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1. Uvod

Odlisné vlastnosti izomert vcetné mozné rozdilné
interakce s biologickymi systémy vyzaduji syntetické me-
tody vedouci cilené k poZzadovanému izomeru i selektivni
analytické metody. Selektivni z hlediska jejich schopnosti
,rozpoznat“ jednotlivé izomery. V fad¢ piipadi je to kol
relativné snadny. Lze vyuZit rozdili v rozpustnosti, teploté
tani aj. Jindy je to vSak ukol zna¢né naro¢ny. Napf. optické
izomery je nutné vystavit pusobeni chiralniho prostiedi.
Pravé odlisnad interakce enantiomert s lidskym organis-
mem, ktery je rovnéz chiralni (L-aminokyseliny, D-cukry),
se projevila smutnymi disledky v aféfe thalidomidu,
u né¢hoz S-enantiomer vykazuje teratogenni ucinky. Uziva-
ni preparatu (racematu) proti nevolnosti t€hotnymi zenami
zpusobovalo poskozeni plodu. Vzhledem k rychlé inter-
konverzi enantiomerQ thalidomidu in vivo nelze teratogen-
ni efekt eliminovat ani podavanim ¢istého R-enantiomeru.

modulacni u€inky S-enantiomeru, coz vedlo k jeho uvede-
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ni na trh a distribuci ovSem za pfisn¢ kontrolovanych pod-
minek'?. Uvedeny piiklad ukazuje na nezbytnost studovat
vlastnosti a tedy i analyzovat jednotlivé enantiomery ve
stadiu vyvoje i vyroby ucinnych preparatt, at’ jiz pro hu-
manni ¢i veterinarni 1ékafstvi, ale i napt. pfi vyvoji pestici-
db.

K analyze izomert Ize vyuzit celou fadu analytickych
metod. K velmi G€innym pfistupim patii aplikace metod
separacnich, napt. plynové nebo kapalinové chromatogra-
fie ¢i kapilarni elektroforézy. Své uplatnéni nachazi
i hmotnostni spektrometrie. Izomery maji sice stejnou
molekulovou hmotnost, ale mohou se liSit svoji fragmenta-
ci. Tento rozdil se vSak neobjevi u enantiomert, které, jak
jiz bylo zminéno, musi byt vystaveny plisobeni chirdlniho
prostiedi. I zde je vSak analyticky problém feSitelny hmot-
nostni spektrometrii. Podobné¢ jako u separace enantiomerQ
jsou postupy hmotnostni spektrometrie zaloZzeny na tvorbé
diastereoizomert, napf. diastereoizomernich klastri tak,
jak bude popsano v ¢asti vénované aplikaci kinetické me-
tody v analyze izomert.

2. Princip kinetické metody

Kinetickd metoda, ktera dnes slouzi k méteni termo-
chemickych veliin (napf. protonové afinity), ale z niz
vychazi i postupy rozliSeni a kvantifikace izomeri vcet-
né izomerd optickych, byla popsana R. G. Cooksem a T.
L. Krugerem v roce 1977 (cit.’). Ve své praci popsali
novou metodu uréeni protonové afinity zaloZenou na
fragmentaci metastabilnich iontli. Obecné fragmentovany
ion nemusi byt metastabilni, Stépeniiontl lze docilit
napf. kolizi indukovanou disociaci. Kinetickd metoda
vychazi z izolace vhodného iontového klastru, ktery na-
sledné¢ podléha dvéma konkuren¢nim fragmentacnim
procesim (obr. 1). Pfi ur€ovani protonové afinity je zmi-
nénym klastrem protonovany adukt dvou bazi ([B;HB,]"),
podobné u afinity ke kovovym iontim adukt studovanych
latek (M, a M,) s kationtem kovu C* ([M,CM,]"), pii
uréovani elektronové afinity se sleduje zaporn€ nabity
molekularni klastr (M; e ~M,), pro méfeni ionizacni

ky BH +B,

B,HB,"

k B, +BH"

Obr. 1. Konkurené¢ni fragmentace protonovaného dimeru bazi
B, a B,, k; a k; — rychlostni konstanty

* Vaclav Ranc ziskal 3. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2005 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru

analyticka chemie.
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Obr. 2. Schématické znizornéni zmény energie pii konku-
ren¢ni fragmentaci protonovaného dimeru

energie klastr — kation radikal MM, "atd.*

Princip kinetické metody’’ bude objasnén na piikla-
du uréeni protonové afinity (PA), pficemz PA = —AH, kde
AH je enthalpie reakce litky s protonem (B + H* — BH")
v plynné fazi. UrCovani jinych veli¢in je analogické. Pfi
experimentu je sledovdna fragmentace protonovaného
aduktu ([B;HB,]"). Intenzita vznikajicich iontd zavisi na
rychlostnich konstantach (k; a k;) konkuren¢nich procest
(obr. 1). Prubéh d&ja je schématicky znazornén pomoci
energetickych zmén na obr. 2.

Pomér rychlostnich konstant k; a k, konkurencnich
monomolekuldrnich reakei 1ze vyjadfit vztahem (7):

ln[k—lj = ln(—QliQZ ]
ks 0, 0

kde Q je partiéni funkce fragmentovaného iontu, Q" je
parti¢ni funkce aktivovaného komplexu, AE| je rozdil akti-
vacnich energii (obr. 2), R univerzalni plynova konstanta
a T je absolutni teplota. ProtoZze ob& konkuren¢ni reakce
vychazeji z téhoz vychoziho iontu (protonované¢ho dime-
ru), je O = Q,. Pfi fragmentaci iontd po jejich izolaci
v hmotnostnim spektrometru nelze predpokladat, ze sou-
bor iontl je v tepelné rovnovéze, nelze predpokladat Ma-
xwell-Boltzmannovu distribuci jejich energie charakterizo-
vanou absolutni teplotou, a proto absolutni teplota ve vzta-
hu (/) je nahrazena veliinou T tzv. efektivni teplotou
(vztah 2).

1n[k_1]_1n O |, AE,
ko 0, R T

Kinetick4 metoda je pfibliznd metoda urcovani termo-
chemickych veli¢in. Pro jeji uplatnéni musi byt splnény

L AE, (1)

RT

)
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nésledujici zakladni predpoklady®:

I.  Pomér naméfenych intenzit iontl fragmentti musi byt
roven poméru koncentraci produktli (napf. nesmi
dochazet k diskriminaci iontl pfi jejich detekci
v hmotnostnim spektrometru, popf. tato diskriminace
musi byt kompenzovana).

Rozdil enthalpie a entropie produktd se musi rovnat
rozdilu enthalpie a entropie pfechodnych stavil. Jiny-
mi slovy aktivaéni bariéra zpétnych reakci (tvorba
dimeru) musi byt nulova (zanedbatelnd) nebo stejna
pro obé reakce. Pro tzv. volné pirechodné stavy
(struktura pfechodného stavu se blizi struktufe pro-
duktu) je tento pozadavek vétSinou dobie splnén.
Pokud by vychozi ionty byly v tepelné rovnovaze,
pomér koncentraci (intenzit) produkti (odpovidajici
pomeéru rychlostnich konstant) by byl pfi splnéni uve-
deného pozadavku v pfimém vztahu k termochemic-
kym vlastnostem. Kinetickd metoda vychazi
z predpokladu, Ze uvedeny vztah je ptiblizné splnén
1 v pripadé, kdy systém neni v tepelné rovnovéze.
Teplotni zavislost enthalpie a entropie je zanedbatel-
na popf. stejna pro obé reakeni cesty.

U aktivovaného iontu (protonovany dimer apod.)
nesmi dochazet k izomerii. Pfedstava o jeho struktute
by méla byt jasna (napf. musi byt zfejmé, pro které
misto v molekule je méfena protonova afinita).
Jednoducha pivodni verze kinetické metody vychazi
také z predpokladu, ze mezi obéma reakénimi cesta-
mi neni rozdil v entropiich nebo je zanedbatelny. Pak
plati 0," = 0,". Pozdgji byly vypracovéany varianty,
které se s problémem rozdilnych entropii do jisté
miry vyrovnavaji.

IL

III.

Iv.

Pti splnéni uvedenych péti podminek Ize vyuzit

vztah (3):
—] = ln[

kde I je intenzita odpovidajiciho iontu (B;H" resp. B,H"),
APA je rozdil protonovych afinit (APA = AE,, viz. obr. 2).

Postup uréeni protonové afinity (PA) pomoci nejjed-
nodussi verze kinetické metody (stejnd zména entropie pro
ob& konkurenéni reakce)™ je zalozen na proméfeni zavis-
losti (4) odvozené ze vztahu (3) pro sadu standardd B; se
znamou protonovou afinitou a studovanou slouceninu B,
jejiz protonova afinita je zjistovana:

+
1n[ I(BH ) j
IBH")
Vysledkem méfeni, jsou-li splnény uvedené ptredpo-
klady 1. — V., je pfimkova zavislost se smérnici 1/(RTg)
a isekem na ose PA(B)/(RT.), z niz se ur¢i hodnota méfe-
né protonové afinity. Podminka V. (shoda parti¢nich funk-

ci prechodnych stavii, 0, =~ 0,") mize byt splnéna, jsou-li
standardy a studovana sloucenina strukturné podobné.

_ AP4
R Teff

()

I(BH)
I(B,H")

_PA(B) PA(B)) 4)

R T R T
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V fadé piipadi viak splnéna neni. Clen In(Q;/0,") ve
vztahu (2) je nahrazovén rozdilem entropii konkurencnich
reakcnich cest A(AS), coz je opravnéné za ptredpokladu
zanedbatelné nebo stejné aktivacni bariéry zpétnych reakci
(predpoklad I1.). Vztah pro kinetické méteni ziskava tvar:

I(BH") ()

ln( ]
I(B;H")

Prace s uvedenym vztahem se 1isi v riznych verzich
kinetické metody. Dal§i informace k nim lze najit
v citované literatufe™® ', Statisticky postup zpracovani
dat Eﬁ uziti kinetické metody byl publikovan Armentrou-
tem .

_PAB) PA(B) A(AS)
RT.x  RTy R

V literatuie®™'>'® stale diskutovanou veliinou je Tiy.

Pfi modelovani fragmentace protonovaného dimeru byla
zjisténa dobra korelace mezi efektivni teplotou a stfedni
hodnotou vnitini energie iontd poskytujicich detegované
fragmenty. Bylo ukazéano, ze hodnota T zavisi na energii
dodavané iontu pii jeho aktivaci kolizemi, na vazebné
energii klastru, na casovém prubc¢hu experimentu (napf.
doba od aktivace iontli po detekei jejich fragmentd vyme-
zuje z celého souboru aktivovanych iontl pouze ty, u kte-
rych dochézi k fragmentaci pravé v tomto ¢asovém okn¢)
aj.

Kinetickd metoda vyzaduje méfeni na tandemovych
hmotnostnich spektrometrech, které jsou vSak v dnesni
dobé¢ dostupné v fadé laboratoii. Jeji aplikace je pomérné
jednoducha, je rychla a je pouzitelnd k méfeni termoche-
mickych vlastnosti a studiu fady systémi (viz. napt. cit.*).
Kromé hodnot termochemickych veli¢in totiz dovoluje
v urcitych piipadech ziskat napf. predstavu o struktuie
iontl a sterickych efektech. Metoda nevyzaduje Cisty vzo-
rek (studované ionty jsou izolovany hmotnostnim analyza-
torem), méfeni relativniho poméru intenzit iontl vede do
jisté miry ke kompenzaci chyb méfeni. K vyhoddam kine-
tické metody patii dale jeji citlivost k malym rozdilim
hodnot termochemickych veli€in a aplikovatelnost i na
latky netékavé. Je to vSak metoda relativni a spravnost
vysledku zavisi na spravnosti referenc¢nich hodnot. Vysled-
ky méfeni lze kontrolovat napf. méfenim pfti riznych ko-
liznich energiich, ur€ovanim hodnot 7 a jejich porovna-
nim s jinymi systémy, ur¢ovanim rozdilti entropii dvou
konkurencnich reakci (A(AS)). Vysledky je vhodné také
srovnavat s daty ziskanymi jinymi experimentalnimi meto-
dami, pfipadn€ vypoctem. Na zavér je nutné znovu piipo-
menout, Ze kinetickd metoda je metoda piiblizna a relativ-
ni a Ze je zalozena na urcitych predpokladech (I. — V., viz.
vyse), které nejsou vzdy dostate¢né naplnény. Jeji uzitec-
nost je zfejmé a byla mnohokrat prokazéna, ale jeji vyuziti
vyzaduje opatrnost.

3. Rozliseni izomeru Kkinetickou metodou

Kinetickd metoda umoziuje postihnout velmi malé
energetické rozdily projevujici se v rozdilnych rychlost-
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nich konstantach konkuren¢nich reakci. Lze ocekavat, Ze
je mozné registrovat i rozdily mezi izomery. Tuto schop-
nost kinetické metody demonstroval T. K. Majumdar se
spoluautory pfi rozliSeni cis- a trans-2-methylcyklo-
hexanolu a cis- a trans-4-methylcyklohexanolu'’. Zjistil
rozdil mezi aciditou v plynné fazi pro cis a trans izomer,
pri¢emz cis izomer v obou piipadech vykazoval vyssi aci-
ditu. RozliSeni stereoizomerti demonstrovali dal$i autofi na
analyze 2,3-butandiolu'®. Zjistili rozdilnou bazicitu
v plynné fazi pro (2R,3R)- a meso-2,3-butandiol (dia-
stereoizomery) — 191,5 a 191,2 kcal mol™. I kdyZ hodnoty
jsou velmi malo rozdilné, pfesnost méfeni je dostatecna,
aby mohl byt tento rozdil postihnut. Optické izomery
(2R,3R)- a (2S,3S5)-butandiol rozlisili na zakladé tvorby
dimeru vzdy jednoho optického izomeru s enantiomerem
referencni slouceniny. Vznikaji dva diastereoizomery,
které pii fragmenatci davaji rizny pomér iontti produktii.
Rozliseni optickych izomerti bylo uskute¢néno s dimery
nabitymi kladné (protonovanymi) i zdporné (deprotonova-
nymi). K. Vékey a G. Czira' k odliseni enantiomerti ami-
nokyselin vyuzili formovani kladn¢ nabitych trimerti obec-
ného slozeni A,BH", pfi¢emz A i B byly vzdy ¢&isté optic-
ké izomery nékteré ze studovanych aminokyselin. Frag-
mentace téchto trimertl vede k dvojici dimert A,H" resp.
ABH". Prvni z nich je vzdy homochirdlni (obsahuje enan-
tiomery se stejnou konfiguraci), druhy byl homo- nebo
heterochiralni (obsahuje enantiomery s rtiznou konfigura-
ci) v zavislosti na pouzitych enantiomerech aminokyselin
A a B. Me¢feni kinetickou metodou ukdzala rozdily
v bazicité v plynné fazi mezi homo- a heterochiralnimi
dimery, coz dovoluje rozhodnout, jakymi enantiomery je
dimer ABH" tvofen. V&tsi rozdily mezi enantiomery ami-
nokyseliny byly pozorovany pii vyuZiti kladn€ nabitych
klastrti, ve kterych jsou aminokyseliny vazany jako ligan-
dy na kation Cu®" (cit.?’). Komplex [Cu(ref),A-H]" po-
skytuje fragmenty [Cu(ref)A-H]" resp. [Cu(ref’),-H]".
Ref" znadi referenéni enantiomer (L-prolin v citované pra-
ci), A analyzovanou aminokyselinu. Autofi predpokladaji,
ze v triligandovém komplexu je jedna z aminokyselin va-
zana na centralni ion dvéma vazbami, druhé dvé jsou vaza-
ny kazda jednou vazbou a mohou byt snaze odStépeny.
Fragmentace ale jiz poskytuje komplexy, ve kterych jsou
ob¢ aminokyseliny koordinovany dvéma vazbami. Jejich
dals§imu Stépeni dominuje ztrata CO,, ztrata nékterého
z ligandli pozorovana nebyla. PouZziti méd'natého kationtu
dovoluje odlisit homo- a heterochiralni komplexy na za-
klad€ rizné afinity k tomuto kationtu. Na rozdil od pied-
chozich dvou citovanych praci autofi naznacuji i moznost
kvantifikace enantiomerti ve smési. Jako referen¢ni slouce-
ninu pouzili nejen Cisté enantiomery, ale i jejich smés.
Mira chiralni diskriminace analyzovanych aminokyselin se
meénila se zastoupenim enantiomert referencni latky. Ma-
ximalni diskriminace bylo dosazeno pro Cisté enantiomery
referenéni latky, zadné pak pfi pouZiti racematu.

Stejny systém (tvorba médnatych komplext) byl
pozdéji studovan s cilem dosdhnout chirdlniho rozliSeni
a kvantifikace enantiomerti aminokyselin?'. V praci je
demonstrovana zavislost poméru intenzit iontl se dvéma
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7 Ml )Ar-HY

ky [M(ref"),Ap-H]"

/ krcfl []\/I(ref*)Z'I-I]Jr
M? +ref” + Ag + Ag i .
A ©27 [M(ref ),-H]

[M(ref"),As-H]"
E [M(ref")Ag-H]"

Obr. 3. Schématické zndzornéni tvorby komplexi s tfemi
ligandy a jejich fragmentace

[M(ref")Ag-H]"

[M(ref"),-H]"

[M(ref")As-H]"

[M(ref),Ar-H]" [M(ref),As-H]*

Obr. 4. Schématické zniazornéni energetickych zmén pri ana-
lyze smési enantiomeri

ligandy na zastoupeni enantiomeril v analyzovaném vzor-
ku. Princip stanoveni pomeéru izomeri ve vzorku
s vyuzitim kinetické metody bude ukazan na prikladu sta-
noveni poméru enatiomera®*' >, ale analogicky je pouzi-
telny pro analyzu i jinych izomernich smési.

Pfi ionizaci roztoku obsahujiciho jednotlivé slozky
(dvojmocny kation — M**, referenéni enantiomer — ref’,
enantiomery analyzované latky — Ag, Ag) dochazi k tvorbé
dvou diastereoizomerd. Tyto ionty jsou izolovany
v prvnim stupni hmotnostné spektralni analyzy a nasledné
podrobeny fragmentaci (kolizi indukované disociaci) za
vzniku komplext s dvéma ligandy, viz. obr. 3. Energetické
zmény spojené s uvedenymi procesy jsou naznaeny na
obr. 4.

Je-1i systém vhodny k rozliSeni enantiomert, projevi
se jejich rizny obsah v roztoku v odlisné hodnoté poméru
intenzit:

R [M(ref )A - H]* (©)

[M(ref "), - HI*
kde A ptedstavuje oba enantiomery analyzované latky.

Obsahuje-li roztok pouze jeden enantiomer, lze vztah (6)
psat pro jednotlivé enantiomery:

_ Meref)Ag -HI* 7
[M(ref "), - HI*
[M(ref )Ag - H]® )

[M(ref "), - H]"
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Mirou chiralni selektivity je hodnota R pir:

_ [M(ref")Ag - HI* /[M(ref "), -H]" (9

R . = R /R * *
chiral R7 S [M(ref )Ag - H]+ /[M(ref ), - H]+

Je ziejmé, Ze ¢im vice se R 1181 0d jedné, tim veétsi-
ho chiralniho rozliSeni je dosazeno. K urceni chiralni se-
lektivity se proméfuji dva roztoky obsahujici vzdy jeden
z optickych izomert analyzované latky. Vzhledem k tomu,
ze se jedna o dvé méfeni, nelze hodnoty [M(ref ),-H]" ve
vztahu (9) vykratit, obecné jsou ruzné. Podle kinetické
metody (pfi splnéni odpovidajicich predpokladii zminé-
nych vyse) lze dospét ke vztahu:

A(AG)

Tesr

InR = (10)

kde A(AG) je rozdil Gibbsovych energii mezi nésledujici-
mi dvéma reakcemi.

[M(ref),A-H]" — [M(ref )A-H]" + ref’
[M(ref ),A-H]" — [M(ref ),-H]" + A
Je-1i analytem Cisty enantiomer R resp. S, oznacuje se

rozdil Gibbsovych energii jako A(AG)g resp. A(AG)s. Mezi
uvedenymi veli¢inami plati vztah:

A(AG) = A(AG)g o+ A(AG)g(1—a) = (11)
= MAG)s +(A(AG)g —A(AG)s )a

a tedy
o MAG) [A(AG)g — A(AG)s] " (12)

RT.s RTos

Posledni rovnice ukazuje linearni vztah mezi pfiroze-
nym logaritmem poméru intenzit a molarnim zlomkem izo-
meru R ve smési s izomerem S (o) (napf. cit.*'). Vyplyva
z ni, Ze by mélo byt mozné provést kvantifikaci na zakladé
kalibra¢ni zavislosti uréené ze dvou bodi (dvé rizné hodno-
ty a); napt. proméfenim dvou roztoki obsahujicich vzdy
jeden enantiomer analytu. Obvyklym postupem je pouziti
kalibracni zavislosti ziskané z vétsiho poctu prométenych
bodii. Pro kalibraci je v tomto piipadé nutné mit dva rtizné
standardy analytu o znaimém obsahu enantiomerti (nemusi to
nutné byt dvé Cisté optické formy). Po naméfeni kalibra¢ni
zavislosti je proméfen vzorek a ze ziskané hodnoty R je
z kalibracni zévislosti ur¢en obsah optickych izomerd. Chi-
ralni analyza je mozna i v pfipadé, Ze dva standardy analy-
zované latky nejsou k dispozici. Podstata tohoto postupu
spoc¢iva v proméfeni neznamého vzorku postupné s obéma
optickymi izomery referenéni latky™. Ziskame dva poméry
intenzit iontd, jejichZ podil je roven veli¢ing RR.

[M(refg)A - H]" /[MA, - H]* (13)

[M(refs)A - H]" /[MA, - H]"
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Podobné jako pro pomér intenzit R 1ze ukézat, Ze pfiroze-
ny logaritmus RR je pfimo umémy molarnimu zlomku a.
Navic pro racemat analyzované latky je RR rovno jedné (In
RR = 0). U tohoto postupu by mohlo stacit proméfit jeden
bod kalibra¢ni zavislosti (je potieba jeden standard analytu
o znamém zastoupeni enantiomerd). Druhym bodem je
hodnota In RR = 0 pro racemickou smés.

Zajimavou alternativou popisované metody je zavede-
ni tzv. fixniho ligandu®. Podstatou této varianty je tvorba
komplexu se tfemi ligandy (tedy opét tvorba trimeru —
[MLgy(ref )A-H]"). Jeden z ligandi L, je viak vyraznd
pevnéji vazan na centralni kation nez dalsi dva ligandy.
Dusledkem je, Zze nedochazi k jeho odstépovani a tento
fixni ligand zlstava soucasti obou iontli vznikajicich frag-
mentaci ([MLg(ref)-H]™ a [MLgA-HJ"). Ty se lisi tim,
zda obsahuji enantiomer referen¢ni latky nebo analyt. Pou-
ziti fixniho ligandu vede ke zjednoduseni déji, na kterych
je diskutovana metoda zalozena. Fixni ligand je
k centralnimu kationtu (Cu®") vazan dvéma vazbami, za-
timco referencni latka a analyt pouze vazbou jednou, proto
jsou snadngji od§tdpovany. PH pouziti [M(ref ),A-H]"
muize byt jednou vazbou vazan ligand ref” a A, druhy li-
gand ref” je pak vazan dvéma vazbami, ale miZe nastat
situace, kdy jednou vazbou jsou vazany oba ligandy ref
aligand A je vazan dvéma vazbami. V populaci iontl se
mohou objevit i ob& varianty navazani ligand soucasné.
Uvedena skutecnost mize komplikovat stanoveni (napf.
zhorSovat jeho selektivitu), a proto se pouziti fixniho li-
gandu jevi jako zajimava alternativa. V citované praci®
byly jako fixni ligandy testovany dipeptidy az pentapepti-
dy. Nejlepsich vysledki pro studovany systém bylo dosa-
zeno s tetrapeptidem.

Pfi proméfovani kalibra¢ni zavislosti pro ucely kvan-
tifikace izomerti kinetickou metodou 1ze nékdy pozorovat
jeji odchylky od linearniho pribéhu, coz miize naznacovat
diskriminaci jednoho z enantiomerii (izomertl) pii tvorbé
trimernich iontd v plynné fazi, ptipadné v dalsich krocich
hmotnostné spektrometrického méfeni. Popise-li se proces
vzniku trimernich iontl zjednodusené nasledujicimi rovni-
cemi, dochazi k diskriminaci v ptipad¢, ze Kzx#Ks (formal-
ni rovnovazné konstanty) a pomér sledovanych izomera
v kapalné fazi se 1isi od pozorovaného poméru v plynné
fazi.

Kr
Ag +2ref + Cu" > [Cu(ref)y(Ar)-H]"

Ks
As+2ref +Cu" o [Cu(ref’), (Ag)-H]"

V této souvislosti navrhl M. Y. Zhang se spolupra-
covniky?® zavést korekci, ktera by kompenzovala moznou
diskriminaci pfi tvorb€ trimernich iontl. Sviij postup auto-
fi demonstrovali na analyze enantiomerti aminokyselin.
Korekéni faktor zjistovali z hodnot In R zméfenych pro
roztok obsahujici Cisty L-, Cisty D-izomer a pro roztok ra-
cemické smési. Z hodnot pro Cisté enantiomery urcili rov-
nici kalibra¢ni pfimky, z niz vypocetli pro hodnotu nameé-
fenou pro racemickou smés pomér enantiomerd v plynné
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fazi. Tuto hodnotu pouzili ke korekci pii kvantifikaci
enantiomerl v analyzovanych vzorcich. Postup sice vedl
ke zlepSeni korelacniho koeficientu, ale pouziti pouze tii
bodi (dvou pro urceni kalibra¢ni pfimky a nasledné tietiho
pro urceni korekéniho faktoru) mize omezovat spravnost
korigovanych vysledkt. Na ptedstavé odlisného pozorova-
ného zastoupeni enantiomerd (izomerti) v kapalné a plynné
fazi jsme zalozili 1 na§ pfistup ke zpracovani dat ovlivné-
nych touto skute¢nosti, ale vyuzito je vSech namétenych
bodu kalibracni zavislosti. Lze odvodit, ze mezi molarnim
zlomkem enantiomerti (obecné izomert) v kapalné a plyn-
né fazi existuje vztah (/4):

Ky o (14)
KS

K
1—-(1=-=R)yg,
( Ks) RI

R,

ORg =

kde o g je molarni zlomek R-enantiomeru v plynné fazi,
og; v kapalné fazi. Po dosazeni do linearni zavislosti In R
na molarnim zlomku R-enantiomeru v plynné fazi (75)
dostaneme vztah pouzitelny pro kalibraci (16):

InR =Aag, +B (15)
Kg (16)
= ORI
Ks

InR

A +B

K
1-(1-2R)g
( Ks) R

Hodnoty konstant A a B i pomér Ki/Ks je nutné urcit
z bodl kalibraéni zavislosti. K vypoctu molarniho zlomku
R-enantiomeru v kapalné fazi lze vyuzit vztahu (17).

(17)

)

Nastane-li rovnost Kzx=Ks, je pomér konstant roven
jedné a vztah (/6) pfechdzi na rovnici pfimky. Aplikaci
navrzené korekce 1ze dosahnout zlepsSeni spravnosti stano-
veni. Moznosti vyuziti vztahu (/6) pro hodnoceni diskri-
minace jednoho z enantiomerl jsou v soucasnosti na na-
Sem pracovisti studovany.

Kineticka metoda nasla uplatnéni pii analyze izomerQ
ruznych typu latek. Zna¢na pozornost byla vénovana chi-
ralni analyze aminokyselin. Kromg jiz zminéného systému
vyuzivajiciho kationtu méd’natého®' bylo vyuzito kationtu
nikelnatého”’. K dalsim aplikacim diskutované metody
v oblasti chiralnich latek patfi analyza optickych izomerd
peptida®, chirdlnich farmaceutickych substanci®®?*’, latek
s antiviralnim G&inkem®, antibiotik®, a-hydroxykyselin®!

InR-B 1

LS W (InR - B{
K

S

OR,1 =
_KiR 1+
K
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a cukrii*>. Krom& enantiomerti byla metoda pouzita ke
kvantifikaci peptidi liSicich se pofadim aminokyselin
(dipeptida®>* a tripeptidi®®) i odlieni peptidii obsahuji-
cich a- resp. B-aminokyselinu®®.

4. Realizace kinetické metody v priito¢nych
systémech

Doposud byla kineticka metoda provadéna v tzv. sta-
tickém systému. Byl pfipraven roztok vSech slozek
(analytu i chiralniho selektoru), ktery byl kontinualné za-
vadén do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru.
Takovéto uspotadani umoznuje sbirat a primérovat vetsi
pocet skend, ale jeho nevyhodou je menSi prostupnost
vzorkl. Z tohoto diivodu byla v nasi laboratofi pozornost
zaméfena na dynamické systémy, kdy je vzorek nastiiko-
van do proudu kapaliny, ke kterému je nasledné ptimicha-
van roztok chirdlniho selektoru. Takovato modifikace
umoziuje provadét prutokovou injekéni analyzu i1 vyuzit
kinetické metody jako chiralni detekce po predchozi achi-
ralni separaci analyta®”®,

Pti prechodu od statického k dynamickému systému
bylo nutné zhodnotit vliv experimentalnich parametrl
(obsah jednotlivych slozek v roztoku chirdlniho selektoru,
prutok roztoku chiralniho selektoru, priitok nosné kapaliny
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fenylalanin. Pouzity systém poskytoval hodnotu Repi =
6,7. Pro kalibra¢ni zavislost bez korekce diskriminace bylo
dosazeno hodnoty koeficientu determinace R?* = 0,8805,
s korekei diskriminace dle Zhanga a spol.”® R* = 0,9853
a s korekci diskriminace zaloZené na vztahu (/7) R* =
0,9926. Vysledky méfeni modelovych vzorki jsou shrnuty
v tabulce 1. Koeficienty determinace i vysledky méfeni
ukazuji, Zze u studovaného systému je korekce nezbytna.
Neprovedeni korekce vede k vyznamnym chybam. OvS§em
i korekce podle Zhanga a spol. mize vyrazné zkreslit vy-
sledky. Zatimco u prezentovaného stanoveni doslo ke
zlepSeni jeho spravnosti pro niz§i obsahy D-fenylalaninu,
pro vyssi obsahy je odchylka od danych hodnot dokonce
vetsi nez v piipadé, kdy se korekce neprovadéla. Lepsich
vysledkt bylo dosaZeno aplikaci vztahu (/7). Je patmné, Ze
doslo, oproti nekorigovanym hodnotam, ke zlepSeni pro
niz§i i vyS8i obsahy D-fenylalaninu (tab. I).

Dosahovand spravnost méfeni je horSi neZ u static-
kych systémd, ale pro rychlé rozhodnuti, zda je ve vzorku
obsazZen jeden ¢i druhy enantiomer resp. racemat, je zcela
postacujici, pti¢emz rychlost analyzy je vétsi (pét nastiikl
bylo realizovano v ¢ase krat§im neZ 8 min, obr. 5).

Tabulka I
Analyza smési enantiomert fenylalaninu

Podil D-fenylalaninu ve smési enantiomert [%]

resp. mobilni faze v ptipad¢ pouziti HPLC) na vysledek dano nalezeno
analyzy. Ukazalo se, Ze jejich volba muze ovlivnit Repira bez korekce korekee dle cit. 2° korekce dle (17)
a ze je vhodné tento vliv provértit pred pouzitim konkrétni- i
ho systému pro zamyslenou analyzu. Moznosti dynamic- 1,0 —24.,6 -1,0 -2,0
kych systému byly testovany na analyze enantiomerd ami- 10,0 -0,4 4,9 5,6
nokyselin. Obr. 5 ukazuje sekvenci péti nastiiki a odpovi- 90.0 838 99 4 88.8
dajici hmotnostni spektrum demonstrujici pfitomnost sle- ’ ’ ’ ’
dovanych fragmentd. Analyzovanou aminokyselinou byl 99,0 87.9 116,5 99.4

100 553 [CulL-Trp);-HI"

80 |- 465.9
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60

40

20 [Cu(L-Trp)Phe-H]*

0
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80 -

60 [CulL-Trp);Phe-H]"
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Obr. 5. Priitokova analyza poméru enantiomeru fenylalaninu; smés voda : methanol (1 :
(fenylalanin, 5,0 . 10~ mol I"*, nastiik 10 pl), chiralniho selektoru (2,5 .

1) byla pouzita jako rozpoustédlo vzorku
10 mol I"' Cu*', 7,5 . 10~ mol I"' L-tryptofan, pritok 5 pl min™")

i ako nosna kapalina (pritok 50 pl min™"). Pfistroj: hmotnostni spektrometr s iontovou pasti a elektrosprejem LCQ (Thermo Finnigan,

USA)
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Obr. 6. Achiralni separace leucinu a isoleucinu s chiralni detekci enantiomert pomoci kinetické metody; kolona: 150 mm x 4mm,
Gemini C18 110A, 5 pm (Phenomenex, USA); mobilni faze: 5 mmol I"! CH;COONH; (ve vodé upraveno CH;COOH na pH=3) ve smési
s acetonitrilem = 95 : 5 (v/v), 0,2mlmin™'; chiralni selektor (pfimichavan za kolonou): 4,16 . 10~ mol I"' Cu**, 1,25 . 10~ mol I"'
L-fenylalanin, voda : methanol = 1: 1 (v/v), 30 ul min™"; nasttik: 10 pl roztoku leucinu (5,0 . 10 mol I'") a isoleucinu (5,0 . 10~ mol I™"),
voda : methanol = 1 : 1 (v/v); piistroj: vysokotlaké erpadlo Rheos 2000 (Flux Instruments, Svycarsko), automaticky davkovaé HTS PAL
(CTC Analytics, Svycarsko), hmotnostni spektrometr s iontovou pasti a elektrosprejem LCQ (Thermo Finnigan, USA)

Dynamicky systém byl rovnéz tispésné aplikovan pti
pritokové analyze enantiomerli ve smeési aminokyselin
i jako nastroj chiralni detekce po predchozi achiralni sepa-
raci analytil kapalinovou chromatografii. I v téchto ptipa-
dech je metoda zcela vyhovujici pro rychly screening®.
Chromatograficky zdznam achiralni separace smési leuci-
nu a isoleucinu vcetné odpovidajicich fragmentacnich
spekter ukazuje obr. 6. Izomerni aminokyseliny tvofi tri-
merni komplexy se stejnou hodnotou m/z, které nelze vza-
jemné izolovat hmotnostnim spektrometrem pied kolizi
indukovanou disociaci. Nezbytné je oddéleni téchto ami-
nokyselin vhodnou separacni technikou. Po korekei diskri-
minace pomoci vztahu (/7) byla pro vzorky obsahujici
10 % D-izomeru nalezena primeérna hodnota 12,9 % pro D-
leucin a 11,2% pro D-isoleucin, pro vyssi obsah D-
izomeru (90 %) bylo stanoveno 70,5 % D-leucinu a 85,8 %
D-isoleucinu (priméry byly urovany ze tfi méfeni). Diivo-
dem horsich vysledkl v pfipadé leucinu miize byt mensi
chiralni selektivita pouzitého systému pro tuto aminokyseli-
nu (Repirai(leucin) = 1,9; Repirar (isoleucin) = 3,4).

Pouziti dynamickych systémi otvirda nové moznosti
aplikace kinetické metody. Ve srovnani se statickymi sys-
témy jsou chyby urceni poméru enantiomerii zatim veétsi,
ale je dosahovano vyznamného urychleni analyzy. Zajima-
va je také moZnost aplikace studované metody jako
,,chiralniho detektoru® v HPLC popf. v CE.
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5. Zavér

Rada piikladt dokazuje aplikovatelnost kinetické
metody pii rozliSeni izomerl vcetn¢ izomerit optickych.
Prezentovana modifikace zaloZzena na dynamickych systé-
mech se ukazala jako vhodna pro rychlé analyzy, kdy je
napf. nutné rozhodnout, ktery enantiomer je pfitomen ¢i
zda se jedna o racemat. Staticka i dynamicka varianta mé-
feni vyzaduje zlepSeni pfesnosti a spravnosti. Doposud
v téchto parametrech kinetickd metoda nemtize konkurovat
separa¢nim metodam. Jednou z moznosti, jak zlepsit para-
metry méfeni, je zminéné vyuziti fixniho ligandu, ale je
nutné hledat i dalsi alternativy. Nabizi se nékolik cest. Je
mozné testovat jiné chiralni systémy. Doposud prevazoval
systém zaloZeny na tvorbé trimernich komplext, ale vhod-
nym by mohl byt obecné i jiny systém, ktery bude posky-
tovat dvé fragmentacni cesty, jejichz uplatnéni béhem
kolizi indukované disociace bude podminéno pomérnym
zastoupenim analyzovanych izomert ve vzorku. Dalsi
moznosti je zvysit intenzitu prekurzorového iontu (v po-
psanych systémech trimerniho komplexu). Piedbézné ex-
perimenty provedené v nasi laboratofi naznacuji, ze jednou
z cest je vyuziti nanoelektrospreje. Ukazalo se, Ze pro zvo-
leny systém Ize dosahnout pomoci nanoelektrospreje
o jeden az dva tady vyssi intenzity prekurzorového iontu
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oproti elektrospreji, coz ve svém dusledku vede
1 k vy$simu signalu fragment, jejichz intenzita se mefi.

Dalsi vyzkum ukaze, zda hmotnostné spektrometricka
analyza izomerQ zaloZend na kinetické metod¢ bude moci
konkurovat separacnim metodam nejen rychlosti analyzy,
kterou nabizi jiz dnes, ale i pfesnosti a spravnosti stanove-
ni poméru izomert.

Vyzkum byl podpofen Fondem rozvoje vysokych Skol
(G6 75/2003) a MSMT CR (MSM6198959216).
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V. Ranc, P. Fry¢ak, L. Miiller, P. Bednaf, and
K. Lemr (Department of Analytical Chemistry, Faculty of
Science, Palacky University, Olomouc, Czech Republic):
Recognition of Isomers by Mass Spectrometry Using
the Kinetic Method

The principle of the Cookskinetic method and its
application to analysis of isomeric mixtures are described.
The kinetic method based on mass spectrometric measure-
ments is applied to discrimination of isomers of various
types of compounds (amino acids, peptides, sugars, phar-
maceuticals, etc.). So far this method has been used in
static systems (with constant analyte concentrations in the
course of analytical run). A modification for dynamic sys-
tems (flow injection analysis, HPLC) is presented. The
accuracy of determination in both static and dynamic sys-
tems can worsen due to different ratios of the isomers in
liquid and gas phases. A procedure for correction of this
phenomenon is also demonstrated.



