢ wybranych sygna-
toéw, ktére odpowiadaly powstajacym w warunkach jonizacji chemicznej dimerom.

W poézniejszym okresie, do znacznego rozwoju w dziedzinie MS, przyczynito
sie wprowadzenie tzw. ,lagodnych” technik jonizacji, wsréd ktérych na szcze-
golng uwage zasluguja: elektrosprej (ang. Electrospray Ionisation, ESI), jonizacja za
pomocg bombardowania szybkimi atomami (ang. Fast Atom Bombardment, FAB)
czy desorpcja/jonizacja wspomagana matrycg (ang. Matrix-Assisted Laser Desorp-
tion/Ionisation, MALDI). Istotny postep nastgpil réwniez wyniku zastosowania
nowych, opartych na innych zasadach dziatania, analizatoréw mas.

Mozliwosci, jakimi dysponuje wspolczesna spektrometria mas pozwolily na
wprowadzenie szeregu metod, ktdre sklasyfikowano w czterech grupach i opisano
w wielu pracach przegladowych [9]. Wykonanie oznaczen w poszczegdlnych gru-
pach metod jest mozliwe dzieki:

- tworzeniu przez analizowane enancjomery diastereoizomerycznych kom-
pleksow typu gosé-gospodarz (ang. host-guest method) w obecnoéci chi-
ralnych zwigzkéw, ktore zdolne sg inkludowaé mniejsze czasteczki, lub
ukladow analit-selektor. Przy rozréznianiu enancjomerow wykorzystuje sie
pomiar wzglednych intensywnosci pikow, odpowiadajacych poszczegdlnym
dynamicznym diastereoizomerom, ktdre z zalozenia rdznig sie stabilnoscig
w warunkach eksperymentu. Zwykle jeden z analizowanych enancjomeréow
jest znaczony trwalym izotopem, dzieki czemu piki odpowiadajace utwo-
rzonym diastereoizomerycznym kompleksom sg przesuniete wzgledem sie-
bie o okreslong warto$¢ m/z [10],

- monitorowaniu stalych réwnowagi lub statych szybkos$ci reakcji wymiany
czasteczki analitu w diastereoizomerycznym kompleksie typu gosé-gospo-
darz (analit-selektor) przez chiralng lub optycznie nieczynng czasteczke
reagenta wprowadzong w warunkach analizy [11],

- utworzeniu trimerycznego kompleksu analitu i enancjomerycznie czystego
odnos$nika w obecnosci dwuwartosciowych jonéw metali [M*(ref),(A)-H]"
(zwykle metali grup przejsciowych) i monitorowaniu szybko$ci konkuren-
cyjnych proceséw dysocjacji indukowanych zderzeniami (ang. Collision-
Induced Dissociation, CID) [12],

- wyznaczeniu wspotczynnika CR (ang. chiral recognition ratio), jako sto-
sunku wzglednej intensywnosci tylko jednego jonu fragmentacyjnego do
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jonu podlegajacego fragmentacji lub stosunku dwéch jonéw fragmentacyj-
nych powstatych w wyniku dysocjacji indukowanej zderzeniami.

Stosujac inne kryteria, wymienione metody podzieli¢ mozna na te, ktdre
wymagaja rejestracji jedynie podstawowego widma mas (pierwsza grupa) i takie
(grupa druga) gdzie konieczne jest zastosowanie tandemowej spektrometrii mas
(ang. tandem mass spectrometry, MS/MS). W pierwszej grupie metod rejestruje si¢
widma, w ktérych piki odpowiadajace utworzonym diastereoizomerom przesuniete
s3 o okreslong warto$¢ m/z w wyniku zastosowania znaczonego izotopowo jednego
z enancjomerdw. Znacznie szerzej wykorzystywane sa metody grupy drugiej, gdzie
jony o wybranej warto$ci m/z pod wpltywem niskoenergetycznych zderzen ulegaja
okreslonym procesom fragmentacji (widma CID).

W praktyce metoda MS/MS polega na tym, ze z wiazki jonéw selekcjonuje sie
wybrany jon, nazywany jonem prekursorem (ang. precursor ion), ktéry poddawany
jest kolizjom, zwykle z czasteczkami wprowadzonego gazu obojetnego, na skutek
czego rozpada si¢ na jony fragmentacyjne (ang. product ions). Dzieki tej metodzie
mozliwe jest rejestrowanie widm jondéw powstatych w wyniku fragmentacji wybra-
nego jonu prekursora (ang. product ion mass spectra), widm jonow, ktére ulegajac
fragmentacji wytwarzaja jon o wybranej masie (ang. precursor ion mass spectra)
oraz widm jondéw, ktére ulegaja fragmentacji tracac obojetng czasteczke o wybrane;j
masie (ang. neutral loss mass spectra).

1. TECHNIKI JONIZACJI I TYPY ANALIZATOROW MAS
STOSOWANE W ANALIZIE ZWIAZKOW CHIRALNYCH

Rozréznianie enancjomeréw w spektrometrii mas stato si¢ mozliwe w momen-
cie wprowadzenia odpowiednich technik jonizacji, podczas ktérych stabe oddzia-
tywania tworzone pomiedzy analitem a chiralng czasteczka odnosnika lub jonem
metalu mogly by¢ zachowane i przeniesione do fazy gazowej w trakcie wykonywa-
nia eksperymentu.

W roku 2001 ukazala si¢ praca przegladowa na temat niekowalencyjnych
oddzialywan w ukfadach typu gosé-gospodarz w fazie gazowej opisujaca mozliwosci
ich obserwacji przy zastosowaniu spektrometrii mas [13].

W ostatniej dekadzie najpowszechniej stosowang technikg jonizacji w spektro-
metrii mas jest elektrosprej (ESI). Pionierskie prace dotyczace tej techniki naleza do
Fenna i pochodza juz z polowy lat osiemdziesigtych [14]. Podstawowa zaleta ESI
jest szerokie spektrum zastosowan w analizie réznych grup zwigzkéw, od malych
czasteczek poczawszy, przez wielkoczgsteczkowe biopolimery, takie jak biatka czy
oligonukleotydy, po zlozone uklady kompleksowe.

Jonizujgc badany zwiazek technikg ESI, analit rozpuszcza sie w odpowiednim
rozpuszczalniku, zwykle z niewielkim dodatkiem kwasu, ulatwiajagcym jego pro-
tonowanie. Nastepnie roztwor zostaje wprowadzany do komory, w ktdrej utrzy-
mywane jest ci$nienie atmosferyczne. Przeplyw cieczy odbywa si¢ przez kapilare
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o stosunkowo matlej $rednicy, dzieki czemu zachowana jest niewielka szybkosci
przeptywu roztworu (2-100 pl/min). Przytozone do kapilary napigcie rzedu 2-5 kV
powoduje akumulacje tadunku na jej koncu, czego efektem jest utworzenie przez
przeptywajaca ciecz tzw. dynamicznego stozka Taylor’a [15]. Odpowiednio wyso-
kie napiecie powoduje, ze gestos¢ fadunku jest na koncu stozka na tyle wysoka, ze
napiecie powierzchniowe nie moze utrzymac cieczy w calosci i ulega ona rozprosze-
niu tworzac strumien drobnych, réwnomiernie natadowanych kropli. Wytworzone
krople zmniejszaja objeto$¢ pod wplywem gazu suszacego (nastepuje odparowywa-
nie rozpuszczalnika) oraz odpychania pomiedzy rownoimiennymi tadunkami zgro-
madzonymi na ich powierzchni. Proces ten w konsekwencji prowadzi do powstania
wiazki jondw, ktora wprowadzana jest do analizatora spektrometru mas (Rys. 2).

cylindryczna
elektroda
skimmer
\,
igta
roztwor +2-5kV strumien jonéw _ do analizatora

analitu spektrometru mas

kapilara

I —

gaz suszacy pompa pompa
(N2) prézniowa  turbomolekularna

Rysunek 2. Schemat zrédta jonéw do ESI.
Figure 2. Schematic depiction of an ESI source

Jony powstate przy uzyciu techniki ESI charakteryzuja si¢ niewielkim nadmia-
rem energii wewnetrznej, co sprawia, ze elektrosprej jest jedng z najtagodniejszych
metod jonizacji spos$rod obecnie znanych.

Inne metody jonizacji, tez zaliczane do tzw. ,,metod miekkich’, to jonizacja
w wyniku bombardowania szybkimi atomami FAB i desorpcja/jonizacja wspoma-
gana matrycg MALDI. Techniki te réwniez pozwalaja na obserwacje ,,polaczen nie-
kowalencyjnych” w warunkach wykonywanego eksperymentu. Ich wykorzystanie
do badan zwiazkow chiralnych nie jest jednak obecnie tak duze jak techniki ESI.

Jonizacja technika FAB nastepuje na skutek bombardowania roztworu analitu
w odpowiednio dobranej cieklej matrycy za pomocy strumienia atoméw argonu
lub ksenonu o energii rzedu 3-8 keV. Stosowana matryca ulatwia desorpcje jonow
substancji badanej. Ulegajac jonizacji w pierwszej kolejnosci posredniczy w prze-
kazywaniu energii niesionej przez wigzke ,rozpedzonych” atoméw, wspomagajgc
proces jonizacji analitu. Ponadto zapewnia réwnomierne stezenie badanej substan-
cji w calym obszarze podlegajacym dziataniu wigzki energetycznie wzbudzonych
atomow.
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Jonizacja probki moze réwniez odbywac si¢ przy wykorzystaniu strumienia
jonow cezu (Cs"). Modyfikacja ta znana jest pod nazwg spektrometrii mas jondéw
wtdérnych w cieklej matrycy (ang. Liquid Secondary Ion Mass Spectrometry, LSIMS).
Z uwagi na to, ze w praktyce techniki FAB i LSIMS, jak réwniez widma rejestrowane
przy ich zastosowaniu sg bardzo do siebie podobne, akronim ,,FAB” jest czgsto uzy-
wany w stosunku do obu metod.

MALDI jako technika jonizacji, rozwijana w spektrometrii mas od potowy lat 80.,
wykorzystuje idee znana z technik FAB i LSIMS. Podstawowym zalozeniem MALDI
jest uzycie odpowiednio dobranej matrycy posredniczacej w przekazywaniu energii
umozliwiajgcej jonizacje badanej substancji. W tym przypadku zrodlem energii jest
promieniowanie laserowe. Jonizacja czasteczek analitu nastepuje po naswietleniu
wigzka lasera o energii, ktéra nie doprowadza do ich fragmentacji. Po zjonizowaniu
probki, strumien jondéw kierowany jest do analizatora, gdzie nastepuje ich rozdziat
w zaleznosci od wartosci m/z.

Obecnie spektrometry mas wyposazone s3 w analizatory réznych typéw. Na
szczegblng uwage, z punktu widzenia badania zwigzkéw chiralnych, zastugujg
analizatory kwadrupolowe (ang. Quadrupole, Q), réznego rodzaju putapki jonéw
(ang. Ion Trap, IT), analizatory cyklotronowego rezonansu jonéw z transformacja
Fouriera (ang. Fourier Transform Ion Cyclotron Resonanse, FTICR) oraz analiza-
tory czasu przelotu (ang. Time-of-Flight, TOF). Spektrometry, w ktérych analiza-
tory laczone sa szeregowo umozliwiajg stosowanie tzw. tandemowej spektrometrii
mas (MS/MS). W takim systemie, pierwsze urzadzenie stuzy do wyizolowania jonu
o okreslonej wartosci m/z, po czym wybrany jon zostaje poddany dalszej fragmenta-
cji, a powstale jony fragmentacyjne sg analizowane w drugim z analizatordw.

Najpowszechniej uzywanym analizatorem mas jest analizator kwadrupolowy
Q. Zbudowany jest on z czterech réwnolegltych pretéw utozonych symetrycznie, do
ktorych przyklada sie napiecie pradu stalego oraz naktada potencjal zmieniajacy sie
z czestoscig radiows. Dzieki temu dziala on jako filtr masy, czyli w danym momen-
cie przepuszcza tylko jony o okreslonej wartosci m/z. Spektrometry z analizatorem
kwadrupolowym s3 aparatami o relatywnie niskiej zdolnosci rozdzielczej, za$ ich
podstawowg zaleta jest proste polaczenie z szeregiem ukladéw stuzacych do wpro-
wadzania probek np. z chromatografem.

Wisrod pulapek jonowych najczesciej wykorzystywang jest kwadrupolowa
putapka jonéw (ang. Quadrupole Ion Trap, QIT). Jej dzialanie podobne jest do zwy-
ktego analizatora kwadrupolowego. Pomiaru masy dokonuje si¢ tu przez zatrzyma-
nie w specjalnej komorze (pulapce) jonéw o szerokim zakresie wartosci m/z, dzigki
zastosowaniu odpowiedniego pola elektrycznego. Nastepnie, jony te sg selektywnie
wyrzucane do detektora, na skutek przykladanego, zmieniajacego si¢ sinusoidal-
nie potencjatu o czestoéci radiowej. Analizator taki pozwala stosowaé tandemowg
spektrometri¢ mas bez koniecznosci sprzegania go z kolejnym analizatorem. Wyse-
lekcjonowane jony sa zatrzymywane w pulapce, a nastepnie wskutek przylozonego
dodatkowego impulsu o odpowiedniej czgstosci ulegaja procesom fragmentacji.
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Jony fragmentacyjne s dalej ,wypychane” do detektora w kolejnosci zgodnej ze
zmiang wartosci m/z.

Analizator cyklotronowego rezonansu jonéw z transformacjg Fouriera (FTICR),
podobnie jak putapka jonéw, zatrzymuje jony wewnatrz odpowiednio zbudowanej
komory. Jony znajdujace si¢ pod wplywem pola magnetycznego i elektrycznego
poruszaja sie¢ w jej wnetrzu po orbitach kotowych, gdzie dodatkowo przykladane
napiecie o czestotliwo$ci radiowej powoduje zmiang ich toru.

Glowna zaletg spektrometru mas wyposazonego w analizator typu FTICR,
podobnie jak w putapke jondéw QIT jest fakt, iz jony moga przebywaé w nich do
kilkudziesieciu minut. Tak ,dlugi” okres umozliwia badanie sktadu mieszaniny
powstajacych jondw w okreslonych odstepach czasu. Pozwala to na prowadzenie
precyzyjnych badan kinetycznych, ktére z uwagi na wysoka prézni¢ w komorze
analizatora (10°-10"® milibara), nie sa narazone na bledy wynikajgce z zaktocen
spowodowanych dodatkowymi oddzialywaniami mi¢dzy jonami.

Zasada dzialania analizatora czasu przelotu TOF jest zupelnie inna. Jony przy-
spieszane przy pomocy impulsu elektrycznego dryfuja przez komore analizatora,
w ktorej nie poddawane sg dzialaniu zadnego pola. Wskutek tego jony o réznym
stosunku masy do tadunku poruszaja si¢ z rézng predkoscig i w réznym czasie
docierajg do detektora.

2. METODY ANALIZY ZWIAZKOW CHIRALNYCH

2.1. TWORZENIE KOMPLEKSOW TYPU GOSC-GOSPODARZ (ANG. HOST-GUEST
METHOD) LUB UKLADOW ANALIT-SELEKTOR

Zgodnie z powszechnie przyjetym pogladem, réznicowanie zwigzkéw chiral-
nych przy uzyciu metod chromatograficznych wymaga utworzenia przez czasteczke
analitu stabilnego w warunkach analizy kompleksu z druga enancjomerycznie czystg
czasteczka. Sa to kompleksy typu analit-selektor lub gos¢-gospodarz. Uklady te two-
rzg sie dzieki obecnodci stabych oddzialywan, takich jak oddziatywania dipol-di-
pol, hydrofobowe, elektrostatyczne, van der Waalsa czy wigzania wodorowe (Rys. 3)
w przynajmniej trzech miejscach. Taki model oddziatywan oparty na trzech punk-
tach zwany regulg trzech punkéw lub regula Pirklea, zaklada, ze jedno z oddziaty-
wan wystepujacych pomiedzy enancjomerem a chiralnym selektorem powinno by¢
stereochemicznie zalezne tzn. zaleze¢ od konfiguracji centrum stereogenicznego
danego enancjomeru. W przypadku spektrometrii mas, jako techniki analitycznej,
oczywistym wymogiem jest wystepowanie podobnych oddzialywan pomiedzy wyjs-
ciowg czasteczka a powstalym jonem w fazie gazowej, w warunkach wykonywanego
eksperymentu.
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Rysunek 3.  Reguta trzech punktéw (regufa Pirklea) stosowana w rozréznianiu enancjomerdéw (1 i 2) przez
chiralny selektor (3)

Figure 3. Schematic illustration of the three-point “Pirkle Rule” required for chiral recognition of enantio-
mers (1 and 2) by chiral selector (3)

Istotny wktad w rozwéj badan nad trwatoscig kompleksow zwiazkéw chiral-
nych typu gosé-gospodarz majg prace Sawady, w ktorych do jonizacji analizowa-
nych czastek wykorzystywano gléwnie bombardowanie szybkimi atomami (FAB)
[10]. Rozréznienia enancjomerdéw dokonywano na podstawie stosunku wzglednych
intensywnosci pikéw (ang. Relative Peak Intensity, RPI) odpowiadajacych kom-
pleksom, jakie optycznie czysta czasteczka analitu (G, lub G,) utworzyla z chiralng
czasteczka gospodarza (H) wobec komplekséw utworzonych przez dany enancjomer
z czysteczky odnosnika (H ) (réwnania 1-3) [16]. Uzyty odnosnik, oprocz wiasci-
wosci kompleksujacych powinien wykazywa¢ podobienstwo chemiczne i struktu-
ralne z chiralnym gospodarzem. Z uwagi na to, iz eksperyment wymaga wykonania
dwdch oddzielnych widm, bo osobno dla poszczegélnych enancjomerdw, zacho-
wanie identycznych warunkéw pomiaru jest czesto trudne do osiggniecia i moze
prowadzi¢ do do$¢ duzego bledu (Rys. 4a).
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Rozréznianie zwigzkéw chiralnych w oparciu o trwato$¢ kompleksow typu gos¢-gospodarz:
a) RPL, b) IRIS
Recognition of chiral compounds based on stability of host-guest complexes: a) RPI, b) IRIS

H+G, .= (HG,_ )" (1)

R lub

Href + GR lub s* — (Href - GR lubS)Jr (2)

RPI ;)  I[(H-G,)')/I[H, —G,)']
RPI,  I[(H-Gy)"]/I[(H, -Gy)']

RPI = (3)

Zastosowanie znaczonych izotopowo czasteczek goscia (ang. enantiomer-labeled
guest method) lub gospodarza (ang. enatiomer-labeled host method) umozliwilo nie
tylko rozréznianie zwiazkow chiralnych, ale takze analize ilosciowa poszczegdlnych
enancjomerdw, juz podczas rejestracji pojedynczego widma mas. Obecnie metoda
ta jest do$¢ powszechnie wykorzystywana w eksperymentach, w ktorych jako tech-
nike jonizacji stosuje sie elektrospre;j (ESI) [17], za$ znacznie rzadziej jonizacje przez
bombardowanie szybkimi atomami [18].
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Metoda znaczonej trwalym izotopem czasteczki goscia wymaga przygotowania
réwnomolowej mieszaniny analizowanych enancjomeréw, z ktérych jeden jest zna-
czony izotopowo (G, i G, ), w obecnosci znacznie mniejszej ilosci zwigzku petnia-
cego role gospodarza (H) (réwnanie 4 i 5, Rys. 4b). Dzieki temu sygnaty, ktére odpo-
wiadajg utworzonym kompleksom (H-G,) i (H-G, ) s3 przesunigte wzgledem
siebie o okreslong warto$¢ m/z. Miarg zréznicowania enancjomerdw jest stosunek
wzglednej intensywnosci tych pikéw w widmie mas (zgodnie z przyjeta terminolo-
gig IRIS - réwnanie 6).

H+G;, = (H-G)" (4)

H+G-d, = (H-G )" (5)

I, _ I[(H=Gp)]

IRIS = —& = ! (6)
IS-dn I[(H_ GS—dn) ]
a) b)
1 (m/z 609) 570 573 wH ,C00CD;
——F =0,61+0,04
1 (m/z 606) NH COOCH; Q{E
"% :
H
| (m/z 573)
—=1,01:0,02
1 (m/z 570)
Am/iz=3
m/z m/z

Rysunek 5. Widma ESI-TOF trdjskladnikowych roztwordw zawierajacych a) kwas eter 18-korona-6-2,3,11,12-
-tetrakarboksylowy ((-)-18C6TA) i enancjomery estréw metylowych fenyloglicyny (L-PG-CH,
i D-PG-CD,), b) (-)-18C6TA i enancjomery estrow metylowych proliny (L-Pro-CH, i D-Pro-
CD,) w metanolu w stosunku 1:10:10 [19]

Figure 5. ESI-TOF analysis of 1:10:10 ternary solutions in methanol containing a) ([18]crown-6)-2,3,11,12-
-tetracarboxylic acid ((-)-18C6TA), enantiomers of phenylglycine methyl ester (L-PG-CH, and
D-PG-CD,) and b) (-)-18C6TA, enantiomers of proline methyl ester (L-Pro-CH, and D-Pro-CD,)
[19]

Metode opartg na wprowadzeniu izotopowo znaczonych czgsteczek jednego
z enancjomerdw analizowanego zwigzku wykorzystali m.in. Gerbaux i wspélpra-
cownicy w badaniach chiralnych aminokwaséw i ich estréw metylowych, uzywajac
jako zwiazkow réznicujacych eterow koronowych podstawionych czterema grupami
karboksylowymi [19]. Wybor tej grupy zwiazkow nie jest przypadkowy, lecz byt
efektem ich szerokiego zastosowania w rozdziale optycznie czynnych aminokwasow
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przy uzyciu technik chromatograficznych. Funkcjonalizowane resztami karboksy-
lowymi etery koronowe stosuje si¢ w chromatografii jako chiralne fazy stacjonarne
(ang. Chiral Stationary Phases, CSP). Mozliwo$ci rozrézniania aminokwaséw przez
etery koronowe wynikajg bezposrednio z ich struktury oraz ewentualnych oddzia-
tywan z grupami funkcyjnymi i fancuchem bocznym aminokwaséw, zaleznie od
stereochemii badanych ukladéw (Rys. 6). Z wybranej grupy aminokwaséw, jedynie
dla estréow metylowych proliny metoda ta nie dala satysfakcjonujacych wynikéow
(Rys. 5b) (IRIS = 1,01). Moze to wskazywa¢ na brak specyficznych oddziatywan
elektrostatycznych pomiedzy proling a czgsteczkami eteréw koronowych.

H
R<_5_4COO (H) . NH,
N+
H7E -
A " o
,"/\(1) /\"\\| /\\\\O //,\‘
o/ e O \i/ _.0O
/ \ el M
o ) e )
o] o] o o)
(0] (0)
odczyn roztworu obojetny odczyn roztworu zasadowy

(jon obojnaczy)
i kwasowy (czasteczka
protonowana)

Rysunek 6. Podstawowe oddzialywania pomiedzy czasteczka aminokwasu a eterem koronowym w zaleznosci

od odczynu roztworu [19]
Figure 6. Fundamental binding interactions between an amino acid and a crown ether in relation to pH

(19]

Inng grupg zwigzkéw powszechnie stosowna jako chiralne fazy stacjonarne
w chromatograficznym i elektroforetycznym rozdziale enancjomerdw sg pochodne
chininy i chinidyny, do ktérych zalicza si¢ alkaloidy chinowcowe. Stosujac spektro-
metrie mas, obiekty te zostaly uzyte jako zwiazki réznicujace - selektory (SO) m.in.
w analizie chiralnych N-(3,5-dinitrobenzoilo)aminokwaséw [20] i dipeptydow [21]
(selektandy, SA). Wykonano dwa oddzielne widma mas rejestrowane dla mieszanin
selektora i czystych enancjomerdw. Liczbowo miarg rozréznienia enancjomeréw byt
wspdlczynnik enancjoselektywnodci (a, ). Jego wartos¢, wyznaczona jako stosunek
wzglednej intensywnosci sygnatu odpowiadajacego kompleksowi analit-selektor dla
enancjomeru S i R lub na podstawie stosunkéw intensywnosci sygnatu kompleksu
analit-selektor do sumy intensywnosci wszystkich pikéw (wolny selektor + kom-
pleks) (Rys. 7), bardzo dobrze korelowal z danymi uzyskanymi w oparciu o metody
chromatograficzne (a,,,, .)-
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Rysunek 7. Widma mas dla réwnomolowych mieszanin a) tert-butylokarbamoilochininy, tBuCQD (SO)
i (R)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny, DNB-(R)-Leu (SA) oraz b) tBuCQD i DNB-(S)-Leu w ukta-
dzie woda/metanol w stosunku 50:50 z dodatkiem 10 pM octanu sodu [20]

Figure 7. Mass spectra generated from equimolar mixtures of a) tert-butylcarbamoylquinine, tBuCQD (SO)
and (R)-N-3,5-dinitrobenzoylleucine, DNB-(R)-Leu (SA) and b) tBuCQD and DNB-(S)-Leu in
50:50 water/methanol with 10 uM sodium acetate [20]

Pochodnych chinowcowych uzyto réwniez jako zwigzkéw rédznicujacych
w analizie enancjomeréw N-podstawionych aminokwaséw wykorzystujac opisana
wczesniej metodologie, w ktdrej jeden z analizowanych enancjomerdéw byl znaczony
trwalym izotopem [22]. Z przeprowadzonych badan wynikalo, iz w przypadku tej
klasy zwigzkow metoda obarczona byla bledem wynikajagcym z kinetycznego efektu
izotopowego. Analizujagc réwnomolowa mieszanine (S)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)
leucyny i jej deuterowanego analogu o tej samej konfiguracji, w obecnosci pochod-
nej chininowej zaobserwowano réznice w intensywnosci pikow, odpowiadajacym
poszczegdlnym kompleksom analit-selektor (Rys. 8) [23].

Z uwagi na taka sama konfiguracje absolutng analizowanych zwigzkéw, praw-
dopodobnym powodem zaobserwowanych roéznic jest modyfikacja wlasciwosci
fizykochemicznych zwigzku deuterowanego wzgledem nieznaczonego. Przypusz-
czenia odnosnie ostabienia oddzialywan typu van der Waalsa pomiedzy grupa
tert-butylowa selektora i deuterowanego aminokwasu, nie znalazly potwierdzenia.
Wydeuterowanie grupy tert-butylowej w czgsteczce selektora nie spowodowalo
istotnych zmian w intensywnosci pikow, odpowiadajacym diastereoizomerycznym
kompleksom w stosunku do eksperymentéw, w ktorych jako selektora uzyto zwigzku
z niedeuterowang grupg tert-butylowa.

Wplyw kinetycznego efektu izotopowego w rozréznianiu zwigzkéw chiralnych
zostal wyeliminowany w metodzie zaproponowanej przez Koschoe, w ktorej jako
zwigzkow roznicujacych (selektoréw) zastosowano pary ,pseudoenancjomerow”
Pseudoenancjomerami nazywamy pary zwiazkow, ktore oprocz przeciwnej konfi-
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guracji roznig sie masg czasteczkowa. Roznice te powoduje zwykle podstawnik alki-
lowy o réznej diugosci tancucha w odpowiadajacych sobie enancjomerach. Grupy
te nie oddzialujg w istotny sposob z czasteczkami analitu, przez co nie maja wpltywu
na stopien zréznicowania zwigzkdw chiralnych.

a (10 uM) + (S)-2 (10 uM) + (S)-dg-2 (10 pM)

Intens.
x107 1 Intens,
] x10 [a+(S)-2+Na]* [Ma+(S)-d, -2 +Nal"
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Rysunek 8. Widmo mas komplekséw fert-butylokarbamoilochininy 1a z (S)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)-leucyna
(8)-2 i jej deuterowanym analogiem o tej samej konfiguracji (S)-d, -2). Wyzsza intensywnos$¢ piku
odpowiadajacego diasatreoizomerycznemu kompleksowi z czasteczka niedeuterowang swiadczy
o kinetycznym efekcie izotopowym. Potwierdzeniem jest warto$¢ aIE rézna od jednosci [23]

Figure 8. Mass spectrum of la (tert-butylcarbamoylquinine) binding enantiomeric isotopologues of
2 ((S)-N-(3,5-dinitrobenzoyl)leucine) with the same configuration. A deuterium isotopic effect
is apparent from the higher ion abundance of the diastereomeric complex incorporating the non-
deuterated SA. The difference is manifested in a non unity «IE value [23]

W pierwszych doniesieniach wykorzystujacych opisane podejscie, jako selekto-
réw, uzyto rozpuszczalne analogi chiralnych faz stacjonarnych typu Pirklea. Byly to
odpowiednie amidy N-(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny stosowane w analizie pochod-
nych proliny (Rys. 9), ktérych rozdzial metodami chromatograficznymi przy uzyciu
tychze faz byl juz znany [24, 25].

W widmach wykonanych technikg ESI dla réwnomolowej mieszaniny zwigz-
kéw bedacych parg ,,pseudoenancjomerdéw’, tj. amidu butylowego (S)-N-(3,5-dini-
trobenzoilo)leucyny i amidu pentylowego (R)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny, pet-
nigcych role selektoréw wobec chiralnej pochodnej proliny, zaobserwowano piki,
ktére odpowiadaty obu kompleksom analit-selektor. Wzgledna intensywno$¢ tych
sygnaldw zalezala od sktadu enancjomerycznego badanego analitu. Z réznicy inten-
sywnosci wynikalo, ze enancjomer R proliny tworzyt kompleks o wigkszej trwalosci
z amidem pentylowym (R)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny, podczas gdy enancjo-
mer S bardziej trwale faczyl sie z jego ,,pseudoenacjomerem” (Rys. 10a).
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Rysunek 9.  Widmo mas mieszaniny pary ,,pseudoenancjomerycznych” selektoréw 1 (amid butylowy (S)-N-
(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny), 2 (amid pentylowy (R)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny) (2,5 mM)
ianalitu A (0,25 mM) z dodatkiem chlorku litu (25 mM) w ukladzie metanol/woda/aceton (1:1:2)
[24]

Figure 9. Mass spectrum of a solution of pseudo-enantiomeric selectors 1 (butyl amide of (S)-DNB-leucine)
and 2 (pentyl amide of (R)-DNB-leucine) (2.5 mM) and analyte A (0.25 mM) with added lithium
chloride (25 mM) in methanol/water/acetone (1:1:2) [24]

Podjeto réwniez probe, gdzie role selektora pelnily pochodne proliny [26]
oraz trans-4-hydroksyproliny [27]. Zwiazkow tych uzyto z powodzeniem w ana-
lizie N-(3,5-dinitrobenzoilo)aminokwaséw. W zalezno$ci od charakteru uzytego
selektora, widma ESI (dla tych ukladow) rejestrowane byly zaréwno w trybie jonow
dodatnich jak i ujemnych.

We wszystkich przypadkach zaleznos¢ logarytmu naturalnego ilorazu wzgled-
nych intensywnosci pikéw odpowiadajacych kompleksom analit-selektor, gdzie
pary selektordw sg ,,pseudoenancjomerami’, wzgledem utamka molowego jednego
z enancjomerow jest funkeja liniowg (Rys. 10b). Powinowactwo poszczegolnych
enancjomeréw badanego analitu wobec selektoréw okresla wspoétczynnik enancjo-
selektywnosci .. Wyznaczy¢ go mozna w prosty sposob na podstawie nachylenia
prostej, ktore réwne jest podwojonej wartoéci logarytmu naturalnego wspolczyn-

nika enancjoselektywnosci (2Ina, ).
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Rysunek 10. a) Widma mas pary ,,pseudoenancjomerycznych” selektoréw: amid butylowy (S)-N-(3,5-dinitro-
benzoilo)leucyny, (S)-1 i amid pentylowy (R)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny, (R)-2 (2,5 mM)
z analitem A (0,25 mM) z dodatkiem chlorku litu (25 mM) w ukladzie metanol/woda/aceton
(1:1:2) dla roztwordéw o réznym skladzie enancjomerycznym analitu A, b) zaleznos¢ logarytmu
naturalnego stosunku intensywnoéci pikéw o m/z 703 i 689 w widmach mas ESI wzgledem utamka
molowego (R)-A (r* = 0,997) [24]

Figure 10. a) Partial mass spectra of pseudo-enantiomeric selectors (S)-1 and (R)-2 (2.5 mM) and analyte
A (0.25 mM) with added lithium chloride (25 mM) in methanol/water/acetone (1:1:2), b) Plot of
the natural log of the ratio of peaks at m/z 703 and 689 in the ESI-MS versus the mole fraction of
(R)-A in the solution (r? = 0.997) [24]

Istotnym zabiegiem prowadzacym do poprawienia dokladno$ci wyznaczo-
nej na podstawie powyzszej zaleznosci wartosci wspdlczynnika «  okazalo sie
wprowadzenie w czasteczkach selektoréw dodatkowej grupy, ktora fatwo ulegala
protonowaniu (grupa aminowa). Umozliwilo to odseparowanie miejsca lokalizacji
fadunku od miejsc oddzialujacych z analitem i jednocze$nie odpowiedzialnych za
zréznicowanie enancjomerdw [28].

W oparciu o podstawowe widma ESI, dzigki tej metodzie, wyznaczy¢ mozna
réwniez tzw. ulamek intensywnosci pikow kompleksu (ang. Complex Intensity
Fraction, CIF). Liczbowo jest on okreslany jako stosunek intensywnosci sygnalu
pochodzacego od jednego z komplekséw analit-selektor do sumy intensywnosci
pikéw pochodzacych od obu komplekséw jakie dany analit tworzy z parg ,,pseu-
doenancjomeréw”. Jego warto$¢ zmienia sie liniowo wzgledem enancjomerycznego
skladu badanego analitu (r?-0,999). Liniowy charakter tej zaleznosci umozliwia
z duza dokladno$cig okreslenie udzialu poszczegdlnych enancjomeréw w probkach
o nieznanym skladzie (analiza ilo§ciowa). Pozwala réwniez wyznaczy¢ wspotczyn-
nik enancjoselektywnosci o, chiralnej pary ,,pseudoenancjomerycznej” wzgledem
analizowanych ukladéw na podstawie roéwnania taczacego CIF z ulamkiem molo-

wym jednego z enancjomerdw X, analitu:
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2.2. ENANCJOSELEKTYWNE REAKCJE KOMPLEKSOW INKLUZYJNYCH
JON-CZASTECZKA W FAZIE GAZOWE]

Znanym i powszechnie uzywanym terminem w chemii supramolekularne;
jest tzw. ,rozpoznanie molekularne” (ang. molecular recognition). Pod pojeciem
tym rozumie sie¢ proces specyficznego wigzania ligandu przez wieksza czasteczke,
w wyniku ktérego dochodzi do powstania kompleksu typu gosé-gospodarz. Zwiaz-
kami, ktére najczeéciej pelnig role molekuly kompleksujacej sa uklady makro-
cykliczne, takie jak: cyklodekstryny, etery koronowe, kaliksareny, wérod ktorych
szerokg grupe stanowig rezorcynoareny, czy cykliczne poliamidy. Skuteczno$é
wymienionych zwigzkéw w otrzymywaniu polaczen inkluzyjnych, ktére czesto
tworza sie w sposdb stereoselektywny, wynika z ich specyficznej budowy. Natomiast
taka zdolno$¢ rozpoznawania zwigzkéw chiralnych (ang. Chiral Recognition, CR)
stwarza mozliwo$¢ ich wykorzystania w spektrometrii mas, do okreslania czysto$ci
optycznej zwigzkow optycznie czynnych.

Metoda rozrdzniania zwigzkéw chiralnych, z wykorzystaniem enancjoselek-
tywnych reakcji kompleksow jon-czasteczka w fazie gazowej (ang. ion/molecule
reaction) polega na utworzeniu kompleksu opartego na stabych oddzialywaniach
niekowalencyjnych, takich jak: sity van der Waalsa, stabe wigzania wodorowe,
oddzialywania 7-7 (nazywane takze 7-7 stackingiem) oraz oddzialywania elektro-
statyczne, w ktorym zwigzek optycznie czynny jest zainkludowany przez molekute
kompleksujaca. Powstaly w ten sposob kompleks typu gosé-gospodarz ulega nastep-
nie reakcji wymiany ligandu przez obojetna czasteczke innego zwigzku. Zwigzkami,
ktdre najczesciej pelnia funkeje reagenta zastepujacego badany analit w kompleksie
inkluzyjnym sa chiralne badz nieczynne optycznie aminy lub aminokwasy. Sama
metoda dostarcza oprocz cennych informacji na temat trwalosci diastereoizo-
merycznego kompleksu jon-czgsteczka rowniez dane opisujace szybkos¢ reakeji
wymiany czasteczki goscia w tymze kompleksie.

Ogolnie, pomiar taki wykonuje si¢ generujac z roztworu zawierajacego makro-
cykl M oraz analizowany enancjomer A odpowiedni diastereoizomeryczny kom-
pleks [M:A+H]", stosujac jako technike jonizacji elektrosprej ESI. Po wprowadzeniu
utworzonego jonu do analizatora cyklotronowego rezonansu jonéw z transformacja
Fouriera FTICR w obecno$ci wprowadzonego z zewnatrz chiralnego badz achiral-
nego reagenta B monitoruje sie szybko$¢ reakcji wymiany, opisanej rdwnaniem (8).

[M:A+H]* + B > [M:B+H]* + A (8)
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W oparciu o wzgledne intensywnosci pikéw, ktore odpowiadajg kompleksom:
wyjsciowemu [M:A+H]" oraz powstalemu w reakcji wymiany [M:B+H]", mierzo-
nym w zaleznosci od czasu, wyznaczy¢ mozna stalg szybkosci przebiegajacej reak-
cji wymiany. Jezeli I opowiada wzglednej intensywnosci kompleksu wyjs$ciowego
[M:A+H]" w czasie t, podczas gdy I jest sumg intensywnosci kompleksu pierwot-
nego oraz uzyskanego w reakcji wymiany, zalezno$¢ logarytmu naturalnego (1/1)
od czasu ¢ jest zwykle zalezno$cig liniowa, a nachylenie prostej odpowiada statej
szybkosci reakcji wymiany pseudo-pierwszego rzedu (k’) (Rys. 11a). Odpowied-
nio stalg szybkosci drugiego rzedu opisuje stosunek nachylenia prostej pierwszego
rzedu wzgledem stezenia reagenta B (k=k’/[B]).

a) b)
-0,0 -0,0
0,14 B -0,2+ °° L
o o
-0,44 ° o o

0,2 - L
-0,6 L
-0,3 - L

0,4 -
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Rysunek 11. Zalezno$¢ opisujaca kinetyke reakcji komplekséw jon-czasteczka w fazie gazowej pomiedzy
a) S-(+)-2-butyloaming a kompleksem [M:L-DOPA°™ + H]", b) S-(+)-2-butyloaming a komplek-
sem [M:L-DOPA®M¢ + H]* [31].

Figure 11. Kinetic plot for the gas-phase reaction between a) S-(+)-2-butylamine and [M:L-DOPA°* + HJ",
b) between S-(+)-2-butylamine and [M:L-DOPA®™ + H]" [31]

Istniejg przypadki, w ktérych In (I/I)) w funkcji czasu nie jest zalezno$cig
liniowg i obserwuje sie swego rodzaju zatamanie prostej (Rys. 11b). Jest to wynikiem
wspolistnienia co najmniej dwoch trwalych izomerycznych struktur kompleksu
wyjsciowego [M:A+H]", ktére réznig sie reaktywnoscia wzgledem wprowadzo-
nego zwigzku B. Mniej reaktywny okredlany jest jako [M:A+H]", oraz podlegajacy
reakcji wymiany szybciej, jako [M:A+H]’, . Zaleznos¢ In (I/I)) wzgledem czasu t
dla kompleksu bardziej reaktywnego [M:A+H]’  (zapelnione kotka na Rys. 11b)
mozna wykresli¢ odejmujgc od zaleznosci opisujacej caly proces wymiany (puste
kotka na Rysunku 11b), punkty odpowiadajace szybkosci reakeji pierwszego rzedu
rozpadu kompleksu, dla ktorego reakcja wymiany zachodzi wolniej [M:A+H]",
(gorna prosta na Rysunku 11b). Punkty przecigcia prostych opisujacych kinetyke
reakcji z osig rzednych dla kompleksow [M:A+H]", i [M:A+H]}  pozwala oszaco-
wac ich wzgledny rozklad.

Kinetyczng enancjoselektywnos¢ reakcji wymiany ligandu wyznaczy¢é mozna
pordéwnujgc stale szybkosci reakeji drugiego rzedu dla dwoch identycznych reakeji
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wymiany w diastereoizomerycznych kompleksach [M:A +H]" i [M:A+H]" prze-
prowadzonych w tych samych warunkach. Zatem, k, _ odnosi si¢ do kompleksu,
w ktérym zwigzki A i M posiadajg te samg konfiguracje, za$ k, = do pary o konfi-
guracji przeciwnej. W zaleznosci od konfiguracji zwigzku B stata szybkosci reakcji
opisywana jest jako k , lub k .

Warto$¢ enancjoselektywnosci okreslana jest dwoma parametrami p i &
Wspotczynnik p zdefiniowany jako k, 7k, dotyczy konfiguracji pary M/A nato-
miast § = k , /k , odnosi si¢ do konfiguracji substancji B (obojetnej aminy lub ami-
nokwasu). Jezeli p > 1, reakcja wymiany ligandu A przez B zachodzi szybciej dla
kompleksu homochiralnego i odwrotnie, dla kompleksu heterochiralnego gdy p < 1.
Wartos¢ p = 1 wskazuje na jednakowa szybko$¢ wymiany dla obu reakcji. Analo-
gicznie, & > 1 wskazuje na szybsza reakcje wymiany czasteczki goscia A w danym
kompleksie przez zwiazek B o konfiguracji R, podczas gdy zwiazek o konfiguracji
S zastepuje czasteczke A szybciej, jezeli spelniona jest zalezno$¢ & < 1. Identyczng
szybko$¢ reakcji wymiany niezaleznie od konfiguracji reagenta B obserwujemy
w przypadku, gdy wspdtczynnik enancjoselektywnosci & = 1.

Sposréd makrocyklicznych zwigzkow, ktére tatwo tworza kompleksy inklu-
zyjne, grupa obecnie najczesciej wykorzystywang sg kaliksareny i ich pochodne
zwane rezorcynoarenami. Z uwagi na ich wnekowa (stozkowa) budowe (Rys. 12)
majg one zdolnos¢ do kompleksowania szerokiej gamy analitow. Dodatkowo istotng
cechg tej grupy polgczen jest mozliwoé¢ ich fatwej modyfikacji poprzez funkcjo-
nalizacje grup hydroksylowych. Wprowadzenie optycznie czynnych podstawnikow
powoduje, ze staja si¢ chiralne i wykazuja stereoselektywny charakter w oddziatywa-
niach typu gosé-gospodarz wobec zwigzkéw optycznie czynnych.

adérna obrecz

dolna obrecz

Rysunek 12. Struktura rezorcynoarenow
Figure 12.  Structure of resorcinarenes

W przeprowadzonych dotychczas badaniach za pomocy spektrometrii mas,
wykazano uzyteczno$¢ metody polegajacej na reakcji wymiany jon-czasteczka
w rozréznianiu szeregu chiralnych aminokwaséw i ich pochodnych [29-33], a takze
dipeptydéw [34]. Jako molekut kompleksujgcych uzyto tu chiralnych pochodnych
rezorcyno|[4]arenow, ktorych asymetryczng budowe uzyskano dzieki wprowadzeniu
czterech aksjalnie potozonych grup L-waliny (Rys. 13). Zwigzkami uczestniczacymi
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w reakcji wymiany zainkludowanego aminokwasu byty enancjomery [(S)- lub (R)]-
2-butyloaminy.

up

Rysunek 13.  Wzér pochodnej 2,8,14,20-tetrakis(L-walinamido)rezorcyno[4]arenu (MS) oraz mozliwe miejsca
lokalizacji czgsteczki aminokwasu (czasteczki goscia) [33]

Figure 13. Formula of the flattened-cone 2,8,14,20-tetrakis(L-valinamido)resorcin[4]arene (MS) and regions
of attachment of amino acidic guest on flattened-cone 2,8,14,20-tetrakis(L-valinamido) resor-
cin[4]arene [33]

Szybko$¢ reakcji wymiany we wszystkich analizowanych ukladach zalezata
zaréwno od konfiguracji badanych aminokwaséw (p # 1) jak i od konfiguracji uzytej
aminy (£ # 1). W wielu przypadkach zaobserwowano réwniez obecno$¢ wiecej niz
jednej trwalej struktury kompleksu [M:A+H]".

Uzytecznym narzedziem, ktore pomaga zrozumiec zaistniale réznice sa metody
obliczeniowe oparte na zalozeniach mechaniki i dynamiki molekularnej. Zgodnie
z nimi w badanych pochodnych rezorcyno[4]arenéw istnieja trzy pozycje, gdzie
czasteczka goscia moze zosta¢ zainkludowana. Czgsteczka kompleksowana moze
znajdowa¢ si¢ wewnatrz achiralnej gornej obreczy (pozycja up), pomigdzy chi-
ralnymi podstawnikami (pozycja down) oraz na zewnatrz czasteczki w otoczeniu
dwdch sgsiednich chiralnych podstawnikéw (pozycja ext) (Rys. 13). Dodatkowo
istotnym elementem jest konformacja czasteczki gospodarza. Zadna z tych pozycji
nie jest uprzywilejowana dla calej grupy badanych analitéw i zalezy od charakteru
tancucha bocznego i konfiguracji aminokwasow.

Grupa zwigzkow rownie czesto wykorzystywang w opisanej metodzie badan
zwigzkow chiralnych sg cykliczne poliamidy [35]. Na szczegolng uwage zastu-
guje amfifilowy charakter grup amidowych w oddzialywaniach dipolowych oraz
wigzaniach wodorowych. Grupa karbonylowa moze spelnia¢ funkcje donorowa
w oddzialywaniu dipolowym i by¢ akceptorem wodoru w wiazaniu wodorowym,
za$ grupa N-H dziala¢ jako akceptor dipolowy, a zarazem donor wodoru w wigza-
niu wodorowym.
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Kompleksy cyklicznych poliamidéw z pochodnymi aminokwaséw [M:A+H]"
moga przyjmowac w fazie gazowej trzy rézne konformacje, zalezne od polozenia
podstawnikéw alkilowych lub fenylowych przy dwdch sasiednich stereogenicznych
atomach wegla (Rys. 14).

OCH;

TR (R1=Re=CsHs)
RR (R1-R1=R2-R2=(CH2)4

Rysunek 14. Wzér cyklicznych tetramidéw i odpowiadajace mu struktury o najnizszej energii [36]
Figure 14.  Formula and relevant minimum energy structures of tetra-amide macrocycles [36]

Wsrdd nich polozenia eg-eq i ax-ax wykazuja najwigksza trwalos¢, dajac zwy-
kle mieszaning dwoch konformeréw dla danego diastereoizomerycznego kompleksu
[M:A:H]", ktorych stosunek zalezy od konfiguracji czasteczek A i M i charaktery-
zujacych sie rozng reaktywnoscig wzgledem stosowanej aminy. W odrdznieniu
od rezorcynoarendéw szybko$¢ reakcji wymiany zainkludowanej czgsteczki przez
reagent B nie zalezy w znacznym stopniu od jego konfiguracji (§ = 1) [36].

Szeroka analize osiagnie¢ w badaniach zwigzkéw chiralnych, z wykorzystaniem
enancjoselektywnych reakeji w fazie gazowej komplekséw jon-czasteczka przedsta-
wil w pracy przegladowej Speranza [37].

Kolejng szeroko stosowang grupa makrocykli wykorzystywana w analizie
zwigzkow chiralnych, réwniez metodami chromatograficznymi sg cyklodekstryny.
Sa to cykliczne uklady zbudowane z jednostek cukrowych a-1,4-glukozy, z ktérych
najbardziej rozpowszechnione formy to a, f8 i y sktadajace si¢ odpowiednio z 6, 7
lub 8 merdéw. Z uwagi na toroidalny ksztalt czasteczki z chiralng wneka oraz gru-
pami hydroksylowymi obecnymi na krawedzi toroidalnej struktury, cyklodekstryny
posiadaja zdolnos¢ stereoselektywnego inkludowania mniejszych czgsteczek. We
wczesniejszych latach fakt ten wykorzystywany byt w rozréznianiu zwigzkéw chi-
ralnych opisang w poprzednim rozdziale metoda oparta na tworzeniu kompleksow
typu gosé-gospodarz [38], a obecnie dodatkowo wykorzystujaca reakcje wymiany
zainkludowanego w czasteczce cyklodekstryny goscia. Stosowany w eksperymen-
cie reagent B, w przypadku uzycia cyklodekstryn jako zwigzkéw kompleksujacych
musi charakteryzowaé sie odpowiednio wysokim powinowactwem wzgledem
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protonu (ang. Proton Affinity, PA), aby reakcja wymiany ligandu mogla nasta-
pi¢. W przypadku analizy chiralnych cyklicznych -aminokwaséw w kompleksie
z B-cyklodekstryng konieczne bylo zastosowanie trietyloaminy (PA = 982 kJ mol™),
podczas gdy w obecnosci eteréw koronowych wystarczyta n-propyloamina , ktorej
powinowactwo wzgledem protonu wynosi 918 kJ mol™ [39].

Interesujaca obserwacja w przypadku stosowania cyklodekstryn jako czaste-
czek kompleksujacych wzgledem chiralnych aminokwaséw, oprdcz typowej reakeji
wymiany ligandu przez wprowadzony reagent, jest obecno$¢ trimerycznych kom-
plekséw [M:A:B+H]", ktdre nie wystepuja w przypadku opisanych poprzednio klas
zwigzkow kompleksujacych (Rys. 15)..

Aby unikna¢ tworzenia kompleksow trimerycznych w analizie chiralnych ami-
nokwasow w obecnosci S-cyklodekstryn, ktore moga zakldcac ich rozréznianie, w
wielu przypadkach stosuje si¢ modytikacje cyklodekstryn poprzez czgsciowe mety-
lowanie grup hydroksylowych [40]. Za przyczyne powstawania kompleksow tri-
merycznych uznaje si¢ wystepowanie aminokwaséw w postaci jonéw obojnaczych
(zwitterion), ktére oddzialujg jednoczesnie z czasteczka S-cyklodekstryny i proto-
nowana czgsteczka aminy.

[B-CD : Et3N + HJ" + pB-cyclo-A

[B-CD : B-cyclo-A + H]* + Et3N
[B-CD : B-cyclo-A : Et3N + HJ*

[B-CD : B-cyclo-A + H]*

[-CO - EBN=HI" |0 e lo-A : Et3N + HJ*
= . p-CyCIO-A +
Czas reakgcji 20s L s p y[ ]
Czas reakcji 50s l |
Czas reakcji 80s l L
' ' 1100 ' 1200 ' 1300 1400 ms

Rysunek 15.  Widma mas ESTkompleksu -cyklodekstryny (8-CD) z f-aminokwasem 1R,2S-cykloheksanowym
(B-cyclo-A) w obecnosci trietyloaminy (Et,N) w réznych odstepach czasu opisujace reakcje
wymiany ligandu w kompleksie [39]

Figure 15.  a) ESI mass spectra of ion/molecule reaction of host-guest complex of f-cyclodextrin (-CD) and
1R,2S-cyclohexane -amino acid (B-cyclo-A) with triethylamine (Et,N) [39]
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H3N+\ /CH3

Rysunek 16. Proponowana struktura aminokwasu w postaci jonu obojnaczego zainkludowanego we wnece
cyklodekstryny [41]

Figure 16.  Proposed structure of gas-phase zwitterionic amino acid in the cavity of cyclodextrin (represented
as a toroidal cavity) [41]

Szczegdlowa analiza kompleksowania chiralnych aminokwaséw przez a-, -,
y-cyklodekstryny oraz reakcje wymiany liganddw przez obojetne aminy wskazala,
ze aminokwasy, ktdre preferencyjnie wystepuja w postaci jonu obojnaczego w fazie
gazowej charakteryzuja sie wysoka zasadowoscia. Zgodnie z proponowana struktura
kompleksu inkluzyjnego, aminokwas w postaci jonu obojnaczego jest stabilizowany
przez wigzania wodorowe, jakie tworzy z grupami hydroksylowymi w obszarze
waskiej obreczy cyklodekstryny. Ponadto tadunek dodatni protonowanej czasteczki
aminy, bedgcej reagentem bioragcym udzial w reakcji wymiany jest skoordynowany
z grupa karboksylowa aminokwasu (Rys. 16). Kluczowymi w tworzeniu kompleksow
cyklodekstryn z aminokwasami jest geometria i wielko§¢ wneki, jakimi charaktery-
zuje sie dana molekuta kompleksujaca oraz rodzaj grupy w tanicuchu bocznym zain-
kludowanego ligandu. Im wneka ta jest wigksza, a co za tym idzie czgsteczka posiada
wiecej grup hydroksylowych w obszarze waskiej obreczy (ang. narrow rim), tym
tatwiej stabilizuje ona aminokwas w formie jonu obojnaczego [41]. Rozrdznienie
zwigzkdéw chiralnych w oparciu o reakcje wymiany ligandu w kompleksie typu gosé-
gosodarz zastosowano réwniez w analizie ilosciowej. Krzywa kalibracyjng wyznacza
sie w oparciu o intensywnos¢ pikow, ktére odpowiadaja kompleksom wyjsciowemu
[M:A+H]* i powstalemu w reakcji wymiany [M:B+H]" w $ci$le okreslonym czasie ¢
dla mieszanin o znanej zawarto$ci poszczegdlnych enancjomerdw [42]. Zaleznos¢
I/I, wzgledem utamka molowego jednego z enancjomeréw ma charakter liniowy, co
pozwala z do$¢ duzg dokladnoscig wyznaczy¢ stosunek poszczegdlnych enancjome-
réw dla mieszanin o nieznanej ich zawartosci.

2.3. METODA KINETYCZNA (ANG. KINETIC METHOD)
Metoda kinetyczna (ang. kinetic method) zostala po raz pierwszy wprowadzona

przez Cooks’a i poczatkowo szeroko stosowana w wyznaczaniu wielko$ci termoche-
micznych [43, 44]. Z czasem znalazta réwniez zastosowanie w oznaczaniu i kontroli
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czystosci enancjomerycznej zwigzkow chiralnych. W ciagu ostatnich dziesieciu lat
metode te zastosowano w oznaczaniu wielu grup zwigzkéw chiralnych jak amino-
kwasy [45], a-hydroksykwasy [46], dipeptydy [47], 3-blokery [48], cukry [49] czy
nukleozydy stosowane jako leki antywirusowe [50]. Prowadzone do chwili obecnej
badania majg na celu jej udoskonalenie i okreslenie wplywu réznych czynnikéw na
jej uzyteczno$c.

Stosujac metode kinetyczng w analizie enancjomerdw w pierwszym etapie
pomiaru wymagane jest wygenerowanie odpowiedniego trimerycznego kompleksu
[M?**(ref*),(A, lub A )-H]". Kompleks taki mozna otrzymac z mieszaniny wodnych
roztworéw metanolu zawierajacych odpowiednio: interesujgcy izomer optyczny A,
lub A, chiralny odnosnik ref* i sl dwuwartosciowego metalu M, stosujgc jako
technike jonizacji elektrosprej. Nastepnie wyizolowany jon poddaje si¢ dysocjacji
indukowanej zderzeniami (CID), w wyniku ktérej ulega on dwém konkurencyjnym
procesom eliminacji ligandéw. W efekcie odejscia czasteczki bedacej odnosnikiem

lub czasteczki analizowanego enancjomeru powstajg odpowiednio dimeryczne jony:
[M?**(ref*)(A, lub A)-H]" i [M**(ref*),-H]".

CID
24 paf* [M2*(ref ) (Ag)-H]* + ref
_MTrel M2 (ref),(A R) - HT* 5
Ag .
ESI . [M?*(ref ), -H]I" +Agipp s
As —_— [M2*(ref ),(Ag)-H]* <
M?* ref [M2*(ref ) (Ag)-H]* + ref*

Z uwagi na réznice energii wewnetrznej jondw [M* (ref)(A)-H]* dla poszcze-
golnych enancjomeréw A, i A, stale szybkosci reakeji eliminacji prowadzace do
ich powstawania sg odpowiednio rézne. Rysunek 17 przedstawia diagram zmian
energetycznych dla dwoch konkurencyjnych proceséw fragmentacji trimerycznych
komplekséw [M**(ref),(A,)-H]* i [M*(ref),(A,)-H]" prowadzacych do odpowied-
nich jonéw fragmentacyjnych.

M2+ (ref),- H* 1248

[M?* (ref)(Ag) - HI*

[MZ* (ref)o(Ag) - HI* [MZ* (ref)y(Ag) - HI*

Rysunek 17. Diagram zmian energii wewnetrznej jonéw powstalych w konkurencyjnych procesach fragmen-
tacji dwdch trimerycznych komplekséw rézniacych sie chiralnoscia jednego z ligandow.

Figure 17.  Energy diagram for competitive dissociations of metal-ion bound cluster ions of two deprotona-
ted trimeric cluster jons that differ in the chirality of one ligand

Efektem réznicy w energii wewnetrznej oraz szybkosci reakcji eliminacji,
prowadzacych do powstawania dimerycznych komplekséw [M**(ref)(A,)-H]"
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i [M*(ref)(Ay)-H]" jest réznica wzglednych intensywnosci odpowiadajgcych im
pikéw w rejestrowanych widmach jondéw produktéow dla odpowiedniego diastere-
oizomerycznego kompleksu [M**(ref’) (A, lub A()-H]" (Rys. 17), oraz wielkosci R,
i R, opisane odpowiednio réwnaniami (9) i (10):

Rechiral = RrIRs
=2.2+/-0.1

R,

R

[M* (ref")(A ) —HI"

[M™ (ref"), - H]"

[M* (ref")(A,) - HI"

[M* (ref"), —H] "

)

(10)

J|(R)-Arg + Z-(R)-Arg + Ca"

[M**(ref)2(Ar)-H] *
829.1

- ref
— Rr=0.92+/- 0.03
-Ar
—nrR
521.1 655.1
100 200 300 400 500 700 800 m/z

Intens |
x104

4

w

~

NERERINY)

(S)-Arg + Z-(R)-Arg + Ca

M (ref)a(As)-H] *
829.2

o
|

- ref
] Rs =0.41+/- 0.02
-As
. 655.1
521.1 J
L
T T T T T T

100 200 300 400 500 700 800 miz

Rysunek 18. Rozréznienie enancjomeréw argininy (A, i Aj) metoda kinetyczng przy uzyciu N-benzyloksy-
karbonylo-(R)-argininy (Z-(R)-Arg) jako odnosnika i Ca" jako jonu metalu: (a) i (b) widma jondw
produktow dla trimerycznych jonéw (m/z 829) [55]

Figure 18.

Example of chiral discrimination of Arg by Z-(R)-Arg using the kinetic method: (a) and (b) show

the dissociation of the trimer ion (m/z 829) formed from (R)-Arg and (S)-Arg, respectively, with
Z-(R)-Arg and Ca" metal mediation [55]

Stosunek R, do R, okreslony jako R,  (réwnanie 11) liczbowo opisuje sto-
pien zréznicowania dwdch enancjomerdw w okreslonym eksperymencie i zalezy od
rodzaju jonu centralnego oraz uzytego odnosnika.

R gy =2 = * *
TR M (ref )(Ag) ~HI'/[MY (ref ), ~H]'

R, _ [M* (ref")(A,) ~ H)]'/[M* (ref”), ~ HJ'

(11)

Aby uznad, ze przeprowadzony pomiar umozliwia rozréznienie enancjomerdw

R, .. powinna mie¢ wartos¢ jak najbardziej r6zng od 1. W przypadku, gdy R

1

chiral =

wybodr okreslonego kationu M?** oraz odnos$nika jest bledny i wskazuje na brak
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w diasteroizomerycznych kompleksach oddzialywan zaleznych od konfiguracji ana-
lizowanych enanacjomeréw A, i A

Istotg doboru odpowiedniego zwigzku jako odnos$nika jest jego powinowactwo
wobec uzytego w eksperymencie jonu metalu, ktére powinno by¢ poréwnywalne
z powinowactwem substancji analizowanej. Znaczna rdznica w powinowactwie
powoduje eliminacje tylko jednego z ligandéw (analitu lub odnosnika) lub znaczng
przewaga jednego z dwoch konkurencyjnych proceséw fragmentacji. Cecha réownie
pozadang jest podobienstwo w strukturze analitu i odno$nika, co ulatwia tworzenie
sie uktadow kompleksowych wokét jonu centralnego.

Wiekszos¢ obecnie prowadzonych prac ma na celu optymalizacje metody kine-
tycznej w rozréznianiu zwigzkéw chiralnych, gléwnie aminokwaséw i ich pochod-
nych, poprzez stosowanie réznego rodzaju odnosnikéw oraz jonéw metali. Bazu-
jac na szeregu wczesniejszych doniesien najlepsze wyniki rozrézniania chiralnych
aminokwaséw uzyskano w przypadku stosowania jako odno$nikéw aminokwasow
zawierajacych pierscien aromatyczny w tanicuchu bocznym (np. L-fenyloalanina).
Zgodnie z hipotezg Cooks’a jest to wynikiem oddziatywan 7-m typu stacking, czyli
nakfadaniem sie orbitali 77 pier§cienia aromatycznego w taicuchu bocznym tej czas-
teczki i grupy karboksylowej analizowanego aminokwasu [51].

Vairamani wraz ze wspolpracownikami opublikowali szereg danych doty-
czacych halogenowych pochodnych aromatycznych aminokwaséw, uzytych jako
czgsteczek odno$nika w metodzie kinetycznej i wptywu obecnego podstawnika na
warto$¢ enancjoselektywnosci. Pochodne tyrozyny, posiadajace r6zng liczbe pod-
stawionych atomow jodu w pier§cieniu aromatycznym uzyto w analizie wszystkich
naturalnie wystepujacych aminokwaséw [52]. Wraz ze wzrostem liczby atomoéw
jodu zaobserwowano wzrost enancjoselektywnosci dla wszystkich alifatycznych
i aromatycznych aminokwasow. Jest to prawdopodobnie wynikiem oddzialywan
sterycznych wynikajacych z bliskiego potozenia atoméw jodu i tanicucha bocznego
analizowanych L-aminokwaséw, ktére obnizajg trwalos¢ powstalych kompleksow
w stosunku do powstalych z enancjomerami D. Stosujac szereg halogenowych
para-podstawionych pochodnych L-fenyloalaniny jako odnosnikéw, zaobserwo-
wano dla analizowanych uktadéw wzrost enancjoselektywnosci w szeregu I > Br >
Cl > F [53]. Wysoka elektroujemno$¢ atomu fluoru, ktéra powoduje zmniejszenie
gestosci elektronowej w pierscieniu aromatycznym fenyloalaniny moze mie¢ ujemny
wplyw na sile oddzialywan -7 typu stacking i obnizenie efektywnos$ci w rozréznie-
niu zwigzkéw chiralnych. Wzrost enancjoselektywnosci w przypadku pozostatych
pochodnych jest wynikiem oddziatywan sterycznych w kompleksach powstatych
z L-aminokwasami i jest zalezne od wielkosci atomu podstawionego w pierscieniu
fenyloalaniny.

Szczegdtowa optymalizacje doboru odpowiedniego jonu metalu i odnosnika
przeprowadzil wraz ze wspélpracownikami Ramagiri, wykorzystujac metode kine-
tyczng w analizie enancjomeréw L i D kwasu N-ftaliloglutaminowego [54]. Dzigki
acetylowaniu grupy aminowej L-fenyloalaniny, uzytej jako odnosnik, uzyskano bar-
dziej satysfakcjonujace wyniki od prezentowanych wczesnie;j. Jest to prawdopodob-
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nie wynikiem obecnos$ci dodatkowej grupy karbonylowej uczestniczacej w oddzia-
tywaniach ligand-ligand lub ligand-metal.

Najczesdciej stosowanymi jonami metali do rozrdzniania enancjomeréw metoda
kinetyczng sg jony metali grup przejsciowych, ktdre posiadajg zdolnos¢ tworzenia
kompleksow z wigkszoscig zwigzkow organicznych, wykorzystujac elektronowe
orbitale d. Znane s3 réwniez prace gdzie w analizie zwigzkéw chiralnych metoda
kinetyczng jako jonu centralnego uzyto jondéw wapnia [55].

Udoskonaleniem klasycznej metody kinetycznej w analizie zwigzkéw chiral-
nych jest wprowadzona przez Cooksa w roku 2003 tzw. metoda kinetyczna z ,,nie-
ruchomym” ligandem (ang. kinetic method with fixed ligand).

Ogolng procedury tej metody jest zastapienie w wygenerowanym w warunkach
jonizacji trimerycznym kompleksie, jednej z dwdch czasteczek chiralnego odnos-
nika ligandem, ktéry nie ulega odej$ciu w wyniku fragmentacji indukowanej zde-
rzeniami (ang. fixed ligand) [56]. Istotna cechg, ktérg musi posiada¢ zwigzek uzyty
jako dodatkowy ligand jest wysokie powinowactwo wzgledem stosowanego jonu
metalu, za$ fragmentacja diastereoizomerycznego kompleksu powinna przebiegac¢
zgodnie z obserwowang w metodzie klasycznej. W przypadku przedstawionej przez
Cooks’a analizy aminokwasow jako ligandy stosowane byly krétkie peptydy (od 2
do 5 aminokwaséw), ktorych powinowactwo do jonu metalu jest wyzsze niz poje-
dynczych aminokwaséw. Dwie konkurencyjne $ciezki fragmentacji, w ktorych eli-
minacji ulegajg czasteczka chiralnego odnos$nika lub analizowanego zwiazku, pro-
wadzg do posiadajacych ro6zng energie odpowiednich jonéw [(M* +Lx4-H)(A)]"
i [(M**+L=d-H)(ref)]" zgodnie z przedstawionymi rownaniami:

CID

2+ * | fixed d ) (A f +A S
) m‘, [(m2* + L fixed - )(re )( R)] < 2+ 4 | fi
] 2 H [(M + fixed _ H)(ref)] R lub

ESI
As - [(M2* + Lixed - H)(ref')(AQ)]* <
M2* ref", L fixed [(M2* + Lfxed - HY AT + ref’

W przeciwienstwie do klasycznej metody, gdzie trudno dokladnie wskaza¢ miej-
sce oderwania protonu i strukture powstalych komplekséw, wprowadzenie ligandu,
ktéry nie ulega eliminacji jednoznacznie wskazuje czasteczke tego ligandu jako
miejsce deprotonacji. Dzigki temu struktura wygenerowanych komplekséw moze
by¢ $cisle okreslona. Dodatkowo, poréwnujac fragmentacje komplekséw z dwoma
identycznymi ligandami odno$nika, oddzialywania ligand-metal oraz ligand-ligand
sa tatwiejsze do zoptymalizowania w przypadku zastosowania odno$nika, ktéry nie
podlega eliminacji, co usprawnia i poprawia efektywnos$¢ rozréznienia zwigzkow
optycznie czynnych.

Metode kinetyczng z zastosowaniem ,nieruchomego” ligandu wykorzystano
w ostatnim czasie w analizie pochodnych fenyloalaniny [57], z ktérych tylko jeden
z enancjomero6w, L-3,4-dihydroksyfenyloalanina (L-DOPA) wykazuje wlasciwosci
terapeutyczne. Pochodne pirydylu, ktére posiadaja dwa aromatyczne atomy azotu

[(M2* + Lixed - HYA )]*+ ref’
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o hybrydyzacji sp* potozone w jednej plaszczyznie, uzyto jako ligandéw nie ulega-
jacych eliminacji. Wolne pary elektronowe atomdéw azotu uczestnicza w wigzaniach
koordynacyjnych z centralnym jonem metalu, prowadzac do stabilnych polgczen
w diastereoizomerycznych kompleksach. Vainiotalo i wspdtpracownicy wykorzy-
stali natomiast opisang metode w analizie chiralnych cyklicznych B-aminokwaséw
posiadajacych dwa asymetryczne atomy wegla, wykorzystujac jako ,nieruchome”
ligandy dipeptydy [58]. Zgodnie z wczesniejszymi obserwacjami dipeptyd, w ktérym
jeden z aminokwaséw posiada w fancuchu bocznym uklad aromatyczny, powoduje
znaczny wzrost enancjoselektywnosci, wskutek oddzialywan z grupa karboksylowg
analizowanych aminokwasow.

2.4. ANALIZA ILOSCIOWA ZWIAZKOW CHIRALNYCH
OPARTA NA METODZIE KINETYCZNE]

Roéznice w energii wewnetrznej dimerycznych kompleksow [M*(ref*)(A)-H]"
i [M*(ref*)(Ay)-H]" i co si¢ z tym wigze roznice w szybkosci ich tworzenia, skut-
kuja rézng wzgledna intensywnoscia odpowiadajacych im pikom w widmach jonéw
produktéw dla wybranych diastereoizomerycznych kompleksow [M*(ref*) (A,
lub A))-H]". W analizie ilo$ciowej zwigzkéw optycznie czynnych opierajacej si¢ na
metodzie kinetycznej wykorzystuje sie logarytmiczng zalezno$¢ pomiedzy R
a nadmiarem enancjomerycznym (e.e.) jednego z enancjomerdw.

Logarytm naturalny stosunku stalych szybkosci reakeji (R) jest proporcjonalny
do réznicy pomiedzy zmianami entalpii swobodnej dla dwoéch konkurencyjnych
drog fragmentacji prowadzacych do utworzenia dwoch dimerycznych produktow:

e <AL (12)

gdzie R w mianowniku jest stal gazows, T temperatura efektywna kompleksu
aktywnego uktadu trimerycznego ($rednia temperatura komplekséw aktywnych dla
dwoch konkurencyjnych proceséw fragmentacji), A(AG) réznice energii swobodnej
reakcji opisanych réwnaniami (13) i (14)

chiral

[M?**(ref) (A)-H]" — [M**(ref ) (A)-H]" + ref (13)
[M?*(ref),(A)-H]" — [M**(ref ), -H]" + A (14)

W przypadku analizy czystych enancjomeréw A, i A, A(AG) w réwnaniu (12)
opisane jest odpowiednio przez A(AG), i A(AG),. Dla mieszaniny enancjomeréw
z nadmiarem enancjomeru R o okreslonej wartosci e.e. A(AG) wyraza sie jako:

ce _[MAG), + A(AG)s], [AAG), -AAG)]

1+ ee 1-
+A(AG
(A6)s 2 2 2

AM8G)=AMAG,)—

(15)



640 E. DRABIK

Zaleznos¢ faczaca R z nadmiarem enancjomerycznym e.e. opisuje wiec rowna-
nie (16):

- {lna{}e) . ln(Rﬂ N {m(chm,al)}ee 6

Przeprowadzenie pomiaru ilo§ciowego wymaga wyznaczenia w pierwszym eta-
pie krzywej kalibracyjnej. Stosujac klasyczne podejscie krzywa ta w metodzie kine-
tycznej wykonuje sie wykorzystujgc liniowa zalezno$¢ pomiedzy InR a nadmiarem
enancjomerycznym e.e. jednego z analizowanych enancjomeréw. W metodzie SR
(ang. Single Ratio method, SR) wyznaczenie takiej krzywej wymaga przynajmniej
dwdch punktéw kalibracyjnych (racemat i probka o znanej czystosci enancjome-
rycznej, dwdch czystych enancjomeréw R i S lub dwoch préobek o znanej czystosci
enancjomerycznej).

Rejestrujgc jedno widmo jondéw produktéw dla diastereoizomerycznego kom-
pleksu [M*(ref*) (A)-H]" dla mieszaniny o nieznanej zawartosci poszczegolnych
enancjomerdw i okreslajac R jako stosunek wzglednych intensywnosci dimerycz-
nych jonéw fragmentacyjnych, mozliwe jest okreslenie na podstawie krzywej kali-
bracyjnej jej skladu enancjomerycznego.

Metoda ta posiada pewne ograniczenia i nie moze by¢ stosowana w przypadku,
gdy dostepna jest tylko jedna prébka optycznie czystej substancji lub o znanej
czystoéci enancjomerycznej (potrzebne dwa punkty kalibracyjne). Problem ten
jest szczegolnie czesto spotykany w przypadku chiralnych lekéw otrzymywanych
z naturalnych chiralnych produktéw, gdzie tylko jeden z enancjomeréw wystepuje
w postaci czystej, a uzyskanie nawet mieszaniny racemicznej jest skomplikowane.

Problem ten zostal wyeliminowany przez wprowadzenie bardziej rozbu-
dowanej metody QR (ang. Quotient Ratio method, QR) [59]. Metoda ta wymaga
tylko jednej probki o znanej czystosci enancjomerycznej w celu uzyskania krzywej
kalibracyjne;.

W odroéznieniu od metody single ratio widma jonéw produktéw wykonuje si¢
dla trimerycznego kompleksu [M**(ref*)(A),-H]" (zamiast [M**(ref*),(A)-H]"), dla
ktérego monitoruje si¢ dwa konkurencyjne procesy eliminacji ligandow: czgsteczki
chiralnego odno$nika ref* i analitu A, prowadzace do powstania odpowiednio
dimerycznych jonéw [M**(A),-H]" i [M*(ref*)(A)-H]". Tworzenie krzywej kali-
bracyjnej, jak rowniez analiza probki o nieznanej zawartosci poszczegélnych enan-
cjomerow, wymaga zarejestrowania dwoch oddzielnych widm jonéw produktow
dla kompleksu [M*(ref*)(A),-H]", stosujac optycznie czyste lub o znanej czystosci
enancjomerycznej czasteczki odno$nika ref¥ i reff.

Wynikiem réznicy w energii potrzebnej do powstania dimerycznych jonéw
fragmentacyjnych [M**(ref )(A)-H]" i [M* (ref )(A)-H]" jest rézna intensywnos¢
wzgledna odpowiadajacych im pikéw w widmach jonéw produktéw oraz stosunek
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wzgledem [M**(A),-H]". Ogélny schemat metody QR oraz zalezno$ci matematyczne
opisujgce stopien rozréznienia enancjomerdw RR . = w tej metodzie przedstawiono
ponizej:

) CID _ [V (ref )(A) - HI* + A
M?*, refp
—_——

A [M?* (ref) (A),- HI*

[M?* (A) - H* + refi
ESI [M2* (A); - H]* + refg
———— [MZ*(refy) (A),- HI* <
A yor— [M2*(refy) (A),- H] VP (ref,)(A) - HI* + A

o 2 IV (ref,) (A)- HI /M (A), - T
[M (ref)(@)-n ] 7[v (A), - 1]

W przypadku gdy analit jest enancjomerycznie czysty tzn. A = A ,to RR=RR,,
lub gdy A = A, to RR = RR,, za$ stopien ich rozrdznienia okresla RR,, | zdefinio-
wany jako:

(17)

RR,.  =RR,/RR (18)

Podobnie jak w metodzie single ratio InRR wykazuje zalezno$¢ liniowg wzgle-
dem czystoséci enancjomerycznej e.e. jednego z enancjomerow. Zgodnie z zaleznos-
ciami opisanymi w cytowanej pracy InRR dla mieszaniny racemicznej wynosi zero,
co umozliwia uzyskanie krzywej kalibracyjnej w oparciu o dane eksperymentalne
dla jednej probki o znanej czystosci enancjomerycznej. Poréwnujac dane ekspe-
rymentalne z rzeczywistymi dla szeregu probek L-3,4-dihydroksyfenyloalaniny
(L-DOPA), $redni btad pomiaru nadmiaru enancjomerycznego (réznica pomiedzy
warto$ciami zmierzonymi a rzeczywistymi) wyniost 2,4%.

Polaczenie metody kinetycznej opartej na wprowadzeniu ,nieruchomego”
ligandu z opisang wyzej metoda QR pozwolilo na wprowadzenie kolejnej modyfi-
kacji w analizie ilo$ciowej zwigzkéw chiralnych. Jest to tzw. fixed-ligand quotient
ratio method QR™, Jej gtéwna zaletq jest szybka konstrukeja krzywej kalibracyjnej
przez zmiang chiralnoéci ,nieruchomego” ligandu i czgsteczki odno$nika oraz jesz-
cze wigksza doktadno$¢ pomiaru [60]. Sredni btgd pomiaru nadmiaru enancjome-
rycznego dla szeregu probek wspomnianej wczesniej pochodnej alaniny (L-DOPA)
wyznaczony ta metodg wynosi mniej niz 1,2%.

Praktycznie we wszystkich podjetych préobach analizy ilosciowej zwigzkow
chiralnych metoda kinetyczna stosowang technika jonizacji jest elektrosprej.
Dotychczas opublikowano tylko jedna prace, gdzie w analizie ilo$ciowej kwasu
N-ftaliloglutaminowego metoda kinetyczng wykorzystano desorpcje/jonizacje
laserowg wspomagang matryca MALDI [54]. Uzyskane wyniki m.in. wysoki wspot-
czynnik korelacji dla linowej zaleznosci R, w funkgji czystosci enancjomerycznej
enancjomeru L (r* = 0,9843) sugeruje, iz MALDI moze by¢ uznawana jako technika
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komplementarna do ESI w okreslaniu zawartosci poszczegdlnych enancjomeréw
w probkach o nieznanym skladzie.

2.5. WYZNACZENIE WSPOI:CZYNNIKA CR (ANG. CHIRAL RECOGNITION RATIQ)
W OPARCIU O WIDMA JONOW PRODUKTOW DLA OKRESLONYCH KOMPLEKSOW

Druga opartg na tandemowej spektrometrii mas jest metoda, w ktdrej rozrdz-
nienie enancjomeréw polega na wyznaczeniu wspolczynnika nazywanego chiral
recognition ratio CR. Kinetyczna metoda opisana powyzej wymaga doboru odpo-
wiedniego metalu i odnosnika, aby jony powstate w dwdch konkurencyjnych proce-
sach fragmentacji mialy odpowiednio wysoka intensywnos¢. W wielu przypadkach
dobodr tych reagentéw jest dos¢ problematyczny. Alternatywng metodg okazala si¢
metoda oparta na wyznaczeniu wspdlczynnika CR. Metoda ta wymaga wygenero-
wania odpowiedniego trimerycznego ukltadu analit-seletor lub diastereoizomerycz-
nego kompleksu, zawierajgcego analogicznie jak w metodzie kinetycznej czasteczke
analitu i enancjomerycznie czystego odnosnika w obecnosci jonu metalu. Wartos¢
CR okredla si¢ na podstawie stosunku wzglednej intensywnosci tylko jednego jonu
fragmentacyjnego do intensywnosci jonu prekursora lub stosunku intensywnosci
dwdch jonéw fragmentacyjnych (Rys. 19, réwnanie 19). Logarytm naturalny tego
stosunku wzgledem nadmiaru enancjomerycznego jednego z enancjomerdw jest
zaleznoscig liniows, co pozwala na zastosowanie tej metody w analizie ilosciowe;.

Int | mieszanina homochiraina [AL (SOL)Z + H]+ Int mieszanina heterochiraina [AD (SOL)2+ H]+
[A(SO) + HI
: CID +
------------ [Ap (SO,) + H]
-SO.
U S
- SO,
m/z m/z

Rysunek 19. Fragmentacja trimerycznych diastereoizomerycznych komplekséw homochiralnych (wszystkie
czasteczki o konfiguracji L) i heterochiralnych (uktady o konfiguracji D, D, Li L, L, D) wskazujace
na enancjoselektywne wigzanie jednego ze sktadnikéw w kompleksie wyjsciowym [9]

Figure 19. Dissociation of homochiral (all L) and heterochiral (D, D, L; L, L, D) trimeric diastereomeric com-
plexes for the purpose of measuring a branching ratio indicative of enantioselective binding in one
component of the parent trimeric complex [9]

R = [AL(80,)+H]'/[A,(SO,), + H]'

(19)
[A,(SO,)+HI"/[A,(SO,), +H]

Pionierskie prace oparte na tej metodzie badan zwigzkéw optycznie czynnych
naleza do Yao, ktory wykorzystal ja zaréwno w analizie jako$ciowej jak i ilo$cio-
wej dziewietnastu aminokwasdw (A), stosujgc jako selektory chiralne N-tert-buto-
ksykarbonylowe pochodne seryny, fenyloalaniny i proliny (SO) [61, 62].
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Dotychczasowe badania réznych klas zwigzkéw chiralnych wykorzystywaly
mozliwo$¢ ich stereoselektywnego kompleksowania przez zwigzki powszechnie
uzywane w metodach chromatograficznych (cyklodekstryny, etery koronowe) oraz
modyfikowane aminokwasy czy peptydy. W ostatnich latach do potencjalnych
selektoréw wykorzystywanych w analizie zwigzkéw optycznie czynnych, gléwnie
aminokwasdéw w oparciu o tandemowa spektrometrie mas, dotaczyty krétkie oligo-
nukleotydy [63]. Analiza szeregu polaczen nukleotydowych, zbudowanych z trzech
deoksyrybonukleotydow, wskazala trimer GCA jako najkorzystniejsze polaczenie
w analizie chiralnych a-aminokwaséw, wykazujace stereoselektywno$¢ komplekso-
wania wobec enancjomer6w D. Interesujacy jest fakt, iz kompleksy chiralnych ami-
nokwasow z trinukleotydem ACG, ktdry posiada identyczny skiad, ale odwrotna
sekwencje w ogdle nie wykazujg charakteru stereoselektywnego. Istotnym elemen-
tem w prawidlowym okresleniu wspolczynnika CR okazal si¢ wybdr odpowiedniego
jonu, ktory poddawany jest reakeji fragmentacji. W przypadku uzycia trinukleoty-
dow jako selektoréw zaobserwowano naktadanie pikéw, ktore odpowiadaty réznym
jonom, co w istotny sposob zakldca wyznaczong warto$¢ enancjoselektywnosci.

Problem ten wyeliminowano wprowadzajac dodatkowa czasteczke aminokwasu
jako ko-selektora (co-SO), ktéry charakteryzuje si¢ podobnym powinowactwem
wzgledem oligonukleotydu. Wartos¢ CR wyznaczono w tym przypadku na pod-
stawie widma CID dla jonu [A+co-SO+2(SO)-2H]*, jako stosunek intensywnosci
dwéch pikéw fragmentacyjnych [A+2(SO)-2H]* i [co-SO+2(SO)-2H]* (Rys. 20)
[64].

[1(924)/1(970)]»

CR=——"———=55
[1(924)/1(970)],
a) 12(SO) - 2H]* b)
868 868
100 [A+ co-SO + 2(S0) - 2H]* '
- 1044 _
g B3 970
-] 75 e 75
H s
3 50 3 50
g g
: 924 H
3 S0 s 924
E 25 970 = 254 - co-SO |
A h
= i,
o o
700 800 900 1000 1100 700 800 900 1000 1100
mz mz

Rysunek 20. Widma jonéw produktéw dla jonu [A+co-SO+2(SO)-2H]*, gdzie A = D-Glu (a) i L-Glu (b),
c0-SO = D-Trp i SO = GCA [64]

Figure 20. CID spectra of [A+co-S0+2(SO)-2H]* ion, A = D-Glu (a) and L-Glu (b), co-SO = D-Trp and
SO = GCA [64]

W przeprowadzonych badaniach jako czasteczek ko-selektoréw uzyto szeregu
L- i D-aminokwasow. Nie dla wszystkich badanych ukladéw mozliwe byto wyzna-
czenie wspolczynnika CR, jednak w wiekszosci z nich jego warto$¢ okazata sie wyz-
sza niz w badaniach przeprowadzonych wczes$nie;j.
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Uzycie tetranukleotydow jako zwigzkéw kompleksujacych w rozréznieniu chi-
ralnych aminokwaséw nie wymaga wprowadzenia czasteczki ko-selektora, z uwagi
na wybdr innego rodzaju jonu, ktéry podlega procesom fragmentacji [65]. Sposroéd
analizowanych polaczen nukleotydowych GCAA i GGCA wykazaly najwyzszg ste-
reoselektywnos¢ wzgledem a-aminokwaséw; odpowiednio GCAA wzgledem enan-
cjomerow D, za§ GGCA enancjomerdw L.

Jednym z nielicznych chiralnych aminokwasoéw, dla ktérego rozréznienie enan-
cjomeréw metoda kinetyczng okazalo si¢ trudne jest arginina i jej N-blokowane
pochodne. Wynika to z jej wysokiego powinowactwa wzgledem wiekszosci metali.
Problem ten préobowano rozwigza¢ stosujac jako chiralne odnosniki pochodne
argininy o podobnym powinowactwie wzgledem uzytego kationu. W wielu przy-
padkach nie uzyskano jednak pozadanego efektu i wartos¢ enancjoselektywnosci
okreslono opierajac si¢ na wyznaczeniu wspotczynnika chiral recognition ratio [55].
Poréwnywalna warto$¢ wspolczynnika korelacji dla krzywych kalibracyjnych uzy-
skanych obiema metodami (KM i CR) dla ukladéw, kiedy wzgledne intensywnosci
odpowiednich pikéw umozliwily zastosowanie obu z nich, pozwalajg twierdzi¢, ze
metody te mogg by¢ stosowane zamiennie w oznaczeniu zawartosci czystosci enan-
cjomerycznej e.e. z odpowiednio duzg doktadnoscia.

3. ,RUCHLIWOSC JONOW” W ANALIZIE ZWIAZKOW CHIRALNYCH

W ciggu ostatniej dekady zjawisko ruchliwosci jonéw, zwane réwniez mobil-
noscia w polaczeniu ze spektrometrig mas znalazto swoje zastosowanie réwniez
w ozrdznianiu zwigzkéw optycznie czynnych [66]. Typowy spektrometr wykorzy-
stywany w tej metodzie, oprdcz tradycyjnych elementéw, wyposazony jest w odpo-
wiednio skonstruowang komore, w ktdrej nastepuje separacja analizowanych zwigz-
kéw. Proces ten jest analogiczny do rozdziatu elektroforetycznego w fazie gazowej,
ktory odbywa si¢ w oparciu o wielkos$¢ czasteczek analitu i wzajemne oddzialywanie
podczas ich zderzen z czasteczkami gazu obojetnego. Z uwagi na rézne konstruk-
cje stosowanych komor, rozdzial molekul moze odbywac si¢ zaréwno w czasie, jaki
i przestrzeni. Generalnie, powstale w wyniku jonizacji jony zostaja wprowadzone do
komory separacyjnej wraz z czasteczkami gazu obojetnego i poddawane dziataniu
pola elektrycznego. Szybkos¢ przeptywu (v,) jonéw przez komore jest proporcjo-
nalna do napiecia elektrostatycznego (E), v, = KE, gdzie wspotczynnik proporcjo-
nalnosci K okresla ruchliwos$¢ jonéw w danym gazie no$nym.

Podobnie jak tradycyjna spektrometria mas, ion mobility spectrometry jest
metoda, ktora nie posiada mozliwosci rozdzialu zwigzkéw chiralnych bez wprowa-
dzenia dodatkowych reagentdw, ktére wplywajg na zmiane ich ruchliwoéci.

Jednym z zaproponowanych podej$¢ jest wygenerowanie diastereoizomerycz-
nych komplekséw, analogicznych do wykorzystywanych w metodzie kinetycznej,
gdzie jon dwuwartosciowego metalu (M**) potaczony jest z czasteczky analitu (A )
i dwiema czgsteczkami odnosnika (ref*) [M**(ref*) (A )-H]". Nastepnie kompleksy
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rozdzielane sa3 w komorze separacyjnej pod wplywem zmiennego pola elektrycz-
nego, ktore przytozone jest do dwoch rownolegle utozonych elektrod. Uzyskuje sie
to na skutek cyklicznie powtarzajacych sie impulséw wysokiego pola elektrycznego
o danej polarnosci w krétkim okresie czasu i niskiego pola o polarnosci przeciwnej
w okresie dtuzszym. Rozdzial jonéw nastepuje wiec w przestrzeni, w oparciu o sto-
sunek ruchliwosci jondéw w obszarze wysokiego i niskiego pola. Dzigki dodatkowo
uzytemu napieciu statemu, ktdrego warto$¢ mozna regulowad, okreslanemu jako
napiecie kompensujace, tylko interesujace jony moga przechodzi¢ przez komore.
Pozostata czes¢ podlega zderzeniom z elektrodami i zostaje utracona. Opisang
metode okresla sie jako high-field asymmetric waveform ion mobility. Dotychczas
zastosowano ja w rozréznianiu wielu zwigzkow chiralnych m.in. aminokwasow [67],
enancjomerdw terbutaliny [68], enancjomeréw kwasu mlekowego [69] oraz dia-
stereoizomerow efedryny i pseudoefedryny [70]. W wielu przypadkach okreslenie
warunkow eksperymentu, a szczegdlnie wartosci napiecia kompensujacego jest dosé
problematyczne i wymaga optymalizacji na enancjomerycznie czystym odnosniku.

Druga z uzytych metod nazywana drift tube ion mobility, ktorej ogélnym zato-
zeniem jest wprowadzenie do komory separacyjnej strumienia gazu obojetnego,
ktorego czasteczki w efekcie zderzen z analitem powoduja zmiane ich ruchliwo-
$ci. W ten sposob mniejsze czasteczki, ktére ulegaja mniejszej liczbie zderzen, ze
wzgledu na nizsza mase lub $cislejsze upakowanie, w krétszym czasie docierajg do
detektora, niz czgsteczki wieksze lub posiadajace bardziej rozbudowang strukture.
Rozdzial zwigzkow optycznie czynnych w oparciu o te metode wymaga wprowadze-
nia niewielkiej ilosci chiralnego modyfikatora, ktérego oddzialywanie z czastecz-
kami analitu moze mie¢ charakter selektywny. Jeden z enancjomeréw analizowa-
nego zwiazku mieszaniny racemicznej oddzialuje z enancjomerycznie czysta forma
modyfikatora dluzej lub oddzialywanie to jest bardziej korzystne, przez co dluzej
pozostaje w komorze separacyjnej [71]. W eksperymencie przeprowadzonym przez
Dwivediego metodg tg uzyskano rozdzial wielu chiralnych zwigzkéw, wérdd kto-
rych znalazly si¢ min. aminokwasy, weglowodany i grupa zwigzkéw zaliczanych do
lekéw. Jako chiralnego modyfikatora dodanego do gazu nosnego uzyto (S)-(+)-2-
butanolu (Rys. 21). Jest to obecnie jedyna praca dotyczaca analizy zwigzkéw optycz-
nie czynnych z wykorzystaniem tej metody i odnosi si¢ do czasteczek o niewielkich
rozmiarach. Czynnikiem, ktéry czyni ja dos¢ obiecujaca w analizie bardziej skom-
plikowanych zwigzkéw chiralnych jest fakt, ze nie wymaga wprowadzania dodatko-
wych czasteczek okreslonego odnosnika czy zwiazku kompleksujacego.
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Rysunek 21. Rozdzial enancjomerdw atenololu, a) nalozone widma (S)- i (R)-atenololu uzyskane po wprowa-
dzeniu 10 ppm (S)-(+)-2-butanolu jako chiralnego modyfikatora do strumienia gazu nosnego
(azotu), b) rozdzial enancjomeréw w mieszaninie racemicznej [71]

Figure 21.  Gas-phase separation of atenolol enantiomers, a) superimposed spectrum of (S)- and (R)-atenolol
obtained after introduction of (S)-(+)-2-butanol (10 ppm) as the chiral modifier in the inert nitro-
gen drift gas, b) separation of the enantiomers from their racemic mixture [71]

PODSUMOWANIE

W ciggu ostatniego dziesieciolecia nastgpil bardzo istotny postep w zastoso-
waniu spektrometrii mas do analizy zwigzkéw chiralnych. Czynnikami decydu-
jacymi o rozszerzeniu mozliwosci tej metody analitycznej byly przede wszystkim



SPEKTROMETRIA MAS W ROZROZNIANIU ZWIAZKOW CHIRALNYCH 647

rozwdj i udoskonalenie technik jonizacji oraz rozwdj technik analizy jonéw. Coraz
powszechniejsze stosowanie elektrospreju pozwolito na wykorzystanie niekowalen-
cyjnych oddzialywan pomiedzy chiralnymi czasteczkami (jonami) w fazie gazowe;j
do rozrdézniania enancjomerdw, co uprzednio bylo mozliwe jedynie w fazie skon-
densowanej i stanowilo podstawe ich rozdzialéw chromatograficznych.

Omowione w niniejszej pracy doniesienia literaturowe $wiadcza o tym, ze
spektrometria mas jest uzyteczng, a zarazem majaca ogromne perspektywy roz-
woju metodg analityczng do analizy zwigzkéw chiralnych. Dotychczas znalazia
zastosowanie w rozroznianiu enancjomerow oraz okreslaniu ich zawartos$ci dla sze-
rokiej gamy zwiazkow, wsrdéd ktorych najczedciej spotykane to: aminokwasy i ich
pochodne, dipeptydy, cukry czy a-hydroksykwasy.

Wiele z cytowanych prac oryginalnych zawiera dane uzyskane przy jednocze-
snym zastosowaniu przynajmniej dwoch z opisanych metod oznaczania nadmiaru
enancjomerycznego. Otrzymane wartosci enancjoselektywnosci, jak rowniez prze-
prowadzone przy uzyciu tych metod pomiary ilosciowe wyrazone nadmiarem enan-
cjomerycznym jednego z izomeréw optycznych, majg zwykle zblizone do siebie
wartosci. Dodatkowo w wielu przypadkach s3 one zgodne z danymi uzyskanymi
innymi technikami analitycznymi, ktérymi zwykle sa techniki chromatograficzne.
Zgodno$¢ wynikow uzyskanych réznymi metodami, jak rowniez fakt, iz spektrome-
tria mas jest metodg szybka i coraz bardziej dostepng, pozwala postrzega¢ ja jako
narzedzie do poszukiwania nowych zwigzkéw o wysokiej zdolnosci rozrdzniania
zwigzkéw chiralnych, ktére w przysziosci mogg by¢ zastosowane w chromatografii
jako chiralne selektory.
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