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ABI Kapillarelektrophoreseger���#�"-270HT, )����	��*���+��	��

ACN Acetonitril

A.D. Aussendurchmesser

AFS Artefaktsignal

CD Cyclodextrin

CE Kapillarelektrophorese, ,�������+�	�	,���� ��	���

CCE Chirale Kapillarelektrophorese, , �����,�������+�	�	,���� ��	���

Chirale-HPLC Chirale Hochleistungsfl�������������
���
���������, ����� �� ��	����-

���,	���.���, ���������� +

CZE Kapillarzonenelektrophorese

DMSO Dimethylsulfoxid

DAD Dioden-Feld-Detektor, ����	-����+��	�	,���

ee Enantiomeren�berschuss, 	�������	��,�	
,	��

EOF elektroosmotischer Fluss

FDA Arzneimittelzulassungsbeh���������-����������� ������,

/��������0���)��������������

GC Gaschromatographie

HGE Hintergrundelektrolyt

EN Enantiomer

EP Enantiomerenpaar

EtOH Ethanol

HPLC Hochleistungsfl�������������
���
��������� �� ��	�������,	���.����

, ���������� +

HSCD Hochsulfatierte Cyclodextrine

HS-CD Hochsulfatierte Cyclodextrine von Beckman Coulter ( �� �+������	��

,+,���	
�����)

I.D. Innendurchmesser�

IUPAC� '��	����������1��������!�	�����)����	��2 	�����+��

LOD Kleinste, mit einer bestimmten Unsicherheit behaftete Konzentration an

Analyt, die noch messbar ist, 3��������0	�	,����

n.a. nicht analysiert

MeOH Methanol
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NMR Kernresonanzspektroskopie, �,�	�������	��,��	�����,	

SFC ��	�,����,��������, ���������� +

TEA Triethylamin

UV Ultraviolett

VIS sichtbar, $���"�	

v/v Mischungsverh�������-
�����-zu-Volumen

w/v Mischungsverh������������-zu-Volumen

7eof elektroosmotische Mobilit��

+�����������������������������!����D	�
���

HSCD Hochsulfatierte Cyclodextrine (wird nicht differenziert angewendet)

HS-CD Hochsulfatierte Cyclodextrine von Beckman Coulter ( �� �+������	��

,+,���	
�����)

SsCD Einfach sulfatierte Cyclodextrine an Position 6 von z.B. Antek, Re-

gistech, ElphoTech (�����	-����	�������	��,+,���	
�����4�

sCDs Hochsulfatierte Cyclodextrine z.B. von Aldrich, Carbomer (�����	��

,+,���	
�����)

��������������

cm Zentimeter

mol/l (M) mol pro Liter

7# Mikroamp8��

mAU Milliabsorptionseinheiten (�����-�"�������������)
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� Enantiomeren�������������196

Gleichung 1
� � � �
� � � � � � � �#5���

#5
#5		 ��

�
�

	 100

R: Peakfl������������������������:�����
����

S: Peakfl���e des zu geringem Anteil vorhandenen Enantiomers [Schmitt, 2002].

� Aufl�����

Gleichung 2 RS = 2�(t2-t1) / (w1 + w2)

t2 und t1 sind die Migrationszeiten des langsamer respektive des schneller migrierenden Peaks,

gemessen am Peakmaximum, w2 und w1 sind die korrespondierenden Basisbreiten [Engel-

hardt 	�����, 1994].

� Korrigierte Peakfl����

Gleichung 3 Ac= Area/tm

Infolge unterschiedlicher Migrationszeiten und deshalb ��alscher��"��������
��������� werden

die Peakfl����n mit der Division aus den Integrationsfl����n und entsprechenden Migrations-

zeiten relativiert [Altria, 1993].
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Die Analytik chiraler Verbindungen in der pharmazeutischen Chemie hat in den letzten Jah-

ren gross an Bedeutung gewonnen. Die Anwendung der Kapillarelektrophorese (CE) als

Hochleistungstrenntechnik hat sich in diesem Zusammenhang stark etabliert und als effekti-

ves und schnelles Werkzeug zur Ermittlung von Enantiomerenverh��������� bei minimalem

Materialverbrauch gezeigt.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Anwendung der CE zur Enantiomerenbestimmung von

26 optisch aktiven Zwischenprodukten in der Entwicklung von homogenen Ligand-

Katalysatoren zur asymmetrischen Hydrierung. Diese optisch aktiven Zwischenprodukte wer-

den als Modellsubstanzen f������������������!
��,����������:�����
������������������e-

setzt und wurden bislang mit Gaschromatographie und Hochleistungsfl�������������
�a-

tographie analysiert. Dabei waren aufw�ndige Probenvorbereitungen und Derivatisierungen

notwendig respektive konnte teilweise bislang gar keine Trennung in die Enantiomere erreicht

werden. Mit dem Einsatz der CE und der selektiven Anwendung von hochsulfatierten Cyclo-

dextrinen (HSCDs) konnten die wasserl�������n Modellsubstanzen in die beiden Enantiomere

des Racemates und dem dazugeh�rigen Edukt aufgetrennt werden.

Schwierigkeiten traten bei gr������������en an organischen L�������������, welche zur L�s-

lichkeitsverbesserung in den Substanzproben zugegeben wurden, auf. Dabei splitteten sich die

beiden Enantiomerensignale auf und bildeten je ein urspr���������� ����� und ein Artefakt-

signal aus.
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Dieser Aufteilungseffekt wurde in der Arbeit anhand folgender elektrophoretischer Faktoren

detailliert untersucht und anschliessend auf Plausibilit����epr���)

� Injektionsmenge

� L������������������ der Probel�����

� Art des L�������������

� pH-Wert der Probel�����

� Kapillaroberfl�����

� Kapillartemperatur

� Art der HSCDs (Aldrich, Antek, Beckman Coulter)

� Basizit�������&����������������
��������������

Die Injektionsmenge wie auch die Konzentration an organischem L��������������in der Pro-

bel������.������ �����dabei sehr stark auf die Signalteilung aus. Die Basizit���.��� ���������

L�����������������������������-�������������������ebenfalls einen Einfluss auf die beobach-

tete Signalteilung. Hingegen bewirkt eine ;������������#�������� 0	�������%�������
������<

che und der Kapillartemperatur keine messbare Verst�������
����#����.����������� ����l-

teilung. Ebenso eine starke Ver���������������-Werts der Probel������zeigt wenig Einfluss.

Mit den Ergebnissen konnte der Aufteilungseffekt anhand des Komplexierungskonstanten-

modells modelliert werden. Mit dem Modell wurden daraus folgende geeignete Massnahmen

zur Unterdr�������der Signalteilung ermittelt.

� Konzentrierte Probenl����������������������
���������� L������������������

� Minimale Injektionsmenge

� Dimethylsulfoxid (DMSO) als L�����smittel
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Dadurch wurde es m������, ein Standard CE-System zu entwickeln, welches auch die sehr

schlecht in Wasser l����������
�������������������	� /���� ����������
���� ��nalteilung

zu trennen. Dieses Standard CE-System gestattet es, die geforderten 26 Modellsubstanzen

ohne Probenvorbereitung in ihre Enantiomere zu trennen und auch eine Abtrennung

des Eduktes zu erzielen. Dies erm������� neben der Enantimeren����������-Bestimmung (ee)

auch eine Umsatzbestimmung der Hydrierung des Ligand-Katalysators.

Das Standard CE-System wurde f��� ���� ������� �
���������������
���� �# ���� ���� und

��������-Technik erweitert und erfolgreich angewendet. Zugleich konnte gezeigt werden,

dass mit HSCDs von Beckman Coulter im Vergleich zu denen von Aldrich und Antek Tren-

nungen mit oft h�heren Aufl������������.�������Basislinienrauschen m�����������.

Mit dem Wissen des Aufteilungseffektes wurden Messungen zur Bestimmung der Komple-

xierungskonstanten bei hohen organischen L�������������
���������
���� ���� 
���� =������

vorgenommen. F��� ���� :��ntiomerenpaar (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin

konnten ohne L�������������Werte von E1=13337 M-1 und E2= 315 M-1, und mit 60% (v/v)

Methanolgehalt Werte von E1 =119 M-1und E2=33 M-1 ermittelt werden.
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3� �������	�
�	���!	�
���������	�
��

3�3�� ����������������

1.1.1 5��������

Die Chiralit���("Cheir" = griechisch: die Hand/H���������6���������������0��������������:i-

genschaft von Molek��������������� �����������������	���������������������/������������	e-

ckung gebracht werden kann. Die h���������,������������ ist die Anwesenheit eines ���+m-

metrischen��%
������
����
���� ���� ���� �����
����� Zentrum im Molek��� ���������� > ��������

1995]. Andere Atome wie Phosphor oder Stickstoff k�����������
������
�����=���������s-

bilden, wobei aber entscheidend ist, dass die Substituenten am stereogenen Zentrum ihre rela-

tive Lage zueinander nicht �������������)� 
������
������, werden chiral, die anderen achi-

ral genannt.

Chirale Molek���, welche sich wie Bild und Spiegelbild zueinander verhalten, werden als

Enantiomere bezeichnet. Eine Mischung mit gleichen Anteilen beider Enantiomere (1:1) wird

Racemat oder racemisches Gemisch genannt (siehe Abbildung 1.1.1).

N
H

O
H

N
H

O
H

(S)-Amin (R)-Amin

50% 50%

Spiegelebene

Abbildung 1.1.1: Enantiomerengemisch (1:1) Racemat von S- und R-Amin.
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Zur Unterscheidung wird die r���������#�
����������� ������������� ��� ������ ����
���t-

rum nach den durch R. S. Cahn, C. K. Ingold und V. Prelog festgesetzten Regeln (CIP-Regeln

nach IUPAC) mit R- oder S- (R f��� �������� ����������� ?�echts" und S f��� ���������� ����inisch

"links") bezeichnet [Cahn 	�� ���, 1966]. Andere Nomenklaturen mit D/L, +/- oder 
/� sind

zwar noch h��������������������
������@��
���.���������4������!
������verst����������!�r-

mieden werden. Liegen mehrere Stereozentren in einem Molek���!
����
�werden sie jeweils

einzeln nach den CIP-Regeln mit R- oder S- bezeichnet. Unterscheiden sich zwei Verbindun-

gen in einem oder mehreren, nicht aber in allen Stereozentren, so spricht man von Diastereo-

meren.

1.1.2 Anwendung

Chiralit��� ���������.��������:�����������!
��!�������+������������ �
�����.�����rmazeutika

und biologischen Verbindungen und gilt dabei oft als wesentliche Eigenschaft der �&����s-

bausteine�� >����� 	�� ���, 2001]. Ungef���� AB9� ������ harmawirkstoffe, die zurzeit (Stand

2000) im Handel sind, sind chiral [G���������� �����, 2000].

Oft ist dabei nur ein Enantiomer verantwortlich f������� ������������:���������������-����n-

dung. In manchen F���en haben beide Enantiomere eine biologische Aktivit����.
��� f�����e-

zielle Anforderungen ein exaktes Verh������� ���� �������:�����
����� ����������� !
rhanden

sein muss, um die optimale Wirkung zu erhalten [Verleysen und Sandra, 1998a]. Die pharma-

kologische Aktivit��� ���� �.������ :��ntiomers kann aber auch inaktiv sein, ungew��������

Nebeneffekte beinhalten oder im schlimmsten Fall sogar Toxizit��� ���.�����) Dies geschah

im Falle der �0
�������-Katastrophe�, wobei das �����.���������:�����omer eine teratogene

Wirkung zeigte [Botting, 2002].
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Die Analytik des pharmakologisch aktiven Enantiomers, aber auch des anderen Enantiomers,

ist deshalb ���������.��������������������:����������������-
rschriften der FDA 1992 �����

die Enantiomerenreinheit von Arzneimitteln unumg�������� >Verleysen und Sandra, 1998a;

Chankvetadze, 2001]. Dadurch ist die Entwicklung von Methoden zur Kontrolle der Enanti-

omerenreinheit bei der Synthese von optisch aktiven Substanzen f����������
�
������� �u-

dien sehr wichtig.

Gerade bei der Herstellung von neuen pharmazeutischen Komponenten, aber auch bereits bei

deren synthetischen Zwischenprodukten, ist das Ermitteln der chiralen Reinheit, der Sicher-

heit und Effizienz einer Substanz ein kritischer Faktor. Eine 5���.������������������:����i-

omere ist zwingend, besonders wenn beide eine unterschiedliche biologische Aktivit��� 
����

ein unterschiedliches toxikologisches Profil haben. Das unerw��������:�����
����.���������

als Verunreinigung betrachtet und muss im Herstellungsprozess minimiert und dadurch im

niedrigen Konzentrationsbereich kontrolliert werden [Schmitt 	�����, 2002]. Diese Aufgaben-

stellung ist eine grosse Herausforderung an die Analytik und ben���������� sehr selektive und

h�����������������(auf die gew���������:�������:�����
��������-������������������������i-

che und sehr schnelle) Trennmethode.

1.1.3 Trennung von Enantiomeren

Ein Enantiomerenpaar verh���������.������������� ������������zueinander und unterscheidet

sich deswegen nicht in ihren physikalischen (mit der Ausnahme von polarisiertem Licht) und

chemischen Eigenschaften. Die Trennung von Enantiomeren ist somit auf klassischem Weg,

zum Beispiel durch Destillation oder Umkristallisieren, nicht m������)� =���,���rscheidung

der Enantiomere gibt es verschiedene Verfahren.
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Die NMR (Kernresonanzspektroskopie, �,�	��� ����	��,� �	�����,	) ist zum Beispiel mit

Hilfe chiraler Verschiebungsreagenzien in der Lage, Enantiomere zu identifizieren und zu

quantifizieren. Allerdings k����������:�����
���������������������������������aber voneinan-

der getrennt werden.

Zur Trennung m������ ����+������ Verfahren wie Gaschromatographie (GC), Hoch-

leistungsfl�������������
���
�������� 1�&06, �berkritische Fl�������������
�atographie

(SFC) und Kapillarelektrophorese (CE) modifiziert werden. Im einfachsten Fall kann die

Umsetzung (Derivatisierung) der zu untersuchenden chiralen Substanz mit einer anderen e-

nantiomerenreinen, chiralen Verbindung erfolgen. Durch die Einbringung eines zweiten, a-

symmetrischen Kohlenstoffatoms liegen dann Diastereomere vor. Da sich diese nun in ihren

physikalischen und chemischen Eigenschaften unterscheiden, kann die Trennung mit Hilfe

einer der oben genannten Trennverfahren erfolgen. Eine solche Vorgehensweise ist oft kom-

pliziert und wegen der Herstellung eines enantiomerenreinen Reagenzes in �C���
��������n-

gen sehr teuer.

Eine andere Variante ist die Schaffung eines chiralen Umfeldes durch Trennverfahren [Engel-

hardt 	�����, 1994]. F����������������:����������das heisst die Bildung diastereomerer Kom-

plexe, ist eine �	��ipunktwechselwirkung�� �.������� #���+�� ��� Selektor notwendig. Das

heisst, es muss eine Fixierung des Analyten am Selektor in der N�����������������=��trums

���������������������������������������� ��������������������
�������������������#���+������i-

omere ist. Diese Wechselwirkungen k������������������������!
��D�������
�fbr�cken oder

Ionenpaaren, �-�-, Dipol-Dipol-, hydrophobe, elektrostatische oder sterische Wechselwirkun-

gen realisiert werden [Dalgliesh, 1952].
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3�5�� !	�
���������	�
��

Chirale Zwischenprodukte finden mehr und mehr Anwendung in der chemischen und phar-

mazeutischen Industrie zur kosteng����������
�����
��!
��
������������n Chemikalien und

Arzneimitteln. Diese chiralen Zwischen- aber auch Endprodukte werden oft mittels asymmet-

rischer, homogener Hydrierung synthetisiert [Blaser 	�����, 2001].

Ein Beispiel einer asymmetrischen, homogenen Hydrierung ist in Abbildung 1.2.1 darge-

stellt, in welcher ein achirales Edukt, das MEA Imin ((2-Ethyl-6-methyl-phenyl)-(2-methoxy-

1-methyl-ethyliden)-amin) zu (S)-NAA ((2-Ethyl-6-methyl-phenyl)-(2-methoxy-1-methyl-

ethyl)-amin) hydriert wird. S-(NAA) ist ein Zwischenprodukt zur Herstellung des weltweit im

Einsatz befindlichen Herbizids (S)-Metolachlor, welches mittels eines hochspezifischen Li-

gandkatalysator, einem Iridiumkomplex mit einem chiralen Josiphosliganden, hydriert wird.

Im gesamten enantioselektiven, katalytischen Produktionsprozess wird (S)-Metolachlor mit

einem ee von 80% erhalten [Blaser 	�����, 1999].

N

O

N
H

O
H

N
H

O
H

PXyl2

H
CH3

Ph2P

+ H2

Fe

[Ir(cod)Cl]2
+

MEA Imin (S)-NAA
(erw������6

(R)-NAA
(unerw������6

90% 10%

50 E0��FB����

Abbildung 1.2.1: Asymmetrische homogene Hydrierung des achiralen Edukts MEA Imin ((2-
Ethyl-6-methyl-phenyl)-(2-methoxy-1-methyl-ethyliden)-amin) zu (S)-NAA ((2-Ethyl-6-
methyl-phenyl)-(2-methoxy-1-methyl-ethyl)-amin)

Zur Synthese chiraler Synthesebausteinen werden verschiedene, spezifische und hochaktive

Ligand-Katalysatoren verwendet [Hsiao 	�� ���, 2004; Thommen, 2005]. Diese elektronisch
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und sterisch optimierten Ligand-Katalysatoren werden zur asymmetrisch homogenen Hydrie-

rung von definierten funktionellen Gruppen verwendet [Hsiao 	�����, 2004]. Die Effizienz ei-

nes solchen Hydrierprozesses, wie auch die Leistung des Ligand-Katalysators wird durch die

Bestimmung der chiralen Reinheit der chiralen Modellsubstanzen ermittelt.

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von robusten, analytischen � �������-Systemen��

zur quantitativen Bestimmung des Enantiomer�������������1��6�������������ischen Reinheit

von 26 chiralen Modellsubstanzen (siehe Tabelle 4) der Synthese-Katalyse-Abteilung von

Solvias AG.

Die zu untersuchenden Modellsubstanzen zeigen eine sehr grosse Variabilit�� an chemischen

Strukturen und funktionellen Gruppen. Des weitern sind die Molek�������������sauer und ba-

sisch. Da eine effiziente Prozess- und Katalysatorentwicklung und die dazu notwendige Un-

tersuchung auf chirale Reinheit von so vielen Modellsubstanzen wie m������ sehr essentiell

ist, sind schnelle und einfache analytische Methoden n����.

Eine direkte Analyse der Reaktionsmischung, welche stark in der Probenkonzentration und

Matrixzusammensetzung variiert, ist ebenfalls von Bedeutung. Eine zeitaufw�ndige Proben-

reinigung oder Konzentrationsanpassung darf daher nicht notwendig sein. Ein universelles

Analysensystem, anwendbar f��� ����� �
��������������, w���� !
� Vorteil, da ein Wechsel

zwischen unterschiedlichen Analysesystemen apparativ aufw����� und zeitintensiv ist. Da die

Analysen nicht von analytischem Personal durchgef�����.�����, sollte(n) das(die) chirale(n)

Testsystem(e) einfach zu bedienen, robust und sehr reproduzierbar sein.
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3�8�� ��������+������������

1.3.1 Gaschromatographie (GC)

Die chirale Gaschromatographie (GC) ist eine sehr kosteneffiziente und universell angewen-

dete Trennmethode mit hoher Selektivit�� und hoher Pr�����
� [Buser und Francotte, 1997].

Die chromatographische Auftrennung des Enantiomerengemisches basiert auf der Wechsel-

wirkung der beiden Enantiomere mit der auf der Kapillaroberfl���� aufgebrachten chiralen

station���������)�Spezielle Derivate von Cyclodextrinen (CD siehe Kapitel 1.5.4) oder auch

chirale Polysiloxane werden dabei angewendet.

Die Trennung wird normalerweise durch einfache S������������������������ 
��imiert.

Gr����������������� ����� ���
���� ���niedrigen Dampfdruckes der zu untersuchenden Verbin-

dungen, vorhergehend eine Derivatisierung des Enantiomerenpaares zu einer niederfl���������

Verbindung vorgenommen werden. Des weiteren sind S�����/Oberfl�chen f��� ��������3��n-

nungen eingeschr���� und nur zeitaufw�ndig auswechselbar. Deshalb wurde die GC nicht

weiter in Betracht gezogen.

1.3.2 5�������������(��������������
���
��������1 (06

Die SFC ist eine relativ neue Trennmethode. Sie ist der HPLC sehr �������, jedoch wird eine

���������sche mobile Phase benutzt (oft Kohlenstoffdioxid, CO2). Mit SFC kann in bedeutend

k��������=����als in der HPLC eine Trennung erzielt werden. Dies ist vor allem darauf zur��k-

zuf����������������!������������	���������������������������.���. Der Difussionskoeffizient

ist bei einem ���������������&�����������������������
���wie der eines Gases und die Equi-

librierung der S����� wird ebenfalls viel schneller als bei der HPLC erreicht [Schleimer und

Schurig, 1992; Maftouh 	����� 2005].
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Chirale Trennungen sind mit den gleichen wie in der HPLC gebr�����������S�������������

und auch die Trennmechanismen k����������������������������.�����. Zur Trennung werden

geeignete Zus���� wie Methanol oder Aceton zur Polarit�������hung und damit zum L���n

der zu trennenden Enantiomere dem ��������������� :�utionsmittel zugef����)� 	ie f��� SFC

extra erforderten und oft komplexen Spezialanlagen sowie das ben������� (���.����� sind

wahrscheinlich die Gr�nde, weshalb die SFC sich in den Syntheselaboratorien noch nicht e-

tabliert hat. Infolge Fehlens einer solchen Anlage und den oben genannten Gr����� wird dar-

auf auch nicht weiter eingegangen.

1.3.3 Hochleistungsfl�ssigkeitschromatographie (HPLC)

Die HPLC ist wie die vorhin erw������GC eine heute sehr stark verbreitete und sehr univer-

sell angewendete Trennmethode. Die chromatographische Auftrennung des Enantiomerenge-

misches erfolgt wie in der GC aufgrund der gezielten Wechselwirkung der beiden Enantiome-

re mit der chiralen station���������. Dabei wird das Enantiomerengemisch durch die ver-

schieden starken Wechselwirkungen mit der chiralen station����� ������ .������ ����� ���r

grosse Bandbreite von gebundenen chiralen Selektoren ���������������������0:�1������%��itel

1.5 chirale Selektoren) aufweist, aufgetrennt [Stalcup und Gahm, 1996].

Da nur durch empirische Versuche die geeignete Phase f�������3������
��������������.�r-

den kann, ist eine Vorhersage des optimalen chiralen Selektors oft nicht m������. Die Tren-

nung auf der geeigneten station���� Phase wird danach durch die ;������������Polarit�������

mobilen Phase optimiert. Ein Wechsel der S���� bei ;�������� ���� 3������
����atik, ein

Wechsel der mobilen Phase wie auch die Equilibrierung des Systems sind zeitaufw�ndig. Zu-

dem sind chirale S�ulen oft sehr teuer.
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1.3.4 Vergleich Kapillarelektrophorese und HPLC

Eine detaillierte Betrachtung der Kapillarelektrophorese wird im Kapitel 1.4 vorgenommen.

Die HPLC und CE sind beide hocheffiziente Analysetechniken, die zur Trennung chiraler

Gemische verwendet werden [Chankvetadze, 2001]. Der Vorteil beider Techniken ist das in

den Laboratorien oftmals schon vorhandene Equipment, weshalb die Beschaffung zus����i-

cher teurer Trennsysteme wegf����. Vergleicht man die HPLC mit der CE, zeigen beide eine

sehr hohe Trenneffizienz.

Der grosse Vorteil der CE ist der nur sehr geringe Verbrauch an Reagenzien. Des weiteren

werden keine kostenintensiven Trenns��������������� ��������D������� !
��3����������� ����

enorm einfach und schnell [Altria, 1999; Lipka 	�����, 2004]. CE ist ausserdem bekannt f���die

oftmals extrem kurzen Analysenzeiten.

Nachteile jedoch sind die geringere Nachweisgrenze durch die bei der UV-Detektion kleinere

optische Wegl�����durch die Kapillare [Andersson und H�������, 2002b], das oftmals feh-

lende Fachwissen und die aber inzwischen gr���������������obene schlechte Injektionsrepro-

duzierbarkeit [Altria, 1999]. Durch das Fehlen einer station���������� �����0:-Systeme im

Vergleich zu HPLC-Systemen jedoch sehr robust betreffend Matrixwechsel und variablen

Probenmolek����)� Ein weiterer Vorteil ist die hohe Trenneffizienz durch die Peaksch������

welche infolge Fehlens der Eddy-Diffusion, und des deshalb abwesendem Massentransfers,

erzielt wird (A- und C-Terme der Van Deemter Gleichung fehlen). Durch die oft sehr hohe

Selektivit��� �������0:��der grossen Trennstufenzahl von bis zu 1'000'000 pro Meter und der

Basislinientrennung kann eine Trennung bei bedeutend geringeren Konzentrationen an chira-

len Selektoren im Vergleich zu HPLC/GC erreicht werden [de Boer 	�����, 2000; Chankvetad-
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ze, 2001]. Da sich f�������#���abenstellung CE als bevorzugte Trennmethode herausgestellt

hat, wird f��������
���������������������������
������������ngegangen.

3�9�� )�	����
�������#����������������������+������������+����

Die Kapillarelektrophorese CE ist eine Hochleistungstrenntechnik (high performance capilla-

ry electrophoresis, HPCE), die durch Jorgenson und Lukacs zu Beginn der 1980er Jahre ent-

wickelt wurde [Jorgenson und Lukacs, 1981; Jorgenson und Lukacs 1983]. Sie weist im Ver-

gleich zur Hochleistungsfl��������
���
��������1�&06���sondere Vorteile f�������,����su-

chung geladener Analyten auf. F��� ���� :�����
�erentrennung stellt die CE eine wertvolle

Erg������������&0����������������������
���3��������������������#��
���isierbarkeit und

eine breite Adaptierbarkeit der Trennbedingungen auszeichnet. Daher hat sich die CE in den

letzten Jahren auch fest in der chiralen Analytik etabliert [Altira, 1993; Verleysen und Sandra,

1998a; de Boer 	�����, 2000].

1.4.1 Apparativer Aufbau

Der schematische Aufbau eines CE-Ger������������Abbildung 1.4.1 dargestellt. Eine mit Puffer

gef������G����������������������� ������:����� ��������������������������������������������e-

standteil des Ger����)
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Abbildung 1.4.1: Schematischer Aufbau eines Kapillarelektrophoreseger����

H�������-��.��������������%��������������������"����������������!
��HI�����JBB�7������

einer L�����!
��JI�����JIB����1�er�������������6)�	�������������������������������rgef����,

zwischen denen eine Spannung von bis zu 30'000 Volt angelegt wird. Das Material, aus wel-

chem die Kapillaren gezogen werden, besteht aus Quarz (��	�� ����,�). Zu deren besseren

Handhabbarkeit (Bruchgefahr) werden sie aussen mit einer Polyimid-Beschichtung versehen.

Die Detektion erfolgt �����	 am Detektionsfenster, das heisst unter Verwendung eines Ab-

schnitts der Kapillare, von dem die ���������,-K-" -undurchl�������
�+����-Beschichtung

entfernt wurde.

Gebr�������������	�����
����������,-K-" -DAD-Detektor. Neben den UV-Detektoren k�nnen

Fluoreszenzdetektoren, induktive Leitf���������������
�����������
����������
��������oaktive

Detektoren eingesetzt werden. Eine Kombination der CE mit Massenspektrometrie (MS) ist

wie in der HPLC ebenfalls m������, aber wenig verbreitet.
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Um die Probe in der Kapillare zu platzieren, wird das Puffergef�������������:��������������

entsprechendes Probengef���� ������������� 1"�����beziehungsweise gegen�������������%���l-

larseite Outlet). Die Injektion kann folgendermassen erfolgen:

� hydrodynamisch (durch Anlegen von Druck oder Vakuum),

� elektrokinetisch (durch Anlegen einer Spannung),

� hydrostatisch (mittels Schwerkraft durch H��������������������%��������nden).

In kommerziellen Ger����� ������� ���� �
��� ���� �+��
�+��������� ���� ���� ��ektrokinetische

Injektion Anwendung. Die Trennung der Probe erfolgt im Trennpuffer innerhalb der Kapillare

durch Anlegen einer Spannung ���������������������������������
���)�	���������������%���l-

lare ausbildende elektrische Feld bewirkt eine Migration der Probezone und eine Auftrennung

aller Ionen bezogen auf ihr Masse-/Ladungsverh������)��

Das Gebiet der Kapillarelektrophorese umfasst verschiedenste Techniken, die auf unter-

schiedlichen Trennprinzipien beruhen. Eine kleine 5��������� ��������������� #����� ist in

Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: 5���������diverser Arten der Kapillarelektrophorese

Art Abk�rzung Trennprinzip 1EOF Praktische Anwendung

Kapillarzonen-
elektrophorese

CZE
Elektrophoretische Mobilit����-����������
Masse zu Ladung und Einfluss des EOFs

kontrolliert/
unkontrolliert

Kleine und grosse geladene Teil-
chen, oder Molek���, die an gelade-
ne Teilchen gebunden sind

Mizellarelektro-
kinetische Kapillare-
lektrophorese

MEKC
Elektrophoretische Mobilit�������-����i-
lung der Probe zwischen Mizellen und
Puffer Einfluss des EOFs

vorhanden
breiter Anwendungsbereich bei klei-
nen, neutralen und geladenen Mole-
k����

Kapillargelelektro-
phorese

CGE
Elektrophoretische Mobilit�������� ����f-
fekt, kein Einfluss des EOFs

unterdr����
Trennung nach Molek�������������
DNA-Molek���������mit 2SDS de-
naturierten Proteinen

Kapillarisoelektrische
Fokussierung

CIEF
In einem pH-Gradient gem������� iso-
lektrischen Punkte der Probe

unterdr����, ge-
ring vorhanden

Trennung von zwitterionischen Pro-
ben gem�����������"-Werte

Kapillarisotachophorese CITP
Elektrophoretische Mobilit����:��������
des EOFs

vorhanden
Beschr������#���
�������erung von
verd�������&���ngen der CE

Kapillarelektrochromato-
graphie

CEC
Wechselwirkung mit der station�ren Pha-
se, EOF dient als Pumpe

vorhanden
Beschr����������������������.���
HPLC

1EOF (elektroosmotischer Fluss); 2SDS (���������	,+�������	)
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Weitere Informationen k������ ��� �
��������5���������artikeln oder Lehrb������� gefunden

werden [Wagner und Blasius, 1989; Engelhardt 	�� ���, 1994; Schmitt, 1995; G������ ����

Schmid, 1997; Vespalec und Bo�ek, 1999; G���������� �������HBBBL Amini 2001].

1.4.2 Theoretische Grundlagen

In einem elektrischen Feld mit der Feldst������ bewegen sich Ionen mit einer konstanten Ge-

schwindigkeit  (m/s). Diese Wanderungsgeschwindigkeit  erh���������������=���hme der

angelegten Spannung 1� (V). Die elektrophoretische Mobilit��� �	� (m2/V*s) der Ionen (die

elektrische Beweglichkeit) h�����!
������(����������� wie in Gleichung 4 beschrieben ab.

Gleichung 4
�

	��
	� �

3
� 	�	�

Die Geschwindigkeit  des Ions wird dabei durch das Verh��������������������������D����n-

ge 3	�� (effektive Kapillarl������ !
�� "�@����
������� bis zum Detektor) und Migrationszeit

�� (s) bestimmt.

Die Beschleunigungskraft �* ist dabei die auf das Ion einwirkende Kraft. Sie l��������� wie in

Gleichung 5 beschrieben aus der effektiven, formalen Ladung z des Ions, der Faradaykonstan-

te / (96500Cb/Mol), der Avogadrozahl 6) (1/Mol) und des Elektrischen Feldes ��(V/m) be-

rechnen.

Gleichung 5
)

* 6
�/�

�
��
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Die entgegen der Bewegungsrichtung des Ions gerichtete Kraft ist die Reibungskraft �5. Sie

ist gleich gross wie die Beschleunigungskraft �*, nachdem das Ion seine Wanderungsge-

schwindigkeit  erreicht hat und nicht weiter beschleunigt oder verz������.���)��5 wird ange-

n���������������� �
�������4����� beschrieben, welches in Gleichung 6 dargestellt ist. Hier-

bei ist  die dynamische Viskosit���>�*s oder N*s/m2] und � der Stokessche Radius des Ions

(m), der auch die Solvatationsh���� beinhaltet.

Gleichung 6 ��5 ����	 �6

Eine direkte Berechnung der Wanderungsgeschwindigkeit aufgrund der molek��- und puffer-

spezifischen Gr���������� @��
������������������������� �
�������'�������������������ekannt

ist und mit dem messbaren Ionenradius in Kristallgittern nicht korreliert. Die Zahl 6 gilt nur

unter Annahme sph���������3�������)�

Die elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit u ist demnach gegeben durch:

Gleichung 7 �
6�

�/� 	�
)

�	
����

��
	 �

�6

Daraus wird deutlich, dass neben der elektrischen Feldst������ auch die effektive Ladung �,

der Radius � des hydratisierten Molek���� 1�����-Ladungs-Verh������6� �
.��� ����-���
�it���

des verwendeten Puffers einen Einfluss haben. Die Wanderungsgeschwindigkeit  der Analy-

ten in der Kapillare h�����������������ur elektrophoretischen Mobilit���7	� auch vom elektro-

osmotischen Fluss (EOF) ab, der durch Oberfl�����������������������%�����������������!�r-

ursacht wird. Der EOF sinkt bei Quarzkapillaren mit zunehmender Konzentration des Elektro-

lyten sowie beim Zusatz von organischen Komponenten. Er w�������������������	���
����i-
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onsgrad der Oberfl�chensilanolgruppen, das heisst, er steigt mit dem pH-Wert an. Messen

kann man die Gr��������� ������

��
��������(�����������������#������� ������ �����adenen

Substanz (Migrationszeitindikator) [Schmitt, 1995].

Obwohl der EOF selbst nicht zur Trennung beitr�����.���� �����:������������
���
��� ��������

zur Verbesserung der Trenneffizienz ausgenutzt. Wenn er jedoch st������.������ �
� ����� ���

durch verschiedene ;����������des elektrophoretischen Systems wie durch Reduzierung des

pH-Wertes, dynamisches [Cavallaro 	�����, 1995] oder statisches Belegen der Kapillaroberfl�<

che so stark reduziert werden, dass er vernachl�������.����������)

Neben dem EOF werden zur Optimierung der Trennleistung in der CE eine grosse Anzahl

von Parametern variiert:

� pH-Wert,

� Ionenst�����

� Temperatur,

� Kapillaroberfl�����modifizierung durch Belegen der Kapillaroberfl���������Diami-

nobutan, 1,3-Diaminopropan, PVA, geladene Polymere [Cavallaro 	�� ���, 1995;

Wang und Khaledi, 1999; Phinney und Sander, 2005]

� Pufferzus���� (Detergenzien, UV-absorbierende Puffer [Steiner 	�����, 1996], organi-

sche L�sungsmittel, chirale Selektoren).

Die chiralen Selektoren f�������:�����
��������������.��������������
��������%������ be-

schrieben.
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3�7�� �������� ���������

In der Kapillarelektrophorese wird die optisch aktive Umgebung durch Zusatz einer optisch

aktiven Substanz zum Trennpuffer erzeugt. Diese einfache Verfahrensweise stellt einen gros-

sen Vorteil der Kapillarelektrophorese dar, da langwierige und arbeitsintensive Immobilisie-

rungsschritte des chiralen Selektors auf diversen Tr�����aterialien entfallen. Die Suche nach

einem chiralen Selektor erfolgt aber ebenfalls nach der in der HPLC �����������������������
���

Methode.

Die in der Kapillarelektrophorese verwendeten chiralen Selektoren sind wasserl����������ssen

sich daher einfach dem Puffer zusetzen und erm����������
�����.����������!������������� u-

chen nach dem Selektor zur Trennaufgabe. Die bisher verwendeten chiralen Selektoren in der

CE sind in Tabelle 2 in verschiedene Klassen unterteilt und zusammengefasst. Sie finden

teilweise schon lange in der HPLC und GC Anwendung [Kuhn und Erni, 1992; Fanali, 1996;

Fanali, 1997; G����� und Schmid, 1997; Juvancz 	�����, 1997; Sutton 	�����, 1997; Vigh und

Sokolowski, 1997; Vincent 	�����, 1997; Verleysen und Sandra, 1998a; Vespalec und Bo���,

1999; Amini, 2001; Yanes 	�����, 2001; Raab 	�����, 2003].
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Tabelle 2: 5��������������������������� �����
����������������%�������������
��
�����> ��������
1995]

Selektorklasse chiraler Selektor

Cyclodextrine


-,�-,�-Cyclodextrine:

Methylierte, hydroxypropylierte, carboxy-
methylierte, carboxethylierte, carboxy-
methylethylierte, succinylierte, sulfobutyl-
ether, aminierte, diaminierte, sulfierte und
phosphatierte Cyclodextrine

Chirale Micellenbildner 1SDS-Digitonin, 2SDVal, 3SDAla

Chirale Metallkomplexe
Kupfer-L-Histidin Komplexe
Kupfer-Aspartam Komplexe

Chirale Kronenether
18-Krone-6,
Tetracarboxyls����

Reine Enantiomere L-Weins����

Proteine und Glycoproteine
Rinderserumalbumin, Humanalbumin, Oro-
somucoid, Ovomucoid und Fugal Cellulose,
Cellulase

Kapillarwandbelegung mit einer chiralen
Phase

Kapillarbelegung mit einer �0�������-Dex-
Phase�

1SDS (���������	,+�� �����	); 2SDVal (������6-���	,+�-3-$������	); 3SDAla (������6-
���	,+�-3-��������	)

Unter den verwendeten Selektoren bieten die Cyclodextrine und ihre Derivate das breiteste

und vielversprechendste Anwendungsspektrum in der Kapillarelektrophorese. Der Grund da-

f��� ������ ��� �����
�������������� !������ ����������������� ���������� ���� ���� 0+��
��$��inen

Einschlusskomplexe ausbilden k�����)�	���#������� ���� !�������������	���!���� ����0+��o-

dextrine und die M�����������������������!
��Einschlusskomplexen wird daher im Folgenden

ausf��rlich besprochen [Surapaneni 	�� ���, 1997; de Boer 	�� ���, 2000; G����� und Schmid,

2000].
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1.5.1 Cyclodextrine (CDs)

1.5.2 Struktur und Eigenschaft

Cyclodextrine (CDs) sind eine Klasse von cyclischen Verbindungen, die aus einfachen Mono-

saccharidzuckern, den 
-D(+)-Glucopyranosidbausteinen, aufgebaut sind. Sie stellen somit

ringf������� #���uprodukte von Amylose (Bestandteil von zum Beispiel Maisst����) dar,

welche untereinander �-1,4-glykosidisch verkn���������) CDs sind aus f����
���������4���o-

semolek�������������������.�����������������������#�������������4���������������������)�

Da ein CD mit f��� Glucoseeinheiten nat������� ������ !
��
����� ���������������� ����0	�

von sechs Einheiten, welches 
-CD genannt wird. Die weiteren CDs mit sieben und acht Ein-

heiten werden danach folglich �- und �-CD genannt (siehe Abbildung 1.5.1).

Abbildung 1.5.1: Strukturen der nativen �-, �- und �-CD [Jaus, 2000]

Diese drei CD-Formen bilden die einzigen in der Natur vorkommenden CDs und decken auch

alles in allem fast die Hauptmenge an grossindustriell hergestellten Cyclodextrinen ab [G�����

und Schmid, 2000]. Eine eindeutige Nomenklatur f���CDs ist nicht vorhanden, weshalb auch

andere Namen, im Speziellen f��������������.�����������0	�� im Gebrauch sind (siehe

Tabelle 3). CDs, welche mehr als acht Glucoseeinheiten beinhalten, werden nur sehr selten

verwendet.
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Tabelle 3: 5����������������������������M���� und Abk�������� der drei meistverwendeten
CDs [Szejtli, 1982]


-Cyclodextrin �-Cyclodextrin �-Cyclodextrin

Schardinger���
-Dextrin Schardinger����-Dextrin Schardinger����-Dextrin
Cyclomaltohexaose Cyclomaltoheptaose Cyclomaltooctaose
Cyclohexaglucan Cycloheptaglucan Cyclooctaglucan

Cyclohexaamylose Cycloheptaamylose Cyclooctaamylose
ACD BCD GCD
C6A C7A C8A

Das gr�������������������������������������������CD enth����JIB�4�ucoseeinheiten.

�-, �- und �-CDs sind kristalline, wasserl����������
�
�������������t hygroskopische Sub-

stanzen, deren cyclisch angeordnete Glucopyranoseeinheiten r�������� ������ �
�us����������

Makroring bilden. Dieser besitzt einen zentralen Hohlraum [Szejtli, 1998]. Der Durchmesser

dieser N���������������������������������er Anzahl zus������������������� Glucosebaustei-

ne zu, die Tiefe der Kavit���@��
�h bleibt gleich [Fanali, 1997]. Diese zyklische Orientierung

der Oligosaccharide kann auch als Strukturanordnung eines abgeschnittenen Kegels angese-

hen werden, in welchem ausserhalb die hydrophilen/lipophoben Hydroxylgruppen und inner-

halb die hydrophoben/lipophilen Zuckerstrukturen zu liegen kommen (siehe Abbildung

1.5.2).
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Abbildung 1.5.2: Toroidale Struktur mit einem zentralen hydrophoben Hohlraum eines
�-Cyclodextrins. Sicht von oben und von der Seite

Diese Kegelform und die hydrophobe Kavit�� erm�������� einen Einschluss von unpolaren

Molek���� (z.B. Substanzen aromatischer Natur oder Molek��� mit sehr unpolaren Gruppen).

CDs werden deshalb als �4���������-Molek����1 �������	,�	�) bezeichnet, in welchen indi-

viduelle G�����
������� 1:�����
����6� ��������������.������ ������ [Szejtli, 1982]. Diese

bilden sogenannte Einschlusskomplexe.

Die Komplexierung basiert auf der Einlagerung des hydrophoben Teils eines Molek�����������

Kavit�������������lich einer seitlichen Dipol-Dipol Interaktion mit den Hydroxylgruppen in

den Positionen C-2 und C-3 am oberen Rand, dem �����������0	)�	���#���+���
����
������

somit sein chirales Zentrum nahe an die Hydroxylgruppen und erm��������������������������

von Diastereomeren mit gr��������:���������������������������� bei einer tiefen Eindringung

[G����� und Schmid, 1997; Chankvetadze 	�����, 2000]. Diese zus�������en Wechselwirkun-

gen am Rande k����������������������� ��������������1������Kapitel 1.5.4 Cyclodextrinderi-

vate) erfolgen [Verleysen und Sandra, 1998a; Van Eeckhaut 	�����, 2000]. Der gebildete Ein-

schlusskomplex ist relativ labil und erm�������� �
���� ��n Gleichgewicht von ungebundenen
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und gebundenen Analyten. Eine Trennung des chiralen Analyten ist somit m��������.��������

diastereomeren Komplexe entweder unterschiedliche Mobilit�����
��������������������� ���i-

lit����
������������.�����)�

1.5.3 Synthese

Die CDs wurden 1891 erstmals in der Literatur erw����)� =�!
�� .��� ������ ��+�����ische

Struktur absolut unbekannt. 1891 isolierte Villiers aus einer �*�,�������+��"�,�	��-Kultur in

Gegenwart von St������������������������������������������ �������)�-�������������������������

Summenformel von (C6H10O5)2�3H2O und nannte sein Produkt �Cellulosine��.����� �������

saurer Hydrolysebest���������� ���� ���������� '�������������t. Des weiteren vermutete er,

dass zwei unterschiedliche �0�����
���������������.�������!����������
- und �-CD [Szejtli,

1998]. Zw����O������p�����isolierte Schardinger bei der Untersuchung des Abbaus von St�����

mit unterschiedlichen Mikroorganismen ebenfalls 
- und �-CDs, welche er als identisch den

�0�����
���������������������)�	������������#������������������������*�,�������,	���� [Schar-

dinger, 1903].

Erst 1936 konnte Freudenberg die Struktur und den Aufbau der beiden CDs ermitteln, kurze

Zeit sp�����sogar die vom �-CD. Nach weiteren intensiven Forschungen wurde 1953 das erste

Patent von CDs eingereicht, in welchem ein grosser Teil der wichtigsten Aspekte zur Anwen-

dung in der Arzneimittelformulierung, dem Hauptanwendungsgebiet der CDs, abgehandelt

wurde. Die heutigen Synthesemethoden basieren noch gr������������ ���� ������� -��������

[Szejtli, 1982].
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1.5.4 Cyclodextrinderivate

Obschon die neutralen, nicht derivatisierten Cyclodextrine mengenm��������������sten Teil

der Weltproduktion beinhalten, wird ein immer gr��������3������!
������!��isiert. Rawjee 	��

��� (1994), Vigh und Sokolowski (1997), Vespalec und Bo�ek (1997), aber auch de Boer 	�����

(2000) beschreiben in umfangreichen 5������������ikeln die verschiedenen zur Zeit in der CE

verwendeten Cyclodextrinderivate. Durch die Derivatisierung wird die L��������������D������

und die Kavit�������� f��������������������
����� erh���)�	���!��������������rfolgen an den

Hydroxylpositionen 2, 3 und 6. Dadurch kann die Enantioselektivit�����������h ver�������.�r-

den.

Die nach G������ ����Schmid (1997) meist verwendeten derivatisierten, neutralen CDs sind

Heptakis-O-methylcyclodextrin (M-CD), Heptakis-(2,6-di-O-methyl)cyclodextrin (DM-CD),

Heptakis-(2,3,6-tri-O-methyl)cyclodextrin (TM-CD), Hydroxyethylcyclodexrtrin (HE-CD)

und Hydroxypropylcyclodextrin (HP-CD). Diese chiralen Selektoren sind relativ billig, was-

serl�����������������������������,--Absorption [Altria, 1999]. Sie zeigen einen grossen An-

wendungsbereich und Methoden lassen sich schnell optimieren.

Viele Beispiele zur Enantiomerentrennung und chiralen Reinheitsbestimmung von Wirkstoff

oder Arzneimittel sind publiziert. [Fabre und Altria, 2001]. Nachweisgrenze (LOQ) und De-

tektionsgrenze (LOD) sind dabei normalerweise bei 0,1%-0,2% LOQ und 0,04% LOD des

�����.����hten��:�����
���� [Nussbaum, 1999; Chankvetadze, 2001; Jimidar 	�����, 2002].

Neben den neutralen sind aber immer mehr die geladenen CDs von grossem Interesse [G�bitz

und Schmid, 1997]. Mit ihnen ist es m���ich, neben den geladenen auch neutrale Molek����zu

analysieren [Tait 	�����, 1994]. Dieses �#���+���enster� wird am gr��������.�������� ��������

Selektor die umgekehrte Ladung der zu trennenden Substanz (bei gew���������-Wert) tr���.
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Somit ist es sogar m������� die ganze Bandbreite von geladenen und ungeladenen (sauren,

basischen aber auch neutralen) Molek���� zu trennen. Die sulfatierten CDs und speziell die

hochsulfatierten Cyclodextrine (HSCDs) werden mehr angewendet [Jin und Li, 1998; Verley-

sen 	�����, 1998b; Verleysen 	�����, 1999; Vescina 	�����, 2002; Guo 	�����, 2003; Rudaz 	�����,

2003; Lipka 	�����, 2004; Rochelau, 2005].

HSCDs k������ ebenfalls mit ungeladenen Analyten durch hydrophobe Wechselwirkungen

einen Einschlusskomplex ausbilden. Mit kationischen Analyten ist dies ebenfalls sehr gut

m�����h, wobei dort die Wechselwirkung elektrostatischer Natur und daher besonders stark ist

[Gahm und Stalcup, 1996; Wang und Khaledi, 1999; Lipka 	�����, 2004]. Anionisch geladene

Analyten k������ ���
����#���
������������ ���D�����lwirkung treten. Dennoch kann durch

geeignete Wahl des pH-Wertes der Ladungszustand neutralisiert und somit eine hydrophobe

Wechselwirkung erm��������.�����. Durch die hohe negative Ladung der HSCDs bleibt der

diastereomere HSCD-Analyt-Komplex mit kationischen Analyten und nat������� ��ch mit

neutralen Analyten gesamthaft immer noch stark negativ geladen und migriert immer Rich-

tung Anode [Tait 	�����, 1994; Vincent 	�����, 1997; Amini 2001; Chen 	�����, 2001; Perrin 	��

���, 2001].

HSCDs werden mit unterschiedlichen Substitutionsgraden und Substitutionen an verschiede-

nen Positionen des CDs angeboten. Dabei gibt der Substitutionsgrad, die Anzahl der Sulfat-

gruppen pro CD an und die Substitutionsposition die drei substituierbaren Hydroxylgruppen

(Position 2, 3 und 6). Beispiele sind die zuf�llig sulfatierten von Aldrich, Gillingham, UK (�-

sCD), welche einen durchschnittlichen Substitutionsgrad von 7 bis 11 pro �-CD aufweisen

(siehe Kapitel 2.1) [Chen 	�����, 2001]. Dabei kann eine sehr starke Chargen-Variabilit���auf-

treten. Eine weitere Form sind die selektiv sulfatierten CDs (�-S-sCDs) von Antek, Houston,

TX, welche unter dem Namen �����	�'���	� bekannt sind (siehe Kapitel 2.1). Sie haben eine
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sehr gute Reproduzierbarkeit durch die exakte Sulfatierung in Position 6 des CD-Molek���.

Bei den bei �-CDs resultiert diese exakte Sulfatierung in einem Substitutionsgrad von 7 [Li

und Vigh, 2004]. Die jedoch zur Zeit am meisten verwendeten HSCDs sind die hochsulfatier-

ten CDs (HS-CDs) von Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA. Auch sie weisen keine Char-

gen-Variabilit����������������������s nicht positionsgenau sulfatiert. Ihr Substitutionsgrad wird

mit 12 (bei HS-�-CD) angegeben [Chen 	�����, 2001].

1.5.5 CE-Trennprinzip mit sulfatierten Cyclodextrinen

In der CE finden sich f��� ��� Beschreibung der Trennung von Enantiomeren verschiedene

theoretische Ans������ wobei prinzipiell alle auf zwei stark vereinfachte Modelle reduziert

werden k�����)�Das eine nimmt an, dass die Migrationszeiten der aus Analyt und CD gebil-

deten Diastereomerenkomplexe identisch sind und einzig durch die unterschiedlichen Kom-

plexierungskonstanten der beiden Komplexe eine Auftrennung der Enantiomere m�glich wird

(Komplexierungskonstantenmodell). Das andere Modell basiert darauf, dass die beiden Di-

astereomerenkomplexe nicht identische Migrationszeiten besitzen und dadurch eine Trennung

der Enantiomere zustande kommt [Chankvetadze 	�� ���, 2004] (Migrationszeitenmodell).

Nachfolgend sind die beiden vereinfachten Modelle detaillierter beschrieben.

1.5.5.1 Komplexierungskonstantenmodell

Wren und Rowe postulierten 1992 ein erstes Modell, in welchem der Einfluss der Gleichge-

wichtskonstanten und der Konzentrationen ungeladener CDs auf die Aufl���������� +stems

beschrieben wird [Wren und Rowe, 1992a]. Dabei wird von zwei Gleichgewichten KE1-CD und

KE2-CD der Enantiomere E1 und E2 mit neutralen CDs ausgegangen (siehe Gleichung 8 und

Gleichung 9). Die beiden Enantiomere haben in unkomplexierter Form die Mobilit����E1 re-
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spektive �E2 und in Verbindung mit neutralem CD �E1-CD respektive �E2-CD. Ein CD, welches

neutral vorliegt, hat keine Mobilit��� oder falls vorhanden diejenige des EOFs.

Gleichung 8
E1 + CD E1-CD KE1-CD = [E1-CD]

[E1] * [CD]
�E1 �CD=0 �E1-CD

Gleichung 9
E2 + CD E2-CD KE2-CD = [E2-CD]

[E2] * [CD]
�E2 �CD=0 �E2-CD

Wenn nun die beiden Enantiomere unterschiedliche Wechselwirkungen mit den CDs aufwei-

sen und somit die Mobilit�����in freier und komplexierter Form nicht identisch sind (�E1��E1-

CD respektive �E2��E2-CD), so ist eine Auftrennung der Enantiomere E1 und E2 m������)�Das

Modell zeigt, dass die Aufl�sung des Systems und somit die gemessene Mobilit�������������

der beiden Enantiomere abh������ !
������0	�%
nzentration ist. Penn 	�� ��� (1993) zeigte,

dass man mit diesem Modell Bindungskonstanten ermitteln konnte.

Dieses Modell wurde dann von Rawjee und Biggin [Rawjee 	�� ���, 1993a; Rawjee 	�� ���,

1993b; Rawjee 	�����, 1994; Biggin 	����� 1995] erweitert, so dass auch der pH-Wert des Puf-

fers respektive von schwachen chiralen S����������Basen in Betracht gezogen werden konn-

te. Gesamthaft wurden diese Modelle im CHARM-Model von Williams und Vigh (1997) zu-

sammengefasst und sp�����!
n de Boer 	����� (2000) erg����.

1.5.5.2 Migrationszeitenmodell

Chankvetadze postulierte 1997, dass es auch m�������.����������#���������������:�����
�e-

re mit CDs ohne unterschiedliche Komplexierungskonstanten zu erreichen. Die Trennung

sollte auf den unterschiedlichen Migrationszeiten der beiden Diastereomerkomplexe, welche
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durch unterschiedliche hydrodynamische Radien zustande kommen, beruhen. Diese Theorie

wurde oftmals erw�������������@��
�����������
�����#������)�"��������������
��!
��0���k-

vetadze 	����� (2004) werden Trennungen bei identischer Komplexierungskonstante aufgezeigt

[Chankvetadze 	�����, 2004].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass wohl in allen Trennungen Faktoren beider Mo-

delle einfliessen, jedoch das Komplexierungskonstantenmodell bei weitem mehr Anh������

hat.
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5� ���������	�����������

5�3�� ���������	���%��
��D����

2.1.1 Hochsulfatierte Cyclodextrine

� Hochsulfatierte-
-Cyclodextrin (HS-
-CD), L������HB9�.K!� ���D������ mit durch-

schnittlichem Substitutionsgrad von 11 bezogen von Beckman Coulter, Fullerton, CA,

USA, Bestellnummer: 713349

� Hochsulfatierte-�-Cyclodextrin (HS-�-CD) L������HB9�.K!� ���D������ mit durch-

schnittlichem Substitutionsgrad von 12 bezogen von Beckman Coulter, Fullerton, CA,

USA, Bestellnummer: 713347

� Hochsulfatierte-�-Cyclodextrin (HS-�-CD) L������ HB9�.K!� ���D������ mit durch-

schnittlichem Substitutionsgrad von 13 bezogen von Beckman Coulter, Fullerton, CA,

USA, Bestellnummer: 713350

� Hochsulfatiertes-�-Cyclodextrin mit durchschnittlichem Substitutionsgrad von 7-11

(�-sCD) bezogen von Aldrich, Gillingham, UK, Bestellnummer: 38,915-3.

� Hochsulfatierte-�-Cyclodextrine (SsCD) an Position 6 mit einem Substitutionsgrad

von 7, heptakis(2,3-dihydroxy-6-O-sulfo)cyclo-maltoheptaose (�-SsCD) bezogen von

Antek, Houston, TX, USA

� Hochsulfatierte-�-Cyclodextrine (SsCD) an Position 6 mit einem Substitutionsgrad

von 8, octakis(2,3-dihydroxy-6-O-sulfo)cyclo-maltooctaose (�-SsCD) bezogen von

Antek, Houston, TX, USA
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2.1.2 Reagenzien, Kapillaren

� Modellsubstanzen zur Untersuchung (siehe Tabelle 4, 13 hydrierte Enantiomerenpaare

und deren 13 nicht hydrierte Edukte (Imine, Olefine, Enamide und Ketone)) wurden

bereitgestellt von Dr. F. Spindler der Synthese-Katalyse, Solvias AG Basel, Schweiz.

� Migrationszeitindikator: 1,3,6,8-Pyrentetrasulfonat (PTS) 10 mM in H2O von Beck-

man Coulter, Fullerton, CA, USA, Bestellnummer: 713328

� Phosphatpuffer, pH 2,5 (50 mM Triethylammonium Phosphatpuffer) von Beckman

Coulter, Fullerton, CA, USA, Bestellnummer: 477422

� Kapillar-Konditionierl����� von Beckman Coulter Fullerton, CA, USA,

Bestellnummer: 713333

Zusammensetzung gem����#���������������0
�����P�

- 25 mM Lithiumacetat (Qualit�������0�������������������������6

- 0.4% PEO (Polyethylenoxid, MW 300'000 g/mol) (Qualit�������0�����������������n-

gegeben)

- 10% Ethylenglykol (Qualit�������0�������������������������6

- pH 4,75

Migrationszeitindikator, Phosphatpuffer und Kapillar-Konditionierl����� sind im

�3���-Kit� von Beckman Coulter Fullerton, CA, USA Bestellnummer 149869 erh��t-

lich.

� Aminmodifizierte Kapillare eCAP, von Beckman Coulter Fullerton, CA, USA,

Bestellnummer: 477431 (Amintyp wird vom Hersteller nicht deklariert, ausser, dass es

sich um eine mit einem Polymer vernetzten quart�����#��
����!������������ndelt).

� Neutraloberfl������
��������te Kapillare eCAP, von Beckman Coulter Fullerton, CA,

USA,
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Bestellnummer: 477441 (Belegung wird vom Hersteller nicht deklariert, ausser, dass

es sich um Polyacrylamid handelt).

� Wasser f�������������������!
��3����������������
����.�����������������������nem

Milli-Q Wassersystem (18,2 M�Qcm-1, <20 ppb TOC; Millipore, Milford, MA, USA).

� Methanol, Ethanol, Acetonitril, Dimethylsulfoxid (DMSO) wurden mit dem Rein-

heitsgrad "HPLC-grade��!
��(������������� 4�� ��.����!��.�����)

� 1M NaOH und 1 M HCl sind Stamml�sungen des Reinheitsgrad ���
�����+���� von

Fluka, Buchs, SG, Schweiz.

� ortho-H3PO4 �85% und 1,4-Diaminobutan, �99,0% wurden bezogen von Fluka,

Buchs, SG, Schweiz.
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Tabelle 4: Chemische Strukturen und Abk�������������!��.���������odellsubstanzen.

Edukt Name
Enantiomer

R und S
Name

COOH 2-Methyl-3-
phenylacryls����

(
-Methyl-zimts����6

COOH* (RS)-2-Methyl-3-
phenylpropions����

O

O

O
Oxophenylessigs����-

methylester
O

O

OH

*
(RS)-Hydroxyphenyl-
essigs��������+������

O
1-Phenylethanon
(Acetophenon)

OH

* (RS)-1-Phenylethanol

N 2,6-Dimethylphenyl-(1-
phenylethyliden)-amin

N
H H

*
(RS)-2,6-Dimethylphenyl-
(1-phenylethyliden)-amin

N
Benzyl-(1-

phenylethyliden)-amin

NH
H

*
(RS)-Benzyl-(1-

phenylethyl)-amin

O

O

O
3-Oxo-3-phenyl-

propans�������+������

OH

O

O

*
(RS)-3-Hydroxy-3-phenyl-

propans�������+������
N

5-Phenyl-3,4-dihydro-
2H-pyrrol

NH

H* (RS)-2-Phenylpyrrolidin

N

O 2-Ethyl-6-methylphenyl-
(2-methoxy-1-

methylethyliden)-amin

N
H

O
H

*

(RS)-2-Ethyl-6-
methylphenyl-(2-methoxy-

1-methylethyl)-amin

N

O

O

O
2-Acetylamino-3-
phenylacryls����-

methylester
N

O

O

O
H

*
(RS)-2-Acetylamino-3-

phenylpropans����-
methylester

N
N
H

O

Benzoes����-(1-
phenylethyliden)-

hydrazid

NH
N
H

O

H
*

(RS)-Benzoes����-N-(1-
phenylethyl)-hydrazid

OH 2-Methyl-3-phenylprop-
2-en-1-ol

OH
H

*
(RS)-2-Methyl-3-
phenylpropan-1-ol

OH

O

N

O

2-Acetylamino-3-
phenylacryls����

OH

O

N

O

H

* (RS)-2-Acetylamino-3-
phenylpropans����

OH

O

3-Methyl-2-phenylbut-2-
ens����

OH

O

H
* (RS)-3-Methyl-2-

phenylbutans����
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Tabelle 5: Oktanol / Wasser-Verteilungskoeffizient (log KOW) and negativ dekadisch logarithmische Darstellung der S��������
�����
���
�������
(pKa des ungeladenen Molek���) respektive der Basendissoziationskonstante (pKb des ungeladenen Molek���6���������������������
��������������
in der Untersuchung (Tabelle 4) durch Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Software Solaris V4.67 von SciFinder (2005). Substanzen
mit einem log KOW ��3 ben�������
���������� L������������, um eine L������!
��ca. 1mg/ml Substanz zur Analyse herzustellen.

Enantiomere� log KOW

�
pKa pKb Edukte log KOW pKa pKb

(RS)-Hydroxyphenyl-essigs���emethylester� 3� - - 5-Phenyl-3,4-dihydro-2H-pyrrol� 3� - 7,3

(RS)-2-Acetylamino-3-phenylpropans����� 3� 3,6 - Oxophenylessigs����-methylester� 3� - -

(RS)-3-Hydroxy-3-phenylpropans�������+������� 3� 13,6 - 2-Acetylamino-3-phenylacryls����-methylester 5� 12,6 -

(RS)-1-Phenylethanol� 3� - - 1-Phenylethanon (Acetophenon) 5� - -

(RS)-2-Acetylamino-3-phenylpropans����-
methylester 3� - - 3-Oxo-3-phenyl-propans�������+������� 5� 9,9 -

(RS)-2-Phenylpyrrolidin� 5� - 3,5 2-Acetylamino-3-phenylacryls����� 5� 3,2 -

(RS)-2-Methyl-3-phenylpropions����� 5� 4,7 - 2-Methyl-3-phenylprop-2-en-1-ol� 5� - -

(RS)-2-Methyl-3-phenylpropan-1-ol� 5� - - 2-Methyl-3-phenylacryls����
(
-Methyl-zimts����)� 8� 4,2 -

(RS)-3-Methyl-2-phenylbutans����� 8� 4,3 - Benzoes����-(1-phenylethyliden)-hydrazid� 8� - 8,5

(RS)-Benzoes����-N-(1-phenylethyl)-hydrazid� 8� - 11,9
2-Ethyl-6-methylphenyl-(2-methoxy-1-

methylethyliden)-amin 8� - 9,5

(RS)-2-Ethyl-6-methylphenyl-(2-methoxy-1-
methylethyl)-amin� 8� - 9,6 3-Methyl-2-phenylbut-2-ens����� 9� 4,7 -

(RS)-Benzyl-(1-phenylethyl)-amin� 9� - 5,2 Benzyl-(1-phenylethyliden)-amin� 9� - 8,8

(RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyliden)-
amin� 9� - 10,2 2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyliden)-amin� 9� - 9,4
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5�5�� !������
��E���	���.������������

2.2.1 CE-Ger���

� ABI-270A mit UV-Detektor; Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland

� ABI-270A-HT mit UV-Detektor; Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland

� HP3D-CE G1602 mit Dioden-Array-Detektor; Agilent Technologies, Palo Alto, CA,

USA

2.2.2 Ger����instellungen, Kapillaren

F��� ���� 	������������ ��������������wurden die Kapillarelektrophoreseger���� #�"-270A,

ABI-270HT (ABI) von Applied Biosystems und HP3D-CE G1602 (Agilent) von Agilent

Technologies verwendet. Die beiden ABI-Ger���� ����� ���� ���� ���� #��osampler baugleich.

Deshalb werden im Folgenden die beiden Ger��� nur noch unter dem K������#�"���.����)

Kapillaren aus Quarz (fused silica) mit einem Innendurchmesser von 50 7������375 �m Aus-

sendurchmesser wurden von Polymicro (Technologies, Phoenix, AZ, USA) bezogen (abwei-

chende Kapillargr����� werden im Elektropherogramm angegeben).

Vor der erstmaligen Benutzung wurden die Kapillaren jeweils entweder mittels Vakuum (67,6

kPa Unterdruck, ABI) oder Druck (100 kPa, Agilent) f���I���������MaOH (1M), 5 min mit

Wasser, 5 min mit Kapillar-Konditionierl�����, 5 min mit HCl (1M) und 10 min mit Trenn-

puffer gesp���. Vor jeder Trennung wurden die Kapillaren jeweils mittels Vakuum (67,6 kPa

Unterdruck, ABI) oder Druck (100 kPa, Agilent) f���H�min mit Kapillar-Konditionierl������
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und 2 min mit Trennpuffer gesp���. Die Kapillaren wurden je nach Kapillarelektrophoresege-

r���mit einer L�����!
��R0 cm (50 cm bis zum Detektionsfenster, ABI) bzw. 31 cm (39,5 cm

bis zum Detektionsfenster, Agilent) zugeschnitten.

Die Kapillare wurde auf 28 E0�1#�"�����������%��������������6���.)�JI E0 (Agilent, Luft-

k������) thermostatisiert. Abweichende Kapillartemperaturen werden im Elektropherogramm

angegeben. Die Detektion mittels UV-Absorption erfolgte bei 200 nm. Soweit keine anderen

Angaben gemacht werden, betrug die Trennspannung -11 kV (ABI) bzw. -15 kV (Agilent).

Die Messung wurde im umgekehrten Polarit����
����ausgef����� (Anode an Detektorseite).

Der Strom stieg dabei von ca. 60 �A bis max. 80 �A (ABI) und von ca. 130 �A bis max. 150

�A (Agilent) w������� ���� 3����ung (max. 50 min. Trennzeit) infolge Pufferabreicherung

(5���������� von HSCD w�hrend der Trennung von der Kathode zur Anode) an.

Die Injektion erfolgte hydrodynamisch mittels Vakuum (16,9 kPa Unterdruck, ABI) oder 5<

berdruck (1 kPa, Agilent). Normalerweise wurde eine Injektionszeit von 0,2 s (ABI), welche

1,24 nl Injektionsvolumen und 0,21% der Kapillarl����� ����������� 1@�.���� berechnet mit

Beckman Coulter CE Expert Version 1.0 (1997)) bzw. 13 s (Agilent) (4,4 nl Injektionsvolu-

men, entspricht 0.7% der Kapillarl����), gew����)�D�����������������erw����, wurde als Hin-

tergrundelektrolyt ein saurer Phosphatpuffer (25 mM, pH 2,5) verwendet (Ausf�hrung siehe

Kapitel 2.3). Eine 3D-CE ChemStation A.09.01 (1206) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,

USA) wurde zur Steuerung und Datenaufnahme des Agilent-Ger����� !�rwendet. Das ABI

wurde mit der Dionex Software AI-450 (Dionex, Olten, Schweiz) angesteuert.



49

5�8�� ��������<������������<�-������������	�
���

2.3.1 Elektrolytherstellung

Die Cyclodextrinkonzentrationen sind in % (w/v) angegeben, obschon eine Konzentrations-

angabe in mol/l f���-����������.�����!
��-orteil w���. Dies ist aber infolge der ungenauen

Derivatisierungsangaben beziehungsweise Molekulargewichte der HSCDs nicht exakt m�g-

lich.

Die beiden Trennpuffer, Elektrolyt 1 und Elektrolyt 2, wurden in Konzentrationen von 2%,

5% oder 10% (w/v) �-HSCD f���:�����
�+��J������-HSCD f�� Elektrolyt 2 in einem 25 mM

Triethylammoniumphosphatpuffer (50% Wasser, 50% Triethylammoniumphosphatpuffer

(50 mM, pH 2,5) von Beckman Coulter) hergestellt. Der pH-Wert wurde mit ortho-H3PO4 auf

pH 2,5 eingestellt.

2.3.2 Herstellung der Probenl��������

Die in den Trennpuffern l����������
��������������� 1����� Tabelle 5, alle Substanzen mit

KOW 1 oder 2) wurden in den beiden Elektrolyten mit einer Substanzkonzentration von unge-

f���� B�1 mg/ml gel���. Diese Probenvorbereitung wird nachfolgend Probenvorbereitung 1

genannt.

Die Modellsubstanzen mit einem log KOW von 3 oder 4 (siehe Tabelle 5) wurden zuerst in

einem organischem L������������� 1Methanol, Ethanol, Acetonitril oder DMSO) mit einer

Probenkonzentration von ungef����H�5 mg/ml gel���)�	��se L������.��������������HI mM

HSCD-Elektrolyten so verd�����������������.��������
����������&������������konzentration

wie auch eine Probenkonzentration von ungef����B�1 mg/ml erhalten wurden. Die dabei resul-



50

tierende CD-Konzentration in der Probenl�����������������������������3����������)� Diese Pro-

benvorbereitung wird nachfolgend Probenvorbereitung 2 genannt.

Ausserdem wurden f��� ������� ���������� �
����������� ������������� ���� ������ ��� CD-

Konzentrationen in den Proben und in den Trennpuffern exakt gleich waren. Dies wurde

durch Zugabe von HSCD in konzentrierter L������1� -CD) oder in reiner fester Form (An-

tek und Aldrich) bewerkstelligt. Diese Probevorbereitung wird nachfolgend Probenvorberei-

tung 3 genannt.

8� %��	������	���2���	�����

8�3�� �������	�
�

Zuerst wurde ein Trennsystem f��� alle wasserl��������� chiralen Modellsubstanzen (siehe

Tabelle 5, log KOW 1-2) entwickelt. Dazu wurden hochsulfatierte Cyclodextrine (HSCDs) von

Beckman Coulter eingesetzt. Diese mehrfach negativ geladenen Cyclodextrine erm�glichen

eine Trennung von unterschiedlich geladenen Komponenten mit einer Methode im Gegensatz

zu einfach oder ungeladenen Cyclodextrinen [Chen 	�����, 2001].

Als Standardpuffer f���HSCDs wurde ein Phosphatpuffer mit niedrigem pH-Wert verwendet

[Altria, 1998]. Eine 5��������� ���� -
�- und Nachteile des niedrigen pH-Wertes sind in

Tabelle 6 er������)
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Tabelle 6: 5���������������-Wert����������������������rundelektrolyten und die Auswirkungen auf das Trennsystem

Analyteigenschaften

sauer neutral basisch

Ladungszustand des Analyten neutral neutral positiv

Hintergrundelektrolyt Wandadsorption keine keine /�����: Abstossung

pH-Wert < 7 Elektroosmotischer Fluss Gering und in gleicher Richtung wie HSCD

nur Inklusionskomplexe nur Inklusionskomplexe
Elektrostatische Anzie-

hung/KomplexeWechselwirkung des

Analyten mit HSCD

Ladungszustand des Analyten negativ neutral neutral/negativ

Hintergrundelektrolyt Wandadsorption (�������: gross keine (�������: gross

pH-Wert > 7 Elektroosmotischer Fluss starkF�(�������G EOF ist in umgekehrter Richtung und deshalb ver����������������3��������

nur Inklusionskomplexe schwache InklusionskomplexeWechselwirkung des

Analyten mit HSCD

keine Komplexe,

keine Trennung m������
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Hervorzuheben ist dabei, dass der elektrosmotische Fluss (EOF), welcher normalerweise die

Migrationszeit verk����, infolge umgekehrter Richtung zum HSCD-Transport st��� und so

weit wie m�������unterdr�����.�������
����) Deshalb wurde der pH des Elektrolytsystems auf

den tiefen pH-Wert von 2,5 eingestellt (Elektrolyt 1 und 2). Dies eliminiert weitgehend den

EOF und die mehrfach negativ geladenen Analyt-HSCD-Komplexe migrieren haupts��������

durch ihre eigene Mobilit�������%���
��) Ausserdem ist bei diesem tiefen pH-Wert die uner-

w��������D������
���ion von basischen Analyten und/oder der HSCDs minimiert. Durch

das zus��������� �+����sche Belegen mit Triethylamin (TEA) [G*���-Gomar 	�� ���, 2003]

oder auch 1,3-Diaminopropan [Cavallaro 	�����, 1995] als Gegenion im Phosphatpuffer kann

die Adsorption fast vollst����������������� werden, was ein sehr robustes CE-Puffersystem

ergibt.

Beim pH-Wert von 2,5 sind die HSCDs vollst����� deprotoniert und die basische Analyten

protoniert. Durch die umgekehrte Ladung wird die gr����m����che Trennung erzielt [Tait 	��

���, 1994]. Das kommt daher zu Stande, da der basische Analyt ungebunden in die entgegen-

gesetzte Richtung des HSCDs respektive aller mit den HSCD komplexierten Molek���n

migriert. Durch diese umgekehrte Ladung wird ein stabiler elektrostatischer Komplex ausge-

bildet und durch die hohe Ladung des HSCDs eine schnelle Migration erm��������>����
�� 	��

���, 2000]. Zudem sind, wie in der Tabelle 6 aufgezeigt, beim pH-Wert von 2,5 die sauren

Verbindungen kaum deprotoniert, welche eine elektrostatische Abstossung zwischen den ne-

gativ geladenen Molek�������������� CDs zur Folge h�����und eine Enantiomerentrennung

verhindert.

Die Komplexierungskonstante zwischen den sauren Modellsubstanzen und den HSCD ist

somit bei pH-Wert 2,5 um ein Vielfaches gr��������� bei einem pH-Wert von 7. Neutrale Mo-

dellsubstanzen k������bei dem gew���������-Wert ebenfalls getrennt werden, da bei ihnen
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nur hydrophobische Wechselwirkungen auftreten und der pH-Wert keinen Einfluss auf die

Komplexierung hat. Ein Vorteil des tiefen pH-Werts ist, dass der EOF praktisch unterdr�����

ist [Tait 	�����, 1994; Perrin 	�����, 2001; Rudaz 	�����, 2003; Rocheleau, 2005].

8�5�� ��������+����	�
��������H��������������	�����D���

Durch die Anwendung des kommerziell erh���������� ��������� �Trenn-Kits� von Beckman

Coulter Fullerton, CA, USA konnten relativ rasch gute Ergebnisse erzielt werden. Alle was-

serl����������
�������������� mit log KOW 1-2 (siehe Tabelle 5) konnten mit den Elektroly-

ten 1 und 2 (5% w/v �-HS-CD von Beckman Coulter und 5% w/v �-HS-CD von Beckman

Coulter) und der Probenvorbereitung 1 (Modellsubstanz im Runpuffer gel����� siehe Kapitel

2.3) in Enantiomere und in die zugeh�������:dukte getrennt werden. Die Aufl������'S der

Enantiomere variiert von 1 bis 9 (berechnet mit Gleichung 2).

Ein typisches mit diesen Bedingungen aufgenommenes Elektropherogramm von 
-Methyl-

zimts��������������+�������������������
�������ist in Abbildung 3.2.1 gezeigt.
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Abbildung 3.2.1: CE-Trennung von Edukt 
-Methyl-zimts����� 12-Methyl-3-phenyl-
acryls����6� ���� ���� �
dukt (RS)-2-Methyl-3-phenylpropions����. Die Aufl������ �������
2,1. HS-�-CD 5% (w/v) von Beckman Coulter wurde als Trennpuffer verwendet und die Sub-
stanzen wurden im Trennpuffer gel���� 1Probenvorbereitung 1). Trennbedingungen:
ABI 270A-HT, -11 kV, 200 nm; Kapillarl����P�(������K3
���P�RBKIB�����%�����������������P�
28 E0��"�@����
������P 0,2 s (1,24 nl Injektionsvolumen, entspricht 0,21% der Kapillarl����6,
Injektionsdruck: 16,9 kPa.

Wie erwartet, konnten 3 Signale (Edukt und beide Enantiomere) detektiert werden. Die Tren-

nung aller wasserl���������chiralen Verbindungen ist in Abbildung 3.2.2 und Abbildung 3.2.3

gezeigt, wobei jedoch bei allen Trennungen die Probe einen 5% (v/v) Dimethylsulfoxidgehalt

enthielt (Probenvorbereitung 2). Die Migrationszeiten aller Modellsubstanzen (Edukte mit

Enantiomerenpaaren) sind in Tabelle 7 aufgelistet.

COOH


-Methyl-zimts���� (S6-2-Methyl-3-phenylpropions����

mAU

COOH*

t [min]



55

Abbildung 3.2.2: CE-Trennung aller wasserl����������
������������������� ������ log KOW von 1-2 (siehe Tabelle 5). HS-�-CD 5% (w/v) von
Beckman Coulter (Elektrolyt 2) wurde als Trennpuffer verwendet. Die Substanzen wurden in Dimethylsulfoxid und Trennpuffer (Dimethylsul-
foxidgehalt 5% (v/v)) gel���� 1�
���!
����������� H6)� 3���������������P HP3D-CE, -15 kV, 200 nm; Kapillarl����P� (������K3
���P� RJKRT�5 cm,
Kapillartemperatur: 15 E0��"�@����
������P�13 s (% der Kapillarl���� siehe 2.2.2), Injektionsdruck: 1 kPa.

t [min]
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Abbildung 3.2.3: CE-Trennung aller wasserl����������
�������������������������log KOW von 1-2 (siehe Tabelle 5). HS-�-CD 5% (w/v) von Beck-
man Coulter (Elektrolyt 1) wurde als Trennpuffer verwendet. Die Substanzen wurden in Dimethylsulfoxid und Trennpuffer (Dimethylsulfoxidgehalt
5% (v/v)) gel����1�
���!
�����������H6)�3���������������P HP3D-CE, -15 kV, 200 nm; Kapillarl����P�(������K3
���P�RJKRT�5 cm, Kapillartempera-
tur: 15 E0��"�@����
������P�13 s (% der Kapillarl���� siehe 2.2.2), Injektionsdruck: 1 kPa.

t [min]



57

Tabelle 7: 5��������������������
�������������#���������'��1������Gleichung 2) aller Enantiomerenpaare sowie Edukte mit 5% HS-�-CD bezie-
hungsweise HS-�-CD (Beckman Coulter) und ausgew�������
��������������������+ SsCDs von Antek respektive #sCDs von Aldrich. Trennbedin-
gungen und Probenvorbereitung wie in Abbildung 3.2.2 und Abbildung 3.2.3.

Standard CE-system 1 (�-CD) Standard CE-system 2 (�-CD)

Migrationszeit (min) Migrationszeit (min)

Modellsubstanzen:

Edukte

Enantiomere (E1/E2) Edukt E 1 E 2 Aufl����� Edukt E 1 E 2 Aufl�����

2-Methyl-3-phenylacryls�����1
-Methyl-zimts����6
(RS)-2-Methyl-3-phenylpropions����

18 20,+12 24, +13 7,+3 7 9,#13 10, #15 3,#4

Oxophenylessigs����-methylester
(RS)-Hydroxyphenyl-essigs��������+������

38 67 70 1 18 29,#42 34,#49 6,#5

1-Phenylethanon (Acetophenon)
(RS)-1-Phenylethanol

37 43 45 1 20 19 21 3

2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyliden)-amin
(RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyliden)-amin

18 5,+17 7,+19 19,+5 13 3,#3 6,#5 26,#12

Benzyl-(1-phenylethyliden)-amin
(RS)-Benzyl-(1-phenylethyl)-amin

- 10,+12 11,+13 4,+5 - 6 6 0

3-Oxo-3-phenyl-propans�������+������
(RS)-3-Hydroxy-3-phenyl-propans�������+������

48 54 60 4 22 24 24 1

5-Phenyl-3,4-dihydro-2H-pyrrol
(RS)-2-Phenylpyrrolidin

16 11 12 1 5 6 6 0

2-Ethyl-6-methylphenyl-(2-methoxy-1-methylethyliden)-amin
(RS)-2-Ethyl-6-methylphenyl-(2-methoxy-1-methylethyl)-amin

11 8 9 7 16 10 11 3

2-Acetylamino-3-phenylacryls����-methylester
(RS)-2-Acetylamino-3-phenylpropans����-methylester

74 58 65 4 36 24 29 6

Benzoes����-(1-phenylethyliden)-hydrazid
(RS)-Benzoes����-N-(1-phenylethyl)-hydrazid

40 24 28 7 8 8 9 9

2-Methyl-3-phenylprop-2-en-1-ol
(RS)-2-Methyl-3-phenylpropan-1-ol

22 20 22 5 6 5 6 3

2-Acetylamino-3-phenylacryls����
(RS)-2-Acetylamino-3-phenylpropans����

48 31 32 2 31 21 22 1

3-Methyl-2-phenylbut-2-ens����
(RS)-3-Methyl-2-phenylbutans����

16 9,+8 11,+8 8,+1 7 5 6 9
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8�8�� ��������+����	�
��������������H��������������	�����D����

3.3.1 Auftreten unerwarter Signale

In weiteren Schritten wurde versucht, die nicht wasserl��������� �
��������������� mit

log KOW 3-4 (siehe Tabelle 5) zu trennen. Die Trennbedingungen waren die gleichen wie f���

die wasserl��������� -�����������, aber zur L�����������!������������ .����� ���� �
��nl�<

sung Methanol als organisches L������������ zugesetzt (siehe 2.3 Methoden, Probenvorberei-

tung 2). Bei der Trennung der Enantiomere von R, S-Benzyl-(1-phenylethyl)amin mit einem

nicht abgemessenen Zusatz an Methanol in der Probenl������ traten vier statt der erwarteten

zwei Signale auf (Abbildung 3.3.1 (a)). Auch ein Wechsel von HS-�-CD 5% (w/v) zu HS-
-

CD 5% (w/v) ergab eine ����������.����������������
������3��������( Abbildung 3.3.1(b)).

Dies zeigte, dass das Auftreten dieser Zusatzsignale von der Art der verwendeten HSCDs

unabh������ist.
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Abbildung 3.3.1: CE-Trennung der Enantiomere R-,S-Benzyl-(1-phenylethyl)-amin. HS-�-CD
5% (w/v) von Beckman Coulter (Elektrolyt 1) wurde in (a) und HS-
-CD 5% (w/v) von
Beckman Coulter in (b) wurde als Trennpuffer verwendet. Die Substanzen wurden in Metha-
nol und Trennpuffer (Methanolgehalt ungef���� UB9� 1v/v)) gel���� 1Probenvorbereitung 2).
Trennbedingungen: ABI 270A-HT, -12 kV, 200 nm; Kapillarl����P�(������K3
���P�RBKIB�����
Kapillartemperatur: 28 E0��"�@����
������P�B�2 s (1,24 nl Injektionsvolumen, entspricht 0,21%
der Kapillarl����6, Injektionsdruck: 16,9 kPa.

NH

* Wo sind die

Enantiomere?

b)

t [min]

NH

*

a)

(RS)-Benzyl-(1-phenylethyl)-amin

(RS)-Benzyl-(1-phenylethyl)-amin

mAU

mAU

t [min]
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Die beiden Trennungen liessen deshalb auf eine Verunreinigung des Racemats schliessen.

Allerdings wurde der gleiche Effekt unter ����������3���������������, f������ folgende chi-

rale Verbindungen beobachtet:

� (RS)-2,6-Dimethyl-phenyl-(1-phenylethyl)-amin

� (RS)-Benzyl-(1-phenylethyl)-amin

� (RS)-2-Acetylamino-3-phenylpropans��������+������

� (RS)-Benzoes����-N-(1-phenylethyl)-hydrazid

Sowie bei deren Edukte traten ���������:����������:

� 2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyliden)-amin

� 2-Ethyl-6-methylphenyl-(2-methoxy-1-methylethyliden)-amin (Abbildung 3.3.2)

� Benzoes����-(1-phenylethyliden)-hydrazid

Benzyl-(1-phenylethyliden)-amin (wurde nicht gemessen)
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Abbildung 3.3.2: CE-Trennung von Edukt 2-Ethyl-6-methylphenyl-(2-methoxy-1-methyl-
ethyliden)-amin. HS-�-CD 5% (w/v) von Beckman Coulter (Elektrolyt 1) wurde als
Trennpuffer verwendet. Die Substanzen wurden in Methanol und Trennpuffer (Methanolge-
halt ungef���� UB9� 1v/v)) gel���� 1�
���!
����������� H6)� 3���������������: HP3D-CE,
-12 kV, 200 nm; Kapillarl����P�(������K3
���P�R1/39,5 cm, Kapillartemperatur: 15 E0��"�@�k-
tionszeit: 6 s (2,04 nl Injektionsvolumen, entspricht 0,34% der Kapillarl����6�� Injektions-
druck: 1 kPa.

2-Ethyl-6-methylphenyl-(2-methoxy-1-methylethyliden)-amin ergab mit 60% Methanol (v/v)

im Elektrolyt 1 zwei Signale. Allen diesen Verbindungen ist eine schlechte Wasserl�slichkeit

und das Vorliegen von Kationen bei pH 2,5 gemeinsam.

Dieser Effekt wurde entweder bislang in der Literatur gar nicht beschrieben oder bei Auftre-

ten wurde keine plausible Erkl������ gegeben. Deshalb wurden weitere Untersuchungen in

Bezug auf Ursache im Rahmen dieser Arbeit vorgenommen.

Folgende Parameter der CE-Trennung wurden zun����� variiert:

� L���������"�@����
�����
����, das heisst die Injektionsdauer der Probenl�sung

� Menge an Methanol in der Probenl�����

2-Ethyl-6-methylphenyl-(2-methoxy-1-methylethyliden)-amin

N

O

t [min]

mAU
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� Verwendung anderer organischer L���������������������
��nl�����

� Verschiedene Kapillaroberfl����� (Unterdr������ EOF)

� Unterschiedliche Kapillartemperaturen

� Unterschiedliche Ger���

� Unterschiedliche Basizit��������
������������en

� Variation der L����������������
������������en

3.3.2 Einfluss der Injektionspfropfenl���� auf die Signalteilung

Eine Serie von Messungen mit unterschiedlichen Injektionszeiten wurde vorgenommen. Diese

Proben wurden in 60% (v/v) Methanol und 40% (v/v) Trennpuffer gel���. Racemisches (RS)-

2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin wurde als Modellverbindung verwendet. Bei einer

Injektionszeit von einer Sekunde konnten die beiden Enantiomere gut getrennt werden (siehe

Abbildung 3.3.3). Ihre relativen Fl������1������������!��(�����������hnung mit Gleichung 3)

entsprechen mit 0,98 : 1,02 dem Racemat. Eine Erh����������"�@�ktionszeit auf 7 Sekunden

ergibt ein ganz anderes Elektropherogramm. Bei den urspr����ichen Migrationszeitpunkten

erscheinen weiterhin die Enantiomerensignale, jedoch ist deren H���K(������um einiges ver-

kleinert. Zus��������������wei neue Hauptsignale bei sp��������������
�������� sichtbar. Diese

Signale werden Artefaktsignale AF genannt, da sie vort�uschen, dass es sich hierbei um eine

unreine Probe handelt. AF1 steht f��� ���� �-��������������������� des Enantiomers E1 und

AF2 f��� Enantiomer E2. Die relativen Fl������ ���� �������Signalpaare sind zueinander je-

weils unterschiedlich (also AF1 zu AF2 respektive E1 zu E2), also nicht in einem racemischen

Verh������.
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Abbildung 3.3.3: Einfluss der Injektionspfropfenl���� auf den Signalteilungseffekt. CE�Trennung eines Enantiomerenpaares von (RS)-2,6-
Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin. 5% (w/v) HS-�-CD von Beckman Coulter (Elektrolyt 2) wurde als Trennpuffer verwendet. Die Substanz
wurde in Methanol und Trennpuffer (Methanolgehalt 60% (v/v)) gel���� 1�
���!
rbereitung 2). Trennbedingungen: HP3D-CE, -12 kV, 200 nm;
Kapillarl����P�(������K3
���P� RJKRT�5 cm, Kapillartemperatur: 15 E0�� ������������������ "�@����
��������: (a) 1 s (0,34 nl Injektionsvolumen, ent-
spricht 0,06% der Kapillarl����6�(b) 7 s (2,38 nl Injektionsvolumen, entspricht 0,4% der Kapillarl����6��(c) 12 s (4,09 nl Injektionsvolumen, ent-
spricht 0,67% der Kapillarl����6, Injektionsdruck: 1 kPa.
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indikator

Migrationszeit-

indikator



64

Eine weitere Erh����������"�@����
�����������JH� ��������erh��� die Migrationszeit der AF-

Signale noch st�����)�AF1 migriert dabei sogar erst nach E2, was auf eine sehr starke Reduk-

tion der Mobilit�����hliessen l����)�#��������JH� ��������"�@���ionszeit sind nur die relativen

Signalsummen und nicht die einzelnen Signale im racemischen Verh������. Die beiden Enan-

tiomerensignale sind wie bei 7 Sekunden Injektionszeit immer noch in der gleichen Position

(gleiche Mobilit��6�.�����������"�@���ionszeit von einer Sekunde.

Eine �������� Situation wird beobachtet, wenn statt des Elektrolyten 2 (HS-�-CD von Beck-

man Coulter) Elektrolyt 1 (HS-�-CD von Beckman Coulter) verwendet wird (siehe Abbildung

3.3.4). Auch hier ist bei 1 s Injektionszeit keine Signalteilung festzustellen, nach 2 s wird sie

jedoch sichtbar und nimmt anschliessend konstant zu. Ebenfalls sind die Mobilit�����������i-

den Enantiomere E1 und E2 f������� Injektionszeiten konstant. Die Migrationszeiten von AF1

und AF2 nehmen jedoch mit der Erh����������"�@����
�������� kontinuierlich ab.
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Abbildung 3.3.4: Einfluss der Injektionspfropfenl���� auf den Signalteilungseffekt. CE�
Trennung eines Enantiomerenpaares von (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin. 5%
(w/v) HS-�-CD von Beckman Coulter (Elektrolyt 1) wurde als Trennpuffer verwendet. Die
Substanz wurde in Methanol und Trennpuffer (Methanolgehalt 60% (v/v)) gel����1�
���!
r-
bereitung 2). Trennbedingungen: HP3D-CE, -12 kV, 200 nm; Kapillarl����P� (��ster/Total:
31/39,5 cm, Kapillartemperatur: 15 E0����������iedlichen Injektionszeiten: (a)- (l) 1 s-12 s (%
der Kapillarl���� siehe Abbildung 3.3.3), Injektionsdruck: 1 kPa.
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!�3� !�5�
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3.3.3 Einfluss der Methanolkonzentration der Probe auf den Signaltei-

lungseffekt

Eine ;�������������
���!
�����������wurde f�������������re Untersuchung dieses Effekts

vorgenommen, da sich bei Probenvorbereitung 2 die HSCD Konzentration in Proben- und

Trennpufferl������ �������������� ���� �������� ein Kapazit��������� (Verminderung der

HSCD-Konzentration durch Ionentransport zwischen den beiden Puffergef�����6� an HSCD

nicht ausgeschlossen werden kann. Deshalb wurde f��������.��������,������������������ Pro-

benvorbereitung 3 angewendet, welche gleiche Konzentration von HSCD in Probe und Puffer

hat.

F��� ���� ,������������ ���� Signalteilungseffekts wurde ebenfalls die Menge an Modellsub-

stanz konstant gehalten. Einzig der Gehalt an Methanol in der Probe wurde variiert. Als Mo-

dellsubstanz wurde das Racemat (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin eingesetzt

(siehe Abbildung 3.3.5). Die HSCD-Menge wurde wegen Schwerl��������������L�sungen mit

hohem Methanolanteil auf 2 % (w/v) reduziert.

Ohne Methanol in der Probe zeigte sich keinerlei Signalaufteilung und ein racemisches Sig-

nalverh������)�������������
������� aber ber������������.��������������������3�il der Sub-

stanz in L����������)�	���:������������������
�������������AB9��������nun eine Signalauf-

teilung des sp������������������:�����
�����:2. Eine weitere Erh����������IB9�������
l-

gehalt in der Probenl������!���������������n Effekt, wobei klar sichtbar wurde, dass das E-

nantiomerensignal E2 die Mobilit������������������ AF2-Signal hingegen langsamer migrierte.

Eine nochmalige Konzentrationserh�hung auf 60% Methanol best������������n Effekt. Zudem

konnte auch eine beginnende Aufteilung des Enantiomers E1 in AF1 beobachtet werden.
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Abbildung 3.3.5: Einfluss der Methanolkonzentration der Probe auf den Signalteilungseffekt. CE�Trennung eines Enantiomerenpaares von (RS)-
2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin. 2% (w/v) HS-�-CD von Beckman Coulter (Elektrolyt 2) wurde als Trennpuffer verwendet. Trennbedin-
gungen: HP3D-CE, -15 kV, 200 nm; Kapillarl����P�(�nster/Total: 31/39,5 cm, Kapillartemperatur: 15 E0��Injektionszeit: 13 s (% der Kapillarl����
siehe 2.2.2), Injektionsdruck: 1 kPa. Die Substanz wurde (a) in 100% (v/v) Trennpuffer (Probe nicht komplett gel���) gel����� (b) in 40% (v/v)
MeOH, (c) in 50%(v/v) MeOH, (d) in 60% (v/v) MeOH gel���)� 	��� � 0	-Konzentration in der Probel������ .����� @�.����� ���� H9 (w/v)
eingestellt (Probenvorbereitung 3).
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3.3.4 Einfluss des L������������� auf den Signalteilungseffekt

Anstelle von Methanol wurden auch andere organische L������������ wie Ethanol (EtOH),

Acetonitril (ACN) und Dimethylsulfoxid (DMSO) untersucht. Abbildung 3.3.6 zeigt den Sig-

nalteilungseffekt f��� #���
������)� Alle L������������� ��������  ��������������) Bei h��eren

L�������������
���������
����zeigten sich gegen�����������
� mit den anderen organischen

L���������������
��������!�������������. So vermindert sich, z.B. die Mobilit��� des Arte-

faktsignals AF2 (Abbildung 3.3.6) ab einer ACN-Konzentration von 40% (v/v) kontinuerlich.

Die Ursachen k�������Viskosit���- und Polarit������������������� L�sungsmittel sein.
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Abbildung 3.3.6: Einfluss der Acetonitrilkonzentration der Probe auf den Signalteilungsef-
fekt. CE�Trennung eines Enantiomerenpaares von (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-
amin. 2% (w/v) HS-�-CD von Beckman Coulter (Elektrolyt 2) wurde als Trennpuffer ver-
wendet. Trennbedingungen: HP3D-CE, -15 kV, 200 nm; Kapillarl����: Fenster/Total: 31/39,5
cm, Kapillartemperatur: 15 E0��Injektionszeit: 13 s (% der Kapillarl���� siehe 2.2.2), Injek-
tionsdruck: 1 kPa. Die Substanz wurde (a) in 100% (v/v) Trennpuffer (Probe nicht komplett
gel���6 gel����� (b) in 30% (v/v) ACN, (c) in 40% (v/v) ACN, (d) in 50% (v/v) ACN, (e) in
60% (v/v) ACN gel���)�	���� 0	-Konzentration in der Probel������.�����@�.���������H9
(w/v) eingestellt (Probenvorbereitung 3).
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3.3.5 Signalfl�����!������������

Bei der Untersuchung der korrigierten Signalfl�����verh�������� von E1, E2, AF1 und AF2

auf unterschiedliche Injektionsmengen, wurde eine Injektionsserie von 13 s bis 26 s Injekti-

onszeit durchgef����)�#���Probenl������������ wurde 50% (v/v) ACN und die Probenvorbe-

reitung 3 (siehe unter 2.3 Methoden) verwendet. Die korrigierten Peakfl����� (Gleichung 3)

von E1, E2 beziehungsweise AF1 und AF2 in Bezug auf unterschiedlichen Injektionszeiten

sind in Abbildung 3.3.7 dargestellt. Man erkennt, dass die Summe aller korrigierten Peakfl�<

chen (also E1+E2+AF1+AF2) mit l������� Injektionszeit und dadurch gr������� Probenmen-

ge kontinuierlich w�����)�Im Allgemeinen nehmen die korrigierten Peakfl������!
��AF1 und

AF2 zu. Die korrigierten Signalfl������!
��:J�����:H������@��
��������������
���������
�������

Verdoppelung der Injektionszeit von 13 s auf 26 s.
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Abbildung 3.3.7: Einfluss der Injektionszeit auf die korrigierten Signalfl������!
��:J��:2 respektive AF1 und AF2 mit der Gesamtsumme aller vier
Signalfl�����) Racemisches (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin wurde mit 2% (w/v) HS-�-CD von Beckman Coulter (Elektrolyt 2)
getrennt. Trennbedingungen: HP3D-CE, -15 kV, 200 nm; Kapillarl����P� (�nster/Total: 31/39,5 cm, Kapillartemperatur: 15 E0, Injektionsdruck:
1 kPa, Probenvorbereitung 3, L������������ 50% (v/v) ACN.
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3.3.6 Relative Mobilit������������ �m

Um die Signalteilung zu beschreiben und zu charakterisieren, wurde die relative Mobili�����f-

ferenz �m eingef����)��m wurde bereits von Ma und Horvath (1997) sehr erfolgreich zur Cha-

rakterisierung der Selektivit��� !
�� ��������� 0:-Systemen angewendet. �m wird deshab zur

Charakterisierung der Selektivit�� zwischen den E1 und E2 Signalen, zwischen AF1 und AF2,

sowie zwischen E1 und AF1 beziehungsweise E2 und AF2 verwendet.

Gleichung 10 Relative Mobilit��������������m
21

212/1 2
		

		

��0�, �, ��
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3.3.6.1 Einfluss der Methanolkonzentration der Probe auf die Selektivit����m

In Abbildung 3.3.8 ist der Einfluss der Methanolkonzentration in der Probe auf die relative

Mobilit��������������m dargestellt. Die Selektivit����m f���:1/E2 ist praktisch konstant. Die

beiden Artefaktsignale zeigen jedoch eine Erh������ ����  ������!����� 
�������� ����������a-

nolkonzentration von 20% (v/v) in der Probe. Das gilt auch f������� ������!������m E2/AF2

und E1/AF1. Eine Erh���������� ���ktivit�������������#�����
��!
��������
��
����#���o-

nitril wurde ebenfalls von Gratz und Stalcup berichtet [Gratz und Stalcup, 1998].
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Abbildung 3.3.8: Einfluss der Methanolkonzentration auf die Selektivit��� �m f��� ���� Racemat (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin
(Trennbedingungen wie bei Abbildung 3.3.5). Die Selektivit����m ist fast konstant f�� E1/E2. Ab einer Methanolkonzentration von >20% (v/v) in
der Probe, erh���������jedoch die Selektivit���!
���#(JK#(H�.������������:JK#(J�����:HK#(H.
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3.3.6.2 Einfluss der Injektionszeit auf die Selektivit����m

In Abbildung 3.3.9 ist der Einfluss der Injektionszeit auf die relative Mobilit�������erenz �m

dargestellt. Die �m von E1/E2 ist wiederum praktisch unabh������!
������"�@����
���������a-

log zur Methanolkonzentration. Das gleiche gilt f��� #(JK#(H)� 	���  ������!����� � :JK#(J�

nimmt dagegen mit Verl�������������"�@����
������������linear zu. Den Trend beobachtet man

ebenfalls f���:HK#(H. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es sich hierbei um zwei

unabh������� +������:JK:H�����#(JK#(H����������.������������������
�������� elektivit���

aufweisen. E1/AF1 und E2/AF2 zeigen allerdings eine deutliche Zunahme der Selektivit������

Bezug auf Vergr���erung der Injektionszeit.
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Abbildung 3.3.9: Einfluss der Injektionszeit auf die Selektivit����m f�������Racemat (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin (Probenvor-
bereitung 3, L�������������UB9�1!K!6���/������Trennbedingungen wie bei Abbildung 3.3.5). Die Selektivit�� �m ist fast konstant f���:JK:2 und
AF1/AF2. F���:JK#(1 und E2/AF2 jedoch, f���� eine Vergr�������� der Injektionszeit zur Erh���������� ������!�����.
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3.3.7 Einfluss der Kapillaroberfl�����eigenschaften auf die Signalteilung

Der Zusatz von organischen L���������������������������������n Oberfl������ffekten auch

die Abl����������!
��@���� Trennung aufgetragenen Kapillar-Konditionierl������!�rursachen

und so den beobachteten Effekt hervorrufen. Deshalb wurde der Einfluss verschienener Kapil-

laroberfl�������������� ��������������������������)

Es wurden entweder dynamische oder statische Belegungen verwendet. Bei der dynamischen

Methode wurde 50 mM 1,4-Diaminobutan dem Puffer und der Probenl���������esetzt. Wie

in Abbildung 3.3.10 sichtbar ist, wurde durch den relativ hohen Anteil an Diaminobutan die

Komplexierung von HSCDs mit (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin gest��������

eine Enantiomerentrennung war nicht mehr m������)�#���������� ����� ������������������������

nicht getrennte Artefaktsignal auf. Dessen Bildungsmechanismuss ist gleich wie bei den un-

belegten Kapillaren, was mit einer Erh����������"�@����
����it bewiesen werden konnte. Dies

ergab eine starke Mobilit���!����������������#���������������������!������������
������������

Enantiomerensignals (E1/E2).

Der Einfluss einer statischen Belegung wurde mit einer Kapillare von Beckman Coulter eCAP

(Polymer vernetzte quart���� #��
���mverbindung, 477431) untersucht. Die HSCD-

Konzentration wurde zwecks Verbesserung der Trennung auf 10% (w/v) im Elektrolyt und in

der Probe erh��� (allerdings entspricht die HSCD-Konzentration in der Probe nicht der

HSCD-Konzentration des Trennpuffers gem���� �
���!
��ereitung 2). Die damit erhaltene

Injektionszeitserie ist in Abbildung 3.3.11 gezeigt. Die dabei auftretende Signalaufteilung ist

�hnlich, aber etwas schw����� als bei den unbelegten Kapillaren. Es wird daher der gleiche

Mechanismus angenommen.
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Abbildung 3.3.10: Einfluss der Injektionspfropfenl���� auf den Signalteilungseffekt bei einer
dynamischen Kapillaroberfl�������������) CE�Trennung eines Enantiomerenpaares von
(RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin. 5% (w/v) HS-�-CD von Beckman Coulter
(Elektrolyt 1) mit 50mM 1,4-Diaminobutan wurde als Trennpuffer verwendet. Die Substanz
wurde in Methanol und Trennpuffer (Methanolgehalt 60% (v/v)) gel����1�
��nvorbereitung
2). Die Kapillare wurde nicht vor jeder Trennung mit Kapillar-Konditionierl����� gesp���)�
Trennbedingungen: HP3D-CE, -12 kV, 200 nm; Kapillarl����P�Fenster/Total: 31/39,5 cm, Ka-
pillartemperatur: 15 E0��������������������"�@����
��������P�1�6�J3 s, (b) 18 s, (c) 25 s, (% der
Kapillarl���� siehe Abbildung 3.3.3), Injektionsdruck: 1 kPa.
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Abbildung 3.3.11: Einfluss der Injektionspfropfenl���� auf den Signalteilungseffekt bei einer
statischen Kapillaroberfl�����belegung (Aminmodifizierte Kapillare). CE�Trennung eines
Enantiomerenpaares von (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin. 10% (w/v) HS-�-
CD von Beckman Coulter (Elektrolyt 1) wurde als Trennpuffer verwendet. Die Substanz
wurde in Methanol und Trennpuffer (Methanolgehalt 60% (v/v)) gel����1�
���!
rbereitung
2). Die Kapillare wurde nicht vor jeder Trennung mit Kapillar-Konditionierl����� gesp���)��
Trennbedingungen: HP3D-CE, -12 kV, 200 nm; Kapillarl����P� Fenster/Total: 31/39,5 cm,
Kapillartemperatur: 15 E0��������������������"�@����
��������P�1�6�J3 s, (b) 18 s, (c) 25 s, (%
der Kapillarl���� siehe Abbildung 3.3.3), Injektionsdruck: 1 kPa.
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Die Messungen mit dynamisch und statisch belegten Kapillaren zeigt, dass die Signalauftei-

lung nicht durch die Kapillar-Konditionierl������verursacht wird. Dies wurde durch weitere

Trennungen auf einer mit Polyacrylamid belegten Kapillare von Beckman Coulter (neutral

eCAP 477441) untermauert, welche derjenigen auf der aminmodifizierten Kapillare ��nlich

ist (Resultate nicht gezeigt).

3.3.8 Einfluss der Kapillartemperatur auf die Signalaufteilung

Der Einfluss der Kapillartemperatur auf die Signalaufteilung ist in Abbildung 3.3.12 gezeigt.

Die Trennung wurde bei 15 E0��30 E0 und 60 E0�auf- und absteigend vorgenommen. Es wur-

den keine Unterschiede beobachtet. Die Reduktion des Migrationszeitindikators zeigt klar

eine Reduktion der Viskosit�������:�����
�+���. Diese erh���������
�������, was zu stark redu-

zierten Migrationszeiten fast aller Signale f����)�:����������#(H-Signal zeigt eine wenig ver-

���������
�����������
���'������
������-�skosit�������:�����
�+���)�

Die Fl�����!�������������.�schen E1 und AF1 wie auch zwischen E2 und AF2 bleiben bei

der Temperatur��������� in etwa gleich, was auch nicht auf irgendwelche Aggregate oder

Dimere schliessen l����)�  �������������� ����� ������ ���se Fl�����!������������ ����� ����

joule������������������ausgeschlossen werden [Jorgenson 1983]. Ein joule�����r Heizeffekt

w��������������!��������������;������� der Fl�����!�����������������������)
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Abbildung 3.3.12: Einfluss der Kapillartemperatur auf den Signalteilungseffekt. CE�
Trennung eines Enantiomerenpaares von (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin. 5%
(w/v) HS-�-CD von Beckman Coulter (Elektrolyt 2) wurde als Trennpuffer verwendet. Die
Substanz wurde in Methanol und Trennpuffer (Methanolgehalt 60% (v/v)) gel����1robenvor-
bereitung 2). Trennbedingungen: HP3D-CE, -12 kV, 200 nm; Kapillarl����P� (�nster/Total:
31/39,5 cm, Injektionszeit: 13 s (% der Kapillarl����� ������ 2.2.2), Injektionsdruck: 1 kPa,
Kapillartemperaturen: (a) 15 E0, (b) 30 E0��1�6�UB E0)
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3.3.9 Ger���unabh�������������� ���������������

Alle vorhandenen Ger���� � 1������ &����� ��� �$�������������� 3���6� ������� ���� �����odellver-

bindungen (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin, (RS)-Benzyl-(1-phenylethyl)-

amin und (RS)-2-Ethyl-6-methylphenyl-(2-methoxy-1-methylethyl)-amin das gleiche Prob-

lem der Signalaufteilung. Dieses ist somit nicht auf einen Ger�teartefakt zur�����������)

3.3.10 Einfluss der Basizit�� und L�����������der Modellsubstanzen auf die

Signalteilung

Zur Untersuchung des Einflusses der Basizit�� und L�����������der verwendeten Komponen-

ten wurden Modellsubstanzen hoher Basizit���1��������%b-Wert) und niedriger Basizit�� (hoher

pKb-Wert oder pKa-Wert) verglichen. Modellsubstanzen niedriger Basizit������������#llge-

meinen eine niedrige L�����������1�
��� log KOW). Die Mehrheit der hier betrachteten Basen

haben jedoch ein aromatisches System, in welchem die Mesomerie durch die Protonierung

beeinflusst wird und somit eine Auswirkung auf die L�����������hat. Deshalb findet in diesem

Vergleich auch die L�slichkeit grosse Beachtung.

Die Signalpaare (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin und (RS)-2-Methyl-3-

phenylpropions����� wurden mit gleichen Trennbedingungen, Probenvorbereitungen, Sub-

stanzkonzentrationen und Methanol als L��������ttel verglichen. Wie in Abbildung 3.3.13

zu sehen ist, zeigt das Racemat von (RS)-2-Methyl-3-phenylpropions����

(log KOW = 2, pKa = 4.7) einen sehr geringen Artefakteffekt im Vergleich zum Racemat

(RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin, das eine bedeutend niedrigere L�����������

(log KOW = 4) und h����������������1pKb = 10.2) aufweist.
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Abbildung 3.3.13: Einfluss der Basizit�������&������������������� ������������. CE�Trennung
eines Enantiomerenpaares von (RS)-2-Methyl-3-phenylpropions�����(log KOW = 2, pKa = 4.7)
(a) und eines Entiomerenpaares von (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin
( log KOW = 4, pKb = 10,2) (b) 5% (w/v) HS-�-CD von Beckman Coulter (Elektrolyt 1) wurde
als Trennpuffer verwendet. Die Substanzen wurde in Methanol und Trennpuffer (Methanol-
gehalt 60% (v/v)) gel����1�
���!
�����������H6)�3���������������P HP3D-CE, -12 kV, 200
nm; Kapillarl����P�Fenster/Total: 31/39,5 cm, Kapillartemperatur: 15 E0, Injektionszeit: 13 s
(% der Kapillarl���� siehe 2.2.2), Injektionsdruck: 1 kPa.
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3.3.11 Einfluss des pH-Wertes der Probel�������������� �������ilung

Die Probel������� wurden auf unterschiedliche pH-Werte eingestellt (mit ortho-H3PO4 re-

spektive TEA), um zu untersuchen, ob die zu geringe Protonierung durch das Gegenion ein

Grund f��� ����#�����lungseffekt ist (siehe Ermakov 	�� ��� (1994) und Andersson und H�g-

glund (2000a)). Alle Proben wurden mit Methanol als organisches L����������������� UB9

(v/v) Methanol und 40% (v/v) Trennpuffer hergestellt (Probenvorbereitung 2). Als Modell-

substanz wurde das Enantiomerenpaar (RS)-2,6-Dimethyl-phenyl-(1-phenylethyl)-amin ver-

wendet. Probe a) wurde auf pH-Wert 1,92, Probe b) auf 2,50 und Probe c) auf 6,64 eingestellt

(siehe Abbildung 3.3.14).

Dabei wurde sichtbar, dass eine Erniedrigung des pH-Wertes in der Probe zur Erh�hung der

Protonierung der basischen Modellsubstanz keinen Einfluss auf den Aufteilungseffekt im

Vergleich zur Probe bei einem pH-Wert von 2,50 hat. Eine Erh������������-Wertes auf 6,64

hingegen zeigt eine kleine Ver���������� .������ @��
��� ���� ���� ��
����� ��-Wert-

Unterschiede des Injektionspfropfs zur restlichen Elektrolytmenge in der Kapillare und der

daraus resultierenden Diffusion zur���������������)
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Abbildung 3.3.14: Einfluss des pH-Wertes der Probenl������ �uf die Signalteilung. CE-
Trennung eines Enantiomerenpaares von (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin. 5%
(w/v) HS-�-CD von Beckman Coulter (Elektrolyt 2) wurde als Trennpuffer verwendet.
Trennbedingungen: HP3D-CE, -12 kV, 200 nm; Kapillarl����: Fenster/Total: 31/39,5 cm,
Kapillatemperatur: 15 E0, Inkjektionszeit: 13s (% der Kapillarl�����������2.2.2), Injektions-
druck: 1 kPa. Die Substanzen wurden in Methanol und Trennpuffer (Methanolgehalt 60%
(v/v)) gel���� 1Probenvorbereitung 2). pH anschliessend mit ortho-H3PO4 respektive TEA
eingestellt (a) pH Probe 1,92, (b) pH Probe 2,50, (c) pH Probe 6,64.
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8�9�� .������������!�����������	�
�

Der Einfluss der verschiedenen Parameter auf die Signalartefaktbildung erlaubte, eine Hypo-

these zu deren Ursache aufzustellen. Die beiden bekannten Modelle (siehe 1.5.5) werden da-

bei ber��ksichtigt und an die hier angewandeten Bedingungen angepasst. Das Modell von

Wren und Rowe (Gleichung 8 und Gleichung 9), welches von einer Auftrennung der Enanti-

omere mit CDs ����� ����������������� %
����$�erungskonstanten ausgeht, wird durch die

Eigenmobilit��� ����� 0	�� ��� ������������� (�ld erweitert (Abbildung 3.4.1 und Abbildung

3.4.2).

Abbildung 3.4.1

E1 + HSCD E1-HSCD KE1-HSCD = [E1-HSCD]
[E1] * [HSCD]

�E1 �HSCD �E1-HSCD

Abbildung 3.4.2

E2 + HSCD E2-HSCD KE2-HSCD = [E2-HSCD]
[E2] * [HSCD]

�E2 �HSCD �E2-HSCD

Weiterhin gilt, wie nach Wren und Rowe (1992a) postuliert, dass eine Trennung m�����������

wenn die Komplexierungsrate zwischen den Enantiomeren (E1/E2) und den HSCDs schneller

als die Zeitskala der Trennung in der Kapillare ist und die beiden gebildeten HSCD-

Einschlusskomplexe (E1-HSCD/E2-HSCD) unterschiedliche Stabilit����
��������� ���������

(KE1-HSCD� KE2-HSCD).

Die beiden HSCD-Komplexierungskonstanten KE1-HSCD und KE2-HSCD sind demnach verschie-

den gross und kommen im w����������sauren Puffersystem mit basischen Enantiomeren (gros-
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se elektrostatische Wechselwirkung) stark auf der Seite der Komplexe zum liegen. Durch den

nun in der Probel����������������n grossen organischen L������������anteil wird die w����i-

ge, polare Umgebung der HSCDs in der Probel���������
�����)�	������
�aren Enantiomere

k������ �������� !���������� ��� &������ ������� .��� ���� (
���� ����� ����� ���� %
����$�e-

rungsgleichgewicht sich in Richtung unkomplexierte Enantiomere verschiebt. Die HSCD-

Komplexierungskonstanten KE1-HSCD und KE2-HSCD werden kleiner.

Diese Reduktion der Komplexierungskonstanten mit nicht derivatisierten CDs unter Zugabe

von Methanol wurde erstmals von Penn 	�� ��� (1994) erw����� ���� !
n Wren und Rowe

(1998b) in ihr Modell miteinbezogen. Von Zhou 	����� (1997; 2003) wurde diese Reduktion

der Komplexierungskonstante ebenfalls bei HSCDs mit Ethanol, 2-Propanol und Acetonitril

gezeigt.

In Abbildung 3.4.3 ist eine schematische Darstellung des um die HSCD-Eigenmobilit���er-

weiterten Modells wiedergegeben. Es wird von einem CE-Trennsystem mit HSCDs, zwei

Enantiomeren E1/E2, einer grossen Menge an organischem L������������� ��� ���� �
����<

sung/Injektionspfropf und gleichen HSCD-Konzentrationen im Injektionspfropf und Trenn-

puffer (Probenvorbereitung 3) ausgegangen. In der schematischen Darstellung wird das e-

lektrophoretische Trennsystem in zwei Zonen aufgeteilt:

� In die organische L������������-Zone der Probenl������(organische Zone)

� Den restlichen Teil der schematischen Kapillare, die w��������������-Zone (w����ige

Zone).
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Abbildung 3.4.3: Schematische Illustration des Bildungsprozesses von Artefaktsignalen der CE-Trennung von Enantiomeren bei grossem Gehalt an
organischem L�����������������
������
���1
����������=
��6. Durch unterschiedliche Komplexierungskonstanten in den beiden Teilabschnitten
der Kapillare (Zonen) resultieren unterschiedliche Mobilit����) Die Pfeile symbolisieren die Mobilit���������:�����
�����:J�����:H�1langer Pfeil
entspricht kleiner Mobilit��K4����.���������K%
����$��������
�������� ����������.����� kurzer Pfeil entspricht grosser Mobilit��K4����.��-
digkeit/Komplexierungskonstante).
Enantiomer E1 in der organischen Zone besitzt dabei die geringe Mobilit�� �E1-HSCD-organisch. Diese vergr�������sich allerdings stark in der w���������
Zone zu �E1-HSCD-w������. Enantiomer E2 hat in beiden Zonen eine kleinere Mobilit�������:J)�	���3�����������������������
rganischen Zone, wobei ein
geringer Teil an Enantiomeren durch Diffusion bereits in die w�����������������������������)�	���������5��������!
������
������������������.��s-
rige Zone wird die Mobilit���!
��:J�����:H�!������������������	�����
��.��� zuerst E1 (kleine Menge mit �E1-HSCD-w������ ), anschliessend AF1
(�AF1 grosse Menge), E2 (kleine Menge mit �E2-HSCD-w������ ) und danach AF2 (�AF2 grosse Menge), detektiert.
�
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In der Probel��������������������������������������
�����������&��������������.���������

Trennpuffer, HSCDs und den beiden Enantiomeren E1 und E2. Die w��srige Zone ist eine

Mischung aus w���������3���������������� 0	�����������%
���������
��.�����������
����<

sung. Beide Zonen sind w��������������������������
��
����������3������
�����������ion��,

da angenommen wird, dass der elektrosmotische Fluss vernachl�ssigbar klein ist.

Die HSCD-Komplexierungskonstanten der Enantiomere E1 und E2 sind in der w���������=o-

ne gr��������������� 0	-Komplexierungskonstanten in der organischen Zone, was zur Folge

hat, dass die Mobilit������������.���������=
������sser sind als in der organischen Zone.

KE1-HSCD-w������ > KE1-HSCD-organisch > KE2-HSCD-w������� > KE2-HSCD-organisch

�E1-HSCD-w������ > �E1-HSCD-organisch > �E2-HSCD-w������� > �E2-HSCD-organisch

Abbildung 3.4.4: Vergleich der HSCD-Komplexierungskonstanten in w��������� ���� 
r-
ganischer Zone und der daraus resultierenden Mobilit���������:�����
������
mplexe

E1 in reinem Trennpuffer mit HSCD besitzt die gr�������
������� (�E1-HSCD-w������), E1 in orga-

nischer Umgebung hat eine bedeutend geringere Mobilit���(�E1-HSCD-organisch) und die Mobilit�<

ten von E2 in w�������������
�����������,��������fallen noch geringer aus (in Sonderf�������

wenn �E1-HSCD-organisch = �E2-HSCD-w������, ist sogar ein 5�erschneiden der Signale m������6.

Jedes Enantiomer bewegt sich somit in jeder Zone mit einer anderen Mobilit��)� Auf die

Abbildung 3.4.3 bezogen heisst dies, dass sich auf der rechten Seite der Pfropf mit der organi-

schen Zone befindet, in welcher die beiden Enantiomere E1 und E2 gel������������!��teilwei-

se mit HSCD komplexiert sind. Ein geringer Anteil an Enantiomeren wandert allerdings be-

reits durch Diffusion in die w��������=
���������������
�������������bedeutend geringere L�s-

lichkeit starke Inklusionskomplexe mit den dort vorhandenen HSCDs. Diese stark komple-
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xierten Enantiomere besitzen dadurch die hohen Mobilit������E1-HSCD-w������ und �E2-HSCD-w������

(grauer und schwarzer ausgezogener Pfeil entspricht hoher Geschwindigkeit).

Die gr�ssten Mengen an Enantiomeren befinden sich allerdings immer noch in der organi-

schen Zone und besitzen die Mobilit���� �E1-HSCD-organisch und �E2-HSCD-organisch (grauer und

schwarzer gestrichelter Pfeil entspricht niedriger Geschwindigkeit). Im elektischen Feld be-

wegen sich die geringen Anteile von E1 und E2, welche sich bereits in der w���������=
���

befinden, sehr schnell vom Injektionspropf weg und werden gem���� ����������rschiedlichen

Mobilit��������	�����
������������������������)

Die grosse Menge an E1 und E2 im Injektionspfropf hingegen bewegt sich bedeutend lang-

samer im elektrischen Feld Richtung Detektor. In der organischen Zone tritt ebenfalls wie in

der w���������=
��������#����������������������:�����
�����:J�����:H��������������
���i-

t���unterschied auf. Beim 5��������� ���� ����������� :����iomere von der organischen in die

w��������=
���vergr������ sich die Mobilit�ten stark (grauer und schwarzer Pfeil sind ausge-

zogen gedruckt) und eine weitere Auftrennung erfolgt bis zur Detektion. E1 besitzt nun eine

sehr hohe Mobilit�������������������������������������#������:H, der in der w�ssigen Zone

gestartet ist, ������olen����������������	�����
������������)�

Durch die quasi zwei Startpunkte vor und im Pfropf sowie der auf den Mobilit����������nzen

beruhenden kontinuierlichen Trennung, registriert man schlussendlich am Detektor vier ein-

zelne Signale unterschiedlicher Intensit��������
�������. Dabei wird das Signal AF1 vor dem

Signal E2, oder wie in Abbildung 3.4.3, bei gen������ ��
sser Trennstrecke sogar nach E2

auftreten.
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Das Migrationszeitenmodell von Chankvetadze 	����� (2004), welches auf den unterschiedli-

chen Migrationszeiten der Diastereomerenkomplexe aufbaut, kann auch f������ Betrachtung

der beiden Zonen zugezogen werden. Die Parameter, welche die Mobilit���������:�����
�����

beziehungsweise Enantiomerenkomplexe in den beiden Zonen beeinflussen, sind die Viskosi-

t�����������'��ius. Die Viskosit������������������������������=
����sind allerdings nicht die

Ursache der Artefaktsignale, da bei der Selektivit���������������!
���m in Gleichung 10 die

Viskosit���eliminiert ist. Der Radius des hydratisierten Molek����respektive Komplexes wird

nicht exakt gleich gross sein, jedoch wohl nicht einen gen��������
�����:���������������, um

diese Signalteilung hervorzurufen. Deshalb wird in der weiteren Analyse dem Migrationszei-

tenmodell von Chankvetadze 	����� (2004) nicht weiter Beachtung geschenkt.

8�7�� 2���	����� ���� !�����������	�
� ������� ���� #�������A

�	�
������������������

3.5.1 Einfluss der Pfropfenl����

Durch eine Vergr���������������
����- respektive Injektionsl�����.��������Migrationsstre-

cke der Enantiomere E1 und E2 in der organischen Zone l�����������der �-
�����������������

bereits in der w���������=
����������������:�����
mere gr�sser. Der Aufteileffekt wird in

Abbildung 3.3.3 (siehe Kapitel 3.3.2) klar sichtbar. Im Beispiel a) mit einer Sekunde Injekti-

onszeit findet keine Aufteilung der Enantiomere E1/E2 von deren AF1/AF2 statt, da die

Propfenl����������������������
������)� Die Injektionsl�����betr���, bezogen auf die 39,5 cm

lange Kapillare, nur 0,2% der effektiven Kapillarl����, das heisst 0,6 mm. Sie liegt somit in
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einem Bereich, in dem die Diffusion den Methanolgehalt in der Probe so stark erniedrigt, dass

keine gen�gend grosse Reduktion der Komplexierungskonstanten auftritt. Alternativ ist bei

dieser effektiven Kapillarl���� die Trennstrecke zu klein, um die Migrationszeitenunterschie-

de zu detektieren und somit den Aufteilungseffekt zu sehen.

Die Vergr�������������"�@����
����������b) und c) von Abbildung 3.3.3 und der entsprechend

gr��������Menge an Enantiomer zeigt im Einklang mit dem postulierten Artefaktbildungsmo-

dell vergr������� Signalfl������!
��#(J�����#(H und beinahe gleichbleibende Signalfl������

von E1 und E2.�In Abbildung 3.3.7 ist dieser konstante Diffusionsanteil von E1 und E2 �����

einen Injektionsbereich von 13 s bis 26 s ebenfalls sichtbar.

Der Grund f���������������Aufteilen des sp������������������#(H-Signals, wie in Abbildung

3.3.4 bei b) und c) sichtbar, liegt darin, dass AF2 durch die kleinere Komplexierungskonstan-

te gegen���� AF1 langsamer migriert und somit l���er braucht, die organische Zone zu ver-

lassen. Dadurch ist AF2 l������ ����-������������ ����%
����$����ngskonstante ausgesetzt

als AF1. Ausserdem ist bei b) sichtbar, dass die Injektionsmenge respektive der Probenpfropf

f���#(J���������������������so dass die Diffusionszone ausreicht, um AF1 nicht auszubilden.

3.5.2 Einfluss des organischen L������������s

Das organische L������������ in der Probel����������������� durch seine Polarit����������ive

L���������������3�������������
�������������#��������������)�	���������Hydrophobizit����u-

nahme im Probenpfropf wird die Komplexierungskonstante zwischen Modellsubstanz und

HSCD stark vermindert. Die untersuchten wassermischbaren L�������������1�����nol, Etha-

nol, Acetonitril, Dimethylsulfoxid) besitzen einen relativ kleinen Polarit��������������� ���

Wasser. Ein sehr unpolares L��������ttel hingegen w����nicht mit Wasser mischbar. Deshalb
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ist eine Einteilung der Signalteilungsst�������� im beschr����en Rahmen m������)�	���.���e-

ren wirkt auch die L��������������� @�.���������
��������������m organischen L�sungsmittel

auf den Signalteilungseffekt ein. Allerdings nicht immer im gleichen Umfang oder St�����wie

dies bei der Polarit��reduktion der Fall ist. Insgesamt zeigen Ethanol und Acetonitril eine ge-

gen�����������
��
����	�����+�����
$������������3����������
���������������%
���������o-

nen eine Artefaktbildung hervorzurufen.

In dieser L�������������������������������� weiterer nicht vernachl�����������:��������aktor

ber������������.�����P die Viskosit��)� �������.
�������4���� daf��, dass in Abbildung 3.3.6

die sichtbare Mobilit���!
��AF2 bei der Probenkonzentration von 50% und 60% ACN nicht

mehr weiter ab- sondern zunimmt. Diese Mobilit���erh�hung beruht auf der Abnahme der

Viskosit�� der Acetonitril-Puffer-Mischung in der organischen Zone im Vergleich zur Visko-

sit������ reinen Puffers in der w���������=
��. Mischungen von Acetonitril und Wasser zei-

gen gegen�����D�����������Reduktion der Viskosit���ab einer Konzentration von 40% bis zu

100% (v/v) (siehe Abbildung 3.5.1).

Auch in Abbildung 3.3.5 kann eine solche Viskosit����bh���������� ������������� .�rden, da

jedoch mit MeOH und einer Mobilit�����������1������MeOH-Gehalt von 50% und 60% bei

c) und d) am Signal AF2). Denn Methanol-Wasser-Mischungen zeigen gegen���� ACN nicht

eine Reduktion, sondern eine Erh����������Viskosit��. Diese Viskosit���������� hat ihr Ma-

ximum bei ca. 45% (v/v) (siehe Abbildung 3.5.1). Somit kann geschlussfolgert werden, dass

die Mobilit���!
��#(H��� Abbildung 3.3.5 gr�����������m�����.
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��Acetonitril- und MeOH-Mischungen mit Wasser (Viskosit���!
��Wasser bei 25 E0: 0,9mPa�s) [Dolan und
Snyder, 1989].
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3.5.3 Einfluss der Konzentration des organischen L�����smittels

Der Signalteilungseffekt ist abh������!
������%
���������
������
�����������&��ungsmittels

in der Probenl�����)�=�� Artefaktbildung ben���������eine Minimalkonzentration an organi-

schem L������������� �������robel�����. Diese liegt, je nach Art des organischen L�����s-

mittels bei 20% bis 40% (v/v). Allerdings kann angenommen werden, dass diese Minimal-

konzentration auch kleiner sein kann, wenn Modellsubstanzen geringerer L����������� 
����

h���rer Konzentration sowie organische L������������ tieferer Polarit�� und h�here HSCD-

Konzentrationen verwendet werden. Weiterhin k������ ���� ��������
������ation

durch elektrophoretische und ger��etechnische Parameter auch noch verringert werden.

3.5.4 Einfluss der Kapillartemperatur

Mit dem postulierten Modell der Artefaktbildung anhand des Komplexierungskonstantenmo-

dells kann das in Abbildung 3.3.12 beobachtete Verhalten wie folgt erkl����.�����P���������

Erh�hung von 15 E0�����RB E0�nimmt die Viskosit������ rein w�������� Elektrolyten ab (siehe

Abbildung 3.5.2). Die Viskosit�� des mit Methanol versetzten Probenkopf hingegen reduziert

sich weniger stark. Diese unterschiedliche Viskosit�����������.��������� auf die Mobilit����

der Modellsubstanzen aus. Die Mobilit���� vom Migrationszeit-Indikator, Enantiomer E1 und

E2 werden jeweils gr����� und deren Migrationszeit wird stark verk����. F������� �������#(J�

und besonders AF2, welche sich lange im Methanol-Propf aufhalten, ist diese Erh������der

Migrationszeit bedeutend geringer.
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96

Da sich die Mobilit���� zur Viskosit�� gem����Gleichung 7 reziprok proportional verh���, ist in

Abbildung 3.5.3 der Kehrwert der Temperaturerh������ ������ ���� &
���������� ��� Kehr-

werts der Mobilit�����!
��:J�����#(J�aufgetragen. Dabei wird der vorher postulierte Trend

der verminderten Abnahme (kleinere Steigung) von AF1 gegen�����:1 sichtbar. In Abbildung

3.3.12 kann ein ���������� #������!��������� ��i AF2 beobachtet werden. Dort nimmt die

Migrationszeit bei 60 E0�Kapillartemperatur im Vergleich zu der Messung bei 30 E0 Kapillar-

temperatur sogar ein wenig zu. Dies kann durch die erh����� 	������
�� ���� &�����smittel-

pfropfs und der dabei vergr�������� Pfropfl������
�����������������-���
������������unter-

schied erkl����.�����)

3.5.5 Einfluss der L������������������������������
������������

Auch die Basizit���- und L��������������
����� ������� ���� ���� Artefaktbildungs-

modell erkl���� .�����)� 	��� :�����
���������� (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-

amin in Abbildung 3.3.13 (b) zeigt eine intensive Auftrennung der Artefaktsignale von den

Enantiomerensignale. Diese besonders starke Auftrennung kommt zu Stande, weil bei einem

pH-Wert von 2,5 die beiden Enantiomere (pKb =10,2) protoniert und somit positiv geladen

sind. Dies erm���������.����������
����������
statische Wechselwirkung mit den negativ ge-

ladenen HSCDs, bewegt aber die unkomplexierten Molek���� ��� ���� entgegengesetzte Rich-

tung als die HSCDs (Richtung Detektor). Deswegen durchqueren die Molek���� den L�<

sungsmittelpfropf nur sehr langsam und bleiben somit l�������em Einfluss der organischen

Zone ausgesetzt. Dies zeigt Abbildung 3.3.13 (a) f������ Enantiomerenpaar (RS)-2-Methyl-3-

phenylpropions������welches bei dem pH-Wert des Elektrolyten nicht protoniert ist. Die Auf-

spaltung ist deswegen sehr viel kleiner und nur bei gen��������
���� Injektionspfropfenl�����

sichtbar.



97

Die Basizit�� der Modellsubstanz erkl��������, weshalb das hintere Signal AF2 immer als Ers-

tes nach k��������=����erscheint/aufgesplittet wird (siehe Abbildung 3.3.5). Gem��������Arte-

faktbildungsmodell diffundieren zu Beginn der Trennung die Enantiomere E1 und E2 in die

w���������=
���1Elektrolyt) und werden von dort �������� restliche Trennstrecke aufgetrennt.

Das Signal AF1, welches in der organischen Zone vermindert voran kommt, wird bei gen�<

gend kurzer Pfropfenl���� oder bei tiefer organischer L�������������
�zentration gemeinsam

mit E1 am Detektor ankommen, weil durch die hohe Basizit�� und der dadurch hohen entge-

gengerichteten Ladung eine starke elektrostatische Wechselwirkung mit den HSCDs stattfin-

det. Folglich kann nur ein sehr geringer Anteil in unkomplexierter Form als AF1 auftreten

und deswegen ist bei geringer L�������������
���������
��
��� kurzer Propfenl�����E1 ver-

breitert oder AF1 nur sehr schwach sichtbar.

AF2 hingegen bildet wie AF1 durch seine positive Ladung mit dem HSCD einen starken e-

lektrostatischen Komplex, wobei dieser in der organischen Zone bedeutend schw����� ist.

Dies hat zur Folge, dass das Enantiomer E2 gr������������unkomplexiert in AF2 vorliegt und

dabei in die �!����������'����������������) Dabei wird der Aufenthalt in der organischen Zo-

ne, in welcher die Komplexierungswechselwirkung verringert ist, noch vergr�������� .���

schlussendlich eine Verst�����������#�������������� ������ auch schon bei sehr kleinen Injek-

tionszeiten und L�sungsmittelkonzentrationen zur Folge hat.

Eine hohe Basizit����er verwendeten Modellsubstanz resultiert in einer geringen L�����������

(siehe Tabelle 5). Dies ist f�� die Basen mit aromatischem System typisch, in welchem die

Mesomerie durch die Protonierung beeinflusst wird und somit eine Reduktion der L�����hkeit

mit sich bringt. Wie stark die L����������������
�����������������#�����������������������i-

tr���, konnte mit den verwendeten Modellsubstanzen nicht abgekl����.�����)�	��� log KOW

Werte der L�����������.����� zudem f������������/����
�KD�����-Systeme ermittelt. Somit
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sollten entweder die Messungen bei neutralem pH-Wert durchgef�����
��������log KOW Werte

auf den pH-Wert von 2,5 berechnet werden, um den Einfluss der L������������uf die Artefakt-

bildung abkl��������������)�

8�@��  ����������A ������

Durch L����������
������������������	� /�����den Elektrolyten 1 oder 2 (je 5% (w/v) HS-

CD, DMSO-Gehalt 10% (v/v) und Probenvorbereitung 2) konnten alle Modellsubstanzen in

die Enantiomere aufgetrennt und auch von ihren Edukten getrennt werden (siehe Abbildung

3.2.2, Abbildung 3.2.3, Abbildung 3.6.1 und Abbildung 3.6.2). Zudem ist kei-

ne vorhergehende Derivatisierung mehr notwendig.

In Tabelle 7 sind die Migrationszeiten und die Aufl������'���������� Edukte und Enantiome-

renpaare aufgelistet. Wie in Tabelle 7 sichtbar ist, k�������������������
�������������������

HS-CDs von Beckman Coulter bessere Trennungen (zum Beispiel (RS)-2,6-Dimethyl-phenyl-

(1-phenylethyl)-amin) und k�������3���������������unter Verwendung von SsCDs, sCDs von

Antek oder Aldrich erzielt werden. Bei den Modellsubstanzen (RS)-2-Methyl-3-

phenylpropions���������(RS)-Benzyl-(1-phenylethyl)-amin) sind die SsCDs von Antek aller-

dings bez������ Aufl����������3�����������������)�Kein HSCD-Typ ist daher f�� die Tren-

nung aller Modellsubstanzen optimal. Wie bereits Phinney 	����� (2002) erw��������aben der

Grad und die Position des Sulfatsubstituenten einen grossen Einfluss auf den chiralen Erken-

nungsprozess.



99

Abbildung 3.6.1: CE-Trennung aller nicht wasserl����������
�������������������������log KOW von 3-4 (siehe Tabelle 5). HS-�-CD 5% (w/v) von
Beckman Coulter (Elektrolyt 1) wurde als Trennpuffer verwendet. Die Substanzen wurden in Dimethylsulfoxid und Trennpuffer (Dimethylsul-
foxidgehalt 5% (v/v)) gel���� 1�
���!
����������� H6)� 3��������ngungen: HP3D-CE, -15 kV, 200 nm; Kapillarl����P� (������K3
���P� RJKRT�5 cm,
Kapillartemperatur: 15 EC, Injektionszeit: 13 s (% der Kapillarl���� siehe 2.2.2), Injektionsdruck: 1 kPa.
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Abbildung 3.6.2: CE-Trennung aller nicht wasserl����chen Modellsubstanzen mit einem log KOW von 3-4 (siehe Tabelle 5). HS-�-CD 5% (w/v) von
Beckman Coulter (Elektrolyt 2) wurde als Trennpuffer verwendet. Die Substanzen wurden in Dimethylsulfoxid und Trennpuffer (Dimethylsul-
foxidgehalt 5% (v/v)) gel���� 1�
���!
����������� H6)� 3��������ngungen: HP3D-CE, -15 kV, 200 nm; Kapillarl����P� (������K3
���P� RJKRT�5 cm,
Kapillartemperatur: 15 E0��"�@����
������P�13 s (% der Kapillarl���� siehe 2.2.2), Injektionsdruck: 1 kPa.
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Gleichwohl k�������������keine Voraussagen zur Trennung getroffen werden, was zur Folge

hat, dass bei fast identischen Verbindungen und chiralen Selektoren unterschiedliche e-

lektrophoretische Ergebnisse resultieren k�����)�Die beiden Elektrolyte 1 oder 2 (je 5% (w/v)

HS-CD konnten ohne zus��������� ������������
����%�������.������������������������ngesetzt

werden.

Mit dem Elektrolyten 1, HS-�-CD 5% (w/v) von Beckman Coulter, den Standardbedingungen

und dem Enantiomerenpaar (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin konnte eine Wie-

derholbarkeit �����HI�3������������������ ���������.�������������
���������E1 von 0,2%

beziehungsweise 0,6 % f����E2 erzielt werden (Standardabweichung f����VHI6)�	���������
��

lag f��� die Signalfl������ ���� R�8%. Aus den in Abbildung 3.6.3 dargestellten Elektrophe-

rogrammen kann eine Nachweisgrenze (LOD) von 0,2% abgeleitet werden.
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Abbildung 3.6.3: Wiederholbarkeit der CE-Standardmethode. 25 CE-Trennungen eines Enantiomerenpaares von (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-
phenylethyl)-amin mit 5% (w/v) HS-�-CD von Beckman Coulter (Elektrolyt 2). Trennbedingungen siehe Abbildung 3.6.2.
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In der Zielsetzung wurde auch eine Entwicklung von � �� �� ��� ����3���������erw����)

Zwei m��������3���������� ���� �# ���� ����-�und die ��������-Technik, wurden genauer

untersucht.

3.7.1 Short End Technik

Bei der �# ���� ����-Injektions-Technik [Perrin, 2003; Perrin, 2001] wird die enorm hohe

Trennstufenzahl der CE ausgenutzt. Oftmals ist die Aufl����� einer Enantiomerentrennung

viel zu gut. Erst eine Reduktion der Trennstrecke beziehungsweise Kapillarl���� w���� ein

Optimum zwischen ben�������� #��������� ���� ����maler Migrationszeit ergeben. Da aber

ger����������� ���� ���������, effektiven Kapillarl������ 1"�@���
�� � Detektor) oft sehr lang

sind (ABI ca. 20 cm, Beckman 2000/5010 ca. 17 cm, Beckman MDQ ca. 20 cm, Agilent

HP3D-CE ca. 25 cm), wird eine spezielle Injektionstechnik angewendet. Dabei wird die Probe

an dem Ende der Kapillare injiziert, welche dem Detektionsfenster am n������������(deshalb

�# ����������siehe Abbildung 3.7.1). Durch die signifikante Kapillarl�����!���������������

somit die Migrationszeit der Substanzen reduziert werden.

Abbildung 3.7.1: Vergleich von Normal- zu �# ��������-Injektion.

normal

# ��������

Detektor
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Abbildung 3.7.2: CE-Trennung eines Enantiomerenpaares von (RS)-2-Methyl-3-phenylpropions����. In a) und c) wurden 5% (w/v) HS-�-CD und in
b) 5% (w/v) HS-�-CD von Beckman Coulter als Trennpuffer verwendet. Die Substanzen wurden jeweils in Dimethylsulfoxid und Trennpuffer (Di-
methylsulfoxidgehalt 10% (v/v)) gel����1�
���!
�����itung 2). Trennbedingungen: HP3D-CE, 200 nm; Kapillarl����P�(������K3
���P�RJKRT�5 cm,
Kapillartemperatur: 15 E0��"�@����
������P�13 s. In a) +15 kV und Injektionsdruck/vakuum: -1 kPa (# �������). In b) und c) -15 kV und Injektions-
druck: +1 kPa.
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Diese Injektionsmethode funktioniert aber nicht auf allen Ger����, weshalb sie hier nur auf

dem Agilent HP3D-CE am Beispiel des Enantiomerenpaares (RS)-2-Methyl-3-phenylpropion-

s�����aufgezeigt wird. In Abbildung 3.7.2 (c) sieht man, dass die Aufl������'��!
��HB�!�������

gross ist und eine Reduktion der Trennstrecke beziehungsweise Kapillarl�����f��������
����a-

le Trennzeit n�����w���)�"��1�6�.��� die Migrationszeit zwar fast um die H����� k�������������

(c), aber die Aufl����������� keine Reduktion der Kapillarl������������)�

Auf (c) angewandt liefert die �# ��������-Injektions-Technik die Trennung, die in (a) (siehe

Abbildung 3.7.2) gezeigt wird. Es wird statt 13 s Injektionszeit bei +1 kPa Injektionsdruck auf

der Injektionsseite und -15 kV Trennspannung, nun das Probegl������� an der Detektorseite

angelegt, f�� 13 s bei -1 kPa injiziert und mit +15 kV separiert. Die Aufl������ �������abei

zwar stark, ist aber noch gen�gend gross, um eine eindeutige Trennung der beiden Enantio-

mere durchf����� zu k��nen. Die Trennzeitersparniss liegt in diesem Beispiel bei einem Fak-

tor von ca. 3.5.

3.7.2 Multirun

Bei der ������-Technik wird sowohl die sehr hohe Selektivit�������������
�������!���0:�����

auch die sehr hohe totale Anzahl von Trennstufen ausgenutzt. Dadurch ist es m������, mit

ausgew������������������!
� Modellsubstanzen unterschiedlicher Mobilit�� eine Trennung

aller Komponenten in einem einzigen Elektropherogramm zu erzielen. Ein Beispiel ist in

Abbildung 3.7.3 wiedergegeben, wobei eine Mischung der Enantiomerenpaare (RS)-2-

Methyl-3-phenylpropions������ (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin, (RS)-2-

Acetylamino-3-phenylpropans���� und (RS)-3-Methyl-2-phenylbutans���� mit HS-CDs in

alle Komponenten aufgetrennt wurde.
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Abbildung 3.7.3: CE-Trennung eine Mischung folgender Enantiomerenpaare: (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin, (RS)-3-Methyl-2-
phenylbutans������ (RS)-2-Methyl-3-phenylpropions����, (RS)-2-Acetylamino-3-phenylpropans����)� I% (w/v) HS-�-CD von Beckman Coulter
(Elektrolyt 2) wurde als Trennpuffer verwendet. Die Substanzen wurden in Dimethylsulfoxid und Trennpuffer (Dimethylsulfoxidgehalt 10% (v/v))
gel����1�
���!
�����������H6)�3���������������P��3D-CE, -15 kV, 200 nm; Kapillarl����P�(������K3
���P�RJKRT)I�����%�����������������P�JI E0��
Injektionszeit: 13 s, Injektionsdruck: 1 kPa.
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In Abbildung 3.8.1 wurden die Enantiomerenpaare (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-

amin, (RS)-2-Methyl-3-phenylpropions���� und (RS)-Hydroxyphenyl-essigs��������+�������

mit HSCDs von Beckman Coulter aufgetrennt (b). Die Auftrennung der gleichen Enantiome-

renpaare mit sCDs von Aldrich (a) zeigt keine Ver�������������#���������'�)�"��-���������

der Migrationszeiten der getrennten Enantiomere zeigt sich allerdings eine Erh��������������

Verwendung von Aldrich sCDs als chiraler Selektor im Gegensatz zu den HSCDs von Beck-

man Coulter. Zudem ist das Basislinienrauschen mit sCDs von Aldrich um einiges h����)�

Dies ist wahrscheinlich auf den niedrigeren Sulfatierungssubstitutionsgrad und die nicht so

hohe Reinheit der sCDs von Aldrich zur�����������)�#����-����+����	����� (1998b) zeigte,

dass bei Trennsystemem mit sCDs von Aldrich erh������������
�������������!�����������'�u-

schen auftreten.
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Abbildung 3.8.1: CE-Trennung einer Mischung folgender Enantiomerenpaare: (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-phenylethyl)-amin, (RS)-2-Methyl-3-
phenylpropions���� und (RS)-Hydroxyphenyl-essigs��������+������. 5% (w/v) �-sCDs von Aldrich wurde in a) und 5% (w/v) HS-�-CD von
Beckman Coulter wurde in b) als Trennpuffer verwendet. Die Substanzen wurden in Dimethylsulfoxid und Trennpuffer (Dimethylsulfoxidgehalt
10% (v/v)) gel����1�
���!
�����������H6) (*) sind Verunreinigungen. Trennbedingungen: HP3D-CE, -15 kV, 200 nm; Kapillarl����P�(������K3
���P�
31/39,5 cm, Kapillartemperatur: 15 E0��"�@����
������P�13 s, Injektionsdruck: 1 kPa.
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Die Komplexierungskonstanten zwischen den Modellsubstanzen und den HSCDs k������

durch unterschiedliche Methoden bestimmt werden. In der Literatur sind dazu eine grosse

Bandbreite von Methoden beschrieben [Kuhn und Erni, 1992; Wren und Rowe, 1992a; Wren

und Rowe, 1992b; Penn und Goodall, 1993; Penn 	�����, 1994; Tait 	�����, 1994; Baumy 	�����,

1995; Penn 	�����, 1995; Ferguson 	�����, 1996; Rundlett und Amstrong, 1996; Tanaka 	�����,

1996; Rundlett und Amstrong, 1997; Van Eeckhaut 	�����, 2000].

Im Fall der Komplexe mit HSCDs beschrieben Gratz und Stalcup (1998) ein Modell (siehe

Gleichung 11 und Gleichung 12), bei welchem auch die Einfl�����!
��
�����������&�����s-

mitteln und deren Reduktion auf die Komplexierungskonstanten ber����������� wurden.

Gleichung 11 � � � � �8#20�8#20����� 8#20� ������ �
��

�
	

�
1111

Gleichung 12 � � � �� � ��
�

�
��
�

�
��	



	���"����� 


��� 0

Dabei ist �korr die korrigierte Mobilit��� ���� #���+���� ���� der definierten Cyclodextrinkon-

zentration [HSCD], �obs die gemessene Mobilit�������#���+������eof die Mobilit�������Migra-

tionszeitindikators, x die dynamische Viskosit�� bei dieser herrschenden HSCD-
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Konzentration und 0 die dynamische Viskosit��� ����������� 
����� 0	)�	���.�������� ����

�HSCD die Mobilit�������� 0	-Analytkomplexes und �f die Mobilit����������
����$������,

freien Analyten.

Um die Komplexierungskonstante K vereinfacht zu bestimmen wird (�korr-�f)
-1 gegen

[HSCD]-1 aufgetragen. Die Komplexierungskonstante K entspricht dabei dem Verh�������

Achsenabschnitt zu Steigung. Somit kann die experimentell schwierige Bestimmung der Mo-

bilit�t des HSCD-Analytkomplex �HSCD umgangen werden.

Zur Verifizierung des Aufsplitteffekts wurden die Komplexierungskonstanten mit diesem

Modell untersucht. Als Analyt wurde das Enantiomerenpaar (RS)-2,6-Dimethylphenyl-(1-

phenylethyl)-amin und HS-�-CDs von Beckman Coulter gew����. Die Konzentrationspunkte

HS-�-CDs lagen bei 2,5%, 2,0%, 1,5%, 1,0% und 0,5 % (w/v). Alle Proben wurden nach Pro-

benvorbereitung 3 mit einem Gehalt an Methanol von 60 % (v/v) hergestellt. Mit dem Migra-

tionszeitindikator PTS wurden alle Trennungen auf etwaige Schwankungen der Trennungen

korrigiert.

Von allen HSCD-Konzentrationen mit 60% und mit 0% MeOH-Gehalt wurden die kinemati-

schen Viskosit����� ermittelt (siehe Abbildung 3.9.1). Da in der Viskosit����orrekturberech-

nung der Mobilit����� @�.����� ���� ���� -������������ ���� ���� Viskosit����� ��������� .�rden,

konnte auf die Dichtemessung (f��� ��� Ermittlung der dynamischen Viskosit��6� !����������

werden. Ebenfalls konnte durch die Verwendung sehr tiefer Konzentrationen an HSCDs, die

Joule W�������.��������!��������������.�����)
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Auch der EOF in der Kapillare wurde in dieser Arbeit nicht weiter beachtet und als nicht vor-

handen angenommen (siehe Gleichung 12, Schraffierung ). Da bei der Messung von �eof

mit einem neutralen Migrationszeitindikator wie von Williams und Vigh (1997) erw������

nicht auszuschliessen w���, dass der Migrationszeitindikator ebenfalls eine Wechselwirkung

mit den HSCDs eingehen k�����. Des weiteren, wird durch den Zusatz von TEA und der Ka-

pillar-Konditionierl����� von Beckman Coulter (wurden beide von Gratz und Stalcup (1998)

nicht verwendet), der EOF stark unterdr����. Daher wird der EOF wahrscheinlich nur einen

���serst geringen Einfluss auf die Komplexierungskonstanten haben.
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Abbildung 3.9.1: Kinematische Viskosit������������ von Puffern unterschiedlicher HS-�-CD Konzentration von Beckman Coulter. Jeweils ge-
messen mit und ohne Zugabe von 60% MeOH (v/v). Die Probe mit 6,6 mM HS-�-CD von Beckman Coulter ohne MeOH wurde aus den linearis-
ierten Werten berechnet.
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Aus den Gr����������Modells der Artefaktbildung (siehe Abbildung 3.9.2) k���en somit die

Komplexierungskonstanten von E1, E2 und den Artefaktsignalen AF1 und AF2, also den E-

nantiomeren in 60% (v/v) MeOH- Umgebung, mit den HSCDs ermittelt werden.

Dazu werden die Mobilit������obs, der nach dem Artefaktmodell bereits aus dem Probenpfropf

hinausdiffundierten Enantiomere E1 und E2 unter Ber������������������������������
���n-

l����� �������������������
���������� �����Gleichung 13 berechnet. Dabei entspricht Leff der

effektiven L���������%���������1 ����-Detektor), LPropfenl���� der L�����������������"�@����
�s-

parametern erhaltenen Pfropfenl���� tm der Migrationszeit der untersuchten Komponente und

� dem E-Feld (in V/cm).

Gleichung 13
��

33

�

��	!�����	��%	��
�"� �

�
	�

Aus der Kombination von Gleichung 12 und Gleichung 13 kann die korrigierte Mobilit����korr

in Bezug auf die Enantiomeren E1 und E2 erhalten werden (siehe Gleichung 14).

Gleichung 14 ��
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Abbildung 3.9.2: Schema zur Benennung aller Gr��������������Berechnung der Komplexierungskonstanten.
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Die viskosit����
������������
��������������:�����
������E1korr und �E2korr bei unterschiedli-

chen HSCD-Konzentrationen wurden gem����Gleichung 11 aufgetragen und deren Komple-

xierungskonstanten ermittelt (siehe Abbildung 3.9.3).

Um eine h������������
����������������.������������������������ "�@����
���������!
��JR�

und 15 Sekunden ermittelt (siehe Abbildung 3.9.3 mit und Abbildung 3.9.4 ohne Ber������h-

tigung von �f). Die erhaltenen Komplexierungskonstanten von E1 und E2 liegen in einer ��n-

lichen Gr�����
�������.�������!
��Gratz und Stalcup (1998).

� E1=20307 M-1, E2=1021 M-1 mit Ber��������������!
���f

� E1=13337 M-1, E2=315M-1 ohne Ber������htigung von �f

� Gratz und Stalcup (1730 M-1, 1590 M-1)

Die grosse E1-Komplexierungskonstante im Vergleich zu den Verbindungen von Gratz und

Stalcup zeigt die starke Wechselwirkung vom Enantiomer E1 mit den HSCD. Ausserdem

widerspiegelt der Gr�����������������!
��:J����:H������
���#������������������������3��n-

nung erlangt werden kann.
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Abbildung 3.9.3: Komplexierungskonstanten von E1 (Mittelwert aus 13 s/15 s Injektionszeiten = 20307 M-1) und E2 (Mittelwert aus 13 s/15 s Injek-
tionszeiten = 1021 M-1) ermittelt aus Gleichung 11 (mit Ber��������������!
���f).
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Abbildung 3.9.4: Komplexierungskonstanten von E1 (Mittelwert aus 13 s/15 s Injektionszeiten = 13337 M-1) und E2 (Mittelwert aus 13 s/15 s Injek-
tionszeiten = 315 M-1) mit HS-�-CD von Beckman Coulter ermittelt aus Gleichung 11 (ohne Ber��������������!
���f).
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F�������:���������������
����������!
��AF1 und AF2 wurde die Gleichung 13 abge������.

Anstelle der Migrationsstrecke in der w���������=
���.���� nur die Migrationsstrecke der

organischen Zone, also die Pfropfenl����, betrachtet. Das E-Feld im Pfropf wird als gleich

gross �����������������%��������������
����)�	����������
������ �� wird aus der Differenz

der Migrationszeit des Artefaktsignals und dem entsprechenden Enantiomerensignal ermittelt.

Die Mobilit����f des unkomplexierten Analyten wird als vernachl��������������
mmen. Wie

schon bei der Betrachtung von E1 und E2 wird die Viskosit��skorrektur aus Gleichung 12

einbezogen und ergibt die Gleichung 15.

Gleichung 15 ��
�

�
��
�

�
�

��
	




��	!�����	��%
���� ��

3



� 0

Diese Berechnung ist sehr stark vereinfacht, soll aber auch nur die M���������������#�����t-

zung der Komplexierungskonstanten bei sehr hohen organischen L�������������
���������o-

nen aufzeigen.

In Abbildung 3.9.5 sind Komplexierungskonstanten f�������#���������������#(J�����#(H�����

den Injektionszeiten von 13 und 15 Sekunden ohne Ber��������������!
���f ermittelt worden.

Die beiden Werte liegen in einer zu erwartenden Gr�����
��������.obei der Wert von AF2

ein wenig zu hoch erscheint. Dies wird aber relativiert, da es sich um den Mittelwert aus 8

und 57 handelt. Die Werte bei der Messserie mit 15 s Injektionszeit streuen st������������������

13 s. Deshalb wird angenommen, dass die Komplexierungskonstante von AF2 eher bei 8 M-1

liegt.



119

y = -338.72x - 27162
R2 = 0.884

y = -5404.3x - 44520
R2 = 0.9981-3.00E+06

-2.50E+06

-2.00E+06

-1.50E+06

-1.00E+06

-5.00E+05

0.00E+00

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

[HSCD]
-1

1/
m

ko
rr

ig
ie

rt

AF1 13 s

AF2 13 s

AF1 15 s

AF2 15 s

Linear
(AF1 13 s)

Linear
(AF2 13 s)

Abbildung 3.9.5: Komplexierungskonstanten von AF1 (Mittelwert aus 13 s/15 s Injektionszeiten = 119 M-1) und AF2 (Mittelwert aus 13 s/15 s In-
jektionszeiten = 33 M-1) mit HS-�-CD von Beckman Coulter ermittelt aus Gleichung 11 (ohne Ber��������������!
���f).
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Die Vereinfachungen des E-Feldes und der Migrationsstrecke k������!��������������.�������

da diese in der K-Berechnung beziehungsweise in �� keinen Einfluss hat. Diese Absch�������

zeigt sehr deutlich, dass der Aufteilungseffekt auf den unterschiedlichen Komplexierungs-

konstanten in w�������������
�����������=
���������������.������������������������ering von

dem Puffer und Ladungszust����������#���+��� abh���������)� 
����ist der Aufteilungseffekt

bei h�������&�������������
���������
��!��������������������!
��Ermakov und Andersson (Er-

makov, 1994; Ermakov 1995; Andersson, 2002a; Andersson, 2002b) beschriebenen Puffer

und Ladungszustandseinfluss.
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