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Roviditések jegyzéke

Kromatografias kifejezések:
HPLC: Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
KAF: Kiralis allofazis
NPM: Normal fazisi méd
PIM: Poléris-ionos mod
POM: Polaris-szerves mod

RPM: Forditott fazist mod

Oldoszerek, vegyszerek:
ACN: Acetonitril
AcOH: Ecetsav
BuOH: Butanol
t-BuOH: 2-Metil-propan-2-ol
DEA: Dietilamin
EtOH: Etanol
IPA: Propan-2-ol
MeOH: Metanol
PrOH: Propanol
TEA: Trietilamin
TEAA: Trietilammonium-acetat

TFA: Trifluorecetsav

Kiralis oszlopok:
R: Risztocetin A oszlop (Chirobiotic™ R)
T: Teikoplanin oszlop (Chirobiotic™ T)
TAG: Teikoplanin aglikon oszlop (Chirobiotic™ TAG)
V: Vankomicin oszlop (Chirobiotic™ V)

VAG: Vankomicin aglikon oszlop (Chirobiotic™ VAG)



1. Bevezetés

Az €16 szervezetekben a kiralis molekuldk kiemelkedd jelentéséggel birnak. A fehérjék, a fe-
hérjéket alkotdé aminosavak, a cukrok, az enzimek mind kiralis vegyiiletek. A pontos magyarazat
még ma sem ismeretes, de e molekulak kép-tiikorkép parosabdl az esetek dontd tobbségében
csak az egyik forma fordul eld.

A kiralis molekulak vilagaban az enantiomerek biologiai hatasa nagymértékben kiilonbozhet
egymastol (1. Tablazat), attdl fiiggetlentil, hogy fizikai-kémiai tulajdonsagaikat tekintve azono-
sak, kivéve hogy a polaris fényt milyen iranyban forgatjak [1]. Ez azzal magyarazhato, hogy a
kiralisan aszimmetrikus molekuldk a biologiai rendszerekben ugyancsak aszimmetrikus moleku-
lak egy adott konfiguraciojaval talalkoznak, melyek képesek megkiilonboztetni az

enantiomereket.

1. Tablazat Néhany vegyiilet enantiomerjeinek eltérd hatasai

Izek

(L)-(-)aszparagin iztelen

D-(+)-aszparagin édes

(L,L)-aszpartil-fenilalanin-metilészter (aszpartam) édes

(D,D), (L,D), (D,L)-aszpartil-fenilalanin-metilészter | nem édes

Illatok
(S)-(+)-karvon kdményillata
(R)-(-)-karvon mentolillata
(1R,2S,5R)-(-)-mentol mentolillata és ,,iz(i”
(1S,2R,5S)-(+)-mentol nincs mentolillat
(R)-(+)-limonén narancsillatu
(S)-(-)-limonén citromillata

Biologiai hatas

(R)-nikotin (nem természetes) kevésbé toxikus

(S)-nikotin (természetes) toxikus
(S)-a-(2-bromfenoxi)-propionsav névényi novekedési hormon (auxin)
(R)-a-(2-bromfenoxi)-propionsav novekedés-gatld




A kiilonb6zo viselkedés megallapitdsanak a kirdlis gyogyszermolekulak esetében o6riasi je-
lentdsége van, hiszen amig az enantiomer molekula parok egyik tagja pozitiv hatast fejt ki az
emberi szervezetben, addig a masik hatastalan, rosszabb esetben akar méreg is lehet, hisz farma-
kologiai tulajdonsagaik-ugymint farmakodinamikai, farmakokinetikai, lebomlasi, fehérjékhez
kotodési és mérgezési hatasuk-gyakran eltéréek [2]. Ezért bir igazan nagy fontossaggal a tiszta
sztereoizomer molekuldk szintézise és az enantiomerek elvalasztasa [3].

Egy 2004-es tanulmany az engedélyezett kiralis gydgyszerek szdzalékos megoszlasat vizs-
galta 1983-2002 kozott. Az eltelt 10 év alatt a racém hatéanyaggal rendelkez6, ujonnan engedé-
lyezett gyogyszerek szama jelentdsen lecsokkent és a tiszta enantiomer forméaban valo eldallitas
keriilt el6térbe. A tiszta enantiomert tartalmazo gyogyszerek piaci részesedése becslések szerint
az 1996 évi 27 %-rol (74,4 milliard USA $) 2002-ben 39 %-ra nétt elérve a 151,9 milliard USA
dollart [4].
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1. abra Gyogyszerhatéanyagok kiralis és akiralis megoszlasa 1983 és 2002 kozott

Kiralis molekuldk eléallitasanak gazdasagos utja lehet a kozvetlen kiralis katalitikus vagy
enzimatikus szintézis, illetve racém vegyiiletek szintézise és az azt kovetd valamilyen elvalaszta-
si technika alkalmazasa. Ezek az aszimmetrikus szintézismodszerek is csak korlatozottan szol-
galtatnak 100%-0s enantiomer tisztasagot, igy a kristalyositassal torténd rezolvalas
(diasztereomerpar képzés), a kromatografias modszerek, folyadék-folyadék extrakcid, szenzorok
és membranok felhasznalasa, desztillacio, stb. johet szoba enantiomertiszta vegyiiletek eldallita-

sara.



Barmilyen uton is torténik a kiralis molekula eldallitasa, elengedhetetlen a szintézist kovetd

valamilyen elvalasztasi modszer alkalmazésa a kiralis tisztasag ellendrzésére.

E nantiomer elvilasztdasi technikik

NN

Asmimme trilus saAntEAs Kapilliris eleltroforéas Folyadek-folyadek exiralcio Membranek

Kristilyostis Kromategrafids modszerek S nzorok
Superbrititus folvadekbromatografia Eapillariz elektrolkromatografia
Gazlromatografia Folyzdéldromatografia

2. abra Enantiomer elvalasztasi technikak



2. Célkituzés
Munkank soran célul tiiztiik ki folyadékkromatografias modszerek fejlesztését kiilonb6zo bi-
ologiai és gyogyszeripari szempontbol fontos vegyliletek sztereoizomerjeinek eclvalasztasara,

valamint 14;j fejlesztési kiralis kolonnak elvalasztoképességének tanulmanyozasat modell vegyii-

leteinkkel.

Vizsgalni kivantuk:
a) alifas és aromas f-2- és f-3-homoaminosav enantiomerek elvalasztasat makrociklusos
glikopeptid alapu alléfazisokon,
b) tanulmanyoztuk ciklusos y~aminosav enantiomerek retencidjanak mechanizmusat mak-
rociklusos glikopeptid oszlopokon,
C) alifas és aromas f-2-homoaminosav enantiomerek elvalasztasat modositott koronaéter
allofazison,
d) S-laktam enantiomerek elvalasztasat médositott poliszacharid kiralis szelektort tartal-
maz0 kolonnakon,
e) aminonaftol analogok enantiomerjeinek elvalasztasat médositott poliszacharid alapu

allofazisokon.

Célul tiztiik ki, hogy kozvetlen kiralis folyadékkromatografias elvalasztdsok soran, a vizsgalt
vegyiiletek €s a kirdlis szelektorok szerkezetének ismeretében a kromatografids koriilmények
valtoztatasaval befolyasoljuk az elvalasztast. Ezzel parhuzamosan a kromatografias paraméterek
valtozasanak nyomon kdvetésével értelmezni kivantuk az eluens mindségének és dsszetételének,
a homérsékletnek €s a vizsgalt vegyiiletek szerkezetének hatasat a kiralis megkiilonboztetési fo-

lyamatokra.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A Kkiralitas, a sztereospecifikus kolcsonhatasok és jelentoségiik

A természetben a legtobb vegyiiletnek kiilonb6z6 megjelenési formai 1éteznek, mely forma-
kat izomereknek neveziink. Vannak, amelyek egymashoz viszonyitott szerkezete rendkiviil kii-
16nb6z6, csak az Oket felépitd atomok mindségében és mennyiségében egyeznek meg. Mas izo-
merek viszont ugyanazzal az alapszerkezettel rendelkeznek, csak az atomok, atomcsoportok tér-
beli elhelyezkedése kiillonbozd. Az ilyen tipusu kapcsolatot sztereoizomérianak nevezziik.

Egy molekula sztereoizomer formai a legtobb esetben eltérd kémiai tulajdonsagokkal birnak,
mely a mar emlitett okbol, a felépité molekularészek térallasanak kiilonbozdségébdl adodik. Van
viszont a sztereoizomereknek egy specialis csoportja, amelyek esetén az izomerek targy-
tilkorképi viszonyban allnak egymadssal. Az ilyen tipusu vegyliletek az enantiomerek, melyek
mar megegyez6 fizikai és kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, Kizarolag a kiralis kdlcsonhatas
soran tanusitott viselkedésiikben kiilonboznek, illetve a sikban polaris fény rezgési sikjat azonos
mértékben, de ellenkezd iranyban forgatjak el. Az ilyen tipust vegyiiletek a kiralis vegyiiletek.

A kiralis vegylileteket vagy masképpen az enantiomerek konfiguracioit a latinbodl vett jobb
rectus (R) és bal sinster (S) kezdébetiiivel, mas esetben ,,+” és ,,-” jellel, esetleg D és L betiivel is
jelolhetjiik. Az olyan keveréket, amelyben a két forma aranya megegyezik, azaz 50-50%-ban van
jelen a két konfiguracid, racematnak hivjuk. Az ilyen vegyiiletek optikailag inaktivak, vagyis a
polarizalt fényt nem forgatjak el.

A makroszképikus vilag nagy affinitdst mutat a szimmetria irdnt, viszont a molekulék szint-
Jén mar az aszimmetria dominal. A bioldgiai molekulak kolcsonhatasai koziil a legfigyelemre-
méltobbak a sztereospecifikus kdlcsonhatasok. A kiralis megkiilonboztetés, amely sok teriilet
mellett a gyogyszerek vilagaban bir jelentdséggel, a komplementaritdson alapszik. Az enzim-
receptor kapcsolddasa soran megismert kulcs-zar illeszkedés modellje nagyban segitheti ezen
kolesonhatdsok megértését [5]. Pasteur, van’t Hoff és Le Bell voltak azok, akikben eldszor fo-
galmazodott meg a sztereokémia és a sztereoszelektivitds gondolata [6]. Ariens 4ttéré eredmé-
nyeket ért el ezen a teriileten, amelyeket a “Stereoselectivity of bioactive xenobiotics” cimi
munkajaban ismertetett [5].

Ezen sztereospecifikus kolcsonhatasok feleldsek az enantiomerek altal kivaltott kiilonbozo
hatasokért. Az els6 olyan gyogyszer, amely kapcsan sztereoszelektiv kdlcsonhatdssal magyaraz-
tdk a human szérum albuminhoz (HSA) valé kotddést, az oxazepam szukcinat volt. Miiller €s
Wollert azt talalta, hogy ezen vegyiilet (S)-enantiomerjének 35-sz6r nagyobb a kotési affinitasa a

HSA-hoz, mint az (R)-enantiomernek [7]. Az azodta végzett vizsgalatok azt is kimutattak, hogy a



3. helyzetben, kiilonb6z6 modon szubsztitualt 1,4-benzodiazepam vegyiiletek esetén is az (S)-
enantiomer kotése a kedvezményezett a HSA molekulahoz [8-10].

Szamos példa alapjan, a sztereoszelektiv kdlcsonhatdsokkal azon esetekben kell a leginkabb
szamolnunk, amikor az enantiomerek enzimekkel, illetve fehérjékkel 1épnek kémiai jellegti kap-
csolatba. llyen esetekben eltérd bioldgiai hatassal szamolhatunk, hisz az eltéré komplementaritas
miatt a kiilonb6z6 enantiomerek mas-mas receptorhoz kapcsolédhatnak [11]. Emellett a legtobb
esetben a lebomlasuk Utjaban és/vagy mértékében is lehet kiilonbség [12]. Ennek alapjan a bio-
logiailag aktiv racematokat tekinthetjiik igy is, mint hatéanyagokat, melyek 50% szennyezdvel
rendelkeznek [2].

Az amerikai élelmiszereket és gyodgyszereket feliigyeld hatosag, az FDA, valamint mas or-
szagok gyodgyszerhatdsagai kotelezik a gydgyszergyartokat, hogy allitsak eld és vizsgaljak meg a
farmakologiai hatasat barmely kiralis anyag mindkét enantiomerjének, miel6tt az a gyogyszerpi-
acra kertilne. Ugyanakkor az FDA azt is ajanlotta, hogy ne legyen tiltva a racém gyogyszerek
forgalmazasa, de a végsd engedélyeztetés egy komplex informaciohalmazon alapuljon, amely
tartalmazza mindkét enantiomer, illetve a keverékiik farmakokinetikai és farmakodinamikai jel-
lemzdit, valamint a meghatarozasukra szolgalé analitikai mddszereket is [13]. Ennek kovetkez-
tében a bioldgiailag aktiv anyagok eldallitasa teriiletén az elsddleges cél olyan szintézisutak ki-

dolgozasa, amelyek biztositjak a hatdanyag kiralisan tiszta formaban valo kinyerését.

3.2. A kiralis kromatografia

Enantiomerparok elvalasztasa a fent emlitett fizikai és kémiai tulajdonsagbeli hasonloésaguk
miatt csak olyan sztereospecifikus kémiai kolcsonhatassal lehetséges, amelynek soran a
sztereoizomerek eltérd modon reagélnak. Eppen ezért a kromatografias elvalasztas alapja a
diasztereomerpar-képzés a vizsgalt vegyiilet és az allofazis vagy a mozgofazis optikailag aktiv
komponense (anizotrop kozeg) kozott.

A kiralis elvalasztasok két nagy csoportba sorolhatok:

Kozvetlen modszerek:
e kiralis oszlop (allofazis) alkalmazasa

o kiralis eluens (mozgofazis) vagy kiralis adalék felhasznalasa

Kozvetett modszerek:

e oszlop eldtti szadrmazékképzes kiralis reagens segitségével

10



3.2.1. Kirdlis oszlop

Kiralis oszlop alkalmazasa esetén az elvalasztas mértékét az enantiomerek allofazissal kiala-
kitott eltérd kolcsonhatésa hatdrozza meg. Az enantiomer aktiv centrumdhoz kapcsolodo csopor-
tok harompontos kolcsonhatas (ezek lehetnek: sztérikus gatlas, z-z-, dip6l-dipdl-, ionos kdleson-
hatas, komplexképzés, stb.) kialakitasara képesek, igy a kiralis allofazist ennek megfelel6en kell

megvalasztani [14, 15].

e A
- > B}D (+)-enantiomer

—> C'
(-)-enantiomer
E— Al
— » B C
D

3. abra A harompontos illeszkedés modellje

A modszer nagy eldnye, hogy nem igényel hosszadalmas és bonyolult mintel6készitést, va-
lamint az analizis utan a vegyiiletek eredeti formdjukban allnak rendelkezésiinkre. A kiralis osz-
lopok alkalmasak analitikai mérések kivitelezésére mindségi €¢s mennyiségi meghatarozas célja-

bol, valamint fél-preparativ, illetve preparativ méretben enantiomerek tisztitasra is.

3.3. Kiralis allofazisok

A kirdlis HPLC oszlopok létrehozasa bizonyos szerves vegyliletek kivalasztott
enantiomerjének allofazishoz vald kotésével torténik. Az elvalasztas hatékonysaga az igy kiala-
kitott kiralis feliileten képzddd diasztereomer parok eltérd kotéserdsségétdl fiigg. A stabilabb
diasztereomert kialakitd vegyiilet visszatartasa nagyobb, igy a kevésbé stabilis diasztereomer
elualodik eldszor. Az enantiomerek elvalasztaséhoz minimum harompontos kdlcsonhatasra van
sziikség az 4llofazis és a minta molekulai kozott, melyek koziil legalabb egynek
sztereospcifikusnak ~ kell ~ lennie  [15]. Az  enantiomer-megkiilonboztetd  képesség
(enantioszelektivitas) azon alapszik, hogy egy kiralis molekula egyik enantiomerje eltéré kol-

csOnhatasba 1ép egy masik kiralis molekula két enantiomerjével, melynek folyamata a 4. dbran
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lathato. Ez az eltérés megnyilvanulhat a gazdamolekula és a vendégmolekula kozott 1étrejott

komplexek stabilitasaban (termodinamikai kontroll), a komplexképzdodés sebességében, illetve a

------

KIRALIS FELISMERES FOLYAMATA-

1. lepeso: Mintamoleloula-szelektor komplex kialaloulasa
(Lehorgonvzas)

2. lepcso: Mintamolelula-szelektor komplex térbeli elhelvezkedese
(Konformacics foluszalas)

3_lépcso: Masodlagos kélesénhatasok kialalulasa
(Komplex aktivalodas)

4. 1épcso: Mintamolekula-szelektor komplex térbeli stabilizalodasa
(Kiralis felismerés)

4, abra A Kkiralis felismerés folyamata [16]

A kiralis allofazisokat kiilonb6z6é szempontok szerint lehet csoportositani. Eredetiik szerint
harom nagy csoportot kiilonboztetnek meg: természetes alapuak, félszintetikus és szintetikus
allotazisok. Manapsag a leggyakrabban alkalmazott felosztas (a teljesség igénye nélkiil): fehérje
alapu, ligandumcserés, polimer alapt, donor-akceptor tipusu (Pirkle-féle vagy az Gn. brush-
tipust), zarvany komplexképzok, makrociklusos antibiotikumok és molekulalenyomat-alapu
allofazisok [17] (2. Tablazat).

2. Tablazat Kiralis allofazisok felosztasa

All6fazis tipusa Szelektor F6bb kélesonhatisok
Il Fehérje természetes fehérje ionos ¢és hidrofob
Il. | Ligandum cserés | aminosav-fém komplex komplexképzddés
I11. | Polimer médositott celluldz és amildz polaris és diszperzios
Donor-akceptor . o
V. . ., 7-savas, 7-bazisos csoportok 77 és dipol
(Pirkle-tipusu)
., ciklodextrin, modositott ciklodextrin sztérikus és komplex-
V. | Zarvanykomplex — _ Y
kiralis koronaéter képzddés
Makrociklusos : : : H-hid, polaris és hid-
VI e ’
antibiotikum makrociklusos glikopeptid rofob
VI1. | Molekulalenyomat szelektiv szorbens (pl.: szerves molekula, sztérikus

makromolekula, sejt)
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3.3.1. Makrociklusos antibiotikumok

Armstrong és munkatarsai alkalmaztak el6szor a makrociklusos antibiotikumok egyik csalad-
jat, a makrociklusos glikopeptideket kiralis szelektorként [18]. A ciklodextrinek és
poliszacharidok mellett a kiralis kromatografiaban manapsag a makrociklusos antibiotikum alapt
fazisok a legkeresetebbek, amit a megjelend kézlemények egyre novekvd szama is bizonyit [19-
30].

A makrociklusos antibiotikumok csalddjaba tobb szdz vegyiilet tartozik, mely vegyiiletek
szerkezetiiket tekintve rendkiviil széles skdlan mozognak. A kiralis szelektorként is alkalmazhatd
molekulak, a makrociklusos antibiotikumokon beliil négy f6 csoportba sorolhatok: ansamicinek,
glikopeptidek, polipeptidek és aminoglikozidok (5. abra). Sztereoszelektivitas szempontjabdl a
leghatékonyabbnak a glikopeptidek (teikoplanin, teikoplanin aglikon, risztocetin A, vankomicin
és vankomicin aglikon) bizonyultak, de értek el eredményeket tiosztrepton, rifamicin,
fradiomicin, sztreptomicin, kanamicin és avoparcin kiralis szelektorként valo alkalmazasaval is
[29]. A leggyakoribb szelektorok fobb fizika-kémiai tulajdonsagait a 3. Tablazat tartalmazza
[31].

Makrociklusos antibiotikumok

Ansamicinek Glikopeptidek Polipeptidek Aminoglikozidok
-rifamicin -avoparcin -tiosztrepton -fradiomicin
-teikoplanin -sztreptomicin
-teikoplanin aglikon -kanamicin
-risztocetin A
-vankomicin

-vankomicin aglikon

5. abra A makrociklusos antibiotikumok csoportositasa

Egyedi szerkezetiiknek és a funkcids csoportok széles tarhdzanak koszonhetéen a makromo-
lekulak ionos, hidrogénhidas, hidrofob, dip6l-dip6l, diszperzids, sztérikus, 7=, stb. kdlcsonhatas
kialakitasara képesek [32-34]. Hatékonyan haszndlhatéak kiilonb6z6 kromatografids modokban,
ugymint normal és forditott fazisban (NPM és RPM), nemvizes polaris szerves oldoszert tartal-
maz6 rendszerben (MeOH, ACN) (POM), valamint savas, illetve bazisos karakterli modositot
tartalmazé nemvizes polaris szerves fazisban (PIM), (MeOH/AcOH/TEA) [35].

13



3. Tablazat Makrociklusos glikopeptidek fizikai-kémiai tulajdonsagai

. Teikoplanin Teikoplanin Teikoplanin | Risztocetin o o Vankomicin
Tulajdonsagok . Vankomicin | Norvankomicin .
A2 A-40,926 aglikon A aglikon*
B,=1732
Molekulatémeg 1877 1197 2066 1449 1435 1128
B;=1718
Hidroféb lanc 1 1 0 0 0 0 0
aszimmetria Bo=19
23 8 38 18 18 8
centrum B,=18
makrociklus 4 4 4 4 3 3 3
aromas
o 7 7 7 7 5 5 5
gylri
cukor-
3 2 0 6 2 2 0
csoport
< | hidroxil-
;c' 14 11 7 21 9 9 6
= csoport
[ - -
g | primeramin 1 0 1 2 1 2 1
-
i‘j szekunder
=3 . 0 1 0 0 1 0 1
g | amin
=
amid-
8 7 6 6 7 7 7
csoport
karboxil-
1 2 1 0 1 1 1
csoport
metoxi-
0 0 0 0 0 0 0
csoport
metilészter 0 0 0 1 0 0 0
— Actinoplanes | Nonomuraea Szintetikus Nocardia | Streptomyce Streptomyces Szintetikus
oallitas
teichomycetius | ATCC 39727 uton lurida sorientalis orientalis uton

* Sajat szamitas

3.3.1.1. Teikoplanin

A teikoplanin (5. abra) a makrociklusos antibiotikumok koziil a glikopeptidek csoportjaba és
azon beliil a vankomicinek osztalyaba tartozik és az Actinoplanes teichomyceticus baktérium-
torzs termeli. Szerkezete €s hatdsmechanizmusa nagymértékben hasonlit az ugyancsak ebbe a
csoportba tartozé vankomicinére. A legtobb Gram-pozitiv sejtfali baktériummal szemben bakte-
ricid tulajdonsdgokat mutat a sejtfal bioszintézisének megakadalyozasaval ugy, hogy a
peptidogliikan prekurzor D-alanil-D-alanin terminalis részéhez kotédve gatolja a falépit6 folya-
matokat [36]. A teikoplanin rendkiviil hatékony alternativaja a f-laktam antbiotikumoknak az
olyan Gram-pozitiv, multirezisztens fajokkal szemben, mint a Streptococcus pneumoniae [37].

A molekulanak tobbféle modosulata l1étezik, melyek koziil az 6t fontosabb a teikoplanin A,-1
- Ax-5 (6. abra), emellett a kisebb jelentGséggel bird Rs-1 - Rs-4 vegyiiletek [38]. A természetben

1étezo teikoplanin antibiotikum valdjaban ezen nagyon hasonld vegyiiletek keveréke [39]. Szer-
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kezetét tekintve a teikoplanin négy kondenzalt makrociklusos gytrib6l all, igy kialakitva a ve-
gyliletre oly jellemzd félmerev kosarszerkezetet. Az A; elnevezésli variansok esetén ehhez a
szerkezethez kapcsolodik a harom szénhidrat rész, nevezetesen egy N-acetil-gliikozamin és egy
a-D-mannéz. A harmadik cukorcsoport az N-acetil-glikozaminbdl szarmaztathaté, de a
metilcsoport helyett hosszabb szénlancu alifas, f6leg telitett szubsztituensekkel rendelkezik.

Az N-acetilcsoporthoz fontos tulajdonsagok rendelhetok:

- jelentés mértékben né a molekula feliileti aktivitasa,

- el6segiti az antibiotikumnak a Gram-pozitiv sejtfalt baktériumhoz vald kotédését [40],

- az oldoszer pH értékétdl és polaritasatol fiiggden aggregalodhat a teikoplanin [41].

OH HO  HO R=
o)
H,N
o7 ~NH
NH
N\
O o
o)
cl
o o)
HO o o
7\ OH
HO HO— HN_ —OH

HO HO R=

(@]
AN (0]
OH A-40,926-B
(@]
“ ~NH
) C
NH

/\W\ﬂ/ A-40,926-B,

o

O o
o]
0
HOOC 0
HO
0 NH
R

6. abra Fontosabb teikoplanin modosulatok szerkezeti képletei
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Kromatografias szelektorként a teikoplanin A-40,926-By és B; is hasznalatos. Az A-40,926
vegyiiletek csak két szénhidrat részt tartalmaznak, egy gliikdzamin hianyzik, ami befolyéasolja a
kiralis felismerést.

A teikoplanin A; ionos jellegéért egy karboxil- (pK~2,5), illetve primer aminocsoport
(pK~9,2) a felel6s. A forditott fazist kromatografias mérések idealis pH tartoményaban pH=3,5-

7,0 kozott a molekula ikerionos allapotban van.

3.3.1.2. Teikoplanin aglikon

A teikoplanin szelektorok a kiralis kromatografia teriiletén rendkiviil sikeresnek bizonyultak
foképpen az aminosav enantiomerek, valamint a di-, tri- és oligopeptidek elvalasztasaban. Rég-
oOta ismert, hogy a kirdlis szelektor szerkezetének kismértékii valtozasa nagymértékii eltérést
okozhat az enantioszelektivitasban.

A cukorrész elvalasztasban betdltott szerepének tisztazasahoz a teikoplanin és a baktérium
sejtfal kozti kolcsonhatas mar ismert mechanizmusat hasznaltak fel. A cukorrész lehetséges hoz-
zajarulasat a kiralis felismerési folyamathoz harom pontban lehet 6sszefoglalni:

- sztérikusan gatolhatja a kosar belsejéhez vald hozzajutast,

- megakadalyozza a lehetséges kolcsonhatas kialakitasat az aglikon két fenolos és egy alko-

holos hidroxilcsoportjaval, amelyeken keresztiil a harom cukorrész kapcsolodik a természe-

tes teikoplanin esetén,

-a cukorrészen 1év6 alkoholos hidroxil-, éter- és amidcsoportok, valamint a nonillanc tovabbi

kolcsonhatési lehetdséget biztositanak a minta molekulakkal [42].

Ebbdl a felsorolasbdl kidertil, hogy a cukorrész nem minden esetben segiti a kiralis megkiilon-
boztetést.

A teikoplanin aglikon szerkezetének kialakitasat a cukorcsoportok eltavolitasaval, azok
hidrolizisével értek el. A szénhidrat csoportok hianya miatt az aglikon rendelkezik a legkisebb
1197 g/mol molekulatomeggel és az 6t felépité 130-as atomszammal (3. Tablazat). Polaritasa a
szabadda valt hidroxilcsoportoknak koszonhetden jelentésebb a teikoplanin vegyiileteknél. Az
aszimmetriacentrumok kisebb szdma nem okoz hatékonysagcsokkenést az elvalaszoképesség-
ben, az ilyen szelektorral ellatott kiralis kolonnak hatékonynak bizonyultak aminosavak, ciklusos
és semleges vegyiiletek tobb csoportjanal is.

A kémiai modositas eredményeként az aglikon polaritasa megnovekedett, ezért a semleges
vegyiiletek sztereoizomerjeinek elvalasztasa tiszta, szerves oldoszert tartalmaz6é mozgdfazisok
esetén lehetséges, azaz kiilonb6z6 alkoholok és ACN elegyitésével, POM modban [42]. Savas

karakter(i vegyiiletek enantimerjeinek elvalasztasara a hidroxilcsoportok metilezésével probaltak
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specifikusabba tenni a teikoplanin aglikont [43].
OH

O

7. abra A teikoplanin aglikon szerkezeti képlete

3.3.1.3. Risztocetin A

A makrociklusos glikopeptid antibiotikumok csoportjaba tartozo risztocetint és a rokon ve-
gyiilet risztomicint Nocardia lurida és Proactinomyces fructiferi baktérium torzsek termelik
[44]. Mindkét vegyliletnek két biologiailag aktiv komponense 1étezik, az A és a B moddosulat,
melyek koziil az elobbi az elterjedtebb.

A risztocetin A molekula a vankomicinek csaladjaba tartozik és a teikoplaninhoz hasonléan
Gram-pozitiv sejtfalt baktériumok ellen mutat aktivitast, mégpedig ugy, hogy szelektiven koto-
dik a D-Ala-D-Ala szekvenciahoz és ezaltal gatolja a sejtfal szintézist. A klinikai alkalmazasbol
viszont kiszorult, miutan egy vizsgalat kimutatta, hogy azoknal a betegeknél, akik von-
Willebrand's betegségben szenvednek vérlemezke-aggregaciot okozhat, viszont éppen ezért en-
nek a betegségnek a diagnosztikajara alkalmas [45, 46].

A vegyiilet 38 aszimmetria-centrumot, hét aromas gytiriit és hat darab cukorcsoportot tartal-
maz (3. Tablazat), melyek koziil ketté D-manndz, valamint tartalmaz még egy-egy D-gliikozt,
D-arabin6zt, L-ramnozt és L-riztozamint [47]. Az el6z6 makrociklusos glikopeptidekhez hason-
l6an itt is megtalalhato az aglikon rész kosarszerkezete, amelyet négy makrociklus hoz Iétre [48].
A risztocetin A két darab szabad aminocsoportot tartalmaz, melybél az egyik az L-riztozaminon
talalhatd. Jelent6s kiilonbség, hogy szabad karboxilcsoport helyett metilésztercsoport talalhato,

ami a kationos jellegii vegyiiletekkel gyengébb kolcsonhatast eredményezhet.
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8. abra A risztocetin A szerkezeti képlete

A risztocetin A 21 darab hidroxilcsoportjanak kdszonhetéen a legpolarisabb szelektor, amit a

hidrofob lanc hidnya tovabb erdsit.
3.3.1.4. Vankomicin

A vankomicin és a vele kozeli rokonsagban allo glikopeptid antibiotikumok rendkiviil hata-
sosak a Gram-pozitiv baktériumok ellen, megel6z6 és terapias szempontbol is. Ezek a vegyiile-
tek a klinikai alkalmazas sordn az utolsd6 védvonalat képezik a haldlos streptococcus és
staphylococcus fajok ellen, melyek a penicillin, meticilin és mas f-laktam antibiotikumokra re-
zisztensek [49]. A vankomicint, ami tobb hasonlo szerkezetli vegyiilet keveréke a Streptomyces
orientalis és Amycolatopsis orientalis fajok allitjak el6 [50]. Ezek koziil a vankomicin B a legha-
tasosabb, a tobbi ,,szennyezd” mddosulat altaldban terapias szempontbdl kevésbé aktiv. A vegyii-
letet els6ként 1953-ban Edmund Kornfeld izolalta, talajmintakbol. Az aglikon kosar a
vankomicin esetén harom makrociklusbol épiil fel, melyek Gsszesen 6t darab aromas gytrtit tar-
talmaznak. Két oldallanc is talalhato rajta, amelyek koziil az egyik egy szénhidrogénlanc, mig a

masik egy N-metil-aminosav.
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9. abra A vankomicin szerkezeti képlete

A természetes vankomicin Osszesen tizennyolc aszimmetriacentrumot tartalmaz, talalhatod
rajta kilenc hidroxilcsoport, egy primer- és egy szekunder amin, hét amidcsoport valamint két

klor szubsztituens, amelyek aromas gylirth6z kapcsolodnak [35].

3.3.2. Koronaéterek

Cram és munkatarsai négy évtizeddel ezeldtt szamoltak be az elsé szintetikus kiralis makro-
ciklus, az (S,S)-bisz(binaftil)-22-korona-6 éter eldallitasarol [51]. A ,korona” jelzé Pedersen
nevéhez flizodik, az altala leirtak szerint a kationok reverzibilisen ,,megkoronazhatok”, ezek a
vegyliletek mar ismeretesek voltak komplexképzd tulajdonsagaikrol [52]. Néhany évvel késobb a
Cram altal eléallitott vegyiilet (R)-, illetve (S)-fenilglicin-metilészter hidrogén-hexafluoro-
foszfattal képzett diasztereomer komplexeinek stabilitasi viszonyait vizsgaltak. Megallapitottak,
hogy eltér6 stabilitasu komplexek képzddtek, azaz a kiralis megkiilonboztetés jelenségét igazol-

tak ezen molekulak esetén [53].



{0

Lo

10. abra (S,S)-bisz(binaftil)-22-korona-6 éter szerkezeti képlete

Az azébta eltelt években nagyszamu kiralis koronaétert allitottak eld és intenziven tanulma-
nyoztak azok enantioszelektiv komplexképzését protonalt primer aminok enantiomerjeivel. A
kovetkezd szerkezeti egységeket tartalmazo kiralis koronaéterek terén értek el figyelemre mélto
eredményeket [54-58]:

- binaftil egységet tartalmaz6 koronaéterek,

- bork6savbol és szarmazékaibol levezethetd koronaéterek,

- aminosavakboél, aminokbol és szarmazékaibol levezethetd koronaéterek,
- szénhidrat alapu koronaéterek,

- fenol szarmazékokat tartalmazo koronaéterek,

- heterociklus egységet hordoz6 koronaéterek.

A felsorolt koronaéterek jelentds részét szilikagélhez kotve allofazisként alkalmaztak folya-
dékkromatografias vizsgalatokban, kiilonb6z6 szerves primer és szekunder aminok
enantiomerjeinek elvalasztasara [54-58]. A fenti vegyiilettipusok esetén k6zos, hogy mindegyik
tartalmaz primer (ill. szekunder) aminocsoportot. Feltételezés szerint az ammoniumion harom
hidrogén hiddal kotédik a nagy elektronstiriségli poliéteres gytiriiben. A 18-korona-6 poliéter
gyliri tiregmérete 260-320 pm tartomanyban van, melybe az ammoéniumion 286 pm ionatméro-

jével beleillik [59].

11. abra A 18-korona-6 koronaéter szubsztitualt ammoniumionnal képzett komplexe

A harompontos illeszkedési modellbél kiindulva a koronaéter szelektorokrol altalanosan el-
mondhato, hogy ez az akiralis kdlcsOnhatés sziikséges, de nem elégséges feltétele a kirdlis meg-
kiilonboztetésnek [60]. Ezért a kiilonféle funkcidscsoportok jelenléte a szelektoron, illetve a ,ka-
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ron” (,,spacer”, a szelektort a szilikagéllel 6sszek6td lancon) sziikséges, hogy tovabbi kdlcsonha-

crer

mozgasukat, igy létrehozva a kvazi-diasztereomer komplexeket.

3.3.2.1. (+)-(18-Korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav szelektor

Still és mtsai. [61] mutattak ra a makrociklusos szelektor flexibilitisanak fontossagara a
kiralis megkiilonboztetésben. Ha a komplex szerkezete kellden rugalmas, akkor mind a két
enantiomer talalhat egy olyan konformaciot, ami a sztérikus hatas eliminalasaval a szelektivitas
csOkkenését, illetve megsziinését eredményezheti [62]. Elmondhatd, hogy a merev makrociklu-
csokkenti, igy segitve az elvalasztast.

Ennek az elvarasnak és a kiralis szelektorokkal szemben 4ltalanosan tdmasztott egyéb kove-
telménynek is jol megfelel a (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav molekula. Szelektor-
ként vald alkalmazasa sikeresnek bizonyult kapillaris elektroforetikus elvalasztasokban [63].
Hyun és mtsai, a figyelemre méltd6 eredmények alapjan, a (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-
tetrakarbonsav dianhidridjét aminopropil-szilikagéllel kezelve kiralis allofazist allitottak eld,

melyen racém primer és szekunder aminok egyarant elvalaszthatok voltak [55].

SZILIKAGEL

12. abra A (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav all6fazis

Ahogy a 12. abra szemlélteti, a szelektort a szilikagélhez k6t kar hossza valtoztathato a kart
felépitd szénlanc tagszamaval. A hosszabb, Gsszesen 11 szénatombdl allo kar esetén a szelektor
még inkabb hidrofob jellegiivé valik, valamint megn6 a mozgékonysaga is, mely hozzajarul az

apolaris, alifas oldallanccal rendelkez6 aminosav enantiomerek kiralis felismeréséhez [54].

21



3.3.3. Modositott poliszacharidok

A poliszacharidok, mint példaul a celluldz és az amildz, az optikailag aktiv biopolimerek ko-
z¢€ tartoznak és jol meghatarozhato szerkezettel birnak. Ezen elonyds tulajdonsagaiknak koszon-
hetden jutottak szerephez a kiralis kromatografiaban. Az els¢ ilyen alkalmazas Hesse és Hegel
nevéhez fiizédik, akik 1973-ban kozolték eredményeiket [64]. Munkajuk soran mikrokristalyos
celluloztriacetatot (13. abra) hasznaltak az tigynevezett Troger bdzis optikai izomerjeinek elva-
lasztasahoz. Ez a szelektor egyéb irant az egyik legtobbet tanulmanyozott vegyiilet és szerkezete
még manapsag is alapot nyujt a kiralis allofazisok tervezésében [65].

CH,COO

| o
CH,COO
CH,COO

* =

L —n

13. abra A celluléztriacetat polimer szerkezeti képlete

A kiralis vegyliletek elvalasztasaban hatékony szacharid tipusi molekulak t6bb csoportba so-
rolhatok, ugymint kondroitin-szulfatok, dextranok, dextrinek, poliszacharidok és
aminoglikozidok. Az itt felsorolt vegyiiletek tobbségét kapillaris elektroforetikus elvalasztasok
soran hasznaljak adalékként, de a dextrinekkel és a modositott poliszacharidokkal kiralis allofa-
zisokként is talalkozhatunk [66].

A poliszacharid vegyiiletek t5bb képviseldje is hasznalatos KAF-ként. Ezek a vegyiiletek:
celluloz, amiloz, kitozan, xilan, kurdldn, dextran €s inulin, melyek koziil a legjobb eredményeket
az amilozzal ¢és cellulozzal érték el. Hatékonysaguk mellett elterjedésiiket széleskorli alkalmaz-
hatoésaguk is elGsegitette, ugyanis mind nagyhatékonysagu folyadékkromatografias, szub- és
szuperkritikus  folyadékkromatografids, kapillaris  elektrokromatografias, = vékonyréteg-
kromatografias és kapillaris elektroforetikus rendszerekben is alkalmazast nyertek.

A celluléz polimer f-D-glikoz alegységekbdl épiil fel, melyek f-1,4 glikozidos kdotéssel
mon 1évé OH-csoport, valamint az 5. szénatomon elhelyezkedé CH,-OH szubsztituens is ekvato-
rialis pozicioban talalhato. A cukoregységek ilyen szerkezeti felépitése eredményezi azt, hogy a
celluloz poliszacharid linearis elrendezddésti. A természetben fellelhetd poliszacharidok dontd

tobbsége kiralis vegylilet, koszonhetden aszimmetrikus szerkezetiiknek. Ez az aszimmetria tobb
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szinten is megnyilvanul (1asd: késébb). A polimert felépité cukor egységek szama 200 és 14000
egység kozé tehetd. Ezt a tag intervallumot 200-300 egységre sziikithetjiik mikrokristalyos cellu-
16z esetén [67, 68]. A celluléznak tobb megjelenési formaja is van, de szelektorként leggyakrab-
ban a nativ cellulozt hasznaljak, illetve ennek derivatizalt valtozatait.

A cellulozhoz hasonldéan az amildzt is f-D-gliikoz molekulak épitik fel (500-20000 egy-
ség), viszont a cukorrészek a-1,4 kotéssel kapcsolodnak egymashoz. Az amildz is szék konfor-
Az enantioszelektivitas novelésének érdekében, mindkét polimer esetén, a vegyiileten talalhato
hidroxilcsoportokat észteresitik vagy karbamatcsoporttal modositjak.

Az els6 kiralis elvalasztas, részlegesen acetilezett cellulozzal, Luttringham és Peters nevéhez
fiizédik [69], mig celluloz triacetatot a mar emlitett Hesse és Hegel alkalmazta eldszor [64].
Okamoto és munkatarsai celluloz tribenzoatot szintetizaltak, melyet alkil- és halogéncsoporttal
modositottak [70, 71]. A kiralis elvalasztdas mechanizmusa tekintetében a legtobbet vizsgalt
poliszacharid médosulat a celluloz trifenil-karbamat. Az enantioszelektivitas novelése érdekében
az aromas gyurit kiillonféle szubsztituensekkel modositottak [72, 73]. Az amiloz alapu szelekto-
rok fejlédése a celluloz szelektorokéval parhuzamosan haladt, de mindig kicsit megkésve [74,
75].

Napjainkban makroporusos szilikagélre felvitt poliszacharid szarmazékokat hasznalnak,
amelynek jo a mechanikai stabilitasa. A 4. Tablazatban lathato, hogy a gliik6z egységek harom
OH-csoportjat modositva, kiilonb6z6 kolcsonhatasra alkalmas észter- és karbamatcsoportokat
épitettek be a molekulaba. Az ilyen allofazisokat Okamoto munkassaga alapjan a Daicel (Tokio,
Japan) cég tervezte €s hozta eldszor forgalomba, de az utdbbi években szamos 1) cég jelentkezett
hasonlo tipusu kolonnakkal. Ezek a fazisok a hordozo szilikagél mindségében, az amiloz és cel-
luloz lanc polimerizacids fokdban, az allofazishoz vald régzités modjaban jelentdsen kiillonboz-
hetnek egymastol, ezért szelektivitasukban is jelentds kiillonbségek mutatkoznak.

Ha a polimerek csak fizikailag kotottek az allofazis feliiletén, akkor a hordozorol vald lemo-
sas lehetdsége miatt nem alkalmazhaté minden olddszer. Tilos azon olddszerek hasznalata, ame-
lyek a polimert oldjak vagy duzzasztjak. A polaris polimert a hexan, heptan nem oldja, igy mint
Kis eltcios er6sségii alapoldoszer a normal fazisu kromatografiaban hasznalatos, a visszatartas
optimalizalasara alkalmazott alkoholok (EtOH, IPA, stb.) mellett.

Jelentds elérehaladast jelentett a kémiailag kotott poliszacharid fazisok bevezetése. A
szilikagélhez vald kémiai kotés lehetdvé teszi a mozgdfazisként szoba johetd olddszerek mind-
ségének kiterjesztését az tigynevezett nem-standard oldoszerekre, mint példaul a diklormetan,
kloroform, tetrahidrofuran, dioxan, stb. Erdemes azt is megemliteni, hogy ezek a fazisok forditott

fazist rendszerben is alkalmazhatok.
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4, Tablazat Amiloz ¢€s celluloz alapu kolonnédk szerkezete

Kereskedelmi

Polimer lanc Szelektor szerkezete | Szelektor elnevezése )
nev
celluloz trisz-(4-
— - a
metilbenzol)
celluloz trisz-(3,5-

—N b

o dimetilfenilkarbamat)

/
R~
0
(\<\/o \ celluloz trisz-(3,5-

- C

\O/OWO%_ diklorofenilkarbamat)

0
R O)\ .

celluloz trisz-(4-kloro- q

—NH 3-metilfenilkarbamat)

celluléz trisz-(3-kloro-
e
—NH 4-metilfenilkarbamat)
—NH

o HsC amildz trisz-

0 — NH (metilbenzilkarbamat)

) amiloz trisz-(2-kloro-
o”/"| —NH o , h

R4\<O o P o S-metilfenilkarbamat)
N amiloz trisz-(5-kloro- )
— i

2-metilfenilkarbamat)

CH;,
CH,
s
CH-
Cl
o
Cl
CH;,
Cl
Hs
CHj,
amiloz trisz-(3,5- ‘
dimetilfenilkarbamat)
CH;,
Cl
Cl
CHs

a, Chiralcel OJ; b, Chiralcel OD, Kromasil CelluCoat, Lux Cellulose-1, RegisCell, Nucleocel
Delta, Eurocel 01; c, Chiralpak IC; d, Chiralcel OZ; e, Lux Cellulose-2; f, Chiralpak AD,
Kromasil AmyCoat, RegisPack, Nucleocel Alpha, Europak 01, Chiralpak IA., g, Chiralpak AS;
h, Chiralpak AY; i, Lux Amylose-2; A Chiralcel és Chiralpak a Daicel (Chiral Technologies), a
Kromasil az EKA Nobel, a RegisCell és RegisPack a Regis Technologies, a Lux a Phenomenex
kereskedelmi neve.
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A poliszacharid alapu kiralis allofazisok optikai szelektivitdsa harom f6 szerkezeti tulajdon-

sagbol adodik. Ezek egy hierarhikusan rendezett kiralitast mutatnak:

e molekularis  kiralitas, amely a  glikézcsoportokon — jelen — 1évd
kiralitdscentrumoknak tulajdonithato,

e konformacios kiralitas, amely a szénhidratlanc merev linaris (celluléz alap),
vagy helikalis (amiloz alapu) szerkezetének tulajdonithato, és

e szupramolekularis kiralitds, amely a szomszédos polimerlancok kiralis rendezett-

ségébdl adodik.

A poliszacharid allofazisok az elvalasztandd izomerekkel elsésorban z-z, dipol-dipol és hid-
rogénhidas kolcsonhatasokat alakitanak ki. Mindemellett fontos szerepet jatszhat a kiillonb6zd
kolesonhatasok kialakuldsaban az aromas oldallancok sztérikus hatésa is.

A polaris H-kotés mélyen ,elrejtett” a szénldnc mentén, a rideg, nagy terjedelmii feliileten
elhelyezked6 aromas szubsztituensek jelentdsen gatoljak a kotési oldal hozzaférhetoségét.

A 7-r kolesonhatas szamos kiralis allofazisnal jatszik dontd szerepet. Ha az aromds részen
elektronkiildd, vagy elektron hidnyos csoport van szubsztituensként, akkor a két aromas gytrii
kozott kolesonhatéas alakulhat ki. Az allofazist, amelynél elektronhidny van, nevezhetjiik az alta-
lanos sav-bazis elmélet értelmében Lewis savnak, amelynél az elektronsiiriség megndvekszik
Lewis bazisnak. A vizsgalando vegyiileteknél altalaban az aromas gytr(i vagy elektronhianyos
vagy elektron tobblete van, ez az alapja, hogy egy elektronhianyos aromas rész és egy elektron
tobblettel rendelkez6 enantiomer kO6zOtt msay-mhazis kOlcsonhatas alakul ki.

A karbamat és észter funkcidscsoportok stabilizaljak a molekula-szelektor komplexet, illetve
maximalizaljak a 7-7 kdlcsOnhatast az aromas rész flexibilis konformacioja altal. A poliszacharid
allofazisoknak ezt az altaldnos kotésmechanizmusat alapvetden IR és NMR mérések tamasztot-

tak ala [76].

3.4. Termodinamika és kromatografia

3.4.1. Termodinamikai alapfogalmak

Az allandé nyomason bekdvetkezd hdcsere a rendszer egy termodinamikai sajatsdgaval, az
entelpiaval (H) egyezik meg.
H=U+pV (1)

25



ahol: U = rendszer bels6 energiaja,
p = nyomas,
V = térfogat.
Standardentalpia-valtozasnak (4AH °) nevezziik egy olyan folyamat entalpiavaltozasat, amely-
ben a kiindulési anyagok €s végtermékek egyarant standarallapotban vannak.
Az entrdpia a rendszer rendezetlenségi fokanak mértéke, mely entropia a spontan lejatszodo
folyamatok soran novekszik, ha a rendszer izolalt. Statisztikus definicidja:
S =kInw )
ahol: k = Boltzmann allando,
W = azon moédozatok szama, melyben a rendszer energidja megvaldsulhat.

Termodinamikai definicidja:
ql
A4S =— 3
3 ©
ahol: g’ = a rendszerrel kozolt ho,

T’ = az a hdmérséklet, amelyen a héatmenet végbemegy.

A standard reakcidentropia (A4S ©) a tiszta, kiilonallo termékek ¢és a kiinduldsi anyagok entro-
piai kozotti kiilonbség, mikdzben valamennyi anyag standardallapotban van a megadott hdmér-

sékleten.

Helmholtz-figgvény:
A=U -TS 4)
ahol: A = szabadenergia,

U = belsd energia,

T = abszolut hdmérséklet,

S = entropia.

Gibbs-fiiggvény:

G=H-TS ®)
ahol: G = szabadentalpia,
H = entalpia,

T = abszolut homérséklet,

S = entropia.

26



3.4.2. A van’t Hoff egyenlet és alkalmazdsa a kromatografiaban

Adott rendszerben kialakuld egyensuly fligg a rendszer homérsékletétdl és nyomasatol. A
hémérséklet hatasa figyelembe vehetd a van’t Hoff egyenlet segitségével.
Egy A <> Bkémiai egyensulyi folyamat szabadentalpia valtozasa:
AG=4G°+RTInQ (6)
ahol: AGP® = standard szabadentalpia valtozas,
R = egyetemes gazallando,
T = abszolut hémérséklet,
Q= % = reakcidhanyados (ng= allofazissal kolcsonhatdsban 1évé anyag-

mennyiség, Na= mozgdfazisban 1évé anyagmennyiség).

Egyenstly esetén nincs szabadentalpia valtozas, Q pedig egyenld az egyensulyi allanddval:

RT InK = —4G° (7
AG°

InK =- 8
RT ®

9)

InK hémérsékletfiiggése:

dinK _ 1 d (4G°
dT  RdT\ T

A d (AG J:—AH Gibbs-Helmoltz egyenletet behelyettesitve jutunk  (10)

dar U T T?

a van’t Hoff egyenlethez:

dinK _ AH2 (11)
dT RT

Egyszertsitve és atrendezve kapunk egy célszertibben hasznalhatd egyenletet:

dinK __4H (12)

O

Ha InK-t 1/T fiiggvényében abrazoljuk, a kapott egyenes meredeksége AH IR lesz, innen AH °
szamithato.

A klasszikus termodinamika leirja a szabadentalpia-valtozast, amikor is az adott komponens,
az egyensulyi allando altal (ez a kromatografias elvalasztasoknal a megoszlasi hanyados) megha-

tarozott mértékben az egyik fazisbol a masikba megy at, melyet a (9)-es szdmu egyenlet ir le

pontosan.
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A Gibbs-fiiggvény segitségével a standard szabadentalpiat meghatarozhatjuk a kovetkezo
egyenlet segitségével.

AG® = AH° —TAS® (13)

ahol: AH° = standard entalpiavaltozas,
AS° = standard entropiavaltozas.

A (9) és (13) egyenletek 6sszevonasaval jutunk a kovetkez6 azonossaghoz:

K = _(AH" ~ ASO) __AH®  AS°
RT R RT R

(14)

(Ezt az egyenletet a hdmérséklet szerint differencidlva, az el6z6 fejezetben levezetett diffe-
rencialis alakhoz jutunk).

A retencios faktor (k) egyenlé az egyensulyi allando (K) és a fazisarany (f) reciprokanak

szorzataval.
V

k'=K = 15

y (15)

m

A fazisarany:

Vm 1
=== 16
B=V."% (16)
ahol: Vm = mozgobfazis térfogata,

V; = allofazis térfogata.
A kromatografiaban hasznalt van’t Hoff egyenletet megkaphatjuk, ha a (14) egyenletet behe-
lyettesitjiik a (7) egyenletbe.
_4H ° AS8°
RT

Ezen egyenlet szerint Ink’-t 1/T fiiggvényében abrazolva egyenest kapunk, melynek a mere-

Ink'=

+In @ a7

deksége -AH® tengelymetszete, pedig ASIR+In@ (ha nem ismert az In@ értéke, akkor a ten-
gelymetszet R-rel szorzott értékét AS -gal jeldlik a kromatografiaban) [77].

Fontos kovetkeztetések vonhatoak le a két enantiomer szabadentalpia valtozasanak kiilonb-

ségébol:
AG®2 — AG°1 = AAG° (18)
A (15) egyenlet felhasznalasaval:
— AAG® = RTIn(kz'/k1") (19)

Illetve a szelektivitassal kifejezve a fenti Osszefiiggést:
—AG°=RT In« (20)
A fentiekben mar megismert van’t Hoff egyenlet (12) felhasznalaséval Ina az egyszerisité-

sek utan kifejezhet6 a kdvetkezo egyenlettel:
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Ing = 240", A4S 21)
RT R

Az egyenlet szerint Ina-t 1/T fliggvényében abrazolva egyenest kapunk, melynek meredek-
sége -AAHIR, tengelymetszete, pedig AAS IR [77, 78].

3.5. Vizsgalt vegyiiletek jelentosége

3.5.1. f~Aminosavak

A p-aminosavak az a-aminosavakhoz képest ugyan kisebb jelentéségiiek, de kiilonleges élet-
tani hatasuknak kdszonhetéen a f-aminosavak kutatasa az utobbi tizenot évben fellendiilt. Rend-
kiviil sok bioldgiailag aktiv vegylilet épitékdve, ugymint gydgyszerhatdbanyagok, peptidek,
peptidomimetikumok. Igazolt idegrendszeri aktivitassal, receptor antagonista €s antitumor hatas-
sal rendelkeznek.

Hashimoto és Konishi, valamint munkatarsai voltak azok, akik el6szor, egymastol fiiggetle-
niil izolaltak a Bacillus cereus, illetve Strepomyces setonii fajok sejtplazmajabol a gombaellenes
tulajdonsaggal rendelkez6 S-aminosavat, a ciszpentacint. Terapias hatékonysagat is bizonyitottak
egereken végzett kisérletek segitségével a halalos kimeneteli Candida albicans fertézéssel
szemben [79, 80].

Némely S-aminosav metil észterei nagy affinitast mutatnak a dopamin atvivé molekulakhoz,
ezzel nagymértékben befolyasolva a dopaminerg neuronok szignéltranszdukcidjat [81].

Az aliciklusos S-aminosavak kiindulasi anyagai heterociklusos gyodgyszerhatdanyagoknak,
peptidkémiai jelentéségiik, hogy konformaciosan gatolt S-aminosavak beépitésével merevebb
szerkezetll peptidek hozhatok 1étre, lehetové téve receptorokhoz vald kotédésiik tanulmanyozasat
[82].

Természetesen a biologiai aktivitasuk felismerése magara vonta a szintetikus és analitikus

kémikusok figyelmét.

3.5.2. ~Aminosavak

A r-aminosavak, hasonléan a f-aminosavakhoz, fontos szerepet jatszanak fehérjék, gyogy-
szerhatoanyagok, szintetikus vegyiiletek felépitésében, ezen kiviil szamos bioldgiailag aktiv ve-

gyiilet fontos komponensei is egyben.

29



A legismertebb és talan a legfontosabb képvisel6jiik a y-amino-vajsav, ismertebb nevén a
GABA, mely egy gatlo hatasu neurotranszmitter szamos kiilonb6z6 emlds fajban. A humén koz-
ponti idegrendszerben és a retinaban ez az egyik f6 gatlé neurotranszmitter. Emellett a GABA a
normalis izomtonus kialakitasaért is felelds [83, 84].

A masikfontos képviseldje ezen vegyliletcsaladnak a vigabatrin. Ez a vegyiilet a GABA egy

szerkezeti analdgja, melyet az epilepszias betegség kezelésére hasznalnak [85].

3.5.3. Laktamok

A p-laktdmok fontos kémiai (f-aminosav szintézis) €s élettani (antibakterialis) tulajdonsa-
guknak koszonhetéen szamos kutatas alapjat képezik. A f-laktam antibiotikumok hatdcsoportja
a f-laktam gytrl, az ehhez kapcsolodo oldallancok (gytirtik) hatarozzak meg a szarmazék anti-
bakterialis jellegét, farmakokinetikdjat és a vegyiilet stabilitasat a baktériumok altal termelt /-
laktamaz enzimekkel szemben.

Hatasmechanizmusok sordn a f-laktdm szerkezeti antibiotikumok a bakteridlis sejtfal
peptidoglikan vazanak felépitésében szerepet jatszé penicillinkoté fehérjéhez kapcsoldodnak, és
gatoljak annak miikodését. Baktericid hatasuak, egyarant hatnak Gram-pozitiv és -negativ bakté-
riumokra, az intracelluldris kérokozdkkal szemben azonban hatdstalanok, mivel nem jutnak be az
allati/emberi sejtekbe. Bakterialis rezisztencia gyakran figyelhet6 meg: a baktérium termelhet f-
laktamaz enzimet, amely lebontja a gyogyszert; megvaltozhat a penicillinko6td fehérje szerkezete,
s igy az antibiotikum nem tud hozza kétddni; valamint megvaltozhat a sejtfal szerkezete, s igy a
F-laktam nem tud rajta athatolni [86]. Bioldgiai aktivitasuk jelentésen fligg sztereokémiai tulaj-

donsaguktol, igy kiralis azonositasuk, illetve elvalasztasuk nagy jelentdséggel bir.

3.5.4. Aminonaftolok

A mult szazad elején irta le Betti az 1-(a-aminobenzil)-2-naftol szintézisét, amelyet benzal-
dehidbdl, 2-naftolbol és ammoniabdl allitott eld [87], és azdta az ilyen tipusu vegyiileteket Betti-
bazisként emlitik.

A kirélis aminonaftolok jelentdségét az adja, hogy sztereospecifikus reakciokban hatékony
katalizatorok. Cardellicchio és munkatarsai [88] kiralis ligandumként alkalmaztak, dietil-cink és
aldehid enantioszelektiv addicios reakcidiban. Wang és munkatarsai [89] aminofoszfinokat vizs-
galtak Pd-katalizalt, 1,3-difenil-prop-2-én-1-acetil és dimetil-malonat szubsztiticids reakcidja-

ban. A kapott termék mindkét esetben 99%-ban tartalmazta az egyik enantiomert.
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Az aminonaftolok bilogiai szerepe antibakterialis aktivitasukban rejlik. Desai és munkatarsai
[90] in vitro antituberkulézis hatasat észleltek Escherichia coli és Staphylococcus aureus ellené-
ben. Emellett a Betti-bazis, az amino- és fenolos hidroxilcsoport tartalma miatt sok vegyiilet

szintézisében jatszik kiemelt szerepet.

31



4. Kisérleti rész

4.1. A vizsgalt anyagok

A vizsgalt vegyiiletek a legtobb esetben szintetikus anyagok voltak, melyek partnereink labo-
ratoriumaiban késziiltek. El6allitasukra a dolgozatban nem térek ki a leirasok terjedelme miatt, a
leirasok roviditett valtozata eredeti kozleményeinkben megtalalhatd. A vizsgalt vegyiiletek nagy

szamara valo tekintettel a konnyebb atlathatosag érdekében hat csoportra osztottuk azokat.

F-2-aminosavak:

0
o)
o) | HoN OH
o) | HoN OH
ﬁ/lk HzNﬁ/kOH
HoN OH
CHs HaC CHs HaC
[1] 8-2-1 [2] B-2-2 [3] 5-2-3 [4] B -2-4
i i I
i H,N OH HoN OH HN OH
HzNéﬁ‘\OH HsC
HaC” CHg CHs HO
[5] B-2-5 [6] B-2-6 [718-2-7 [8] 5-2-8
I
0 |
HaN OH | HN oH
HaN OH
0
OH HC” O \_o
[9] -2-9 [10] £-2-10 [11] B-2-11

[1] 3-amino-2-metilpropdnsav; [2] 2-(aminometil)butdinsav; [3] 2-(aminometil)pentdnsav; [4] 2-
aminometilhexdnsav; [5] 2-(aminometil)-3-metilbutansav; [6] 2-(aminometil)-4-metilpentinsav;
[7] 2-(aminometil)-3-fenilpropdansav,; [8] 2-(aminometil)-3-(4-hidroxifenil)propdnsav,; [9] 2-
(aminometil)-3-(3-hidroxifenil)propdansav; [10] 2-(aminometil)-3-(4-etoxifenil)propansav; [11]

2-aminometil-benzo(1,3)dioxoldn-5-il propdansav
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F-3-aminosavak:

HSC HsC CH;3

HZNMOH H,N OH H,N OH H,N OH

[12] B-3-1 [13] B-3-2 [14] B-3-5 [15] B-3-7

[12] 3-amino-butdnsav, [13] 3-amino-pentdansav,; [14] 3-amino-4-metil-pentansav; [15] 3-amino-

3-fenil-propansav
y-aminosavak:
H,N COOH
HzN\@/COOH HzN\Q/COOH U
[16] -1 [17] y-2 [18] -3

[16] 3-aminociklopentdn-1-karbonsav; [17] 4-aminociklopent-2-én-1-karbonsav; [18] 3-

aminociklohexan-1-karbonsav

Plaktamok:
//O //O //O //O
[19] B-L-1 [20] B-L-2 [21] B-L-3 [22] B-L-4
/O
[23] B-L-5 [24] B-L-6 [25] B-L-7 [26] B-L-8
7’ .
NH NH i ¢O >\\ 40
NH NH
[27] B-L-9 [28] B-L-10 [29] B-L-11 [30] B-L-12



g 7
//O NH NH //O
NH NH
CHs F Cl
[31] B-L-13 [32] B-L-14 [33] B-L-15 [34] B-L-16
(0]
{ A P
NH
NH NH
Cl Cl Bf
[35] B-L-17 [36] B-L-18 [37] B-L-19

[19] cisz-6-azabiciklo[3.2.0]heptan-7-on; [20] cisz-7-azabiciklo[4.2.0]oktdn-8-on; [21] cisz-7-
azabiciklo[4.2.0]okt-3-én-8-0on; [22] cisz-7-azabiciklo[4.2.0]okt-4-én-8-on; [23] cisz-8-
azabiciklo[5.2.0]nondn-9-on;  [24]  cisz-9-azabiciklo[6.2.0]dekdn-10-on;  [25]  cis-9-
azabiciklo[6.2.0]-dek-4-én-10-on; [26] cisz-3,4-benzo-6-azabiciklo[3.2.0]heptdn-7-on; [27] cisz-
4,5-benzo-7-azabiciklo[4.2.0]oktdn-8-on; [28] cisz-5,6-benzo-8-azabiciklo[5.2.0]nondn-9-on;
[29] exo-3-azatriciklo[4.2.1.02.5]nonan-4-on; [30] exo-3-azatriciklo[4.2.1.02.5]non-7-én-4-on;
[31] 4-fenil-2-azetidinon; [32] 4-(p-tolil)-2-azetidinon; [33] 4-(p-fluorfenil)-2-azetidinon [34] 4-
(0-klorfenil)-2-azetidinon; [35] 4-(m-klorfenil)-2-azetidinon; [36] 4-(p-klorfenil)-2-azetidinon;
[37] 4-(p-bromfenil)-2-azetidinon

Betti-bazisok:

F
‘ NH, O NH, O NH, O NH,
OO ) OO ) OO ) OO )

[38] B-1A [39] B-1B [40] B-1C [41] B-1D

H3C
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Br
Cl Br O,N
O NH; O NH; O NH; O NH;
CyT oo SO
[42] B-1E [43] B-1F [44] B-1G [45] B-1H
NO,
S
g & |
NH, = NH, \ NH, HsC NH,
OO es Oy OH
[46] B-11 [47] B-1J [48] B-1K [49] B-1L
CHs CHs
HsC, NH; H7C3 NH; Hie NH, HsC NH,
Oy OO : SO
[50] B-1M [51] B-1N [52] B-10 [53] B-1P
OH  NH, OH NH, OH NH,
T T CO L. SoR 0!
[54] B-2A [55] B-2B [56] B-2C
OH  NH, OH  NH, OH NH,
(T T d Br
[57] B-2D [58] B-2E [59] B-2F
OH NH, OH NH, OH NH; / N\
[60] B-2H [61] B-2I [62] B-2J



OH NH, =
s

[63] B-2K

[38] 1-(1-fenil-aminometil)-2-naftol; [39] 1-[amino(4-metilfenil)metil]-2-naftol; [40] 1-
[amino(4-metoxifenil)metil]-2-naftol; [41] 1-[amino(4-fluorfenil)metil]-2-naftol; [42] 1-
[amino(4-klorfenil)metil]-2-naftol; [43] 1-[amino(4-bromfenil)metil]-2-naftol; [44] 1-[amino(4-
nitrofenil)-metil]-2-naftol; [45] 1-[amino(3-bromfenil)metil]-2-naftol; [46] 1-[amino(3-
nitrofenil)metil]-2-naftol; [47] 1-[amino(2-tienil)metil]-2-naftol; [48] 1-[amino(3-tienil)metil]-2-
naftol; [49] 1-(1-aminoetil)-2-naftol; [50] 1-(1-aminopropil)-2-naftol; [51] 1-(1-aminobutil)-2-
naftol; [52] 1-(1-amino-2-metilpropil)-2-naftol; [53] 1-(1-amino-2,2-dimetilpropil)-2-naftol;
[54] 2-(a-aminobenzil)-1-naftol; [55] 2-[amino(4-metilfenil)metil]-1-naftol; [56] 2-[amino(4-
metoxifenil)metil]-1-naftol; [57] 2-[amino(4-fluorfenil)metil]-1-naftol; [58] 2-[amino(4-
kiorfenil)metil]-1-naftol;  [59]  2-[amino(4-bromfenil)metil]-1-naftol;  [60]  2-[amino(3-
bromfenil)metil]-1-naftol; [61] 2-[amino(3-nitrofenil)metil]-1-naftol; [62] 2-[amino(2-
tienil)metil]-1-naftol; [63] 2-[amino(3-tienil)metil]-1-naftol

Aminonaftolok:

1" R, ., 1R, \-rRE 1r R,

—

R4..1 _NH RyaJ -NH R1ad.-NH R1.,1.NH
PONNGOANSOANOON
a b c d
18,1'S vagy 1R 1'R vagy 1R1'S vagy 151'R vagy
1R1'S* 15 1R* 1515 1TR1R*

Diazztereomerek

* Valtozo konfiguracio a Cahn-Ingold-Prelog konvenci6 értelmében
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Anyag Rz

[65] A-2a-d

R1
[64] A-1a-d @-
N

[66] A-3a-d* 7 N\
N

[67] A-4a-d 7 N

[68] A-5a-d NN

= ieoale

[64] 1-{N-(1-fenilmetil)[1-fenil(aminometil)]}-naftalin-2-ol;  [65]  1-{N-(1-naftilmetil)[1-
fenil(aminometil)]}-naftalin-2-ol; [66] 1-{N-(1-piridin-2-ilmetil)[1-fenil(aminometil)]}-naftalin-
2-ol; [67] 1-{N-(1-piridin-3-ilmetil)[1-fenil(aminometil)]}-naftalin-2-ol; [68] 1-{N-(1-piridin-4-
ilmetil)[1-fenil(aminometil)] }-naftalin-2-ol

4.2. A felhasznalt vegyszerek

Az alkalmazott HPLC tisztasagu oldoszerek, metanol (MeOH), etanol (EtOH), propanol
(PrOH), propan-2-ol (IPA), butanol (BuOH), 2-metil-propan-2-ol (t-BuOH), acetonitril (ACN)
Merck (Darmstadt, Németorszag), a HPLC tisztasdgu ecetsav (AcOH) Scharlau Chemie S. A.,
(Barcelona, Spanyolorszag) gyartméanytak voltak.

Az analitikai tisztasagu perklorsav (HClOy), trifluorecetsav (CFsCOOH, TFA), foszforsav
(H3POy), kénsav (H,SOy,), sosav (HCI), trietil-amin (TEA) és NaOH Merck gyartmanyu volt.

A puffereket Milli Q vizzel készitettiik és 0,45 um-es szlir6én szirtiik (Millipore, Molsheim,

Franciaorszag).



4.3. Alkalmazott berendezések

Meéréseink soran két kiilonb6zé HPLC rendszert alkalmaztunk
I. rendszer:

e Waters 1525 binaris HPLC pumpa, Waters pumpahoz integralt kolonna termosztat,
Waters 2487 kétcsatornas UV-VIS detektor, Waters ,,.Breeze data manager” adatfel-
dolgozo rendszer (Waters, Milford, MA, USA)

e Rheodyne 7125 20 pl-es mintaadagol6 (Cotati, CA, USA)

e MK 70 termosztat (Mechanik Priifgerate Medlingen, Németorszag)

Il. rendszer:

e Waters M-600 gradiens HPLC pumpa, Waters M-2996 fotodiodasoros detektor,
Waters ,,Millenium 32 Chromatography Manager” adatfeldolgozo6 rendszer (Waters,
Milford, MA, USA)

e Spark Mistral kolonna termosztat (Spark Holland, Emmen, Netherlands)

e Rheodyne 7125 20 pl-es mintaadagol6 (Cotati, CA, USA)

Kiegészitok:
e Rotring Sonic Cleaner ultrahangos géztalanité (Rotring Gmbh, Hamburg, Germany)

e Thermo Orion 420 pH mérd (Orion, USA)

4.4. Alkalmazott kolonnak

Makrociklusos glikopeptid alapi oszlopok: Chirobiotic™ T és Chirobiotic™ T,, kiralis
szelektora teikoplanin, Chirobiotic™ TAG kiralis szelektora teikoplanin aglikon, Chirobiotic™
R, kiralis szelektora risztocetin A. A Chirobiotic T, abban kiilonbozik a Chirobiotic T oszloptdl,
hogy a ,,kar” (,,spacer”) mintegy kétszerese a Chirobiotic T-n 1évének, valamint, hogy a hordo-
zoként alkalmazott szilikagél a Chirobiotic T esetén 120 A pérusatméréjii, mig a Chirobiotic T
esetén a porusatmérd 200 A. Az oszlopok méretei és gyartéi megegyeznek, 250 mm x 4,6 mm, 5
um szemeseatmérd (Astec, Whippany, NJ, USA).

Koronaéter alapu kiralis oszlopok: (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav kiralis sze-
lektort tartalmazé oszlopot hasznaltunk. Az oszlop mérete €s gyartoja: 150 mm % 4,0 mm, 5 pm
szemcseatmérd (Myung Ho Hyun, Pusan National University, Busan, Dél-Korea).

Médositott poliszacharid alapa oszlopok: Kromasil CelluCoat™ és Chiralcel OD-H kiralis
szelektora egyarant celluldz-trisz-3,5-dimetilfenil karbamat, mig a Kromasil AmyCoat™
szlektora amiléz-trisz-3,5-dimetilfenil karbamat. A Kromasil oszlopok gyartdja az Eka
Chemicals AB (Bohus, Svédorszag), mig a Chiralcel oszlopé Daicel (Tokio, Japan). Az itt felso-

rolt oszlopokra egyarant jellemzd fizikai paraméterek: 150 mm x 4,6 mm, 5 um szemcseatméro.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Nem természetes S - és ¥ - aminosav enantiomerek elvalasztasa makrocik-

lusos glikopeptid alapu kiralis allofazisokon

A kiralis elvalasztasokhoz alkalmazott makrociklusos antibiotikum alapt (teikoplanin,
risztocetin A) kiralis all6fazison az elvalasztas alapja a molekula azon sajatsaga, hogy miként tud
illeszkedni a kiralis szelektor kosaraba. Ezt a folyamatot nagyban befolyasolja az altalunk gyak-
ran alkalmazott két szelektor, a teikoplanin és a teikoplanin aglikon kozott fennallo 1ényeges
kiilonbség, nevezetesen a szénhidratcsoportok 1éte, illetve azok hianya (6. és 7. abra). Fontos
eltérés még, hogy a teikoplaninon 1évé glilkozamin tartalmaz egy N-acilezett Cg szénhidrogén
lancot, mely még inkabb hidrofob jelleget kolcsondz a szelektornak. Mind a teikoplanin, mind
pedig a teikoplanin aglikon szerkezetére jellemzé egy primer amino-, valamint egy
karboxilcsoport jelenléte, igy az alkalmazott pH tartomanyban (pH 3,0-7,5) az aminosavakra
jellemzden ikerionos szerkezet alakul ki (a risztocetin A molekulan a karboxilcsoport metilészter
forméaban van). Osszességében varhatd, hogy az enantiomerek elvéalasztasa kiilonbozé koleson-
hatasokon keresztiil valosulhat meg, nevezetesen: a hidrofob zsebbe valé illeszkedés, polaris (7
7) kdlcsonhatas, dipol-dipol kdlcsonhatas, hidrogénkdtés, elektrosztatikus kdlesonhatéas, gyenge
masodlagos Van der Waals kotések, sztérikus gatlas és ezek kombinacioja.

A vizsgalt anyagok két csoportba oszthatok: f- és y-aminosavak, mely elnevezés a funkcios
csoportok egymashoz viszonyitott elhelyezkedésére utal. A S-aminosavak csoportjan beliil meg-
kiilonboztetink f-2- és f-3-aminosavakat. A S-2-aminosavak annyiban kiilonboznek a f-3-
aminosavaktol, hogy az el6z6 vegyiiletcsoport esetén a karboxilcsoportot tartalmazo szénatomon
talalhato a molekula aszimmetriacentruma, mig az utoébbinal ez az aminocsoportot tartalmazo
szénatomra igaz. A [-aminosavak alifds és aromas oldallanccal rendelkeztek, mig a j-

aminosavak ciklusos szerkezetiiek voltak.
5.1.1. Eluensosszetetel-valtozas hatasa az elvalasztasra

Az aminosav enantiomerek elvalasztdsdhoz forditott fazisu rendszert alkalmaztunk, mely
mozgofazisként 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (v/v) kiilonboz6 aranyu elegyét tartalmazta. Mo-
dell vegytiletként kiilonb6zd helyzetekben 1év6 alifés, elagazo alifas €s aromas oldallancot, va-
lamint egy oxocsoportot tartalmazo f-aminosavat valasztva (f-2-1, g-3-1, p-2-5, p-3-5, p-2-7, -

3-7 és a f-2-11) tanulmanyoztuk az eluens MeOH tartalmanak hatasat a kromatografias viselke-
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désre Chirobiotic T, T, és TAG kolonnakon. A j~aminosav mintaknal a Chirobiotic R kolonnan
végeztiik a méréseket. Hat kiilonb6zo eluens Osszetételt alkalmaztunk minden vegyiiletcsalad
esetében, TEAA (pH=4,1)/MeOH = 10/90 és 90/10 (v/v) &sszetétel tartomanyban.

Az alkil oldallanccal rendelkez6 B-2-1 és £-3-1 aminosav esetén a MeOH térfogataranyanak
novekedésével parhuzamosan nagymértékben novekedett a retencios faktor (14. abra). Ennek
magyarazata vélhetden a szolvatacids viszonyokban rejlik, melyet Gjabban HILIC (hydrophilic
interaction) hatasként emleget az irodalom [91]. A polaris jellegli, vizben jol 0ld6dé aminosavak
a szerves fazis (MeOH) térfogataranyanak novelésével kisebb mértékben szolvataltak, ezaltal
jobban kotédnek az allofazishoz, ndvelve ezzel a visszatartast. Masként megfogalmazva, az apo-
larisabbé valo eluens egyre nagyobb teret enged a hidrofil-hidrofil kdlcsonhatasok kibontakoza-
sanak, megnovelve ezzel a molekula all6fazison vald tartozkodasanak idejét (HILIC hatas) [92].
Ez a viselkedés mindharom kolonnan megfigyelhet6 volt. Hasonlé jelenségeket tapasztaltunk az
elagazo és alifas oldallanccal rendelkezé aminosavak esetén is.

Az aromas szubsztituenst tartalmaz6 aminosavak esetén (f-2-7, f-3-7 és -2-11) a k’ értékeli
minimum jellegli gorbét irtak le (14. abra). A minimum pont utani névekedés a &k’ értékekben a
MeOH térfogataranyanak novekedésével, hasonldéan magyarazhatd, mint az alifds oldallanct
vegyiileteknél. A minimum pont el6tti csokkend szakasz abbol adodik, hogy az aromas gylirii az
amugy polaris aminosavaknak apolaris jelleget kdlcsondz. A vizben gazdagabb eluens esetén igy
elétérbe keriilnek a hidrofob-hidrofob kdlcsonhatasok, melyek nagyobb viztartalom mellett na-
gyobb visszatartast eredményeznek. A hidrofob-hidrofob, illetve a HILIC hatasok ereddje ered-
ményezi a gorbék valtozo alakjat, a gorbe minimumanak helyét, valamint a minimumpont el6tti
csokkenés, illetve az utana 1évé emelkedés meredekségét, amely mintanként és kolonnanként
valtozo volt [93].

A vizsgalt aminosav mintak viselkedése a szerves modosito térfogataranyanak valtozasaval
hasonl¢ jellegii volt, mint az alifas oldallincu S-aminosavak esetén, azaz a MeOH mennyiségé-
nek novekedésével a £’ értékében hatarozott novekedés volt tapasztalhatd. Ez arra enged kovet-

keztetni, hogy az elvalasztas az emlitett HILIC kblcsonhatés altal vezérelt.
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14. abra Kromatografias jellemzok (K1, «, Rs) valtozasa az eluens dsszetétellel

Kolonna,

Chirobiotic T, Chirobiotic TAG, Chirobiotic R; mozgéfazis,

0,1%

TEAA

(pH=4,1)/MeOH (v/v); aramlasi sebesség, 0,5 ml perc“l; detektalas, 205 nm; homérséklet, 25 °C

A mintamolekuldkon 1év6 funkcids csoportok helyzetétdl, illetve az oldallanc helyzetétdl és

jellegétol fliggetleniil, az « és Rs értékekre altalanosan igaz volt, hogy a MeOH-ban gazdagabb
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mozgofazis esetén nagyobbnak adodtak (kivételt képeznek azok a vegyiiletek, amelyek esetén
nem sikeriilt az elvalasztast megvaldsitanunk). A S -2-aminosavaknal a MeOH-gazdag mozgofa-
zisokban az « értékek kissé, az Rs értékek sokkal hatarozottabban emelkedtek. Ez a sajatossag
mindharom kolonnan megfigyelheté volt, az egyetlen kivétel ez alol a f-2-1 viselkedése a
Chirobiotic T, kolonnan. Az Rs adatokra jellemz6 még, hogy a -2-7 és f-2-11 vegyiiletek esetén
telitési jelleget mutattak az MeOH térfogataranyanak novelésével mindharom kolonnan. Ennek
valdszinii oka a savszélesedés mértékének novekedése nagyobb retencios idéknél (nagyobb &),
mely az Rs értékek allandosulasat okozta.

A y-aminosav sztereoizomerek esetén a szelektivitas kismértékti novekedésével a felbontas
értékei hatarozottabban novekedtek, mely novekedés 60% térfogataranytt MeOH tartalom felett
volt a legjellemzbbb (14. abra).

5.1.2. Molekulaszerkezet és kromatogrdfias viselkedés kozti osszefiiggések

Allandé eluensosszetétel mellett [0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH = 30/70 (v/v), illetve 40/60
(VIV)] végzett vizsgalatok eredményeit az 5., 6. és 7. Tablazat tartalmazza [94-96].

Az 5., 6. és 7. Tablazat adatai alapjan az els6ként elualddott enantiomerekhez tartozo reten-
cios faktor értékek rendre kisebbek voltak a Chirobiotic T és T, oszlop esetén, mint a Chirobiotic
TAG oszlopon. Berthod szerint az a-aminosavak eltérhetnek ett6l a viselkedéstdl [42], viszont
D’Acquarica és munkatarsai valamint Péter és munkatarsai hasonlo eredményeket kaptak kii-
16nb6z6, foleg f- aminosavak vizsgalata soran [97, 98]. A j~aminosavak esetén a legkisebb visz-
szatartas a Chirobiotic R oszlopon adddott. Ennek valoszin(i oka az, hogy a szelektor karboxil-
csoportja metil-észter formaban van jelen (8. abra), mely gatolja az elektrosztatikus kdlcsonhatas
kialakulasat a vizsgalando vegylilet protonalt aminocsoportjaval. Ha az 6sszes aminosav elva-
lasztasa soran meghatarozott retencios faktor adatokat 6sszehasonlitjuk az azonos kiralis szelek-
torral rendelkez6é Chirobiotic T és T, kolonnakon, lathatd, hogy ezek az értékek Chirobiotic T
esetén nagyobbak voltak (kivétel: -3), ez a kiilonbség azonban nem jelentds.

A f-aminosavak esetén ugyanazon a kolonnan a retencios faktorok értéke csak kissé kiilon-
bozott egymastol, fiiggetleniil az oldallanc mindségétdl (5. Tablazat). A jelenség lehetséges ma-
gyardzata az enantioszelektiv felismerés olyan mechanizmusa, melyben az els enantiomer re-
tencids faktordnak kialakitdsdban a nemszelektiv kolcsonhatasok a jellemzdek, aminek kdszon-
hetden a retencios idok hasonldak. A fennalld csekély eltérések a szerkezeti kiilonbségekbdl
adodhatnak.

A y-aminosavak esetén mar nagyobb eltérések fedezhetdek fel a visszatartds mértékében. A
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retencios faktorok rendre kisebbek voltak a kiilonb6z6 oszlopokon a telitetlen kotést tartalmazo
72 vegyiilet esetén, mig a ciklohexan alapvazu 3 molekulanal tapasztalhattuk a legnagyobb
visszatartdst, azaz egy tovabbi CH, csoport jelenléte a gylirliben valoszintileg jobb illeszkedést
biztosit az aglikon kosaraban.

A B-2-1, p-3-1, p-2-2, és [-3-2 vegyiiletek rendelkeznek a legrévidebb telitett oldallanccal és
ezek azok az aminosavak, melyek a legkisebb « és Rs értékeket adtak, bar a k; * viszonylag nagy
(5. és 6. Tablazat). Ez valosziniileg abbol adodik, hogy a révid apolaris oldallanc és a kiralis
szelektoron talalhat6 zseb hidrofob részei kozott kicsi a kolcsonhatas mértéke, ami csekély
kirdlis felismerést eredményez. A f-2-3 - f-2-6 és f-3-5 enantiomerek mar hosszabb
alkilcsoporttal rendelkeznek, mely egy kedvezdébb térallast és kolcsonhatast eredményezhet az
aglikon kosaran beliill. A #-2-5 és £-3-5 aminosav esetében azonban a csoport szerkezete, neve-
zetesen egy elagazo6 2-propil lanc, kedvezdtleniil hat a molekula-kiralis all6fazis komplex kiala-
kulasara, ami kisebb retencios faktort eredményez, ugyanakkor « (és Rs) kissé nagyobb volt 6sz-
szehasonlitva f-2-1 és f-3-1 adataival. Kiilonosen szembetlinik az elagazo alkilcsoport negativ
hatasa, ha ezeket az adatokat Osszevetjik a f-2-3, f-2-4 és a f-2-6 aminosavakkal. Az analog
oldallanccal rendelkezd B-3-5 vegyiilet estén az egyik legnagyobb szelektivitas és felbontas érté-
ket tapasztaltuk a p-3-aminosavak koziil, de ez az érték messze elmarad a f-2-aminosavaknal
tapasztaltaktol. A viszonylagosan nagyobb szelektivitds és felbontas valdsziniileg sztérikus
okokra vezethetd vissza, a f-3-5 molekula elhelyezkedése kedvezobb az aglikon kosaraban, mint
a B-3-1 és B-3-2 molekulaé. A f-2-6 molekuldban a #-2-5 molekuldhoz képest jelen 1évo tovabbi
CH; csoport mar flexibilisebbé teszi a molekulat, és optimalisabb koriilményeket teremt a maso-
dikként elualédo enantiomer illeszkedéshez az aglikon kosaraban, ennek megfeleléen mindha-

rom kolonnan nagyobb « és Rs értékeket kaptunk
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5. Tablazat Kromatografias adatok, retencios faktor (k’), szelektivitas (@) és a felbontas (Rs)
értékei [-2-aminosavak enatiomerjeinek kozvetlen elvalasztasa soran, makrociklusos glikopeptid
allofazisokon, allandd mozgofazis 6sszetétel mellett

Vegyiilet Kolonna kq' ko' a Rs
T 2,58 2,97 1,15 1,40

p2-1 T, 2,26 2,51 1,11 0,65
TAG 4,66 4,97 1,07 0,70

T 2,34 2,68 1,15 1,20

B-2-2 T, 2,00 2,16 1,08 0,70
TAG 3,71 4,31 1,16 1,65

T 2,33 2,99 1,28 2,90

B2-3 T, 2,04 2,45 1,20 2,05
TAG 4,32 5,68 1,31 2,75

T 2,33 2,94 1,26 1,90

B-2-4 T, 2,09 2,44 1,17 1,30
TAG 4,36 5,59 1,28 1,40

T 2,10 2,40 1,14 1,15

fB-2-5 T, 1,63 1,87 1,15 0,95
TAG 3,36 4,10 1,22 1,30

T 2,20 2,90 1,32 2,10

B2-6 T 1,89 2,40 1,27 2,20
TAG 3,87 5,41 1,40 2,95

T 2,35 3,08 1,31 2,50

B-2-7 T, 1,95 2,36 1,21 1,65
TAG 4,64 6,40 1,38 3,10

T 2,22 2,78 1,25 2,95

B-2-8 T 2,14 2,44 1,14 1,45
TAG 3,94 4,92 1,25 1,25

T 2,07 2,70 1,30 3,00

B2-9 T 1,94 2,41 1,24 2,15
TAG 3,66 6,44 1,76 3,20

T 2,58 3,23 1,25 2,85

S-2-10 T 2,40 2,85 1,19 1,75
TAG 5,24 6,56 1,25 1,85

T 2,60 3,29 1,27 3,20

p-2-11 T, 2,53 3,13 1,24 1,95
TAG 5,40 7,79 1,44 3,35

Kolonna, T, Chirobiotic T, T,, Chirobiotic T,, TAG, Chirobiotic TAG; mozgofazis, 0,1% TEAA
(pH=4,1)/MeOH = 30/70 (v/v); aramlési sebesség, 0,5 ml perc™; detektalas, 205 nm; hémérsék-
let, 25 °C
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6. Tablazat Kromatografias adatok, retencios faktor (k’), szelektivitas (@) és a felbontas (Rs)
értékei B-3-aminosavak enatiomerjeinek kozvetlen elvalasztasa soran, makrociklusos glikopeptid
allofazisokon, allandd mozgofazis 6sszetétel mellett

Vegyiilet Kolonna kq' ko' a Rs
T 2,00 2,00 1,00 0,00

p3-1 T, 1,52 1,52 1,00 0,00
TAG 3,30 3,30 1,00 0,00

T 2,50 2,60 1,04 0,50

B-3-2 T, 1,44 1,53 1,06 0,60
TAG 3,32 3,32 1,00 0,00

T 1,97 2,11 1,07 0,90

B3-5 T, 1,29 1,37 1,06 0,55
TAG 3,23 3,23 1,00 0,00

T 2,10 2,10 1,00 0,00

B-3-7 T, 1,66 1,77 1,07 0,45
TAG 3,83 3,83 1,00 0,00

Kolonna, T, Chirobiotic T, T, Chirobiotic T,, TAG, Chirobiotic TAG; mozgofazis, 0,1% TEAA
(pH=4,1)/MeOH = 30/70 (v/v); aramlési sebesség, 0,5 ml perc™; detektalas, 205 nm; hémérsék-
let, 25 °C

7. Tablazat Kromatografias adatok, retencids faktor (k°), szelektivitas («) és a felbontas (Rs)
értékei p-aminosavak enatiomerjeinek kozvetlen elvalasztasa soran, makrociklusos glikopeptid
allofazisokon, allando mozg6fazis 6sszetétel mellett

Vegyiilet Kolonna Ki' ko' a Rs
T 2,91 2,91 1,00 0,00

T, 2,48 2,48 1,00 0,00

1 TAG 6,30 6,50 1,03 0,20
R 0,72 0,72 1,00 0,00

R* 2,13 2,69 1,26 2,00

T 2,00 2,61 1,31 2,95

T, 1,65 2,62 1,59 3,80

2 TAG 3,31 571 1,73 5,50
R 0,54 0,84 1,56 2,95

T 3,71 4,10 1,11 1,40

T, 3,85 481 1,25 1,90

3 TAG 9,63 11,30 1,17 1,40
R 0,84 0,87 1,04 0,20

R* 1,20 1,34 1,12 1,45

Kolonna, T, Chirobiotic T, T,, Chirobiotic T», TAG, Chirobiotic TAG, R, Chirobiotic R; moz-
gofazis, 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH = 40/60 (v/v); *0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH = 10/90
(v/v) aramlasi sebesség, 0,5 ml perc™’; detektalas, 205 nm; hémérséklet, 25 °C
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A B-2-7 - B-2-11 és B-3-7 aminosavak mindegyike egy aromas gytriivel rendelkezik, mely
nagymértékben valtoztatja meg a vegyiiletek fizikai és kémiai tulajdonsagat. Fontos, hogy az
elvalasztasuk soran mar szamolhatunk a polaris (7-7) kdlcsonhatasok jelenlétével is, mely a mo-
lekulak és a kiralis allofazis aromas gytrii kozt jon 1étre. [-2-Alifas aminosavak esetén, a ki’
értekek ugyanazon kolonnan csak kismértékben térnek el egymastol, fiiggetleniil az oldallanc
szerkezetétdl. Ez a megallapitds az aromas oldallancot tartalmazé vegyiiletekre is igaz, ami azt
jelenti, hogy az els6ként elualdodé enantiomerek visszatartasaban fontos szerep jut a nemszelektiv
kotéeroknek. Az aromas f-2- és f-3-aminosavakhoz tartozé « és Rs értékek rendre nagyobbak
voltak, mint az alkil lancot tartalmazok esetén (f#-3-7 aminosavnal ez a szelektivitasra volt igaz).
Ennek lehetséges magyarazata, hogy a masodikként elualodé enantiomer visszatartasaban na-
gyobb szerep jut a szelektiv kolcsonhatasoknak, azon beliil is nagy valdsziniliséggel a polaris
kolcsonhatasok jarulnak hozza leginkabb a kiralis felismeréshez. A f-2-8 és a f-2-9 minta esetén
a B-2-7 molekulahoz képest kapott Kisebb k;’ értékek valdsziniileg az —OH csoport, mint
sztérikus gat jelenlétének voltak koszonhetdk a csoport helyzetétdl fliggetleniil. Ugyanakkor a S-
2-10 és f-2-11 aminosavak esetében kapott nagyobb retencios faktorok az ujabb -O- csoportok
H-kotésben valod részvételére vagy inkabb sztérikus okokra volt visszavezethetd, ugyanis a H-
kotések kialakulasanak a -2-8 és a -2-9 mintak esetén is van esélye.

A p-2-aminosavak esetén az «a és Rs értékek rendre nagyobbnak adodtak, mint a f-3-
aminosavaknal. Ha az oszlopok tekintetében vizsgaljuk a kiilonbozé aminosavakat, akkor a leg-
nagyobb szelektivitast a f-2-aminosavak esetén a teikoplanin aglikont tartalmaz6 Chirobiotic
TAG kolonnan tapasztaltuk (kivétel a f-2-1 vegyiilet). Az « és R értékek a S -3-aminosavaknal
az egyarant teikoplanin A,-2 szelektort tartalmazé T vagy T, oszlopon voltak a legnagyobbak
(kivétel a B-3-1, az adott eluens Gsszetétel mellett ezen vegylilet enantiomerjeinek elvalasztasa
egyik oszlopon sem valdsult meg).

y-Aminosavakat vizsgalva a legnagyobb &’ értékek mind a négy kolonnan a »3 vegyiilet ese-
tén figyelhetok meg (7. Tablazat). A 6-tag gyirii valosziniileg jobban illeszkedik az aglikon
kosaraban, mint az 5-tagli gylrii. Az « és Rs értékeket tekintve viszont a telitetlen 5-tagi gytirtit
tartalmazo 2 aminosav enantiomerek elvalasztasa volt a leghatékonyabb, jelezve a polaris €s
diszperzids kolcsonhatasok szerepét a kiralis felismerésben.

A y-aminosav enantiomerek esetén az R kolonnan a viszonylagos rovid tartozkodas ellenére
igen eredményes volt az elvalasztas, melybdl arra lehet kovetkeztetni, hogy ez esetben az
enantioszelektiv kdlcsonhatasok aranya a nem enantioszelektiv kolcsonhatasokhoz képest sokkal

kedvezobbek (p-1 és 3 aminosavak 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH=10/90 (v/v) eluensdsszetétel
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mellett alapvonalra elvalaszthatok [92]). A risztocetin A molekula tobb kiralitascentrummal és
cukor résszel rendelkezik, melyek hozzajarulhatnak a jobb kiralis felimeréshez. A »1 molekula
esetén a kisebb retencios faktor értékek kisebb szelektivitassal is jartak, vagyis 3 esetén a meg-
novekedett retencid a y-1-hez képest az elvalasztas hatékonysaganak névekedésével parosult.
Osszefoglalva, a - és -aminosavakon 1évé oldallancok szerkezete és azok elhelyezkedése
illetve a gylrii mérete nagymértékben kihat a szelektorokon 1év6 zsebek és a molekuldk kozott

kialakul6 kolcsonhatas erGsségére.

5.1.3. 4 szelektiv és nem-Szelektiv kolcsonhatasok becslése

Kiralis vegyiiletek elvalasztasa soran az enantiomerek mért K> értékei ((Kapp)’1 €s K(app)’2) az
enantioszelektiv (ks’), valamint a nem enantioszelektiv (Kns’) k6lcsonhatasokbdl szarmazé vissza-
tartas 6Sszegeként adhatok meg:

(kapp)'z = (ks'+kns' )1 €s (22)

(Kapp)'2 = (ks'+kns' )2 (23)

Az elvalasztas hatékonysaganak jellemzésére hasznos informéciokat szolgaltathat szdmunkra
az enantiomerek k> értékeinek kiilonbsége [99].

Ak'= (Kapp)'2 — (Kapp)'1 = (kns'+ks" )2 - (kns'+ks" )1 (24)

Ha a nem enantioszelektiv hozzajarulas a két enantiomerre nézve kozel azonos, akkor a Ak’
érteke a két enantiomerre vonatkozo szelektiv hozzajarulasok kiilonbségeként foghato fel. Az 5.
Tablazat adatai alapjan a k; ’ értékei az egyes kolonnakon a kiilonb6z6 mintamolekulak esetén
alig kiilonboznek egymastol, ami arra utal, hogy a nem-enantioszelekiv kolcsonhatasok az egyes
molekuldkra nézve hasonld erésségliek. Ennek szemléltetésére a f-2-aminosavak esetén abrazol-
tuk a Ak’ értékeket kiilonboz6 kolonndkon, allandd eluensosszetétel [0,1% TEAA
(pH=4,1)/MeOH=30/70 (v/v)] mellett (15. abra). A Chirobiotic T oszlopon a #-2-1, f-2-2 és a f-
2-5 esetében kicsi Ak’ értékek adodtak (0,30-0,39), mig a f-2-3, f-2-4 és a f-2-6 - f-2-11 a Ak’
értéke 0,56-0,73 kozott volt.

Chirobiotic T
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3,0 4 0,8
Ak 0,7
251 Ak
0,6
2,0 4
0,5
1,5 4 0,4
0,3
1,0 4
0,2 4
0,5
0,1
0,0 4 0,0
R-2-1 B-2-2 B-2-3 R-2-4 B-2-5 B-2-6 R-2-7 R-2-8 B-2-9 B-2-10R-2-11 R-2-1 B-2-2 B-2-3 R-2-4 B-2-5 B-2-6 R-2-7 B-2-8 B-2-9 R-2-10B-2-11
Vegyuletek Vegyiletek
Chirobiotic T,
3,0 4 0,8 -
Ak 0,7 -
251 Ak
0,6
2,0 4
0,5
1,5 0,4 -
0,3
1,0 4
0,2
0,5
0,1
0,04 0,0
R-2-1 B-2-2 B-2-3 R-2-4 B-2-5 B-2-6 R-2-7 B-2-8 B-2-9 R-2-10R-2-11 R-2-1 R-2-2 B-2-3 R-2-4 R-2-5 B-2-6 B-2-7 R-2-8 B-2-9 R-2-10R-2-11
Vegyuletek Vegyiiletek
Chirobiotic TAG
3,0 - 0,8 -
0,7 4
Ak'/kl'
0,6
0,5
0,4

B-2-1 B-2-2 R-2-3 B-2-4 R-2-5 B-2-6 R-2-7 B-2-8 R-2-9 R-2-10B-2-11

Vegyuletek

0,3

B-2-1 R-2-2 B-2-3 R-2-4 B-2-5 R-2-6 B-2-7 R-2-8 B-2-9 B-2-10R-2-11

Vegyiletek

15. abra Az aminosavak Ak’ és Ak /ki’ hanyados értékei kiilonb6zo kolonnakon

Kolonna, Chirobiotic T, Chirobiotic T,, Chirobiotic TAG; mozgofazis, 0,1% TEAA
(pH=4,1)/MeOH = 30/70 (v/v); aramlasi sebesség, 0,5 ml perc“l; detektalas, 205 nm; homérsék-
let, 25 °C

A nagyobb Ak’ értékekkel rendelkezd vegyiiletek esetében a (24) egyenlet altal meghataroz-
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hatd, ugynevezett ,,valos enantioszelektivitas” nagyobb volt, melyet hiien tiikréznek az itt talal-
hat6é nagyobb « értékek is (5. Tablazat). Ezekhez az eredményekhez hasonlok figyelheték meg
a Chirobiotic T, kolonnan is, bar itt valamivel Kisebbek voltak a Ak’ értékek. A két kolonna
ugyanazt a szelektort tartalmazza, amibdl a hasonlo értékek adddhatnak. Sokkal nagyobb Ak’
értékek voltak megfigyelheték a Chirobiotic TAG oszlopon, és ezek egymashoz képest sokkal
jobban valtoztak molekulanként. Ennél a kolonnanal szintén a S-2-1, f-2-2 és a -2-5 esetében
adodtak a legkisebb Ak’ értékek (0,31-0,74), de ezek lathatdan nagyobbak, mint a Chirobiotic T
¢és T, esetében. Az igazan nagy Ak’ értékek a f-2-3, f-2-4 és a f-2-6 - f-2-11 vegyiileteknél ta-
pasztalhatok (0,98-2,78). Ezzel parhuzamosan az « értékei is ezen az oszlopon voltak a nagyob-
bak, kivétel egyediil a #-2-1 molekula volt.

Az enantioszelektiv — nem enantioszelektiv kdlcsonhatasok hozzajaruldsat a retencidhoz a
Ak’lk;” hanyadoson keresztiil is vizsgalhatjuk (15. abra). A S -2-aminosavak esetén mindharom
kolonnan a f-2-1, -2-2 és B-2-5 molekulak mutattak a legkisebb Ak’/k;” értéket, vagyis ezen
molekulaknal a nem enantioszelektiv kolcsonhatasra jutdé enantioszelektiv hozzajarulas viszony-
lag kicsi, mig a f-2-3, f-2-4 és B-2-6 — f-2-11 vegyliletek altal kialakitott kolcsonhatasok kozott
nagyobb szerepet kapnak az enantioszelektiv kdlcsonhatasok, melyek az « értékeiben is megmu-
tatkoztak. Az azonos kiralis szelektorral rendelkezé Chirobiotic T és T, 0szlopokon a Ak’/k;’
értékek hasonldak voltak, bar a Chirobiotic T esetén kicsit nagyobbak. A Chirobiotic TAG 0sz-
lopon ez a hanyados mar jelentdsen nagyobb volt és emellett a Ak’/K; " értékek is nagyobb mér-
tékben valtoztak az egyes molekulakra nézve. Ennél a kolonnanal is igaz az a megallapitas, hogy
a B-2-1, p-2-2 és [-2-5 esetén volt a legkisebb a ,,valds enantioszelektivitas” mértéke.

A kiilonb6z6 Ak’ és o értékek, melyek a f-2-7, £-2-8 és B-2-9 esetében tapasztaltunk, kiilo-
ndsen a Chirobiotic TAG oszlopon, valdsziniileg sztérikus okokkal magyarazhatdak. A S-2-8 és
F-2-9 molekulan 1év6 -OH csoport sztérikusan akadalyozza vagy éppenséggel eldsegiti a mole-
kula és a szelektor kozott kialakuldo H-hid kolcsonhatéast, és ezaltal csokkenti vagy noveli a
kiralis felismerést. Mindhdrom kolonnan a legnagyobb retencids faktor kiilonbségeket azok a
vegyiiletek adtak, melyek egy aromas gyiriivel és egy tovabbi -OH, C,Hs-O- vagy -O- csoporttal
rendelkeznek, igy képesek voltak polaris (7-7), H-kotés, dipol-dipol illetve hidrofob kdlcsdnha-
tas kialakitasara is az allofazissal.

Fontos megjegyezni, hogy a retencids faktorokhoz valo hozzajarulas szelektiv és nem szelek-
tiv kdlcsonhatdsanak aranya pontosan nem adhaté meg a retencids adatok alapjan, csak becstilhe-

t0. Az adszorpciods izotermak ismerete e probléma megoldasahoz is kozelebb vihet [100, 101].

5.1.4. A természetes teikoplanin molekuldan 1évé cukorrészek szerepe a kirdlis
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felismerésben

A szénhidrat egységek hatasanak jellemzésére a teikoplanin aglikonon, illetve teikoplanin
A,-2 szelektoron mért, két enantiomerre jellemz6 szabadentalpia valtozas kiilonbségeket vontuk
ki egymasbol [A(AG 91ac - A(AG 9I1]. A negativ [A(AG )1ac - A(AG 9I1] érték azt jelenti, hogy az
adott sztereoizomer elvalasztasa kedvezobb a teikoplanin aglikon szelektort tartalmazo allofazi-
son. Ezzel ellentétben a pozitiv érték a természetes teikoplanin allofazison valo hatékonyabb
elvalasztast példazza. A 16. abran lathato, hogy a tizenegy f-2-aminosav koziil hét esetben, mig

a f-3-aminosavak esetén a f-3-1 aminosavnal az elvalasztis az aglikon all6fazison kedvezmé-

nyezett.

R-3-7
3-3-5
R-3-2
R-3-1
3-2-11
3-2-10
3-2-9
3-2-8
3-2-7
3-2-6
R-2-5
3-2-4
R-2-3
R-2-2
R3-2-1

A(4G°),,-4(4G°),=0

TAG

A(4G°),,,-4(4G°),=0

TAG

Vegyluletek

LI L R R B B L AL R R
0,8 -0,6 0,4 -0,2 0,0 02  kImol*

A4G°),, -A(4G),

TAG

y-2

Vegyluletek

y-1

T T
0.8 0.6 0.4 0.2 0.0 0.2 kJmol®
0 0
AA(G'),, -4A(G"),

TAG

16. abra A A(AG 9)1ac - A(AG 97 kiilonbségek f- és y~aminosavak esetén

A jyaminosavak esetén egyértelmiien kijelenthetd, hogy az ilyen tipusi molekulak
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enantiomerjei hatékonyabban valaszthatoak el a TAG kolonnan. Szembetiing a 2 minta kiug-
roan magas értéke. Ez ismételten csak a mar targyalt megallapitast tdmasztja ala, nevezetesen a
telitetlen kotések eldsegitik a kiralis felismerést (emellett pozitiv hatdsa még, hogy lecsokkentik
a detektalhatosag als6 hatarat UV detektor hasznalata esetén).

Altalanosan kijelenthetd, hogy a f-2-aminosav enantiomerek legtobbjének és a y-aminosav
enantiomerek elvalasztasaban a teikoplaninon 1évé szénhidratcsoportok sztérikus gatat jelente-
nek, csokkentve ezaltal az clvalasztas hatékonysagat. Ez a sztérikus gatlo hatas a teikoplanin
aglikon esetében nem érvényesiil, emellett a két fenolos €s az egy alkoholos hidroxilcsoport je-
lenléte novelheti az aminosavakkal kialakitott kolcsonhatasok szamat, illetve erdsségét. Hasonlo
kovetkeztetésre jutottak Péter és mtsai az a-aminosavak, a ciklikus f-aminosavak valamint a
szekunder aminosavak vizsgalata esetében is [98].

A fS-3-aminosavak esetén (kivétel a f-3-1), feltételezhetden az oldallanc eltéré helyzetébdl
adodoan, a kiralis szénhidrat-egységekkel vald kolcsonhatas eldsegiti a kiralis felismerést, igy
ezen vegylileteknél a teikoplanin A,-2 kiralis szelektort tartalmazo Chirobiotic T illetve T, 0szlop
volt hatékonyabb az aminosavakon 1év6 oldallanc mindségétdl fliggetlentil.

A racém aminosavak mellett a f-2-1, §-2-2, B-2-5, f-2-6 és B-3-1 illetve -1 és y-2 vegyiile-
tek esetében tiszta enantiomer is a rendelkezésiinkre allt, igy ezen molekuldknal lehetdségilink
nyilt az elaciés sorrend meghatarozasara. Mindharom kolonnan, a fent emlitett S-aminosavak
enantiomerjeinél (R)<(S) elucios sorrend volt megfigyelhetd. Ez éppen ellentétes az o-
aminosavaknal korabban tapasztaltakkal, mig a f-3-aminosavaknal az (S)<(R), illetve az (R)<(S)
elicios sorrendre is akad példa [98]. A j-aminosavaknal a molekulakon két darab aszimmetria-
centrum volt talalhat6, de a mintank a négy lehetséges szteroizomer koziil csak az egyik
enantiomer part (Cisz) tartalmazta. Az el6szor elualodott enantiomer 1 esetén (1S,3R), mig 32

Az altalunk elvalasztott aminosav enantiomerek néhany, kiilonb6z6 koriilmények kozott fel-

vett kromatogramjait a Fiiggelékben mutatjuk be.

5.1.5. Homérsékletfiiggés és termodinamikai adatok

A homérsékletvaltozas kromatografias adatokra gyakorolt hatasat a g-2-1, f-2-5, p-2-7, p-3-
1, B-3-5, B-3-7, 1, -2 és y-3 vegyiiletek esetén 280 ¢és 318 K tartomanyban vizsgaltuk, 10 K
léptékben emelve a hdmérsékletet. Eredményeink egy részét a 8. Tablazat tartalmazza.

Az eredmények értékelése soran altalanossagként megfogalmazhatd, hogy nagyobb homér-

sékleteken a retencids faktor és ezzel parhuzamosan a szelektivitas is egyre kisebb volt. Nagyobb
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hémérsékleten a rendszer belsd energidja nagyobb, a vegyliletek hdmozgasa gyorsabb, nagyobb
mozgasi energidval rendelkeznek, ¢és ezaltal konnyebben legydzik az allofazissal kialakitott ma-
sodlagos kolcsonhatasokat. A felbontas homérsékletfiiggése ennél Osszetettebb. A 8. Tablazat
adatai alapjan lathato, hogy egyes vegyiileteknél, mint példaul a f-2-5 (és a legtdbb - és -
aminosavnal), a felbontas csokkent mindharom kolonnan a hémérséklet emelkedésével, mig a f-
2-1 aminosav felbontas értéke egy maximummal jellemezhet6 gorbét irt le. Az oszlop minéségé-
t6l fiiggben (TAG), y-2 vegyiilet esetén novekvo felbontas értékekkel is talalkozhattunk a ho-
mérséklet emelkedésével.

Tapasztalatunk, hogy ez a kétféle viselkedés a felbontas tekintetében fiiggetlen az oldallanc
helyzetétdl és jellegétol. A maximum pont utani csokkenés, illetve a folyamatos csokkenés ma-
gyarazata, hogy a szelektivitassal parhuzamosan csokken a felbontés is a hdmérséklet emelkedé-
sével. A maximum el6tti emelkedés oka pedig az lehet, hogy kis hémérsékleteken csokken az
elméleti tanyérszam értéke, a csucsok talpszélessége né és ebbdl adodik a Kisebb felbontas. A -2
molekula esetén, TAG kolonnan, nagyobb hémérsékleten jelentkezé novekvé felbontas értékek
magyarazata az lehet, hogy a szelektivitas csokkenésébdl adodo felbontas csokkenést az elméleti

tanyérszam novekedése meghaladja.
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8. Tablazat Az elsének elualddd enantiomer retencios faktora (ki ), elvalasztasi tényez6 () és
felbontas (Rs) értékei nem természetes aminosavak esetén, kiillonboz6 hémérsékleteken

Vegyiilet | Kolonna Hoémérséklet (K)
ki’ @ Rs 260 | 288 | 298 | 308 | 318
B2-1
ki’ T 3,26 2,95 2,58 2,36 2,15
o 1,22 1,19 1,15 1,12 1,09
Rs 1,15 1,80 1,40 1,30 1,05
ki’ T, 2,90 2,66 2,26 1,90 1,67
a 1,21 1,16 1,11 1,07 1,03
Rs 0,40 0,60 0,65 0,40 0,12
ki’ TAG 6,30 5,36 4,66 3,96 3,46
a 1,10 1,09 1,07 1,05 1,05
Rs 0,80 0,85 0,70 0,60 0,55
B-2-5
ki’ T 4,07 3,72 3,28 2,92 2,64
o 1,14 1,11 1,09 1,07 1,06
Rs 1,16 1,32 1,10 0,90 0,70
ky’ T, 2,79 2,39 2,05 1,82 1,63
P 1,12 1,11 1,10 1,08 1,07
Rs 1,05 1,15 1,00 0,85 0,75
ki’ TAG 6,36 5,74 4,82 4,26 3,64
a 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Rs 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Vegyiilet | Kolonna Hoémérséklet (K)
ki’ a, Rs 283 | 288 | 293 | 303 | 313
¥-2
ki’ T 2,59 2,43 2,30 2,07 1,90
a 1,39 1,35 1,32 1,26 1,21
Rs 3,15 3,10 2,85 2,55 2,20
ki’ TAG 4,53 4,27 3,95 3,47 3,14
o 1,85 1,83 1,74 1,59 1,48
Rs 3,45 4,65 5,00 5,30 6,00
ki’ R 0,74 0,69 0,65 0,57 0,51
a 1,75 1,65 1,59 1,48 1,39
Rs 3,75 2,95 2,75 2,35 2,20

Kolonna, T, Chirobiotic T, T,, Chirobiotic T,, TAG, Chirobiotic TAG; R, Chirobiotic R; moz-
gofazis, B-2-1 és f-2-5: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH = 30/70 (v/v) és y-2: 40/60 (v/v); aramla-
si sebesség, 0,5 ml perc'l; detektalas, 205 nm
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Az elvalasztas hémérsékletfiiggésébdl a van’t Hoff egyenlet segitségével szamitottuk az el-
valasztast kisérd entalpia, entropia és szabadentalpia valtozas értékeket. Ezeket az adatokat a
(17) egyenlet segitségével grafikus uton hataroztuk meg, ahol a AH" az egyenes meredekségével,
mig a ASa tengelymetszettel jellemezhetd. A hémérsékletfiiggésbél szamolt termodinamikai
adatokat a 9., 10. és 11. Tablazatokban foglaltuk Gssze.

A AH°és AS 9 értékek minden esetben negativnak adodtak. Ez azt jelenti, hogy a kialakulo
kolcsonhatasok entalpiavaltozas szempontjabdl kedvezményezettek, de az entropiavaltozas
szempontjabol nem. A negativ entrdpia érték a rendezettség ndévekedésére utal, viszont ezt az
entalpiavaltozas mértéke meghaladta, igy a szabadentalpia-valtozas is negativnak adoédott. Ez
alapjan kijelenthetd, hogy a kialakul6 kolcsonhatasok az aminosavak és a kiralis allofazis kozott
exotermek. Az elészor elualodott enantiomer esetében kevésbé voltak a AH ©és AS < értékek ne-
gativak, mint a méasodikként elualodd enantiomer esetén. A nagyobb -AS ¢ érték alapjan kijelent-
hetd, hogy a masodjara elualdodott enantiomer Kisebb szabadsagi fokkal rendelkezik az allofazi-
son, ami adodhat abbol, hogy t6bb ponton kapcsolddik hozza, esetleg kevesebb lehetdsége van a
mozgasra, illetve forgasra. Megfigyelhetd, hogy a AH 9 és AH %, valamint ezzel parhuzamosan
AS 94 és AS Y, értékek, néhany kivételtdl eltekintve, a Chirobiotic TAG oszlopon adédtak a leg-
negativabbnak az 0sszes aminosav 0sszehasonlitasaban.

A f-aminosav vegyliletek esetében szemlélve az adatokat lathatd, hogy a legkisebb negativ
értékeket a f-2-5, mig a legnagyobb negativ értékeket a f-2-7 aminosav esetén kaptuk. Valoszi-
nli magyarazat, hogy a f-2-5 molekulan 1év6 elagazd oldallanc gatld hatast fejt ki az aglikon
kosardban torténd illeszkedésre, a f-2-7 molekula esetén pedig az aromds oldallanc lehetdséget
teremt ijabb kolcsonhatasok kialakitasara a kiralis allotazissal.

7~Aminosavaknal a 53 molekulara adodtak a legkisebb -AH °és -AS & értékek. Ez latszolagos
ellentmondasban van azzal, hogy az elvélasztas nem ennél a vegyiiletnél volt a legrosszabb, noha
a termodinamikai adatokbol az kovetkezik, hogy az enantiomer-kiralis all6fazis kozott kialakulo
kolcsonhatasok éatlagos energiaja kicsi. Ez az ellentmondas feloldhatd, ha figyelembe vessziik,
hogy az elvalasztast a két enantiomerre jellemz6 (AH %-AH %) és (A4S ¢2-A4S ¢) kiilonbsége és az
ebbdl eredd A(AG ©) szabja meg.

A A(AH9), A(AS9) és A(AG 9 értékek az elvalasztas soran a sztereoizomer paroknal fellépd
kolcsonhatasok kiilonbségébdl adddnak. A A(AH 9, és A(AS 9 értékeket a (21) egyenlet alapjan
hataroztuk meg az Ina -1/T fiiggvények adatainak (meredekség, tengelymetszet) felhasznalasa-
val. A A(AG 9 értékeket a (18, 20) egyenletek alapjan szamoltuk.

Megallapithato, hogy a A(AH 9 értékek mindharom oszlopon negativabbnak addédtak f-2-
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aminosavak esetén, mint f-3-aminosavaknal (kivétel a #-3-5 volt a Chirobiotic T, oszlopon). Az
eredmények alapjan, f-3-aminosavakra elmondhat6, hogy az enantiomer felismerés entalpia-
valtozas szempontjabol kevésbé kedvezményezett a vizsgalt oszlopokon. A legnegativabb
A(AH 9) értékek B-2-7 esetén voltak megfigyelhetdek a Chirobiotic T, és TAG kolonnakon. Ez
ismételten csak az aromas gylri fontossagara enged kovetkeztetni.

Hasonlo kovetkeztetésre jutottunk a j-aminosavak vizsgéalata sordn is, a legnegativabb
A(AH9) és A(AG 9 a telitetlen gylriis szerkezettel rendelkezé 2 aminosavra adodott. Az
enantiomerek altal kialakitott kdlcsonhatasok kiilonbsége szempontjabol a legkedvezdtlenebb
termodinamikai értékek a y-1 molekulara hataroztuk meg, annak ellenére, hogy a mar targyaltak
szerint nem a legkisebb AH® és AS¢ értékek voltak rendelhetdek ehhez a vegyiilethez. A
A(AH 9-hoz hasonl6 iranyok allapithatdak meg a A(AS 9) értékek vizsgalatakor.

Figyelembe véve a szabadentalpia valtozas kiilonbségére [ A(AG 9] kapott értékeket kijelent-
hetd, hogy az intermolekularis kdlcsonhatasok kialakuldsa az allofazis és a mintavegytiletek ko-
zOtt energia-felszabadulassal jar, azaz ezek a kolcsonhatdsok az sszes kolonnan exotermek és a
megfeleld entropiavaltozasok is negativak. Tovabba megallapithato, hogy az elagazo alkil-, illet-
ve arilcsoportot tartalmaz6 f-2-aminosavak esetén a Chirobiotic TAG oszlopon adodik a legne-
gativabb A(AG 9 érték, tehat a f-2-aminosavak elvalasztasara, a vizsgalt oszlopok koziil, a
Chirobiotic TAG a legalkalmasabb. Az nyilt-lancu alkilcsoportot tartalmaz6 S-2-aminosav, va-
lamint a f-3-aminosav molekulak elvalasztasa pedig a Chirobiotic T oszlopon tiinik elénydsebb-
nek.

A yaminosavakra kapott A(AG 9) értékek alapjan a legjobb elvalasztas a Chirobiotic TAG
kolonnan adodott, de a révidebb retencios idok miatt a Chirobiotic R kolonna hasznalata ajanlott

ezen vegyiiletcsoport enantiomerjeinek elvalasztisara.
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9. T4blazat Termodinamikai adatok, AH ¢ AS %, AG &, A(AH 9, A(AS 9, A(AG 9 és korrelacios koefficiens (R?) értékei Chirobiotic T és T, kolonnan

Vegyiilet -AH° -AS Korrelacios -AG o*zggK -A(AH O) 'A(AS ﬁ 'A(AG ﬁ
| Sztereoizomer (kImol™y | @ mol*k™ | koefficiens,R* | (k] mol™?) (kJ mol™) (3 mol*K™) (kJ mol™)
Chirobiotic T

p-2-1 1 8,2 19,4 0,9977 2,4 2,2 6,3 0,35
2 10,4 25,7 0,9974 2,7

p-3-1 1 8,7 17,6 0,9988 3,5 0,9 2,6 0,11
2 9,6 20,2 0,9988 3,6

p-2-5 1 57 13,0 0,9963 1,8 1,6 4,3 0,32
2 7,3 17,3 0,9971 2,2

p-3-5 1 8,5 18,7 0,9992 2,9 15 4,3 0,22
2 10,0 23,0 0,9993 3,2

p-2-7 1 9,0 23,2 0,9988 2,1 4,2 12,0 0,67
2 13,2 35,1 0,9993 2,8

B-3-7 1 10,3 25,2 0,9943 2,8 0,9 2,8 0,05
2 11,2 28,2 0,9989 2,8

Chirobiotic T,

B-2-1 1 11,2 30,8 0,9931 2,0 31 9,4 0,26
2 14,2 40,2 0,9973 2,3

B-31 1 11,6 294 0,9977 2,9 0,8 2.1 0,16
2 12,4 31,5 0,9980 3,0

B-2-5 1 8,6 25,0 0,9940 1,2 0,6 0,7 0,35
2 9,2 25,7 0,9964 15

p-3-5 1 10,4 28,7 0,9944 1,8 1,0 2,5 0,23
2 11,4 31,2 0,9960 2,1

p-2-7 1 12,9 37,8 0,9989 1,7 1.4 3,2 0,47
2 14,4 40,9 0,9991 2,2

p-3-7 1 10,8 28,5 0,9994 2,3 1.4 3,8 0,24
2 12,1 32,2 0,9995 2,5

Kolonna, Chirobiotic T és T; mozgofazis, 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH = 30/70 (V/V); AS % = AS °+In®, ahol @ a fazisarany reciproka;
AG % = AH°- TAS % ; R? korrelacios koefficiens a van’t Hoff egyenlet, Ink’ — 1/T dbrazolasanal
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10. Tablazat Termodinamikai adatok, AH % AS &, AG ", A(AH 9, A(AS9), A(AG 9 és korrelacios koefficiens (R?) értékei Chirobiotic TAG kolonnan

Vegyiilet -AH° -AS Korrelacios -AG %08k -A(AH 9 -A(AS9) -A(AG 9
Sztereoizomer | (kJmol™) | (Imol*K™) | koefficiens, R® | (kJmol™) (kJ mol™) (3 mol*K™) (kJ mol™)
f-2-1 1 115 25,7 0,9980 3,8 1,1 3,3 0,17
2 12,6 29,0 0,9982 4.0
pB-3-1 1 10,9 20,8 0,9953 4,7 0,7 2,0 0,12
2 12,4 25,6 0,9919 48
B-2-5 1 7,7 15,9 0,9969 3,0 1,9 4,6 0,49
2 9,6 20,5 0,9979 3,5
f-3-5 1 10,9 23,5 0,9966 3,9 0,0 0,0 0,00
2 10,9 23,5 0,9966 3,9
p-2-7 1 13,0 30,9 0,9933 3,8 45 12,5 0,80
2 17,5 43,3 0,9949 4,6
p-3-7 1 10,1 20,7 0,9954 4.0 0,0 0,0 0,00
2 10,1 20,7 0,9954 4.0

Kolonna, Chirobiotic TAG; mozgdfazis, 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH = 30/70 (V/V); AS " = AS °+ In®, ahol @ a fazisarany reciproka;

AG % = AH°- TAS *; R? korrelacios koefficiens a van’t Hoff egyenlet, Ink’ — 1/T dbrazolasanal
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11. T4blazat Termodinamikai adatok, AH % AS %, AG &, A(AH 9, A(AS9), A(AG 9 és korrelacios koefficiens (R®) értékei Chirobiotic T, TAG és R
kolonndkon

. . -AH° -AS Korrelacios -A(AH % -A(AS ﬁ -A(AG ﬁzggK
Vegyilet | Kolonna | Sztereoizomer | ooty | (gmoltk?) | koefficiens, RZ | (kdmol) | (3 moltK?Y) (kJ mol™)
1 6,56 13,01 0,0014
T 0,00 0,00 0,00
2 6,56 13,01 0,0914
1 TAG L 7,85 15,09 0,9933 0,74 2,35 0,05
v 2 8,60 17.44 0,933 ! ’ !
1 7.44 27.80 0,0995
R 1,77 5,04 0,29
2 9,21 32,84 0,0997
. 1 779 19,58 0,0953 26 003 068
2 11,17 28,81 0,0955 ! ’ !
2 TAG L 11,19 31,30 0,9942 5,99 15,35 1,49
- 2 1718 46,65 0,9974 ’ ! !
- 1 9,28 35,22 0,9974 : 6 1508 15
2 14,84 50,29 0,0968 ! ! !
1 3,83 1,87 0,9924
T 1,71 4.92 0,27
2 5,54 6,79 0,934
3 TAG 2 2,80 444 0,9959 1,68 423 0,44
V- 1 7.48 8,67 0,9957 ! ! !
1 4,56 16,82 0,9909
R 1,74 553 0,12
2 6,30 22.35 0,9912

Kolonna, T, Chirobiotic T, TAG, Chirobiotic TAG; R, Chirobiotic R; mozgéfazis, 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH = 40/60 (V/V); A4S = AS°+ In®,
ahol @ a fazisarany reciproka; AG® = AH® - TAS? ; R% korrelacios koefficiens a van’t Hoff egyenlet, Ink’ — 1/T 4brazolasanal
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5.2. Nem természetes [ -aminosav enantiomerek elvalasztasa koronaéter alapu
kiralis allofazisokon

Az irodalmi attekintésben emlitett elfogadott nézet, miszerint a kiralis koronaéter allofazisok
esetén a legfontosabb kolcsonhatas a gazda-vendég tipusu koordinacié a protonalt primer
aminocsoport, valamint a koronaéter gyiirtijét alkotd oxigén atomok kozott. Lee és munkatarsai
arra a megallapitasra jutottak, hogy a (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav esetén, -
aminosavaknal az enantioszelektivitas a szelektor karboxilcsoportja, valamint a vegyiiletek
karbonilcsoportjanak oxigénjén keresztiil valésul meg [102]. A fS-2-aminosavak a meglévo

funkciéscsoportjaiknak koszonhetéen, az elvalasztashoz sziikséges masodlagos kdlcsonhatasok

Kialakitasara képesek.

5.2.1. A mozgofazisbeli sav minoségének és mennyiségének hatasa az elvailasz-

tasra

A kirdlis koronaéter és az aminosav kozti elsddleges kolcsonhatés kialakitasahoz az amino-
sav primer aminocsoportjanak protonaltnak kell lennie. Abbol a célbol, hogy megvizsgalhassuk
az alkalmazott sav hatasat az elvalasztas hatékonysagara, az alifas oldallanccal rendelkezé S-2-4,
valamint az aromas oldallancot tartalmazé f-2-7 molekuldkat valasztottuk modellként. Az
eluenseket ugy készitettiik, hogy vizes oldatban a MeOH tartalom 20 térfogatszazalék volt, mig a
kiilonb6z6 savak kocentracidja minden esetben 10 mM. Az elébb emlitett vegyiiletek esetén a
legnagyobb retencios faktor értéket HCOOH és AcOH alkalmazasa esetén tapasztaltuk, mig
TFA, HCIO4 és HoSO4 esetén ezek az értékek kisebbnek adddtak. A szelektivitas és felbontas
értékek szamottevéen nem valtoztak a sav mindségének valtozasaval (12. Tablazat). A savak
kiilonboz6 saverdssége miatt (pKsay eltérd), az azonos koncentracidoban vald alkalmazas eltérd
pH-t eredményez a mozgdfazisban. Ezért az elvalasztasokat elvégeztiik gy is, hogy a pH-t al-
land6 értéken tartottuk a HoO/MeOH rendszerben. A szerves fazis jelenléte miatt ezek a mért
adatok korrekciora szorultak, melyeket Subirats és munkatarsai munkaja alapjan szamoltunk
[103]. Az eredményeket vizsgalva megéllapithatd, hogy az alland6 pH-n mért retencios faktorok
kozoti eltérés kisebbnek bizonyult, valamint a legnagyobb értékek ez esetben a HC104-hez vol-
tak rendelhetok.
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12. Tablazat Kromatografias adatok, retencios faktor (k°), szelektivitas (&) és a felbontas (Rs)
értékei B-2-4 és B-2-7 vegyiiletek enantiomerjeinek kozvetlen elvalasztasa soran, koronaéter al-
16fazison, valtozoé mozgofazis dsszetételnél

Vegyiilet

Mozgofazis B-2-4 B-2-1

k1 ’ k2 ’ (94 Rs k]_ ’ kz ’ (24 Rs

20% MeOH+ 10 mM HCOOH (pH 3,03) | 2,23 | 3,63 | 1,63 | 0,95 4,03]583]145]|1,40

20% MeOH+ 10 mM AcOH (pH 3,54) 2,07 13,07(148]| 1,60 2,7113,96 1,461,440

20% MeOH+ 10 mM TFA (pH 2,11) 100161161185 19112471129 1,25

20% MeOH+ 10 mM HCIO, (pH 2,10) | 0,78 [ 1,27 1,63 | 1,92 | |[1,41[1,96|1,39 1,29

20% MeOH+ 10 mM H,SO4 (pH 1,91) 0,86 | 1,38 | 1,60 | 2,00 160(2,15/1,34 1,60

20% MeOH+HCOOH (pH 3,99) 2,06 [ 3,50 [ 1,70 | 1,60 405]571[1,41]1,25
20% MeOH+AcOH (pH 3,98) 1,78 13,05 | 1,71 | 2,30 4,03]5,84 1,45/ 1,40
20% MeOH+ TFA (pH 3,96) 1,58 |2,63|1,66 | 2,10 3,80 | 5,43 | 1,43 | 1,65
20% MeOH+ HCIO, (pH 3,95) 2,13 (3,68 [1,72 | 2,35 45116,29|1,39]1,95
20% MeOH+H,S0, (pH 3,97) 2,09]3,33[1,60] 1,80 3,65 5,73 ] 1,47 2,95

Kolonna, (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav hosszi szénlanct karral, mozgofazis,
H,O/MeOH = 80/20 (v/v) + sav; aramlasi sebesség, 0,5 ml perc™; detektalas, 205 nm; hdmérsék-
let, 25 °C

A kromatografias adatok valtozasat a pH fiiggvényében 50% (v/v) MeOH-t tartalmazo
eluensben vizsgaltuk gy, hogy jégecet segitségével kiilonbozé pH értékeket allitottunk be. A
vizsgalt vegyliletek sora itt mar szélesebb volt: f-2-1, f-2-4, f-2-6, p-2-7, p-2-8 és f-2-10. A
pH-t 5,22-r61 3,65-re csokkentve azt tapasztaltuk, hogy a retencids faktor értékek 70-80%-kal
csokkentek. Az oszlopon valé tartozkodasi id6 legnagyobb mértékben az alifas oldallancot (5-2-
1, f-2-4 és B-2-6) tartalmazo vegylileteknél csokkent. A savas mdodositd mennyiségének novelé-
sével ndtt a mozgotazis ionerdssége, mellyel parhuzamosan csokkent a pH. Ezaltal erésodtek a
hidrofil kdlcsonhatasok az ionos vegyiiletek €¢s mozgo6fazis kozott, mely végsod soron a retencios
idO6k csokkenésben és a szelektivitasi, valamint felbontas értékek kisebb mértékli valtozasaban
nyilvanult meg. A felbontas értékek csokkenése koriilbeliil 10-15%-ra volt tehet6. Ez a megfi-
gyelés éppen ellentétes a kutatdcsoport egy korabbi koronaéter szelektoron végzett eredményé-

vel, ahol « és Rs novekedett a pH csokkenésével [104].

5.2.2. A mozgdfazisbeli apolaris modosito (alkohol) mindségének és mennyisé-

gének hatdsa az elvalasztdsra

A mozgofazisban 1évé alkohol mindségének hatasat olyan eluenssel vizsgaltuk, melyben az
apolaris modosit6 MeOH, EtOH, n-PrOH és IPA volt. Ezekben a mozgo6fazisokban az egyes

alkoholokra nézve a koncentraciot allando értéken tartottuk (4,93 M), emellett a mozgofazis 10
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mM AcOH-t is tartalmazott. A vizsgalt vegyiiletek f-2-1, g-2-4, p-2-6, p-2-7, p-2-8, és -2-10
voltak, melyek koziil két minta eredményei keriiltek szemléltetésre a 17. abran. Szabalyszeriisé-
get a retenciods faktor valtozasa és az alkohol szénatomszama kozott nem lehetett megallitani, a
legnagyobb elucids id6 minden esetben a metanolhoz vagy etanolhoz volt kothetd. Az alkoholok
apolaris karaktere a MeOH<EtOH<PrOH<IPA sorrendben nd, ezaltal csokken a mozgdfazis és a
vegylilet kozott kialakuld, polaris kolcsonhatds, mely végsd soron a visszatartas ndvekedését
kellene, hogy eredményezze. A ,,hosszl karral” rendelkezd kolonndn ez a szabalyszerliség nem
volt megfigyelhetd, de rovidebb ,,rogzité karral” rendelkez6 kolonnan igen [57]. Ennek valdszi-
nli magyarazata az, hogy a nagyobb C-atomszamu alkoholok (PrOH, IPA) jobban szolvataljak a
hosszu szénlanccal rendelkez6 allofazist, gatolva az aminosav-szelektor kozti kolcsénhatast.

A kiilonbozo alkoholok nemcsak a visszatartast, hanem az enantioszelektivitast is nagymér-
tékben befolyasoljak. A szelektivitas valtozasat befolyasolta a mintamolekula oldallancanak mi-
nésége is. Alifas oldallanct vegyiiletek esetén altalaban a MeOH-hoz tartozott a legkisebb a. Az
aromas oldallanccal rendelkezd aminosavak esetén minimum volt megfigyelhetd ezen érték te-
kintetében, mely minimum a PrOH-hoz volt rendelhetd. A felbontas értékek a szelektivitas érté-
keinek valtozasat nem minden esetben kovették. Az Rs értékek valtozasaban szabdlyszeriiség

nem volt megéllapithato.

B-2-1 £2-8
N 1,6 4 § kll § 2,0 q kll
Ta e NERN gl I
% Ny
08 1,04 / v
0,4 % 7 05 % %
"~ MeOH EtOH IPA n-ProH o EtOH IPA n-ProH

17. abra Kromatografias jellemzok (k1 ’, &, Rs) valtozasa az alkohol minéségétdl fliiggden

Kolonna, (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav hossz szénlancu karral, mozgofazis,
H,O/apolaris médositod (alkohol; ¢=4,93 M)+ 10 mM AcOH; aramlasi sebesség, 0,5 ml perc'l;
detektalas, 205 nm; hémérséklet, 25 °C

A mozgo6fazis alkoholtartalmanak hatasat a kromatografias adatokra, az alifas oldallanccal
rendelkez6 B-2-1, p-2-2, f-2-4 és f-2-6, valamint az aromds csoportot tartalmazé f-2-7 és f-2-8
molekulak esetén vizsgaltuk, kiilonb6z6 H,O/MeOH (v/v) + 10 mM AcOH 0sszetételi

eluenseknél (18. abra). Minden vizsgalt molekula esetében a retencios faktor valtozasa a MeOH
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tartalom fiiggvényében minimumgorbe jellegli volt. A vizes fazisban gazdagabb eluens esetén, a
vizes fazis mennyiségének ndvekedésével a retencios faktor is novekedett a hidrofob kdlcsonha-
tasok hangstlyosabba valasaval, mely jelleg a #-2-4 molekulanal volt a legmeghatarozobb. Ez a
vegyitilet hosszu, lipofil jellegii alkilcsoporttal rendelkezik, mely viszonylag erés kolcsonhatasba
1éphet a szelektort rogzité 11 metiléncsoportot tartalmazé karral, nagy viztartalmu eluensek ese-
tén. A novekvé alkoholtartalom hatasara a mozgofazis kevésbé polaris, egyre hidrofob jellegtivé
valik. Ennek kovetkeztében a hidrofil kdlcsonhatasok, melyek a mozgotazis és a vegyiilet polaris
funkcios csoportjai kozt 1éptek fel, hattérbe szorultak, mely maga utan vonta a retencios faktor
novekedését. Ebben az esetben is, mint ahogy a makrociklusos antibiotikum szelektorral rendel-
kez6 oszlopok esetén tortént elvalasztasoknal, a minimumgorbe inflexids pontja, valamint a n6-
vekedés, illetve csokkenés meredeksége molekulanként valtozott [94, 95].

A szelektivitas és a felbontas valtozasa eltérd volt az alifas és az aromas oldallanccal rendel-
kez6 vegyiiletek esetén. A telitett alkilcsoportot tartalmazé mintaknal az « és Rs értékek kis mér-
tékben novekedtek a MeOH mennyiségének novekedésével parhuzamosan, ellentétben az aro-

mas molekulakkal, ahol kis mértékii csokkenés volt megfigyelhetd.
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18. abra Retencios faktor (k; ) valtozasa az eluens dsszetétellel
Kolonna, (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav hosszli szénlanct karral; mozgofazis,
H,O/MeOH (v/v) + 10 mM AcOH; aramlasi sebesség, 0,5 ml perc'l; detektalas, 205 nm; hOmér-
séklet, 25 °C
5.2.3. A szerkezet-visszatartas kapcsolata f-aminosav enantiomerek elvalaszta-

sa eseten

A kromatografias elvalasztasok soran egy dinamikus egyensuly alakul ki, ahol id6ében az al-
lofazissal kapcsolatot 1étesitd, a mozgotazist elhagyo €s az oda visszatérd molekulak mennyisége

allando. Ez az egyensuly rendkiviil érzékeny a kiilonbozd koriilményekre, igy természetesen a
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vegyliletek szerkezetére is.

H,O/MeOH=80/20 (v/v) + 10 mM AcOH 0sszetételii mozgofazisban vizsgaltuk a f-2-
aminosavak kromatografias viselkedését (13. Tablazat). A B-2-1 - S-2-4 sorban az oldallanc
szénatomszadma nd, mely altal egyre jobban hidrofob jelleglivé valik a molekula. Ez elésegiti a
hidrofob/sztérikus kolesonhatasok kialakulasat a minta és a szelektor kozott, ami a retencios fak-
tor novekedésében nyilvanul meg. A viszonylag hossza rogzité kar a szelektor flexibiliasat is
noveli és az allofazis részErdl is tobb lehetdséget teremt az apolaris kdlcsonhatasok kialakitasara.
A [-2-5 és B-2-6 esetén a nagyobb szénatomszam és hidrofobicitas nem parosult nagyobb &’
értékkel, melynek magyarazata az elagazé oldallancra vezethetd vissza. Ez a szerkezet, valoszi-
niileg sztérikus okok miatt, csokkentette a kialakuld molekula-allofazis komplex stabilitasat. A
PB-2-5 és B-2-6 Osszehasonlitasanal a mar korabban emlitett, f-2-6-ra jellemz6 nagyobb rugal-
massag, hidrofobicitas noveli az allofazissal vald kolcsonhatast, igy a f-2-6 molekuldhoz na-

gyobb k' értékek voltak rendelhetok.

13. Tablazat Kromatografias adatok, retencios faktor (k’), szelektivitas (&) és a felbontas (Rs)
értékei f-2-aminosavak enantiomerjeinek kozvetlen elvalasztasa soran

Kromatografias adatok
Vegyiilet K. . Rs
p2-1 0,30 1,29 1,55
B-2-2 0,75 1,60 1,40
p-2-3 1,30 1,70 1,65
p2-4 2,07 1,27 1,55
B2-5 0,84 1,45 1,50
p-2-6 0,94 1,28 1,55
B2-7 2,71 1,46 1,40
B-2-8 1,74 1,39 1,90
F-2-9 2,00 1,41 1,60
S-2-10 7,10 1,53 1,74
p-2-11 6,20 1,55 1,60

Kolonna, (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav hosszi szénlanci karral, mozgofazis,
H,0/MeOH = 80/20 (v/v) + 10 mM AcOH; aramlasi sebesség, 0,5 ml perc™; detektalas, 205 nm;
hoémérséklet, 25 °C

Az aromas oldalldnccal rendelkezé f-2-7 - B-2-11 vegyiileteket Osszehasonlitva a telitett
szénhidrogén lancot tartalmazokkal azt lehetett megallapitani, hogy ugyanolyan koriilmények
kozott tovabb tartozkodtak az oszlopon. A vegyiiletek 7 karaktere a szelektor polaris csoportjai-
val kialakitott, diszperzids, 77, polaris kdlcsonhatason keresztiil hozzajarult a retencidhoz, me-
lyet a f-2-8 - B-2-11 mintak esetében még a H-hid kialakitasanak lehetdsége is eldsegitett. A

nagy k’ értékek a f-2-10 és B-2-11 vegyiiletek esetén az 11j apolaris molekularészletek jelenlété-
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vel, ezaltal az apolaris kolcsonhatasok kialakulasadnak lehetdségével magyarazhatok.
enantiomertiszta minta injektalasaval keriilt meghatarozasra. A megallapitott elticios sorrend: az

(S)-enantiomer korabban elualodott, mint az (R).

5.2.4. Homeérséklethatas és termodinamikai adatok

A hoémérséklet kromatografids adatokra kifejtett hatasanak vizsgalatahoz, két allando
eluensosszetétel mellett, 7 °C és 40 °C homérsékleti tartomdnyban végeztiink méréseket. A két
mozgofazis HoO/MeOH = 80/20 (v/v) + 10 mM AcOH és HpO/IPA = 62/38 (viv) + 10 mM
AcOH volt, ami azt jelentette, hogy az eluensekben az alkohol koncentracioja 4,93 M.

A vizsgalt hdmérséklettartomanyban, a hdmérséklet emelkedésével a &k’ és « értékek csok-
kentek, mig Rs értékek minden vegyiiletnél maximum gorbe szerint valtoztak mindkét eluensben,
ahol a maximum helye és a valtozas meredeksége mintanként eltéré volt (ezen eredmények nem
keriilnek bemutatasra). Az eredmények magyarazata az 5.1.4. fejezetben részletes kifejtésre ke-
rilt.

A lejatsz6do folyamatok jobb megértése érdekében a van’t Hoff egyenletek (17, 21) segitsé-
gével termodinamikai adatokat hataroztunk meg, el6z6 irodalmi adatokra tamaszkodva [105-
107]. Az igy meghatirozott AH®° és AS** ¢értékek negativak és ez elsOként eludlodott
enantiomerhez az abszolut értékben kisebb adatsorok tartoztak (14., 15. Tablazat). Az alifas
oldallancu vegyiiletek (f-2-1 - f-2-4) esetén a -AH °és -AS ** n6étt mindkét mozgdfazis rendszer-
ben az oldallancok hosszusagaval. Emellett megallapitottuk, hogy a MeOH tartalmu rendszerben
ezek az adatok abszolut értékben kisebbnek adodtak egy vegyiilet esetén, mint az IPA-t tartalma-
z6 eluensben. Valdszinti, hogy a mintamolekula és a szelektor szolvatacios viszonyai kedvezob-
bek IPA tartalmu mozgofazisban az alldfazissal kialakitando kdlcsonhatasok szempontjabol.

Az aromas csoportot tartalmazé mintak esetén a termodinamikai jellemzok kissé negativab-
baknak adodtak, mint az alkilcsoporttal rendelkez6 molekulaknal, ugyanakkor nagy kiilonbség a
két kiilonb6z6 mozgdfazisnal nem volt megfigyelhetd.

A A(AH ) és A(AS ) értékek az alifas oldallanch vegyiiletek koziil a f-2-4 molekula esetén
voltak a legnegativabbak, mindkét mozgofazisban. E szerint a kolcsonhatas a hossza oldallancot
tartalmazo vegyiilet és a hosszl szénlancu karral rogzitett koronaéter kozott nem csak a vissza-

tartasra, hanem az enantioszelektivitasra is pozitivan hatott.
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14. TAablazat Termodinamikai adatok, AHS AS¥, A(AH9, AAS9, AAGY és korrelacios koefficiens (R?) értékei (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-
tetrakarbonsav kolonnan

. : -AH° -AS Korrelacios - - -
Vegyilet | Sztereoizomer (kalrlnlj)rl) 3 mﬂ?’lK'l) koefficiens, R? <k3'(rﬂ'§|?) @ ;‘ff.‘-?,?-l) ?Igﬁ(?lz'%iK

p2-1 1 11,8 42,4 0,9986 2,4 6,2 0,56
2 14,2 48,6 0,9977

B2-4 1 16,4 47,7 0,9944 3,2 8,8 0,59
2 19,6 56,5 0,9963

B2-6 1 19,9 56,4 0,9959 13 2,5 0,59
2 21,2 58,9 0,9972

2T 1 20,0 60,8 0,9910 2.3 46 0,92
2 22,3 65,4 0,9933

28 1 75 51,7 0,9975 5,6 16,2 0,81
2 131 67,9 0,9963

£-2-10 1 26,2 79,0 0,9928 2,2 4,0 1,31
2 28,4 83,0 0,9920

Kolonna, (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav, ,,hosszi szénlanct karral”; mozgéfazis, H.O/MeOH = 80/20 (v/v) + 10 mM AcOH; aramlasi
sebesség, 0,5 ml perc™; detektalas, 205 nm; A4S % = AS°+In®, ahol @ a fazisarany reciproka; AG @ = AH °- TAS " ; R?, korrelacios koefficiens a van’t

Hoff egyenlet, Ink’ — 1/T abrazolasanal
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15. TAablazat Termodinamikai adatok, AHS AS%, A(AH9, AAS9, AAGY és korrelacios koefficiens (R?) értékei (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-
tetrakarbonsav kolonnan

. : -AH° -AS Korrelacios - - -
Vegyilet | Sztereoizomer (kalrlnlj)rl) @ mﬂ?’lK'l) koefficiens, R2 <k3'(rﬂ'§|?) @ ;‘ff.‘-?,?-l) ?Igﬁ(?lz'%iK

B2-1 1 10,3 48,1 0,9969 3,0 6,5 1,07
2 13,3 54,6 0,9985

22 1 12,1 45,4 0,9985 2.1 32 1,17
2 14,3 48,7 0,9988

B2-3 1 13,1 47,4 0,9927 46 10,2 1,60
2 17,7 57,6 0,9974

B2-4 1 15,1 51,5 0,9983 5,3 12,0 1,80
2 20,4 63,5 0,9995

25 1 16,4 58,3 0,9985 2,2 3,1 1,27
2 185 61,4 0,9989

26 1 22,9 78,3 0,9986 2,9 3,7 1,82
2 258 82,0 0,9990

B2 1 24,2 79,2 0,9973 3,3 75 1,09
2 275 86,7 0,9977

28 1 231 80,3 0,9957 1,3 2,1 0,68
2 244 82,4 0,9966

£-2-10 1 21,7 69,7 0,9995 6,7 19,0 1,14
2 284 88,6 0,9995

Kolonna, (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav, ,,hosszu szénlanct karral”’; mozgofazis, HoO/IPA = 62/38 (v/v) + 10 mM AcOH; aramlasi sebes-
ség, 0,5 ml perc™; detektalas, 205 nm; A4S = AS°+In®, ahol @ a fazisarany reciproka; AG * = AH°- TAS " ; R korrelacios koefficiens a van’t Hoff
egyenlet, Ink’ — 1/T abrazolasanal
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A AAG9) értékek alapjan a telitett szénhidrogén molekularészletet tartalmazo vegyiiletek
esetén a HyO/IPA = 62/38 (v/v) + 10 mM AcOH rendszer kedvez6bb az enantiomerek megkii-
16nboztetése szempontjabol, mint a MeOH tartalmu. A legnegativabb A(AG ) adatok a f-2-4 és a
B-2-6 molekulakhoz voltak rendelhet6k, ami azt jelenti, hogy az apolaris és a sztérikus kdlcson-
hatasok jelentésen hozzajarulnak a kiralis felismeréshez.

Az aromas oldallanc esetén a H,O/MeOH = 80/20 (v/v) + 10 mM AcOH eluens bizonyult ha-
tasosabbnak a A(AG ©) adatok alapjan.

Osszegezve, a vegyiilet-allofazis komplex kialakulasat eldsegité intermolekuléris kdlcsonhatasok
rendszerint exotermek és a hozzajuk tartozo enatropiavaltozasok is negativak. A negativ A(AG 9
érték a negativ A(AH 9) értékbdl ered, mely alapjan kijelenthetd, hogy a vizsgalt vegyiiletek elva-

lasztasa entalpiavezérelt volt [54].
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5.3. f-Laktam enantiomerek elvalasztasa modositott poliszacharid alapu
kiralis allofazisokon

Az eddigiekben targyalt elvalasztasok mind forditott fazisa (RP) koriilmények kozt valosul-
tak meg. A [ -laktam sztereoizomereket, apolaris oldoszert tartalmazo, normal fazisa (NP) rend-
szerben sikeriilt elvalasztani, amiloz trisz-(3,5-dimetilfenilkarbamat) alapt AmyCoat™ és cellu-
16z trisz-(3,5-dimetilfenilkarbamat) alapa AmyCoat™ oszlopokon.

A kisérletek soran meghatarozott kromatografias jellemzok egy részét a 16. Tablazat tartal-

mazza, azon koriilmények kozott, melyek a legeredményesebbek voltak az adott vegyiiletre néz-

ve (6sszehasonlitas céljabol néhany sikertelen elvalasztas adatai is bekeriiltek a Tablazatba).

16. Tablazat Kromatografias adatok, retencios faktor (k’), szelektivitas (&) és a felbontas (Rs)
értékei f-laktam enantiomerek kozvetlen elvalasztasa soran

Vegyiilet | Mozgofazis | Kolonna kq' a Rs Eltcios sorrend™
SL-1 95/5 AmyCoat™ 2,81 1,34 3,50 1R,5S
SL-2 98/2 AmyCoat™ 9,82 1,06 0,85 1R,6S
SL-3 90/10 CelluCoat™ | 2,11 1,09 1,15 1S,6R
BL-4 90/10 AmyCoat™ 1,74 1,13 1,50 1S,6R
BL-5 90/10 AmyCoat™ 1,81 1,14 1,45 1S,7R
£L-5 90/10 CelluCoat™ | 1,63 1,00 0,00 -
SL-6 90/10 AmyCoat™ 1,49 1,40 3,75 1S,8R
BL-7 90/10 AmyCoat™ 1,66 1,25 2,70 1S,6R
SL-8 90/10 AmyCoat™ 2,46 1,98 11,3 15,55
SL-9 90/10 AmyCoat™ 2,39 1,30 3,80 1S,6S
FL-10 90/10 AmyCoat™ 3,79 1,56 8,65 1S,7S
pfL-11 90/10 AmyCoat™ 2,00 1,02 <0,20 -
pL-11 90/10 CelluCoat™ | 1,24 1,15 1,55 1S,2R,5S,6R
pL-12 90/10 AmyCoat™ 1,95 1,07 0,80 1S,2S,5R,6R
PfL-12 90/10 CelluCoat™ 1,47 1,13 1,50 1R,2R,5S,6S
pL-13 95/5 CelluCoat™ | 5,72 1,05 1,30 R
pL-14 90/10 CelluCoat™ | 2,55 1,20 2,80 R

B-L-15 90/10 | AmyCoat™ | 2,01 1,21 2,75 S
p-L-16 90/10 AmyCoat™ 2,33 1,00 0,00 -
pL-16 90/10 CelluCoat™ | 3,33 1,12 1,85 S
pL-17 90/10 AmyCoat™ 2,55 1,13 1,80 R
pL-17 90/10 CelluCoat™ | 3,64 1,00 0,00 -
pL-18 90/10 AmyCoat™ 2,43 1,09 1,25 R
pL-18 90/10 CelluCoat™ | 3,67 1,06 1,15 R
p-L-18 95/5 CelluCoat™ | 6,74 1,09 1,60 R
p-L-19 90/10 AmyCoat™ 2,60 1,15 2,15 R

Kolonna, Kromasil AmyCoat™, Kromasil CelluCoat™; mozgoéfazis, n-heptan/IPA (v/v); aramla-
si sebesség, 0,5 ml perc'l; detektalas, 225 nm; * elsdként eludlodott enantiomer konfiguracidja;
homérséklet 25 °C
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Az adatok alapjan kijelenthet, hogy a modositott poliszacharid alapti kolonnak igen hatéko-
nyan valasztjak el egymastol a f-laktam enantiomereket, az amiloz €s celluloz oszlopok azonban
nem voltak egyforman eredményesek. A CelluCoat kolonnan a g-L-1, f-L-2, g-L-4 - B-L-7, -
L-13 és B-L-1 mintak elvalasztasa kevésbé volt sikeres, mig AmyCoat 0szop alkalmazasa S-L-2,
FL-11, B-L-13, B-L-14 és B-L-16 molekuldk esetén eredményezett rosszabb elvalasztast. A
koriilmények helyes megvalasztasaval (eluensosszetétel, kolonna) a felsorolt vegyiiletek dontd
tobbségénél ugyancsak sikertiilt az alapvonalra torténé elvalasztast megvalositani.

Az eluensben alkalmazott alkohol nagymértékben befolyasolta a kromatografias viselkedést.

Vizsgalataink Kiterjedtek mind az alkohol mindségi mind mennyiségi valtozasanak hatasara is.

5.3.1. A mozgofazisbeli alkohol minoséegének hatasa a [-laktam enantiomerek

elvalasztasara

Az eluensben alkalmazott alkohol mindségének hatasat a n-hexan/alkohol Osszetételli elegy-
ben vizsgaltuk gy, hogy az alkohol koncentraciéja minden esetben 0,39 M volt (19. abra). A
kromatografids adatokat tekintve semmilyen Osszefliggés nem volt megéllapithaté az eluenst
alkot6 alkohol szénatomszama és a retencids faktorok kozott. A két killonb6zo allofazis esetén,
MeOH jelenlétében 1ényegesen kisebb retencios faktorok adodtak az amiloz alapu allofazison a
cellulézhoz képest. A tobbi polaris modositod alkalmazasa ilyen mértékii kiilonbséget nem ered-
ményezett az Osszes vizsgalt vegyiilet adatait figyelembe véve. Az enantioszelektivitas (@), a
kiilonb6z6 alkoholok hasznalata esetén nem valtozott jelentésebb mértékben (a=1,0-1,3). A
fennallo csekély kiilonbség Wang és Wenslow szerint abban rejlik, hogy a kiilonboz6 alkoholok
eltéré mértékben szolvataljak a kiralis szelektort (és a vegyiiletet is), mely befolyasolja azok fi-
zikai és kémiai tulajdonsagait [108]. A felbontéast érzékenyen érinti a polaris modositd valtozta-
tasa, de ezen valtozasban 4ltalanos szabalyszerliség nem volt megallapithatd (19. dbra). Talan
annyi, hogy azokban az esetekben, amikor a szelektor hatékony volt a sztereoizomerek elvalasz-
tasaban, akkor altalaban a hosszabb szénlancu és eldgazast tartalmazo (PrOH, BuOH és IPA, t-
BuOH) alkoholok esetén nagyobb Rs értékeket kaptunk, amellett, hogy az « ugyanakkora vagy
kisebb volt.
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5.3.2. A mozgofazisbeli alkohol mennyiségének hatasa a [-laktam enantiomerek

elvalasztasara

A mozgobfazisban 1évo alkohol mennyiségének hatasdit AmyCoat oszlopon vizsgaltuk a n-
heptan/IPA 6sszetételii rendszerben (20. abra). Az alkohol aranyanak novekedésével parhuzamo-
san a retencios faktor nagymértékben csokkent, mikdzben a szelektivitas €s felbontas értékei
kiilonféleképpen alakultak. Az « értékek viszonylagos allandosagot mutattak, értékiiket az IPA
mennyisége csak kis mértékben befolyasolta. Az Rs értékek a legtobb esetben az oszlopon valod
tartozkodas idejével parhuzamosan valtoztak. Igaz, voltak ettdl eltérd viselkedések is (pl.: a B -
L-2 mintahoz tartozé felbontas értékek maximum gorbe jelleggel valtoztak az alkohol mennyi-

ségének novekedésével).

L2 ALY
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20. abra Kromatografias adatok valtozéasa az eluens Osszetétellel

Kolonna, Kromasil AmyCoat™; mozgofazis, n-heptan/ IPA (v/v); aramlasi sebesség, 0,5 ml
perc'l; detektalas, 225 nm; homérséklet, 25 °C

Az oszlopon val6 tartozkodas ideje két 0sszetevobdl all, ahogy mar esett rola sz6. Egyrészt

az un. nem enantioszelektiv kolcsonhatasokbol, melyek csak az enantiomerek retencids idejét
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novelik, de a szelektivitast nem, és az enantioszelektiv kolcsonhatasokbol, melyek eredménye-
ként 1étrejon az enantiomerek elvalasztasa. Lathato a 20. abran, hogy a szelektivitas csak kismér-
tékben valtozott a kiilonb6z6 Osszetételii elegyek esetén, azaz az alkohol mennyisége dontéen
nem befolyasolja az enantioszelektivitast. Az altalaban csokkend felbontas értékek az egyre szé-

lesedd csticsalakok rovasara voltak irhatok.

5.3.3. Molekulaszerkezet-visszatartas osszefiiggések vizsgalata a [-laktam

enantiomerek elvalasztasara

Néhany kivalasztott vegyiilet esetén vizsgaltuk a molekulaszerkezet-visszatartas kapcsolatat
is. A tapasztalat az volt, hogy egy adott kolonnan egy adott eluens Osszetételnél a f-laktam gyi-
rithéz kapcsolt telitett/telitetlen gyliri szénatomszamanak novekedtével a retencids faktor is
rendszerint novekedett (16. Tablazat) [109]. Az AmyCoat kiralis oszlopon a f-L-11 és f-L-12
mintakhoz rendelhetd &’ értékek kissé nagyobbnak, mig a CelluCoat oszlopon kisebbnek adodtak
a fB-L-5 molekulahoz képest, mely szintén héttagi kondenzalt gy(r(it tartalmazott. Ez a viselke-
dés a szénhidratlanc merev lindris (cellul6z alapu), vagy helikélis (amiléz alaptl) szerkezetének,
valamint a szomszédos polimerlancok kiralis rendezettségében fennalld kiilonbozéségnek
(szupramolekularis kiralitas) tulajdonithat6 [110]. A haromgyris szerkezettel rendelkezé £ -L-
11 és B-L-12 vegyiiletek sztérikusan jobban illeszkednek az amiloz iiregeibe, mint a cellul6zéba,
ezaltal erdsebb kolcsonhatas alakul ki az AmyCoat oszlopon, mely kdlcsonhatas valoszintlileg
akiralis, azaz a szelektivitast nem noéveli (16. Tablazat).

A 3,5-dimetilfenilkarbamattal modositott poliszacharid szelektorokra igaz, hogy a
polimerlanc belsejében helyezkednek el a hidrofil jellegli karbamatcsoportok, amig a hidrofob
aromas gyurtk a kiilsé részen. Az enantiomerek ezaltal H-kotéseket képesek 1étesiteni az —NH-
¢s a —CO= csoportokkal, s6t ez utobbival dipol-dipol kdlcsonhatasok is kialakithatdak. A kiralis
kromatografiaban hangsulyos 7—rxkolcsonhatasok lehetdségét a modositott fenilcsoportok te-
remtik meg.

A kiilonbozé vegyliletekhez tartozd kromatografias adatokat vizsgalva kijelenthetd, hogy
azon vegyiiletek esetén, melyek kettds kotéssel vagy aromas rendszerrel rendelkeztek, azaz ké-
pesek voltak a 7z kolcsonhatasok kialakitasara, nagyobb visszatartast és a legtobb esetben na-
gyobb szelektivitast €s felbontast kaptunk. Ez az 4llitds az aromés gylrit tartalmaz6 mintakra
méginkabb jellemz6 volt.

Vizsgaltuk a halogén szubsztituensek szerepét is az elvalasztas szempontjabol. A fluor-klor-

brom halogén atomot tartalmazé f-L-15, f-L-18 és B-L-19 mintak retencids adatait vizsgalva
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megallapithat6, hogy a halogén méretének novekedésével parhuzamosan nétt a visszatartas is,
ellenben a legjobb felbontas értékek, mindkét szelektor esetén a fluor szubsztituenssel rendelke-
26 vegyiilethez voltak rendelhet6k. Egy masik érdekes Osszehasonlitas targyat képezték a B -L-
16, p-L-17 és f-L-18 mintak, ahol a kiilonbséget a klor atom helyzete jelenteti. A szerkezet be-
folyasat a kiralis felismerésre jol jelzi, hogy a para helyzetben szubsztitualt vegyiiletnél nem volt
lényeges kiilonbség a szelektivitdsban és felbontasban a két szelektort vizsgalva, mig az orto
helyzetli szubsztitucid esetén a CelluCoat oszlop, a meta helyzetli szubsztitucid esetén pedig az
AmyCoat 0szlop bizonyult hatékonyabbnak.

Minden esetben meghataroztuk az eltcids sorrendet is, szabalyszeriiség azonban nem volt
megallapithato. Erdekesség, hogy a B-L-5, f-L-6, B-L-9, f-L-10 és B-L-12 mintdk esetén
elucidssorrend-valtozas volt megfigyelhetd az amiloz- illetve celluldz-alapu kolonnékon.

Az itt targyalt megallapitasokhoz tartozo adatok egy része csak kozleményiinkben talalhato
meg [109].

5.4. Egy kiralitascentrumot tartalmazé aminonaftol enantiomerek (Betti-

bazisok) elvalasztasa médositott poliszacharid alapu kiralis alléfazisokon

Célkitiizéslink ezen vegyiiletcsoport vizsgalata esetén is hasonld volt: a modell vegyiiletek
enantiomerjeinek elvalasztasa, a kisérleti koriilmények valtozasanak hatdsa, az elvalasztas lehet-
séges mechanizmusainak feltérképezése. Emellett 6ssze kivantuk hasonlitani az azonos kiralis
szelektorral- celluloz trisz-(3,5-dimetilfenilkarbamat)-tal rendelkezd, de mas gyart6tol szarmazo
Kromasil CelluCoat és Daicel Chiralcel OD-H oszlopok elvalasztoképességét [111].

A vizsgalt vegylileteinket (Betti-bazisok) két csoportba oszthatjuk az alapjan, hogy a naftalin
gyliri mely szénatomja szubsztitualt az —OH csoporttal. Ennek alapjan megkiilonboztetiink 2-
naftol analogokat, melyek az 1-es csoportba kaptak besorolast és 1-naftol analdgokat, melyek a
2-es csoportot képezik (4.1. fejezet). A Betti bazis enantiomerek elvalasztasat a mar emlitett két
kolonnan, normal fazisu koriilmények kozott n-heptant vagy n-hexant valamint polaris modositot
(MeOH, EtOH, PrOH, IPA, BUOH vagy t-BuOH) tartalmaz6 mozgofazissal vizsgaltuk, mely kis

mennyiségben DEA-t is tartalmazott a csticsalak szimmetrikusabba tétele érdekében.
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5.4.1. A mozgofazisbeli alkohol mindségének hatdsa Betti-bdzis enantiomerek

elvalasztasara

Az elvalasztas optimalizalasa érdekében vizsgaltuk a mozgofazisbeli alkohol mindségének és
mennyiségének hatdsat. A mozgodfazisbeli alkohol mindségének hatdsa az elvalasztasra, a 21.

abran keriil szemléltetésre. A vizsgalat soran gy jartunk el, hogy a polaris modositd (alkohol)

ben. Az els6ként elualodo enantiomerhez rendelhetd k; * értékek a B-1A, B-2A és B-1L vegyiile-
tek esetén néttek az alkohol szénatomszadmanak novekedtével, kiillonosen abban az esetben ami-
kor az alkohol elagazé lancot tartalmazott. A legnagyobb retenciét az IPA, BuOH és t-BuOH
alkalmazasa esetén kaptuk.
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21. abra Kromatografias adatok B-1A, B-2A és B-1L Betti-bazis enantiomerek elvalasztasa ese-
tén kiilonbozo alkoholok jelenlétében

Kolonna, Kromasil CelluCoat™; mozgofazis, n-heptan/polaris modositd (alkohol; c¢=2,6
M)/DEA (v/v); aramlasi sebesség, 0,5 ml perc“l; detektalas, 205 nm; homérséklet, 25 °C
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Ennek  valoszinli  magyardazata, @ hogy az  alkoholok  apolaris  jellege az
EtOH<PrOH<IPA<BUOH<t-BUOH sorban nd ¢s ez eldnytelen a minta és a mozgotazis kozott
kialakul6 poléris kolesonhatasokra szempontjabol. Ezaltal a minta ,,szivesebben” tartozkodik az
allofazison, mely a retencids id6 novekedésével jar. Ezt a jelenséget az alkohol elagaz6 szerkeze-
te (IPA, t-BuOH) sztérikus okokra visszavezetheten hangsulyosabba tette. A polaris modositd
természetesen a kiralis és nem kiralis kdlcsonhatasok aranyat is befolyasolhatja, hatast gyakorol-
va a szelektivitasra és felbontasra is. A legtobb esetben az IPA bizonyult a leghatékonyabbnak az
elvalasztas szempontjabol, ezért a tovabbiakban kisérleteinkhez IPA-t valasztottunk polaris mo-

dositoként.

5.4.2. A mozgofazisbeli alkohol mennyiségének hatasa Betti-bazis enantiomerek

elvalasztasara

Az alkohol mennyiségének valtozasa a n-hexan/IPA/DEA mozgdfazis rendszerkben nagy-
mértékben befolyasolta a kromatografias viselkedést (22. abra). A példaként bemutatott B-1A ¢és
B-2A molekuldk esetén a CelluCoat kolonnén a &’ értéke csokkent a ndvekvd alkohol tartalom
hatasara (jellegzetes normal fazisu viselkedés), mikdzben a szelektivitas és felbontas valtozasa
eltéré volt. Meg kell jegyezni, hogy mindkét kiralis alloéfazis (CelluCoat és Chiralcel OD-H)
szokatlanul hatékony volt ezen csaladba tartozo vegyiiletek elvalasztasara (nagy « és Rs értékek)
(17., 18. Tablazat). A retenids id6 csokkentése (tehat az alkohol mennyiségének novelése az
eluensben) lehetdséget adott rovidebb, gazdasdgosabb, kdrnyezetkiméldbb analizisek kidolgoza-
sara.
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22. abra Kromatografias adatok valtozasa az eluensosszetétellel

Kolonna, Kromasil CelluCoat™; mozg6fazis, n-heptan/IPA/DEA (v/v/v); aramlasi sebesség, 0,5
mi perc'l; detektalas, 205 nm; homérséklet, 25 °C
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5.4.3. A CelluCoat és Chiralcel OD-H o0szlopok elvalasztoképességének ossze-

hasonlitasa Betti-bazis enantiomerek elvdlasztasa sordan

A CelluCoat és Chiralcel OD-H oszlopok 6sszehasonlitisihoz azonos eluensdsszetétel mel-
lett [(n-heptan/IPA/DEA 40/60/0,1) (v/v/v)] hajtottunk végre kisérleteket, melynek eredményeit a
17., 18. Tablazat tartalmazza.

Az els6ként elualodod enantiomer retencids faktora (k;’) azonos eluensdsszetételnél kisebb
volt a CelluCoat kolonnan, mindkét vegyiiletcsoport esetén (17., 18. Tablazat). Ez a megallapi-
tas a masodikként elualodo enantiomer esetében (kz ') mar modosult. A 2-naftoloknal kisebb, mig
az l-naftoloknal nagyobb volt az oszlopon valé tartézkodasi idé CelluCoat esetén a Chiralcel
OD-H-hoz viszonyitva (kivétel: B-2H, B-2J és B-2K). A szelektivitas ennek megfeleléen a 2-
naftolok esetén a Chiralcel OD-H-n, mig az 1-naftoloknal a CelluCoat oszlopon adédott na-
gyobbnak (kivétel: B-2K). A szimmetrikusabb cstcsalaknak kdszonhetéen a felbontas minden

esetben a CelluCoat kolonnén bizonyult nagyobbnak.
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17. Tablazat Kromatografias jellemzok, retencios faktorok (k°), szelektivitas (@) és a felbontas
(Rs) értékei Betti-bazis enantiomerek kozvetlen elvalasztasa soran

Vegyiilet Kolonna Ky’ ko’ a Rs
B-1A CelluCoat 0,74 2,22 2,97 11,2
OD-H 0,75 2,51 3,35 4,15
B-1B CelluCoat 0,70 1,96 2,80 9,30
OD-H 0,71 2,25 3,17 8,10
B-1C CelluCoat 0,98 2,39 2,43 8,90
OD-H 0,98 2,73 2,79 8,00
B-1D CelluCoat 0,67 2,01 3,00 10,9
OD-H 0,68 2,33 3,43 9,00
B-1E CelluCoat 0,73 2,11 2,87 9,30
OD-H 0,75 2,43 3,24 8,45
B-1F CelluCoat 0,79 2,21 2,80 9,90
OD-H 0,81 2,55 3,15 8,60
B-1G CelluCoat 1,11 2,57 2,31 9,25
OD-H 1,17 2,98 2,55 6,65
B-1H CelluCoat 0,80 2,03 2,53 9,25
OD-H 0,81 2,29 2,83 7,90
B-11 CelluCoat 1,07 2,13 1,97 6,70
OD-H 1,07 2,32 2,17 5,35
B-1J CelluCoat 0,84 2,09 2,49 9,25
OD-H 0,89 2,55 2,87 8,50
B-1K CelluCoat 0,85 2,14 2,52 8,60
OD-H 0,90 2,49 2,77 7,70
B-1L CelluCoat 0,71 1,00 1,41 2,05
OD-H 0,72 1,07 1,49 1,95
B-1M CelluCoat 0,65 0,99 1,53 3,00
OD-H 0,67 1,07 1,59 2,40
B-1N CelluCoat 0,63 1,01 1,60 3,15
OD-H 0,65 1,08 1,67 3,00
B-10 CelluCoat 0,60 1,01 1,68 2,95
OD-H 0,62 1,09 1,76 2,90
B-1P CelluCoat 0,55 1,00 1,82 4,30
OD-H 0,57 1,06 1,86 3,70

Kolonna, Kromasil CelluCoat™, Daicel Chiralcel OD-H mozgofazis, n-heptan/IPA/DEA
40/60/0,1 (v/vIv); aramlasi sebesség, 0,5 ml perc'l; detektalas, 205 nm; homérséklet, 25 °C
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18. Tablazat Kromatografids jellemzok, retencids faktorok (k’), szelektivitas (@) és a felbontas
(Rs) értékei Betti-bazis enantiomerek kozvetlen elvalasztasa soran

Vegyiilet Kolonna ki’ ko’ a Rs
B-2A CelluCoat 1,39 4,00 2,87 13,40
OD-H 1,43 3,96 2,77 9,95
B-2B CelluCoat 1,39 3,14 2,25 8,70
OD-H 1,45 3,12 2,15 7,45
B-2C CelluCoat 1,95 3,31 1,70 7,10
OD-H 1,98 3,19 1,61 5,10
B-2D CelluCoat 1,07 2,36 2,20 8,45
OD-H 1,09 2,26 2,07 6,45
B-2E CelluCoat 1,32 2,62 1,98 8,00
OD-H 1,39 2,59 1,86 5,75
B-2F CelluCoat 1,44 2,88 2,00 8,55
OD-H 1,52 2,86 1,88 5,40
B-2H CelluCoat 1,39 3,81 2,74 13,4
OD-H 1,44 3,91 2,72 9,95
B-21 CelluCoat 1,63 2,71 1,66 5,30
OD-H 1,67 2,69 1,61 4,30
B-2J CelluCoat 1,28 2,77 2,16 8,30
OD-H 1,40 2,96 2,11 6,35
B-2K CelluCoat 1,37 2,66 1,94 8,40
OD-H 1,57 3,13 1,99 7,15

Kolonna, Kromasil CelluCoat™, Daicel Chiralcel OD-H mozgéfazis, n-heptan/IPA/DEA
40/60/0,1 (v/viv); aramlasi sebesség, 0,5 ml perc'l; detektalas, 205 nm; hémérséklet, 25 °C

5.4.4. Molekulaszerkezet-kromatografias viselkedés Osszefiiggése Betti-bazis

enantiomerek elvalasztasa sOran

A vegyiiletek szerkezetének hatdsat a kromatografias elvalasztisra roviden az aldbbiakban
foglalhatjuk Ossze. A 17. és 18. Tablazat adatai alapjan az 1-naftol analogok esetén nagyobb
retencios faktor értékek kisebb szelektivitassal parosultak, az ugyanazzal a szubsztituenssel ren-
delkez6 2-naftol analdgokhoz viszonyitva. Ennek valoszinii oka, hogy a szelektor-mintamolekula
komplex kialakulasa abban az esetben, amikor a hidroxilcsoport a naftil gytriin a 1-es helyzet-

ben talalhato inkabb akiralis kolcsonhatasok révén valosul meg, mely eredményeként nagyobb
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visszatartast tapasztalunk, kisebb szelektivitassal.

Az aromas gylirlin 1év6é metil- és metoxi-szubsztituensek (B-1B, B-1C, B-2B és B-2C) hata-
sa a kromatografias adatokra az alapvegyiiletekhez (B-1A és B-2A) képest csekély volt. A metil-
€s metoxicsoportok is csak kis mértékben novelték az oszlopon valo tartozkodas idejét. Valoszi-
niisitheté, hogy ezek a funkcids csoportok csak kis mértékben vesznek részt a kdlcsonhatasok
kialakitasaban.

A halogén szubsztituensek mar érzékelhetobb valtozast idéztek eld. A fluor, klor, brom sor-
ban nétt a k’ értéke, valosziniileg egyrészt sztérikus okak miatt, hiszen ebben a sorban nagymér-
tékben nd a szubsztituens térkitdltése, masrészt a molekula polarizalhatésaga is novekszik. Az
erds elektronvonzo nitrocsoport z~savas karaktert kolcsonoz a molekulanak, mely ezaltal erésebb
kolcsonhatas kialakitasara képes 7-bazis jellegii szelektorral. Ennek eredményeként a B-11 és B-
21 vegyiiletek retencios faktora a legnagyobb a vizsgalt analdgok k6zott, ami viszont nem paro-
sult a szelektivitas és a felbontas ndvekedésével.

A kén atomot tartalmazo heteroaromas gytrii a molekulaban (J és K anal6gok) Kismértékben
befolyasolta a kromatografias paramétereket. A ki’ értéke itt is nagyobb volt az 1-naftol analo-
goknal, mig kisebb a 2-naftol anal6gok esetén, viszont az alapvegyiiletekhez képest (B-1A és B-
2A) a 2-naftol analogok visszatartasa volt nagyobb. A kén atom helyzete az aromas gyiiriiben
csekély hatassal volt a retenciora és szelektivitasra.

A kiilénb6z6 alkilcsoportok jelenléte a B-1L — B-1P analogokban (4.1. fejezet) ugyancsak
modositottak az alapvegyiilethez képest a kromatografias adatokat. A retencios faktor értékei
hasonl6 tartomanyban mozogtak, mint az aromds oldallanccal rendelkezd mintak esetén, ellen-
ben a szelektivitas és felbontas értékek latvanyosan kisebbek voltak azonos eluensosszetétel mel-
let. Ez ismételten csak a 7—x kélesonhatasok fontossagat hangsulyozza a normal fazisa kiralis
kromatografiaban.

Annak megallapitasara, hogy az alkilcsoportok térkitoltése, sztérikus jellemzdje milyen befo-
lyassal bir az elvélasztasra és az elvalasztast jellemzd adatokra, a k;’ és o értékeket a Meyer (V?)
paraméter fiiggvényében abrazoltuk, mely paraméter egy, az alkilcsoport méretével aranyos fak-
tor [112]. Mindkét kolonnan azonos, n-heptan/IPA/DEA = 40/60/0,1 (v/v/v), eluensisszetétel
mellett jo illesztéssel egyeneseket kaptunk (23. abra). Ezen eredmények alapjan kijelenthetd,
hogy a szelektivitas, de foleg a retencids faktor értéke fiigg az alkilcsoport térkitoltésétdl. A na-

gyobb szubsztituens gatolja a komplex kialakulasat, ezaltal csokkenti a visszatartést.
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23. abra Retencios faktor €s szelektivitas abrazolasa a Meyer paraméter fiiggvényében

Kolonna, Kromasil CelluCoat™, Daicel Chiralcel OD-H mozgofazis, n-heptan/IPA/DEA
40/60/0,1 (v/vIv); aramlasi sebesség, 0,5 ml perc™; detektalas, 205 nm; hdmérséklet, 25 °C

A B-1A ¢és B-10 vegyiiletek esetén meghataroztuk az eltcios sorrendet is és mindkét esetben
(S)<(R) volt. Valosziniisithetd, hogy ugyanazon kisérleti koriilmények kozott a tobbi Betti-bazis

minta enantiomerjeinek elicids sorrendje is ez.

5.5. Két kiralitascentrumot tartalmazo aminonaftol sztereoizomerek elvalasz-

tasa modositott poliszacharid alapu kiralis allofazisokon

A két aszimmetria-centrummal rendelkezd aminonaftolokat potencialis gyogyszerhat6anyag-
ként tartjak szamon, mint ahogy arrdl az Irodalmi attekintés cimii fejezetben esett szo. Centrali-
san kiralis vegyiiletek esetén a sztereoizomerek szama 2", ahol az n az aszimmetriacentrumok
szadmat jelenti. Ebbdl adododan az altalunk vizsgalt aminonaftolok négy lehetséges sztereoizomert
tartalmaznak, melyek koziil 2-2 enantiomer viszonyban all egymassal. Ezek a parositasok: R,R —
SS é RS — S[R. A tobbi 0Osszehasonlitasban a kiilonb6ozé konfiguraciok egymas
diasztereomerjei. Ezen diasztereomerek fizikai €s kémiai tulajdonsagai kiilonbozéek, azaz
akiralis oszlopon is elvalaszthatéak egymastol. A fent emlitett enantiomerparok elvalasztasahoz
viszont kiralis kornyezet sziikséges.

A két kiralitadscentrummal rendelkez6 aminonaftolok elvalasztasahoz- a mar meglévo tapasz-
talatunk alapjan- modositott poliszacharid kiralis szelektorral rendelkezd allofazisokat (Kromasil
CelluCoat, AmyCoat) és n-heptan/alkohol (MeOH, EtOH, PrOH, IPA, BuOH ¢és t-BuOH)/DEA
mozgofazist alkalmaztunk. Eredményeinket a 19. Tablazatban foglaltuk 6ssze. Az egyszeriiség

kedvéért a tablazat nem tartalmazza az Gsszes mérési adatot, csak azokat, amelyeknél alapvonal-
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ra torténd vagy legalabb részleges elvalasztas volt tapasztalhato, illetve 6sszehasonlitas céljabol

néhany olyan koriilményt, ahol nem volt sikeres az elvalasztas [113].

5.5.1. A mozgofazisbeli alkohol mindségének és mennyiségének hatasa

aminonaftol analogok kiralis elvalasztasara

A mozgofazisbeli alkohol mindségének hatasat a CelluCoat oszlopon vizsgélatuk, 2 térfo-
gat% alkoholt (MeOH, EtOH és IPA) tartalmazd mozgdfazisok hasznalataval (19. Tablazat). A
MeOH-t, EtOH-t és IPA-t tartalmazé eluensek esetén a legnagyobb k; * értékeket altalaban IPA
tartalmt eluensekben mértiik, kivételek ez aldl az A-2a-d analdgok voltak, melyek MeOH tar-
talmu eluensben mutattak a legnagyobb visszatartast. EtOH-t tartalmaz6 rendszerben a ky * érté-
kek altalaban nagyobbak voltak, mint a MEOH-t tartalmazé eluensekben, kivételt képeztek A-
1c-d, A-2a-d és A-3a-b analdogok. Mindemellett a szelektivitasi faktor a legtobb esetben az IPA-t
tartalmazd eluens alkalmazasa esetén volt a legnagyobb. A kisebb szénatomszamu alkoholok
kevésbé segitik eld a kiralis kdlcsonhatasokat, a BuOH és t-BuOH pedig nagyobb viszkozitasa
miatt kevésbé elényds. Azokban az esetekben, amikor legalabb részleges elvalasztas volt tapasz-
talhato, a nagyobb szénatomszadmu és eldgazé oldallancu alkoholok nagyobb Rs értéket eredmé-
nyeztek.

Az alkohol mennyiségének novelésével tipikus normal fazisu viselkedés volt tapasztalhato,
azaz az eluens erdsségének novekedésevel csokkent a sztereoizomerek oszlopon vald tartozko-
dasanak ideje. Az A-la-d és A-2a-b mintak kivételével a retencids faktor csokkenése az « és Rs
értékek csokkenésével parosult az [IPA mennyiségének 2%-rol 20%-ra vald novelése esetén. A n-
heptan/IPA/DEA = 98/2/0,1 (v/vIv) eluensisszetétel a legtobb esetben hatékonynak bizonyult,
mig ugyanezen Osszetételnél az A-1la-b és A-3a-d mintaknal csak részleges elvalasztast tapasz-

taltunk.
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19. Tablazat Kromatografias jellemzok, retencids faktor (k’), szelektivitds (@) és a felbontas
(Rs) értékei aminonaftol analogok sztereoizomerjeinek kozvetlen elvalasztasa soran

Mozgofazis Eluciés
Vegyiilet Kolonna (VIVIV) k' k,' a Rs sorrend
A-la-b CelluCoat 80/20/0,1, a 0,52 0,58 1,12 0,40 a<b
CelluCoat 95/5/0,1, b 0,87 0,94 1,08 0,50 a<b
CelluCoat 98/2/0,1, ¢ 1,26 1,33 1,06 0,60 a<b
CelluCoat 98/2/0,1,d 1,06 1,17 1,10 0,55 a<b
CelluCoat 98/2/0,1, e 0,98 1,08 1,10 1,05 a<b
AmyCoat 95/5/0,1, b 1,02 1,14 1,12 1,15 a<b
A-lc-d CelluCoat 80/20/0,1, a 0,61 0,74 1,21 0,70 d<c
CelluCoat 95/5/0,1, b 1,00 1,18 1,18 0,85 d<c
CelluCoat 98/2/0,1, c 1,49 1,76 1,18 2,10 d<c
CelluCoat 98/2/0,1,d 0,91 0,91 1,00 0,00 d=c
CelluCoat 98/2/0,1, e 1,19 1,33 1,18 1,60 d<c
AmyCoat 95/5/0,1, b 1,49 2,74 1,84 8,75 d<c
A-2a-b CelluCoat 80/20/0,1, a 0,94 1,74 1,85 3,55 a<b
CelluCoat 95/5/0,1, b 1,68 2,89 1,72 5,40 a<b
CelluCoat 98/2/0,1, ¢ 2,74 4,63 1,69 5,50 a<b
CelluCoat 98/2/0,1,d 2,02 3,44 1,70 6,85 a<b
CelluCoat 98/2/0,1, e 5,89 7,26 1,23 5,70 a<b
AmyCoat 95/5/0,1, b 0,95 1,19 1,25 2,60 b<a
AmyCoat 99/1/0,1, c 2,27 2,95 1,30 4,25 b<a
A-2c-d CelluCoat 80/20/0,1, a 0,94 1,17 1,24 1,10 nd
CelluCoat 95/5/0,1, b 181 2,50 1,38 3,75 nd
CelluCoat 98/2/0,1, ¢ 2,97 4,16 1,40 3,79 nd
CelluCoat 98/2/0,1,d 2,33 2,91 1,25 3,30 nd
CelluCoat 98/2/0,1, e 6,10 7,03 1,15 3,85 nd
AmyCoat 95/5/0,1, b 1,26 1,93 1,53 4,10 nd
AmyCoat 99/1/0,1, b 3,29 5,17 1,57 8,00 nd

Kromatografias koriilmények: mozgofazis, a, n-heptan/IPA/DEA = 80/20/0,1 (v/viv), b, n-
heptan/IPA/DEA = 95/5/0,1 (vivlv), ¢, n-heptan/IPA/DEA = 98/2/0,1 (vivlv), d, n-
heptan/EtOH/DEA = 98/2/0,1 (v/vlv), e, n-heptan/MeOH/DEA = 98/2/0,1 (v/v/v); aramlasi se-
besség, 0,5 ml perc'l; detektalds, 205 nm; nd, nem meghatarozott; hdmérséklet 25 °C

82



19. Tablazat (folytatas) Kromatografias jellemzok, retencios faktor (k’), szelektivitas () és a
felbontas (Rs) értékei aminonaftol analogok sztereoizomerjeinek kozvetlen elvalasztasa soran

Mozgofazis Eluciés
Vegyiilet Kolonna (VIVIV) k' k' a Rs sorrend
A-3a-b CelluCoat 80/20/0,1, a 0,42 0,45 1,07 0,20 a<b
CelluCoat 95/5/0,1, b 0,59 0,66 1,12 0,70 a<b
CelluCoat 98/2/0,1, ¢ 1,72 1,86 1,08 0,90 a<b
CelluCoat 98/2/0,1, d 0,71 0,78 1,10 0,50 a<b
CelluCoat 98/2/0,1, e 1,46 1,51 1,03 0,25 b<a
AmyCoat 95/5/0,1, b 1,39 1,61 1,16 1,75 b<a
A-3c-d CelluCoat 80/20/0,1, a 0,83 0,83 1,00 0,00 c=d
CelluCoat 95/5/0,1, b 0,97 1,03 1,06 0,45 c<d
CelluCoat 98/2/0,1, ¢ 1,00 1,11 1,11 1,00 c<d
CelluCoat 98/2/0,1, d 1,13 1,18 1,04 0,25 d<c
CelluCoat 98/2/0,1, e 0,91 1,00 1,10 0,90 d<c
AmyCoat 95/5/0,1, b 0,81 0,93 1,15 1,10 c<d
A-4a-b CelluCoat 80/20/0,1, a 1,10 1,81 1,64 4,30 b<a
CelluCoat 95/5/0,1, b 3,61 6,67 1,85 10,0 b<a
CelluCoat 98/2/0,1, ¢ 5,76 11,97 2,08 10,65 b<a
CelluCoat 98/2/0,1, d 4,92 7,86 1,60 8,50 b<a
CelluCoat 98/2/0,1, e 4,04 4,98 1,23 3,90 b<a
AmyCoat 95/5/0,1, b 3,07 3,28 1,07 0,80 a<b
A-4c-d CelluCoat 80/20/0,1, a 1,50 1,81 1,21 1,90 c<d
CelluCoat 95/5/0,1, b 5,64 7,56 1,34 5,50 c<d
CelluCoat 98/2/0,1, ¢ 9,42 13,81 1,47 5,95 c<d
CelluCoat 98/2/0,1, d 8,32 10,26 1,23 3,90 c<d
CelluCoat 98/2/0,1, e 5,97 6,81 1,14 2,90 c<d
AmyCoat 95/5/0,1, b 3,62 4,30 1,19 1,45 c<d

Kromatografias koriilmények: mozgofazis, a, n-heptan/IPA/DEA = 80/20/0,1 (v/vilv), b, n-
heptan/IPA/DEA = 95/5/0,1 (v/vlv), c, n-heptan/IPA/DEA = 98/2/0,1 (vivlv), d, n-
heptan/EtOH/DEA = 98/2/0,1 (v/vlv), e, n-heptan/MeOH/DEA = 98/2/0,1 (v/vlv); aramlasi se-
besség, 0,5 ml perc'l; detektalds, 205 nm; nd, nem meghatarozott; hdmérséklet 25 °C
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19. Tablazat (folytatas) Kromatografias jellemzok, retencios faktor (k’), szelektivitas (@) és a
felbontas (Rs) értékei aminonaftol analdgok sztereoizomerjeinek kozvetlen elvalasztasa soran

Mozgofazis Eluciés
Vegyiilet Kolonna (VIVIV) k' k' a Rs sorrend
A-5a-b CelluCoat 80/20/0,1, a 3,12 3,12 1,00 0,00 c=d
CelluCoat 95/5/0,1, b 8,27 10,66 1,29 5,00 c<d
CelluCoat 98/2/0,1, ¢ 10,14 13,98 1,38 5,90 c<d
CelluCoat 98/2/0,1,d 7,92 7,92 1,00 0,00 c<d
CelluCoat 98/2/0,1, e 7,69 8,91 1,16 3,05 c<d
AmyCoat 95/5/0,1, b 1,78 3,88 2,18 9,55 c<d
A-5c-d CelluCoat 80/20/0,1, a 4,72 472 1,00 0,00 a=b
CelluCoat 95/5/0,1, b 9,79 15,49 1,58 9,70 a<b
CelluCoat 98/2/0,1, ¢ 12,47 19,84 1,59 8,70 a<b
CelluCoat 98/2/0,1, d 9,69 11,57 1,19 3,50 a<b
CelluCoat 98/2/0,1, e 12,19 14,80 1,21 4,00 b<a
AmyCoat 95/5/0,1, b 2,82 9,35 3,32 16,05 b<a

Kromatografias koriilmények: mozgofazis, a, n-heptan/IPA/DEA = 80/20/0,1 (v/viv), b, n-
heptan/IPA/DEA = 95/5/0,1 (v/vlv), c, n-heptan/IPA/DEA = 98/2/0,1 (vivlv), d, n-
heptan/EtOH/DEA = 98/2/0,1 (v/vIv), e, n-heptan/MeOH/DEA = 98/2/0,1 (v/v/v); aramlasi se-
besség, 0,5 ml perc'l; detektalds, 205 nm; nd, nem meghatarozott; hdmérséklet 25 °C

5.5.2. Az AmyCoat és CelluCoat allofazisok elvalasztoképességének osszeha-

sonlitdasa aminonaftol analogok kiralis elvalasztdsa soran

Az Osszehasonlitast n-heptan/IPA/DEA = 95/5/0,1 (vIvIv) eluensdsszetételii mozgofazisban
végeztiik. Abban az esetben, amikor viszonylag kisebb térkitoltésii szubsztituenst tartalmazott az
alapvegyiilet (A-la-d), vagy a kiralitascentrumhoz kozel helyezkedett el a N-atom az aromas
gytrtiben, kisebb ki’ érték adodott a celluloz alapt szelektor hasznalatakor. Ezek a molekulak
valoszintileg konnyebben illeszkedtek az amiloz lanc kiralis tiregeibe, ezaltal erdsebb kodlcsonha-
tas alakult ki az 4llozasissal, mely a retencios faktor nagyobb értéke mellett nagyobb felbontassal
is parosult. A tobbi analog esetén a CelluCoat oszlophoz rendelhetd a nagyobb visszatartés, sze-
lektivitas és felbontas is. Kivételként lehet emliteni az A-5a-d analogot, melynek enantiomerjei a
kisebb retencios id6 ellenére hatékonyabban voltak elvalaszthatoak amiloz alapat AmyCoat ko-

lonnan.
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5.5.3. Molekulaszerkezet-kromatografias viselkedés oOsszefiiggése aminonaftol

analogok kiralis elvdlasztdsa sordn

Annak érdekében, hogy kovetkeztetéseket tudjunk levonni a szerkezet-kromatografias visel-
kedés kapcsolatara, mindkét kolonnan vizsgaltuk az elvalasztast egy adott, n-heptan/IPA/DEA =
95/5/0,1 (v/vIv) eluensosszetétel mellett. Az A-la-d és A-2a-d mintaknal, ahol a vegyiilet fenil-
vagy naftilcsoportot tartalmazott, nagyobb retencié volt megfigyelhetd, kiilondsen az AmyCoat
oszlopon. Ennek valdszintisithetd oka a kiralis allofazis szupramolekularis szintjén keresendo.
Az amildoz helikalis szerkezete iiregeket tartalmaz, melyek belsejében aszimmetriacentrumok
talalhatoak és ezek jelenléte megndvelte a potencialis kdlcsonhatasok szamat [110, 114]. A na-
gyobb kromatografias adatok (k’, «, Rs), melyek a naftilcsoportot tartalmazé A-2a-d
sztereoizomerekhez rendelheték a fenilcsoportot tartalmazo A-la-d analdghoz képest, valoszini-
leg sztérikus okokra vezethetd vissza. A fenil- és naftilcsoportok hasonlé kdlcsonhatasok kialaki-
tasara képesek, viszont térkitoltésiik kiilonb6z6. A nagyobb térkitoltés eldsegitheti a szerkezet
merevitését, a stabilabb illeszkedést.

A sztérikus, 7—7 és polaris kdlcsonhatasok fontossagara utal az A-la-d, A-3a-d, A-4a-d és
A-5a-d analdégok kromatografias viselkedése. Ezek a vegyiiletek csak az aromas gytriiben a N-
atom meglétében (A-3a-d, A-4a-d és A-5a-d), illetve nem Iétében (A-la-d) és annak helyzeté-
ben kiilonboznek. Az A-la-d és A-3a-d sztereoizomereknél az « és Rs értékeket Osszehasonlit-
va, lathato, hogy az A-3a-b enantiomerpar esetén kicsit nagyobb értékeket kaptunk, kiilondsen
igaz ez az AmyCoat kolonnara. Az A-3c-d analdg esetén viszont jelentésen kisebbek voltak ezek
az értékek. Ha a fenilcsoportot tartalmazo mintat (A-1a-d) hasonlitjuk azon heteroaromas gytirit
tartalmazo sztereoizomerekhez, ahol a N-atom a 3. vagy 4. helyzetben talalhat6 (A-4a-d és A-
5a-d), akkor mindkét kolonnan jelentdsen nagyobb « és Rs értékekkel talalkozhatunk ez utobbi
vegyitiletek esetén (az egyetlen kivétel: A-4a-d, az AmyCoat oszlopon). Ezekbdl az eredmények-
bél az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy ha a N-atom kozel helyezkedik el (2. pozicid) a
kiralitascentrumhoz, akkor az eldnytelen a kiralis elvalasztas hatékonysaga szempontjabol, vi-
szont a 3. de kiilondsen a 4. helyzetben 1évé N-atom pozitiv hatast fejt ki a kiralis felismerésre.

Az elucids sorrendet minden esetben meghataroztuk, de szabalyszertiséget nem tudtunk meg-
allapitani. Erdekességként emlithetd, hogy az A-2a-b, A-2c-d, A-3a-b, A-4a-b és A-5a-b
enantiomerparok esetén eluciossorrend valtozast okozott az amil6z-celluloz alapti kolonnacsere.

Mivel a katalitikus és biologiai aktivitasuk ezen vegyiileteknek nagymértékben fiigg a konfi-
guraciojuktol, éppen ezért fontos, hogy ne csak az enantiomerek, hanem a sztereoizomerek elva-

lasztasa is megvalosithato legyen. A kornyezet- és koltségkimélés szempontjabodl az a legoptima-
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lisabb, ha a jelen esetben négy sztereoizomert egy kromatografias futas soran sikeriil elvalaszta-
ni. A 19. Tablazat adataira tamaszkodva optimalizaltuk az elvalasztast, melyek eredményét a

24. dbran mutatjuk.
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24. abra Aminonaftol szterecoizomerek optimalizalt elvalasztasat bemutato kromatogramok

Oszlop: AmyCoat (A-la-d, A-3a-d), CelluCoat (A-2a-d, A-4a-d, A-5a-d); eluens osszetétel: n-
heptan/IPA/DEA = 95/5/0,1 (viviv) (A-3a-d), 98/2/0,1 (vivlv) (A-la-d, A-4a-d), n-
heptan/EtOH/DEA = 98/2/0,1 (v/vlv) (A-2a-d), n-heptan/BuOH/DEA = 98/2/0,1 (v/vlv) (A-5a-
d); aramlasi sebesség: 0,5 ml/perc; detektalasi hullimhossz: 230 nm; hémérséklet: 25 °C
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6. Osszefoglalas

Célkitiizéstinknek megfeleléen f-2-, 5-3- és y-aminosav enantiomerek, valamint S-laktam,
Betti-bazis és aminonaftol sztereoizomerek kiralis folyadékkromatografias elvalasztasara dolgoz-

tunk ki médszereket, illetve tanulméanyoztuk az elvalasztas folyamatat, a koriilmények hatasat.

Nem természetes aminosav enantiomerek elvalasztasa makrociklusos glikopeptid szelektort

tartalmazo allofazisokon

Forditott fazist koriilmények kozott vizsgaltuk f-2-, f-3-, és y-aminosav enantiomerek elva-
lasztasat makrociklusos glikopeptid szelektorral rendelkezd allofazisokon. A glikopeptid-alapa
kolonndk a Chirobiotic T, Ty, TAG ¢és R voltak. A mozg6fazis altalaban kiillonbozd dsszetételit
0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH rendszer volt.

a) Az alkil oldallanccal rendelkez6 f-aminosavak esetén a MeOH térfogataranyanak noveke-
désével parhuzamosan nagymértékben novekedett a retencios faktor. A vizsgalt y-aminosav min-
tak viselkedése a szerves modosito térfogatardnyanak valtozasaval hasonlo jellegli volt. A reten-
cios faktor ilyen jellegii valtozasat a HILIC hatassal magyaraztuk.

Az aromas oldallancot tartalmazd f-aminosavak esetén a &’ értékei minimum jellegli gorbét
irtak le a MeOH térfogatardnyanak novekedésével. A minimum pont utdni ndvekedés a £’ érté-
kekben hasonloan a HILIC hatassal magyarazhatd, mint az alifas oldallanct vegyiileteknél. A
minimum eldtti csokkenés tipikus forditott fazist viselkedés, azaz nagyobb viztartalmu
eluensben a hidrofob kdlcsonhatasok eldtérbe kertilnek.

A S-aminosavakon 1év6 funkcios csoportok helyzetétdl, illetve az oldallanc helyzetétdl és jel-
legétdl fliggetleniil, az « és Rs értékekre altalanosan igaz volt, hogy a MeOH-ban gazdagabb
mozgofazis esetén ezek az értékek nagyobbak. A[] y-aminosav sztereoizomerek esetén a szelek-
tivitas kismértékii novekedésével a felbontas értékei hatarozottabb novekedést mutattak az
eluens MeOH tartalméanak novekedésével.

b) A molekulaszerkezet és kromatografias viselkedés kozti Osszefliggést vizsgalva a f- és
y—aminosavakon 1év0 oldallancok szerkezete és azok elhelyezkedése illetve a gylirli mérete
nagymértékben kihat a szelektorokon 1év6 zsebek és a molekulak kozott kialakuld kdlcsonhatas
erdsségére.

) A szelektiv és nemszelektiv kolcsonhatasok megkiilonboztetése valamint a teikoplaninon
1évo cukorrészek szerepének tisztazasa a kiralis elvalasztas jobb megértéséhez jarult hozza.

d) Az elvalasztasokat kiilonboz6 hémérsékleteken végezve, a van’t Hoff egyenlet kromato-

grafidban hasznalt alakja segitségével termodinamikai jellemzdket hataroztunk meg az elvalasz-
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tas mechanizmusanak mélyebb megértése érdekében. A termodinamikai adatok nagyban fiiggtek
a vegyliletek és a kiralis all6fazis szerkezetétol.
e) Néhany esetben meghataroztuk az elicios sorrendet is, mely a S-aminosavaknal (R)<(S)

crcr

SzOr.

/-Aminosav enantiomerek elvalasztisa koronaéter szelektort tartalmazo allofazisokon

A f-2-aminosav enantiomerek elvalasztasat koronaéter alapt alléfazison is vizsgaltuk. Kisér-
leteink soran arra a megallapitasra jutottunk, hogy a szilikagélhez hosszu szénlanccal rogzitett
koronaéter szelektor megfeleld ilyen tipusu vegyiiletek kirdlis kromatografidjdhoz. A kromato-
grafias viselkedés, értve ezalatt a retenciot, szelektivitast és felbontast, nagymértékben fliggott az
eluensben 1évo sav és alkohol minéségétdl és mennyiségétdl a HoO/alkohol (v/v)+ sav altalanos
Osszetételll elegyben.

a) A legnagyobb retencios faktor értéket HCOOH és AcOH alkalmazasa esetén tapasztaltuk,
mig TFA, HCIO,4 és HSO,4 esetén a &’ értékek kisebbnek adddtak. A szelektivitas és felbontas
értékek szamottevoen nem valtoztak a sav mindségének valtozasaval. A pH csokkenésével a &’
értékek jelentdsen csokkentek.

b) Az alkohol minéségének hatasat vizsgalva szabalyszeriiséget a £’ valtozasa és az alkohol
szénatomszadma kozott nem lehetett megallitani, a legnagyobb elicids 1d6 minden esetben a
MeOH-hoz vagy EtOH-hoz volt kothetd. A szelektivitas valtozasat vizsgalva az alifas oldallancu
vegytiletek esetén altalaban a MeOH-t tartalmaz6 eluenshez tartozott a legkisebb «. Az aromas
oldallanccal rendelkez6 aminosavak esetén egy minimum volt megfigyelheté, mely minimum a
PrOH-hoz volt rendelhetd. Az Rs értékek valtozasdban szabalyszeriség nem volt megallapithato.

c) Az alkohol (MeOH) tartalom fliggvényében a retencids faktor valtozasa minimumgorbe
jellegli volt. A vizes fazisban gazdagabb eluens esetén, a vizes fazis mennyiségének novekedé-
sével a retencios faktor is novekedett a hidrofob kélcsonhatasok hangsulyosabba valasaval. A
szelektivitas €s felbontas valtozasa eltérd volt az alifas és az aromds oldallanccal rendelkezd ve-
gyliletek esetén.

d) A vegyiiletek szerkezete (alifas vagy aromas oldallanc jelenléte) befolyassal volt mind a
k’, o és Rs értékekre.

e) Hasonl6 modon az antibiotikum all6fazisokhoz, termodinamikai adatok alapjan azt talal-
tuk, hogy az elvalasztas entalpiavezérelt, azaz az alacsony hdmérsékletii elvalasztas a kedvezd.
Az elucids sorrend, hasonldéan az a-aminosavakra vonatkozo korabbi irodalmi adatokhoz, ezen a
kolonnan (S)<(R) volt.
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f-Laktam enantiomerek elvialasztiasa médositott poliszacharid szelektort tartalmazo allofa-

zisokon

Kromatografias modszert fejlesztettiink A-laktdm enantiomerek kozvetlen elvalasztisara,
normal fazisu koriilmények kozott. Az alkalmazott mozgotazis n-heptan/alkohol valtozo Gsszeté-
teli elegye volt. A kiralis analizist AmyCoat és CelluCoat oszlopokon valositottuk meg, melyek
szelektora amiloz-trisz-(3,5-dimetilfenilkarbamat) és celluloz-trisz-(3,5-dimetilfenilkarbamat)
volt.

a) A mozgofazisban 1évé alkohol mindségének és mennyiségének valtoztatasaval optimali-
zaltuk a sztereoizomerek elvalasztasat, melynek eredményeként minden esetben alapvonalra
torténd elvalasztast sikeriilt elérni. A kromatografias adatokat tekintve semmilyen Osszefiiggés
nem volt megallapithat6 az eluenst alkoto alkohol szénatomszama és a retencios faktorok kozott.
A két kiilonbozo allofazis esetén, MeOH jelenlétében 1ényegesen kisebb &’ értékek adddtak az
amiléz alapu alléfazison a cellul6zhoz képest. Az enantioszelektivitas (), a kiilonb6z6 alkoho-
lok hasznalata esetén nem valtozott jelentésebb mértékben (a=1,0-1,3). A felbontast érzékenyen
érinti a polaris modositd valtoztatasa, de ezen valtozasban altalanos szabalyszeriiség nem volt
megallapithato.

b) Az alkohol aranyanak ndvekedésével parhuzamosan a retencids faktor nagymértékben
csokkent, mikozben a szelektivitas és felbontas értékeinek valtozasa kiillonbozo volt. Az o érté-
kek viszonylagos allandosagot mutattak, értékiiket az IPA mennyisége csak kis mértékben befo-
lyasolta. Az Rs értékek a legtobb esetben az oszlopon vald tartézkodas idejével parhuzamosan
valtoztak.

c) A molekulaszerkezet és kromatografias viselkedés kozti kapcsolatot allapitottunk meg.
Azon vegyiiletek esetén, melyek kettds kotéssel vagy aromas rendszerrel rendelkeztek, azaz ké-
pesek voltak a 7z kolcsonhatasok kialakitasara, nagyobb visszatartast €s a legtobb esetben na-
gyobb szelektivitast és felbontast kaptunk. A szerkezet befolyasat a kirélis felismerésre jol jelzi,
hogy a para helyzetben szubsztitualt vegyiiletnél nem volt 1ényeges kiilonbség a szelektivitasban
¢és felbontasban a kétféle szelektort tartalmazé allofazison, mig az orto helyzetli szubsztiticid
esetén a CelluCoat oszlop, a meta helyzetli szubsztitlicid esetén pedig az AmyCoat oszlop bizo-
nyult hatékonyabbnak.

d) Az elucios sorrendet minden esetben meghataroztuk, de altalanos szabalyszeriiséget nem
tudtunk megallapitani. Ezek a kolonnéak az elvalasztd képesség szempontjabol rendkiviil jol ki-

egészitették egymast.
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Egy- (Betti-bazis) illetve két aszimmetriacentrummal rendelkez6 aminonaftol

enantiomerek elvalasztasa modositott poliszacharid szelektort tartalmazo allofazisokon

Normal fazisi koriilmények kozott egy- és két aszimmetriacentrummal rendelkezé
aminonaftol analogok szterecoizomerjeinek elvalasztasara fejlesztettiink modszereket, modositott
poliszacharid alapu allofazisok segitségével. Az altalanos mozgofazis dsszetétel mindkét vegyii-
letcsoport esetén n-heptan/alkohol/DEA volt. Az egy kiralitascentrummal rendelkezé vegyiiletek
(Betti-bazisok) enantiomerjeit 3,5-dimetilfenilkarbamattal modositott celluloz alapu oszlopokon
(Kromasil CelluCoat, Chiralcel OD-H) valasztottuk el. A két kiralitascentrumot tartalmazo
aminonaftol anal6gok enantiomerjeit és diasztereomerjeit ugyancsak 3,5-dimetilfenilkarbamattal
modositott celluléz valamint amiléz alapti (Kromasil CelluCoat és AmyCoat) kolonndkon sike-
rilt elkiiloniteni.

a) Az eluensosszetétel, az alkohol mindségének és mennyiségének valtoztatasaval optimali-
zaltuk az elvalasztast. Az els6ként eludlodd enantiomerhez rendelhetd Ky’ értékek néttek az alko-
hol szénatomszamanak ndvekedtével, kiilondsen abban az esetben, amikor az alkohol elagazo
lancot tartalmazott. A legnagyobb retenciot az IPA, BuOH és t-BuOH alkalmazasa esetén kap-
tuk. A polaris modositd természetesen a kiralis €s nem kiralis kdlesonhatdsok aranyat is befolya-
solhatja, hatast gyakorolva a szelektivitasra és felbontasra is. Az alkohol mennyiségének novelé-
sével tipikus normal fazist viselkedés volt tapasztalhato, azaz az eluens erdsségének novekedé-
sével csokkent a sztereoizomerek oszlopon valo tartozkodéasanak ideje, mikozben a szelektivitas
és felbontas valtozasa a CelluCoat és Chiralcel OD-H oszlopon eltér6 volt.

b) CelluCoat és Chiralcel OD-H elvalasztoképességét Osszehasonlitva Betti-bazisok esetén
az elséként elualodd enantiomer retencios faktora (k) azonos eluensosszetételnél kisebb volt a
CelluCoat kolonnan. Ez a megallapitas a masodikként elualodd enantiomer esetében (k') mar
modosult. A 2-naftoloknal kisebb, mig az 1-naftoloknél nagyobb volt az oszlopon valé tartézko-
dasi id6 CelluCoat esetén a Chiralcel OD-H-hoz viszonyitva. A szelektivitas ennek megfeleléen
a 2-naftolok esetén a Chiralcel OD-H-n adddott nagyobbnak, mig az 1-naftolok a CelluCoat osz-
lopon mutattak nagyobb szelektivitast

c) A molekulaszerkezet, a vegyiiletek szubsztituenseinek mindsége, helyzete jelentdsen befo-
lyasolta a kromatografias viselkedést. Megallapitottuk, hogy Betti-bazisok esetén a szelektivitas,
de foleg a retencios faktor értéke fiigg az alkil-csoport térkitoltésétol. A k; " és a értékeket a Me-
yer (V%) paraméter fiiggvényében dbrazolva dsszefliggést allapitottunk meg az alkil-csoport mé-
rete és a Ky " illetve az o kozott. A nagyobb szubsztituens gatolja a komplex kialakulasat, ezaltal
csokkenti a visszatartast.

Két aszimmetriacentrumot tartalmaz6 aminonaftol analégok esetén az aromas gyliri mérete
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(fenil, naftil) és a N-heteroatom helyzete jelentds hatdssal volt a kromatografias viselkedésre.
d) Betti-bazisoknal néhany, mig két aszimmetriacentrumi aminonaftol analégok esetén min-
den esetben meghataroztuk az elicios sorrendet, de szabalyszertiséget nem tudtunk megéllapita-

ni.
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/. Summary

We developed methods for separation of the enantiomers of f-2-, 5-3- and y -amino acids, f-

lactams and aminonaphthols by using chiral liquid chromatography.
Enantioseparation of unnatural amino acids on macrocyclic glycopeptide-based columns

The enantiomers of #-2-, 5-3- and »amino acid analogs were separated on macrocyclic gly-
copeptide-based CSPs, i.e. Chirobiotic T, T,, TAG and R. Separation could be accomplished in
reversed-phase mode by using 0.1% Triethylammonium acetate (TEAA) buffer (pH 4.1)/MeOH

mobile-phases with different compositions and at different temperatures.

a) For analytes with an alkyl side-chain, the retention factor progressively increased as the
MeOH content of the mobile-phase was increased; this was probably due to the HILIC (hydro-
philic interaction) effect. Similar behavior was found for j-amino acid analogs. For analytes with
an aromatic side-chain, a U-shaped curve was observed. At higher water content, the retention
factor increased again with increasing water content, which was probably due to enhanced hy-
drophobic interactions in the water-rich mobile-phase.

All « values increased slightly with increasing MeOH content for all investigated unnatural
amino acids (higher increases were observed for f-2-amino acids with aromatic side-chains).
The Rs values progressively increased with increasing MeOH content on all CSPs.

b) The values of the chromatographic parameters depended on the structures of the com-
pounds and on the CSPs applied. The possible interactions depend strictly on how the enantio-
mers fit into the aglycone cavity, which is determined by the structures of the analytes and CSPs
and also by the mobile-phase composition.

c) Investigation of the selective and non-selective interactions and the role of the sugar moie-
ties were important for an understanding of the chiral separation mechanism.

d) Linear van’t Hoff plots were observed in the studied temperature range 7-45 °C, and the
apparent changes in enthalpy (AH°), entropy (4S°) and free energy (AG?) were calculated. The
values of the thermodynamic parameters depended on the structures of the compounds and on
the CSPs applied.

e) The elution sequence was determined in some cases, and was found to be (R) < (S) for g-
amino acids. For y-amino acids it emerged that the first-eluting enantiomer for analyte 1 was

1(S),3(R) and that for analyte »3 was 2(R),4(S) on all CSPs.
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Enantioseparation of #-2-amino acids on crown ether-based columns

This research work demonstrated that the long-tethered crown ether CSP is quite successful
for direct enantioseparation of the investigated S-2-amino acids. The chromatographic behavior
(k’, a and Rs) proved to be dependent on the natures and concentrations of the acidic and alco-
holic modifiers in the H,O/alcohol/acidic modifier mobile-phase system.

a) The application of HCOOH, AcOH, Trifluoroacetic acid (TFA), HCIO, or H,SO, at the
same concentration (10 mM) resulted in different levels of pH. A decrease of the pH in the mo-
bile-phase system decreased the retention factors by 70-80%. The largest £’ values were in most
cases obtained on the application of HCOOH or AcOH, while HCIO,4 and H,SO4 resulted in the
lowest £ values. The change of the pH exerted only slight effect on the « and Rs values.

b) The nature of the alcohol influenced the retention and resolution, but the change in £’ did
not appear to correlate with the carbon numbers of the alcohols. It was found that MeOH and
EtOH in most cases gave larger £’ values than those for PrOH or IPA. The nature of the alcohol
caused slight changes in « and significant effects on the resolution, but no general rule could be
established. In most cases, the smallest resolution was observed on the application of PrOH,
whereas the application of MeOH or IPA resulted in the largest Rs values.

c) The effects of the MeOH content of the mobile-phase on the retention, selectivity and
resolution were investigated. For all analytes, a U-shaped curve was observed. At higher water
content, the retention factor increased with increasing water content due to the enhanced hydro-
phobic interactions in the water-rich mobile-phase. As the content of MeOH in the aqueous mo-
bile-phase was increased, &’ increased again.

d) The chromatographic retention and resolution were found to be dependent on the struc-
tures of the analytes and the nature of the substituents in the S position.

e) The thermodynamic parameters revealed the separation was enthalpically favored, in con-
trast with that on the macrocyclic glycopeptide-based CSPs. The elution sequence was found to
be (S) < (R).

Enantioseparation of g-lactams on polysaccharide-based columns

HPLC methods were developed for the separation of the enantiomers of 19 S-lactams. The
direct separations were performed on CSPs containing either amylose-tris-3,5-dimethylphenyl
carbamate (AmyCoat'™ column) or cellulose-tris-3,5-dimethylphenyl carbamate (CelluCoat™
column) as chiral selector in the normal-phase mode.

a) By variation of the nature and the content of the alcoholic modifier, the separation of the
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stereoisomers was optimized; as a result, baseline resolution was achieved for the g-lactams in at
least one chromatographic system. The change in £’ did not appear to correlate with the carbon
number of the alcohols. It emerged that MeOH gave a smaller &’ on the AmyCoat™ CSP and a
higher &’ on the CelluCoat™ CSP. The enantioselectivity did not change dramatically when dif-
ferent alcohols were applied in the same molar concentration.

b) The alcohol content of the mobile-phase influenced the chromatographic behavior consi-
derably. The retention factor decreased strongly with increasing alcohol content, whereas the
changes in « and Rs differed. For the g-lactam analogs, slight changes in « were registered with
increasing IPA content, whereas Rs changed in parallel with &’ i.e. Rs in most cases decreased
with decreasing k.

c) For most of the analytes investigated, a structure-retention relationship was observed on
both CSPs. With increasing number of carbon atoms attached to the p-lactam ring, £’ usually
increased. Besides polar interactions, 7 interactions between the phenyl groups of the CSP and
an aromatic group of the solute may play some role in chiral recognition. At constant mobile-
phase composition, the para-substituted analog was separated with similar enantioselectivity on
both CSPs, whereas for the ortho-substituted analog CelluCoat™ CSP and for the meta-
substituted analog the AmyCoat™ CSP proved to be much more efficient.

d) The elution sequence was determined in all cases, but no general rule could be established.

The AmyCoat™ and CelluCoat™ columns appeared to be highly complementary.

Enantioseparation of aminonaphthol analogs with one or two asymmetric center(s) on po-

lysaccharide-based columns

This work demonstrated that the developed methods are quite successful for the direct enan-
tioseparation of new aminonaphthol analogs possessing one or two chiral centers. The direct
separations were performed on CSPs containing either amylose-tris-3,5-dimethylphenyl carba-
mate (AmyCoat™ column) or cellulose-tris-3,5-dimethylphenyl carbamate (CelluCoat™ and
Chiralcel OD-H columns) with various n-heptane/alcohol/DEA mobile-phase systems.

a) By variation of the nature and the content of the alcoholic modifier, the separation of the
enantiomers was optimized. The alcohol content of the mobile-phase strongly influenced the
chromatographic behaviour. In the n-heptane/IPA/DEA mobile-phase system, the retention fac-
tors decreased with increasing alcohol content, while the changes in separation factor and resolu-
tion varied. The nature of the alcoholic modifier exerted considerable effects on the retention,
selectivity and resolution. At constant alcohol concentration, the retention factors of the first-

eluting enantiomers increased with increasing alcohol chain length, especially for those with
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branched and bulky side-chains, such as IPA, BUuOH and t-BuOH. Increasing carbon number was
disadvantageous for polar interactions between the mobile-phase and the analyte; the overall
resultant was that the retention factor increased with increasing alcohol chain length.

b) At the eluent composition n-heptane/IPA/DEA = 40/60/0.1 (v/v/v), similar or lower reten-
tion factors of the first-eluting enantiomers were observed on CelluCoat than on Chiralcel OD-H
for all of the Betti base analogs. For the second-eluting enantiomers, different behavior was
found on the two cellulose-based columns. The separation factors were higher for the 2-naphthol
analogs on Chiralcel OD-H than for the 1-naphthol analogs on CelluCoat. As far as resolution
was concerned, Rs was in all cases higher on the CelluCoat CSP than on Chiralcel OD-H.

For the aminonaphthol analogs the two polysaccharide-based CSPs appeared to be highly
complementary.

c) It was reported by Meyer that the steric effect of a substituent on the reaction rate is cha-
racterized by the size-descriptor V. The results revealed that the chromatographic parameters &’
and « correlated with V2. The retention factors depended strongly on the volumes of the substitu-
ents: bulkier substituents inhibited the interaction with the selector, and the retention decreased.

For aminonaphthol analogs with two chiral center, the presence of an N-atom in the ortho
position, close to the chiral center, in most cases hindered the interaction with the CSP, resulting
in smaller £’, @ and Rs values, while the presence of an N-atom in the meta or especially the para
position was favorable for chiral recognition. The size of the aromatic ring system (phenyl or
naphthyl) also influenced the chromatographic behavior.

d) The elution sequence was determined in some cases for Betti base analogues and in all
cases for aminonaphthol analogs with two chiral centers. No general rule could be established.
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ken, kivalo kutatok kozott dolgozhattam és irhattam meg Ertekezésemet.

Koszonettel tartozom Fiilop Ferenc akadémikusnak és munkatarsainak, hogy kivald munka-
juk eredményeivel az én kutatdsaimat is segitették.

Szeretném megkoszonni Dr. Berkecz Robertnek a munkdmhoz nyujtott segitségét, szakmai
tamogatasat.

Koszonom Halasiné Varga Ilona technikusnak a segitségét, amelyet kisérleti munkdmhoz
adott.

K6sz6ndm a szakmai kézremiikodését munkatarsaimnak, Aranyi Anita és Sipos Laszl6 PhD
hallgatoknak, valamint a szakdolgozoknak és a projektmunkasoknak, akikkel egyiitt dolgozhat-
tam.

Ko6szondm baratnémnek, Leszké Hajnalkanak, hogy tlirelemmel kisért végig ezen az uton és
mindig szamithattam, tdmaszkodhattam ra.

Végezetiil koszonom sziileimnek, testvéreimnek az erkdlcsi és anyagi tamogatast, mellyel

segitették tanulmanyaimat.
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11. Fuggelék

11.1. Nem természetes aminosavak kromatogramjai
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Oszlop: Chirobiotic T (8-2-1; B-2-2), Chirobiotic T, (8-2-3; p-2-4; p-2-6), Chirobiotic TAG (8-
2-5; B-2-7; B-2-8; B-2-9; B-2-10; B-2-11) eluens osszetétel: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH =
20/80 (vIv) (B-2-2; B -2-3; p-2-4), 30/70 (vIv) (B-2-1; pB-2-5; B-2-6; B-2-7; [-2-8; p-2-10; B-2-
11), 40/60 (v/v) (B-2-9); aramlasi sebesség: 0,5 ml/perc; detektalasi hullamhossz: 205 nm;
hémérséklet: 25 °C (f-2-2; B-2-3; p-2-4; B-2-6; p-2-8; B-2-10; p-2-11), 35 °C (f-2-1; p-2-5),
45 °C (B-2-7; p-2-9)
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0034

0,0054
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> 2
2 00004 < 0087

001

-0,005 . T y

25 30 35 16 18 20 22 15 20 2
IEG (perc) - IEG (perc) N IEG (perc) N

06

044

AU

02

0.1

0,0

1d6 (perc)
Oszlop: Chirobiotic T (8-3-2), Chirobiotic T, (8-3-1; $-3-5; f-3-7); eluens osszetétel: 0,1%
TEAA (pH=4,1)/MeOH = 10/90 (v/v) (B-3-1; p-3-2; f-3-5; B-2-7); aramlasi sebesség: 0,5
ml/perc; detektalasi hullamhossz: 205 nm; hémérséklet: 8 °C (4-3-1), 15 °C (B-3-5; #-3-7), 25
°C (B-3-2)
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Oszlop: Chirobiotic R (¥ -1), Chirobiotic TAG (y -2; y -3); eluens osszetétel: 0,1% TEAA
(pH=4,1)/MeOH = 20/80 (v/v) (y-1), 60/40 (v/v) (¥ -3) és 90/10 (v/v) (¥ -2); aramlasi sebesség:
0,5 ml/perc; detektalasi hullamhossz: 205 nm; homérséklet: 25 °C (y-1; y-2), 35 °C (y-1)

11.2. B -Laktamok kromatogramjai
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Oszlop: AmyCoat (8-L-1; B-L-2; g-L-4; B-L-5; B-L-6; g-L-7; B-L-8; B-L-9; B-L-10; B-
L-11; B-L-15; B-L-17; B-L-19), CelluCoat (B -L-3; f-L-12; B-L-13; B-L-14; B-L-16; B-L-
18); eluens osszetétel: n-heptan/IPA = 90/10 (v/v) (B-L-1; B-L-3; B-L-4; B-L-5; B-L-6; B-L-
7; B-L-8; p-L-9; p-L-10; p-L-12; B-L-14; B-L-15; B-L-17; B-L-19), n-heptan/IPA = 95/5
(vIv) (B -L-16; B-L-18), n-heptan/IPA = 98/2 (v/v) (B -L-11), n-heptan/t-BuOH = 97/3 (v/v) (B -
L-2; f-L-13); aramlasi sebesség: 0,5 ml/perc; detektalasi hullaimhossz: 205 nm; homérsék-
let: 25 °C
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145 150
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11.3. Betti-bazisok kromatogramjai
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B-2C B-2D B-2E
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Oszlop: AmyCoat(B-2F), CelluCoat (B-1A; B-1B; B-1C; B-1D; B-1E; B-1F; B-1G; B-1H; B-
11; B-1J; B-1K; B-1L; B-1M; B-1N; B-10; B-1P; B-2A; B-2B; B-2C; B-2D; B-2E; B-2H; B-
21; B-2J; B-2K); eluens osszetétel: n-hexan/IPA/DEA = 80/20/0,1 (vivlv) (B-2F),n-
hexan/IPA/DEA = 80/20/0,1 (v/v/v) (B-1A), n-hexan/IPA/DEA = 60/40/0,1 (v/vlv) (B-1K; B-
1L; B-1M; B-1N; B-10; B-1P), n-hexan/IPA/DEA = 40/60/0,1 (v/v/v) (B-1B; B-1C; B-1D; B-
1E; B-1F; B-1G; B-1H; B-1l; B-1J; B-2B; B-2C; B-2D; B-2E; B-2H; B-2l; B-2J; B-2K), n-
hexan/EtOH/DEA = 84,8/15,2/0,1 (v/iviv) (B-2A), n-heptan/t-BuOH = 97/3 (v/v) (B-L-2; B-L-

13); aramlasi sebesség: 0,5 ml/perc; detektalasi hullamhossz: 230 nm; hémérséklet: 25 °C
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