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2.1 Gas chromatographic separation of enantiomers
S i n c e  t h e  p i o n e e r  w o r k  o f  G i l - A v ,  F e i b u s h  a n d  C h a r l e s - S i g l e r  i n  1 9 6 6 ,  

t h e  r a p i d  a d v a n c e s  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  a n d  c o m p r e h e n d i n g  o f  e n a n t i o m e r i c  

i n t e r a c t i o n s  a n d  s e p a r a t i o n s  h a v e  m a d e  m a n y  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s .  A m o n g  t h e m ,  g a s  

c h r o m a t o g r a p h y  ( G C )  h a s  b e e n  p r o v e n  a s  t h e  r e l i a b l e  a n d  a c c u r a t e  a n a l y t i c a l  

t e c h n i q u e  f o r  s e p a r a t i o n  a n d  q u a n t i t a t i o n  o f  v o l a t i l e  a n d  t h e r m a l l y  s t a b l e  e n a n t i o m e r s .  

D u e  t o  t h e  h i g h  e f f i c i e n c y ,  s e n s i t i v i t y ,  r e p r o d u c i b i l i t y  a n d  s p e e d  o f  s e p a r a t i o n  o f  

c a p i l l a r y  G C ,  c o n t a m i n a n t s  a n d  i m p u r i t i e s  c a n  b e  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  a n a l y t e s  a n d  t h e  

s i m u l t a n e o u s  a n a l y s i s  o f  m u l t i - c o m p o n e n t  m i x t u r e s  c a n  a l s o  b e  p o s s i b l e  i n  o n e  

a n a l y t i c a l  r u n .  T h u s ,  c a p i l l a r y  G C  h a s  b e c o m e  t h e  i d e a l  c h o i c e  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  

e n a n t i o m e r s  i n  c o m p l i c a t e d  m a t r i c e s  f r o m  e n v i r o n m e n t a l ,  b i o l o g i c a l ,  a g r i c u l t u r a l ,  

f o o d ,  a n d  e s s e n t i a l  o i l  s a m p l e s  [ 1 3 - 1 5 ] .

S e p a r a t i o n  o f  e n a n t i o m e r s  b y  c a p i l l a r y  G C  c a n  b e  p e r f o r m e d  i n  t w o  

a p p r o a c h e s :  i n d i r e c t  a n d  d i r e c t .  T h e  i n d i r e c t  a p p r o a c h  i n v o l v e s  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

e n a n t i o m e r s  i n t o  d i a s t e r e o m e r s  b y  c o m p l e t e  c h e m i c a l  r e a c t i o n  w i t h  a  c h i r a l  

d e r i v a t i z i n g  a g e n t  a n d  s u b s e q u e n t  s e p a r a t i o n  o f  d i a s t e r e o m e r s  o n  a c h i r a l  s t a t i o n a r y  

p h a s e .  D i s a d v a n t a g e s  o f  t h i s  m e t h o d  i n c l u d e  t h e  r e q u i r e m e n t  o f  a c t i v e  f u n c t i o n a l  

g r o u p  a n d  h i g h  p u r i t y  o f  c h i r a l  r e a g e n t .  F u r t h e r m o r e ,  d i s c r i m i n a t i o n  m a y  o c c u r  a s  a  

r e s u l t  o f  i n c o m p l e t e  r e c o v e r y ,  d e c o m p o s i t i o n  o r  l o s s e s  d u r i n g  w o r k - u p ,  i s o l a t i o n  a n d  

s a m p l e  h a n d l i n g .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  d i r e c t  a p p r o a c h  r e l i e s  o n  u t i l i z i n g  c h i r a l  

s e l e c t o r  a s  a  s t a t i o n a r y  p h a s e ,  w h i c h  i s  c o a t e d  a s  a  t h i n  f i l m  o n  a  c a p i l l a r y  w a l l ,  

g e n e r a t i n g  t r a n s i e n t  d i a s t e r e o m e r i c  i n t e r m e d i a t e s  w i t h  a n a l y t e s  [ 1 3 - 1 6 ] .  T h i s  

a p p r o a c h  r e q u i r e s  n o  s a m p l e  d e r i v a t i z a t i o n .
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A m o n g  s e v e r a l  c l a s s e s  o f  c h i r a l  s e l e c t o r s ,  c y c l o d e x t r i n s  ( C D s )  a n d  

t h e i r  d e r i v a t i v e s  w e r e  t h e  m o s t  f r e q u e n t l y  u s e d  s e l e c t o r s  t o  s e p a r a t e  a  l a r g e  v a r i e t y  o f  

c h i r a l  m o l e c u l e s  w i t h  d i f f e r e n t  g e o m e t r i e s  a n d  f u n c t i o n a l i t i e s .

2.2 Cyclodextrins and derivatives as gas chromatographic stationary phases
C y c l o d e x t r i n s  a r e  c y c l i c  o l i g o s a c c h a r i d e s  p r o d u c e d  t h r o u g h  

d e g r a d a t i o n  o f  s t a r c h  b y  t h e  c y c l o d e x t r i n  g l u c a n o t r a n s f e r a s e  ( C G T a s e )  e n z y m e .  T h e  

m o s t  c o m m o n l y  u s e d  C D s  c o m p o s e d  o f  s i x ,  s e v e n  a n d  e i g h t  D - g l u c o s e  u n i t s  l i n k e d  

b y  a - l , 4 - g l y c o s i d i c  b o n d ;  r e f e r r e d  t o  a s  a - ,  ( 3 -  a n d  y - C D s  r e s p e c t i v e l y .  S o m e  

p r o p e r t i e s  o f  t h r e e  C D s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  2 . 1  [ 1 7 ,  2 0 ] ,

Table 2 . 1  S o m e  p r o p e r t i e s  o f  a - ,  P -  a n d  y - C D s

C D a p y
n u m b e r  o f  g l u c o p y r a n o s e  u n i t s 6 7 8

n u m b e r  o f  c h i r a l  c e n t e r s 3 0 3 5 4 0

a n h y d r o u s  m o l e c u l a r  w e i g h t  ( g / m o l ) 9 7 2 . 8 5 1 1 3 4 . 9 9 1 2 9 7 . 1 4

i n t e r n a l  d i a m e t e r  ( Â ) 4 . 7 - 5 . 3 6 . 0 - 6 . 5 7 . 5 - 8 . 3

c a v i t y  d e p t h  ( Â ) 7 . 9 7 . 9 7 . 9

c a v i t y  v o l u m e  ( Â ) 3 1 7 4 2 6 2 4 2 7

w a t e r  s o l u b i l i t y  ( g / 1 0 0  m L ,  2 5  ๐ C ) 1 4 . 5 0 1 . 8 5 2 3 . 2 0

d e c o m p o s i t i o n  t e m p e r a t u r e  ( ° C ) 2 7 8 2 9 9 2 6 7

N a t i v e  C D s  a r e  c r y s t a l l i n e ,  h o m o g e n e o u s  a n d  n o n - h y g r o s c o p i c  

s u b s t a n c e s  w h i c h  a r e  t o r u s - l i k e  m a c r o m o l e c u l e s .  T h e  C D  r i n g  c o n s i s t s  o f  t h e  

g l u c o p y r a n o s e  u n i t  i n  c h a i r  c o n f o r m a t i o n  ( F i g u r e  2 . 1 a ) .  E v e r y  g l u c o p y r a n o s e  u n i t  o f  

C D  r i n g  h a s  t h r e e  f r e e  h y d r o x y l  g r o u p s  ( - O H ) ,  t w o  o f  w h i c h  a r e  s e c o n d a r y  h y d r o x y l s  

a n d  t h e  r e s t  i s  p r i m a r y  h y d r o x y l .  T h e  s e c o n d a r y  h y d r o x y l  g r o u p s  o f  C 2  a n d  C 3  a t o m s  

o f  e a c h  g l u c o s e  u n i t  a r e  a t  t h e  l a r g e r  r i m  o f  C D .  T h e  p r i m a r y  h y d r o x y l  g r o u p s  o f  C 6  

a t o m s  a r e  l o c a t e d  a t  t h e  b a s e  o r  n a r r o w  e d g e  o f  t h e  t o r u s  ( F i g u r e  2 . 1 b ) .  C D s  t h u s  h a v e  

r e l a t i v e l y  h y d r o p h o b i c  p r o p e r t y  i n s i d e  t h e  c a v i t y  a n d  r e l a t i v e l y  h y d r o p h i l i c  c h a r a c t e r  

o n  t h e  r i m  o f  t h e  c a v i t y .  D u e  t o  t h e i r  u n i q u e  p r o p e r t i e s ,  C D  m o l e c u l e s  c a n  e a s i l y  f o r m
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i n c l u s i o n  c o m p l e x e s  w i t h  a  w i d e  v a r i e t y  o f  a n a l y t e  m o l e c u l e s .  T h i s  c o m p l e x - f o r m i n g  

a b i l i t y  i s  a n  i m p o r t a n t  c h a r a c t e r i s t i c  f o r  t h e i r  a p p l i c a t i o n s  [ 1 7 - 2 0 ] .

( a )  ( b )

F i g u r e  2 . 1  ( a )  S t r u c t u r e  o f  a  c y c l o d e x t r i n  m o l e c u l e  w i t h  ท  g l u c o s e  u n i t ;  ( b )  S i d e  

v i e w  o f  c y c l o d e x t r i n  s h o w i n g  p r i m a r y  h y d r o x y l s  o n  a  n a r r o w  r i m  a n d  

s e c o n d a r y  h y d r o x y l s  o n  a  l a r g e r  r i m  o f  a  r i n g

T h e  t h r e e  h y d r o x y l  g r o u p s  o f  e a c h  g l u c o p y r a n o s e  u n i t  i n  C D  r i n g  c a n  

b e  m o d i f i e d  t h r o u g h  s u b s t i t u t i n g  w i t h  v a r i o u s  f u n c t i o n a l  g r o u p s .  S e v e r a l  m o d i f i e d  

C D s  h a v e  b e e n  u s e d  s u c c e s s f u l l y  f o r  c h i r a l  s e p a r a t i o n  i n  G C .  G e n e r a l l y ,  t h e  C 2  a n d  

C 3  p o s i t i o n s  o f  g l u c o p y r a n o s e  u n i t  a r e  m o d i f i e d  w i t h  s m a l l  a l k y l  o r  a c y l  g r o u p s  t o  

a f f e c t  t h e  e n a n t i o s e l e c t i v i t i e s ,  w h e r e a s  t h e  s u b s t i t u e n t s  a t  t h e  n o n - c h i r a l  C 6  p o s i t i o n  

a r e  t h e  l o n g e r  a l k y l  o r  b u l k y  g r o u p s  t o  i n c r e a s e  t h e i r  s o l u b i l i t i e s  i n  p o l y s i l o x a n e .

T h e  h i g h  c r y s t a l l i n i t y  a n d  i n s o l u b i l i t y  o f  u n d e r i v a t i z e d  C D s  i n  m o s t  

o r g a n i c  s o l v e n t s  h a v e  m a d e  t h e m  u n s u i t a b l e  t o  c o a t  o n t o  G C  c o l u m n ;  t h e r e f o r e ,  

f u n c t i o n a l i z e d  C D s  t h a t  c a n  f o r m  v i s c o u s  o i l s  a t  t h e  o p e r a t i n g  t e m p e r a t u r e  w e r e  

g e n e r a t e d .  H o w e v e r ,  s o m e  v i s c o u s  C D  d e r i v a t i v e s  c a n n o t  p r o d u c e  h o m o g e n e o u s  f i l m  

c o a t i n g  o r  c a n n o t  b e  u s e d  a t  h i g h  o p e r a t i n g  t e m p e r a t u r e  o t h e r w i s e  c o l u m n  l i f e t i m e  

a n d  c o l u m n  e f f i c i e n c y  m a y  d e c r e a s e .  T h u s ,  d i l u t i o n  o f  d e r i v a t i z e d  C D s  i n  

p o l y s i l o x a n e  i s  e m p l o y e d  f o r  G C  a n a l y s i s  t o  i m p r o v e  t h e  t e m p e r a t u r e  s t a b i l i t y  a n d  t o
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o b t a i n  h i g h  e f f i c i e n c y  o v e r  a  b r o a d  o p e r a t i n g  t e m p e r a t u r e  r a n g e .  T h e  d i l u t i o n  o f  C D s  

d e r i v a t i v e s  i s  n o w a d a y s  e m p l o y e d  r o u t i n e l y  a n d  w i d e l y  u s e d  i n  G C  [ 7 ,  1 3 - 1 6 ,  2 1 - 2 7 ] .

S c h l e n k  et a l.  [ 2 8 ]  f i r s t l y  r e p o r t e d  t h e  u s e  o f  C D  d e r i v a t i v e s  i n  G C  

s e p a r a t i o n  i n  1 9 6 2 .  T h e  a c e t a t e ,  p r o p i o n a t e ,  b u t y r a t e  a n d  v a l e r a t e  d e r i v a t i v e s  o f  [ 3 -  

C D s  w e r e  u s e d  t o  s e p a r a t e  t h e  h o m o l o g u e s  o f  f a t t y  a l c o h o l s ,  f a t t y  e s t e r s ,  m e t h y l  

e s t e r s ,  o l e f i n s ,  a l d e h y d e  e s t e r s  a n d  a l d e h y d e s .  T h e  r e s u l t  s h o w e d  t h a t  t h e  t y p e  o f  

s u b s t i t u e n t  o f  d e r i v a t i z e d  C D s  p l a y  t h e  i m p o r t a n t  r o l e  o n  t h e  p o l a r i t y  a n d  h e a t  

s t a b i l i t y  o f  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e s .  T h e  v a l e r a t e  m o d i f i e d  ( 3 - C D  o f f e r e d  t h e  b e s t  

r e s o l u t i o n  w h i l e  t h e  a c e t a t e  m o d i f i e d  P - C D  s h o w e d  t h e  p o o r e s t  r e s o l u t i o n  f o r  t h e  

a n a l y t e s .

S c h u r i g  [ 1 4 ]  d i s s o l v e d  s o l i d  p e r m e t h y l a t e d  p - C D  i n  m o d e r a t e l y  p o l a r  

p o l y s i l o x a n e  ( O V - 1 7 0 1 )  a n d  e m p l o y e d  f o r  g a s  c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  o f  1 7  

c h i r a l  a n a l y t e s  o f  d i f f e r e n t  c l a s s e s .  T h e  r e s u l t s  s t i l l  p r o v i d e  r e a s o n a b l e  

e n a n t i o s e l e c t i v i t i e s ,  s y m m e t r i c  p e a k  s h a p e  a n d  s t a b l e  b a s e l i n e  o v e r  t h e  o p e r a t i n g  

t e m p e r a t u r e  r a n g e  ( 7 0 - 1 5 0  ° C ) .  T h e s e  i n d i c a t e  t h a t  p o l y s i l o x a n e s  h e l p  t o  o v e r c o m e  

t h e  p r o b l e m s  o f  d e g r a d a t i o n  a n d  n o n - h o m o g e n e o u s  f i l m  c o a t i n g  o f  d e r i v a t i z e d  C D s ,  

w h i l e  m a i n t a i n i n g  h i g h  s e p a r a t i o n  e f f i c i e n c y .

2.3 Parameters influencing the enantiomeric separations
W h i l e  t h e  f o r m a t i o n  o f  t r a n s i e n t  d i a s t e r e o m e r i c  i n t e r m e d i a t e  o c c u r s  

d u r i n g  t h e  d i r e c t  e n a n t i o m e r i c  s e p a r a t i o n  o f  G C ,  t h e  r e c o g n i t i o n  p r o c e s s  m a y  i n v o l v e  

w i t h  v a r i o u s  f o r c e s  s u c h  a s  h y d r o g e n  b o n d i n g ,  d i s p e r s i o n  f o r c e s ,  d i p o l e - d i p o l e  

i n t e r a c t i o n s  a n d  o t h e r  f o r c e s  [ 1 8 ] .  T h e  t h r e e  h y d r o x y l  g r o u p s  o f  g l u c o s e  u n i t  o f  C D  

r i n g  c a n  e a s i l y  b e  s u b s t i t u t e d  w i t h  s i m i l a r  o r  d i f f e r e n t  g r o u p s  t h a t  c a n  i n t r o d u c e  o r  

c h a n g e  t h e  t y p e  o f  i n t e r a c t i o n s  a s s o c i a t e d  b e t w e e n  a n a l y t e  a n d  C D .  T h e  i n c r e a s e  

d i f f e r e n t i a l  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  e a c h  e n a n t i o m e r  a n d  s t a t i o n a r y  p h a s e ;  t h u s ,  e n h a n c e  

t h e  e n a n t i o m e r  r e s o l u t i o n .  P r e v i o u s  r e s e a r c h  h a d  r e p o r t e d  t h a t  t h e r e  a r e  s e v e r a l  f a c t o r s  

a f f e c t i n g  t h e  e n a n t i o m e r i c  s e p a r a t i o n  u s i n g  C D  d e r i v a t i v e s  a s  c h i r a l  s e l e c t o r s  s u c h  a s  

C D  r i n g  s i z e ,  s u b s t i t u t i o n  p a t t e r n  o n  t h e  C D  r i n g s ,  c o n c e n t r a t i o n  o f  C D s  i n
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p o l y s i l o x a n e ,  p o l a r i t y  o f  p o l y s i l o x a n e  m a t r i x ,  s e p a r a t i o n  t e m p e r a t u r e  a n d  s t r u c t u r e  o f  

c h i r a l  a n a l y t e s  [ 2 1 - 3 5 ] .

S o m e  s t u d i e s  o n  e n a n t i o m e r i c  s e p a r a t i o n  b y  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  u s i n g  

c y c l o d e x t r i n  d e r i v a t i v e s  a s  c h i r a l  s t a t i o n a r y  p h a s e s  ( C S P s )  a r e  s u m m a r i z e d  a s  

f o l l o w e d .

N i e  et a l.  [ 3 0 ]  s e p a r a t e d  e n a n t i o m e r s  o f  a m i n e s ,  a l c o h o l s ,  d i o l s ,  

c a r b o x y l i c  a c i d s ,  a m i n o  a c i d s ,  e p o x i d e s ,  h a l o h y d r o c a r b o n s  a n d  k e t o n e s  b y  G C  u s i n g  

t h r e e  d e r i v a t i z e d - ( 3 - C D s  a s  C S P s :  h e p t a k i s ( 2 , 6 - d i - 0 - n o n y l - 3 - ( 9 - t r i f l u o r o a c e t y l ) - P - C D  

( D N T B C D ) ;  h e p t a k i s ( 2 , 6 - d i - 0 - d o d e c y l - 3 - ( 9 - t r i f l u o r o a c e t y l ) - P - C D  ( D D T B C D )  a n d  

h e p t a k i s ( 2 , 6 - d i - 0 - p e n t y l - 3 - ( 3 - t r i f l u o r o a c e t y l ) - p - C D  ( D P T B C D ) .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  

t h a t  D N T B C D  c a n  s e p a r a t e  v a r i o u s  t y p e s  o f  e n a n t i o m e r s  a s  b r o a d  a s  D P T B C D ;  

h o w e v e r ,  D N T B C D  s h o w e d  s u p e r i o r  e n a n t i o s e l e c t i v i t i e s  f o r  a n a l y t e s  s t u d i e d .

A n d e r s o n  et a l.  [ 3 1 ]  s e p a r a t e d  s e v e n t e e n  c h i r a l  s u l f o x i d e s  a n d  e i g h t  

c h i r a l  s u l f m a t e  e s t e r s  b y  G C  o n  f o u r  t y p e s  o f  C D  d e r i v a t i v e s  c o m p o s i n g  o f  2 , 6 - d i - O -  

p e n t y l - 3 - O t r i f l u o r o a c e t y l - y - C D  ( G - T A ) ;  2 , 6 - d i - 0 - p e n t y l - 3 - 0 - p r o p i o n y l - y - C D  

( G - P N ) ;  2 , 6 - d i - 0 - p e n t y l - 3 - 0 - b u t y r y l - y - C D  ( G - B P )  a n d  2 , 6 - d i - O m e t h y l - P - C D  

( B - D M ) .  E a c h  d e r i v a t i z e d - y - C D  a n d  B - D M  s h o w e d  d i f f e r e n t  e n a n t i o s e l e c t i v i t y .  

A m o n g  a l l  d e r i v a t i z e d - y - C D  s t a t i o n a r y  p h a s e s ,  G - T A  e x h i b i t e d  s u p e r i o r  

e n a n t i o s e l e c t i v i t y  f o r  m o s t  s u l f o x i d e s  a n d  s u l f m a t e  e s t e r s .  T h e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  t h e  s i z e  a n d  p o l a r i t y / e l e c t r o n e g a t i v i t y  o f  s u l f o x i d e  s u b s t i t u e n t s  h a d  a f f e c t e d  o n  

t h e i r  e n a n t i o s e l e c t i v i t i e s  a s  w e l l  a s  t h e  s i z e  a n d  s u b s t i t u e n t  p a t t e r n  o f  a l l  C D  

d e r i v a t i v e s .  M o r e o v e r ,  G - T A  a n d  B - D M  C S P s  c o m m o n l y  p r o v i d e  o p p o s i t e  e l u t i o n  

o r d e r  a n d  t h i s  o r d e r  a p p e a r s  t o  b e  a  f u n c t i o n  o f  b o t h  t h e  s i z e  o f  C D s  a n d  t h e  

s u b s t i t u e n t s  o n  C D s .

C h e n  et a l.  [ 3 2 ]  e x a m i n e d  t h e  i n f l u e n c e  o f  s u b s t i t u e n t s  i n  t h e  C 6  

p o s i t i o n  o f  C D s .  T h r e e  d i f f e r e n t  a c y l  g r o u p s  ( v a l e r y l ,  h e p t a n o y l ,  a n d  o c t a n o y l )  w e r e  

s u b s t i t u t e d  a t  t h e  C 6  p o s i t i o n  o f  2 , 3 - d i - O - p e n t y l - P - c y c l o d e x t r i n ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e
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c h r o m a t o g r a p h i c  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  C D s  a s  c a p i l l a r y  G C  s t a t i o n a r y  p h a s e s  w e r e  a l s o  

i n v e s t i g a t e d .  T h e  r e s u l t  s h o w e d  t h a t  t h e  c a r b o n  c h a i n  l e n g t h  o f  a c y l  g r o u p s  a t  t h e  C 6  

p o s i t i o n  o f  C D s  h a d  m a n y  i m p o r t a n t  e f f e c t s  o n  t h e  e n a n t i o s e p a r a t i o n  o f  C D s .  A m o n g  

C D  d e r i v a t i v e s  s t u d i e d ,  2 , 3 - d i - 0 - p e n t y l - 6 - 0 - v a l e r y l - P - c y c l o d e x t r i n  e x h i b i t e d  t h e  b e s t  

e n a n t i o s e l e c t i v i t y  t o  1 5  p a i r s  o f  e n a n t i o m e r i c  a n a l y t e s .  M o r e o v e r ,  r e s u l t s  o b t a i n e d  o n  

C D s  w i t h  a c y l  g r o u p s  a t  t h e  C 6  p o s i t i o n  w e r e  c o m p a r e d  t o  t h o s e  o b t a i n e d  o n  C D s  

w i t h  a c y l  g r o u p s  a t  t h e  C 3  p o s i t i o n  [ 3 3 ] .  B o t h  t y p e s  o f  C D  d e r i v a t i v e s  p o s s e s s  

e n a n t i o s e l e c t i v i t y  f o r  s o m e  c h i r a l  c o m p o u n d s  s t u d i e d .  B u t  m o r e  b a s e l i n e  s e p a r a t i o n s  

w e r e  o b t a i n e d  o n  C D s  w i t h  a c y l  g r o u p s  a t  t h e  C 3  p o s i t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  

e n a n t i o s e p a r a t i o n  d e p e n d s  o n  t h e  s t r u c t u r e  a n d  p r o p e r t y  o f  a n a l y t e s  a s  w e l l .

S k ô r k a  et al.  [ 3 4 ]  i n v e s t i g a t e d  b o t h  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  s i z e  o f  C D s  

a n d  t h e  s t r u c t u r e  o f  m o n o t e r p e n o i d s  o n  e n a n t i o s e p a r a t i o n .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  

e n a n t i o s e p a r a t i o n  o f  m o n o t e r p e n e s  b y  a -  a n d  p - C D s  r e s u l t e d  f r o m  t h e  f o r m a t i o n  o f  

1 : 2  s t o i c h i o m e t r i c  c o m p l e x e s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e r m o d y n a m i c  d a t a  ( e n t h a l p y ,  e n t r o p y  

a n d  f r e e  e n e r g y  o f  t h e  c o m p l e x a t i o n  p r o c e s s )  f r o m  b o t h  a -  a n d  P - C D s  d i s p l a y e d  

h i g h e r  v a l u e s  f o r  b i c y c l i c  t h a n  f o r  m o n o c y c l i c  m o n o t e r p e n o i d s .

T h e  i n t r o d u c t i o n  o f  t e r t - b u t y l d i m e t h y l s i l y l  ( T B D M S )  g r o u p  a t  t h e  C 6  

p o s i t i o n  o f  C D s  d e r i v a t i v e s  n o t  o n l y  i m p r o v e s  t h e i r  s o l u b i l i t y  i n  p o l y s i l o x a n e s  b u t  

a l s o  i m p a c t s  o n  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  C D s  t o w a r d  b l o c k i n g  o f  t h e  s m a l l  r i m  o f  C D  

c a v i t y  t h a t  c a n  g r e a t l y  a f f e c t  e n a n t i o s e l e c t i v i t i e s  a s  w e l l .  T h e  6 -0 -  te rt-  
b u t y l d i m e t h y l s i l y l  s u b s t i t u t e d  C D s  h a v e  b e e n  w i d e l y  u s e d  a s  C S P s  f o r  G C  [ 2 1 ,  2 3 ,  

2 4 - 2 7 ,  3 5 ] ,

S h i t a n g k o o n  a n d  V i g h  [ 2 1 ]  s t u d i e d  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  s i z e  o f  

s u b s t i t u e n t s  a t  C 6  p o s i t i o n  o f  C D s  o n  t h e  e n a n t i o s e l e c t i v i t i e s  o f  v a r i o u s  c h i r a l  t e s t  

c o m p o u n d s  f r o m  d i f f e r e n t  c h e m i c a l  c l a s s e s .  H e p t a k i s ( 2 , 3 - d i - 0 - m e t h y l )  d e r i v a t i v e s  o f  

p - c y c l o d e x t r i n  w i t h  v a r i o u s  s i z e  o f  6 - O - s u b s t i t u e n t s  ( i n c l u d i n g  d e o x y - f l u o r o ,  m e t h y l ,  

« - p e n t y l ,  « - p r o p y l d i m e t h y l s i l y l ,  t e r t - b u t y l d i m e t h y l s i l y l ,  a n d  t r i i s o p r o p y l s i l y l )  w e r e  

p r e p a r e d  a n d  t h e n  d i s s o l v e d  i n  O V - 1 7 0 1  t o  f o r m  u s e f u l  g a s  c h r o m a t o g r a p h i c  

s t a t i o n a r y  p h a s e s .  T h e  r e s u l t  s h o w e d  t h a t  a l l  p h a s e s  c o u l d  o p e r a t e  a t  t e m p e r a t u r e  a s
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h i g h  a s  2 5 0  ° c ,  t h e  l o w e r  o p e r a t i n g  t e m p e r a t u r e  d e c r e a s e d  g r e a t l y  a s  t h e  s i z e  o f  

s u b s t i t u e n t  i n c r e a s e d .  M o r e o v e r ,  t h e  s o l u b i l i t y  o f  C D s  i n  p o l y s i l o x a n e  ( O V - 1 7 0 1 )  a l s o  

i n c r e a s e d  a s  t h e  s i z e  o f  s u b s t i t u e n t  i n c r e a s e d .  A m o n g  a l l  t h e  s u b s t i t u e n t s  a t  C 6  

p o s i t i o n  o f  C D s ,  t e r t - b u t y l d i m e t h y l s i l y l  g r o u p  s h o w e d  t h e  b e s t  e n a n t i o s e l e c t i v i t y  f o r  

m o s t  o f  t h e  t e s t  c o m p o u n d s .

T a k a h i s a  a n d  E n g e l  [ 2 4 ,  2 5 ]  i n v e s t i g a t e d  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  s i z e  o f  

C D s  o n  t h e  e n a n t i o s e p a r a t i o n  o f  v a r i o u s  f l a v o r  c o m p o u n d s  f r o m  d i f f e r e n t  c h e m i c a l  

c l a s s e s .  T h e  h e p t a k i s ( 2 , 3 - d i - 0 - m e t h o x y m e t h y l - 6 - 0 - t e r / - b u t y l d i m e t h y l s i l y l ) - [ 3 - C D  ( o r

2 . 3 -  M O M - 6 - T B D M S - P - C D )  a n d  o c t a k i s ( 2 , 3 - d i - 0 - m e t h o x y m e t h y l - 6 - ( 3 - / e / y -  

b u t y l d i m e t h y l s i l y l ) - y - C D  ( o r  2 , 3 - M O M - 6 - T B D M S - y - C D )  w e r e  e m p l o y e d  a s  C S P s  f o r  

G C  a n a l y s i s .  I t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  2 , 3 - M O M - 6 - T B D M S - y - C D  c o u l d  r e s o l v e  a  v e r y  

b r o a d  s p e c t r u m  o f  v o l a t i l e s  c o m p r i s i n g  v a r i o u s  f u n c t i o n a l  g r o u p s  w h i l e  t h e  2 , 3 -  

M O M - 6 - T B D M S - p - C D  s h o w e d  b e t t e r  e n a n t i o s e l e c t i v i t y  t o w a r d s  s e v e r a l  c l a s s e s  o f  

c o m p o u n d s ,  e x c e p t  f o r  s e c o n d a r y  a l c o h o l s .  C o n s i d e r i n g  t h e  r e s u l t  o b t a i n e d  f r o m  t h e  

e n a n t i o s e p a r a t i o n  o f  h o m o l o g o u s  s e r i e s  o f  e s t e r s  o f  s e c o n d a r y  a l c o h o l s  t h a t  v a r y i n g  i n  

c h a i n  l e n g t h  o f  a c y l  m o i e t i e s  ( f r o m  a c e t a t e  t o  h e x a n o a t e ) ,  t h e  s e p a r a t i o n  f a c t o r  

o b t a i n e d  f r o m  b o t h  p h a s e s  d e c r e a s e d  a s  t h e  l e n g t h  o f  s i d e  c h a i n  i n c r e a s e d .  H o w e v e r ,

2 . 3 -  M O M - 6 - T B D M S - y - C D  s h o w e d  t h e  h i g h e r  s e p a r a t i o n  f a c t o r  f o r  b u t a n o a t e s  a n d  

h e x a n o a t e s  t h a n  2 , 3 - M O M - 6 - T B D M S " P - C D .  T h e  r e s u l t  s h o w e d  t h a t  n o t  o n l y  a n a l y t e  

s t r u c t u r e s  s i g n i f i c a n t l y  e f f e c t  t o  t h e  e n a n t i o s e p a r a t i o n  b u t  a l s o  t h e  s i z e  o f  C D s  p l a y s  

a l s o  t h e  i m p o r t a n t  r o l e  o n  t h e  e n a n t i o s e p a r a t i o n .

2.4 Enantiomeric separation of phenoxy acids by derivatized cyclodextrins
D e r i v a t i z e d  c y c l o d e x t r i n s  h a v e  b e e n  u s e d  e x t e n s i v e l y  a s  c h i r a l  

s e l e c t o r s  f o r  e n a n t i o m e r i c  a n a l y s e s  i n  c h r o m a t o g r a p h i c  a n d  e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s  

f o r  d i f f e r e n t  f i e l d s  o f  r e s e a r c h  s u c h  a s  e s s e n t i a l  o i l s ,  f r a g r a n c e s ,  a l c o h o l i c  b e v e r a g e s ,  

t e r p e n o i d s ,  p h a r m a c e u t i c a l ,  p e s t i c i d e s  a n d  h e r b i c i d e s  [ 1 9 ] .  S e p a r a t i o n  o f  c h i r a l  

p h e n o x y  h e r b i c i d e s  w e r e  m o s t l y  p e r f o r m e d  b y  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  ( C E )  a n d  h i g h  

p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  ( H P L C )  u s i n g  d e r i v a t i z e d  C D s  a s  t h e  c h i r a l
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s e l e c t o r s  [ 6 ,  3 6 - 4 0 ] .  R e s e a r c h  r e l a t e d  t o  e n a n t i o m e r i c  a n a l y s i s  o f  p h e n o x y  h e r b i c i d e s  

a r e  a s  f o l l o w e d :

S c h m i t t  et al.  [ 6 ]  s e p a r a t e d  f o u r  g r o u p s  o f  c h i r a l  p e s t i c i d e  e n a n t i o m e r s :  

o r g a n o p h o s p h o r u s ,  D D T  c o n g e n e r s ,  p h e n o x y  a c i d  m e t h y l  e s t e r s  a n d  m e t o l a c h l o r  

( F i g u r e  2 . 2 )  u s i n g  m i c e l l a r  e l e c t r o k i n e t i c  c h r o m a t o g r a p h y  ( M E K C ) .  E a c h  o f  s i x  C D s  

( a - C D ,  P - C D ,  y - C D ,  h y d r o x y p r o p y l - P - C D ,  d i m e t h y l - p - C D  a n d  t r i m e t h y l - P - C D )  w a s  

t h e n  a d d e d  t o  t h e  b o r a t e - s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e  b u f f e r  w i t h  a n d  w i t h o u t  o r g a n i c  

m o d i f i e r ,  t o  s e p a r a t e  t h e s e  p e s t i c i d e s  a n d  t h e i r  e n a n t i o m e r s .  T h e  e n a n t i o m e r s  o f  

m a l a t h i o n ,  r u e l e n e  a n d  d i a l i f o s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  h y d r o x y p r o p y l - P - C D ,  P - C D  o r  y -  

C D ,  w h i l e  t h e  e n a n t i o m e r s  o f  i s o f e n f o s  a n d  f e n a m i f o s  c o u l d  n o t  b e  s e p a r a t e d .  T h e  y -  

C D  w i t h  m e t h a n o l  m o d i f i e r  a l l o w e d  t h e  b a s e l i n e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  t h r e e  p h e n o x y  a c i d  

m e t h y l  e s t e r s ,  t h e  e n a n t i o m e r s  o f  f e n o p r o p  m e t h y l  e s t e r  a n d  t h r e e  e n a n t i o m e r s  o f  

m e t o l a c h l o r ,  w h i l e  y - C D  w i t h  a c e t o n i t r i l e  m o d i f i e r  s h o w e d  e x c e l l e n t  s e p a r a t i o n  o f  s i x  

D D T  c o n g e n e r s  a n d  t h e i r  e n a n t i o m e r s .  H o w e v e r ,  n o n e  o f  t h e  C D s  s e p a r a t e d  t h e  

e n a n t i o m e r s  o f  m e c o p r o p  a n d  d i c h l o r p r o p  m e t h y l  e s t e r s .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  

t y p e  o f  C D s ,  t y p e s  o f  o r g a n i c  m o d i f i e r s  a n d  s t m c t u r e  o f  a n a l y t e s  p l a y  i m p o r t a n t  r o l e s  

i n  e n a n t i o m e r i c  s e p a r a t i o n  o f  p e s t i c i d e s  i n v e s t i g a t e d .
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phenoxy acid methyl esters organophosphorus

ร ,  I'S-metolachlor

R ,  17?-metolachlor R ,  l'S-metolachlor
meto lach lo r enantiomers

Figure 2 . 2  S t r u c t u r e s  o f  f o u r  c l a s s e s  o f  h e r b i c i d e s  ร ณ d i e d  b y  S c h m i t t  et al.
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Z e r b i n a t i  et a l.  [ 3 6 ]  i n v e s t i g a t e d  e i g h t  C D s ,  n a m e l y  a - C D ;  ( 3 - C D ;  y -  

C D ;  m e t h y l - P - C D s ;  h y d r o x y p r o p y l - p - C D s ;  C ô - c a p p e d - P - C D ;  e t h y l c a r b o n a t e - P - C D  

a n d  e t h y l c a r b o n a t e - y - C D  a s  c h i r a l  r e s o l v i n g  a g e n t s  i n  c a p i l l a r y  z o n e  e l e c t r o p h o r e t i c  

r e s o l u t i o n  o f  t h e  r a c e m i c  d i c h l o r p r o p  ( o r  2 - ( 2 ' , 4 ' - d i c h l o r o p h e n o x y ) p r o p i o n i c  a c i d ) .  

A m o n g  e i g h t  C D s  i n v e s t i g a t e d ,  e t h y l c a r b o n a t e - P - C D  p r o v i d e d  t h e  b e s t  e n a n t i o m e r i c  

r e s o l u t i o n ,  w h i l e  n a t i v e  P - C D  a n d  C ô - c a p p e d - P - C D  g a v e  n o  r e s o l u t i o n  o f  t h e  

r a c e m a t e s .  A l t h o u g h ,  c o m p l e x a t i o n  c o n s t a n t s  o f  d e r i v a t i z e d  p - C D s  w e r e  f o u n d  t o  b e  

l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  n a t i v e  P - C D s ,  e f f i c i e n t  r e s o l u t i o n  w a s  p o s s i b l e  d u e  t o  t h e  l a r g e  

r e l a t i v e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  c o m p l e x a t i o n  c o n s t a n t s  o f  t w o  e n a n t i o m e r s .

M i u r a  et a l.  [ 3 7 ]  s t u d i e d  m u t u a l  a n d  c h i r a l  s e p a r a t i o n s  o f  n i n e  p h e n o x y  

a c i d  h e r b i c i d e s  ( F i g u r e  2 . 3 )  i n c l u d i n g  s e v e n  p a i r s  o f  p h e n o x y  a c i d  e n a n t i o m e r s ,  b y  

c a p i l l a r y  z o n e  e l e c t r o p h o r e s i s  ( C Z E )  u s i n g  n a t i v e  a n d  s e l e c t i v e l y  m e t h y l a t e d  a - ,  p -  

a n d  y - C D  d e r i v a t i v e s  a s  a d d i t i v e s .  T h e  s e l e c t i v e  m é t h y l a t i o n  o f  t h e  s e c o n d a r y  

h y d r o x y l s  o f  t h e  C D s  p r o n o u n c e d  r e m a r k a b l e  s e l e c t i v i t y  c h a n g e s  f o r  t h e  p h e n o x y  

a c i d  h e r b i c i d e s .  F o r  t h e  c h i r a l  s e p a r a t i o n  o f  s e v e n  r a c e m i c  p h e n o x y  a c i d  h e r b i c i d e s ,  

u n m o d i f i e d  a n d  m e t h y l a t e d - a - C D s  e x h i b i t e d  h i g h e r  e n a n t i o s e l e c t i v i t i e s  t h a n  t h e  p -  

a n d  y - C D  a d d i t i v e s .  H e x a k i s ( 2 , 3 - d i - 0 - m e t h y l ) - a - C D  ( o r  2 , 3 - D M - a - C D )  e x h i b i t e d  

h i g h  e n a n t i o s e l e c t i v i t y  a t  1 0  m M  f o r  a l l  s e v e n  p a i r s  o f  p h e n o x y  a c i d s .  F o r  t h e  n i n e  

p h e n o x y  a c i d s ,  a - C D  a t  5  m M  p r o d u c e d  c o m p l e t e  s e p a r a t i o n  o f  a n a l y t e s ,  b u t  c o u l d  

n o t  r e s o l v e  a l l  p a i r s  o f  e n a n t i o m e r s .  T h e  s i m u l t a n e o u s  ( c h i r a l  a n d  m u t u a l )  s e p a r a t i o n  

c o u l d  b e  i m p r o v e d  b y  m i x i n g  a - C D  w i t h  2 , 3 - D M - a - C D .
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Figure 2.3 S t r u c t u r e s  o f  n i n e  p h e n o x y  a c i d  h e r b i c i d e s  s t u d i e d  b y  M i u r a  et al.

L a t e r ,  T s u n o i  et a l.  [ 3 8 ]  i n v e s t i g a t e d  t h e  s i m u l t a n e o u s  ( c h i r a l  a n d  

m u t u a l )  s e p a r a t i o n  o f  n i n e  p h e n o x y  a c i d  h e r b i c i d e s  i n c l u d i n g  s e v e n  p a i r s  o f  p h e n o x y  

a c i d  e n a n t i o m e r s  b y  C E  u s i n g  C D s  w i t h  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  s u l f o n y l  g r o u p  a s  

a d d i t i v e .  T h e  i n t r o d u c t i o n  o f  a  s u l f o p r o p y l  o r  a  s u l f o n y l  g r o u p  t o  t h e  n e u t r a l  C D s  

p r o d u c e d  a  d e c r e a s e  i n  t h e  e n a n t i o s e l e c t i v i t i e s  f o r  t h e  s e v e n  r a c e m i c  p h e n o x y  a c i d  

h e r b i c i d e s .  T h e  d u a l  C D  s y s t e m  u s i n g  5  m M  o f  2 , 3 - D M - a - C D  a n d  2 . 5  m M  o f  

s u l f o n y l  p r o p y l e t h e r - a - C D  a s  t h e  s e p a r a t i o n  a d d i t i v e  i n  C E  p r o v i d e d  t h e  f i r s t  

c o m p l e t e  s i m u l t a n e o u s  s e p a r a t i o n  o f  n i n e  p h e n o x y  a c i d  h e r b i c i d e s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .

M a r t i n - B i o s c a  et al.  [ 3 9 ]  s t u d i e d  t h e  e n a n t i o m e r i c  r e s o l u t i o n  o f  s i x  

c h i r a l  p h e n o x y  a c i d  h e r b i c i d e s  ( F i g u r e  2 . 4 )  b y  e l e c t r o k i n e t i c  c h r o m a t o g r a p h y  u s i n g  

c y c l o d e x t r i n  a s  c h i r a l  p s e u d o p h a s e  ( C D - E K C ) .  V a r i o u s  c h i r a l  s e l e c t o r s  s u c h  a s  n a t i v e ,  

n e u t r a l  a n d  c h a r g e d  C D s  w e r e  o p t i m i z e d  u n d e r  s e v e r a l  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s .  

A m o n g  s e v e r a l  c y c l o d e x t r i n s  t e s t e d ,  ( 2 - h y d r o x y ) p r o p y l  ( 3 - c y c l o d e x t r i n  ( H P - ( 3 - C D )  

h a d  d e m o n s t r a t e d  t o  b e  t h e  m o s t  a p p r o p r i a t e  c h i r a l  s e l e c t o r  f o r  b a s e l i n e  r e s o l u t i o n  o f  

t h e  e n a n t i o m e r s  o f  p h e n o x y  a c i d s  s t u d i e d .  A m o n g  s i x  c h i r a l  a n a l y t e s ,  f o u r  o f  t h e m  

( 2 - P P A ,  3 - C P P A ,  4 - C P P A ,  a n d  2 , 4 - D C P P A )  w e r e  e n a n t i o s e p a r a t e d  b y  H P - ( 3 - C D .  I n  

a d d i t i o n ,  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  c h i r a l  s e l e c t o r  c o n c e n t r a t i o n ,  b a c k g r o u n d  e l e c t r o l y t e ,  p H
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a n d  t e m p e r a t u r e  h a s  b e e n  s t u d i e d .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  15 m M  H P - P - C D  i n  50 m M  

a m m o n i u m  f o r m a t e  a t  p H  5 a n d  40 ° c  w a s  a  s u i t a b l e  c o n d i t i o n  f o r  b a s e l i n e  s e p a r a t i o n  

o f  f o u r  p h e n o x y  a c i d s .  F u r t h e r m o r e ,  s e p a r a t i o n  o f  m u l t i c o m p o n e n t  m i x t u r e s  w a s  a l s o  

p o s s i b l e .

Figure 2.4 S t r u c t u r e s  o f  s i x  h e r b i c i d e s  s t u d i e d  b y  M a r t i n - B i o s c a  et a l.

D a r r o u z a i n  et a l.  [ 4 0 ]  i n v e s t i g a t e d  t h e  r e t e n t i o n  a n d  c o m p l e x a t i o n  

m e c h a n i s m s  o f  p h e n o x y p r o p i o n i c  a c i d  ( P P A )  h e r b i c i d e  s e r i e s  b y  r e v e r s e d  p h a s e  h i g h  

p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  u s i n g  h y d r o x y l - p r o p y l - P - C D  ( H P - P - C D )  a s  

m o b i l e  p h a s e  a d d i t i v e .  T h e  e f f e c t s  o f  o r g a n i c  c o n t e n t  a n d  t h e  H P - P - C D  c o n c e n t r a t i o n  

i n  m o b i l e  p h a s e  w e r e  a n a l y z e d  a t  v a r i o u s  c o l u m n  t e m p e r a t u r e s .  I t  w a s  s h o w n  t h a t  t h e  

r e t e n t i o n  m e c h a n i s m  w a s  l e d  b y  f r e e  P P A  a t  l o w  H P - P - C D  c o n c e n t r a t i o n  a n d  b y  

P P A / H P - P - C D  c o m p l e x  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  t h e r m o d y n a m i c  r e s u l t s  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  s o l u t e  r e t e n t i o n  d e p e n d s  o n  t h e  o r g a n i c  c o n t e n t  i n  t h e  m o b i l e  p h a s e  

a n d  t h e  P P A / H P - P - C D  c o m p l e x a t i o n  m e c h a n i s m  w a s  a n  e n t r o p i c a l l y  c o n t r o l l e d  

p r o c e s s .

P h e n o x y  h e r b i c i d e s  w e r e  w i d e l y  p r o d u c e d  t o  t h e  m a r k e t  a s  t h e  

r a c e m a t e s  i n  t w o  f o r m s ;  t h e  a c i d  f o r m  a n d  t h e  e s t e r  f o r m .  T h e  a c i d  f o r m s  o f  p h e n o x y  

h e r b i c i d e s  h a v e  h i g h  p o l a r i t y ;  t h e r e f o r e ,  t h e y  w e r e  u s u a l l y  d e r i v a t i z e d  i n t o  l e s s  p o l a r  

f o r m  b e f o r e  G C  a n a l y s e s  [ 4 1 ,  4 2 ] .  P r e v i o u s l y ,  t h e r e  a r e  o n l y  a  f e w  i n v e s t i g a t i o n s  o n  

e n a n t i o m e r i c  s e p a r a t i o n s  o f  p h e n o x y  h e r b i c i d e s  b y  G C  t e c h n i q u e .  S o m e  s t u d i e s
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r e l a t e d  t o  e n a n t i o m e r  s e p a r a t i o n  o f  p h e n o x y  h e r b i c i d e s  b y  G C  u s i n g  C D  d e r i v a t i v e  a s  

c h i r a l  s e l e c t o r  w e r e  d i s c u s s e d  b e l o w :

W e b e r  et al.  [ 7 ]  i n v e s t i g a t e d  t h e  i n f l u e n c e  o f  a r o m a t i c  s u b s t i t u e n t s  o n  

t h e  e n a n t i o s e p a r a t i o n  o f  c h i r a l  p h e n o x y p r o p i o n a t e s  b y  G C  u s i n g  p e r m e t h y l a t e d  ( 3 - C D  

a s  a  C S P .  T h e  e n a n t i o s e l e c t i v i t i e s  a n d  s e p a r a t i o n  e f f i c i e n c y  t e n d  t o  d e c r e a s e  b y  t h r e e  

f o l d  f r o m  m e c o p r o p - m e t h y l  a n d  d i c h l o r p r o p - m e t h y l  t o  f e n o p r o p - m e t h y l ,  

d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t y p e ,  p o s i t i o n  a n d  n u m b e r  o f  a r o m a t i c  s u b s t i t u e n t s  p l a y  i m p o r t a n t  

r o l e s  o n  t h e  e n a n t i o s e l e c t i v e  s e p a r a t i o n  o f  p h e n o x y p r o p i o n a t e  a n a l y t e s .

K ô n i g  et al.  [ 2 9 ]  s e p a r a t e d  e n a n t i o m e r s  o f  t h r e e  p h e n o x y  a c i d  

h e r b i c i d e s  ( m e c o p r o p ,  d i c h l o r p r o p  a n d  f e n o p r o p )  b y  G C  w i t h  e l e c t r o n  c a p t u r e  

d e t e c t i o n  ( G C - E C D )  e m p l o y i n g  t h r e e  m o d i f i e d  c y c l o d e x t r i n s  a s  c h i r a l  s t a t i o n a r y  

p h a s e s .  T h e  e x c e l l e n t  e n a n t i o s e p a r a t i o n s  t o w a r d  t h r e e  e s t e r s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  

c o l u m n s  c o n t a i n i n g  a  1 : 1  m i x t u r e  o f  l i q u i d  p e r - O - p e n t y l a t e d  a n d  s o l i d  p e r - O -  

m e t h y l a t e d - P - C D .  T h i s  c o l u m n  c a n  o n l y  b e  u s e d  a b o v e  1 0 0  ๐ c ,  b e l o w  t h i s  

t e m p e r a t u r e  p e r - O - m e t h y l a t e d ' P - C D  s e e m s  t o  c r y s t a l l i z e  a n d  o n l y  b r o a d  p e a k s  a r e  

o b t a i n e d .  E n a n t i o m e r s  o f  t h e  m e t h y l  e s t e r s  o f  m e c o p r o p  a n d  d i c h l o r p r o p  w e r e  a l s o  

r e s o l v e d  o n  o c t a k i s ( 3 - 0 - b u t y r y l - 2 , 6 - d i - 0 - p e n t y l ) - y - c y c l o d e x t r i n .  O n  t h i s  p h a s e ,  t h e  

r e v e r s a l  o f  e l u t i o n  o r d e r  w a s  o b s e r v e d .

R o d t h o n g k u m  [ 2 3 ]  f i r s t l y  r e p o r t e d  t h e  s y s t e m a t i c  s t u d i e s  o f  

e n a n t i o m e r i c  s e p a r a t i o n  o f  f o r t y - s i x  p h e n o x y  a c i d  m e t h y l  e s t e r s  w i t h  d i f f e r e n t  t y p e ,  

p o s i t i o n  a n d  n u m b e r  o f  s u b s t i t u t i o n  b y  c a p i l l a r y  G C .  H e p t a k i s ( 2 , 3 - d i - < 9 - m e t h y l - 6 - 0 -  

/ e r t - b u t y l d i m e t h y l s i l y l f P - c y c l o d e x t r i n  ( B S i M e )  a n d  h e p t a k i s ( 2 , 3 - d i - O - a c e t y l - 6 - 0 -  

t e r / - b u t y l d i m e t h y l s i l y l ) - P - c y c l o d e x t r i n  ( B S i A c )  w e r e  e m p l o y e d  a s  c h i r a l  s e l e c t o r s .  

T h e  r e s u l t  s h o w e d  t h a t  B S i M e  p h a s e  e x h i b i t e d  h i g h e r  d e g r e e  o f  e n a n t i o s e p a r a t i o n  

t o w a r d s  m o s t  a n a l y t e s  t h a n  B S i A c  p h a s e .  H o w e v e r ,  t h e  t y p e ,  p o s i t i o n  a n d  n u m b e r  o f  

s u b s t i t u e n t  o n  t h e  a r o m a t i c  r i n g  o f  a n a l y t e  s t r o n g l y  i n f l u e n c e  e n a n t i o s e p a r a t i o n  o n  

b o t h  c o l u m n s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  t y p e  o f  s u b s t i t u e n t  o n  c y c l o d e x t r i n  m o l e c u l e  ( B S i M e  

vs. B S i A c )  a l s o  a f f e c t s  e n a n t i o s e p a r a t i o n  o f  p h e n o x y  a c i d  m e t h y l  e s t e r s  a s  w e l l .
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A s  m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y ,  t h e  a n a l y t e  s t r u c t u r e  a n d  t y p e  o f  C D  a r e  t h e  

c r u c i a l  f a c t o r s  a f f e c t i n g  t h e  e n a n t i o s e l e c t i v i t i e s ;  n e v e r t h e l e s s ,  t h e s e  f a c t o r s  a r e  

d i f f i c u l t  t o  p r e d i c t  a n d  t h e r e  i s  a  l a c k  o f  b a s i c  i n f o r m a t i o n  f r o m  p r i o r  r e s e a r c h .  

T h e r e f o r e ,  s y s t e m a t i c  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  a n a l y t e  s t r u c t u r e  a n d  

e n a n t i o s e p a r a t i o n  a r e  f o c u s e d  i n  t h i s  r e s e a r c h .  T h e r m o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  r e l a t e d  t o  

t h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  a n a l y t e s  a n d  s t a t i o n a r y  p h a s e s  w i l l  b e  i n v e s t i g a t e d  a s  w e l l .

2.5 Thermodynamic study of enantiomeric separation by gas chromatography
A l t h o u g h  t h e  c h i r a l  r e c o g n i t i o n  m e c h a n i s m  o f  c h r o m a t o g r a p h i c  

s e p a r a t i o n  u s i n g  C D s  h a s  s t i l l  b e e n  u n c l e a r ,  s o m e  m e c h a n i s t i c  a s p e c t s  c a n  b e  d e r i v e d  

f r o m  t h e r m o d y n a m i c  i n v e s t i g a t i o n s .  F r o m  t h e  r e t e n t i o n  b e h a v i o r s ,  t h e  t h e r m o d y n a m i c  

p a r a m e t e r s  ( e . g .  e n t h a l p y ,  e n t r o p y ,  G i b b s  f r e e  e n e r g y ,  e t c . )  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

e n a n t i o m e r s  a n d  C S P  c a n  b e  o b t a i n e d .  G e n e r a l l y ,  i t  i s  a c c e p t e d  t h a t  t h e  d i r e c t  

e n a n t i o m e r i c  s e p a r a t i o n  i s  b a s e d  o n  t h e  f o r m a t i o n  o f  r e v e r s i b l e  d i a s t e r e o m e r i c  

c o m p l e x  a s s o c i a t e d  b y  i n t e r m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n  o f  e n a n t i o m e r s  w i t h  a  c h i r a l  

s e l e c t o r .  T h i s  p r o c e s s  f o r  t h e  i n d i v i d u a l  e n a n t i o m e r  c a n  b e  c h a r a c t e r i z e d  b y  

t h e r m o d y n a m i c  d a t a  u s i n g  t h e  G i b b s - H e l m h o l t z  e q u a t i o n  [ 1 4 ,  2 2 ] ,

I n  v a n ' t  H o f f  a p p r o a c h  [ 2 2 ] ,  t h e  d i f f e r e n c e  i n  G i b b s  f r e e  e n e r g y ,  A A G ,  

i s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  s e p a r a t i o n  f a c t o r  ( a )  o b t a i n e d  f r o m  c h i r a l  s e p a r a t i o n  o n  a  c h i r a l  

c o l u m n  a t  g i v e n  t e m p e r a t u r e  a c c o r d i n g  t o  e q u a t i o n  ( 1 ) :

-  A A G  =  R T  •  I n  a  =  R T  -  I n  o p - )  ( 1 )

w h e r e  a  i s  t h e  s e p a r a t i o n  f a c t o r  o r  s e l e c t i v i t y  a n d  i s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  

r a t i o  o f  k '  o f  t w o  e n a n t i o m e r s

k '  i s  t h e  r e t e n t i o n  f a c t o r  o r  c a p a c i t y  f a c t o r  o f  e a c h  e n a n t i o m e r  a n d  

i s  c a l c u l a t e d  f r o m  s o l u t e  r e t e n t i o n  t i m e  a c c o r d i n g  t o

1 r  - t M  

f  M

R  i s  t h e  u n i v e r s a l  g a s  c o n s t a n t  ( 1 . 9 8 7  c a l / m o l - K )  

T  i s  t h e  a b s o l u t e  t e m p e r a t u r e  ( K )
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1 , 2  r e f e r  a r b i t r a r i l y  t o  t h e  l e s s  a n d  t h e  m o r e  r e t a i n e d  e n a n t i o m e r s ,  

r e s p e c t i v e l y

t R  i s  t h e  r e t e n t i o n  t i m e  o f  a n  e n a n t i o m e r  o r  a n a l y t e  

t M  i s  t h e  t i m e  f o r  m o b i l e  p h a s e  o r  u n r e t a i n e d  c o m p o u n d  t o  t r a v e l  

a t  t h e  s a m e  d i s t a n c e  a s  a n a l y t e

C o m b i n i n g  e q u a t i o n  ( 1 )  w i t h  t h e  G i b b s - H e l m h o l t z  r e l a t i o n s h i p ,  

e q u a t i o n  ( 2 ) ,  l e a d s  t o  e q u a t i o n  ( 3 ) .

-  À A G  =  - A A H  +  T  -  A A S  ( 2 )

R T  •  I n  a  =  - À A H  +  T  -  À A S  ( 3 )

F r o m  e q u a t i o n  ( 3 ) ,  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n  c a n  b e  r e w r i t t e n

1 - À A H  A A SIn a  = - ■ +—— (4)
R T  R

w h e r e  A A H  i s  t h e  d i f f e r e n c e  i n  e n t h a l p y  v a l u e s  f o r  e n a n t i o m e r i c  p a i r s  

A A S  i s  t h e  d i f f e r e n c e  i n  e n t r o p y  v a l u e s  f o r  e n a n t i o m e r i c  p a i r s

A c c o r d i n g  t o  e q u a t i o n  ( 4 ) ,  A A H  a n d  A A S  c o u l d  b e  e v a l u a t e d  f r o m  t h e  

s l o p e  a n d  y - i n t e r c e p t  o f  t h e  I n  a  v s .  1 / T  p l o t .  H o w e v e r ,  t h e  c a l c u l a t i o n s  o f  

t h e r m o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  f r o m  p l o t  o f  I n  a  v e r s u s  1 / T  a r e  n o t  p o s s i b l e ,  a s  a  r e s u l t  o f  

c u r v a t u r e s  o b s e r v e d .  T h i s  i s  d u e  t o  t h e  n o n l i n e a r  d e p e n d e n c e  o f  s e l e c t i v i t y  o n  

c o n c e n t r a t i o n  o f  s e l e c t o r s  i n  d i l u t e d  p o l y s i l o x a n e  s t a t i o n a r y  p h a s e  [ 2 2 ] ,

A l t e r n a t i v e l y ,  t h e r m o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  c a n  b e  c a l c u l a t e d  f r o m  

r e t e n t i o n  f a c t o r s  i n s t e a d  o f  s e p a r a t i o n  f a c t o r s .  C o m b i n a t i o n  o f  e q u a t i o n s  ( 5 )  a n d  ( 6 )  

r e s u l t s  i n  e q u a t i o n  ( 7 ) ,  d e m o n s t r a t i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  I n  k '  a n d  1 / T  i s  l i n e a r .  

T h e r m o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  o f  i n d i v i d u a l  e n a n t i o m e r s  c a n  b e  o b t a i n e d  f r o m  v a n ' t  

H o f f  p l o t  o f  I n  k '  a g a i n s t  1 / T .  S u b s e q u e n t l y ,  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  e n t h a l p y  a n d  e n t r o p y  

o f  t w o  e n a n t i o m e r s  c a n  b e  a c h i e v e d .
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-  AG = RT -In K = RT - ln(k' - p) (5)

AG = AH -  T • AS (6)

-  A H  +  T • A S  =  R T  -  I n  ( k '  - P )

- A H

R T

A S  _  1 1 ,
+  — -  =  l n k  +  

R

l n p

l n k '  =
- A H

R T
(7)

w h e r e K  i s  t h e  d i s t r i b u t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  c h i r a l  a n a l y t e  b e t w e e n  t h e  g a s

a n d  t h e  l i q u i d  p h a s e s

p  i s  a  c o n s t a n t  c a l l e d  p h a s e  r a t i o  ( t h e  r a t i o  o f  m o b i l e  p h a s e  

v o l u m e  t o  s t a t i o n a r y  p h a s e  v o l u m e )

A H  i s  e n t h a l p y  c h a n g e  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e

e n a n t i o m e r  w i t h  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e .  A H  v a l u e  d e s c r i b e s  t h e  

d e g r e e  o f  t h e  s t r e n g t h  o f  t h e  i n t e r a c t i o n .  T h e  m o r e  n e g a t i v e  t h e  

A H  v a l u e ,  t h e  h i g h e r  t h e  s t r e n g t h  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  a n d  t h e  

l a r g e r  r e t e n t i o n  i n  t h e  c o l u m n .

A S  i s  e n t r o p y  c h a n g e  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e

e n a n t i o m e r  w i t h  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e .  A S  v a l u e  d e s c r i b e s  t h e  

d e g r e e  o f  w h i c h  t h e  s o l u t e  s t r u c t u r e  i n f l u e n c e s  t h e  i n t e r a c t i o n .

T h e r m o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  a c q u i r e d  i n  t h i s  r e s e a r c h  t h r o u g h  v a n ' t  

H o f f  a p p r o a c h  w o u l d  b r i n g  g r e a t e r  i n s i g h t  a b o u t  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  p h e n o x y  a c i d  

m e t h y l  e s t e r  a n a l y t e s  a n d  C D  d e r i v a t i v e s .  H o p e f u l l y ,  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  d a t a  

o b t a i n e d  f r o m  t h i s  w o r k  w i l l  c l a r i f y  s o m e  m e c h a n i s t i c  k n o w l e d g e  a b o u t  t h e  i n f l u e n c e  

o f  a n a l y t e  s t r u c t u r e  o n  e n a n t i o m e r i c  s e p a r a t i o n .
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