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ZASTOSOWANIE METOD SEPARACYJNYCH
W BADANIU ENANCJOMERYZACJI

WPROWADZENIE

Zwigzki chiralne sg w naturze bardzo powszechne. Najbardziej istotne
dla zycia biopolimery tj. biatka i DNA sg zbudowane z chiralnych aminokwa-
séw i cukréw.

Wiele innych substancji nalezgcych do grupy flawonoidéw, alkaloidéw,
terpenoidéw i steroidow jest zwigzkami optycznie czynnymi. Co ciekawsze
wiekszos$¢ z tych naturalnych substancji jest biosyntezowana tylko w postaci
jednej z dwu mozliwych form. O takich zwigzkach méwi sie, ze sa homochi-
ralne. Homochiralne sg peptydy i DNA zbudowane z L-aminokwaséw
i D-cukréw. Flawanony syntezowane w $wiecie roslinnym sg lewoskretne.

Taki wysoki stopien homochiralnosci w zywych organizmach jest en-
tropowo niekorzystny. Proces racemizacji homochiralnej substancji prowadzi
do wzrostu entropii systemu. Tak wiec wraz ze Smiercig organizmu homochi-
ralne substancje powinny racemizowaé powodujgc wzrost nieuporzgdkowa-
nia systemu.

W zaleznosci od struktury chiralnej biomolekuty proces racemizacji
moze by¢ bardzo szybki jak w przypadku atropiny [1] lub wystarczajgco po-
wolny jak w przypadku kwasu aspartamowego [2] aby by¢ uzytecznym
w wyznaczaniu wieku organizméw. Czasami jest tez tak, ze czasteczka zo-
staje roztozona lub zdegradowana zanim ulegnie racemizacji.

Innym istotnym problemem zwigzanym ze zwigzkami chiralnymi jest
fakt, ze dwa enancjomery chiralnej substancji chociaz tak podobne pod
wzgledem budowy chemicznej mogg miec¢ drastycznie r6zng aktywnos¢ biolo-
giczng. Nie jest to szczegdlnie dziwne gdy uSwiadomimy sobie, ze organizmy
zywe zbudowane z chiralnych biatek i cukrow stanowig chiralne Srodowisko
rozrozniajace dwa enancjomery tej samej substancji. Szczegdlnie istotne jest
to w przypadku lekéw. Znanych jest wiele chiralnych substancji farmakolo-
gicznych z ktorych tylko jeden z enancjomeréw ma witasciwosci lecznicze,
drugi w najlepszym przypadku moze by¢ nieaktywny a w najgorszym moze si¢
okaza¢ toksyczny. Np. atropina jest komercyjnie dostepna jako mieszanina
racemiczna (DL-hioscyamina) jednakze tylko L-hioscyamina ma aktywno$¢
farmakologiczng. D-hioscyamina jest nieefektywna i powstaje jako produkt ra-
cemizacji podczas ekstrakcji L-hioscyaminy z surowcow roslinnych.

Znajomos¢ stabilnosci konfiguracyjnej substancji staje sie wiec ko-
niecznoscig gdy chodzi o rejestracje chiralnych lekéw. Instytucje rzadowe



dopuszczajgce leki jak np. FDA nie tylko kontrolujg sprzedaz lekéw race-
micznych ale wymagajg jednoznacznych danych na temat konfiguracyjnej
stabilno$ci czystych enancjomeréw. W konsekwencji producenci lekéw sg
zobowigzani do oszacowania stereochemicznej trwatoSci enancjomeréw
i zbadania ich potencjalnej podatnosci na konwersje.

Z drugiej strony znajomos$¢ szybkosci reakcji enancjomeryzacji substancii
wystepujacych naturalnie moze by¢ wykorzystana praktycznie do sprawdzania
jakosci, stopnia Swiezosci i zafatszowan produktéw spozywczych.

Stopien racemizacji aminokwaséw w biatkach zebow (gtéwnie jest to
kwas aspartamowy) jest np. wykorzystywany do oznaczenia wieku denata
w naukach sadowych [3, 4]. Jest on rowniez wykorzystywany w oznaczaniu
wieku probek archeologicznych i geochemicznych [5, 6]. Ma réwniez zasto-
sowanie w paleotermometrii [7].

Znajomos$¢ barier racemizacji substancji chiralnych moze wiec by¢
istotna z punktu widzenia zastosowan praktycznych.

DEFINICJE

Przez enancjomeryzacje rozumiemy mikroskopowy proces odwracal-
nej interkonwersji enancjomerdéw.
kenant
R == S

k

enant

Racemizacja to z kolei makroskopowy proces nieodwracalnej transformaciji
enancjomerycznie wzbogaconej lub czystej probki do mieszaniny racemiczne;.

kfaC krac
R rac S

Przy czym stata szybko$ci racemizacji jest dwukrotnie wigksza od statej
szybkosci enancjomeryzacji (Kenant=2krac). Mozna to wyttumaczy¢ w ten spo-
séb, ze na kazdg czgsteczke (-) utworzong z czasteczki (+) dwie molekuty
ulegajg racemizacji, jako, ze utworzona w ten sposob czasteczka (-) réwno-
wazy skrecalno$¢ optyczng innej nie przeksztatconej czasteczki (+).
Diastereomeryzacja to z kolei molekularny proces transformac;ji jednego dia-
stereomeru w drugi, przy czym state szybko$ci diastereomeryzacji nie sg
sobie rowne (Kgiastas#Kdiastza)

kdiastAB
Diast A=—= Diast B

kdiastBA

Do badania kinetyki enancjomeryzacji i diastereomeryzacji substancji
mozna stosowac wiele réznych metod m.in. polarymetria, dichroizm kotowy
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(CD), dyspersja zdolnosci skrecajacej (ORD), protonowy rezonans magne-
tyczny 'H-NMR [8].

Wsréd tych metod istotne miejsce zajmujg metody chromatograficzne
(wysokosprawna chromatografia cieczowa, chromatografia gazowa) oraz me-
tody elektroforezy kapilarnej, ktére ogdlnie mozna nazwa¢ analitycznymi me-
todami separacyjnymi. Ze wzgledu na pewne uproszczenia czasami obie
techniki bedg okreélane jako techniki chromatograficzne, chociaz metoda
elektroforezy kapilarnej zasadniczo zalicza si¢ do technik elektromigracyjnych.

Metody separacyjne stuzgce do badania barier enancjomeryzcji moz-
na w zasadzie podzieli¢ na dynamiczne metody separacyjne [9-13] i metody
separacyjne z zatrzymanym przeptywem (stopped-flow) [14-16].

Wykorzystanie metod separacyjnych do wyznaczania barier enancjo-
meryzacji labilnych enancjomeréw zapoczatkowano w latach 80-tych ubie-
gtego wieku wraz z rozwojem enancjoselektywnych metod separacyjnych.
Oba rodzaje metod zostaty opisane w pracach przegladowych [17, 18].

Przy pomocy DHPLC mozna mierzy¢ bariery enancjomeryzacji w gra-
nicach 65-105 kJ/mol, DGC 70-130 kJ/mol, natomiast przy pomocy
SFMDGC 70-180 kJ/mol a SFMDCE 100-130 kJ/mol.

DYNAMICZNE METODY SEPARACYJNE

Chromatografia dynamiczna jest definiowana jako metoda stuzgca do
badania proceséw odwracalnej interkonwersji zachodzacych w czasie chro-
matografowania.

Zostata ona wykorzystana do wyznaczania barier enancjomeryzaciji.

W chromatografii enancjoselektywnej szybka interkonwersja enan-
cjomeréow powoduje tworzenie sie plateau pomiedzy rozdzielonymi pikami.
Przy dostatecznie szybkiej reakcji obserwuje sie naktadanie sie pikow.
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Rys. 1. Przyktadowy chromatogram z widocznym plateau tworzacym sie pomiedzy rozdziela-
nymi enancjomerami

35



W przypadku przeprowadzania analizy enancjoselektywnej zjawiska
te sg niepozadane i stanowig komplikacje, ktére likwiduje sie poprzez doda-
tek modyfikatora organicznego badZ zmiane chiralnej fazy stacjonarne;.
W dynamicznej chromatografii natomiast charakterystyczny profil piku nie
tylko stanowi Zrédto diagnostyczne zachodzgacego w kolumnie procesu inter-
konwersji enancjomerow ale jest warunkiem do iloSciowego wyznaczenia
bariery enancjomeryzacji.

State szybko$ci oraz bariery enancjomeryzacji wyznacza si¢ poprzez
poréwnanie symulowanych komputerowo profiléw elucji z uzyskanymi eks-
perymentalnie chromatogramami [19, 20].
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Rys. 2. Schemat réwnowag zachodzgcych w kolumnie w czasie procesu chromatograficznego

Odwracalna pseudo-pierwszorzedowa reakcja enancjomeryzacji na
kolumnie przebiega z réznymi statymi szybkosci k® w fazie stacjonarnej i k™
w fazie ruchomej. Dla enancjomeréw state szybko$ci reakcji enancjomery-
zacji w achiralnej fazie ruchomej sg jednakowe dla obu enancjomeréw.
W chiralnej fazie stacjonarnej sytuacja si¢ zmienia state szybko$ci enancjo-
meryzacji sg rézne dla obu enancjomerdw z uwagi na tworzenie si¢ diaste-
romerycznych komplekséw pomiedzy rozdzielanymi enancjomerami i chiral-
nym selektorem. Nie obserwujemy jednak w rezultacie enancjomerycznego
wzbogacenia probki gdyz enancjomer ktory reaguje wolniej przebywa dtuzej
w fazie stacjonarne;.

Ks i Kr 89 wspotczynnikami podziatu enancjomeréow R i S pomiedzy
faze ruchoma i stacjonarna.

Z danych chromatograficznych mozemy wyliczy¢ pozorne state szyb-
ko$ci enancjomeryzacji, ktore sg Srednimi wazonymi statych szybko$ci w fa-
zie stacjonarnej i ruchomej. State szybkosci w fazie ruchomej mozna wyzna-
czyC niezaleznie za pomocg innych metod.

Dynamiczna chromatografia gazowa [21-23], dynamiczna chromato-
grafia cieczowa [24-27], dynamiczna elektroforeza kapilarna oraz micelarna
elektrokinetyczna chromatografia cieczowa [28, 29] jak réwniez dynamiczna
chromatografia w stanie nadkrytycznym [30] zostaty wykorzystane do wy-
znaczania barier enancjomeryzacji wielu stereolabilnych zwigzkdéw.
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METODY SEPARACYJNE Z ZATRZYMANYM PRZEPLYWEM

W metodach chromatograficznych z zatrzymanym przeptywem race-
miczna mieszanina jest wstepnie rozdzielana na kolumnie z fazg chiralng
w temperaturze, w ktérej nie obserwuje sie procesu enancjomeryzacji.
W momencie gdy wiadomo, ze enancjomery zostaty rozdzielone zostaje za-
trzymany przeptyw fazy ruchomej i kolumna jest ogrzewana w okre$lonej
temperaturze przez okre$lony czas. Nastepuje wtedy enancjomeryzacja
rozdzielonych pikéw w $rodowisku chiralnym. Nastepnie schtadza sie ko-
lumne do temperatury analizy, przywraca si¢ przeptyw fazy ruchome;j i kon-
tynuuje sie analize. Na uzyskanym chromatogramie oprécz rozdzielonych
enancjomeréw pojawiajg sie¢ dodatkowe piki pochodzgce z ulegajgcych
enancjomeryzacji rozdzielonych zwigzkéw.
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Rys. 3. Przyktadowy chromatogram rozdzielania enancjomeréw otrzymany za pomocg chroma-
tografii z zatrzymanym przeptywem

W metodach chromatografii wielowymiarowej z zatrzymanym prze-
ptywem, racemiczna mieszanina jest wstepnie rozdzielana na chiralnej fazie
stacjonarnej, nastepnie jeden z enancjomerow jest kierowany do achiralnej
kolumny reakcyjnej gdzie podczas podgrzewania nastepuje enancjomeryza-
cja w achiralnym $rodowisku. Potem zenancjomeryzowana prébka jest kie-
rowana na drugg chiralng kolumne¢ w celu rozdzielana jej na enancjomery.
Zaleta tej metody jest to, ze enancjomeryzacja zachodzi w warunkach achi-
ralnego otoczenia a nie w Srodowisku chiralnym.
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Rys. 4. Schemat wielowymiarowej chromatografii cieczowej z zatrzymanym przeptywem

Parametry kinetyczne reakcji enancjomeryzacji i diastereomeryzacji
niestabilnych stereoizomeréw zostaly réwniez wyznaczone za pomocg me-
tod separacyjnych z zatrzymanym przeptywem, m. in. chromatografii cie-
czowej z zatrzymanym przeptywem [31] oraz dwuwymiarowej chromatografii
gazowej z zatrzymanym przeptywem [32].

PODSUMOWANIE

Podsumowujac mozna powiedzie¢, ze obydwie metody znajdujg za-
stosowanie do wyznaczania barier enancjomeryzacji. Pierwsza z nich to
znaczy chromatografia dynamiczna wymaga bardziej skomplikowanych ob-
rébki matematycznej i symulacji komputerowej za to nie wymaga dodatko-
wego sprzetu chromatograficznego. W przypadku metody z zatrzymanym
przeptywem wymagana jest bardziej skomplikowana aparatura za to same
obliczenia sg proste.

Obie metody posiadajg wiele zalet:

= nie wymagajg substancji optycznie czystych lub wzbogaconych, ra-
cemat wystarcza do badan,

* wymagana jest bardzo mata ilo$¢ probki ok. 102 g,

= zanieczyszczenia sg na ogoét oddzielone od prébki na kolumnie
w zwigzku z tym nie przeszkadzaja,

= w przypadku GC mogg by¢ badane probki gazowe lub tez bardzo
lotne,
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= pomiary mogg by¢ prowadzone w szerokim zakresie dobrze kontro-
lowanej temperatury,
= metody sg szybkie, proste a wyniki sg powtarzalne.

Jednak metody chromatograficzne nie sktadajg sie z samych zalet.
Podstawowg wadg tych metod jest to, Ze konieczne jest do ich zastosowania
uzyskanie bardzo dobrego rozdzielenia enancjomerow co oczywiscie w wie-
lu przypadkach jest sprawg trudng. Tam gdzie rozdzielenie enancjomeréw
jest wystarczajgce do okreslenia czystoSci optycznej niekoniecznie jest wy-
starczajace do wyznaczenia bariery enancjomeryzacji.
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