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Az értekezésben hasznalt roviditések jegyzéke

AcOH: ecetsav

BuOH: butanol

t-BuOH: 2-metil-2-propan-ol

CE: kapillaris elektroforézis (capillary electrophoresis)

DEA: dietil-amin

EtOH: etanol

FA: hangyasav

FDA: amerikai korméanyhivatal (Food and Drug Administration)
Fmoc: 9-fluorenil-metiloxi-karbonil

GC: gazkromatografia (gas chromatography)

HPLC: nagyhatékonysagi  folyadékkromatografia  (high-performance
chromatography)

MeCN: acetonitril

MeOH: metanol

NP: normal fazistt mod (normal phase)

NP-LC: normal fazisu folyadékkromatografia

PI: polaris-ionos mod (polar-ionic)

PO: poléris-szerves mod (polar-organic)

PrOH: n-propanol

2-PrOH: propan-2-ol

QD: kinidin (quinidine)

QN: kinin (quinine)

RP: forditott fazisti mod (reversed phase)

SCX: erds kationcseréld (strong cation exchanger)
SFC: szuperkritikus folyadékkromatografia (supercritical fluid chromatography)
TEA: trietil-amin

TEAA: trietilammo&nium-acetat

UV: ultraibolya spektrum (ultraviolet)

WAX: gyenge anioncseréld (weak anion exchanger)

liquid



1. Bevezetés

Napjainkban a természettudomanyok, valamint a szerves kémiai- és gyodgyszeripar
rohamosan fejlédd viragkorat €ljiik. Az analitikai kémia szdmos tudomanyteriileten jutott
dontd szerephez, melyek eldrehaladasa elképzelhetetlen a nagyszami pontos és preciz
analitikai mérési eredmények nélkiil. Ilyen igényeknek gyors ¢és hatékony analitikai
modszerek, valamint egyre nagyobb teljesitOképességli és robusztusabb mérdmiiszerek
tudnak eleget tenni. A miiszeres analitikai technikdk rendkiviil gyors fejlodése segiti az
elérehaladast, melynek egyik legnagyobb huzoagazata a gyogyszeripar. Mire egy potencialis
gyogyszerhatoanyag kezdeti szintézisétdl a végtermék kereskedelmi forgalomba hozataldig
eljutunk, a gyoégyszerfejlesztés folyamata egy, vagy akar két évtizedig is eltarthat. A ma
hatdlyos gyogyszerkonyvek iranyelvei egyre szigorubb mértékben szabalyozzak a
gyogyszerhatoanyagok tisztasagara vonatkozé kovetelményeket, amely sziikségessé teszi az
Ujabb, kisebb kimutatasi hatdrokat biztositd, s egyben koltséghatékonyabb modszerek

bevezetését.

Az ¢l6 szervezetek felépitésében részt vevd biomolekuldk, gy mint a fehérjék, a
fehérjéket alkoté aminosavak a glicin kivételével, a cukrok és az enzimek nagy része kiralis
vegyiilet. A kiralis vegyiiletek enantiomerei ellentétes optikai aktivitassal, mig megegyez6
fizikai-kémiai sajatossaggal birnak. Amennyiben egy racém, azaz enantiomereket azonos
aranyban tartalmazo vegyiilet kirdlisan szelektiv ¢l6 szervezetbe keriil, az enantiomerek
jelentésen eltérd bioldgiai és farmakologiai viselkedést mutathatnak. Ennek értelmében az
enantiomer molekulaparok koziil mig az eutomer az alkalmazni kivant pozitiv terdpids
hatasért felelds, addig a masik izomer, az ugynevezett disztomer inaktiv vagy kedvezotlen,
olykor akar toxikus hatést fejthet ki az emberi szervezetbe keriilve [1]. Erthetd tehat, hogy a
biologia, de legfoképp a gyodgyszerkutatds teriiletén rendkiviili igény lépett fel a kiralis
elvalasztasi modszerek fejlesztése irant annak érdekében, hogy ezek a vegytiletek kiralisan
tiszta formaban alljanak rendelkezésre. Ennek sziikségességét nem lehet elégszer
hangsulyozni, hiszen mara a szigorodott szabalyozasoknak kdszonhetden racém hatoanyag
csak rendkiviil indokolt esetben keriilhet forgalomba, miutdn mind a két enantiomerre és
magara a racém vegyliletre is elvégezték az Osszes sziikséges klinikai és toxikoldgiai
vizsgalatot [2]. Természetesen ez  hatvadnyozottan megdragitia a  kiralis
gyogyszerhatoanyagok kereskedelmi forgalomba hozatala el6tti fejlesztések folyamatat,
ennélfogva napjainkban a kutatdsok ¢és fejlesztések egy gazdasdgosabb irdanyvonalat

kovetnek, amely nem mas, mint a tiszta enantiomerek eléallitasa.



A jelenleg hasznalt gyogyszerek tobb, mint 50%-a kiralis hatdanyagot tartalmaz. Egy
2017-ben megjelent kozlemény az amerikai élelmiszereket és gyogyszereket feliigyeld
hatosag (FDA) altal engedélyezett 11j, kirdlis hatdanyagot tartalmazo gyogyszerek szamat
vizsgalta 2002 és 2015 kozott (1. abra). Ezen idészak alatt az ijonnan engedélyezett, racém
hatéanyaggal bird gyodgyszerek szaménak jelentds csokkenése volt megfigyelhetd, mellyel
parhuzamosan kertilt egyre inkabb eldtérbe az enantiomertiszta formdban val6 forgalmazas

13].
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1. abra Az FDA altal engedélyezett racém, enantiomertiszta, illetve nem kiralis
hatdanyagok szdmanak alakuldsa 2002 és 2015 kozotti idészakban [3].

Az elmult hasz évben a kirdlis technolédgia teriilete ugrasszerii fejlédésen ment
keresztiil, melynek fejlesztésére ma is tekintélyes figyelem iranyul. A kiilonféle élelmiszer-
adalékanyagok, agrokemikalidk, valamint a petrolkémia- ¢és a kozmetikai ipar
legkiilonbozobb termékei arra engednek kovetkeztetni, hogy szamos ipari teriileten egyre
inkabb fokozddik az igény a kiralisan tiszta vegyiiletek eldallitdsa irant. Enantiomertiszta
vegyiiletek eldallitasara tobb lehetdség is kinalkozik. Ezek kozé tartozik a racém elegyek
elvélasztasa, az enantioszelektiv szintézisek végrehajtasa, valamint a kiralisan tiszta forras
hasznélatan alapulé modszerek alkalmazasa. Sok esetben hatékony és kevésbé koltséges
megoldast jelent a racém elegyek eldallitasa, majd ezt kovetéen egy alkalmas

elvalasztastechnikai modszer segitségével az enantiomerek elvalasztasa.



A jelenkori gyogyszeranalitika egyik legnagyobb kihivasa a biologiai ¢és
farmakologiai jelentdséggel bird kirdlis vegyliletek enantiomereinek elvalasztasa, mely
kulcsfontossagii az enantiomer tisztasag ellendrzése szempontjabol. Erre a célra a
leggyakrabban alkalmazott mddszerek a kromatografia csaladjabol kertiilnek ki, melyek
koziil a legelterjedtebben hasznalt és napjainkban is dinamikusan fejlodd technika a
nagyhatékonysagt folyadékkromatografia (HPLC), a modszer kinalta szamos eldnyds
lehetéségnek kdszonhetden. Természetesen ezen analitikai feladat megoldasara sok esetben
megfeleld valasztds a gazkromatografia (GC) is. Fontosnak tartom kiemelni, hogy a
szuperkritikus folyadékkromatografia (SFC) egyre inkdbb kezd el6térbe kertilni a technikai
fejlesztéseknek koszonhetden. Tovabba az elvélasztastechnikai mddszerek kozé tartozo
kapillaris elektroforézis (CE) is sok esetben alkalmas stratégianak bizonyul az enantiomerek
megkiilonboztetésére [4]. Amennyiben nagyobb mennyiségili, enantiomertiszta vegytletek
eldallitdsa a cél, a leghatékonyabb és leggazdasdgosabb megoldast a HPLC és az SFC
technikdk kinaljak.



2. Célkitizeés
Munkdm soran célul tiztem ki biologiai és gyogyszerkémiai jelentdséggel
rendelkezd potencialis farmakonok enantioszelektiv folyadékkromatografias vizsgalatat, a

sztereoizomerek elvalasztasanak optimalizalasat, valamint Ujabb fejlesztésti kiralis

allofazisok elvalasztoképességeének kromatografias jellemzését.

A kiralis felismerési folyamatok szerkezetfiiggésére fokuszalva tanulmanyozni

kivantam:

* limonénvazas karbociklusos f-aminosavak enantiomerjeinek elvalasztasat
makrociklusos (glikopeptid) alapa (Chirobiotic™ R, T és TAG) kiralis
allofazisokon,

*  N-metilszubsztitualt és amidalt ciklusos f-aminosav enantiomerek retenciojanak
mechanizmusat ikerionos ioncserélé tipust (Chiralpak®™ ZWIX(+) és ZWIX(-))
oszlopokon,

* limonén alapu biciklusos aminoalkoholok és aminodiolok enantiomerjeinek
folyadékkromatografias elvalasztasat modositott poliszacharid kiralis szelektort
tartalmazo (Lux Cellulose-1, Lux Cellulose-2, Lux Cellulose-3, Lux Cellulose-

4, Lux i-Cellulose-5, Lux Amylose-1 és Lux Amylose-2) all6tazisokon.

A modellvegytiletek kdzvetlen kiralis folyadékkromatografias vizsgalatan keresztiil
tanulmanyozni kivantam a mozg6fazis 0sszetételének €s a polaris modosito (alkohol) anyagi

mindségének az elvalasztasra gyakorolt hatasat.

Tovabbi célom volt a kromatografias paraméterek valtozasanak nyomonkovetésével
az elvalasztani kivant vegytiletek, valamint az alkalmazott kiralis szelektorok szerkezete €s

a kiralis megkiilonboztetési folyamatok kozotti 0sszefiiggések felderitése.

Ezen felil a hOmérséklet kromatografias paraméterekre gyakorolt hatisanak
vizsgélataval, illetve termodinamikai paraméterek meghatarozasaval lehetdség nyilt az

elvalasztas lehetséges mechanizmuséanak feltérképezésére.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A kiralitas fogalma

Tobb, mint masfél évszazada ismeretes, hogy a szervetlen és szerves vegyiiletek
kozott nagy szammal fellelhetdk olyan molekuldk, amelyek képesek a linearisan polarizalt
fény polarizacids sikjanak elforgatasara. Ezek az optikailag aktiv, illetve napjainkban
leginkabb kirdlisnak nevezett vegyiiletek, melyek molekuldi egymassal fedésbe nem
hozhat6, aszimmetrikus molekula alkattal rendelkeznek. A szerves molekulak szerkezete és
optikai aktivitasa kozti Osszefiiggés kutatasa a XIX. szdzad elejére vezethetd vissza, amely
fokeént Berzelius, Biot és Mitscherlich kutatasain alapszik. 1848-ban Pasteur értelmezte az
optikai izoméria jelenségét az optikailag inaktiv szdél0sav (racém borkdsav) natrium-
ammonium so kristalyainak tanulmanyozasan keresztiil. Mérfoldkonek szamito felfedezése
utan 1874-ben van’t Hoff-nak és Le Bel-nek sikeriilt egymastol fiiggetleniil az optikai
izoméria szabatos értelmezése [5]. Innentdl vette kezdetét a modern sztereokémia

tudoménya, amely az atomok, illetve az atomcsoportok molekulan beliili viszonyait kutatja.

Louis Pasteur kovetkeztetéseit figyelembe véve maig is helytalld modon
megfogalmazhatd, hogy optikailag aktivak azok a vegyiiletek, amelyek a linedrisan
polarizalt fény sikjat elforgatni képesek. Ezen vegytiletek balra forgato (-) és jobbra forgato
(+) modosulatait kiilonboztethetjiik meg. Az elsé esetrdl akkor beszéliink, ha a polarizacios
sik elforduldsa — a fény terjedési iranyaba tekintve — az Oramutatd jarasaval ellentétes
iranynak felel meg, jobbra forgatd modosulat pedig akkor all fenn, ha az 6ramutat6 jarasaval
egybeesik. A két optikailag aktiv mdodosulat mind fizikai, mind kémiai tulajdonsagaikban
megegyezik egymassal. Az optikai forgatoképesség tekintetében abban is megegyeznek,
hogy azonos koriilmények kozott mért forgatasuk abszolut értéke megegyezd. Azon
vegylileteket, melyek ilyen tulajdonsagli modosulattal rendelkeznek, egymas
enantiomereinek tekinthetdk. A két enantiomer viszonyban 1évé mddosulat bruttd képlete és
kémiai szerkezete megegyezd, a kozottik levd kiilonbség csupan az atomok térbeli
elrendezddésében mutatkozik meg, tehat sztereoizomerek. Az enantiomerek 1:1 aranyu

keveréke optikailag inaktiv, melyet racém vegyiiletparnak neveziink.

A molekula kiralitasat 1étrehozo szerkezet elemeinek elrendezddése torténhet egy
kozpontra, egy tengelyre, egy sikra vonatkoztatva, ugyanakkor egy csavarvonal szerint is
definialhato. Ez alapjan a kiralitas kiilonb6z6 tipusait, ugy mint a centralis, axialis vagy

plandris kiralitast, illetve hélixszerkezetli rendszereket kiilonboztethetiink meg. A kiralitas



legegyszertiibb esete akkor all fenn, amikor egy szénatomhoz (aszimmetriacentrumhoz) négy
kiilonb6z6 atom vagy atomcsoport (szubsztituens) kapcsolodik. Azt nem szabad elfelejteni,
hogy a kiralitascentrum megléte nem sziikséges feltétele a kiralitasnak. Erre alkalmas példa
az axialis- és a plandris kiralitas esete. Olyan molekuldkkal is taldlkozhatunk, amelyekben
két szénatom helyezkedik el oly mddon, hogy kotési irdnyuk két kiilonbozd sikban foglal
helyet. Az emlitett szénatomokhoz kapcsolodd négy kiilonbozd szubsztituens altal a
vegyiilet kiralissa valik. Ebben az esetben négy helyett elegendd két kiilonbozé szubsztituens
megléte az optikai izoméria kialakulasdhoz. Léteznek olyan aszimmetrikus centrummal
rendelkezé parositasok is, amelyek nem rendelkeznek tiikorkép jelleggel. Ezeket a
vegyiileteket diasztereomereknek nevezziik, amelyek kémiai és/vagy fizikai jellemzoit
tekintve (pl. reakcidokészség, olvadas- és forraspont, optikai forgatoképesség, stb.) mar
kiilonboznek egymastol [6]. Az enantioméria €s diasztereoméria viszonyt a 2. dbrdn

szemléltetem.

Diasztereomerek

R R R, §

Enantiomerek

Diasztereomerek Diasztereomerek

Enantiomerek

S, R S, S

Diasztereomerek

2. dbra Sztereoizomerek csoportositasa

3.2. Enantiomerek folyadékkromatografias elvalasztasi lehetoségei

Az ¢l6 szervezetekben el6éforduld kirdlis vegyliletek tudomanyos érdekességiikon
tulmenden oridsi gyakorlati jelentdséggel rendelkeznek. Nem véletlen tehat, hogy nem csak
kutatasi szinten, de az ipar is a kiralis molekuldk enantiomertiszta formdban torténd
eldallitasara torekszik. Kezdetben a kiralis analizis nehéz analitikai feladatnak bizonyult, s a
legtobb elvalasztast analizis eldtti szarmazékképzéssel végezték el. Ma mar szdmos
elvalasztastechnikai moédszer nyujt megoldast az enantiomerek megkiilonboztetésére,
melyek koziil analitikai célokra a kapillaris elektroforézis és a kromatografias technikak a

leggyakrabban alkalmazottak.



A HPLC a gyors analizis, a reprodukélhatdsag, az érzékenység és a mozgo-, valamint
az allofazisok széleskorli valtoztatdsa révén napjaink legigéretesebb modszere a kirdlis
elvalasztas teriiletén. A legtobb kromatografids modszernél (a kiralis ligandumcsere-
kromatografia kivételével) az elvalasztas alapjaul az elvalasztani kivant vegytilet és az allo-
vagy a mozg6fazis kiralis komponense kozott 1étrejovo iddleges diasztereomerpar-képzés

szolgal.

Az optikai izomerek folyadékkromatografids elvalasztdsara alkalmazhat6

stratégiakat két f6 csoportba sorolhatjuk:

1. kozvetett meghatarozas — kiralis reagens segitségével oszlop eldtti
szarmazékképzés,
2. kozvetlen meghatarozas — kiralis adalék alkalmazasa a mozgo6fazisban, illetve

kiralis allofazis hasznalata.

Az értekezésemben bemutatott kisérleti munka a kozvetlen kromatografias
modszereken beliil kiralis allofazisok (oszlopok) alkalmazasan alapul, ezért a tovabbiakban
a kiralis oszlopok alkalmazhatdsaganak lehetdségeit, valamint a vizsgéalataink soran hasznalt

kiilonféle kiralis allofazis tipusok jellegzetességeit targyalom részletesebben.

3.2.1. Kiralis alléfazisok

A HPLC technika kulcsfontossagli szerepet tolt be az enantiomerek széles kori
hatékony kiralis felismerésében, valamint a kiillonbozd kiralis allofazisok kialakitasaban és
fejlesztésében. Szamos kiralis allofazist készitettek HPLC analizisekhez, amelyek kiralis
molekuldkbdl vagy kirdlis polimerekbdl allnak. Kiralis oszlop segitségével megvalositott
kutatasrol legeldszor Henderson és Rule szamoltak be [7]. Az analitikai kémia teriiletén
jelentkezd alland6 kihivasok, valamint a kromatografids miszerezettség intenziv
fejlodésének kovetkeztében az twjabb, minél tobb kdlcsonhatds kialakitdsara képes
szelektorok eldallitdsa még ma is fontos téma kutatasi szinten. Az elmult évtizedben szamos
allofazis tipust fejlesztettek ki [8-11], koziliik tobb, mint kétszaz mar kereskedelmi

forgalomban is elérhetd [12].

A kirdlis oszlopok napjainkra is jellemz6é térhoditdsa jelentés mértékben
visszaszoritotta a kozvetett meghatarozasok szamat. A modszer igen nagy elénye, hogy nem
jar hosszadalmas ¢és koriilményes mintaelokészitéssel, valamint az analizist kdvetéen a

vizsgalt vegyiiletek kinyerhetdk, ennélfogva a kiralis allofazisok az analitikai (mennyiségi



¢s mindségi) meghatarozasok mellett preparativ (enantiomerek tisztitasa) célra is tokéletesen
hasznalhatok. A kiralis elvalasztas soran szamos, kiilonbo6zd tipusu kdlcsonhatéas alakulhat
ki a vizsgalt vegyiilet enantiomerei ¢és az alkalmazott allo6fazis szelektora kozott.
Természetesen ezek a kdlcsonhatasok fiiggenek a mozgofazis Osszetételétdl, igy annak
megvalasztasaval hangolhat6 a jellemzd kdlcsonhatdsok kialakulasa. Az elicid sorrendje a
legtobb esetben elére nem megjosolhatd és a hatékony elvalasztast lehetdvé tevd
kromatografids  koriilmények felderitése gyakran csak eldzetes tapasztalatok
figyelembevételével torténik. A kdzvetlen modszer alkalmazasdnak hatranya, hogy a kiralis

oszlopok beszerzése viszonylag koltséges.

Amint azt a korabbiakban emlitettem, kiralis all6fazis alkalmazasa esetén a kiralis
elvalasztas hatékonysagat az enantiomerek szelektorral 1étesitett eltérd kolcsonhatdsa
hatdrozza meg. A kiralis felismerés folyamatat leird ugynevezett harompontos illeszkedési
modell (3. dabra) maig a legszélesebb korben elfogadott elmélet, melynek alapjait 1933-ban
Easson és Stedman fektették le [13]. Azt feltételezték, hogy az altaluk vizsgalt enzimek aktiv
centrumahoz kapcsolddva legalabb harom ponton torténd sztereoszelektiv kodlcsonhatés
kialakitasa sziikséges a kiralis felismeréshez. Dalgliesh aminosavak papirkromatografias
elvalasztasat tanulmanyozta ezen szemléltetési mod segitségével [14]. Késobb Pirkle és
Pochapsky [15], majd Davankov [16] kiegészitéseikkel finomitottak a modellt. Ok mar a
lehetséges vonzd kolcsonhatasok mellett a taszitd (sztérikus) hatdsok szerepeit is
kihangsulyoztak, valamint felismerték, hogy a harom sziikséges kdlcsonhatas koziil legalabb

egynek sztereoszelektivnek kell lennie.

Szelektor S-enantiomer Szelektor R-enantiomer

3. abra A harompontos illeszkedési modell

A kozvetlen elvalasztasok soran alkalmazott allofazisokat eredetiik szerint harom
kategoridba sorolhatjuk, melyek a kovetkezok: természetes-, félszintetikus- és szintetikus

alaptiak. A kiralis allofazisok kiilonbozd fajtait rendszerint az elvalasztds mechanizmusa



alapjan szokas elkiiloniteni. Ezen tipust besorolas alapjan napjaink legnagyobb gyakorlati

jelentéséggel bird kiralis szelektorai a kdvetkezok:

* poliszacharidok (modositott celluldz és amildz),
oligoszacharidok (ciklofruktanok, ciklodextrinek),
fehérjek,

aminosavak,

ioncserélok,

makrociklusos vegytiletek (koronaéterek, antibiotikumok),

* % % % * »

egyéb (molekulalenyomat- és szintetikus polimer alapti, donor-akceptor tipust)

szelektorok.

Munkdm soran harom allofazis tipussal foglalkoztam, a kovetkezokben ezek

fontosabb sajatsagainak €s alkalmazasainak ismertetésére helyezem a hangsulyt.

3.2.1.1. Makrociklusos antibiotikum (glikopeptid) alapu alléfazisok

A makrociklusos glikopeptidek kiralis szelektorként torténd folyadékkromatografias
alkalmazasat legeldszor Armstrong és munkatarsai mutattdk be az 1994-ben megtartott
Pittsburgh Konferencian [17]. Munk4juk soran kiilonb6z6 kromatografids rendszerekben
ugyanazon allofazist alkalmazva eltérd szelektivitas értékeket kaptak. Eredményeik alapjan
kiilonbozo kiralis felismerési folyamatokat sikertilt felfedezniiik [18, 19]. A poliszacharid
tipusu allofazisok mellett ma mar az egyik legkeresettebb oszlopok a kiralis kromatografia
teriiletén. Tobb szdz rendkiviil valtozatos szerkezettel és sokféle funkcids csoporttal
rendelkezd vegylilet sorolhatd a makrociklusos antibiotikumok csalddjaba, melyek kozott
savas, bazikus ¢és semleges karakterii molekuldk egyarant talalhatok. Molekulatomegiik

jellemzden 600 és 2200 g/mol koz¢é esik [20].

A makrociklusos antibiotikumokon beliil kirdlis szelektorként alkalmazhato
molekuldk az ansamicinek, a polipeptidek, a glikopeptidek, valamint az aminoglikozidok
[20]. Koziiliik a glikopeptidek (teikoplanin, teikoplanin aglikon, risztocetin A, vankomicin
¢s vankomicin aglikon) bizonyultak a legeredményesebbnek sztercoszelektivitas
szempontjabol, de értek el hatékony elvalasztasokat avoparcin, fradiomicin, kanamicin,
sztreptomicin, tiosztrepton és rifampicin alkalmazaséaval egyarant [21]. Ezek az all6fazisok

az elmult két évtizedben intenziv fejlddésen mentek keresztiil.
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Makrociklusos antibiotikumok

Ansamicinek Polipeptidek Glikopeptidek Aminoglikozidok
Rifamicin Tiosztrepton Avoparcin Sztreptomicin
Teikoplanin Kanamicin
Teikoplanin aglikon Fradiomicin
Vankomicin

Vankomicin aglikon
Risztocetin A

4. abra A makrociklusos antibiotikumok csoportositasa [22]

Nagyfoku szerkezeti valtozatossaguknak kdszonhetéen a makromolekuldk tobbféle
mindségli €s erdsségli kolcsonhatds (elektrosztatikus, H-hid, hidrofob-hidrofob, -,
sztérikus gatlas, stb.) kialakitasara képesek, ebbdl adodoan alkalmazhatésaguk a vizsgalando
vegyliletek roppant széles korére terjed ki [23]. A kolcsonhatdsok valtozatossagabol
adddoan tovabbi eldnyiik, hogy multimodalis oszlopok, azaz tobbféle kromatografias
rendszerben is hatékonyan alkalmazhatdk, igy mint normal- (NP), forditott fazisu (RP),
polaris-ionos (PI), valamint polaris-szerves (PO) modban [18, 24], de értek el sikeres
elvalasztasokat SFC-vel is [25]. A kromatografids modok valtoztatdsa eltérd
enantioszelektivitds kialakulasahoz vezethet, hiszen a korabban emlitett szerkezeti
sokféleség lehetdvé teszi, hogy kiillonbozd Osszetételli mozgofazisok alkalmazasa révén
egyazon kiralis szelektor esetén tobbféle mechanizmus keriiljon eldtérbe az enantiomerek
felismerése soran. PO mod alkalmazésa alatt nemvizes polaris szerves oldoszer hasznalatat
értjiik, mig PI mddozat esetén a nemvizes polaris szerves olddszerelegyhez savas, illetve
bazikus karakteri médositot adagolunk, amely az ionos, vagy ionizalhat6 vegyiiletek kiralis
elvalasztasanal jatszik meghatarozo szerepet.

A makrociklusos glikopeptid alapu kiralis all6fazisokat Chirobiotic™ markanév alatt

forgalmazzak. Valamennyi Chirobiotic™

oszlop szerkezetérél elmondhato, hogy egy
peptidvaz kinal lehetdséget H-hid és dipolus-dipolus kdlcsonhatasok kialakuldsara, valamint
mindegyik all6fazis rendelkezik ionos vagy ionizalhaté résszel (amino- ¢és/vagy
karboxilcsoportok), amelyek elsdsorban az ionos vegyiiletek elvalasztasakor segithetik az
enantiomerek megkiilonboztetését. Amennyiben cukor egységek is jelen vannak a szelektor

szerkezetében, H-kotések alakulhatnak ki, illetve térbeli elhelyezkedésiiktol fliggden
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sztérikus hatasokkal befolyasolhatjdk kedvezden vagy épp gatolva a kirdlis felismerést.
Végiil, de nem utols6 sorban azt is érdemes szem eldtt tartani, hogy a glikopeptidek RP
koriilmények kozott kosarszerkezetet vehetnek fel, ezaltal zarvanykomplex képzddése sem
kizart a kiralis felismerés folyamata sordn, hasonldan a ciklodextrin alapu all6fazisokhoz. A
szelektorok szerkezeti hasonlosdgabol fakadéan a makrociklusos glikopeptidek
kromatografids szempontbdl bizonyos mértékig komplementerként viselkednek, azaz ha egy
glikopeptid alapt all6fazis hasznalata soran részleges elvalasztas figyelhetd meg, egy masik
glikopeptid alkalmazéisa révén sok esetben az enantiomerek hatékonyabb vagy akar
alapvonalra torténd elvalasztdsa is megvaldsithatdo [26]. A vizsgaland6 vegyiilet és az
alkalmazott szelektor kozott kialakulod lehetséges kolcsonhatdsok természetesen eltérd
mindséglick ¢és erdsségiiek lesznek a kiillonb6zé mozgotazisok alkalmazasakor. A
makrociklusos glikopeptid alapu kiralis allofazisok ezen elényds tulajdonsagat kihasznalva
egyazon oszlop hasznalata sordn a mozgodfazis Osszetételének valtoztatasdval a kirdlis
felismerés mechanizmusa hangolhatd, amely ujabb lehetdséget kinal a hatékonyabb
elvalasztasra. A vankomicin, teikoplanin és teikoplanin aglikon, illetve a risztocetin A alap
kiralis all6fazisok napjainkban Chirobiotic™ V, T, TAG és R markanéven szerezhetdk be a
Sigma-Aldrich gyartotol. A Chirobiotic ™ V és T oszlopok korabbi valtozatai Chirobiotic™
V1 és TI néven, mig Gjabb tipusai Chirobiotic ™ V2 és T2 néven fordulnak eld, amelyek a
hordozé lefedettségében (azaz a hordozon rogzitett szelektor molekuldk szdmaban) és az
allofazishoz kémiai kotést biztositd “spacer” (kar) hosszaban kiilonboznek egymastol [27].
A kovetkez8kben a leggyakrabban alkalmazott Chirobiotic™ 4ll6fazisok szerkezeti

jellemz6it mutatom be réviden.
Vankomicin

A vankomicin volt az els6 kereskedelmi forgalomba keriild makrociklusos
glikopeptid alaptt HPLC oszlop. Ma a vankomicin alapt kiralis all6fazisokkal Chirobiotic™
V és Chirobiotic™ V2 néven talalkozhatunk. A természetes vankomicin a Streptomyces
orientalis baktérium altal eldallitott amfoter glikopeptid, melynek tomege 1449 g/mol [20].
Polaris karakterére utal, hogy alkoholban kevésbé, mig vizben jol oldodik. A makrociklusos
gyturiik altal 1étrehozott belsd, apolaris jellegli liregeket 6t aromas gytiris szerkezet hidalja
at. Az igy kialakitott kosarszerii szerkezeti egységnek tulajdonithaté a hidrofob-hidrofob
kolcsonhatdsok 1étrejotte, valamint a kiralis felismerést olykor jelentds mértékben

befolyéasolod sztérikus hatasok is. Utobbiban a vankomicin szerkezetében fellelhetd két

cukorrész is kozremiikodik. A vankomicin alapu kiralis all6fazisok igen sikeresnek
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bizonyultak a kiralis kromatogréfia teriiletén, kivaltképp természetes molekuldk, amidok,

savak, észterek és ciklusos aminok elvalasztasaban [20, 24, 28].

H;C

5. abra A vankomicin szerkezete

Teikoplanin és teikoplanin aglikon

A makrociklusos glikopeptidek koziil a Chirobiotic™ T oszlop szelektora, a
teikoplanin volt a masodik az 0j antibiotikum alapt kirdlis all6fazisok soraban [29]. A
teikoplanint az Actinoplanes teichommytecitus baktérium termeli €s aktiv az aerob, illetve
anaerob Gram-pozitiv baktériumok ellen [20]. Ot, szerkezetileg hasonld vegyiilet
keverékeként fellelhetd molekuldrdl van szo, amely tobb, figyelemre méltd szerkezeti
tulajdonsdggal rendelkezik. Az aglikon viszonylagosan merev kosarszerkezete négy
makrociklus 6sszekapcsolodasanak eredménye. A makrociklusos gytiriik hét aromas gytrit
tartalmaznak, melyek koziil négy ionizalhat6 fenolos jelleggel bir, két gytirtin pedig klor-
szubsztituensek talalhatok, melyek msv-m-vizis kOlcsonhatasok kialakuldsaban jatszhatnak
fontos szerepet. Az aglikon egy primer aminocsoportot (pK~9,2) és egy karboxilcsoportot
(pK~2,5) is tartalmaz [30], melyek a fenolcsoportokkal egyiitt a molekula ikerionos
szerkezetének kialakuldsaért felelosek az RP folyadékkromatografias elvalasztasok soran
altalanosan alkalmazott ideélis pH=3,5-8,0 tartomanyban. A teikoplanin harom cukorrészt,
tobbek kozott két D-glikézamint és egy D-manndzt is tartalmaz egy szubsztitualt
nonillanncal egytitt, melyek a hidrofob-hidrofob kolcsonhatdsok kialakitasaban vehetnek
részt. A cukoregységek eltéré modon befolyasolhatjadk a kirdlis felismerést. Egyrészt
sztérikusan géatolhatjak a kosar belsejéhez torténd hozzaférést, valamint megakadalyozhatjak

a lehetséges kolcsonhatds kialakuldsat az aglikon két fenolos és egy alkoholos
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hidroxilcsoportjaval, melyeken keresztiil kapcsolodik a harom cukoregység a természetes
teikoplanin esetén. A kiralis felismerési folyamathoz kedvezé modon is hozzajarulhatnak
oly moddon, hogy a rajtuk fellelhetd alkoholos hidroxil-, éter- és amidcsoportok, illetve a
nonillanc tovabbi kolcsonhatasi lehetdségeket biztosit az elvalasztani kivant minta
molekulaival [18, 20]. A teikoplanin talan legegyedibb szerkezeti jellemzdje, hogy az egyik
gliikézamin N-acil-szénhidrogénlanccal rendelkezik. E kiilonleges szerkezeti tulajdonsagbol
fakad, hogy a teikoplanin feliiletaktivabb, mint mas rokon glikopeptidek. A Chirobiotic™ T
oszlop egyediilalld szelektivitast nyujt szamos vegyiiletcsaldd szdméra. Eredményesen
alkalmazhaté nem derivatizalt a, f, y-, illetve ciklusos aminosavak, N-védett (Fmoc-, Z-,
Boc-) aminosav sztereoizomerek elvalasztasara. Ezen kiviil javasoljak még savas karakterii
molekuldk (pl. karbonsavak, fenolok), kisméretli peptidek, ciklusos amidok, szulfoxidok,
valamint alifas €s aromas aminok elvalasztasara is [19, 20, 28, 30-34]. Az eddig azonositott
ot teikoplanin glikopeptid csupan a széndhidrogén lanc jellegében kiilonbozik egymastol. A
leggyakoribb  teikoplaninnal teikoplanin-Az-> néven taldlkozhatunk, melynek

molekulatémege 1877 g/mol [20].

6. abra A teikoplanin- A»-> szerkezete

A korédbbiakban ismertettem, hogy a szelektor cukorrésze nem minden esetben segiti
eld a kirdlis megkiilonboztetést. A teikoplanin aglikon szerkezetét a cukoregységek
eltavolitdsaval, pontosabban azok hidrolizisével hoztdk 1étre, melynek koszonhetden ez a
szelektor rendelkezik a legkisebb molekulatomeggel (1197 g/mol). Mivel a kémiai

modositas soran a hidroxilcsoportok a cukoregyégek eltavolitasaval szabadda valtak, az
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aglikon polarisabb a természetes teikoplaninndl. Berthod és munkatarsai bebizonyitottak,
hogy a kiralitdscentrumok szaménak csokkenése nem jar az elvalasztoképesség
hatékonysaganak szamottevd romlasaval [35]. Az aglikon szelektorral ellatott kiralis
allofazisok sikeresnek bizonyultak semleges sztereoizomerek elvalasztasara kizarolag
szerves oldoszert tartalmazd mozgofazisok alkalmazasaval, PO moddban. A tovéabbi
fejlesztések soran az aglikont a hidroxilcsoportok metilezésével igyekeztek specifikusabba
tenni savas karakterii sztereoizomerek elvalasztasa céljabol [36]. Az aglikon a Chirobiotic™
TAG oszlop szelektora, amely egyediilallo szelektivitast nyujt aminosavak és peptidek
enantioszelektiv elvéalasztdsara, de kiilonboz0 semleges vegyiiletek, diazepinek,
hidantoinok, oxazolidinonok, szulfoxidok elvalasztasara is javasoljak [19, 20, 28, 31, 32, 34,

37].
Risztocetin A

A risztocetin A a Nocardia lurida fermentacids terméke [38], melyet 2066 g/mol
molekulatdomeg jellemez [20]. Antibiotikum révén nagyfoku aktivitassal rendelkezik a
Gram-pozitiv baktériumokkal szemben, ideértve a tobbi antibiotikummal szemben
rezisztens torzseket is [39, 40]. A mukopeptidekben a D-Ala-D-Ala terminalis
szekvencidhoz valo szelektiv kotddés révén gatolja a baktériumsejtfal szintézisét [41, 42].
Az elézdekben targyalt makrociklusos glikopeptidekhez hasonldan ennél a vegyiiletnél is
megfigyelhetd az aglikon rész jellegzetes kosarszerkezete, amelyet négy makrociklus hoz
létre. A 38 kiralitdscentrummal rendelkez6 vegytilet hét aromas gytiriit és hat cukor részt
tartalmaz. Szamottevo kiilonbség a tobbi glikopeptiddel szemben a szabad karboxilcsoport
hianya. Helyette metilészter-csoport van jelen, amely gyengébb kolcsonhatast
eredményezhet kationos jellegli vegyiiletek analizise sordn. A glikopeptid alapt
makrociklusos antibiotikumok koziil a risztocetin A a legpoldrisabb szelektor 21
hidroxilcsoportjanak, valamint a hidroféb lanc hianyanak koészonhetéen. Ez az amfoter

vegyiilet savas €s vizes kozegben jol, mig semleges pH-n kevésbé oldodik [43].
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7. abra A risztocetin A molekula szerkezeti képlete

A risztocetin A a Chirobiotic™ R oszlop szelektora, s szerkezeti komplexitasdnak
koszonhetden a vegyliletek igen széles skaldjanak, tobbek kdzott anionos kirdlis molekulak,

valamint kiilonféle szubsztitualt aminosavak elvalasztdsara nyu;jt lehetdséget [20, 34, 44].

3.2.1.2. Ioncser¢lo tipusu allofazisok

A kirélis ioncseréld tipusu allofazisok a kétezres évek elején valtak kereskedelmi
forgalomban is elérhetévé. A kinin (ON), valamint az tgynevezett pszeudoenantiomere, a
kinidin (QD) a cinkdna alkaloidok legjelentdsebb képvisel6i, melyek mint gazdasdgosan
kinyerhetd természetes forrasok, egyre inkabb az érdeklédés kozéppontjaba keriiltek az
allofazisok fejlesztése soran. A pszeudoenantiomer kifejezés alatt azt értjiik, hogy az emlitett
két sztereoizomer egymassal diasztereomer kapcsolatban all, viszont a kiralis felismerés
alkalmaval gyakran enantiomerként viselkednek [45]. Kivételes szerkezeti tulajdonsagaik
(valtozatos funkcios csoportok megléte, s ezek kombindcidja) révén igen széleskoriien

alkalmazhatok az enantioszelektiv elvalasztasok soran.

A kinafa (Cinchona ladgeriana) kérgébdl kivont cinkona alkaloidok kiralis
szelektorként torténd sikeres alkalmazdsar6l eldszor az 1950-es években kozoltek
eredményeket [46, 47]. Késobb, az 1980-as években Izumoto [48, 49], valamint Petterson
¢s munkatarsai [50-52] ionpar képzésén alapuld folyadékkromatografidas modszereket
dolgoztak ki savas karakteri vegylletek vizsgalatara. Az elért sikeres analizisekre

tamaszkodva 1987-ben Rosini €s munkatarsai szilikagélen rogzitett kinin alapt allofazisok
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alkalmazasar6l szadmoltak be. Munkdjuk soran alkil-aril-karbinolok, amidok, binaftil
szarmazékok, valamint egyéb gyogyszerészeti jelentoséggel bird vegyiiletek kiralis
elvalasztasat valositottdk meg [53]. Az ezt kovetd években szamos kutatocsoport tlizte ki
célul kinin és kinidin alapu all6fazisok szintézisét, valamint ezen allo6fazisok alkalmazéasaval
kiilonféle vegyiiletek enantioszelektiv elvalasztasat. A kisérletek soran azonban hamar
kideriilt, hogy ezeknek az allofazisoknak kicsi az enantioszelektivitdsa, stabilitasuk pedig

nem kielégitd, ennélfogva nem terjedtek el a kromatografias gyakorlatban.

Lindner és munkatarsai évtizedek ota foglalkoznak cinkona alkaloid alapu kiralis
allofazisokkal. 1996-ban megjelent kozleményiikben attord eredményekrdl szamoltak be. A
természetes alkaloidok szekunder C9-es hidroxilcsoportjat karbamoilcsoportra cserélték, s
ezaltal elérték, hogy a gyenge anioncseréld (WAX) tipusu 4allofazis jelentOsebb
enantiomerfelismerd-képességgel rendelkezzen [45]. Az ily modon kifejlesztett
anioncserélé oszlopok 2002-ben keriiltek kereskedelmi forgalomba, majd 2005-t6l
Chiralpak® QN-AX és QD-AX néven szerezhetSk be a Chiral Technologies Europe-tol. Az
anioncser¢ld szelektorok fejlesztésének sikerein felbuzdulva sikeriilt megalkotni a
kationcseréld allofazisokat oly médon, hogy aminociklohexan-szulfonsav alapi csoportot
rogzitettek a szilikagél hordozohoz [54], majd a rogzités modjat tovabbfejlesztve jutottak el

az er0ds kationcseréld (SCX) tipusu allofazisok 1étrehozasaig [55].

A fentebb emlitésre keriilt anioncseréld szerkezetének tovabbi modositasa soran
Lindner ¢és munkatarsai a cinkdna alapvazhoz a C9-es szénatomra egy transz-2-
aminociklohexan-szulfonsav (ACHSA) csoportot kotottek karbamat kotésen keresztiil. Igy
valdsult meg egy olyan kombinalt all6fazis kialakitasa, melynek alkalmazasaval egyidejiileg
ionpar képzddésére nyilik lehetdség [56]. A ON vagy OD ¢és (R,R)- vagy (S.,9)-
aminociklohexan-szulfonsav kiilonféle parositasaval négyféle szelektor kialakitasa
valosithatdo meg (8. dbra). Ezen ikerionos, anion- és kationcseréld tulajdonsaggal egyarant
rendelkezd kiralis oszlopok koziil a ON és (S,S)-ACHSA, valamint a OD és (R,R)-ACHSA
egységekbdl felépiilé szelektorokat tartalmazéd allofazisokat (Chiralpak® ZWIX(+) és
ZWIX(-)) a Daicel Corporation forgalmazza. A masik két tipus, a ZWIX(+A) (ON ¢és (R,R)-
ACHSA) ¢és a ZWIX(-4) (OD ¢és (S,5)-ACHSA) kereskedelmi forgalomban még nem

elérhet6 valtozatai az ikerionos allofazisoknak.
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8. dbra Az ikerionos allo6fazisok altalanos szerkezeti sémaja

Az ioncserén alapuld allofazisok esetén a retenciés mechnizmusban az ionos
kolcsonhatasok kiemelkedden fontos szereppel birnak, melyek a szelektor, illetve a vizsgalt
vegyiilet toltéssel rendelkezd funkcios csoportjai kozott johetnek 1étre. Amint azt korabban
emlitettem, az ikerionos tipusu all6fazisok alkalmazésa révén mindkét ioncsere folyamat egy

idében jatszodhat le. A szelektor tercier amin része (gyenge anioncser¢ld), illetve szulfonsav

része (erds

csoportjai kozott kialakulo elektrosztatikus kdlcsonhatasok meghatdrozé szerepet toltenek

be a kiralis felismerésben.

Chiralpak® ZWIX(+)

kationcseréld) és az elvalasztani kivant vegytilet toltéssel rendelkezd funkcios

Elvalasztandé vegyiilet

9. abra Lehetséges kolcsonhatasok ikerionos tipust all6fazisok esetén
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Ahogyan azt a 9. dbra is szemlélteti, az ilyen tipusu allofazisok alkalmazasakor az
ionos kdlcsonhatasok mellett H-hid, n-m és van der Waals kdlcsonhatasok segithetik el a
kiralis felismerést. Ezen masodlagos kolcsonhatasok mellett sztérikus hatasok
befolyasolhatjak az enantiomerek megkiilonbdztetését. Annak érdekében, hogy a szelektor
¢s az elvalasztani kivant vegyiiletek megfeleld toltéssel rendelkezzenek, sav és bazis
modositokat sziikséges a mozgdfazishoz adagolni. Az ikerionos allofazisok hatékony
megoldast nyujtanak kiilonb6z6 kiralis savak, aminok, aminosavak és peptidek kiralis
megkiilonboztetésére [57-59]. Fontosnak tartom megemliteni, hogy vizmentes eluensben a
poléaris szerves olddszerek alkalmazésa a legelterjedtebb a cinkéna alkaloid alapu ikerionos
oszlopok esetén. A MeOH protikus olddszer révén jelentdsen csokkentheti a H-hid
kialakulasanak esélyét az allofazis szelektoraval, illetve a mintat jobban szolvatalva
visszaszorithatja az ionos kolcsonhatasokat. Az aprotikus MeCN viszont eldsegiti az ionos,
s nagymértékben befolyasolja a n-m kdlcsonhatasok kialakulasat. A két olddszer ily modon
komplementerként viselkedik, azaz MeOH/MeCN kiilonb6z6 ardnyt oldoszerelegyek
alkalmazaséaval a kromatografias tulajdonsagok (mint a visszatartas, szelektivitas) konnyen

hangolhatok ikerionos allofazisok alkalmazésa soran [59].

3.2.1.3. Modositott poliszacharid alapu allofazisok

A poliszacharidok jol definialt szerkezettel rendelkezd kiralis biopolimerek.
Elony0s tulajdonsagaiknak kdszonhetden régota alkalmazzak dket kromatografias célokra.
A poliszacharidok hasznosithatdsadga racém elegyek elvalasztasara egészen 1951-ig nyulik
vissza, amikor Kotake és munkatarsai aminosavak elvalasztasat valositottdk meg celluloz
alapu allofazison papirkromatografiaval [60]. Tiz évvel késébb szintén celluloz segitségével
hajtottdk végre kiralis katechinek elvalasztasat oszlopkromatografia segitségével [61]. A
legels6 gyakorlati tapasztalatok azt mutattak, hogy a természetes di-, oligo- ¢s
poliszacharidok csak korlatozott mértékben hasznalhatok enantiomerek
megkiilonboztetésére, igy az 1960-as évektdl kezdve kiillonbozd celluldéz szdrmazékokat
alkalmaztak a hatékonyabb elvalasztdsok reményében. 1967-ben Liittringhaus, Hess ¢€s
Rosenbaum részlegesen acetilezett cellulozzal, 1973-ban pedig Hesse ¢és Hagel
mikrokristalyos celluloz-triacetattal végzett sikeres elvalasztasokrol szamoltak be [62, 63].
Ezek a hordoz6 nélkiili allofazisok elméletileg nagy mintakapacitast és hatékony elvalasztast
tettek lehetové, viszont mechanikai stabilitasukat és a felhasznalhatdo oldoszerek korét

novelni kellett annak érdekében, hogy szélesebb korben is alkalmazhatova valjanak. Ezt a
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mechanikai stabilitdssal kapcsolatos probléméat Okamoto ¢és munkatarsai sikeresen
megoldottak. 1984-ben megjelent kdzleményiikben makropdrusos szilikagélen rogzitett
cellulozszarmazékokkal végzett enantioszelektiv elvalasztasokat ismertettek [64]. Az 1990-
es évektdl kezdve a poliszacharid alapu kiralis allofazisok fejlesztése intenziv kutatasi
teriilett¢ forrta ki magat [65-67], melynek koszonhetéen kereskedelmi forgalomban is
elérhetdveé valtak a megfeleld mechanikai stabilitassal és hatékony enantioszelektivitassal
rendelkezd oszlopok. Kedvezd tulajdonsagaikbol (megnoévelt mechanikai stabilitas,
kompatibilis olddszerek szélesebb kore) adoddan napjainkban a leggyakrabban alkalmazott
kiralis allofazisokrol beszélhetiink. Ezek az allofazis tipusok eredményesen alkalmazhatok
foleg aromas, valamint semleges (ritkdbban savas és bazikus karakteri) molekuldk

elvalasztasara egyarant [68-71].

A poliszacharid tipusu vegyiiletek tobb képviseldje is hasznalhato kiralis
allofazisként, ugy mint a celluléz, amildz, inulin, xilan, kurdlén, kitozan és dextran [64].
Ezen vegyliletek koziil a legjobb eredményeket celluléz és amildéz alapu karbamat- és
¢észterszarmazékokkal érték el [70]. A polimerlanc D-gliikozegységekbdl épiil fel, amelyek
celluloz esetén 15-4, amiloz esetén pedig 1a-4 glikozidos kotéssel kapcsolddnak egymashoz.
A gliikéz egységek hdrom szénatomjan fellelhetd OH-csoportokat modositva karbamat- és
észtercsoportokat ¢épitettek be a molekuldkba, melynek koszonhetden a természetes
poliszacharid alapu all6fazisoknal hatékonyabb, kiilonb6z6 kdlcsonhatasok kialakitasara
képes szelektorokhoz jutottak. A fejlesztések kovetkezd szakaszdban a poliszacharid
szarmaz¢ék aromas gylrlijén fellelhetd szubsztituensek mindségének és helyzetének
optimalizalasara forditottak kiilonds figyelmet [72]. A celluloz alapl trisz-3,5-dimetil-
fenilkarbamat szelektorral rendelkezd Chiralcel OD oszlop szabadalmi lejaratat kovetden
nagymértékii piaci verseny vette kezdetét, melynek kovetkeztében napjainkban szamos,
elméletileg ugyanazzal a szelektorral rendelkezd kiralis allo6fazis érhetd el kereskedelmi
forgalomban. Beesley szerint a poliszacharid tipust allo6fazisok torténetének ezen idészaka
a “klonok éve” volt [73]. Példanak okaért a Kromasil CelluCoat (Akzo Nobel), a RegisCell
(Regis Technologies), a Reprosil OM (Dr. Maisch) és a Lux Cellulose-1 (Phenomenex) olyan
fizikailag kotott celluloz alapt kiralis allofazisok, melyek ugyanazzal a kirdlis szelektorral
rendelkeznek, mint a Chiralcel OD oszlop. Fontos azonban megemliteni, hogy ezek az
allofazisok gyartotol fliggden jelentdsen kiilonbozhetnek a hordozé szilikagél mindségében,
az alléfazishoz valod rogzités modjaban, valamint a celluldz lanc polimerizacids fokdban,

ennélfogva a szelektivitasukban is szamottevo kiillonbségek mutatkozhatnak meg.
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Amennyiben a polimerek csak fizikailag kotottek az allofazis feliiletén, a hordozo
lemosasanak lehetdsége miatt az alkalmazhato oldoszerek kore korlatozott. Ez azt jelenti,
hogy azon olddszerek, melyek duzzasztjak vagy oldjak a polimert, nem hasznalhatok. Ezen
allofazisok esetén a gyartdi ajanlasoknak megfeleléen érdemes NP kromatografis
korlilmények kozott dolgozni, tehat alapolddszerként hexdn vagy heptan, illetve a
visszatartds optimalizalasara alkalmazott alkoholok (pl. propan-2-ol) bizonyos aranyt
elegye altalaban megfeleld valasztds kiindulasi mozgofazisként az analizis soran.
Nagymeértekii eldrelépést hozott magaval 2004-ben a Daicel cég altal kereskedelmi
forgalomban megjelent Chiralpak IB oszlop. Ezen allofazis esetén a 3,5-dimetil-
fenilkarbamat szelektort egy fotokémiai folyamat révén kovalensen kototték a szilikagél
hordozéhoz. Erre az tigynevezett immobilizalt all6fazisra mar a fentebb emlitett oldoszer
korlatozés kevésbé szigort, hiszen a kémiailag kotott szelektort mar nem lehet “lemosni” a
hordozoérdl, azaz a mozgdfazisként szoba johetd oldoszerek mindségét sikertilt kiterjeszteni
“nem-standard” olddszerekre is (pl. tetrahidrofuran, kloroform, diklér-metan, dioxan, stb.).
Ezek az allofazisok mar RP rendszerekben is alkalmazhatok, azonban hasznalatuk soran
tisztaban kell lenniink vele, hogy a kromatografias médok valtogatasa az alkalmazott oszlop
hatékonysaganak csokkenését eredményezheti. Tovabbi hatranyként megemlithetd, hogy a
kémiailag kotott allofazisok kiralis felismerdképessége altalaban kisebb, mint a fizikailag
kotott allotazisoké, mivel a szelektor rogzitése soran bekodvetkezhet a sztereospecifikus

konformaciéo modosulasa [74, 75].

A poliszacharidok dontéen kirdlis vegyiiletek aszimmetrikus szerkezetiikbdl
adodoan. Ez az aszimmetria tobb szinten is megmutatkozik, més szoval a polimerek

sztereoszelektivitasa harom f6 szerkezeti tulajdonsagukra vezethetd vissza:

1. a gliikézcsoportokon talalhat6 kiralitdscentrumok hatasa — molekularis kiralitas;

2. a szénhidratlanc egyedi konformacios szerkezetének (celluldoz esetén merev
linedris, mig amildz esetén helikalis) hatdsa — konformacios kiralitas;

3. aszomszédos polimerlancok kiralis rendezettségének hatasa — szupramolekularis

kiralitas [76].

Az enantiomerfelismerd-képesség alapjat a poliszacharid alapt allotazisok esetében
a szelektor, valamint az elvalasztani kivant vegyiilet kozott 1étrejové H-hid, dipolus-dipdlus
¢s m-m kolesonhatasok képezhetik [77, 78]. Ezen kdlcsonhatdsok mellett Iényeges szerepet
tolthetnek be a merevebb, nagy térkitoltésti aromas gytriik jelenléte miatt fellépd sztérikus

hatdsok is, melyek gatolhatjak a kotési oldal hozzaférhetdségét. Az emlitett kdlcsonhatasok
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koziil a m-m kdlesonhatas a legtobb kiralis allofazis esetén dontdé mértékben jarul hozza a
kiralis felismerés folyamatdhoz. Amennyiben az aromas részen szubsztituensként
elektronkiildd vagy elektronhiannyal rendelkezd funkcios csoport talalhato, a szelektor és az
elvalasztand6 molekula aromas gytriii k6zott kdlcsonhatas 1éphet fel. Az elektronhidnyos
szelektormolekulat a Lewis féle sav-bazis elmélet szerint nevezhetjiik Lewis-savnak, mig az
elektron donort Lewis-bazisnak. A vizsgalando vegylileteknél altalaban az aromas gytirli
vagy elektronhidnyos, vagy pedig elektrontobblettel rendelkezik. Ennek értelmében egy
elektronhianyos aromas rész ¢és egy elektrontdbblettel bird enantiomer kozott Tsav-Tbazis
kolcsonhatas jon 1étre és forditva. Mindemellett jelentds szerepet toltenek be a karbamat- és
észtercsoportok is a molekula-komplex stabilizalasdban, tovabba a fentebb ismertetett m-n

kolcsonhatas erositésében.
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. tablazat Az alkalmazott celluloz és amiloz alapu allofazisok szelektorai
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3.3. Szuperkritikus allapotban (vagy annak kozelében) levd eluens alkalmazasa

enantioszelektiv elvalasztasokra

Rendszerint négy féle halmazallapotot (szilard, folyadék, gaz és plazma) szokas
megkiilonboztetni, azonban az anyagoknak 1étezik egy olyan meghatarozott allapota, ami a
kritikus homérséklete (Tk) és kritikus nyomdsa (px) felett van (10. dbra). Ezt nevezziik
ugynevezett szuperkritikus allapotnak, ahol az anyagok bizonyos tulajdonsagai részben a
folyadékokéra (stirtiség), részben a gazokéra (viszkozitas) emlékeztet, de eléfordulnak olyan
jellemzok is (diffuzios allandd), amelyek a géaz- és folyadék halmazallapot kozott
helyezkednek el [79]. Mér régdta ismeretes, hogy a szuperkritikus allapotban levé anyagok
kivaloan felhasznélhatok kiilonb6zd kémiai eljarasokban, pl. oldoszerként extrakcid soran.
Az elvalasztastechnikdban a szuperkritikus allapotu (vagy annak kozelében levd) eluens
mozgofazisként torténd alkalmazhatdsaganak felismerése tette lehetdvé egy ujabb
kromatografids technika megsziiletését. Mivel a technika pontos elnevezésérdl maig
tudomanyos vita folyik a kutatéi kozdsségben, értekezésemben ezt a modszert a

tovabbiakban szuperkritikus folyadékkromatografianak (SFC) fogom nevezni.

szuperkritikus
tartomany

P Kkritikus pont

folyadék

Nyomas

szilard

~ harmaspont

Homérséklet

10. abra Szuperkritikus allapotot szemléltetd fazisdiagram [80]

A szuperkritikus allapot kromatografids célii haszndlata kozel hatvan évvel ezeldttre
vezethetd vissza. Klesper ¢s munkatarsai 1962-ben megjelent kozleménytlikben mutattak be
héstabil porfirinszarmazékok eredményes elvalasztasat szuperkritikus klor-fluor-metan

alkalmazéséaval. Modszeriiket nagynyomasu gazkromatografiaként definialtak [81]. Az SFC
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fejlédése a HPLC rendkiviil gyors térhoditasa miatt sokaig hattérbe szorult. Az 1980-as
évekre felismerték a technikéban rejlé lehetdségeket, melynek kdvetkeztében egyre nagyobb
figyelem irdnyult az SFC fejlesztésére. Gere €s munkatarsai egy Hewlett-Packard 1084B
folyadékkromatografias rendszert alakitottak at, melynek koszonhetden lehetdveé valt
szuperkritikus allapotil szén-dioxid eluensként valod alkalmazasa folyadékkromatograffal
[82]. Saito 2012-es Osszefoglald munkajaban mélyrehatd attekintést nyerhetiink az SFC
miszeres fejlodésérol a kapillaris SFC-t61 egészen a modern toltetes allofazisok
alkalmazasaig [79]. 2013-ban a Waters cég egy 11j SFC késziiléket hozott forgalomba UPC?
(Ultra Performance Convergence Chromatography) néven, amely a modern miiszeres
analitika egy Ujabb dimenzidjat nyitotta meg a kutatd szakemberek el6tt. Napjainkban a
legelterjedtebb technika az SFC mérések kivitelezésére az ugynevezett toltetes SFC, azaz
HPLC oszlopok alkalmazéasa. Létezik néhany SFC-specifikus alloéfazis kereskedelmi
forgalomban, de az SFC-ben hasznalt allofazisok 1ényegében teljesen megegyeznek a HPLC
gyakorlata soran alkalmazott oszlopokkal (kivételt képeznek ez alol az immobilizalt fehérje

alapu kiralis all6fazisok).

HPLC
A
E
A D
C A, Folyadékpumpa
B, Szén-dioxid pumpa
C, Keverd
SFC D, Mintabeviteli rendszer
E, Kolonnatermosztiat
F, Detektor
A G, Nyomasszabalyozo
E
B D
C

11. abra A HPLC és az SFC miszeres elrendezésének 0sszehasonlitdsa

Az SFC technikai kivitelezésére a HPLC-vel anal6ég modon kialakitott kromatograf
késziilék szolgal (11. abra). A kiilonbség abban rejlik, hogy az SFC késziiléknél sziikségiink
van egy szén-dioxid pumpdra, valamint egy nyomadsszabalyozora. Utdbbi feladata az

alkalmazott mozgofazis szuperkritikus (vagy ahhoz kozeli) allapotban tartdsa. Elvileg
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tobbféle anyag szolgalhat eluensként az SFC-ben, szamos eldnyos tulajdonsagabdl (kémiai
inertség, alacsony kritikus hdmérséklet (Tx = 304,14 K) és kritikus nyomas (px= 73,773 bar),
megfeleld tisztasag, koltséghatékonysdg, hangolhatd polaritds szerves adalékokkal)
fakadoan ma a szén-dioxid a legkedveltebb mozgofazis-alkoto. Itt fontosnak tartom
megjegyezni, hogy a gyakorlatban szinte minden esetben oldoszerkeverékeket alkalmazunk
mozgofazisként. Mivel a tiszta szén-dioxid apolaris, 6nmagéban alkalmazva a polarisabb
molekuldkat nem oldanda, igy kiilonféle szerves moddositokkal, tobbek kozott kis
szénatomszamu alkoholokkal (pl. metanol, etanol, propan-2-ol, stb.), illetve a HPLC
technikanal megszokott olddszerekkel (pl. acetonitril) novelhetd a polaritasa. Természetesen
alapvetd elvaras az alkalmazott mddositoval szemben, hogy elegyedjen a szén-dioxiddal, igy
elkeriilhetd az esetleges faziszétvalas [83]. Mivel kis mennyiségli (altalaban 2-25%) a
szerves oldoszer felhaszndlas, az SFC “zdld”, azaz kdrnyezetbarat elvalasztastechnikai
moddszernek tekinthetd, melynek foként a félpreparativ és preparativ elvalasztdsok esetén

van nagy jelentdsége [80].

A szuperkritikus allapota eluens hasznélata szamos elonyt hordoz magaban. Egyrészt
a folyadékokénal kisebb viszkozitast, masrészt nagyobb diffuzios allandot eredményez,
melybdl addéddan kisebb lesz a kialakulé nyomds, valamint gyorsabb és hatékonyabb
elvalasztas érhetd el. A kritikus értékek (Tx és px) alakuldsa nagymértékben fligg a
mozgofazis 0sszetételétdl, azaz a szén-dioxidhoz hozzaadott modositok mennyiségétdl és
mindségétdl. Rendszerint ezek az értékek ndvekednek az eluenshez hozzaadott modositok
hatdsara, melyeket ugy kell megvalasztani, hogy a szén-dioxiddal valé elegyedés
fenntarthatd legyen, ezaltal elkeriilheté a fazisszétvalas jelensége [84]. Az eddigieket

Osszefoglalva a toltetes SFC legnagyobb eldnyei egyértelmiien megfogalmazhatok:

* a mozgdfazis viszkozitasa kisebb, mint a folyadékoké, ebbdl adéddan a kialakuld
gyorsabb molekularis diffuzio kovetkeztében keskenyebb kromatografias csucsokat
kapunk,

* a kis viszkozitas lehetdvé teszi a nagy aramlasi sebességek alkalmazasat anélkiil,
hogy a kinetikai hatékonysag csokkenne,

* a mozgdfazisként hasznalt szén-dioxid kémiailag inert, kdrnyezetbarat “oldoszer”,
melynek polaritasa szerves modositok alkalmazasaval konnyedén szabalyozhato,

* az oszlopok sorba kapcsolasaval bonyolultabb elvalasztasok is megvaldsithatok,

% a HPLC alkalmazasok SFC modszerekre is atiiltethetok [85].
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Jelenleg a modern SFC alkalmazési teriilete egyre kiterjedtebb a technika
sokszinliségének koszonhetden. A preparativ és kirdlis elvalasztasokon tilmenden a
gyogyszeripari kutatd és mindségellendrzd laboratoriumokban is egyre elfogadottabb

kromatografias technikanak bizonyul.

3.4. A kromatografias elvalasztas homérsékletfiiggése és termodinamikai hattere

A kirélis elvalasztasok sok esetben jelentdsebb homérsékletfiiggést mutatnak az
akiralis allofazisokhoz képest, melynek tanulményozésa a retencidé mechanizmusanak
mélyebb megértésében nyujthat segitséget. A hdmérséklet ndvekedésével az alkalmazott
mozgofazis viszkozitasa csokken, valamint nd az oldott anyag diffuzids allandoja. Ennek
koszonhetden a mozgod- ¢és allofazis kozotti anyagatadasi folyamatok nagyobb sebességgel
jatszodnak le, ezaltal az elvalasztas kinetikai hatékonysaga n6 [86, 87]. Ezen kinetikai hatés
mellett szamolnunk kell egy termodinamikai hatassal is, mely a szelektivitas valtozasaban
mutatkozik meg. Altalaban a hémérséklet emelésével csokkend enantioszelektivitast
tapasztalhatunk, hiszen a megoszlasi hanyados homérsékletfiiggd, igy a két fazis kozotti

megoszlast kisérd szabadentalpia-valtozasra is hatdssal van a hdmérséklet valtoztatasa [88].

Az egyensulyi folyamatok standard szadabentalpia valtozasa megadhaté az
egyensulyi allandoval (mely kromatografias retencié esetén megfeleltetheté a megoszlasi

hanyadossal),
~AG’=RT InK (1)

ahol AG’ a standard szabadentalpia-valtozas, R az egyetemes gizallando, mig K az

egyensulyi allando.

A standard szabadentalpia-valtozas definicioja a Gibbs-Helmholtz 6sszefliggésbol ismert:
AG’=AH" - TAS’ (2)
ahol AH? a standard entalpiavéltozas, mig AS” a standard entropiavaltozas.

Az (1) és (2) egyenletek 0sszevonasaval az alabbi 0sszefliggéshez jutunk:

AH® AS° AH® AS°
_ ): +

InK =—(
RT R RT R

€)

A retencios tényezd (k) az egyensulyi allando és a fazisarany szorzataként definidlhato,

miszerint:
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k=Kp=K:

(4)

ahol ¢ a fazisarany, V az allofazis térfogata, V,, pedig a mozgofazis térfogata az oszlopon.

Ha a (4) 6sszefliggést a (3) egyenletbe behelyettesitjiik, az ugynevezett van 't Hoff egyenlet

kromatografiaban alkalmazott altalanos alakjahoz jutunk:

0 0
nk=-20_ A5
RT

+1n¢ (5)

Ezen megkozelitéssel In k értékét 1/T fiiggvényében abrazolva az egyenes
meredeksége ~AH"/ R, mig tengelymetszete AS” /R+In ¢. Abban az esetben, haazIn ¢ tagot
nem ismerjiik, a tengelymetszet R-el szorzott értékét hasznaljuk (AS”"= (AS’+R In ¢).
Fontosnak tartom megjegyezni, hogy HPLC oszlopok esetén az all6fazis pontos térfogata
nem ismert, hiszen a kolonna tdltetének csak kis részét képezik a kdlcsonhatasért felelds
ligandumok, nagy része viszont az a szilikagél, amely az elvalasztas folyamataban nem vesz
részt. Ebbdl adoddan redlis termodinamikai jellemzoket csak akkor tudunk meghatarozni a
retencid homérsékletfiiggésébdl, amennyiben fiiggetlen mérésekkel a fazisarany értéke
megallapithatd [89]. Azt sem szabad elfelejteni, hogy amennyiben az allofazison tobbféle
kotohely van, az egyes kotOhelyek retencidhoz vald hozzéjarulasa eltérd lesz. Mivel a van'’t
Hoff-féle abrazolas soran logaritmikus értékekkel szamolunk, elveszitjiik azt az additivitast,
mellyel az egyes kotohelyek jarulnak hozzéd a retencidhoz. Kirdlis elvalasztasok soran a
fazisarannyal kapcsolatban emlitett probléma ,kikiiszobolhet6”, amennyiben a retencid

helyett a szelektivitas logaritmusat abrazoljuk a hémérséklet reciproka fliggvényében.

crer

ky

a=—=
k,

(6)
ahol k; és k> az egymast kovetden elualddo két enantiomer visszatartasi tényezojét jeloli, az
(5) pontban bemutatott van 't Hoff 6sszefiiggés behelyettesitést és egyszerlsitést kovetden az

alabbi formaban is felirhato:

A(AH") | AAS")
RT R

hoa=-

(7)

Az egyenletben szerepld tagok koziil A(AH’)=AH’>~AH’; a két enantiomer standard

entalpiavaltozasanak kiilonbségét, A(AS")=AS"-AS’; pedig a két enantiomer standard
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entropiavaltozasanak kiilonbségét jelenti. A (7) pontban felirt megkdzelités alapjan In a-t
1/T fiiggvényében 4brazolva egy -A(AH’)/R meredekségii, valamint A(AS)/R
tengelymetszetli egyenest kapunk, melyekkel az egyes enantiomerekre jellemzd
termodinamikai paraméterek kiilonbségei megallapithatok. A van 't Hoff-téle megkozelités
soran megallapitott termodinamikai adatok egyenstlyi rendszereket jellemeznek. Mivel a
kiralis elvalasztasok eredendden heterogének, ez sok esetben nem feltétlen teljesiil a
kromatografias folyamatok dinamikus rendszereire, mindazonaltal segitséget nyujthatnak a

kiilonboz6 elvalasztasi folyamatok retencids mechanizmuséanak értelmezésében.

Amennyiben azt feltételezziik, hogy a két enantiomer elvalasztasa ugyanolyan
felismerési mechanizmus alapjan torténik, az entropia és az entalpia hozzajarulasa az adott
enantiomerek szabadentalpia-valtozasdhoz szamottevOen nem kiilonbozik egymastol és a
kettd aranyaval jellemezhet6 az elvalasztas:

_ AAHY)

0= TA(AS®) (8)

ahol T egy referencia hémérséklet (Q értékét kozleményeimben €s az értekezésemben 298
K-re hataroztam meg). Amennyiben Q abszolut értéke egynél nagyobb, az enantiomerek
elvalasztasa entalpiavezérelt, ha pedig egynél kisebb, akkor entrépiavezérelt folyamatrol

beszéliink [90, 91].
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3.5. A vizsgalt vegyiiletek kémiai, biologiai és farmakologiai jelentosége
3.5.1. Monoterpénvazas vegyiiletek
3.5.1.1. Limonén alapu karbociklusos f-aminosavak

Az elmult két évtizedben egyre inkabb elétérbe kertilt a karbociklusos f-aminosavak
sokoldalt alkalmazhatésagéanak lehetésége mind a gyogyszerfejlesztések, mind az
aszimmetrikus szintézisek szempontjabol [92-94]. Ez egyrészt annak koszonhetd, hogy mar
onmagukban, kismolekulédkként is figyelemremélté farmakologiai hatdsokkal rendelkeznek,
masrészt joval Osszetettebb szerkezetli, bioldgiailag aktiv vegyiiletek értékes kiralis
épitdkoveiként is gyakran alkalmazzak dket. A monoterpén alapu f-aminosavak kiralitasat
els@sorban a természetes monoterpének kiralitds centrumai hatarozzak meg, amelyek kivalo
kiindulasi anyagok lehetnek kiilonféle enantioszelektiv atalakitasokhoz [94]. Ezek az
aliciklikus vagy biciklusos p-aminosavak harom vagy tobb kiralitas centrummal is
rendelkeznek, ezért mind az enantio-, mind a diasztereoszelektiv szintézisek, valamint az
epimer aminosavak analitikai meghatarozasa kulcsfontossagi feladattd valt napjainkra
potencialis farmakologiai alkalmazhatésaguk céljabol. A p-aminosav enantiomerek
eldallitasanak nagyfoku sztereoszelektivitast biztositd és elterjedten hasznalt médja a litium-
amid tipust nukleofilek a, S-telitetlen észterekre torténd konjugalt addicioja a szintetikus

kémidban [95, 96].

Ujabb, limonénvézas kiralis aminosav szarmazékok sikeres szintézisét valositottak
meg Szakonyi és munkatarsai akiralis és kiralis litium amidok (S)-terc-butil-perillattal
jelentdsen fiigg sztereokémiai tulajdonsagaiktol, a limonén vézzal biré karbociklusos f-

aminosav szarmazékok kiralis elvalasztasa fontos feladat.

3.5.1.2. Biciklusos aminoalkoholok és aminodiolok

Jelentdés Dbiologiai ¢és farmakologiai tulajdonsagaikbol adoédoan az 1,3-
aminoalkoholokra ¢és az 1,3,5-, valamint az 1,3,6-aminodiolokra egyre nagyobb figyelem
iranyult az elmult évtizedben. Az 1,3-aminoalkoholok gyakran fellelhetok jelentds
bioaktivitassal rendelkez6 vegyliletekben, ezaltal roppant széleskort felhasznalas jellemzi
Oket a gyodgyszerkémia teriiletén. Tobb képviseldjiik gyodgyszerként forgalomba kertilt
vegyiilet, mint példaul a tramadol, amely egy opioid tipusu, analgetikus hatast

fajdalomcsillapito. [98]. A vildagliptin — szintén 1,3-aminoalkohol vazzal rendelkezd
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vegylilet — egy oralis DPP-4 inhibitor, melyet széles korben hasznédlnak antidiabetikus
terapidk alkalméval [99]. A 3-amino-1,2-diolok nem csak Osszetett szerkezetli bioaktiv
molekulék épitdéelemeiként, hanem 6nmagukban is figyelemre méltd farmakoldgiai hatassal
birnak, mivel kardiovaszkularis, citosztatikus ¢€s antivirdlis aktivitassal egyarant
rendelkeznek [100]. Az aminodiol-tipust Zankiren® és Enalkiren®™ kereskedelmi nevii renin-
inhibitorok a renin géatlasaval kifejtve terapias hatasukat a magas vérnyomas (hipertenzio)
kezelésében jatszanak fontos szerepet [101]. Az aminodiolok antidepressziv hatdssal is
rendelkeznek: az (S,S)-reboxetin tobb orszdgban engedélyezett az unipolaris depresszio,
figyelemhidnyos hiperaktivitas-zavar, illetve panikbetegség kezelésére [102]. E vegyiiletek
népszerliségét tovabb bizonyitja, hogy sokoldalian felhasznalhatok biologiailag aktiv
vegyiiletek (példdul az immunterapidban nagyértékii citoxazon) szintézisének kiindulési

anyagaiként is [103].

Természetes, optikailag aktiv monoterpéneket kiindulasi anyagként enantiomertiszta
katalizatorok eldallitasara alkalmaztak [104]. Az 1,3-aminoalkoholok és aminodiolok,
valamint ezek heterociklusos szarmazékai kollektiven alkalmazott vegyiiletek kiralis
segédanyagként, illetve kiralis ligandumokként kiilonb6z6 enantioszelektiv atalakitasokban,
példaul aldehidek aszimmetrikus alkilezésében szerves cinkvegytiletek segitségével [105].
Mindemellett az aminoalkohol és aminodiol analdégokrol ismeretes, hogy heterociklusos
vegyiiletek szintézisének értékes épitdelemei. Az értekezésemben vizsgalt 1 tipust, limonén
alapt biciklusos 1,3-aminoalkoholokat ¢s 1,3,5-, 1,3,6-aminodiolokat kereskedelmi
forgalomban is elérhetd (-)-(S)- és (+)-(R)-limonén vegyiiletekbdl szintetizaltak [106]. Ezen
vegyliletek enantioszelektiv elvalasztasara kordbban kromatografids moddszert nem

dolgoztak ki.

3.5.2. N-metilszubsztitualt és amidalt ciklusos f-aminosavak

A ciklusos f-aminosavak ¢és szdrmazékaik gyakran vizsgalt vegyiiletek
figyelemreméltd bioldgiai aktivitdsuknak és a szintetikus kémiaban kihasznéalhatod eldnyds
tulajdonsagaiknak koszonhetéen. Az (1R,2S5)-2-aminociklopentankarbonsav, avagy a
ciszpentacin a karbociklusos f-aminosavak legegyszeriibb képviseléje [107], amely
megtalalhatd néhany természetes vegyiilet, mint példaul az amipurimicin szerkezetében
[108]. Az icofungipen [(1R,2S)-2-amino-4-metilénciklopentankarbonsav] a természetben
fellelhetd ciszpentacin szintetikus uton eldallitott szarmazéka. Ezek a vegyiiletek értékes

gomba-, illetve baktériumellenes aktivitassal rendelkeznek [109]. A ciklusos f-aminosavak
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kiemelkedé farmakoldgiai hatdsukon talmenden értékes épitdelemként szolgalhatnak
kiilonféle bioaktivitdssal bird vegyiiletek, illetve farmakologiai szempontbdl fontos
kiilonféle modositott peptidek szintéziséhez. Ezen vegyiiletcsalad képviseldi szintén
alkalmazhatdak a heterociklusos [110, 111], valamint a kombinatorikus kémiaban [112,

113].

Az elmult évtizedben p-aminosavak nagyhatékonysdgu folyadékkromatografias
vizsgalataval tobb kutatocsoport foglalkozott kozvetett (kiralis szadrmazékképzok) és
kozvetlen modszereket (kiralis allofazisok) egyarant alkalmazva. Szamos kozlemény
szliletett N-acil és N-aril-védett aminosav szdrmazékok enantioszelektiv elvéalasztasaval
kapcsolatban, ellenben kevés olyan kutatasrél szédmoltak be, melynek sordn N-
metilszubsztitudlt szarmazékokat tanulmanyoztak. N-metilszubsztitualt-a-aminosavak
ligandumcserén alapuld elvalasztasat Briickner és munkatarsai végezték el [114]. N-
metilleucin, N-metilizoleucin, ~N-metilfenilalanin, N-metilglutamat ¢és aszpartat
enantioszelektiv elvalasztasat kirdlis szarmazékképzd alkalmazasaval oldottak meg Hess
[115], évekkel késobb pedig Tsesarskaia és munkatarsai [116]. N-metilleucin, 2.,4-
dinitrofenil, illetve 3,5-dinitrobenzol szarmazékok cinkéna alkaloid alapu kiralis
allotazisokon val6 elvalasztasardl is kozoltek kutatasi eredményeket [117, 118]. Piette és
munkatarsai nemvizes kapillaris elektroforézis technikat alkalmazva 3,5-dinitrobenzol-N-
metilleucin enantioszelektiv elvalasztasat mutattdk be 2002-ben megjelent kozleménytlikben
[119]. Annak ellenére, hogy az értekezésemben tanulmanyozott N-metilszubsztitualt és
amidalt ciklusos p-aminosavak biologiai és farmakoldgiai hatdsai még nem teljesen
tisztazottak, vizsgalatuk kivaldo kindulasi pontként szolgdlhat a szerkezet-retencio
Osszefliggések  feltarasaban  enantioszelektiv ~ folyadékkromatografids  rendszerek

alkalmazasa révén.

Az eddigi rovid irodalmi attekintésekbdl kideriil, hogy az altalunk tanulményozott
vegyliletcsaladok a gyogyszerkutatasok teriiletén fontos szerepet tdltenek be. Farmakologiai
¢s biologiai hatasuk vizsgalatdit megel6zOen az enantiomertisztasag ellendrzése céljabol
analizisik egyik lehetséges stratégiaja nagyhatékonysagti folyadékkromatografias

modszerek alkalmazasa.
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4. Kisérleti rész

4.1. Vizsgalt vegyiiletek

A vizsgélt anyagok dontden szintetikus vegyiiletek voltak, melyeket egyiittmiik6do
partnereink allitottak eld. Szintézisiik roviditett valtozatat eredeti kozleményeinkben
ismertettiik, igy a tovabbiakban ennek targyaldsara nem térek ki kiilon. A hdrom vizsgalt

vegyliletcsalad szerkezeti képleteit a 12-13. abran, valamint a 2. tablazatban mutatom be.

Monoterpénvazas vegyiiletek:

3
COOH COOH COOH COOH COOH COOH COOH COOH
NH, *N \\\\\ NH, fu f\l @M\NHZ ‘N o NH2
! ‘ R
(1S.2R.4S) (1R.2S4R) (1S.2R.4R) (1R.2549) (15.25.4S) (1R.2RA4R) (1S.2S4R) (1R.2R.AS)

12. dabra Limonén alapt karbociklusos f-aminosavak

5 6

S B o) e

\ / \
NH HN NH e

SA 5B 6A 6B

(1S.5S.6R.7R,I'R) (1R.5R.6S.75,1'S) (1S.5S.6R.7R.1'S) (1R.5R.6S.7S.1'R) (15.5S.6R.7R) (1R.5R.65.7S)

Fo ofy glo ok

(1R.25.55.6R.7S)  (1S.2R.5R.6S.7R) (1R.35.45.55.6R.7R) (1S.3R.4R.5R.6S.7S)

13. abra Limonénvazas 1,3-aminoalkoholok, illetve 1,3,5-, és 1,3,6-aminodiolok
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2. tablazat N-metilszubsztitualt és amidalt ciklusos f-aminosavak

R; R;
10 H H
5 COOH R ,COOH 1 H CH;
O}/ <:\r 12 CH; CH;
R”—Ri S®H—R1
R/2 ng 13 H C(NH)NH,
(1S,2R) (1R,25) 14 H Fmoc
15 CH; Fmoc
<:S\ECOOH <:RrCOOH 16 H q
S ;\j/R1 I%”;\I/R1
R, Rz
(18,25) (1R.2R) 17 CH; CH;
18 H H
R ,COOH S . COOH 19 H CH;
(IN/R1 @%N/& 20 CH; CH;
%, S 21 H C(NH)NH;
(1R,2S) (1S.2R)
22 H Fmoc
23 CH; Fmoc
24 H H
COOH COOH
(i (j/ 25 H CH;
R //,,/ R
S l\ll/ 1 R rlu/ 1 26 CH; CH;
R2 Ry
(1S,2S) (1R.2R) 27 H Fmoc
28 CH; Fmoc
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4.2. Felhasznalt vegyszerek

A kisérletek soran alkalmazott mozgoéfazisok elkészitéséhez hasznalt HPLC
tisztasagu n-hexan, metanol (MeOH), acetonitril (MeCN), etanol (EtOH), propan-1-ol (1-
PrOH), propan-2-ol (2-PrOH), butanol (BuOH) és ferc-butanol (-BuOH) oldoszerek,
valamint a kiilonb6z6 adalékok, ugymint trietil-amin (TEA), dietil-amin (DEA), hangyasav
(FA) ¢és ecetsav (AcOH) VWR (Radnor, PA, USA) gyartménytak voltak. A nagytisztasagu
vizet egy TU UV/UF tipusu (VWR) viztisztitd berendezéssel allitottuk eld. A korona kisiilési
detektort (Corona CAD) 4.5 tisztasagu nitrogéngazzal (Linde, Magyarorszag) mitkddtettiik.
SFC méréseink sordn alkalmazott élelmiszeripari tisztasdga COz-ot a Messer Hungarogaz

Kft-tél (Budapest, Magyarorszag) szereztiik be.

4.3. Alkalmazott késziilékek

Meéréseimhez hirom kiilonb6z6 HPLC rendszert és egy SFC mérokésziiléket

alkalmaztam. Az alkalmazott HPLC rendszerek a kovetkez6k voltak:

* . rendszer: Waters Breeze 1525 binaris pumpa, Waters 2487 kétcsatornas UV-Vis
detektor, 717 Plus automata adagolo, Waters oszloptermosztat.

* [I. rendszer: Waters M-600 gradiens HPLC pumpa, Waters M-2996 fotodiodasoros
detektor (Waters, MA, USA), Jasco 2031 Plus térésmutatd mérésén alapuld detektor (Jasco
Tokyo, Japan), Rheodyne 7125 20 ul térfogata mintaadagol6 (Cotati, CA, USA).

* A III. rendszer egy 1100 sorozatszami Agilent Technologies (Waldbronn,
Németorszag) HPLC késziilék, melynek 0Osszetevdi: olddszer gazmentesitd, pumpa,
automata mintaadagold, oszloptermosztat, dtcsatornds UV-Vis detektor, ESA Biosciences
Inc. koronakisiilési detektor (Corona CAD, Chelmsford, MA, USA).

* Az alkalmazott SFC rendszer bindris pumpaval, automata mintaadagoloval,
ellennyomas szabalyozdval, oszloptermosztattal és fotodidodasoros detektorral felszerelt
Waters Acquity Ultra Performance (UPC?, Milford, MA, USA) méréberendezés volt.

Az adatok kiértékelését az I-II. HPLC rendszer, valamint a Waters UPC? SFC
mérdberendezés esetén Empower 2 adatfeldolgozé és kiértékeld szoftverrel végeztem el
(Waters, Milford, MA, USA). A III. HPLC rendszer alkalmazdsakor ChemStation szoftvert

hasznéltam (Agilent Technologies).
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A hoémérséklet elvalasztasra gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasa sordn a fentebb
ismertetett HPLC és SFC rendszerek sajat termosztatjan kiviil egy Alpha RA 8 folyadék
termosztatot (Lauda, Németorszag) alkalmaztam. Ezen kiviil egyéb mérdberendezések kozé
tartozik egy Rotring Socin Cleaner ultrahangos fiirdé (Rotring Gmbh, Hamburg,
Németorszag), mellyel az olddszerek gazmentesitését oldottam meg. Az ultrahangos
gazmentesités mellett He atbuborékoltatast is alkalmaztam a mozgdfazis gazmentesitésére.
A pH meéréseket egy Thermo Orion 420 pH méro késziilékkel (Orion, USA) végeztem el. A
mintdk tomegének méréséhez Pioneer PA 214 C (Ohaus, USA) digitalis mérleget

hasznaltam.

4.4. Alkalmazott Kkiralis allofazisok

* Makrociklusos antibiotikum (glikopeptid) alapti oszlopok: M¢éréseimhez
kereskedelmi forgalomban kaphaté Chirobiotic™ kolonnékat alkalmaztam, amelyek
makrociklusos glikopeptid alapu kiralis szelektorokkal rendelkeznek. A Chirobiotic™ T
teikoplanint, a Chirobiotic™ TAG teikoplanin aglikont, mig a Chirobiotic™ R risztocetin A
szelektort tartalmazott. Az oszlopok mérete 250 x 4,6 mm ¢€s 5 pum szemcsemérettel
rendelkeznek (Astec, Whippany, NJ, USA). A holtid6 meghatarozasahoz metanolban oldott
acetont, valamint 1,3,5-tri-z-butilbenzol oldatat alkalmaztam.

* Ioncserélé tipusu oszlopok: Chiralpak® ZWIX(+) és ZWIX(-) ikerionos
allofazisokat (150 x 3 mm, 3 um szemcseméret) haszndltam, melyek forgalmazoja a Chiral
Technologies Europe (Illkirch, Franciaorszag). A holtidé meghatarozasat metanolban oldott
aceton adagoldsaval végeztem el.

* Moédositott poliszacharid tipusu oszlopok: A kisérletek soran médositott celluléz
¢s amiloz alapu all6fazisokat hasznéltam. A Lux Cellulose-2 oszlop szelektora celluldz-trisz-
(3-kloér-4-metilfenilkarbamat), a Lux Cellulose-3 oszlopé celluldz-trisz-(4-metilbenzoat), a
Lux Cellulose-4 oszlopé celluloz trisz-(4-klor-3-metilfenilkarbamat), Lux i-Cellulose-5
oszlopé celluloz trisz-(3,5-diklorfenilkarbamat), a Lux Amylose-1 oszlopé amildz trisz-(3,5-
dimetilfenilkarbamat), mig a Lux Amylose-2 oszlopé amildéz trisz-(5-klor-2-
metilfenilkarbamat).. Ezen oszlopok fizikai paramétere 250 x 4,6 mm, szemcseméretiik
pedig 5 um. A celluléz trisz-(3,5-dimetilfenilkarbamat) szelektorral rendelkezd Lux
Cellulose-1 oszlopot 250 x 4,6 mm méret és 3 pm szemcseméret jellemzi. Az Osszes
alkalmazott poliszacharid tipusu oszlop gyartdja a Phenomenex (Torrance, CA, USA). A

holtidé meghatarozasat eluensben oldott 1,3,5-tri-#-butilbenzol oldataval végeztem el.
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5. Eredmények és értékelésiik

Az irodalmi 0sszefoglaloban részletesen targyalt harom all6fazis-csalad sorrendjét
kovetve eredményeimet harom kiilon fejezetben mutatom be. Az egyszeriibb attekinthetdség
érdekében az értekezés elején feltiintetett roviditéseket, valamint a vizsgalt molekulak

kisérleti részben bevezetett szamozasi rendszerét hasznalom.

5.1. Limonén alapu Kkarbociklusos pf-aminosavak elvalasztaisa makrociklusos

glikopeptid alapu alléfazisokon
5.1.1. A mozgofazis osszetevoinek hatasa az elvalasztasra
5.1.1.1. A mozgofazis pH-janak hatasa a kromatografias viselkedésre

A mozgofazis pH-janak kromatografias viselkedésre gyakorolt hatasa
tanulmanyozasaval értékes informaciokhoz juthatunk az enantioszelektiv elvalasztés
mechanizmusat illetéen. Az irodalmi attekintésben részletesen bemutattam, hogy a
makrociklusos glikopeptid alapu all6fazisok maguk is rendelkeznek ionos vagy ionizalhato
funkcids csoportokkal. A teikoplanin aglikon ionos tulajdonsaga egy primer amino- (pK, ~
9,2), valamint egy karboxilcsoport (pK. ~ 2,5) meglétének koOszonhetd [30]. Az
elvalasztand6 modellvegyiiletek hasonld pK, értékekkel rendelkeznek (MarvinSketch
szoftver segitségével meghatarozva, pK, ~ 9,2 és 2,3), ennélfogva a vizsgalt pH
tartomanyban (pH=3-6) mind a szelektor, mind pedig az elvalasztani kivant aminosavak

ikerionos szerkezetet vehetnek fel.

Kisérleteim soran a nagy viztartalmt eluensben szerves modositd hozzaadasa utan
pH mérdé alkalmazasaval allitottam be a pH-t. Az igy kialakulo ,,aktualis” pH (pHa)
elvélasztasra gyakorolt hatasat Chirobiotic™ TAG oszlopon tanulményoztam az 1 és 4
vegyliletek esetén 0,1% TEAA (pH=3-6)/MeOH (90/10 v/v) eluensosszetételt alkalmazva.
A 14. dbra adatait megfigyelve elmondhato, hogy mindkét vegyiilet esetén a mozgofazis
pH-janak csokkentésével jelentdsen nott a kordbban elualddott enantiomer retencidja (k7). A
pH csokkenését kisérd novekvo visszatartds a vizsgalt vegyiiletek protonalt amincsoportja,
valamint az alkalmazott szelektor karboxilcsoportja kozott kialakuld elektrosztatikus
kolcsonhatasok retencidban betoltott meghatarozd szerepét jelzi. Az alkalmazott pH
tartomanyban (pH=3-6) a szelektivitas (a) pH.=5 értéken ért el maximumot, részleges

elvalasztast elérve. A szerves modositot tartalmazo rendszer pH-janak csokkenése tehat az
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ionos kolcsonhatdsok erdsitése révén ndvekvo retencios idoket eredményezett, viszont a
kialakulo  kolcsonhatasok nagy része nemszelektiv, ezaltal az enantiomerek
megkiilonboztetésének hatékonysaga kedvezdtlen irdnyba valtozott, amint azt a felbontas
(Rs) értéket is mutatjak. Eredményeim jol tiikrozik, hogy a mozgofazis pH-janak valtoztatasa
mind a szelektor, mind az elvalasztando vegyiiletek ionizaltsagat képes befolyasolni, ezaltal

a retencios viselkedésre és az enantioszelektivitas kialakuldsara is jelentds hatassal lehet.
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et i : ki 2,54 - “m kg
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3 4 5 6 3 4 5 6
pHa pHa
14. dbra A mozgofizis pH-janak hatdsa a kromatografias paraméterekre Chirobiotic™
TAG oszlopon

Kromatografias koriilmények: oszlop, Chirobiotic™ TAG; mozgofazis, 0,1 % TEAA (pH,=3-6)/MeOH (90/10
v/v); aramlasi sebesség, 0,8 ml perc’!; detektalas, korona kisiilési detektor; hémérséklet, T=25 °C.

5.1.1.2. Eluensosszetétel-valtozas hatasa az elvalasztasra

A makrociklusos glikopeptid alapt szelektorokat legelterjedtebben RP és PI modban
hasznaljak enantioszelektiv elvalasztasokra. Ilyen kromatografids koriilmények kozott
mozgofazisként jellemzéen MeOH, vagy MeOH ¢és viz elegye, mint poldris olddszer
hasznalatos. Az eluenshez ionos adalékként bazist (pl. TEA), savat (pl. AcOH), valamint
megfeleld sot (pl. trietil-ammoniumacetat, TEAA) alkalmaznak. A mozgo6ftazis valtozo
Osszetételének elvalasztasra gyakorolt hatasat az 1 és 4 vegyiiletek esetén vizsgaltam
teikoplanin, teikoplanin aglikon, valamint risztocetin A szelektorokkal rendelkezd
makrociklusos glikopeptid alapt oszlopokon (Chirobiotic™ T, TAG és R). A kisérleteim

soran megfigyelt kromatografias adatok alakulasat a 15. dbra szemlélteti.

Az eluenst alkoté 0,1 % TEAA (pH.=5,00) és MeOH 90/10-10/90 (v/v) arany
valtoztatasakor a legtobb esetben k; értékei minimumgdrbe mentén valtoztak. Ez alol
kivételnek szamitott a 4 vegyiilet retencids viselkedése Chirobiotic™ TAG oszlopon, ahol
az eluens viz tartalmanak novelésével, azaz a MeOH tartalom csokkenésével parhuzamosan
csokkent a visszatartds. A legtobb esetben a vizben gazdag eluens alkalmazéasa (RP mod)

soran k; novekedését figyeltem meg, melynek magyarazata a szelektor ,kosardban”
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kialakul6 hidrofob-hidrofob kélesonhatasokban keresendd. RP koriilmények kozott a polaris
oldoszer molekuldi nem toltik ki a makrociklusok altal koriilolelt hidroféb ,liregeket”,
ezaltal az elvélasztandd komponensek €s a szelektor kozott hidrofob kdlesonhatasok
kialakitasara nyilik lehetdség. Amikor az eluens MeOH tartalma meghaladta a 40-60 v%-ot,
ki értékei novekedtek. Ezt a jelenséget jabban HILIC moédnak (hydrophilic interaction
liquid chromatography) hivjuk. Nagy szerves olddszer tartalmu eluensben (viz/MeOH,
viz/MeCN, viz/THF) a mozgofazis polaritdsa lecsokken, a polaris elvalasztando
komponensek szolvatacioja (oldhatosaga) kisebb, ennélfogva a molekuldk szivesebben
tartozkodnak az allofazison, mint a mozgofazisban. Ilyen kromatografias koriilmények
kozott az ionos ¢és dipdlusos kdlcsonhatdsok is feleerésodhetnek, mig a hidrofob
kolcsonhatasok visszaszorulnak. Eredményeim alapjan tehat elmondhatd, hogy a retencids
gorbék alakja, minimumanak helye, valamint a minimumpont el6tti €s utani novekedés
meredeksége eltérdé mértékben valtozott a vizsgalt komponensek szerkezetétdl és az
alkalmazott allofazistol fiiggden, ahogy azt kordbban mar megfigyelték Armstrong és

munkatarsai kiilonb6z6 aminosavak elvalasztasakor [19].

A szelektivitas (a) és a felbontas (Rs) értékeiben a MeOH tartalom véaltoztatasa soran
altalanos tendencia nem volt megfigyelhetd. A 4 vegyiilet esetén az eluens névekedé MeOH
tartalmaval a felbontas értékei jelentés mértékben novekedtek, mig a szelektivitas csekély
mértékben valtozott Chirobiotic™ T és TAG oszlopokon. Az 1 komponens esetén ettdl eltérd
kromatografias viselkedést tapasztaltam: Chirobiotic™ T oszlopon a MeOH nagyobb
térfogataranyban vald alkalmazésa kisebb enantioszelektivitdshoz, s egyben kevésbé
hatékony elvalasztishoz vezetett, mig Chirobiotic™ TAG oszlopon a és Rs értékei a
kordbban emlitett retencids viselkedéshez hasonléan minimumgdrbe mentén valtoztak.
Chirobiotic™ R kolonnan k; értékei szintén minimum jellegii gérbét irtak le, viszont egyik
alkalmazott eluensosszetétel sem Dbiztositotta a tanulmanyozott modellvegytiletek
eredményes elvalasztasat (kivéve az 1 anyag 0,1 % TEAA(pH=5,00)/MeOH 90/10 v/v

Osszetételli mozgofazis alkalmazasakor).
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15. abra A mozgofazist alkoto oldoszerek Osszetételének hatasa a kromatografias
paraméterekre Chirobiotic™ T, TAG és R oszlopokon
Kromatografias koriilmények: oszlopok, Chirobiotic™ T, TAG és R; mozgbfazis, 0,1 % TEAA
(pH,=5,00)/MeOH (90/10, 60/40, 40/60 és 10/90 v/v); aramlési sebesség, 0,8 ml perc’'; detektalas, korona
kistilési detektor; homérséklet, T=25 °C.
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5.1.1.3. A mozgofazist alkoto alkohol anyagi mindségének hatasa

Az alkohol, mint mozgo6fazis-alkoté anyagi mindségének hatasat Chirobiotic™ TAG
oszlopon vizsgaltam az 1 és 4 vegyiiletek esetén 0,1% TEAA(pHa.=5,00)/alkohol (90/10 v/v)
oldoszereleggyel (16. abra). Eluens modositoként MeOH-t, EtOH-t, 1-PrOH-t és 2-PrOH-t
alkalmaztam alland6 moldaris koncentracioban (0,25 M), amely MeOH: 10, EtOH: 14,5, 1-
PrOH: 18,5 és 2-PrOH: 19,1 v%-ot jelent.

A megfigyelt kromatografias adatok ramutattak, hogy a mozgofazisban a kiilonb6zo
anyagi mindségli alkoholokat allandé moléris koncentracioban alkalmazva k; értékei
rendkiviil kis mértékben véltoztak az alkohol anyagi mindségének valtoztatasaval. Mindkét
vegyiilet esetén a legnagyobb retencios idoket MeOH, a legkisebb visszatartast pedig 1-
PrOH alkalmazéasakor tapasztaltam. A szelektivitds az 1 vegylilet elvalasztasakor
meglehetdsen sziik értéktartomanyban (a=1,13-1,19) valtozott, mig a 4 komponens esetében
nagyobb valtozast (a=1,05-1,50) figyeltem meg. A legnagyobb enantioszelektivitas 1-PrOH
alkalmazéasakor volt jellemzd, mig a legnagyobb felbontdst 1-PrOH, illetve MeOH

alkalmazasa kinalta a vizsgalt limonénvéazas karbociklusos f-aminosavak elvalasztasa soran.

1 4
2,01 B, B+,
B - 2,51 B -
N =, B =,
1,51 2,0
b $
Sy _; 1,0
0,5
0,5
0,0~ 0,0-
MeOH EtOH  1-PrOH 2-PrOH MeOH EtOH  1-PrOH 2-PrOH

16. abra Az alkohol anyagi mindségének hatdsa a kromatografias paraméterekre

Chirobiotic™ TAG allofazison
Kromatografias koriilmények: oszlop, Chirobiotic™ TAG; mozg6fazis, 0,1 % TEAA (pH,=5,00)/alkohol
(90/10 v/v); dramlasi sebesség, 0,8 ml perc’!; detektéalas, korona kisiilési detektor; hémérséklet, T=25 °C.

Az eddigi eredmények alapjan lathatd, hogy az alkohol anyagi mindsége bar hatassal
van az enantioszelektiv elvalasztasokra, mindazonaltal a tapasztalt retencids viselkedés
valésziniileg nem all kézvetlen Gsszefliggésben az alkoholok polaritdsaval. Amikor az
alkoholok, mint eluens-0sszetevok a mozgdfazisban allandé molaris koncentraciéban
vannak jelen, a hidrofob kolcsonhatasokat kevésbé befolydsolja az alkohol anyagi
mindségének valtoztatasa. Az alkalmazott all6fazis enantiomer-felismerdképességének

kialakitasaért sokkal inkdbb a kiilonboz6 mértéki szolvatacios hatdsok lehetnek feleldsek.
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Természetesen a mozgofazis-alkotok elvalasztasra gyakorolt hatdsa nagymértékben fligg az
elvalasztand6 komponensek szerkezetétdl, melyre az 5.1.2. fejezetben részletesebben ki

fogok térni.

erer

A makrociklusos antibiotikum alapu allofazisok multimodalisak, azaz RP, NP, PI és
PO moddban egyarant hasznalhatok. Az eddig ismertetett eredmények alapjan lathato, hogy
RP koriilmények kozott a vizben gazdagabb eluens hasznalatdval a hidrofob-hidrofob
kolcsonhatasok keriilnek elétérbe. PI moédban a mozgofazist alkotd vizet protikus, am
kevésbé polaris MeOH-ra véltva (az elébb emlitett hidrofob-hidrofob kolcsonhatasokat
hattérbe szoritva) a polaris aminosavak szolvatacioja gyengiil (HILIC hatas), ezaltal az ionos
kolcsonhatasok elétérbe kertilhetnek. A megfeleld ionizaltsdg érdekében az eluensként
alkalmazott oldoészerelegyhez sav és bazis moddositokat kell adagolni. Amennyiben a
mozgofazis enyhén savas, Ugy mind a szelektor, mind az aminosav ikerionos szerkezetet
vehet fel. Ennek kovetkeztében nagyobb hatotavolsagu elektrosztatikus kolcsonhatasok
alakulhatnak ki a szelektor és a vizsgalt komponensek anionos- €s kationos részei kozott,
segitve ezaltal a kiralis felismerést. Ebben az esetben a mozgdfazisban jelen levd ionok
versengeni fognak az elvalasztanddé komponensekkel a kolcsonhatd helyekért, melynek
eredményeképp a nagyobb ionkoncentracié kisebb retencidt eredményez. Az tigynevezett
sztochiometrikus helyettesitési modell [120, 121] szerint, amennyiben a retencios
mechanizmust ionos kolcsonhatasok hatdrozzak meg, megfelelé josaggal (R? > 0,98)
leirhato6 linedris kapcsolat all fenn az elséként eludlodd enantiomer retencids tényezdjének
Cellenion) KOZOtt, ahol az egyenes meredeksége aranyos az ioncsere folyamata soran fellépd

effektiv toltéssel.

Munkdm soran azt a kérdést kivantam tisztdzni, hogy a fentebb ismertetett
sztochiometrikus helyettesitési modell makrociklusos glikopeptid alapu allofazisok esetén is
megfeleld josaggal irja-e le az elvalasztasok soran megfigyelt kromatografias viselkedést,
ami bizonyitékul szolgalhat az ionos kolcsonhatasi folyamatok jelenlétéhez. Ennek
vizsgéalata érdekében kisérleteimet Chirobiotic™ TAG oszlopon hajtottam végre olyan
eluensekkel, amelyek MeOH-t, illetve TEA-t és AcOH-t tartalmaztak 1:1 aranyban, de az
alabbi kiilonb6z6 koncentraciokban: 1,75/1,75, 4,375/4,375, 8,75/8,75, 17,5/17,5 és
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35,0/35,0 (mM/mM). Az 1A, 2B, 3A ¢és 4A enantiomerek kromatografids jellemzdinek

alakulésat a 17. abran szemléltetem.
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tényezdjére (ki) Chirobiotic™ TAG oszlopon
Kromatografias koriilmények: oszlop, Chirobiotic™ TAG; mozgofazis, MeOH és AcOH/TEA (1,75/1,75,
4,375/4,375, 8,75/8,75, 17,5/17,5 és 35,0/35,0 (mM/mM)); aramlasi sebesség, 0,8 ml perc’'; detektalas, korona
kisiilési detektor; hdmérséklet, T=25 °C.

Amint azt emlitettem, a sztochiometrikus helyettesitési modell alkalmazasakor a Ig
ki —1g cenenion €gyenes meredekségének alakuldsa fiigg az elvalasztandd komponens és az
ellenion effektiv toltéseinek aranyatol. Azon vegyiiletek esetén, melyekkel az alkalmazott
szelektor kationcsere folyamatan keresztiil képes kolcsonhatas kialakitasara, a 1g k; — Ig
Cellenion Tuggvények meredeksége abszolut értékben 1,0 koriili, mely arra utal, hogy mind az
ellenion, mind az elvalasztandd komponens protondlodott ¢és hasonld toltésekkel
rendelkeznek [54, 122]. Limonén alapt karbociklusos f-aminosavak elvéalasztasa soran a lg
ki — 1g cenenion €gyenesek meredeksége ennél sokkal kisebbnek adodott: abszolut érté¢kben
0,05 az 1A, mig 0,25 koriil a 2B, 3A ¢és 4A enantiomerek esetén (17. dabra). Ez a jellegzetes
kiilonbség rairdnyitja a figyelmet az ikerionos, valamint a monoionos all6fazisok eltérd
elvalasztasi mechanizmusara. Kutatocsoportunk [123, 124], valamint Hoffmann ¢é&s
munkatarsainak [58] kordbbi eredményei azt mutattdk, hogy az ionpar kolcsOnhatas
kialakitasara képes komponensek ikerionos allofazisokon torténd elvalasztasakor a lg k7 — 1g
Cellenion fuggvények meredekségei 0,1-0,3 kozott alakultak. Karbociklusos f-aminosavak
elvalasztasa esetén a vizsgalt teikoplanin aglikon szelektor tehat az ikerionos all6fazisokhoz

kozelebb allo viselkedést mutatott. Az alkalmazott kromatografias koriilmények kozott (a
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mozgofazisban a sav és bazis modositok 1:1 ardnyban vannak jelen) a szelektor és az
aminosav is ikerionos szerkezettel bir, ennélfogva az ellentétes toltésii funkcids csoportok
kozott kialakuld ionos kolcsonhatasok jelentés mértékben jarulnak hozza a retencio
alakulasadhoz. Eredményeimmel sikertilt elsdként alatdmasztani, hogy az ioncsere folyamata
makrociklusos glikopeptid alapt allo6fazisok esetén is fontos szerepet tolthet be a kiralis
felismerés folyamataban, valamint a sztochiometrikus helyettesitési modell ezen allofazisok
esetén is megfeleld josaggal alkalmazhatd a retencios mechanizmus értelmezésére. Mivel a
makrociklusos antibiotikumok komplex szerkezetiikb6l adddoan szamos kolcsonhato
hellyel rendelkeznek, természetesen nem csak ionos, hanem tovabbi szelektiv

kolcsonhatasok is eldsegithetik a kiralis felismerést.

5.1.2. A szénhidrategységek hatasa a kiralis felismerésre

A makrociklusos antibiotikum alapu alléfazisok koziil a teikoplanin, valamint a
teikoplanin aglikon a legszélesebb korben alkalmazott szelektorok. A 3.2.1.1. fejezetben
részletesen kifejtettem, hogy e két szelektor a cukoregységek meglétében kiilonbozik
egymastol. A szénhidrategységek jelenléte (vagy épp hianya) kiilonbozé moddon képes
befolyasolni a kiralis megkiilonboztetést. Egyrészt, a cukoregységek kitolthetik a szelektor
»Kosaraban” fellelhetd helyeket, masrészt sztérikusan gatolhatjak az allofazis lehetséges
kolcsonhato helyeihez torténd hozzaférhetdséget. Arrdl sem szabad megfeledkezni, hogy a
szelektor ezen részei maguk is kiralisak, s hidroxil, éter, valamint amid funkcids csoportok
megléte révén maguk is tovabbi kolcsonhatd helyekként mikddhetnek a kirdlis felismerés
folyamataban [29]. A cukoregységek elvéalasztasban betdltott szerepének tanulméanyozésa
tehat azért fontos, mert az elvalasztani kivant vegyiilet és a szelektor kozott 1étrejovo
kolcsonhatasok alakulasa nagymértékben fiigg attdl, hogy az enantiomer hogyan képes
illeszkedni az aglikonhoz. A szénhidrategységek hatdsa termodinamikai oldalrél
megkozelitve a A(AG°)=-RTlna egyenlet alapjan kiszamolt A(A4G°)ru—A(AG°)r
kiilonbséggel jellemezhetd, ahol 4(4G°)r4c a teikoplanin aglikon, mig A(4G°)r a teikoplanin
szelektoron az adott enantiomerparra jellemzd, allo- €s mozgofazis kozotti megoszlasuk
soran fellépd szabadentalpia-valtozas kiilonbségét jelenti egy adott hdmérsékleten. A 18.
dbrdan a négy vizsgalt enantiomerparra kiszamolt 4(4G°)146—A4(AG°) 7 értékeket mutatom be
RP és PI koriilmények kozott. A negativ 4(4G°)rac—A(4G°)r értékek azt jelzik, hogy az
adott sztereoizomerek elvalasztasa kedvezdbb volt a szénhidrategységek nélkiili szerkezettel

rendelkez0 teikoplanin aglikon alapu allofazison. Ha a szamitott kiilonbség pozitiv értéknek
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adodik, az a teikoplanin szelektor alkalmazasaval valo eredményesebb elvalasztasra utal (18.
dbra). Eredményeim alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalt vegyiiletek elvélasztisa az
esetek dontd tobbségében a teikoplanin aglikon alapt oszlopon bizonyult hatékonyabbnak.
Egy adott mozgdfazis Osszetételnél, k; értékei altalaban kisebbnek adodtak a teikoplanin
szelektorral végzett elvalasztasok soran, mint az aglikon alapt kirdlis allofazis

alkalmazasakor (15. dbra).

PI méd —

RPméd —

06 -05 -04 -03 -02 -0,1 00 01 072

A(AGO)MTAG 2 A(AGO)mT
(kJ mol™)

18. abra A cukoregységek hatasa limonénvazas karbociklusos f-aminosavak elvalasztasara

Chirobiotic™ TAG és T oszlopokon
Kromatografias koriilmények: oszlopok, Chirobiotic™ T és TAG, mozgofazis, MeOH/AcOH/TEA (100/0,1/0,1
vAMv), 0,1% TEAA(pH=5,00)/MeOH (90/10 és 10/90 v/v); dramlasi sebesség, 0,8 ml perc’!; detektalas, korona
kisiilési detektor; hdmérséklet, T=25 °C.

Osszehasonlitva tehat a két oszlopot, Chirobiotic™ TAG Aallofazison végzett
elvélasztasoknal nagyobb retenciot figyeltem meg, mint Chirobiotic™ T oszlop esetében.
Korabban hasonl6 kovetkeztetésekre jutottak Berthod [29], valamint D ’Acquarica [125] és
munkatarsai kiilonféle aminosavak kromatografias vizsgalata soran, de hasonlé tendenciakat
fedeztek fel Péter és munkatarsai is nem természetes a-aminosavak, fenilalanin és tirozin
analogok, illetve kiilonféle cikloalkan- ¢és cikloalkén vazzal rendelkezd pS-aminosavak
elvalasztasakor [33, 126]. A 3 vegyiilet RP koriilmények kozott, mig a 4 komponens PI
modban torténd elvalasztasa soran ellentétes viselkedést figyeltem meg. Ezen vegytiletek
kiralis megkiilonboztetésének a teikoplanin szelektor kedvezett. Osszefoglalva tehat, a
meghatarozott 4(4G°)ruc—A4(AG°)r értékek ramutattak arra, hogy a szénhidrat részek az
enantioszelektiv elvalasztasokra igen Osszetett hatdssal birnak. A legtobb limonénvazas
karbociklusos f-aminosav esetén a Chirobiotic™ T oszlop szelektoranak cukoregységei

sztérikus gatlason keresztiil csokkentették az elvalasztas hatékonysagat. Ez szintén ravilagit
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a makrociklusok altal kialakitott hidrofob ,,liregek” kiralis felismerésben betoltott jelentds
szerepére. A teikoplanin aglikon alapu Chirobiotic™ TAG 4ll6fazis alkalmazasakor —
szénhidrategységek hidnyaban — az emlitett sztérikus gatld hatds nem érvényesiilt. A
szelektor egy fenolos és két alkoholos hidroxilcsoporttal is rendelkezik, melyek szabadda

valasaval a kialakul6 kolesonhatdsok szama ndvelhetd, mindsége valtoztathato.

5.1.3. A hémérséklet hatasa és termodinamikai paraméterek

A hoémérséklet meglehetésen komplex modon képes befolyasolni a kiralis
felismerést. Annak érdekében, hogy a hdomérséklet retencids viselkedésre ¢és
enantioszelektivitasra gyakorolt hatasat tanulmanyozzam, egy kisérletsorozatot hajtottam
végre mind a négy modellvegyiilet esetén, 5-40 °C hdmérséklettartomanyban Chirobiotic™
TAG oszlopot alkalmazva. Eredményeimet a megfeleld eluensosszetételekkel egyiitt a 3.

tablazatban adtam meg.

3. tablazat Kiilonboz6 homérsékleten mért kromatografias paraméterek (k;, o, Rs) értékei
Chirobiotic™ TAG oszlopon

) Lo ke Hémérséklet (°C) Eliciés
Vegyiilet Mozgofazis a, d
Rs 5 10 20 30 40  Sorrem
ki 1,73 1,72 1,66 1,54 1,43
1 b o 1,24 1,21 1,18 1,14 1,10 A<B

Rs 1,14 1,07 1,17 1,05 0,86
ki 1,69 1,61 1,46 1,35 1,26

a a 1,04 1,06 1,10 1,12 1,14 B<A4
Rs 0,20 0,20 0,35 0,77 1,14
ki 2,56 2,49 2,36 2,19 2,06

b a 1,07 1,07 1,08 1,08 1,09 B <4
Rs 0,45 0,57 0,59 0,63 0,72
ki 1,45 1,36 1,29 1,04 0,99

3 a a 1,00 1,00 1,00 1,13 1,14 A<B
Rs 0,00 0,00 0,00 0,59 1,05
ki 1,85 1,80 1,62 1,47 1,38

4 a a 1,30 1,33 1,38 1,44 1,47 A<B
Rs 1,22 1,46 1,69 2,16 2,94

Kromatografias koriilmények: oszlop, Chirobiotic™ TAG; mozgdfazis, MeOH/AcOH/TEA (a), 100/0,1/0,1
(v/v/v) és (b), 100/0,01/0,01 v/v/v); &ramlasi sebesség, 0,8 ml perc’'; detektalas, 215 és 220 nm.

Kiralis elvalasztasok soran altaladban azt varjuk, hogy a visszatartas €s a szelektivitas
csokkennek a homérséklet ndvelésével (termodinamikai hatds). A tablazatban 6sszefoglalt

adatok szerint a vizsgalt aminosavak kozil csak az 1 és a 2 vegyiiletek kovették ezt a
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tendenciat MeOH/AcOH/TEA (100/0,01/0,01 v/v/v) mozgdfazis alkalmazasakor. Az esetek
dontd tobbségében a szokasostdl eltérd viselkedést tapasztaltam, a hdomérséklet
novekedésével a csokkend retenciot egyre nagyobb enantioszelektivitas kisérte (2, 3, illetve
4 komponensek MeOH/AcOH/TEA (100/0,1/0,1 v/v/v) 6sszetételli eluens alkalmazéasakor),
melynek szemléltetésére a 4 vegylilet példajan keresztiil a 19. dbra szolgal. Ehhez hasonld
rendhagy6 viselkedést kutatocsoportunk mar megfigyelt nem természetes aminosavak
ikerionos allofazisokon végzett elvalasztasa soran [127-129]. Tovabbi érdekesség, hogy a

homérséklet emelkedésével az esetek tobbségében az elvalasztas hatékonysaga javult.

4
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19. abra A hémérséklet hatésa a 4 vegyiilet elvalasztasara Chirobiotic™ TAG oszlopon
Kromatografias koriilmények: oszlop, Chirobiotic™ TAG; mozgbdfazis, MeOH/AcOH/TEA (100/0,1/0,1
vA/v); dramlasi sebesség, 0,8 ml perc™'; detektalas, korona kisiilési detektor; hdmérséklet, T=5-40 °C.

A limonénvazas karbociklusos f-aminosavak elucios sorrendjét minden esetben
megallapitottam. Az alkalmazott Chirobiotic™ TAG és T all6fazisokon az 1 és 4 mintak
elcios sorrendje A < B sorrendben alakult. A 2 vegyiilet enantiomerjei B < A sorrendben
elualodtak Chirobiotic™ TAG oszlopon (a teikoplanin alapu kolonndn nem voltak
elvalaszthatok). Ami a 3 vegyiiletet illeti, B < 4 elticios sorrend jellemezte a Chirobiotic™
T kolonnan vald elvélasztdsokat, mig a teikoplanin aglikon szelektor alkalmazasakor
forditott sorrendet (4 < B) tapasztaltam. A vizsgalt enantiomerek eludlodési sorrendjének

alakulasadban altaldnos tendenciat nem figyeltem meg. Az elvalasztott aminosavak
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valogatott, kiilonb6z0 koriilmények kozott felvett kromatogramjaira a Fiiggelékben mutatok

be példakat.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljam, a makrociklusos antibiotikum alapu
szelektorok alkalmazésa soran fellépd kolcsonhatasok milyen mértékben képesek
befolyasolni a kiralis megkiilonboztetést, a 3.4. fejezetben részletesen ismertetett van 't Hoff
egyenletet felhasznalva a vizsgalt enantiomerekre kiszamitottam az entalpia-, entropia- ¢és
szabadentalpia-valtozasok kiilonbségeit (4. tablazat).

4. tablazat Termodinamikai adatok, A(AH®), A(AS°), TxA(AS®), A(AG®), korrelacios
koefficiens (R?) és Q értékei Chirobiotic™ TAG oszlopon

Korrelacios

Vegyiilet Mozgofazis koe(fli;lg)iens (;{AJ(IAHIZB) o }ﬁfﬁf"él) 'T(X]él(?nts;ol)j;SK -(Aé?an"g:is)K 0
1 b 0,991 2,2 6,3 1,9 0,4 1,2

a 0,991 -1,9 -7,2 -2,1 0,2 0,9

i b 0,991 -0,4 -6,3 -0,6 0,2 0,6

3 a 0,992* -0,5%* -2,8% -0,8% 0,3* 0,6*

4 a 0,995 -2,5 -11,3 -3.4 0,8 0,8

Kromatografias koriilmények: oszlop, Chirobiotic™ TAG; mozgdfazis, MeOH/AcOH/TEA (a), 100/0,1/0,1
(v/viv) és (b), 100/0,01/0,01 (v/v/v); dramlasi sebesség, 0,8 ml perc!; detektalds, 215 és 220 nm; R?, In arés 1/T
fiiggvény korrelacios koefficiense; O = A(AH®)/298 x A(AS®); hémérséklet tartomany, T=5-40 °C, *T=25 — 40
°C.

Ha megfigyeljiik a 4. tablazat adatait, lathat6, hogy A(AH°) értékei -2,2 és + 2,5 kJ
mol™! kozétt valtoztak. Egyetlen esetet kivéve (1 vegyiilet) minden vizsgalt komponens
esetén A(AH®) pozitiv volt. 4(4S5°) értékei hasonlo tendencia mentén valtoztak. Abban az
esetben, amikor 4(4H°) negativ volt, 4(4S5°) szintén negativ értéknek adodott, valamint a
pozitiv A(4H°®) pozitiv 4(4S°) értékekkel jart egyiitt. Ez utobbi azon elvalasztasok esetén
volt megfigyelhetd, melyeknél a homérséklet emelkedését csokkend retencidos idOk és
novekvd szelektivitas kisérte. Mindemellett a tabladzatban feltiintettem minden egyes
vegyiilet esetén azt az aranypart (Q), melynek ismeretében jellemezhetd, hogy entalpia-,
vagy entropiavezérelt folyamatok jatszanak-e nagyobb szerepet a kirdlis felismerés
folyamatéaban. A 4. tablazatban 6sszefoglalt eredmények alapjan kijelenthetd, hogy O értéke
szinte minden esetben 1-nél kisebb volt, tehat a vizsgalt limonénvazas f-karbonsavak

mozgofazisbol az allofazisba torténd anyagatmenete tobbnyire entropiavezérelt folyamat. Ez
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alol az 1 enantiomerpar szamitott kivételnek (Q = 1,2), melyek elvalasztasa entalpia altal

vezérelt folyamat az alkalmazott teikoplanin aglikon alapu allofazison.
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5.2. N-metilszubsztitualt és amidalt ciklusos f-aminosavak elvalasztasa ikerionos

allofazisokon
5.2.1. A mozgofazis osszetételének hatasa az elvalasztasra
5.2.1.1. Eluensisszetétel-valtozas hatasa a kromatografias paraméterekre

A cinkdna alkaloid alapu ioncseréld allofazisok esetén leggyakrabban polaris szerves
oldoszerelegyeket alkalmaznak mozgofazisként. A MeOH, mint protikus oldoszer a polaris
komponensek nagymértékii szolvatacidja révén csokkenti a retenciot, illetve az ionos
kolcsonhatasok és H-hid kialakulasat az allotazissal. Ezzel szemben az aprotikus karakterti
MeCN alkalmazasa jelentds hatast gyakorol a - kdlcsonhatasok kialakulasara, s egyben
elésegiti a H-hid és az ionos kolcsonhatasok 1étrejottét. Ebbol addddan a két oldoszer
bizonyos értelemben komplementer viselkedést mutat, azaz a MeOH/MeCN aranyanak
valtoztatdsaval hangolhatova valnak a kromatografias tulajdonsagok, ugymint a visszatartas
¢s a szelektivitas. A komponensek ¢és a szelektor ionizaltsdganak befolyasoldsa és allando
szinten tartdsa céljabol érdemes az eluenshez megfeleld sav és/vagy bazis modositok

adagolasa is.

Az N-metilszubsztitualt ¢s amidalt ciklusos f-aminosavak kromatografias vizsgalata
soran legeldszor az eluensosszetétel valtoztatasanak elvalasztasra gyakorolt hatdsat
tanulmanyoztam ZWIX(+) és ZWIX(-) oszlopokon Pl modban, melyhez eluensként nemvizes
polaris olddszerek (MeOH ¢és MeCN) kiilonb6z6 aranyt keverékét (80/20, 60/40 és 40/60
v/v) hasznaltam, illetve sav (50 mM FA) és bazis (25 mM TEA) moddositokat allandod
koncentracioban (20. dbra). A vizsgalt vegyiiletek elvalasztasa soran a mozgdfazis MeCN
tartalmanak novekedésével k; értékei rendszerint ndvekvo tendenciat mutattak. Ez a fentiek
tikkrében azzal értelmezhetd, hogy az ionos vagy ionizalhato vegyiileteket a nagyobb MeCN
tartalmi  mozgofazis kisebb mértékben szolvatilja, ezaltal az elektrosztatikus
kolcsonhatasok az elvalasztani kivant komponensek és a szelektor kozott er6sebbé valnak,
nagyobb mértékli visszatartdst eredményezve. Itt sziikséges megjegyeznem, hogy az
oldoszer Osszetételének megvaltoztatdsdval a sav-bazis egyensuly €s a proton aktivitds is
megvaltozhat, amely a kromatografias viselkedés alakulasara tovabbi hatast gyakorolhat. A
tapasztalt retencios viselkedés mellett a szelektivitas ¢és felbontds kisebb-nagyobb
novekedését is megfigyeltem nagy MeCN tartalmi eluens alkalmazasakor, melyet
valésziniileg az er6sebb elektrosztatikus kolcsonhatasok ¢és H-kotések kialakulasa

eredményez.
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Amint azt a 20. abra adatai is érzékeltetik, amikor az MeCN tartalom 20-1r61 60 v%-
ra noétt, k; értékei enyhén novekvod tendenciat mutattak a 12 és 26 vegyiiletek elvalasztasa
soran ZWIX(-) oszlopon. Hasonlo retencios viselkedés a ZWIX(+) allofazison a 12, 24, 25
€s 26 anyagok elvalasztasara volt jellemz6. A szelektivitas értékei altalaban igen sziik
tartomanyban valtoztak mindkét alkalmazott ioncseréld allofazison. Ez alol kivételt
képeztek a 21, 24 ¢és 25 vegyiiletek a ZWIX(-) oszlopon, illetve a 13 és 21 vegyiiletek a
ZWIX(+) oszlopon, ahol a értékei nagyobb MeCN tartalom alkalmazasa révén monoton
novekedést mutattak. A mozgdfazis MeCN tartalmanak novelésével sok esetben Ry értékei
is novekedtek. ZWIX(-) oszlopon a 10, 12 és 26, mig ZWIX(+) oszlopon a 10 és 12
vegyliletek felbontasa nem, vagy rendkiviil kis mértékben valtozott. A tapasztalt
kromatografias viselkedést az alkalmazott oldoszer és a vizsgalt vegyiiletek kémiai
tulajdonsagai alapjan értelmezhetjiik. Az eluens Osszetételében az aprotikus jellegh MeCN
aranyanak novelése csokkenti az ionos, vagy ionizalhaté modellvegyiiletek szolvataltsagat,
s ezaltal nagyobb lesz a szelektorral valo elektrosztatikus kdlcsonhatasok kialakuldsanak
valoszinlisége, mely a kromatografias elvalasztasok soran altalanos tendenciaként nagyobb
retencios idoket eredményez. Kutatocsoportunk elézetes tapasztalatai alapjan itt szeretném
megjegyezni, hogy az eluens MeCN tartalmat nem ajanlatos 60-70 v% f6l¢é emelni, hiszen
az elvalasztand6 vegyiiletek retencids ideje ennél nagyobb MeCN tartalomnal jelentdsen

megndvekedhet, mely elnyult, aszimmetrikus kromatografias csucsokat eredményez.

A bemutatott eredményekre tdamaszkodva — tekintettel az analizis idejére, illetve a
felbontas mértékére — tovabbi méréseimet MeOH/MeCN 60/40 v/v 6sszetételii, 25 mM TEA
¢s 50 mM FA modositot tartalmazé mozgofazissal hajtottam végre a hatékony elvalasztasok

elérése érdekében.
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20. abra A mozgo6fazis dsszetételének hatdsa a kromatografias paraméterekre
Kromatografias koriilmények: oszlopok, Chiralpak® ZWIX(+) (A) és ZWIX(-) (B); mozgbfazis,

MeOH/MeCN (80/20, 60/40, 40/60 v/v) és TEA (25 mM) és FA (50 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc’';

detektalas, korona kistilési detektor; hdmérséklet, T=25 °C.
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5.2.1.2. Ellen- és kiséréionok koncentraciojanak hatasa az elvalasztasra

A makrociklusos glikopeptid alapu allofazisokon torténd elvalasztasoknal mar
ismertettem, hogy az ellenionok hangsulyos szerepet toltenek be az eliicié szempontjabol. A
hagyomanyos kation- vagy anioncser¢ld allofazisok alkalmazasakor a retencids
tulajdonsdgok konnyedén szabalyozhatok a mozgdfazishoz hozzdadott ellenionok

crer

helyettesitési modellt hivhatjuk segitségiil [120].

A retenciés mechanizmus mélyebb megértése érdekében az ellenionok
koncentraciojanak elvélasztasra gyakorolt hatasat a 10, 11, 12, 13, 18, 19, 20, 21, 22 ¢és 23
vegyliletek segitségével vizsgaltam mindkét ikerionos allofazison. A kisérletsorozat
6,25 mM-rol 100 mM-ig noveltem, mig a sav:bazis aranyt 1:2 értéken tartottam allando

eluensosszetétel (MeOH/MeCN 60/40 v/v) alkalmazasa mellett (21. dbra).

o 1
y=-0,212x +0,75
1,0- O 1
y =-0,201x + 0,57
A 12
y =-0,253x + 0,44
0,54 v 13
y=-0,415x + 1,25
18
0,0 M ol
x
y =-0,245x + 0,69
9 A 2
-0,54 y=-0,218x + 0,28
v 21
y=-0,414x + 1,11
22
-1,0 y =0,226x - 0,87
4 23
4\4\_«\‘\4_‘ y=-0119x - 1,17
'1 ,5 T T T T

10 12 14 16 18 20 22 24
IchA [mM]

crer

tényezojére (k;) ZWIX(+) oszlopon
Kromatografias kériilmények: oszlopok, Chiralpak® ZWIX(+)™, mozgofazis, MeOH/MeCN
(60/40 v/v) és TEA (6,25-100 mM) és FA (12,5-200 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc';
detektalas, korona kisiilési detektor; homérséklet, T=25 °C.
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¥y =-0,247x+ 0,97

0,01 A\A\A\A\A o
3 = -0,241x + 0,76

X ‘_\‘\A\A\A )A o X

9 -0,5+ y=-0,221x+0,08

v 2
M y=-0,255x + 0,68

22
-1,0+ y=-0333x- 0,31

4 23
y =-0,180x - 0,58

'155 T T T T T T 1
170 12 14 16 18 20 22 24
Ilgc [mM
gc_ [mM]

crer

retencids tényezdjére (ki) ZWIX(-) oszlopokon
Kromatografias kériilmények: oszlopok, Chiralpak® ZWIX(-)™; mozgofazis, MeOH/MeCN (60/40 v/v) és
TEA (6,25-100 mM) és FA (12,5-200 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc'; detektalas, korona kisiilési
detektor; hdmérséklet, T=25 °C.

crer

csokkend retenciot eredményezett, mint ahogy az varhatd volt a sztochiometrikus
helyettesitési modell alapjan. A Ig k7 — 1g ceirenion fliggvények meredeksége abszolut értékben
kifejezve ZWIX(+) esetén 0,12-0,42, ZWIX(-) oszlopon pedig 0,18-0,33 volt. Ezen
eredmények Osszhangban vannak kutatocsoportunk szubsztitualatlan €s N-metilezett
karbociklusos f-aminosavak elvalasztasakor tapasztalt megfigyeléseivel, mellyel
bizonyithato az elektrosztatikus kdlcsonhatasi mechanizmus megléte az ikerionos szelektor
soran a értékei csekély mértékben valtoztak (tipikusan néhany % kiilonbséggel). Ez a
megfigyelés rairdnyitja a figyelmet az ikerionos all6fazisok azon jellezgetes tulajdonsagara,
miszerint az ellenionok koncentraciojanak valtoztatasa révén az elvalasztandd komponensek

retencios viselkedése szabdlyozhat6 az enantioszelektivitas Iényeges megvaltozasa nélkiil.

5.2.2. Az aminocsoport szubsztitualtsaganak hatasa a kromatografias viselkedésre

A kromatografias adatok Osszehasonlitasaval értékes informaciokhoz juthatunk a
szerkezet €s a retencio, valamint a szelektivitas kozotti 6sszefiiggéseket illetden. A vizsgalt
ciklusos f-aminosav szarmazékok meglehetosen eltérd szerkezettel rendelkeznek. Az
aminocsoport szubsztitualtsaganak kiralis felismerésre gyakorolt hatdsa mélyebb megértése
érdekében az Osszes sztereoizomer elvalasztasat egy adott mozgodfazis Osszetétellel
(MeOH/MeCN 60/40 v/v és TEA (25 mM) és FA (50 mM)) tanulményoztam mindkét

ikerionos allofazison (5. tablazat).
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Amint az varhato volt, az elvélasztani kivant komponensek aminocsoportjanak
kiilonb6zé mértékli szubsztitucidja jelentds hatdssal van a kirdlis felismerésre. Az
aminocsoporton elhelyezkedd szubsztituens méretének — van der Waals térfogatdnak —
novekedésével minden esetben a retencid szamottevd csokkenését tapasztaltam.
Osszehasonlitva a szabad aminocsoporttal rendelkezd ciklusos S-aminosavak és a metil-,
valamint a dimetilszubsztitudlt szdrmazékok kromatografids viselkedését megéallapithato,
hogy a metilcsoport(ok) jelenléte sztérikus gatlas révén jelentés mértékben jarult hozza a
visszatartdas csdkkenéséhez. Osszehasonlitva a monometil- és dimetil analogok
kromatografias viselkedését, mindkét ikerionos allofazison a két metilcsoporttal rendelkezd
szarmazékok elvalasztdsat a legtobb esetben kisebb retencid, de nagyobb szelektivitas
jellemezte.  Habar a guanidincsoporttal szubsztitualt analogok (13 és 21) és a
dimetilszubsztitualt vegyiiletek (12 ¢és 20) hasonld van der Waals térfogattal rendelkeznek
(5. tablazat), a guanidin szarmazékok elvalasztasat nagyobb enantioszelektivitas kisérte. A
guanidin csoport figyelemremélto és kiilonleges tulajdonsaga tehat, hogy a molekula ionizalt
karboxilcsoportja €s a szelektor protonalt aminocsoportja kozti elektrosztatikus kolcsonhatés
mellett elosegitheti a H-hid kialakulasat, ezaltal az elvalasztandé komponensek kotodését a
szelektor savas részein keresztiil. A legkisebb k; értékeket az Fmoc-védett aminosavak (14,
15, 22, 23, 27 és 28) esetén figyeltem meg mindkét alkalmazott ikerionos all6fazison, amely
nem meglepd, hiszen az aminocsoporton elhelyezkedd Fmoc szubsztituens miatt az ionpar
mechanizmus kialakuldsa nem lehetséges, ami az elvalasztas hatékonysaganak drasztikus
csOkkenéséhez vezet. A valtozatos szerkezettel rendelkezd modellvegyiiletek sztérikus
sajatossagai jelentdsen befolyédsoljak a szelektor és az elvalasztani kivant komponensek
kozott 1étrejovo kolesonhatasokat. A vizsgalt molekuldk alapvazat tekintve szembet{ind
kiilonbség nem jellemezte a kromatografias paraméterek alakulésat. Mind a ciklopentéan-,
mind pedig a ciklohexdn véazas analogok esetén k; €s a értékei hasonld tendencia mentén
valtoztak. Ezzel ellentétben az amino- és karboxilcsoport helyzetét tekintve a cisz és transz
konfiguracio hatarozottan befolydsolta a visszatartast és a szelektivitast. A transz térallast
szarmazekok esetén a k; €s a értékei nagyobbak voltak mindkét ikerionos ioncseréld kolonna
izomerek sztérikus elrendezddése kedvezett a szelektor anionos €s kationos helyeivel vald
erésebb mértékii kolcsonhatasok kialakulasanak. Erdemes megemliteni, hogy a retencid és
a szelektivitas értékeinek alakulasa hasonl6 tendenciat kovetett a cisz és transz szarmazékok

elvalasztasakor.
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5. tdblazat N-metilszubsztitudlt ¢és amidalt ciklusos f-aminosavak kromatografias
paraméterei (k;, a, Rs) és az enantiomerek eltcios sorrendje ZWIX(+) és ZWIX(-) oszlopokon

van der Waals

.. . Elucios
Vegyiilet terfog;rat Oszlop ki a Rs sorrend
[nm”]
ZWIX(+) 4,07 1,00 0,00 -
10 22,44
ZWIX(-) 4,23 1,04 0,31 1S,2R < IR,2S
1 3774 ZWIX(+) 2,43 1,69 7,03 1S,2R < IR,2S
’ ZWIX(-) 263 1,72 630 IR2S<1S2R
1 5597 ZWIX(+) 3,41 2,34 9,25 IR 2S5 < IS,2R
’ ZWIX(-) 2,18 222 588  IS2R<IR?2S
" 283 ZWIX(+) 3,02 240 849  IS2R<IR2S
’ ZWIX(-) 1,95 226 490 IR2S<1S2R
ZWIX(+) 0,15 1,00 0,00 -
14 194,60
ZWIX(-) 0,14 1,00 0,00 -
ZWIX(+) 0,05 1,00 0,00 -
15 211,99
ZWIX(-) 0,11 1,00 0,00 -
16 2 44 ZWIX(+) 4,51 1,14 095 IR2R<1S2S
’ ZWIX(-) 4,58 1,06 0,40 15,28 < IR 2R
17 3774 ZWIX(+) 1,98 1,37 2,19 IR 2R < 1528
’ ZWIX(-) 1,46 1,41 1,67 15,28 < IR, 2R
18 2 44 ZWIX(+) 3,79 1,19 1,42 IR 2S5 < IS,2R
’ ZWIX(-) 4,09 1,33 1,85 1S,2R < IR,2S
19 3774 ZWIX(+) 2,17 1,50 3,17  IS2R<IR2S
’ ZWIX(-) 2,55 1,40 223  IR2S<IS2R
20 5597 ZWIX(+) 2,75 2,63 8,65 IR 2S < IS,2R
’ ZWIX(-) 1,79 2,19 4,33 1S,2R < IR,2S
ZWIX(+) 2,62 2,84 11,90 *
21 52,83
ZWIX(-) 1,68 2,18 457 *
ZWIX(+) 0,10 1,00 0,00 -
22 194,60
ZWIX(-) 0,13 1,00 0,00 -
ZWIX(+) 0,05 1,00 0,00 -
23 211,99
ZWIX(-) 0,09 1,00 0,00 -
ZWIX(+) 4,83 1,10 0,64 IR 2R < 1S,2S
24 22,44
ZWIX(-) 2,59 2,32 5,01 15,28 < IR, 2R
’s 3774 ZWIX(+) 2,64 191 504 IR2R<1IS2S
’ ZWIX(-) 280 225 500 IS2S<IR2R
ZWIX(+) 081 1,11 056 IR2R<1S2S
26 55,22
ZWIX(-) 0,58 1,00 0,00 -
ZWIX(+) 0,10 1,00 0,00 -
27 194,60
ZWIX(-) 0,07 1,00 0,00 -
ZWIX(+) 0,06 1,00 0,00 -
28 211,99
ZWIX(-) 0,10 1,00 0,00 -

Kromatografias koriilmények: oszlopok, Chiralpak® ZWIX(+) és ZWIX(-); mozgbdfazis, MeOH/MeCN (60/40
vA) és 25 mM TEA és 50 mM FA; aramlasi sebesség, 0,6 ml perc’!; detektalas, korona kisiilési detektor;
hémérséklet, T=25 °C. Az aminocsoporton talalhatd szubsztituensek van der Waals térfogatait MarvinSketch
v. 17.28 szoftverrel hataroztam meg. *nincs elucios sorrend meghatarozas
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Osszevetve a két ikerionos allofazist, az analizisek donté tobbségében a ZWIX(-)
oszlop szelektivebbnek bizonyult a vizsgalt ciklusos f-aminosavak elvalasztasaban nagyobb
ki, o és Rs értékeket eredményezve. Azonban az N-amidalt szarmazékok (13 és 21 vegyiilet)

esetén a ZWIX(+) all6fazis biztositott hatékonyabb elvalasztast.

Korabban mar kifejtettem az ioncseréld tipusu kiralis allofazisok kapcsan, hogy a
kinin és kinidin szelektorokat tartalmazo ZWIX(+) és ZWIX(-) oszlopok esetén a cinkona
alapvazhoz a C-9 kiralis szénatomhoz karbamat-kotéssel egy transz-2-aminociklohexan-
szulfonsav egység kapcsolodik, mely ily mddon erds kationcseréld részként viselkedik.
¢s a kinidin diasztereomer viszonyban allnak egymassal. Ezzel szemben a kiralis felismerés
szempontjabol meghataroz6 jelentdséggel bird aszimmetrikus szénatomok ellentétes
térallastiak. Ezen igen eldnyds tulajdonsagukbol fakadoan az elvalasztandd enantiomerek
elucids sorrendje az oszlopok cseréjével sok esetben megfordithatd [130]. Méréseim minden
esetben bizonyitékul szolgéltak az ellentétes eliicids sorrend kialakulasara, természetesen
amikor az elvalasztas megvalosithato volt (5. tablazatr). A 10 anyag a ZWIX(+), a 26 vegyiilet
a ZWIX(-), mig az Fmoc-védett aminosavak enantiomerei egyik alkalmazott ioncseréld
allofazissal sem voltak elvalaszthatok az alkalmazott kromatografias koriilmények kozott. A
racém cisz-ciklohexan vazzal rendelkezé guanidinszarmazék (21) esetén nem allt
rendelkezésre tiszta enantiomer, igy az elicid sorrendjét nem tudtam megallapitani. Az
ikerionos allofazisokon végzett elvalasztdsokra a Fiiggelékben mutatok be néhany

jellegzetes, kiragadott példat.
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5.2.3. A homérséklet hatasa és termodinamikai paraméterek

Annak érdekében, hogy atfogd képet kapjak a hdmérséklet elvalasztasra gyakorolt
hatasarol a vizsgalt ciklusos f-aminosav szarmazékok esetén, az oszlop homérsékletét 5-40
°C tartomanyban valtoztatva tanulményoztam a kromatografids jellemzOok alakulasat
ZWIX(+) és ZWIX(-) oszlopokon. A 10, 11, 12, 13, 18, 19, 20, 21, 24 ¢és 25 vegyiiletek
részleges ¢és alapvonalon torténd elvalasztasat sikeresen megvaldsitottam MeOH/MeCN
60/40 v/v és TEA (25 mM) és FA (50 mM) eluensrendszer alkalmazasaval, melynek

eredményeit a 6. tablazat foglaltam Gssze.

6. tablazat Kiilonbozé homérsékleten mért kromatografias paraméterek (k;, a, Rs) értékei
ZWIX(+) és ZWIX(-) oszlopokon

ki, Hémérséklet (°C)
Vegyiilet Oszlop a,
Rs 5 10 20 30 40
ki 3,41 3,54 3,64 3,82 3,96
10 ZWIX(-) a 1,02 1,03 1,05 1,06 1,08
Rs 0,00 1,03 1,03 1,07 1,08
ki 2,43 2,34 2,23 2,11 1,98
ZWIX(+) a 1,86 1,79 1,72 1,65 1,60
1 Ry 6,32 5,36 5,16 5,43 4,79
ki 2,67 2,65 2,54 2,52 2,44
ZWIX(-) a 1,78 1,77 1,71 1,64 1,59
Rs 4,62 4,80 4,47 4,32 4,12
ki 1,14 I,11 1,06 0,99 0,94
ZWIX(+) a 1,30 1,29 1,26 1,25 1,23
12 Rs 1,62 1,67 1,40 1,39 1,39
ki 0,77 0,81 0,72 0,72 0,68
ZWIX(-) a 1,25 1,25 1,25 1,26 1,26
Ry 092 1,02 1,16 1,07 1,13
ki 3,59 3,67 3,47 3,41 3,38
ZWIX(+) a 2,60 2,56 2,41 2,34 2,22
13 Rs 10,33 9,95 9,22 9,25 8,90

ki 1,66 2,05 2,10 2,18 2,25
ZWIX(-) a 237 2,33 2,28 2,22 2,16

Rs 4,46 5,69 5,79 5,88 5,99

ki 3,98 3,93 3,87 3,62 3,36

18 ZWIX(+) a 122 1,21 1,20 1,19 1,18
Rs 1,23 1,23 1,67 1,47 1,44

Kromatografias koriilmények: oszlopok, Chiralpak® ZWIX(+) és ZWIX(-); mozgdfazis, MeOH/MeCN (60/40
v/v) és 25 mM TEA és 50 mM FA; dramlasi sebesség, 0,6 ml perc’'; detektalas, RI detektor, 265 nm és korona
kisiilési detektor.
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6. tablazat (folytatds) Kiilonb6z6 homérsékleten mért kromatografias paraméterek (k;, a, Rs)
értekei ZWIX(+) és ZWIX(-) oszlopokon

ki, Hémérséklet (°C)
Vegyiilet Oszlop a,
Rs 5 10 20 30 40
ki 2,28 2,31 2,20 2,09 2,15
19 ZWIX(+) a 1,63 1,60 1,54 1,47 1,39

Rs 400 358 314 3,00 2,96
k1,01 1,00 093 088 0,90

20 ZWIX(t) o« L14 114 1,13 1,11 1,10
Rs 067 062 053 040 0,53

ki 280 2,78 2,796 2,75 2,73

ZWIX() a« 3,05 3,05 283 263 2,55
Rs 10,03 1130 11,37 865 9,29

2 ki 137 1,60 1,69 1,79 1,90
ZWIX(-) a 236 232 226 2,19 2,11

Rs 354 417 423 433 433

ki 543 539 541 533 5,18

24 ZWIX(-) a 135 133 132 1,30 1,29
Rs 185 211 192 193 1,94

ki 2,85 285 2,77 271 2,60

25 ZWIX(-) a 257 249 235 222 2,12

Rs 6,00 6,73 6,75 6,89 7,60

Kromatografias koriilmények: oszlopok, Chiralpak® ZWIX(+) és ZWIX(-); mozgdfazis, MeOH/MeCN (60/40
v/v) és 25 mM TEA és 50 mM FA; aramlasi sebesség, 0,6 ml perc!; detektalas, RI detektor, 265 nm és korona
kistilési detektor.

A legtobb modellvegyiilet elvalasztasakor a retenci6 csokkent a hdmérséklet
novekedésével, tehat az eluensben oldott komponensek mozgofazisbol az alldéfazisba torténd
atjutasat az esetek donto tobbségében exoterm folyamat kisérte. Kivétel volt ez alol, amikor
a hdmérséklet emelkedését novekvo k; érték kisérte a 10, 13 és 21 anyagok ZWIX(-) oszlopon
torténd elvalasztidsa soran. A szelektivitds értékei a retencidhoz hasonldéan csokkentek a
homérseklet emelkedésével, de itt is adodtak kivételek, szintén a ZWIX(-) oszlopon:
magasabb  hOmérsékletet alkalmazva a 10 enantiomerpar elvélasztisit az
enantioszelektivitds csekély ndvekedése kisérte. A felbontds 4altaldban csokkent a
hémérséklet emelésével mindkét ioncseréld allofazison, ugyanakkor a 10, 12, 13, 21 és 25
anyagok elvalasztasakor a ZWIX(-) oszlopon meghatarozott Rs értékeiben szembetiind

javulast fedeztem fel.
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A van’t Hoff egyenletet alapjan kiszamolt termodinamikai paramétereket a 7.
tablizat tartalmazza. A(AH°) értékei -4,2 és -0,7 k] mol™! értéktartomanyban valtoztak
ZWIX(+) , mig -4,1 és + 1,2 kJ mol™! kozdtt ZWIX(-) oszlopon. A(AS°) értéke a ZWIX(+)
oszlopon -7,4 és - 0,9 kJ mol!, mig ZWIX(+) allofazison -6,7 és +4,5 kJ mol ™! kdzott alakult.
A kiszamolt termodinamikai adatok alapjan megéllapithatd, hogy a makrociklusos
antibiotikum alapt alléfazisokon tapasztaltakhoz hasonléan itt is a negativ 4(4H°) negativ
A(4S8°) értékkel jart, pozitiv A(4H°) esetén pedig pozitiv A(4S°) értékeket kaptam. A
kiszamolt Q értékeket megvizsgalva kijelenthetd, hogy a tanulmanyozott vegyiiletcsalad
elvalasztasa dontéen entalpiavezérelt folyamat volt (O > 1). Azonban megfigyeltem entropia
altal vezérelt elvalasztast is a cisz-ciklopentan szubsztitualatlan (10 vegyiilet; O = 0,9),
valamint guanidincsoporttal szubsztitualt ciklusos f-aminosav (13 vegyllet; O = 0,4)
enantiomerek esetén ZWIX(-) allofazis alkalmazasakor.

7. tablazat Termodinamikai paraméterek, A(AH 9), A(AS), TxA(AS9), A(AG ), korrelaciods
koefficiens, (R) és Q értékek ZWIX(-) és ZWIX(+) oszlopokon

-A(AH9 -A(AS9) Korrelacios -TxAAS Y2985 -A(AG 9)298K

Vegyillet oIy (I mol'K)  koefficiens (R)  (kJ mol) (kJ mol™) 0
ZWIX(+)
11 3,0 5,8 0,986 1,7 1,3 1,7
12 33 3,9 0,989 1,2 2,1 2,8
13 1,2 1,9 0,960 0,6 0,6 2,0
18 0,7 0,9 0,998 0,3 0,4 2.3
19 3,2 7,4 0,989 2,2 1,0 1,5
20 472 5,7 0,979 1,7 2,5 2,5
21 0,9 2,0 0,980 0,6 0,3 1,5
ZWIX(-)
10 -1,2 -4,5 0,998 -1,3 0,1 0,9
11 2,5 43 0,992 1,3 1,3 1,9
12 2,1 04 0,977 0,1 2,0 21
13 -0,3 -2,8 0,988 -0,8 0,6 0,4
21 2,3 0,9 0,992 0,1 2,0 23
24 0,9 0,8 0,995 0,2 0,7 4.5
25 4,1 6,7 0,999 2,0 2,1 2,1

Kromatografias koriilmények: oszlopok, Chiralpak® ZWIX(+) és ZWIX(-); mozgofazis, MeOH/MeCN (60/40
v/v) és 25 mM TEA és 50 mM FA; aramlasi sebesség, 0,6 ml perc!, detektalas, koronakisiilési detektor; R%, In
a ¢és 1/T figgvények korrelacios koefficiense, OQ=A(AH 9/298 x A(AS 9); hémérséklettartomany, T=5-40 °C.
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5.3. Limonén alapu biciklusos aminoalkoholok és aminodiolok elvalasztasa

poliszacharid alapu alléfazisokon NP-LC és SFC technikak alkalmazasaval

A Waters Kft. (Budapest, Magyarorszag) 2018-2019 iddszakban a kutatocsoport
szamara lehetdséget biztositott egy Acquity UPC? SFC rendszer alkalmazasara. A limonén
alapt biciklusos aminoalkohol és aminodiol anal6gok normal fazisu folyadékkromatografias
vizsgélata soran a modellvegyiiletek folyadékkromatografias elvalasztasanak optimalizalasa
mellett a két elvalasztastechnika analitikai teljesitoképességének Osszehasonlitasat is célul
tiztem ki. Ebben a fejezetben a két kromatografias technikaval végzett elvalasztasok soran

elért eredményeimet, s azok értékelését mutatom be.

5.3.1. A mozgofazis osszetevoinek hatasa az elvalasztasra
5.3.1.1. A mozgofazist alkoto alkohol anyagi minéségének hatasa

A poliszacharid alapt kiralis all6fazisokat legelterjedtebben NP koriilmények kozott
alkalmazzak, melynek soran valamely apolaris oldoszer (pl. hexan, heptan), valamint kis
molekulatdomegli alkohol (pl. 1-PrOH, 2-PrOH, EtOH, BuOH, #BuOH) elegye szolgal
mozgo6fazisként [68, 131-133]. A visszatartds €s a szelektivitas szabalyozasara NP-LC [134-
136] és SFC alkalmazasa soran [137-140] az eluenst alkot6 alkohol mindségének
valtoztatdsaval nyilik lehetéség. Az alkohol anyagi mindségének kromatografids
paraméterekre gyakorolt hatdsadt a 6 (aminoalkohol) és 8 (aminodiol) modellvegytiletek
(mint a vizsgalt vegyliletek egy-egy reprezentans képviseldje) esetén tanulmanyoztam Lux
Amylose-2 és Lux i-Cellulose-5 4llo6fazisokon. Az alkalmazott alkohol adalékok NP-LC
moddban EtOH, 1-PrOH, 2-PrOH, BuOH, ~-BuOH, mig SFC mdédban MeOH, EtOH, 1-PrOH
¢s 2-PrOH voltak. A vizsgélt vegyiiletek elvalasztidsa sordn megfigyelt kromatografias

adatokat a 22. abran foglaltam 0ssze.
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22. abra Az alkohol anyagi mindségének kromatografias paraméterekre gyakorolt hatasa
Lux Amylose-2 és Lux i-Cellulose-5 allotazisokon NP-LC (A, B) és SFC (C, D) médban

Kromatografias koriilmények: oszlopok, Lux Amylose-2 és Lux i-Cellulose-5; mozgéfazis, A) és B), n-
hexan/alkohol/DEA, alkohol tartalom 0,13 M (EtOH, 7,6 v%; 1-PrOH, 9,7 v%; 2-PrOH, 10 v%; BuOH, 11,9
v%; t-BuOH, 12,4 v%) és DEA tartalom 0,1 v%, C) és D), CO»/alkohol (80/20 v/v) és DEA (20 mM); aramlasi
sebesség, A) és B), 1,0 ml perc!, C) és D), 2,0 ml perc™!; detektéalas, 210 és 260 nm; hdmérséklet, A) és B),
T=25 °C, C) és D), 40 °C; ellennyomas, C) és D), 150 bar.

Normél fazisi HPLC korlilmények kozott a kromatografids paraméterek
alkoholfiiggésének vizsgéalatdhoz az alkalmazott alkohol adalékokat allandd6 molaris
koncentracioban (1,3 M) alkalmaztam (ez megfelel EtOH 7,6 v%, 1-PrOH 9,7 v%, 2-PrOH
10 v%, BuOH 11,9 v%, -BuOH 12,4 v% szédzalékos mennyiségének). Ilyen koriilmények
kozott a kevésbé polaris alkohol modositok hasznélata altalaban a vizsgalt komponensek
nagyobb visszatartasat eredményezte. Az alkohol szénldnc hosszanak novekedésével (azaz
polaritdsanak csokkenésével) k; értékei enyhe ndvekedést mutattak, amely arra enged
kovetkeztetni, hogy a limonén vazas aminoalkohol és aminodiol analogok szolvatacioja
ezekben az oldoszerekben csokkent és inkdbb az all6fazishoz kotddtek jobban, mint a

mozgdfazishoz. Néhany esetben azonban ezzel ellentétes viselkedést tapasztaltam, amit mas
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tanulmanyok soran is megfigyeltek, példaul Sardella, valamint Wang és munkatarsai [141,
142]. A szelektivitds csekély mértékben valtozott az alkohol anyagi mindségének
valtoztatdsaval, mig R, értékei 2-PrOH (vagy EtOH) alkalmazasa esetén adodtak a
legnagyobbnak. Irodalmi adatok szerint a poliszacharid alapa all6fazisokkal torténd
alkalmazva megvaltozhat [134-136]. A vizsgalt aminoalkohol és aminodiol szarmazékok
elvalasztasakor a kiillonb6zd anyagi mindségli alkohol adalékok alkalmazésa soran nem
tapasztaltam az elici6 sorrendjében valtozast. Az elacids sorrendet minden esetben

meghatdroztam, mellyel kapcsolatos vizsgalataimra késébb részletesebben ki fogok térni.

SFC-vel végzett analizisek soran a visszatartds hasonloan alakult az NP-LC mérések
soran tapasztalt retencids viselkedéshez, hiszen k; értékeiben névekedo tendenciat figyeltem
meg az alkalmazott alkoholok szénlanc hosszanak ndvelésével (22. dbra). Lux Amylose-2
allofazison a 6 minta esetén a szelektivitas enyhén csokkent, mig a 8 vegyiilet esetében a
Lux i-Cellulose-5 oszlopon a értékei enyhe ndvekedést mutattak az alkohol polaritdsanak
csokkenésével parhuzamosan. Hasonl6an az NP-LC koriilmények kozott tapasztaltakhoz, az
SFC elvalasztasok sordn sem valtozott meg az enantiomerek elucios sorrendje. NP-LC
moddban tehat 2-PrOH, mig SFC technika alkalmazédsa soran MeOH biztositotta a limonén
vazzal rendelkezd biciklusos aminoalkoholok ¢s aminodiolok leghatékonyabb elvalasztasat.
Ezen eredményekre tdmaszkodva a késdbbi kisérletek soran ilyen alkohol tartalmu

mozgofazis elegyeket alkalmaztam.

5.3.1.2. Az eluensosszetétel-valtozas hatasa a kromatografias paraméterekre

A mozgo6tazis Gsszetételének hatasat szintén a 6 ¢€s 8 vegyliletek esetén vizsgaltam
NP-LC ¢s SFC technikat egyarant alkalmazva. A limonénvazas anal6gok enantioszelektiv
elvalasztasat NP-LC modban n-hexan/2-PrOH/DEA, SFC moédban pedig CO2/MeOH ¢és
DEA (25 mM) eluensdsszetétellel valositottam meg. Kutatdcsoportunk korabbi tapasztalatai
alatamasztjak, hogy a klorszubsztitudlt celluloz- és amiloz alapt all6fazisok eredményesnek
bizonyulnak a kiilonb6zé enantioszelektiv elvalasztdsok soran [143-145], ezért a
kisérletsorozat végrehajtasdhoz amiloz trisz-(5-klor-2-metilfenilkarbamat) (Lux Amylose-2),
illetve celluléz  trisz-(3,5-diklorfenilkarbamat) (Lux  i-Cellulose-5) szelektorokkal

rendelkezo allofazisokat valasztottam (23. dbra).
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Ami a retenciot illeti, mindkét alkalmazott technikéndl tipikus normal féazist
kromatografias viselkedést tapasztaltam. Ez azt jelenti, hogy az apolaris n-hexan vagy CO:
tartalom novelése az eluensben ndvekvo k; értékeket eredményezett, kivaltképp a Lux i-
Cellulose-5 oszlopon (23. abra). NP-LC moédban csekély (Lux Amylose-2) és mérsékelt (Lux
i-Cellulose-5) novekedés jellemezte a szelektivitast a 6 vegytilet esetén 90/10 v/v n-hexan/2-
PrOH 0sszetételig, mig a 8 anyag elvalasztasa Lux Amylose-2 oszlopon eredménytelen volt.
SFC moédban o enyhén valtozott a MeOH tartalom valtoztatdsaval, mig a 6 vegyiilet esetén
Lux Amylose-2 kolonnan a CO2/MeOH (90/10 v/v) 6sszetétel volt alkalmas az enantiomerek
optimalis elvalasztasahoz. A legtobb esetben mindkét kromatografids technikaval
megvalositott elvalasztast R, értékeinek kisebb-nagyobb nodvekedése jellemezte 90 v%

apolaros olddszertartalmu eluens alkalmazasaig.
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23. abra A mozgo6fazis 0sszetételének hatasa a kromatografias paraméterekre Lux i-
Cellulose-5 és Lux Amylose-2 kolonnan NP-LC koriilmények kozott
Kromatografias koriilmények: oszlopok, Lux Amylose-2 és Lux i-Cellulose-5; mozgofazis, n-hexan/2-
PrOH/DEA (50/50/0,1-95/5/0,1 v/A/v); 4ramlési sebesség, 1,0 ml perc’!; detektalds, 210 nm; hdmérséklet,

T=25°C.
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23. abra (folytatds) A mozgofazis dsszetételének hatdsa a kromatografids paraméterekre

Lux i-Cellulose-5 és Lux Amylose-2 kolonnan SFC médban
Kromatografias koriilmények: oszlopok, Lux Amylose-2 és Lux i-Cellulose-5; mozgo6fazis, CO/MeOH (70/30-
95/5 v/v) és DEA (20 mM); dramlasi sebesség, 2,0 ml perc™'; detektalds, 210 és 260 nm; hémérséklet, T=40°C;
ellennyomas, 150 bar.

5.3.2. A szerkezet és a retencié kozotti osszefiiggések tanulmanyozasa

A vizsgalt limonén alapu biciklusos szarmazékok koziil az 5-7 vegyiiletek 1,3-
aminoalkohol, mig a 8 és 9 vegyiiletek 1,3,5- és 1,3,6-aminodiol szarmazékok (13. dbra).
Annak érdekében, hogy az elvalasztani kivant komponensek ¢és az alkalmazott kiralis
szelektorok  szerkezetének a kromatografias viselkedésre gyakorolt hatésairdl
kovetkeztetéseket lehessen levonni, az 6t vegyliletet mind a hét celluloz- és amil6z alapt
alloéfazison tanulmanyoztam, allando Gsszetételii mozgotazis alkalmazéasa mellett (8. és 9.
tablazat). Az alkalmazott kromatografids koriilményeket ugy valasztottam meg, hogy a

vizsgalt sztereoizomerek legalabb részleges elvalasztasa megvalosithato legyen.

NP-LC modban méréseimet n-hexan/2-PrOH/DEA (50/50/0,1 v/v/v) Osszetételli
eluenssel végeztem el. Néhany esetben az amildz alapt kolonnakon ez az 6sszetétel tal rovid
retencios idoket eredményezett, ezért a megbizhatd 0sszehasonlitas végett ilyen esetekben
n-hexan/2-PrOH/DEA (70/30/0,1 v/v/v) Osszetételt valasztottam az analizishez. A 8.
tablazatban Osszefoglalt kromatografids adatok alapjan megallapithatd, hogy mindegyik

poliszacharid alapt all6fazison az 1,3,5- és 1,3,6-aminodiol vegyiiletek nagyobb retenciot
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mutattak az 1,3-aminoalkoholokkal szemben. Ettdl eltérden viselkedett a 7 (k;=0,44) és 8
vegylilet (k;=0,31) a Lux Cellulose-1 kolonnadn. Az aminodiol vegyiileteken (8 és 9)
fellelhetd ,,extra” hidroxilcsoport feltehetden hozzajarult ahhoz, hogy erésebb H-hid j6jj6n
létre a szelektorral, amely igy nagyobb visszatartast (€s egyben szelektivitast)
eredményezett. A N atomon fellelhetd metilbenzil- és dibenzil funkcids csoportok jelenléte
szintén jelentés mértékben befolyésolta a kiralis megkiilonboztetést. A két benzilcsoporttal
rendelkezd vegyiiletek (7, 8 és 9) elvalasztasidt nagyobb visszatartds, s egyben nagyobb
enantioszelektivitas kisérte, mint a metilbenzil (5 és 6) szarmazékokét. A megfigyelt
kromatografias viselkedés a két benzilcsoporttal rendelkezd vegyiiletek, illetve a szelektor

kozott 1étrejovo m-m kdlesonhatdsoknak tulajdonithato.

Osszehasonlitva a hét alkalmazott poliszacharid alapt kolonna hatékonysagat normal
fazisu folyadakkromatografias koriilmények kozott, a celluloz trisz-(4-metilbenzoat) (Lux
Cellulose-3), valamint a celluléz trisz-(4-klor-3-metilfenilkarbamat) (Lux Cellulose-4)
szelektor alkalmazéasa altaldban eredménytelennek bizonyult a limonén szarmazékok
enantioszelektiv megkiilonboztetésére. Tovabba, az 5§ komponens csak amildz trisz-(5-klor-
2-metilfenilkarbamat) alapt oszlopon (Lux Amylose-2) valt el. A 6-9 anyagok esetén a
celluloz trisz-(3-klor-4-metilfenilkarbamat) (Lux Cellulose-2), valamint a cellul6z trisz-(3,5-
diklorfenilkarbamat) (Lux i-Cellulose-5) szelektorok biztositottak a hatékonyabb elvalasztas
lehetdségét (8. tablazat).

Az egyazon szelektorral bird (3,5-dimetilfenilkarbamat) celluldoz és amiloz alapu
allofazisokon megvaldsitott elvalasztasok eredményeit Osszevetve arra a kovetkeztetésre
jutottam, hogy a vizsgalt vegyiiletek Lux Cellulose-1 éll6fazison sok esetben nagyobb
visszatartassal eludlodtak, mint Lux Amylose-1 oszlopon. A metilbenzil csoportokkal
rendelkezd 6 vegyiilet elvalasztasakor nagyobb enantioszelektivitast figyeltem meg Lux
Amylose-1 4ll6fazis alkalmazasaval, mig a dibenzilszubsztitudlt aminoalkohol (7) és
aminodiol (8 és 9) vegyiiletek esetén a értékei altalaban nagyobbak voltak a Lux Cellulose-

1 kolonnan, amint azt a 8. tablazat adatai is mutatjak.
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8. tablazat Limonénvazas biciklusos aminoalkoholok ¢és aminodiolok kromatografids
paraméterei (k;, o, Rs), valamint az enantiomerek elucios sorrendje NP-LC koriilmények
kozott poliszacharid alapu allofazisokon

Vegyiilet Oszlop ki a Rs S]il::‘c:isi

5 Amylose-2 0,19 1,26 0,44 B <4
i-Cellulose-5 0,26 1,29 0,95 B<A4
6 Amylose-1 0,17 1,29 0,95 B<A4
Amylose-2" 0,20 1,23 0,58 B<4
Cellulose-1 0,44 1,63 1,92 A<B
Cellulose-2 0,11 2,70 1,82 A<B

Cellulose-3 0,14 1,00 0,00 -

7 Cellulose-4 0,24 1,00 0,00 -
i-Cellulose-5 0,30 1,77 3,00 A<B
Amylose-1 0,24 1,52 1,39 A<B

Amylose-2 0,29 1,00 0,00 -
Cellulose-1 0,31 2,53 5,11 A<B
Cellulose-2 0,38 1,91 2,82 B <4
Cellulose-3 0,15 1,60 0,70 B<A4

8 Cellulose-4 0,49 1,00 0,00 -
i-Cellulose-5 0,47 1,33 1,82 A<B
Amylose-1 0,44 1,25 1,65 B<4

Amylose-2 0,31 1,00 0,00 -
Cellulose-1 0,32 1,27 0,90 B <4
Cellulose-2 0,18 2,44 2,35 A<B
i-Cellulose-5 0,45 1,38 1,92 A<B
9 Amylose-1 0,44 1,84 0,95 A<B
Amylose-1* 0,67 1,83 6,41 A<B
Amylose-2 0,38 2,05 2,45 B <4
Amylose-2# 0,62 2,15 6,51 B<4

Kromatografias koriilmények: oszlopok, Lux Cellulose-1, Cellulose-2, Cellulose-3, Cellulose-4, i-Cellulose-5,
Amylose-1 ¢és Amylose-2; mozgofazis, n-hexan/2-PrOH/DEA (50/50/0,1 v/v/v), #n-hexan/2-PrOH/DEA
(70/30/0,1 v/v/v); dramlasi sebesség, 1,0 ml perc!; detektalas, 230-260 nm; hémérséklet, T=25 °C.
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Annak érdekében, hogy a két alkalmazott kromatografids technika
teljesitOképességét is dsszehasonlithassam az 6t limonén alapt biciklusos aminoalkohol és
aminodiol szarmazék kromatografias vizsgalatan keresztiil, a modellvegyliletek
elvalasztasat SFC technikaval is vizsgaltam allandé 6sszetételii [CO2/MeOH (80/20 v/v) és
DEA (20 mM)] mozgofazissal. A 8. és 9. tablazatban szereplé kromatografias adatok arra
engednek kovetkeztetni, hogy a vizsgalt molekulak koziil az SFC alkalmazasa az 5, 6 ¢s 8,
mig a NP-LC koriilmények kozott a 7 és 9 vegyliletek elvalasztasa soran biztositott nagyobb
enantioszelektivitast. Erdekes médon a felbontas értékei az esetek dontd tobbségében sokkal
jobbak voltak, amikor az elvalasztasokat SFC technikéaval hajtottam végre. Ennek valoszin(i
oka a CO; alapti mozgo6fazisok kisebb viszkozitdsa és az ebbdl eredd nagyobb kinetikai
hatékonysag. A vegyiiletek szerkezete ebben az esetben is meghatarozo szerepet toltott be a
kromatografids jellemzok, tigymint a retencid és szelektivitds alakuldsaban. A 7 és 8
vegyiiletek kromatografids adatait 6sszehasonlitva szembetlind, hogy a hidroxilcsoportok
jelenléte erés H-kotés kialakulasan keresztiil jarult hozza a dibenzil-szarmazékok nagyobb

visszatartasahoz.

A 9. tablazatban szereplo adatok azt mutatjak, hogy az elébb emlitett vegyiiletek
esetén a hétb6l csak harom esetben kisérte a nagyobb k; értékeket nagyobb
enantioszelektivitas, mely felhivja a figyelmet arra a tényre, hogy a fentebb emlitett H-kotés
1étrejotte nem feltétlen jar szelektivebb elvalasztassal. Hasonloan a HPLC alapt normal
fazisu elvalasztasok soran tapasztaltakhoz, azon vegytiletek esetén, melyek N atomjahoz két
benzilcsoport kapcsolddik (7-9 vegyiiletek), szelektivebb és hatékonyabb elvélasztast értem
el, mint a metilbenzil-szarmazékok (5 €s 6) esetén. Ez a megfigyelés aldtdmasztotta a m-n
kolcsonhatas kiralis felismerében betoltott fontos szerepét, melynek kialakuldsara sor
keriilhet az all6fazis és az elvalasztand6 komponensek kozott, fiiggetleniil az alkalmazott
szelektor (amiléz vagy celluldz) vazatol. Ami az allofazisok hatékonysagat illeti, SFC
moddban a legnagyobb enantioszelektivitast altalaban a Lux Amylose-1 és a Lux Cellulose-2
oszlopok nyujtottdk. Munkdm soran SFC modban is Osszehasonlitottam az azonos
szelektorral (3,5-dimetilfenilkarbamét) rendelkezé celluldéz- és amildz alapu allofazisok
teljesitoképességét. A vizsgalt vegyiiletek visszatartasa az esetek dontd tobbségében
nagyobb volt Lux Cellulose-1 oszlopon, mint a Lux Amylose-1 4llofazison, egyuttal az
amiloz alapt oszloppal torténd elvalasztasok a legtobb esetben szelektivebbnek bizonyultak,

mint a celluléz trisz-(3,5-dimetilfenilkarbamat) szelektor esetén (9. tablazat).

68



9. tablazat Limonénvazas biciklusos aminoalkoholok és aminodiolok kromatografias
paraméterei (ki, o, Rs), valamint az enantiomerek elicios sorrendje SFC koriilmények kozott
poliszacharid alapu all6fazisokon

Vegyiilet Oszlop ki « Rs :f)lr“rccfr‘:;
Cellulose-1 0,82 1,05 0,24 B<A4
Cellulose-2 3,28 1,10 0,92 B<A4
Cellulose-3 0,33 1,00 0,00 -

5 Cellulose-4 3,31 1,14 1,50 B<A4
i-Cellulose-5 3,76 1,00 0,00 -
Amylose-1 0,51 1,49 2,18 B <4
Amylose-2 1,15 1,20 1,88 B <4
Cellulose-1 0,77 1,07 0,36 B <4
Cellulose-2 3,34 1,31 3,15 B <4
Cellulose-3 0,28 1,00 0,00 -
6 Cellulose-4 3,20 1,29 4,56 B <4
i-Cellulose-5 3,62 1,03 0,35 B<4
Amylose-1 0,55 1,00 0,00 -
Amylose-2 1,28 1,21 1,01 B<A4
Cellulose-1 1,60 1,26 2,74 A<B
Cellulose-2 1,85 1,39 5,14 A<B
Cellulose-3 0,54 1,17 1,19 A<B
7 Cellulose-4 1,75 1,18 2,94 A<B
i-Cellulose-5 2,17 1,24 3,51 A<B
Amylose-1 1,29 1,40 5,39 B <4
Amylose-2 1,33 1,04 0,49 B <4
Cellulose-1 2,46 1,54 5,85 A<B
Cellulose-2 5,35 1,10 1,65 A<B
Cellulose-3 1,05 1,06 0,57 A<B
8 Cellulose-4 4,33 1,09 1,64 A<B
i-Cellulose-5 4,34 1,18 3,27 A<B
Amylose-1 2,17 3,44 19,10 B<A4
Amylose-2 2,11 1,06 0,68 B<4

Kromatografias koriilmények: oszlopok, Lux Cellulose-1, Cellulose-2, Cellulose-3, Cellulose-4, i-Cellulose-5,
Amylose-1 és Amylose-2; mozgotazis, COo/MeOH (80/20 v/v) és 20 mM DEA; aramlasi sebesség, 2,0 ml perc
I; detektalas, 210-230 nm; ellennyomas, 150 bar; hémérséklet, T=40 °C.
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9. tablazat (folytatdis) Limonénvazas biciklusos aminoalkoholok ¢és aminodiolok
kromatografids paraméterei (k;, o, Rs), valamint az enantiomerek elucios sorrendje SFC
koriilmények kozott poliszacharid alapu all6fazisokon

Vegyiilet Oszlop ki « Rs i‘r“rccfl‘:;

Cellulose-1 2,36 1,04 0,46 A<B
Cellulose-2 3,49 1,44 6,05 A<B
Cellulose-3 0,76 1,00 0,00 -

9 Cellulose-4 3,11 1,41 6,26 A<B
i-Cellulose-5 4,35 1,06 1,07 A<B
Amylose-1 4,16 1,22 3,41 B <4
Amylose-2 2,27 1,08 0,84 B <4

Kromatogréfias koriilmények: oszlopok, Lux Cellulose-1, Cellulose-2, Cellulose-3, Cellulose-4, i-Cellulose-35,
Amylose-1 és Amylose-2; mozgofazis, COo/MeOH (80/20 v/v) és 20 mM DEA; aramlasi sebesség, 2,0 ml perc
I; detektalas, 210-230 nm; ellennyomas, 150 bar; hémérséklet, T=40 °C.

Osszefoglalva tehat a  szerkezet-retencid  Osszefiiggésekkel — kapcsolatos
eredményeket, a két kromatografias technika koziil az esetek tobbségében SFC technikéaval
jobb ¢és hatékonyabb elvalasztasokat értem el. Minden aminoalkohol ¢és aminodiol
szarmazek esetén az alapvonalra torténd elvalasztds megvaldsithatd volt, bar kiilonb6z6
allofazisok segitségével. Ebbol kovetkezik, hogy a hét alkalmazott, kereskedelmi
forgalomban is elérhetd poliszacharid alapu kiralis all6fazis egymast kiegészitve nytjtanak
a limonén alapu biciklusos aminoalkohol- és aminodiol vegyiiletek szamara hatékony

enantioszelektiv elvalasztast.

Az elucid sorrendjét természetesen a poliszacharid alapl all6fazisokkal torténd
elvalasztasok sordn is minden esetben meghataroztam (8. és 9. tablazat). HPLC méréseim
soran NP moddban az elucios sorrend valtozésa az aldbbiak szerint alakult: az 5 és 6
molekuldk esetén B < A4, a 7 enantiomer par esetén 4 < B mig a 8 vegyiilet esetén Lux
Cellulose-1 ¢és Lux i-Cellulose-5 oszlopon A < B, mig Lux Cellulose-2, Lux Cellulose-3 és
Lux Amylose-1 oszlopokon B < A4 volt. A 9 anyag esetén a Lux Cellulose-1 és Lux Amylose-
2 oszlopon az eluciods sorrend megegyezett (B < A), mig Lux Cellulose-2, Lux i-Cellulose-5
és Lux Amylose-1 oszlopokon torténd elvalasztdsokat forditott elucios sorrend (4 < B)
jellemzett. Az SFC-vel végrehajtott analizisek sordn néhany igen érdekes és jellegzetes
kiilonbséget figyeltem meg az enantiomerek elualodéasi sorrendjét illetden. Az 5 és 6
anyagok azonos sorrendben elualodtak (B < A), fliggetleniil az alkalmazott oszloptol (és
kromatografias technikatol). A 7, 8 és 9 vegyiiletek esetén az elticié sorrendje ellentétesen

alakult a celluloz- és amil6z alapu kolonndkon. A cellul6z alapu allofazisokon 4 < B, mig
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az amil6z alapu oszlopokon B < A4 sorrend jellemezte az elvalasztasokat. Ez a megfigyelés
ravilagit arra, hogy mig NP-LC médban mind a poliszacharid vaza, mind pedig a szelektor
szerkezete, addig SFC koriilményeket alkalmazva csak maga a poliszacharid vaz gyakorolt
jelentds hatast az enantiomerek elucios sorrendjére. Fontosnak tartom kiemelni, hogy
poliszacharid alapu all6fazisok alkalmazéasakor az elicids sorrend alakuldsaban altalanos
szabalyszerliség nem volt megfigyelhetd, mely rairanyitja a figyelmet minden enantiomer
¢s/vagy diasztereomer egyéni azonositasdnak sziikségességére. Vizsgalataim sordn szamos
esetben arra is fény dertilt, hogy az enantiomerek eltcids sorrendje a kiilonféle allotazisok
alkalmazéasa mellett megfordulhat az alkalmazott kromatografias technika (NP-LC vagy
SFC) fiiggvényében. Ez kiilondsen az amiléz alapu szelektorokon torténd elvalasztasokra
volt jellemz6, ahol a kiilonb6zo Osszetételli eluensek hasznélata eltéré konformacids
valtozasokat idézhet el6 a kiralis szelektor ,,liregeiben”, ezaltal még hangstlyosabb szerepet

adva a sztérikus hatasoknak a kiralis felismerésben [68].

5.3.3. A homérséklet hatasa és termodinamikai paraméterek

A biciklusos aminoalkohol és aminodiol vegyliletek kromatografids vizsgalatanak
kovetkezd 1épéseként a termodinamikai viselkedés jellemzdinek feltérképezését tliztem ki
célul. Az 6t limonén vézzal rendelkezd vegylilet enantioszelektiv elvalasztasat Lux Amylose-
1 és Lux Cellulose-1 kolonnakon hajtottam végre mindkét kromatografias modszerrel 10-50
°C hoémérséklettartomdnyban. NP-LC modban a kovetkezd eluensdsszetételeket
alkalmaztam: az 5 és 6 anyagok elvalasztasakor n-hexan/2-PrOH/DEA (90/10/0,1 v/v/v) Lux
Cellulose-1 és Lux Amylose-1 oszlopokon, a 7 és 9 anyagoknal n-hexan/2-PrOH/DEA
(70/30/0,1 v/v/W) Lux Cellulose-1 kolonnéan, valamint n-hexan/2-PrOH/DEA (50/50/0,1
v/v/v) a Lux Amylose-2 kolonnan. SFC méréseim soran CO2/MeOH (80/20 v/v) elegyét
hasznaltam, amely 20 mM DEA adalékot tartalmazott (10. és 11. tablazat). A poliszacharid
alapu allofazisokon k;, valamint a értékei csokkentek a homérséklet emelésével, viszont
néhany esetben ettdl eltérd viselkedést tapasztaltam. Lux Amylose-1 kolonnan a 6 vegyiilet
SFC modszerrel valo elvalasztasakor, valamint az 5 anyag mind NP-LC, mind SFC
modszerrel torténd analizise soran a csokkend visszatartast novekvd szelektivitas kisérte.
Ami a felbontast illeti, Rs értékei sok esetben csokkentek a homérséklet emelkedésével
mindkét kromatografids modszer alkalmazasakor. Lux Amylose-1 oszlopon NP-LC modban

az 5 vegyliletet leszamitva minden esetben romlott az elvalasztas haté¢konysaga, mig SFC
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koriilmények kozott a felbontas értékei sok esetben hatarozott ndvekedést mutattak az oszlop

hémérsékletének ndvelésével (jelezve az oszlop kinetikai hatékonysaganak novekedését).

10. tablazat Kiilonboz6 homérsékleten mért kromatografids paraméterek (k;, a, Rs) értékei
NP-LC moédszer alkalmazasa soran Lux Cellulose-1 és Lux Amylose-1 oszlopokon

Vegyilet ki, & Rs 10 20 Homer;e(:d 0 40 45
Lux Cellulose-1
ki 1,06 0,87 0,71 0,60 0,55
5 a 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Ry 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ki 1,04 0,88 0,74 0,62 0,59
6 a 1,19 1,13 1,07 1,00 1,00
Rs 1,03 1,15 0,55 0,00 0,00
ki 0,83 0,65 0,51 0,39 0,34
7 o 1,63 1,60 1,57 1,54 1,53
Rs 3,24 3,06 2,59 1,71 1,33
ki 0,61 0,54 0,49 0,43 0,40
8 o 2,76 2,65 2,53 2,41 2,33
Rs 5,49 4,62 5,46 5,00 3,82
ki 0,67 0,59 0,54 0,52 0,48
9 o 1,40 1,27 1,14 1,00 1,00
Ry 1,61 1,17 0,96 0,00 0,00
Lux Amylose-1
ki 0,88 0,74 0,63 0,55 0,50
5 o 1,00 1,05 1,09 1,13 1,40
Ry 0,00 0,58 0,95 1,00 0,76
ki 0,74 0,65 0,57 0,51 0,47
6 o 1,23 1,22 1,21 1,20 1,20
Ry 2,00 1,90 1,79 1,56 1,03
ki 0,19 0,14 0,11 0,08 0,07
7 a 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Ry 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ki 0,40 0,34 0,28 0,23 0,20
8 a 1,12 1,11 1,09 1,08 1,07
Ry <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
ki 0,37 0,31 0,25 0,21 0,19
9 a 1,24 1,23 1,22 1,21 1,20
Rs 0,76 1,04 0,87 0,70 0,46

Kromatografias koriilmények: oszlopok, Lux Cellulose-1 és Lux Amylose-1; mozgofazis Lux Cellulose-1 és
Lux Amylose-1 oszlopokon 5 és 6 vegyiiletek esetén, n-hexan/2-PrOH/DEA (90/10/0,1 v/v/v), Lux Cellulose-1
oszlopon 7-9 vegyiiletek esetén, n-hexan/2-PrOH/DEA (70/30/0,1 vA/v) és Lux Amylose-1 oszlopon, n-
hexan/2-PrOH/DEA 50/50/0,1 vA/v); dramlési sebesség, 1,0 ml perc'; detektalas, 220-240 nm.
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11. tablazat Kiillonboz6 homérsékleten mért kromatografias paraméterek (ki, a, Rs) értékei
SFC modszer alkalmazasa soran Lux Cellulose-1 és Lux Amylose-1 oszlopokon

ki, Homérséklet (°C)
Vegyiilet a,
R 20 °C 30 °C 40 °C 50° C
Lux Cellulose-1
ki 0,70 0,71 0,73 0,78
5 a 1,07 1,06 1,05 1,04
Rs 0,59 0,50 0,45 0,42
ki 0,65 0,66 0,69 0,73
6 a 1,09 1,08 1,06 1,04
Rs 0,64 0,46 0,40 0,32
k1 1,63 1,48 1,39 1,36
7 a 1,34 1,29 1,26 1,22
Rs 4,41 3,79 3,35 2,80
ki 2,35 2,23 2,20 2,27
8 a 1,69 1,62 1,53 1,45
Rs 8,50 8,22 7,47 6,49
ki 2,29 2,15 2,10 2,16
9 a 1,08 1,05 1,03 1,00
Rs 1,01 0,76 0,42 0,00
Lux Amylose-1
ki 0,37 0,31 0,30 0,35
5 a 1,58 1,68 1,75 1,84
Rs 1,65 2,11 2,34 2,46
ki 0,45 0,35 0,33 0,37
6 a 1,00 1,05 1,11 1,16
Rs 0,00 0,21 0,51 0,65
k1 1,29 1,04 0,92 0,90
7 a 1,61 1,53 1,41 1,31
Rs 6,50 5,92 5,23 3,33
ki 2,48 2,18 2,05 2,14
8 a 4,45 3,92 3,31 2.78
Rs 14,63 18,70 18,87 17.87
ki 3,77 3,48 3,35 3.34
9 a 1,30 1,26 1,21 1.17
Rs 3,34 3,78 3,33 1,95

Kromatografias korilmények: oszlopok, Lux Cellulose-1 és Lux Amylose-1; mozgofazis,
CO2/MeOH (80/20 v/v) és 20 mM DEA; aramlasi sebesség, 2,0 ml perc!; detektalas, 210-230 nm;
ellennyomas, 150 bar.
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A 12. tdblazatban a van’t Hoff egyenlet alapjan kiszamolt termodinamikai
jellemzoket foglaltam 6ssze. Amint azt a termodinamika adatok mutatjak, 4(AH°®) értékei
NP-LC modban -8,2 és +2,9 kJ mol ! kozdtt, mig SFC modban végzett elvalasztasok soran -
12,4 és +4,0 kJ mol! értéktartomanyban valtoztak. A legnegativabb A(AH°) értékek
megmutattak, hogy az elvélasztand6 vegyiilet mozg6fazisbol az allofazisba torténd atjutasa
exoterm folyamat. A két kromatografids technikat Osszehasonlitva altalanosan
megallapithatd, hogy Lux Cellulose-1 oszlopon A(AH°) negativabb volt a HPLC
elvalasztasok soran, mint SFC modban. Ezzel ellentétben a Lux Amylose-1 allotazis esetén
sok esetben SFC koriilményeket alkalmazva negativabb A(4H°) értékeket kaptam, mint NP-

LC elvalasztasok soran.

A 8 wvegyllet és a Lux Amylose-1 oszlop szelektora [amiloéz (trisz-(3,5-
dimetilfenilkarbamat)] k6zotti kolcsonhatasokat a legnegativabb A(4H®) és A(AS°) értékek
jelzik. Hasonléan a makrociklusos glikopeptid- és ikerionos ioncseréld tipusu oszlopokon
torténd elvalasztasok soran tapasztaltakhoz, ezen allofazis tipusnal is amennyiben A(4H°)
negativ volt, 4(45°) szintén negativnak adddott, és természetesen a pozitiv A(A4H®) értékeket
pozitiv A(A4S°) kisérte. Abban az esetben, amikor A(AH®) és A(AS°) is pozitiv volt, a
szelektivitas nott a homérséklet emelésével. Ilyen kromatografias viselkedésre példa az 5
vegyiilet esete Lux Amylose-1 kolonnan mindkét kromatografias technika alkalmazasa soran,
illetve a 6 vegylilet ugyanezen allofazison SFC modban. Ezekben az esetekben a
homérséklet  emelkedésével A(AH®)  valtozasa  kedvezd  hatassal birt az
enantioszelektivitasra. A megfigyelt, termodinamikai oldalr6l rendhagyonak szamitd
kromatografids viselkedés soran az entalpiatagot meghaladd entropiatag hozzajarulasa

biztositotta a negativ A4(4G°) értékeit, igy a folyamat entropiavezéreltnek tekintheto.

Amint azt a 2. tablazat mutatja, mindkét kromatografias technikaval torténd
elvalasztast dontden entalpiavezérelt folyamatok kisértek (O > 1). A két 3,5-
dimetilfenilkarbamat szelektorral rendelkezé amildz és celluloz alapa allofazison (Lux
Amylose-1 és Lux Cellulose-1) végrehajtott elvalasztasok alapjan kijelenthetd, hogy néhany
kivétellel (a 6 komponens a Lux Amylose-1, illetve 8 ¢és 9 anyagok a Lux Cellulose-1
oszlopon) SFC alkalmazasaval hatékonyabb volt a limonén alapt biciklusos aminolakohol
¢s aminodiol vegyiiletek kiralis felismerése, melyet a A(4G°)r9sx negativabb értékei
bizonyitanak. A limonén alapt biciklusos aminoalkohol és aminodiol vegytiletek modositott
poliszacharid alapti oszlopokkal kapott jellemzd enantioszelektiv elvalasztdsara a

Fiiggelékben mutatok be néhany példat.
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12. tablazat Termodinamikai paraméterek, A(AH°), A(AS°), TxA(AS°)z9sx, A(AG°),
korrelacios koefficiens (R?) és Q értékei Lux Cellulose-1 és Lux Amylose-1 oszlopokon

O o M Sy el il
Lux Cellulose-1

5 NP-LC - - - - - -
SFC 0,9 2,6 0,992 0,8 0,1 1,1

6 NP-LC 473 13,7 0,990 4.1 0,2 1,1
SFC 1,2 3,4 0,991 1,0 0,2 1,2

7 NP-LC 473 13,7 0,990 4.1 0,2 1,1
SFC 2,5 6,1 0,999 1,8 0,7 1,4

8 NP-LC 3,6 472 0,991 1,3 2,3 2,8
SFC 4,0 9,3 0,993 2,8 1,2 1,4

9 NP-LC 8,2 26,0 0,991 7,7 0,5 1,1
SFC 2,0 6,2 0,991 1,8 0,2 1,1

Lux Amylose-1

5 NP-LC -2,9 -10,1 0,992 -3,0 0,1 0,9
SFC -3,8 -16,8 0,996 -5,0 1,2 0,8

6 NP-LC 0,6 0,4 0,993 0,1 0,5 6,0
SFC -4,0 -13,6 0,998 -4,1 0,1 0,9

7 NP-LC - - - - - -
SFC 5,5 14,7 0,990 4.4 1,1 1,3

8 NP-LC 1,1 2,8 0,998 0,8 0,3 1,4
SFC 12,4 29,8 0,990 8,9 3,5 1,4

9 NP-LC 0,8 1,0 0,994 0,3 0,5 2,7
SFC 2.9 7,6 0,994 2,3 0,6 1,3

Kromatografias koriilmények: oszlopok, Lux Cellulose-1 és Lux Amylose-1; mozgofazis, NP-LC modban, 5 és
6 vegyliletek esetén Lux-Cellulose-1 és Lux Amylose-1 oszlopokon, n-hexan/2-PrOH/DEA (90/10/0,1 v/i/v),
7-9 vegyiiletek esetén Lux Cellulose-1 oszlopon, n-hexan/2-PrOH/DEA (70/30/0,1 v/v/v) és Lux Amylose-2
oszlopon, n-hexan/2-PrOH/DEA (50/50/0,1 v/v/v), SFC koériilmények kozott az dsszes poliszacharid alapu
oszlopon, CO»/MeOH 80/20 (v/v) és 20 mM DEA; aramlasi sebesség, NP-LC médban, 1,0 ml perc! és SFC
koriilmények kozott, 2,0 ml perc!; detektalas, 220-240 nm; R, In o és 1/T fliggvények korrelacios koefficiense;
O = A(AH 9/ Tx A(AS 9295, hémérséklettartomany, T=10-50 °C.
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6. Osszefoglalas

Célkitizésemnek megfeleléen sikeresen megvaldsitottam gydgyszerkémiai
jelentdséggel rendelkezd kirdlis vegyiiletek, nevezetesen limonénvézas karbociklusos f-
aminosavak, N-szubsztitualt ciklusos f-aminosavak, illetve limonén alapi aminoalkoholok
¢s aminodiolok kiralis all6fazisok alkalmazasan alapul6d enantioszelektiv kromatografias
vizsgélatat. Munkdm sordn tanulmdnyoztam az enantiomerek megkiilonboztetési
folyamatat, valamint az alkalmazott kromatografids koriilmények elvalasztasra gyakorolt

hatasat.

1. A limonénvazas Kkarbociklusos f-aminosavak elvalasztasat forditott fazisu
korillmények kozott és polaris-ionos modban tanulmanyoztam makrociklusos

glikopeptid alapu szelektorokkal rendelkezé Chirobiotic™ T, TAG és R alléfazisokon.

A mozgofazis alkotdinak elvalasztasra gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasaval
megallapitottam, hogy a vizben gazdagabb eluens alkalmazasakor megfigyelt ndvekvo
visszatartas a szelektor , kosaraban” kialakulod hidrofob kolcsonhatasoknak kdszonhetd. A
nagyobb MeOH tartalmi mozgo6tazis alkalmazésat kiséré novekedo retencid oka az ionos és
dipolusos kolcsonhatasok kialakulasdban keresendd. Vizsgalataim ramutattak, hogy az
alkalmazott alkohol modositok koziill MeOH, valamint 1-PrOH alkalmazasa biztositotta a

karbociklusos f-aminosavak leghatékonyabb elvéalasztasat.

Elséként igazoltam a sztochiometrikus helyettesitési modell alkalmazéasaval, hogy
makrociklusos glikopeptid alapt allofazisok esetén az ionos kodlcsonhatdsi folyamatok is
jelentds szerepet tolthetnek be az elvdlasztds mechanizmusaban. A meghatarozott /g k; vs.
lg ceuenion egyenesek meredeksége alapjan megallapitottam, hogy a teikoplanin aglikon alapt
szelektor az ikerionos all6fazisokhoz kozelebb allo viselkedést mutat karbociklusos f-

aminosavak elvalasztasa soran.

A cukoregységek elvalasztasban betdltott szerepének tanulmanyozésa soran a
kiszamolt A(4G°)r46—A4(AG°)r kiilonbségek megmutattak, hogy teikoplanin alapt szelektor
alkalmazésa révén a szelektoron fellelhetd szénhidrategységek sztérikus gatlason keresztiil
kedvezodtleniil befolyasoltak a kiralis felismerést. Osszehasonlitva az alkalmazott
glikopeptid alapu allofazisok elvalasztoképességét megallapitottam, hogy a vizsgalt
vegyliletek elvalasztasa az esetek dontd tobbségében a teikoplanin aglikon alapu oszlopon

bizonyult hatékonyabbnak.
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Az elvélasztas homérsékletfliiggésének vizsgdlata soran a legtobbszor tapasztalt,
ugynevezett termodinamikai hatéstol eltéré kromatografids viselkedést figyeltem meg: a
hémérseklet emelésével csokkend retenciot nagyobb enantioszelektivitas kisérte, illetve sok
esetben a felbontés is javult. A van’t Hoff-egyenlet kromatografidban hasznalt altalanos
alakjat alkalmazva termodinamikai jellemzok meghatarozasan keresztiil megallapitottam,
hogy a legtobb enantiomerpar kiralis megkiilonboztetése entropia altal vezérelt folyamat, de

megfigyeltem entalpiavezérelt elvalasztast is.

Megallapitottam, hogy makrociklusos glikopeptid alapt allofazisok alkalmazésa
soran a limonénvazas karbociklusos S-aminosavak szerkezetében fellelheté karboxil-,
amino- ¢s 2-propil funkcids csoportokhoz kapcsolodo szénatomok eltérd konfiguracidja nem

befolyésolta az elucios sorrend alakulasat.

2. Az N-metilszubsztitualt és amidalt ciklusos f-aminosavak folyadékkromatografias
elvalasztasat ikerionos allofazisokon (Chiralpak® ZWIX(+) és ZWIX(-)) végeztem el

polaris-ionos médban.

Az eluensosszetétel valtoztatasanak elvalasztasra gyakorolt hatasa vizsgalataval
ramutattam, hogy az aprotikus karakterii MeCN térfogataranyanak novelésével a retencids
tényez6 szinte minden esetben nétt. A megfigyelt kromatografias viselkedés az ionos vagy
ionizalhat6 komponensek csokkent szolvataltsagaval és ezaltal az alkalmazott szelektorral

valo erdsebb elektrosztatikus kdlcsonhatasok kialakulasdval magyarazhato.

A sztdchiometrikus helyettesitési modellt alkalmazva igazoltam, hogy az ikerionos
az elvalasztand6 komponensek retencids viselkedése a szelektivitas lényeges megvaltozasa
nélkiil. Eredményeimmel bizonyitottam az elektrosztatikus kolcsonhatdsi mechanizmus

meglétét az alkalmazott ikerionos szelektor és a vizsgalt ionos karakterli vegyiiletek kozott.

A molekulaszerkezet ¢és a kromatografids viselkedés kozotti Osszefiiggések
feltarasaval megallapitottam, hogy az aminocsoporton elhelyezkedd szubsztituensek
méretének novelése jelentés mértékben jarult hozza a visszatartds csokkenéséhez. A
legnagyobb enantioszelektivitast a guanidincsoportot tartalmazéd aminosavak elvalasztasanal
figyeltem meg, melynek oka az alkalmazott szelektor és a vizsgalt modellvegytiletek kozott

kialakul6 elektrosztatikus kdlcsonhatasok mellett 1étrejovo H-kotésekkel magyarazhato.

77



Az elvalasztasokat kiilonbozé hémérsékleteken tanulményozva eredményeim
ramutattak, hogy a legtobb esetben a hdmérséklet ndvelése a retencids tényezd, a
szelektivitas és a felbontas csokkenéséhez vezetett. A meghatarozott termodinamikai adatok
alapjan megallapitottam, hogy a ciklusos f-aminosavak ikerionos allofazisokon torténd
elvalasztasat dontden entalpiavezérelt folyamatok kisérték, de ZWIX(-) oszlop alkalmazésa

soran megfigyeltem entrdpia altal vezérelt elvalasztasokat is.

A két alkalmazott ikerionos allofazis elvalasztoképességét Osszehasonlitva
eredményeim ravilagitottak arra, hogy a vizsgalt ciklusos f-aminosavak elvéalasztdsakor a
ZWIX(-) oszlop szelektivebbnek bizonyult, mig az N-amidalt szarmazékok esetén a ZWIX(+)

allofazis biztositotta az enantiomerek hatékonyabb megkiilonboztetését.

Az egymadssal pszeudoenantiomer viszonyban 4ll6 kinin és kinidin alapu ioncseréld
allofazisok alkalmazasa révén eredményeim alapjan elmondhato, hogy az N-szubsztitualt
aminosav enantiomerek elucios sorrendje minden esetben megfordithatd az alkalmazott
oszlopok cseré¢jével anélkiil, hogy iddigényes modon tujabb alkalmas kromatografias

modszert dolgoznank ki.

3. Modositott poliszacharid alapu all6fazisokon sikeresen megvalésitottam limonén
alapu biciklusos 1,3-aminoalkohol, valamint 1,3,5- és 1,3,6-aminodiol szarmazékok
elvalasztasat normal fazisa folyadékkromatografia (NP-LC) és szuperkritikus

folyadékkromatografia (SFC) alkalmazasaval.

Mindkét kromatografids technika alkalmazasa sordn a mozgofazis Osszetételének
valtoztatasaval tipikus normal fazisu kromatografids viselkedést figyeltem meg, azaz a
mozgofazis apolaris olddszertartalmanak (n-hexan és CO2) ndvelésével a retencio jelentds
mértéki novekedése volt jellemzd. Eredményeim ramutattak, hogy az alkalmazott alkohol
modositok szénlanc hosszanak novelése ndvekvo visszatartashoz vezetett, kismértékben
valtoztatva a szelektivitast, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a vizsgalt vegyiiletek a
csokkent szolvatacid miatt er6sebben kotddtek az allofazishoz. NP-LC koriilmények kozott
2-PrOH, mig SFC alkalmazasakor MeOH biztositotta a limonén alapti enantiomerek

leghatékonyabb megkiilonboztetését.

Megallapitottam, hogy az aminodiol vegyiileteken levd ,,extra” hidroxilcsoport a
szelektorral valo erdsebb H-kotések kialakuldsahoz jarult hozza, nagyobb retenciot és
szelektivitast eredményezve. Osszehasonlitva a mono- és dibenzil analogok kromatografias

viselkedését, a két benzilcsoporttal rendelkezd vegyiiletek elvalasztasat nagyobb visszatartas
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¢s enantioszelektivitas kisérte, melyet az alkalmazott szelektor és a komponensek kozott

1étrejovo m-m kolesonhatasok kiralis felismeréshez vald hozzajaruldsaval értelmeztem.

A kirdlis elvalasztas hémérsékletfiiggésének vizsgalata soran kapott eredményeim
ravilagitottak arra, hogy a kromatografids tulajdonsdgok, ugymint a retencid és a
szelektivitas altalaban csokkentek a homérséklet emelésével. SFC koriilmények kozott az
elvalasztas hatékonysaga sok esetben javult a homérséklet emelésével, mely az oszlop
kinetikai hatékonysaganak novekedésével magyarazhatd. A termodinamikai 6sszefiiggések
vizsgélata soran megallapitottam, hogy a biciklusos aminoalkohol és aminodiol vegytiletek
elvalasztiasa a legtobb esetben entalpiavezérelt volt, de eléfordult entropia altal vezérelt

elvalasztas is.

Osszevetve a két alkalmazott kromatogréfids technikét, a biciklusos aminoalkohol és
aminodiol analégok enantioszelektiv elvalasztasa a legtobb esetben SFC modban
hatékonyabbnak bizonyult, melynek magyardzata a CO; alapi mozgdfazisok kisebb
viszkozitdsaban ¢és az ebbdl eredd nagyobb kinetikai hatékonysagban keresendd. Az
alkalmazott allofazisok elvalasztoképességét Osszehasonlitva megallapitottam, hogy a
poliszacharid alapt szelektorok komplementer jelleggel, egymast kiegészitve jarultak hozza

a vizsgalt vegyiiletek eredményes elvalasztasdhoz.

Az eltcids sorrend meghatarozasara iranyuld vizsgalataim ravildgitottak arra, hogy
SFC kortilmények kozott foként a szelektor poliszacharid vaza (celluloz vagy amil6z), mig
NP-LC moddban mind a poliszacharid vaz, mind a szelektoron fellelhetd szubsztituensek

anyagi mindsége volt hatassal az enantiomerek eltcios sorrendjének alakuldsara.
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7. Summary

I performed the enantioselective chromatographic separation of compounds bearing

pharmaceutical importance, namely limonene-based carbocyclic f-amino acids, N-
substituted cyclic f-amino acids and limonene-based bicyclic 1,3-aminoalcohols and 1,3,5-
and 1,3,6-aminodiols using chiral stationary phases. During my work I investigated the
process of enantiorecognition and the influences of the chromatographic conditions on the
chiral separation.
1. Polar-ionic and reversed-phase high-performance liquid chromatographic
separations of limonene-based cyclic f-amino acid enantiomers were accomplished by
using macrocyclic glycopeptide-based chiral selectors applying Chirobiotic™ T, TAG
and R.

By investigating the effects of the nature and composition of the mobile phase, it was
established that retention increased with increasing concentration of water which was
resulted by enhanced hydrophobic interactions inside the “basket” of the glycopeptide.
When MeOH content of the mobile phase was higher, the values of the retention factor
increased due to the formation of the ionic and dipolar interactions between the studied
analytes and applied selectors. On the basis of my results MeOH and 1-PrOH were the most
effective of the applied alcohol modifiers for the enantioseparation of carbocyclic f-amino
acid compounds.

Applying the stoichiometric displacement model, I was first to prove that ion-
interactions mechanism is operative in chiral discrimination using macrocyclic
glycopeptide-based chiral stationary phases. The obtained slopes of /g k; vs. Ig ¢ curves
showed that teicoplanin aglycon exhibits a “zwitterionic character” in the course of
enantioseparation of carbocyclic f-amino acids.

To quantify the effects of the sugar units of Chirobiotic™ columns, the calculated
A(AG°)1a6-A(AG°)r values revealed that in the presence of sugar moieties, the
enantiorecognition is sterically hindered. Comparing the separation performances of the
investigated macrocyclic glycopeptide-based chiral stationary phases, of the three
Chirobiotic™ columns, Chirobiotic™ TAG appeared most suitable for the enantioseparation
of limonene-based cyclic f-amino acid analogs.

During the investigation of the temperature dependence of separation, I observed a
chromatographic behavior different from the so-called thermodynamic effect most often

experienced. Decreasing retention with increasing column temperature was accompanied

80



with higher enantioselectivity and in many cases the resolution also improved.
Chromatographic data were utilized to construct van’t Hoff plots and the thermodynamic
parameters were calculated. According to my results the enantioselective discrimination was
in most cases entropically-driven, but I also observed enthalpically-driven separations.

I established that neither the configuration of the carbon atom attached to the
carboxyl group nor the configuration of the carbon atom attached to the amino or 2-propyl
group determined the elution sequence of limonene-based carbocyclic f-amino acids.

2. HPLC methods in polar-ionic mode were performed and discussed for the separation
of enantiomers of N-substituted derivatives by using Cinchona alkaloid- and chiral
sulfonic acid-based chiral stationary phases, namely ZWIX(+)™ and ZWIX(-)™.

By investigating the effect of bulk solvent composition on the chromatographic
parameters it was established that an increase in aprotic MeCN content in the mobile phase
resulted in increased retention factors. The observed chromatographic behavior in MeCN-
rich eluents can be explained by decreased solvation shell of the ionized compounds which
enforces the electrostatic attraction due to the reduced distances of the involved charged
sites.

Applying the stoichiometric displacement model it was proved that the retention can
be conveniently regulated without significantly altering selectivity values by using
zwitterionic stationary phases. My results indicated the existence of two pairs of electrostatic
interaction mechanisms between zwitterionic selector and the investigated ionizable
compounds.

Investigating the correspondences between the molecular structure and
chromatographic behavior it was proved that with an increase in the degree of substitution
of the amino group the retention decreased. The highest enantioselectivity values were
observed for the amidinated amino acids, which can be explained by an additional hydrogen
bonding increment on top of the electrostatic interactions.

Studying the effects of column temperature on the chiral separations my results
demonstrated that the values of retention factor, selectivity and resolution decreased with
increasing temperature in most cases. According to the thermodynamic study it has been
found that the enantiorecognition was decisively ethalpically-driven but enthropically-
driven separations were also observed on ZWIX(-)™ column.

™ column was more selective

Comparing the two zwitterionic selectors, the ZWIX(-
for the separation of the studied cyclic f-amino acids, however, for the N-amidino

compounds the ZWIX(+)™ afforded more effective separations.
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Using the pseudo-enantiomeric quinine- and quinidine-based chiral stationary phases
I demonstrated that the enantiomers of N-substituted cyclic f-amino compounds can be made
to elute in reversed order upon changing the applied zwitterionic columns without the need

for time-consuming development of new chromatographic methods.

3. Enantioseparation of limonene-based bicyclic 1,3-aminoalcohols and 1,3,5- and
1,3,6-aminodiols was optimized in normal-phase high-performance liquid
chromatographic (NP-LC) and supercritical fluid chromatographic (SFC) modalities

applying derivatized polysaccharide-based chiral stationary phases.

Investigating the retention behavior, typical normal phase behavior was found in both
NP LC and SFC; an increased content of apolar n-hexane or CO; in the mobile phase resulted
in an increase retention. According to my results, increasing the carbon chain length of
applied alcohol generally resulted in an increase in retention with only a minor effect on
enantiodiscrimination. This observed chromatographic behavior proved that the solvation of
the limonene analogs reduced in these solvents and the studied compounds stayed in the
stationary phase rather than in the mobile phase. The use of 2-PrOH in NP LC and MeOH
in SFC was favored for the enantioseparation of the investigated limonene-based analoges.

On the basis of the explored structure-retention relationships it can be stated that the
extra OH-group on the aminodiol compounds contributed to stronger H-bond interactions
with the selector which resulted in higher retention and selectivity. Comparing the
chromatographic behavior of methylbenzyl- and dibenzyl-susbtitution on the N-atom a
higher retention and selectivity was observed for dibenzyl derivatives due to the enhanced
n-m interactions with the selector.

The study of the influences of the temperature on the chiral separation revealed that
the chromatographic properties such as retention and selectivity generally decreased with
increasing column temperature. Under SFC conditions, the resolution improved in many
cases with increasing temperature which can be explained by an increase of the kinetic
efficiency of the applied column. On the basis of the thermodynamic study the separations
were found to be enthalpically controlled, but entropically controlled separations also took
place.

A comparison between NP LC and SFC techniques in terms of succes rate revealed
that, in general, more and better separations could be achieved by SFC which can be
explained by the lower viscosity of the CO»-based mobile phases and the resulting higher

kinetic efficiency. The comparison of the separation performance of the applied stationary
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phases revealed that the amylose- and cellulose-based chiral stationary phases exhibit a
complementary characters, which led to succesful resolution.

The determination of the elution sequences revealed that in SFC only the structure of
the polysaccharide backbone (cellulose or amylose) affected the elution sequence, while in

NP LC both the polysaccharide backbone and the structure of the selector did so.
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11. Fiiggelék

11.1. Monoterpénvazas vegyiiletek valogatott kromatogramjai

11.1.1. Limonén alapu karbociklusos f-aminosavak valogatott kromatogramjai

1 3 4
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A 800+ A 5004
B
B
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Kromatografias koriilmények: oszlopok, 1 vegyiilet esetén Chirobiotic™ TAG, 3 és 4 vegyiilet esetén Chirobiotic™ T, mozgéfazis, 1 vegyiilet
esetén 0,1% TEAA(pH=5,00)/2-PrOH (90/10 v/), 3 vegyiilet esetén 0,1% TEAA(pH=5,00)/1-PrOH (90/10 v/v), 4 vegyiilet esetén 0,1%
TEAA(pH=5,00)/MeOH (10/90 v/v); dramlasi sebesség, 0,8 ml perc'; detektalas, 1 vegyiilet esetén 210 nm; 3 és 4 vegyiilet esetén korona kisiilési
detektor; homérséklet, T=25 C°.
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11.1.2. Biciklusos 1,3-aminoalkohol és 1,3,5-, és 1,3,6-aminodiol analogok valogatott kromatogramjai
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Kromatografias koriilmények: oszlopok, 5-7 vegyiiletek esetén Lux Amylose-1, 8 vegyiilet esetén Lux i-Cellulose-5, 9 vegyiilet esetén Lux Cellulose-2; mozg6fazis, S és 6
vegyiiletek esetén n-hexan/2-PrOH/DEA (90/10:0.1 viv/v), 7 és 9 vegyiiletek esetén CO,/EtOH (80/20 v/v) és 20 mM DEA, 8 vegyiilet esetén CO»/MeOH (80/20 v/v) €s 20mM
DEA,; aramlasi sebesség, 5 és 6 vegyiiletek esetén 1,0 ml perc!, 7-9 vegyiiletek esetén 2,0 ml perc™!; detektéalas, 210-260 nm; hémérséklet, 5, 8 és 9 vegyiiletek esetén T=40
C°; 6 vegyiilet esetén T=20 C°, 7 vegyiilet esetén T=30 C°.
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11.2. N-metilszubsztitualt és amidalt ciklusos f-aminosavak valogatott kromatogramjai
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Kromatografias kériilmények: oszlopok, 11, 13 és 21 vegyiiletek esetén Chiralpak®™ ZWIX(+), 17, 18, 19, 24 és 25 vegyiiletek esetén Chiralpak® ZWIX(—); mozgbfazis, 11, 13,
17,19, 21, 24 ¢és 25 vegyiiletek esetén MeOH/MeCN (60/40 v/v) és 25 mM TEA ¢és 50 mM FA, 18 vegyiilet esetén MeOH/MeCN (60/40 v/v) és 6.25 mM TEA és 12.5 mM
FA; aramlasi sebesség, 0,6 ml perc™'; detektalas, korona kisiilési detektor; hémérséklet, 17, 18, 19, 24 és 25 vegyiiletek esetén T=25 °C, 11 és 13 vegyiiletek esetén T=5 °C, 21

vegyiilet esetén T=30 °C; *elucios sorrend tiszta enantiomer hianyaban nem lett meghatarozva.

101



