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1. BEVEZETES

A természettudomanyok, valamint a szerves kémiai ipar rohamosan fejlodoé vilagaval
lépést kell tartanunk analitikai szinten is. Az analitikai kémiai technikdk valtozasanak
kovetése nem kis mutatvany a mai vilagban. Mindaz, ami tiz évvel ezeldtt még halado
modszernek szamitott, ma ugyan még miikodik, de mar sokkal olcsobban, egyszeriibben és
gyorsabban is meghatarozhatd egy-egy analitikai érték. A gyogyszergyartasban altalaban
harom markansan elkiilonitheté anyagcsoport vizsgalata harul a mindségellendrzo
laboratoriumokra: a beérkezé kiindulasi anyagok vagy alapanyagok, a gyartds kozben
képzodo gyartaskozi mintak, valamint a végtermékek analizise. A gyogyszerkonyvek és azok
iranyelvel viszonylag mereven szabalyozzdk egy-egy gyogyszerhatoanyag, vagyis a
veégtermek vizsgalatat, de a kiinduldsi vagy alapanyagok tekintetében csak a kereteket adjak
meg. Ezek alapjan egyértelmii, hogy az alapanyag vizsgalatok analitikdjaban kell keresniink
azokat a teriileteket, ahol ujabb, koltségtakarékosabb modszereket tudunk bevezetni, kivaltva
a régi, még mikodo, de raforditas tekintetében nem éppen olcsd megoldasokat.

A mai modern analitikai kémia egyik legfontosabb feladata a kirdlis vegyiiletek,
kiilonosen a bioldgiai és gyogyszerészeti jelentdséggel bird anyagok enantiomerjeinek
elvalasztasa. Az ¢él6lényeket felépitd szerves molekulak nagyrésze kiralis vegyiilet, melyek a
bioldgiai rendszerekben csak az egyik lehetséges enantiomerformdjukban Iéteznek, igy
eltéréen 1épnek kolcsonhatasba a szervezetbe jutd kirdlis gydgyszermolekuldk, élelmiszer-
adalékanyagok, mezdgazdasagi vegyszerek, illatanyagok, stb. egyes enantiomerjeivel. Ha egy
racém gyogyszermolekula a kiralisan szelektiv €16 szervezetbe keriil, annak enantiomerjei
kiilonbozhetnek a biologiai hasznosithatésag, megoszlas, metabolizmus, kiiiriilés vagy a hatés
tipusaban €s mértékében. Ilyen példaul a penicillinamin (S) enantiomer formaja, mely kivalo
iziileti gyulladascs6kkentd hatdoanyag, mig (R) enantiomer parja toxikus. Hasonloképpen a
Parkinson-kor kezelésénél alkalmazott Levodopa csak az (S) enantiomert tartalmazza, hiszen
a masik enantiomer a vérben a granulocitdk szdmanak csdokkenését okozza.
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Ugyan ritka, de taldlunk példat olyan esetre is, ahol a 2 enantiomer hatdsa megegyezik. Ilyen



példéul az ibuprofen, melynek mindkét enantiomerje gyulladascsokkentd hatésu.
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2. abra. lbuprofen

Erthetd tehat, hogy a kiralis vegyiiletek analitikaja a gyogyszerbiztonsag szempontjabol
kiemelkedden fontossa valt. Sztereoizomer keveréket gyogyszerhatoanyagként mar hosszabb
1d6 ota csak indokolt esetben lehet forgalomba hozni [Gross 1989], napjainkra pedig a
szabalyozas olyannyira szigorodott, hogy a racemat hatéoanyag bevezetését megel6zden,
mindkét enantiomerre és a racematra is el kell végezni az Gsszes klinikai és toxikologiai
vizsgalatot. Igy egyértelmii, hogy a racemat forgalomba hozatala tobbletkiadassal jar, tehat a

fejlesztések mara mar kizarolag az enantiomertiszta vegyiiletek iranyaba folynak.
2. CELKITUZES

Munkank soran célul tiztiik ki folyadékkromatografids modszerek fejlesztését kiillonb6zo
biologiai és gyogyszeripari szempontbol fontos vegyliletek sztereoizomerjeinek
elvalasztasara, valamint Uj fejlesztésti kirdlis kolonnak elvalasztoképességének

tanulmanyozasat modell vegytileteinkkel.
Vizsgalni kivantuk:

* két kiralitdscentrummal rendelkezé aminonaftol enantiomerek elvalasztdsat
modositott poliszacharid alapu all6fazisokon,

* egy kiralitascentrummal rendelkez6 amino-1- és 2-naftol analogok retencids
mechanizmusat modositott poliszacharid oszlopokon,

* egy kiralitdscentrummal rendelkez6 amino-1- ¢és 2-naftol analdgok
enantiomerjeinek elvalasztasat ciklofruktan alléfazison,

+* savamidok, diaminok  valamint amino-alkoholok  enantiomerjeinek

elvalasztasat ciklofruktan kiralis szelektort tartalmazd kolonnakon.

A modellvegyiiletek kromatografids paramétereinek meghatarozéasan keresztiil vizsgalni

kivantuk az eluensdsszetétel €s a polaris médositd (alkohol) mindségének és mennyiségének



hatdsat az elvalasztasra. A kiilonboz6 szubsztituensekkel rendelkezd vegyiiletek 4ltal
kovetkeztetéseket kivantunk levonni a szerkezet kiralis felismerésre gyakorolt hatdsara.
Tanulmanyozni kivantuk a hémérséklet kromatografids paraméterekre gyakorolt

hatasat ¢és ennek segitségével megfejteni az elvalasztas lehetséges mechanizmusat.
3. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

3.1. Folyadékkromatografias modszerek

A kozvetlen kiralis folyadékkromatografias vizsgalatok soran poliszacharid és
ciklofruktan tipusu kiralis all6fazisokat alkalmaztunk.

A vizsgalatokat két kiilonboz6 HPLC rendszeren végeztiik:

Az 1. rendszer Waters 1525 binaris HPLC pumpat, Waters kolonna termosztatot, Waters
2487 kétcsatornas UV-VIS detektort, és Waters ,,.Breeze Data Manager” adatfeldolgozé
szoftvert tartalmazott (Waters, Milford, MA, USA).

A 1I. rendszer Osszetevéi: Waters M-600 gradiens HPLC pumpa, Waters M-2996
fotodiodasoros detektor, Waters ,,Millenium 32 Chromatography Manager” adatfeldolgozo
rendszer (Waters) és SparkMistral kolonna termosztat (Spark Holland, Emmen, Netherlands)
voltak. Mindkét kromatografias rendszer Rheodyne 7125 20 pl-es mintaadagoloval volt
ellatva (Cotati, CA, USA).

Egyéb kiegészitok kozé tartozik a Rotring SonicCleaner ultrahangos fiirdé (Rotring
Gmbh, Hamburg, Germany).

3.2. Vizsgalt anyagok

+ két kiralitiscentrummal rendelkezé aminonaftol analégok

* gy kiralitiscentrummal rendelkezé amino-1- és 2-naftol analdgok
+ savamidok

+ diaminok

4+ amino-alkoholok

4. EREDMENYEK

Munkank soran kiilonb6zd bioldgiai és gyogyszeripari szempontbol fontos egy- vagy két

kiralitascentrummal rendelkezdé aminonaftolok, amino-alkoholok valamint diaminok



sztereoizomerjeinek elvalasztasat tanulméanyoztuk. A kozvetlen folyadékkromatografias

modszereket 1j fejlesztési ciklofruktan illetve poliszacharid tipust kolonndkon dolgoztuk ki.
Poliszacharid tipusu kiralis kolonndkon torténé elvalasztasok

1. Az egy ¢és két kiralitdscentrummal rendelkezd aminonaftol enantiomerek elvéalasztasat
kiilonbdz6 poliszacharid tipusi kolonndkon valositottuk meg. A folyadékkromatografias
vizsgalatokhoz normal fazisi médszert valasztottunk, ahol az eluens apolaris komponense 98-
70% heptan volt, amely 2-30%-ban tartalmazott polaris médositot. Mig a 2-naftol analogok
elsé csoportjara (1-5) harom, addig az 1- és 2-naftol (6-15) analdgokra 6t kiilonbozo
poliszacharid alapt oszloppal végeztiink kisérleteket. A mérések soran a 3,5-dimetilfenil-
karbamat szelektorral rendelkezd Cellulose-1 bizonyult a leghatékonyabbnak, a megfeleld
koriilmények megvalasztasaval az Gsszes anyagot sikeriilt elvalasztanunk.

2. Vizsgaltuk az eluens Osszetételének mennyiségi, valamint a polaris modosito (alkohol)
mindségi hatasat az elvalasztisra. A mozgofazisban 1évé alkohol koncentraciojanak
novelésével a visszatartas mindegyik esetben csokkent, tehat tipikus normal fazist viselkedést
tapasztaltunk. A polaris modositok mindsége nagyban befolyasolta mind a retencios faktor,
szelektivitas illetve felbontas értékeit, melyet az alkoholok kiilonbdz6 polaritasanak, valamint
eltérd szolvatalo képességének tulajdonitottunk.

3. A homérséklet hatasat viszonylag széles 5 °C és 50 °C kozotti tartomanyban
vizsgaltuk. A retencios adatok a hémérséklet emelkedésének hatasara a legtobb esetben
csokkentek. A kromatografidban hasznalatos van’t Hoff-egyenlet segitségével szamoltuk az
elvalasztast kiséré entalpia és entropia valtozasokat. Az esetek tobbségében entalpiavezérelt
elvalasztasokat kaptunk, de néhany analég példajan keresztiil az entropia vezérelt kiralis
megkiilonboztetést is megfigyelhettiik. Ennek sajatsaga, hogy rovidebb analizis idé alatt,
hatékonyabb elvalasztast kapunk. A 2c-d analdog esetében -5 °C - 40 °C homérséklet
tartomanyban megfigyelhettiink egy, a homérséklet hatasara bekovetkezd elicios sorrend
valtozast.

4. A szerkezet-kromatografias viselkedés kozti kapcsolatot tanulmanyozva egyértelmiien
lathattuk, hogy a szubsztituensek mindsége és helyzete befolyasolja a mintdk polaritdsat,
térbeli szerkezetét és ezzel kromatografias viselkedését. Azonban nem szabad figyelmen kiviil
hagynunk a kiralis szelektoron 1évé funkcios csoportokat, illetve a poliszacharid szerkezetét,
mely hatdssal van a minta és szelektor kozotti kdlcsonhatdsokra, ezaltal az elvalasztésra.
Megallapitottuk, hogy a naftilcsoport jelenléte a molekuldn erdsebb m-m kdlcsonhatést

eredményezett, igy a retencid ndvekedett. Az amiloz alapti kolonnan altalanosan nagyobb



visszatartast tapasztaltunk, melyet foként a szelektor merev, helikalis szerkezete
eredményezett. Vizsgalataink azt is mutattdk, hogy ha az aromds gylirliben a heteroatom
(nitrogén) kiilonbdzé — orto, meta, vagy para — helyzetben van, eltérd eredményeket
kaphatunk. Az alkilszubsztituens hatasanak tanulmanyozasa érdekében vizsgaltuk a Meyer-
paraméterek értékeit a retencios faktorok fliggvényében. Egyértelmi korrelaciot allapitottunk
meg a kromatografias adatok és az alkilcsoport térkitoltését jellemz6é Meyer-paraméterek

kozott.
Ciklofruktan tipusu kiralis dllofazisokon torténd elvalasztasok

5. Ciklofruktan alapa kirdlis kolonnakat alkalmazva az egy kiralitascentrummal
rendelkez6 1- és 2-naftol enantiomerek elvalasztasat CF6-IP, mig a diaminok, savamidok,
amino-alkoholok elvalasztasat CF6-1P, CF6-RN és CF6-DMP kiralis oszlopokon valdsitottuk
meg. Normal fazisa koriilmények kozott, az eluens apolaris komponense 40-80% heptan vollt,
mig polaris modositoként 60-20% alkoholt hasznaltunk a 0,1% TFA additiv mellett. Az
a legtobb esetben kis mértékii hatdssal volt a szelektivitasra. A felbontds tekintetében az
eredmények kiilonbozoek. A naftol illetve savamid analogoknal a felbontas altalaban nétt az
eluens alkohol tartalmanak csokkentésével, mig az amino-alkoholoknal épp a retencios
faktorral ellenkezbleg csokkent, a diaminok esetében pedig nem tapasztaltunk lényeges
valtozast. Az eluens polaris komponensének mindségi valtoztatdsa révén megfigyelhettiik,
hogy a naftol analogoknal az elagazo-lanct alkoholok szolvatacios készsége elonydsebb lehet,
igy a szelektivitas és felbontas tekintetében jobb eredményeket kaptunk.

6. A mozgbdfazishoz adagolt sav (TFA) koncentracidjanak novelésével a retencios
faktorok értékei kismértékben ugyan, de csokkentek, melyet a megndvekedett ionos
kolcsonhatdsoknak tulajdonitottunk a minta és mozgofazis kozott. A vizsgélt analdégok
mindegyikére a 0,1% TFA alkalmazasa bizonyult a leghatékonyabbnak. A savamidok,
diaminok és amino-alkohol analogokra 6, kiilonbdz6 savas modositot is alkalmaztunk. A TFA
mellett azonban csak a kénsav és perklorsav esetén sikeriilt elvalasztast elérni, elfogadhatd
retencids idOvel. A jégecet alkalmazasakor nagy retencios faktor értékeket tapasztaltunk,
melyek nem parosultak a szelektivitas €és felbontas novekedésével. Ezt a nem enantioszelektiv
kolcsonhatasok szamanak novekedésével magyarazhatjuk.

7. A hémérséklet hatasat 5 °C — 40 °C kozotti tartomanyban vizsgalva, a hdmérséklet
emelkedésével a kromatografias adatok értékei minden esetben csokkentek. A van’t Hoff-

egyenlet altal meghatarozott termodinamikai paraméterek minden esetben negativak voltak,



amely az entalpiavezérelt elvalasztasokra utal.

8. A szerkezet-kromatografias viselkedés kozotti osszefliggést vizsgalva megallapitottuk,
hogy a fenilgyiiriin kiilonbozé halogéneket — fluor, klor, brom — tartalmazo naftol analogok
esetén a kromatografids adatok értékei novekedtek — kivéve 23, 38 mintdk — dsszehasonlitva a
nem szubsztitualt analdogokkal. A szubsztituens helyzete, sztérikus okokra visszavezethetéen
tovabbi kiilonbségeket eredményezett. Megfigyeltiik, hogy a nitrocsoport jelenléte nagyobb
retenciot eredményezett ugyan, de a szelektivitas és felbontas értékeiben nem mutatkozott
jelentés kiilonbség. Ezaltal valdszinisitjik, hogy a nitrocsoport jelenléte a nem
enantioszelektiv kolcsonhatasok aranyat noveli meg. A kiilonb6z6 alkil-szubsztituenseket
tartalmazo 2-naftol analdogok retencidja nagyobb volt, mint azoké, amelyek szubsztitualt-
fenilgytrit tartalmaznak. Az alkil-szubsztituensek kiilonboz6képpen befolyasoljak a
szelektivitast és a felbontast. A Meyer-paraméterek alapjan megallapitottuk, hogy a nagyobb
méretli  szubsztituensek akadalyozzak a minta kolcsonhatasat a szelektorral, kisebb
kromatografids paramétereket eredményezve.

9. A diaminok, savamidok, amino-alkoholok vizsgalata esetén lathattuk, hogy a #-7
illetve polaris kolcsonhatasok mellett, a H-hid kotés is fontos szerepet kap a kirdlis felismerési
folyamatokban. A karbonil-csoporttal rendelkezé analogokra jobb elvalasztast kaptunk
Osszehasonlitva azokkal a mintdkkal, amelyek nem rendelkeztek ezen szubsztituenssel. Az
amino-alkoholok esetében mindkét kolonnan jobb elvalasztast kaptunk, mely szintén az OH-

csoport hidrogén-kotésre valo hajlamaval hozhat6 6sszefliggésbe.
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