Szegedi Tudomanyegyetem
Gydgyszerésztudomanyi Kar
Gyobgyszeranalitikai Intézet

Kémia Doktori Iskola

CINKONA ES POLISZACHARID ALAPU KIRALIS

ALLOFAZISOK KOLCSONHATASAINAK VIZSGALATA

Ph.D. ERTEKEZES

Készitette:

Bajtai Attila

Témavezeto:
Prof. Dr. llisz Istvan

Intézetvezetd egyetemi tanar

SZEGED
2021



Tartalomjegyzék

ROVIDITESEK JEGYZEKE ........coiiiiiiiiiiiiiiin i 1
L BEVEZETES ..ottt ettt bbbt b e 2
2. CELKITUZES .....ooiiiiiiitiiiteee ittt bttt b e bbbt nae b e e neenne s 3
3. IRODALMI ATTEKINTES ..ottt 4
3.1. A kiralitas fogalma €s JEIENtOSEZE ....eevvviiiiiiiiiiiiiiie e 4
3.2. Az abszolut ¢és relativ konfiguracié meghatarozasi modszereinek attekintése............ 5
3.2.1. Relativ médszerek az abszolut konfiguracié meghatdrozasara ...........c.ccccvvvvennene, 6
3.2.2. Abszolut mddszerek az abszolut konfiguracié meghatarozasara..............ccoceeuee. 6
3.2.3. A relativ konfiguracié meghatarozasanak lehetos€gei .......oovvvvvviieriiieniiieniiinenne, 8
3.3. Kirdlis vegyliletek kromatografids elvalasztasa............ccooveriiiiiiiiiiie e 9
3.4. A kiralis felismerés folyamata...........c.coooiiieiiiiiiiciiceee e 11
3.5, Kiralis AlIOTAZISOK .....ccuviiiieiiiiieesie et 14
3.5.1. Modositott poliszacharid alap kolonnaki...........cccccevviiiiiniiiiiiiii e, 15
3.5.2. Cinkona alkaloid alap(l AIIOfAZISOK ........cccviiiiiiiiiiieicee e 19
3.6. Az SFC technika alkalmazasa kiralis vegyiiletek elvalasztasara............cccocvevvrnennns 21
3.6.1. Az SFC technika fontosabb jellemzoOi ...........cccvrveiiiiiiiiiicc e 21
3.6.2. Az SFC technika alkalmazésa kiralis komponensek elvalasztaséra .................... 23
3.7. A kiralis kromatografia termodinamikai hattere..........c.ouvvvvveriereneiene e 25
3.7.1. A van’t Hoff egyenlet szerepe a kiralis kromatografidban ............c..cccevvveennnenns 25
3.7.2. A kiralis kromatografia termodinamikai sajatsagal .............ccoeveriiiiiciiciieennns 27
3.8. A vizsgalt vegyiiletek kémiai és biologiai jelentdSEge .........ccoovvrvviiiiiiiiiiiiciiiicins 28
3.8.1. Indol és S-karbolin alkaloidoK ..o 28
3.8.2. Tetrahidroizokinolin- és 1-naftol-szarmazekok............cccovvvniiniinciiiicn, 29
3.8.3. DIPEPLIAEK ...ttt 30

4, KISERLETI RESZ .......ooiiiitiiiiitieitiit sttt nb et 30
4.1, VIiZSZAIL @NYAGOK ...vviriirieieiieite sttt 30
4.2. Felhasznalt VEZYSZEIEK ........ccviiiiiiiiieiiicic e 32
4.3. Alkalmazott BerendeZESCK ........c.ueiviiiiiiiiieiiie it 32
4.4. Alkalmazott folyadékkromatografids all6fazisok..........cocooiiiiiiiiiiiiciiiiiicic 33
5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK .......ociiiiiiiiiiiiiiiiesie e 34

5.1. A mozgo6fazis Osszetétel hatasa a kirdlis elvalasztasra ........ccoceevvveeiiiieiiice i, 34



5.1.1. A mozgodfazis Gsszetétel hatasa a kiralis elvalasztasra cinkona alkaloid alapt
SZEICKLOTOK ©SELEI ...eeivviiiiiiiiee ettt seee s 34
5.1.1.1. A kromatografias paraméterek valtozasa a MeOH/MeCN 0-100 v/v
LATEOINANYDAN ...t res 35
5.1.1.2. A mozg6fazis Osszetétel valtoztatas hatdsanak osszehasonlitdsa ikerionos és
monoionos AlIOTAZISOK €SEtEN........c.eiiiiiiiiiiiiie e 36
5.1.1.3. A tetrahidrofuran tartalom hatasa a kromatografias paraméterekre.............. 38

5.1.2. Az eluensosszetétel hatasa az elvalasztasra poliszacharid alapu szelektorok

<7 PP PP PP PPR TP 40
5.1.2.1. A mozg6fazis alkotdk anyagi mindségének hatasa az elvalasztasra............. 41
5.1.2.2. A mozgofazis Osszetétel hatdsa a kromatografids paraméterekre.................. 42

5.1.3. A mozgoéfazis Gsszetétel hatdsa SFC technika esetén..........cccvvvvviiiiiiiiiiinnns 43

5.1.3.1. Az SFC és HPLC technika mozgofazis dsszetétel hatdsanak 0sszehasonlitasa
cinkdna alkaloid alapll szelektorok €Setén ...........ccoovevvirieiiiiiiiicnieeiee e 43
5.1.3.2. Az SFC mozg6fazis alkotok anyagi mindségének vizsgalata poliszacharid
alapll AlIOTAZISOK €SELEM .....vviiiiiii it 45
5.1.3.3. Az SFC mozgo6fazis dsszetétel hatdsa az enantioszelektivitasra poliszacharid
alapll AllOTAZISOK ESETEN .......eevviiiiiiiii s 48
5.2. A mozg6tazishoz adott ionos modositok mennyiségének hatdsa az elvalasztasra.... 49
5.2.1. A mozgofazishoz adott ellen- és kisér6 ionok jelenlétének hatésa...................... 50
5.2.2. A mozgofazishoz adott ellen- €s kisérd ionok mennyiségének hatdsa az
elvalasztasra ikerionos és monoionos allofazisok esetén............ccocvvvviiiiiicnnns 52

5.2.3. Az SFC ¢és HPLC mozgofazishoz adott ellen- és kisérd ionok hatadsanak

Osszehasonlitdsa cinkona alkaloid alaptl 4ll6fazisok esetén...........cccoceeviiiiiicnnnne, 54
5.3. A molekula szerkezet és a kromatografias jellemzok Osszefliggései ...........covveunnen. 56

5.3.1. A cinkodna alkaloid alapt all6fazisok szerkezetének hatasa az elvalasztasra ...... 56
5.3.2. A poliszacharid alapu all6fazisok szerkezete és a kromatografias viselkedés
OSSZETUZZESC ...t 61
5.3.3. A kiralis szelektorok szerkezete és a kromatografids paraméterek 6sszefliggése
SFC teChnika €SELEN .......coivviiiiiieiiiie e 65
5.3.3.1. Az SFC ¢és HPLC technika 6sszehasonlitdsa cinkona alkaloid alapu
allotazisok alkalmazasaval ...........cccooiiiiiiiii 65
5.3.3.2. A poliszacharid alapt all6fazisok vizsgalata SFC technika alkalmazasaval 67

5.4. A hdmérséklet hatasa a kiralis kromatografids rendszerekre ...........c.coooiriiiiiennnnnn 71



5.4.1. A homérséklet hatdsa az elvalasztasra cinkona alkaloid alapu allofazisok esetén

5.4.2. A hémérséklet hatasa az elvalasztasra poliszacharid alapu szelektorok esetén... 73

5.4.3. A hdmérséklet hatdsa az elvalasztasra SFC technika esetén ............ccccooveveennnnn 75
5.4.3.1. A homérséklet hatasa SFC technika és cinkona alkaloid alapu szelektorok

AlkalmaZASA ESELEN.......uiiiiiiiiie et 75

5.4.3.2. A homérséklet hatasa SFC technika €s poliszacharid alapu szelektorok

AlKalmAazZAasa €SEIEM.......uuiiiiii ittt 77

B. OSSZEFOGLALAS ...........coevveevevreeiisstssesesissesestesesess s s iss st en et ensstasess st enssessenes s neeseneees 80
7. SUMMARY ..utieitieatee ettt te ettt be e asae bt e sae e e be e e he e e st e e she e ekt e e he e e be e s he e e mbeeeb e e ambeenbbeenbeeabeeennee e 84
8. IRODALOMUIEGYZEK ........ueeiitiiiiaitiiattesteeateesteeateesseeabeesseeasneesseeabeesseeasseesanesnneeaneeanee e 88
9. KOZLEMENYEK LISTAJA .....utiiiiiitiiaiiesieaiteesteeate et a bt e e e aseesseeabeesseeasseesnnesnneesneesnnee e 95
9.1. Az értekezés alapjat képezO KOzIemenyek ..........cccovviiiiiiiiiiiiiiee 95
9.2. Az értekezés témajahoz kapcsolddo fel nem hasznalt kozlemények...........ccooveenee. 95
0.3, ElOAAASOK .. .uiiiiiieiiiie ittt 97
0.4, POSZEBIEK ...ttt ettt ettt bbbttt bbbt 98
10. KOSZONETNYILVANITAS ....cuiiiiiiiiiiiiie ettt sttt sbe et nte e sbeesnbeesnee s 100

L1, FUGGELEK ..ot e e e e e e e e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeennaaaeeeeeees 101



ROVIDITESEK JEGYZEKE

AcOH: ecetsav

BuOH: 1-butanol

t-BUOH: 2-metil-propan-2-ol

CD: cirkuldris dikroizmus

DEA: dietil-amin

DEOA: dietanol-amin

EA: etil-amin

EtOH: etanol

FA: hangyasav

HPLC: nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
MeCN: acetonitril

MeOH: metanol

NMR spektroszkopia: magneses magrezonancia spektroszkopia
NPM: normal fazisu mod

ORD: optikai rotacios diszperzid

PI: polaris-ionos

PIM: poléris-ionos mod

PO: polaris-szerves

PrOH: propan-1-ol

2-PrOH: propan-2-ol

QD: kinidin

QN: Kinin

SFC: szuperkritikus folyadékkromatografia (Supercritical Fluid Chromatography)
TEA: trietil-amin

THEF: tetrahidrofuran

ZWIX: kiralis ikerionos ioncseréld



1. BEVEZETES

Az €16 rendszerek miikodésének megértése, megismerése és magyarazata évezredes
multra nytlo természetes emberi igény. Ennek része az emberi élet mindségét és tartalmat
korlatozd megbetegedések, patologias allapotok, melyek elleni kiizdelem a
gyogyszerkutatds egyik legjelentésebb motivacioja. A gyogyszerkutatds értékteremtd
folyamat, amely egyben a tudomdnyos megismerés utja is. Eredményességéhez
nélkiilozhetetlen a legkiilonbozobb kutatasi teriiletek, mint a biologia, kémia és az
orvostudomanyok folyamatosan fejlédd ismereteinek magas szintii integrélasa. Igy a
gyogyszerfejlesztés egyszerre szamos kutato dsszehangolt kozos erdfeszitésén alapul. Ennek
a folyamatnak része az analitikai kémia, melynek eredményeire a felfedez6 kutatastol a pre-
¢és klinikai fejlesztésen at egészen a torzskonyvezésig sziikség van. Mivel az ¢él16
szervezeteket felépitdé molekulak kiralis rendszert alkotnak, pl.: aminosavak, fehérjék,
cukrok, enzimek, polinukleotidok, igy kiemelt figyelemmel kell vizsgalni a velik
kolcsonhatasba keriil6 szintén kiralis komponenseket.

Az enantiomerparok kémiai és biologiai hatasara jellemz6, hogy az egyik enantiomer
terapias hatasti (eutomer), mig a masik a terapiastol eltéré bioldgiai hatast fejthet ki
(disztomer). A disztomer eltéré bioldgiai hatasa széles spektrumon mozoghat, ez lehet csak
egy kellemetlen mellékhatas, de akar toxikus metabolitot is eredményezhet. Ritka az olyan
kiralis vegyiilet, melynek mindkét enantiomere hasonloan kedvezd terapias hatast fejt Ki.
llyen kivételes molekula az ibuprofen, fajdalom, laz és gyulladascsokkentd, valamint a
fluxetin, antidepresszans, melyek racém elegyként is hasznalhatok. Azonban még az ilyen
molekulak esetén sem teljesen azonos az enantiomerek farmakoldgiai viselkedése, mivel
metabolizmusuk jelentdsen eltér egymastol [1]. Ezért nélkiilozhetetlen a gyogyszerfejlesztés
soran, hogy a végtermékben talalhatd Osszes kiralis komponens hatasat alaposan
megvizsgaljak ¢és mennyiségiiket az évrél-évre szigorodd hatdsagi kovetelményeknek
megfelelve szabalyozzak. Emellett kiralis molekulak esetén kiemelt fontossagu, hogy mind
az alapanyagok, mind a gyartas koztitermékei megfelel6 tisztasaggal rendelkezzenek és ezt
folyamatos ellenérzés tdmassza ald. Ez a tobb mint 50 éves multra visszatekintd elvaras
kutatok generacioit 6sztonozte a lehetd leghatékonyabb modszerek kifejlesztésére, ami a
kiralis kromatografias technikak széleskorii elterjedéséhez vezetett.

A gyogyszeripar mellett szamos mas, az emberi ¢életmindséget befolyasolo teriilet, mint
az ¢élelmiszeripar, kozmetikai ipar vagy a novényvédelem is felhasznalja a kiralis

kromatografia eredményeit, ezért fontos, hogy a jovo perspektivai stabil alapokra épiiljenek.



2. CELKITUZES

Munkam soran célul tiiztem ki folyadékkromatografias modszerek fejlesztését bioldgiai
és gyobgyszeripari szempontbol fontos vegyliletek sztereoizomerjeinek elvalasztasara,
valamint eltér6 mikodési mechanizmusu kiralis kolonnak elvalasztoképességének

tanulmanyozasat valtozatos szerkezetli vegyiiletekkel.

Vizsgalni kivantam:

e biologiailag aktiv dipeptidek elvalasztasat cinkéna alkaloid alapu alléfazisokon
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval (HPLC),

e bazikus ¢és amfolit indol analégok elvalasztasat cinkona alkaloid alapu ikerionos,
valamint modositott poliszacharid alapt allofazisokon HPLC ¢és szuperkritikus
folyadékkromatografia (SFC) alkalmazasaval,

e 1,23 4-tetrahidroizokinolin-vazas ¢és 1-naftol vegyiiletek ¢és szerkezeti analogjaik

elvalasztasat modositott poliszacharid alapu allofazisokon HPLC ¢s SFC technikaval.

A vizsgalt vegyiiletek kromatografids paramétereinek meghatarozasdn keresztiil
értelmezni kivantam az eluensosszetétel és a polaris modosité (alkohol) mindségének és
mennyiségének hatasat az elvalasztdsra. A vegyiiletek szerkezetének rendszerezett
valtoztatasaval kovetkeztetéseket kivantam levonni a vegyiilet és a kiralis szelektor kozott
kialakul6 kolcsonhatdsokra. Az ioncseréld allofazisok esetén a mozgofazis sav- €s
bazistartalmanak valtoztatasaval az ellenion koncentracio elvélasztisra gyakorolt hatasat
kivantam tanulmanyozni. Emellett célom volt a hémérséklet kromatografias paraméterekre
gyakorolt hatdsdnak tanulmanyozasdval az elvélasztdsi mechanizmus termodinamikai

hatterének mélyebb megismerése.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A Kkiralitas fogalma és jelentosége

kétdimenzids szemléletét haromdimenzidsra terjesztette ki és egyben a sztereokémia
megsziiletéséhez vezetett. A sztereokémiai fogalmak pontos definidlasa nélkiilozhetetlen a
molekuldk térszerkezetével kapcsolatos kovetkeztetések megértéséhez. A sztereokémia
egyik legfontosabb feladata a molekuldk lehetséges szerkezeti, konfiguracios és
konformacids izomerjeinek a meghatarozasa. Szerkezeti izoméria all fenn két vegyiilet
esetén, ha molekulaképletiik azonos, de az atomok Kkapcsolddasi sorrendje kiillonb6zo a
molekuldkban. Ha az atomok kapcsolddasi sorrendje megegyezik és egymassal fedésbe nem
hozhaté tiikorképei egymasnak, akkor enantiomerek, ha tikorképi viszony nem
tapasztalhato, akkor diasztereomer a viszonyuk. A disztereomerek fizikai és kémiai
tulajdonsagai eltérnek egymastél, mig az enantiomerek akirdlis kornyezetben nem
kiilonboztetheték meg egymastol. Enantiomer viszony csak kiralis szerkezet esetén
fordulhat el6. A kiralitas fogalmat Lord Kelvin ir Nobel-dijas fizikus hasznalta el6sz6r 1904-
ben, miszerint kiralis egy molekula, ha annak siktiikorben lathato tiikkorképe nem hozhato
fedésbe az eredetivel. Tehat egy molekula kirdlis, ha nem tartalmaz tlikrozési

szimmetriatengelyt.
A Kiralitas négy f6 tipusba sorolhato a kiralis molekularész szerkezete alapjan [2]:

o Centralis: a kirlis atomhoz legaldbb négy kiilonboz6 atom vagy atomcsoport kapcsolodik
(a nemkot6 elektronpar is tekinthet6 egy kapcsolodo ,,atomnak™), (pl.: aminosavak).

e Axialis: a molekula kiralitastengellyel rendelkezik, amely koriil a szubsztituensek ugy
helyezkednek el a térben, hogy a molekula nem hozhaté fedésbe a tikkorképével (pl.:
allének, spiro vegyiiletek).

e Planaris: a molekula két, egymassal nem azonos sikban levé diszimmetrikus gytrit
tartalmaz, amelyek az Oket Osszekapcsold kémiai kotés mentén nem tudnak koénnyen
elfordulni (pl.: aromas fémkomplexek).

e Helikalis: a molekula nem sikbeli csavarmenettel rendelkezik (pl.: DNS kettds hélixe,
keményito).

Ezek koziil leggyakrabban a centralis kiralitas fordul el6 a természetben. Azonban fontos
megjegyezni, hogy a kiralis centrum jelenléte a molekuldban nem sziikséges és nem

elégséges feltétele a kiralitasnak. N darab aszimmetriacentrumot tartalmazéd molekula esetén



a lehetséges sztereoizomerek szama 2N. Azokat a vegyiileteket, amelyek csak egy
A kiralitds szamos formaban megnyilvanulhat, példaul el6fordulhat két vagy harom
dimenzi6 esetén [3]. Tovabba a kiralitas kovetkezményei tapasztalhatok molekularis,
mikroszkopikus és makroszkopikus szinten [4], valamint a természetben talalhato €16 (1.

abra) és élettelen formak (pl.: kvarc kristaly) szerkezetében is [3, 5].

1. abra Kiralitds el6forduldsa a természetben. Enantiomer szerkezetli csigahdzak ¢&s

enantiomer kvarc kristaly elemi cellak

3.2. Az abszolut és relativ konfiguraciéo meghatirozasi modszereinek attekintése

Kiralis molekuldk esetén az egy enantiomerbdl allo tiszta anyag optikailag aktiv, vagyis a
lineérisan polarizalt fény sikjat elforgatja. A masik enantiomerbdl 4llo tiszta anyag ellentétes
iranyba forgatja el a fényt, ezért a két enantiomert egyenlé mennyiségben tartalmazé racém
elegy optikailag inaktiv, mivel az ellentétes iranyt forgatdsok kompenzaljadk egymast.
Fontos megjegyezni, hogy az optikai forgatoképesség nincs kozvetlen kapcsolatban a
konfiguracio jelolésére legelterjedtebben a Cahn-Ingold-Prelog rendszer (R)/(S) jelolése
hasznalt. A jeldlés 1ényege, hogy az aszimmetriacentrumhoz kapcsolodo atomokat, illetve
atomcsoportokat a periodusos rendszerben elfoglalt helyiik alapjan rangsorolni kell, majd a
térszerkezetet, illetve annak modelljét a rangsor alapjan utols6 helyen all6 atommal vagy
atomcsoporttal ellentétes oldalrol szemlélve, meg kell hatarozni a tobbi atom vagy
atomcsoport sorrendszerinti koriiljardsanak iranyat. Az Oramutatd jardsaval azonos
koriiljarasi irany jelzése R (,,rectus”), az ellentétesé pedig S (,,sinister”). Azonban fontos
kiemelni, hogy ez a jel6lésmdd csak a mar meghatarozott abszolit konfiguracio leirasara
szolgal, nem pedig a valodi térszerkezet megallapitasara. Tovabba a Cahn-Ingold-Prelog

crer

ellentétes a jelolés. Ez megfigyelhet6 az L-(S)-szerin és L-(R)-cisztein vagy a szénhidratok



gylriis és nyilt lanct formai esetén. Ezért az aminosavak €s a szénhidratok esetében az
abszolut konfiguracié helyett gyakran a relativ konfiguracio hasznalatos. A relativ
L (,,laevus’-bal) és D (,,dexter”’-jobb) jelolést alkalmazzak.

A relativ konfiguraciot kémiai atalakitdsokkal meg lehet hatarozni, azonban a valodi
térszerkezetet csak kémiai modszerekkel nem lehetséges megallapitani. Egy optikailag aktiv
meghataroznia, a D-borkdsav rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalataval [6]. Elétte csak a D-
glicerinaldehidre visszavezetett Fischer-féle relativ konfiguracio alapjan volt lehetséges a
térszerkezet vizsgalata. Azonban Bijvoeték eredményeinek koszonhetden egyszerre az
Osszes relativ konfiguracioval rendelkez6 molekula valos térszerkezete ismert lett.

Ha a relativ konfiguracio ismert, akkor az abszolut konfiguracié meghatarozasa torténhet
relativ vagy abszolut modszerekkel [7]. A relativ modszereknél minden esetben sziikség van
egy Osszehasonlitasi alapra, ami lehet egy kirdlis nem racém anyag vagy ismert

crer

konfiguracioju referencia molekula.

3.2.1. Relativ modszerek az abszolut konfiguracié meghatarozasara
melyek nem befolyasoljak, vagy csak sztereoszelektiven valtoztatjak meg a kiralitasért

felelés molekularészt.

cre

crer

meghatarozasa a magneses anizotropia miatt kialakulé kémiai eltolodas kiilonbségek
alapjan [8].

o Rontgendiffrakcid: abban az esetben tekinthetd relativ modszernek, ha a vizsgalando
amihez a tobbi kiralis elem konfiguracidja viszonyithatd. A rontgendiffrakcids analizis
ilyen célu alkalmazisahoz gyakran sziikséges szarmazékképzéssel nehéz atom (pl. brom)

vagy ismert konfigurdcioji csoport bevitele, melynek jelenléte megfeleld

faziskiilonbséget vagy referenciat ad az abszolut konfiguracio meghatarozasahoz [9]

3.2.2. Abszolut modszerek az abszolit konfiguracio meghatarozasara
A referencia anyag nélkiili abszolut konfiguraci6 meghatarozasa tobbek kozott torténhet
anomalis rontgendiffrakcioval, kristdlymorfologia adalékokkal torténd modositasanak

vizsgalataval vagy kiroptikai médszerekkel [10].



Az anomalis rontgendiffrakcio (Bijvoet modszer) esetén a vizsgalt anyag kristalyaban
jellemzdéen kénnél nehezebb atom jelenléte sziikséges. Olyan rontgensugarzas hatasara,
amelynek hullamhossza kézel van a nehéz atom abszorpcids hatardhoz, faziskiilonbség
tapasztalhato, aminek kovetkeztében a diffrakciés mintazat centraliS szimmetridja
megszlnik, vagyis a centrdlis szimmetria alapjan Osszetartozd foltparok intenzitasa
kiilonbozové valik [11].

A kristalymorfologia adalékokkal torténd modositasa esetén a kristalyndvekedés iranyat
a vegylilet polaritasatol szerkezetileg vagy konfiguracio tekintetében kiilonb6z6 adalékok
megvaltoztathatjak, ami a novekedés sebességének megvaltozasat okozza. Ez valamilyen
iranyba jol megfigyelhetd eltérést eredményez, amibdl a konfiguracié meghatarozhaté [12].

A kiroptikai modszerek alapja, hogy a kiralis, nem racém anyag eltér6en hat kdlcson a

fény jobbra és balra cirkularisan polarizalt komponenseivel.

Az abszolut Kkonfiguracié meghatarozasara hasznalhaté legfontosabb Kkiroptikai

modszerek [11, 13]:

e Optikai rotacids diszperzi6 (ORD): az optikai forgatoképesség fiiggése a fény
hullamhosszatél UV-lathaté tartomanyban.

e Elektronikus cirkularis dikroizmus (ECD): az anyag molaris abszorbancia kiilonbségének
valtozasa az UV-lathato tartomanyban.

e Fluoreszcens fénnyel detektalt cirkularis dikroizmus (FDCD): a molaris abszorbancia
kiilonbség valtozasanak kovetése az UV-lathatd tartomanyban fluoreszcens detektalassal.

e Vibracios cirkularis dikroizmus (VCD): a molekula rezgési dtmenetéhez kapcsolddod
abszorpcids kiilonbség mérése az infravords tartomanyban.

e Raman optikai aktivitds (ROA): a Raman spektroszkopia kiralis megfeleldje.

A CD-spektroszkopia egy molekula alapallapotbol elektronikusan gerjesztett allapotba
vald atmenetéhez sziikséges energiat és a gerjesztés valoszinliségét méri. CD-spektroszkopia
esetén az optikailag aktiv kozegen athalado cirkuldrisan balra, ill. jobbra polarizalt fény
egymashoz képest eltérd sebességgel terjednek, azaz a kdzeg torésmutatdja eltérd a két fény
esetén. Tovabba az optikailag aktiv kozeg kiilonb6z6 mértékben abszorbealja a cirkuldrisan
balra, ill. jobbra polarizalt fényt, igy a sikban polarizalt fény athaladva az optikailag aktiv
kozegen elliptikusan polarizaltta valik. A két cirkularisan polarizalt fény Osszetevd eltérd
mértékli abszorpciojat, illetve a kilépd fény ezzel kapcsolatos ellipticitasat cirkularis

dikroizmusnak nevezziik. A cirkularisan polarizalt fény abszorbancia kiilonbségét a



hullamhossz fiiggvényében mérve kapjuk meg az adott anyagra jellemzé CD-spektrumot
[11].

Az optikai rotacios diszperzio az optikai forgatoképesség fiiggése a fény hullamhosszatol.
Az ORD-spektropolariméter és polariméter mitkodése kdzott nincs elvi kiilonbség. Azonban
a CD-jelenség csak az abszorpcios sav kornyezetében észlelhetd, mig az ORD-spektrum a
tavoli hulldmhossz tartomanyban is mérhetd, mivel fénytorést gyakorlatilag minden
hullamhosszisagu fény mutat. Az ORD és a CD-spektrum egymasba atszamithato.

A Raman optikai aktivitas (ROA) a rezgési optikai aktivitisok kozé tartozik [14]. A
Raman-szorast legegyszeriibben a fény, mint elektromagneses sugarzas elektromos tere és a
molekula polarizalhatdsaga kozotti kolesonhatasként lehet leirni. A ROA azon alapszik,
hogy a kiralis molekulak enantiomerei eltéré polarizalhatosagi tenzora miatt kiilonb6z6
intenzitassal szorjak a cirkularisan polarizalt fényt [15]. Az intenzitaskiilonbségek
hullamszam fiiggvényében rogzitett spektruma lehetové teszi a vizsgalt vegyiilet kiralis

A fentebb bemutatott modszerek abszolut konfiguraciéo meghatarozasara csak a megfeleld
elméleti szamitasok és modellek hasznalatival alkalmazhatok. fgy szemi-empirikus és
kvantumkémiai modellezést egyarant felhasznalnak, hogy a mért spektrumokat elméleti
alapon is leirhassak [16]. A szamitasokkal meghatarozott spektrumok és a kisérleti adatok
Osszehasonlitasaval meghatarozhatd az abszolut konfiguracio [17].

Természetesen mindegyik modszer rendelkezik elényokkel és korlatokkal egyarant.
P¢ldaul a kiroptikai modszerek esetén a vizsgalt molekula konformacio eloszlasat vagy
preferalt oldatbeli konformacigjat ismerni kell, ami a valtozatos konformacioval rendelkez6
komponensek vizsgalatanal jelent6s kihivast jelenthet [13]. Ezzel szemben a
rontgendiffrakcio esetén a szilard fazisban az adott enantiomer egyértelmiien meghatarozott,
és még az egyes molekulak relativ orientacioja is ismert a racsban. Kiroptikai modszerekkel
nem kristdlyos vegyiiletek is vizsgalhatok, mig a rontgendiffrakcios vizsgalatokhoz
elengedhetetlen a kristalyositds. Az ECD modszer alkalmazadsanak feltétele a megfeleld
kromofor jelenléte a molekuldban, aminek hidnya a VCD és ROA modszereknél nem jelent

akadalyt.

3.2.3. A relativ konfiguracio meghatarozasanak lehetéségei
A relativ konfiguracid szdmos modszerrel meghatarozhaté. Ezek egyarant alkalmazhatok
a molekulén beliili, illetve a molekulak kozotti relativ konfiguracié meghatarozasara. Mivel

az abszolut konfiguracié meghatarozéasara alkalmas kisérleti modszerek csak korlatozottan



allnak rendelkezésre, ezért a relativ konfiguracidé meghatarozasa tovabbra is fontos

szerkezetvizsgalati feladat.
A relativ konfiguracié meghatarozasara széles korben hasznalt médszerek:

e rontgenkrisztallografia,

e szimmetriatulajdonsagokon alapul6 technikak,

o diasztereomereken keresztiil térténé korrelacio (konfrontacios analizis),

e kiroptikai és NMR (pl.: NOE) spektroszkdpiai modszerek,

e aszimmetrias szintézisek,

o a kiralitdscentrumhoz kozvetleniil nem kapcsolodo kotések kémiai atalakitasa,
e kiralitdscentrumot érintd ismert sztereokémidju reakciok,

e korrelacid kvaziracematokon keresztiil.

Ezek koziil az utolsd6 harom technika napjainkban inkabb csak torténeti szempontbdl
jelentds. Az aszimmetrias szintézisek csak korlatozottan hasznalhatok ilyen célra,
jelentéségiik inkabb az enantiomertisztasag vizsgalataban jelenik meg [18].

Osszefoglalasként kijelenthetd, hogy minden esetben hasznalhaté modszer nem ismert
sem a relativ sem az abszolut konfiguracié megallapitasara, ezért a gyakorlatban hasznos

szamos szerkezet meghatdrozo modszer sokoldalu ismerete.

3.3. Kiralis vegyiiletek kromatografias elvalasztasa

A sztereoizomerek konfiguracio vizsgalatahoz és a kiralis molekulak gyakorlati
hasznositdsahoz sziikséges az enantiomerek kirdlisan tiszta formdra hozasa. Ez szamos
modon megvaldsithatd (2. abra) [19], azonban el6ény6s tulajdonsagai miatt mind az
analitikai, mind az ipari felhasznalas esetén a kromatografias technika valt a legelterjedtebbé
[20]. Ezért a kiralis vegyiiletek kromatografias elvalasztasa kiemelt jelentdséglivé valt az

elmult harom évtizedben.

\ Biotranszformacio | Aszimmetrikus szintézis J
N I
' Kristalyositas | <« — | Membranok

Enantiomer elvalasztasi
technikak

rd N
| Kapillaris elektroforézis J l | Folyadék-folyadék extrakcio ]
— E Kromatografia ~
Gazkromatografia / \ SFC technika

Nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia

Ultranagy-hatékonysagu
folyadékkromatografia

2. abra Kiralis vegyiiletek elvalasztasi lehetdségei



Akiralis kornyezetben az enantiomerek fizikai és kémiai tulajdonsagaik megegyeznek,
igy azok elvalasztasdhoz nélkiilozhetetlen, hogy kiralis kdrnyezetnek legyenek kitéve. Ezért
az enantiomerek kromatografias elvalasztasa minden esetben diasztercomerpar képzésén
alapul. Az 1. és 2. egyenlet bemutatja, az allofazis feliiletén reverzibilis modon kialakulo

atmeneti diasztereomerpar altalanos képzddési folyamatat.
K
(R)-Sz + (S)-E = [(R)-Sz —- (S)-E] 1)

(R)-52 + (R)-E =¥ [(R)-52 — (R)-E] @)

Az l-es és 2-es egyenletekben az R konfiguracidju szelektort (R)-Sz, az S vagy R
szelektorral kialakitott atmeneti diasztereomer komplex egyensulyi allandojat Ks és Kr
jeloli. A kiilonbozo retencids viselkedés a diasztereomerpar képzodéséhez vezetd reakciok
egyensulyi allandoinak eltérd értékébdl adodik.

A diasztereomerpar képzés alapjan két folyadékkromatografids modszer kiilonboztethetd
meg, a kozvetlen és a kozvetett technika. Kozvetlen az elvalasztas, ha a vizsgalt komponens
diasztereomerpart képez a mozgofazis vagy az allofazis kiralis komponensével [21]. Ezzel
szemben kozvetettnek tekinthet6 az elvalasztas, ha a vizsgalt komponensek el6szor kiralis
szarmazékképzdvel reagalnak, majd ezt kovetden diasztereomer formdban keriilnek
elvalasztasra az allofazissal [22]. A kozvetett és a kozvetlen modszerek elényeit és hatranyait

az 1. tablazat foglalja 6ssze [23].

Kozvetlen modszerek Kozvetett modszerek
Elonyok
A kirdlis szelektor enantiomer tisztasaga | Akiralis kolonna is hasznalhat6, ami
nem Kritikus. olcsobb, mint a kiralis.

Racemizacido nem valdszinli az analizis | Az elucids sorrend kovetkeztetheto, illetve
soran. megfordithato.

Funkciés csoportot nem  tartalmazo

racematok is elvalaszthatok. A detektalas also hatara csokkenthetd.
Preparativ célra is hasznalhato. A szelektivitas novelhetd (pl.: elotisztitas).

A hOmérséklet valtoztatasa gyakran

p . . 1 A modszerfejlesztés keveésbeé 1ddigényes.
kedvez0 az elvalasztas szempontjabol. zetiejiesz v geny
Altalaban egyszeriibb a mintaelSkészités.

Az enantiomerek molaris abszorbancidja
azonos.

1. tablazat A kozvetlen és a kozvetett kiralis folyadékkromatografidss modszerek

Osszehasonlitasa

10



Kozvetlen médszerek

Kozvetett modszerek

Hatranyok

Az elméleti tanyérszam 4ltalaban kisebb,
mint kozvetett esetben.

A deszorpcio kinetikaja egyes esetekben

A szarmazékképzO enantiomer tisztasaga
kritikus.

A szarmazékképzés soran racemizacio

lasst. 1éphet fel.

Az eliciods sorrend és a kiralis
kolcsonhatasok hattere nincs teljesen
felderitve.

A szarmazékképzés soran eléfordulhat
,.kinetikai rezolucio”.

A képz6dott diasztereomerek molaris

Nincs altalanosan hasznalhato allofazis. e et s n
abszorbancidja kiilonbozo lehet.

A kiralis all6fazisok nagyon érzékenyek az
elvalasztas koriilményeinek valtoztatasara.

A reagens feleslege és a melléktermékek
zavar6 csucsként jelentkezhetnek.

Az enantiomerek visszanyerése tovabbi

A kirdlis all6fazisok koltségesek. miiveleteket igényel.

A szdrmazékképzés jelentdsen
megnehezitheti a mintael6készitést.

1. tablazat (folytatds) A kozvetlen és a kozvetett kiralis folyadékkromatografias modszerek

osszehasonlitasa

3.4. A kiralis felismerés folyamata

A kirdlis vegyiiletek él6 szervezetekben kifejtett eltéré hatdasmechanizmusait elészoér
1933-ban Easson ¢és Stedman kisérelte meg sztereoszelektiv kolcsonhatasokra épiild
szerkezeti modellel magyarazni. Harompontos illeszkedési modelljiik alapjan az optikailag
aktiv molekulak és a kolesonhatdé komponensek, esetiikben a fehérje receptor kozott akkor
alakul ki stabilis kapcsolat, mely az enantiomer megkiilonboztetést lehetové teszi, ha
legalabb harom konfiguracio-fiiggd ponton vonzo kolcsonhatas 1ép fel. Ezt a modellt az
elvalasztastechnika mar 1952-ben hasznalta optikailag aktiv vegyiiletek (aromas
aminosavak) vékonyrétegkromatografids elvalasztdsa soran kapott eredményeinek
magyarazatara [24]. Ujabb ismeretek alapjan kijelenthet6, hogy a kirélis felismeréshez nincs
sziikség egyszerre harom vonzo6 kdlcsonhatasra [25, 26]. Akar két taszitd kolesonhatas is
részt vehet a sztereoszelektivitas kialakitasaban, ha a harmadik kolcsonhatas altal kifejtett
vonzas képes legalabb az egyik atmeneti diasztereomert 1étrehozni [27]. Korabban Pirkle és
Pochapsky fogalmazta meg, hogy a kiralis felismerés kialakulasahoz, elég ha a harom
kolcsonhato pont koziil csak egy sztereoszelektiv [28]. A harompontos illeszkedés modelljét

a 3. abra mutatja be.
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3. abra A kiralis felismerést leird6 harompontos illeszkedés modellje

Ha az enantiomer és a szelektor altal alkotott atmeneti diasztereomerpar kialakulasaban
két- vagy haromdimenzios (pl.: elagazas nélkiili lanc, kondenzalt gytirii) szerkezeti elemeket
tartalmaz6 molekula vesz részt, akkor egy molekularész akar tobb kolcsonhato helyet is
biztosithat [29]. Fontos figyelembe venni, hogy az adott enantiomer és az allofazis kozott
kialakulo eltérd tipusu kolcsonhatasok tipusuktol fiiggben egyszerre tobb ponton is
kifejthetik hatasukat. Vagyis, mig a hidrogénhid csak egy-egy ponton fejti ki hatasat az
elvalasztand6 molekula és a szelektor kozott, addig a z-m kotés és a dipolus-dipolus
kolesonhatés egyszerre tobb kdlesonhatési pontot is biztosit a sziikséges harombol.

Az enantiomer és az allofazis kozott kialakuld barmely nem kovalens kdlcsonhatas részt
vehet a kiralis felismerés 1étrejottében, igy a fellépd kolcsonhatdsok hatdereje és iranya
jelentésen befolyasolja az atmeneti diasztereomerpar stabilitasat. A diasztereomerpar
létrejottéert felelds kolcsonhatasok eltérd hatotavolsaga a kirdlis felismerésben betoltott
funkcidjukat is meghatdrozza. A tavolra haté kolcsonhatasok teszik lehetévé, hogy az
enantiomer ¢€s a szelektor egymas kozelébe jusson, és meghatarozzdk a retencios
tulajdonsagokat. Azonban a nagy tavolsagra hatd kolcsonhatiasok jellemzéen nem
sztereoszelektivek, ezért az enantiomerek sikeres elvalasztdsdhoz Onmagukban nem
elegendok. A kisebb hatotavolsagi kolcsonhatasok altalaban sztereoszelektivek ¢és a
diasztereomerpar stabilizalasaban meghatarozok [30]. Azonban fontos kiemelni, hogy a
rovid hat()tévolségﬁ kolesonhatasok érvényesﬁlése gyakran ﬁigg az elvélasztand6
térszerkezetének csekély megvéltoztatésa az elvalasztas hatékonysaganak jelentds
moédosulasahoz vezethet. A szelektorhoz vagy az elvalasztanddo komponenshez eltérd
térkitoltésti csoportot kapcsolva az enantioszelektivitas jelentds valtozasa egyértelmiien
alatamasztja ezt a sajatsagot [21, 31]. A kiralis felismerésben meghatarozé kdlcsonhatasok

legfobb sajatsagait a 2. tablazat mutatja be [32].
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Kolcsonhatas tipusa Hatoer6 Iranyultsag Hatotavolsag
Coulomb vagy elektromos . Vonzb vagy
kilesonhatas Nagyon erGs taszitd Nagy
Hidrogénhid Erds Vonzé Kozepes
Sztérikus gatlds Nagyoner6stdl -, 16 Kicsi
nagyon gyengéig
n-t kolesonhatas Erds Vonzé Kozepes
lon-dipolus koélesonhatas Erds Vonzé Kicsi
Dipo6lus-dipolus " , o 3
Kélesénhatis Kozepes Vonzé Kicsi (1/d°)
Dipoélus-indukalt dipolus , - 6
Kélesonhatas Gyenge Vonzo Nagyon kicsi (1/d°)
London-féle diszperzios , L 6
vagy van der Waals erék Nagyon gyenge Vonzé Nagyon kicsi (1/d°)

2. tablazat A kiralis felismerésben szerepet jatszé molekularis kdlesonhatasok és jellemz6

tulajdonsagaik, d: két komponens kozotti tavolsag

Az enantiomer ¢s a kiralis allofazis szelektorabol all6 atmeneti diasztereomerpar
stabilitdsat noveld sajatsag:
o a sztérikus megfeleléség, amikor a forma és a méret komplementer,
o az elektrosztatikus illeszkedés, melynek soran a toltéssel rendelkez6 funkcios csoportok
térbeli helyzete és irdnya kedvezd,
e a hidrofob illeszkedés, amikor a lipofil molekularészek egymashoz kozel keriilve a
hidroféb régiok intermolekularis kapcsolodasat eredményezik,
e dinamikus és indukalt megfeleloség, azaz a konformdacios viszonyok megvaltozasa a
kedvezObb kotések kialakitasahoz [33],
e azenantiomer és a szelektor felszin sziik kornyezete kdlcsondsen kiegésziti egymast [27].
A felsorolt tulajdonsagok alapjan a legtobb esetben a nem kovalens kdlcsonhatasok
hatarozzak meg a kiralis felismerés hatékonysagat. Ebbdl kdvetkezden az eluens dsszetétel
meghatarozo jelentdségii a kiralis felismerés folyamataban. A mozgo6fazis dsszetételének
megvaltoztatasa lehetdvé teszi az atmeneti diasztereomerpar stabilitdsdnak és a kiralis
felismerés mechanizmusanak befolyasolasat. Az elvalasztandé komponensek és a szelektor
feltiletét boritd szolvatburok vastagsdga és polaritdsa jelentds hatast gyakorolhat a
sztereoszelektiv kolcsonhatasokra [25]. Példaul a nagyon polaris oldoszerek képesek
csokkenteni az elektrosztatikus kolcsonhatasok erejét, ezzel szemben a hidrofob kdrnyezet

jelentésen erdsithet rajtuk. Emellett érdemes kiemelni, hogy a hidrofob kolcsonhatasok csak
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vizes mozgofazisok (pl. forditott fazis, hidro-organikus elvalasztas) esetében tudnak
érvényesiilni. Az ionos kolcsonhatdsok még polaris protikus olddszer esetén is viszonylag
erosek, azonban megfelelé s6 vagy puffer rendszer hasznélataval jol szabalyozhatoé a
hatasuk. Az elmult években ugyan tobben is megkérddjelezték érvényességét, azonban a
felsorolt tulajdonsagok és szempontok alapjan, a kiralis felismerés leirasara a mai napig

széles korben elfogadott és hasznalt a harompontos illeszkedés modellje [34].

3.5. Kiralis alléfazisok

A kiralis felismerésben szerepet jatszo fontosabb tényez6k mélyebb megismerése
valtozatos szerkezetli kiralis allofazisok fejlesztését 6sztonozte [35-37].
Az allofazisok eredetiik szerint lehetnek természetes vagy mesterséges alapuak. A két
csoport kozott van atfedés, mivel a természetes kiinduldsi vegytileteket jellemzden a
sztereoszelektivitas novelése érdekében modositva alkalmazzdk, illetve a ligandumcseréld
¢és donor-akceptor tipust allofazisok gyakran tartalmaznak természetes aminosavakat. A

gyakorlati jelentdséggel rendelkez6 kiralis allofazisokat, szelektoraikat és a meghatarozo

kolcsonhatasokat a 3. tablazat foglalja ossze [32].

T Meghatarozo
Alléfazis tipusa Szelektor o .
21s tipu kolcsonhatasok
modositott modositott amiloz és H-hid, z-7, dipdlusos,
poliszacharidok celluloz sztérikus
g cinkona alkaloid alapu modositott cinkona ionos, H-hid, z-,
L; ioncserélok alkaloid sztérikus
@ L , . y ionos, H-hid, z-,
o fehérje alapu természetes fehérjék . 1(.1, r
2 diszperzids
8 . ciklodextrinek zarvanykomplexképzés,
£ zarvanykomplex . . . .
= b . , 1onos, hidrofob, H-hid, z-
) képzok ciklofruktanok . - -
= , diszperzios, sztérikus
makrociklusos makrociklusos elektrosztatikus, H-hid,
antibiotikumok glikopeptidek n-m, hidrofob, sztérikus
ligandum cserés aminosav-fém komplex komplexképzddés
sarvanvkomplex zarvanykomplexképzés,
,y B p kiralis koronaéter 1onos, hidroféb, H-hid, z-
= képzok . . L
= x, diszperzios, sztérikus
= nor-ak r (Pirkle- -savas, r-bazik , -
= donor-a (?ept(? ( e m-savas, irbam us H-hid, 7-7, dip6lusos
& tipusi) vegyiiletek
\Q - - -
§ szintetikus polimerek pc_)_llakr_lla_rmd, H-hid, 7-x, sztérikus
2 poliizocianid stb.
2] ;. , ’
lekularis 1 t lekt k (pl.: , L
= molekularis lenyomata | szelektiv szorbe_nse (p H-hid, 7-7, sztérikus
polimerek szerves kopolimerek)
, . 1 anion- és kationcserélok, ionos, H-hid, z-,
mesterséges ioncserélok o . 1% L
ikerionos ioncseré¢lok sztérikus

3. tablazat A gyakorlati jelent6séggel rendelkez6 kiralis allofazisok és fobb jellemzbik
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Munkém koézéppontjaban a modositott poliszacharid alapti és a cinkéna alkaloid alapt
kiralis allofazisok allnak, ezért a kovetkezokben ezek jellemzO tulajdonsagait és

alkalmazasait foglalom 0ssze.

3.5.1. Médositott poliszacharid alapua kolonnak

A poliszacharid alapt kirédlis elvalasztast elészor 1951-ben alkalmaztdk kiralis
aminosavak papirkromatografias elvalasztasara. Ezt kovetéen a hordozd nélkiili
mikrokristalyos celluloz-triacetat alkalmazasa keriilt el6térbe. Ennek {6 oka a poliszacharid
duzzadasa soran kialakulo mésodlagos szerkezet volt, amely enantioszelektiv kiralis liregek
kialakulasat teszi lehetévé [38]. A kicsi mechanikai szilardsag és a hasznalhato oldoszerek
szlik kore korlatozta a szelektor alkalmazhatosagat.

A széleskorl elterjedéshez sziikséges attorést Okamoto és munkatarsai 1984-ben érték el,
a szilikagélhez torténd fenilkarbamat cellulozszarmazek fizikai rogzitésével. Ennek hatasara
megvaltozott a poliszacharid enantiomerfelismerd-képessége, javult az anyagatadas
hatékonysaga, a mechanikai szilardsag, valamint a hidroxilcsoportok modositasaval a
szelektivitas novelése is lehetdvé valt. A szamos poliszacharid tipus koziil a gyakorlatban
egyediil a celluléz és az amildz alapt karbamat- €s észterszarmazékok valtak analitikai és
preparativ méretben egyarant kereskedelmi forgalomban elérhetévé [39]. Elterjedésiiket
eldsegitette a hatékony kiralis felismerdképesség, a kiindulasi anyag tiszta formaban valo
hozzaférhet6sége és a kémiai modositasuk egyszeriisége [40]. A poliszacharid alapu
allofazisok fejlodésének kovetkezo allomasa 1987-ben a szilikagélhez kémiai kotéssel valo
rogzités volt, amely modszer igazan a 2000-es években valt elterjedté [40]. Igy lehetdvé valt
koréaban ilyen célra nem hasznalhat6 oldoszerek (pl.: kloroform, aceton, tetrahidrofuran, etil-
acetat) széleskorli hasznalata, ami a preparativ célu elvalasztas szamara kiilonosen hasznos
sajatsag. Az 0j oldoszerek hasznélata jelentdsen bovitette a szelektorok alkalmazasi korét,
mivel a fizikai kolcsonhatasokkal rogzitett szelektorok esetén a kolonnat dedikaltan alkan-
alkohol alapu normal fazisu (NP) eluensrendszerrel vagy polaris-szerves (PO) koriilmények
kozott (pl.: alkohol és acetonitril alkalmazasa), valamint késébbi fejlesztéseknek
koszonhetben forditott fazist (RP) elvalasztasra lehetett csak alkalmazni [27, 41]. Az Gsszes
kiralis allofazist tekintve a modositott poliszacharid alapu kolonndk a legelterjedtebbek a
kiralis folyadékkromatografia teriiletén [35].

Kromatografids hatékonysag tekintetében Osszehasonlitva a fizikailag €s a kémiailag
kotott  poliszacharid — allofazisokat gyakran a  kémiailag  kotottek  rosszabb

enantiomerfelismeré-képességgel rendelkeznek [42]. Ennek feltehetéen az az oka, hogy a
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kémiai kotést lehetévé tevd csoportok kapcsoldsa a polimerlanchoz rogziti annak
szerkezetét. Azonban a gyengébb enantiomer elvalasztoképesség jol ellensulyozhato a
valtozatos eluensrendszerek segitségével. A fizikailag és a kémiailag kotott szelektorok
eltéro kiralis felismerOképességét €s miikddését jol illusztralja, hogy azonos szerkezeti
szelektor esetén az enantiomer sorrend akar meg is fordulhat [43, 44].

Az eltérd felhasznalasi célok miatt a két kiilonbdzé modon rogzitett allofazis koziil egyik
sem valt egyeduralkodéva a gyakorlatban, a gyartok egyarant forgalmazzak Oket. Bar a
forgalmazott poliszacharid oszlopok koéziil sok azonos szelektorral rendelkezik, azonban az
eltéré mindségli hordozd, a kiilonb6zd polimerizacios fok, valamint a szelektor valtozatos
rogzitési modjai jelentds szelektivitasbeli kiilonbséget okozhatnak kozottiik.

A modositott poliszacharid alapu allofazisok kiemelkedd enantioszelektivitasa harom {6

szerkezeti tulajdonsag egyiittes hatasanak kovetkezménye [27]:

e Molekularis kiralitas: a gliikkopiran6z egységen talalhato kiralitdscentrumok okozzak.

o Konformacids kiralitas: a D-gliikoz molekulakbdl felépiild polimerlanc linearis (celluloz
esetén), vagy helikalis (amiloz esetén) térszerkezetébdl adodik.

e Szupramolekuldris kiralitds: a szomszédos polimerlancok egymashoz képest valod

elrendez6dése.

Napjainkban a poliszacharid alapu allofazisok f6 fejlesztési iranya a szilikagél hordozo
szemcseméretének csokkentése, illetve a polimerlanchoz kapcsolt aromas gytriikon
talalhatd szubsztituensek mindségének ¢és helyzetének optimalizalasa [35]. Az
alkilcsoportokkal modositott poliszacharidok hasznalata jelentdsen visszaszorult [20].
Emellett a cikloalkil-csoportokat tartalmazo poliszacharid all6fazisok az alacsony UV-fény
elnyelésiik ¢és jo kirdlis felismerOképességiik miatt a vékonyrétegkromatografidban
valhatnak elterjedtté [39]. A fenilcsoporthoz kapcsolt szubsztituensek helyzetét vizsgalva
jellemz6, hogy az orto helyzetben szubsztituenst tartalmazo poliszacharid szelektorok
Kisebb kiralis felismerést mutatnak, mint a meta és para helyzetli szubsztituenssel
rendelkezok [27].

A 4. tablazat néhany széleskorben elterjedt celluloz és amildz alapa poliszacharid
allofazis szerkezetét mutatja be. A fenilkarbamat-csoportokon talalhato elektronszivo (pl.:
halogének) vagy elektronkiild6 (pl.: alkil) szubsztituensek megvaltoztatjadk a
karbamatcsoport elektronstirliségét és igy hatdssal vannak az enantioszelektivitds mértékére.
Elektronszivo csoportok esetén a karbamatcsoport nitrogénje konnyebben leadja a hozza

kapcsolodo hidrogént, ezért, ha a szelektor €s az elvalasztando enantiomer k6zott kialakuld
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kolcsonhatasok koziil a hidrogénhid a meghatarozo, akkor a retencids id6 ndvekedése
varhato [45]. Ezzel szemben, ha a fenilcsoport elektronkiild6 szubsztituenst tartalmaz, akkor
a karbamatcsoporton talalhatd oxigén atom elektronsiiriisége né meg, igy a szintén nagyobb
elektronsiirliségli szubsztituenseket tartalmazo enantiomerekkel alakulhat ki erdsebb
kolcsonhatas. Az elektronszivo és elektronkiild6 szubsztituenst egyarant tartalmazo
fenilcsoport esetén széleskortibb kiralis felismerés figyelhetd meg, mintha csak az egyik
tipust modosito lenne jelen [46]. Emellett a fenilcsoporton talalhato szubsztituens minésége
onmagaban is jelentésen befolydsolhatja a kialakuld6 kolcsonhatasokat ¢és az
enantioszelektivitas hatékonysagat. Példaul a kifejezetten polaris nitro- vagy metoxicsoport
esetén csokken az enantiomerfelismerd-képesség, ezért polaris szubsztituensekkel ritkan
modositjak a fenilcsoportot. A hatékonysagcsokkenés legvalosziniibb oka, hogy az erésen
polaris szubsztituensek miatt kialakulo koélcsonhatasok nem enantioszelektivek, mivel a
gliikkopiranoz kiralis szénatomjaitol messze talalhatok.

A kialakul6 kdlcsonhatasok tipusat tekintve jellemz6en a hidrogénhid, a z-r, és a dipolus-
dipolus kdlcsonhatasok meghatarozok. A hidrogénhid és a dipdlusos kdlcsonhatas foként a
karbamatcsoporthoz, mig a 7-x k6tések a fenilcsoporthoz rendelheték. A z-7 kdlcsonhatasok
esetén az altalanos sav-bazis elmélet alapjan Lewis savnak tekinthetd az aromas rendszer,
ha elektronsiiriiség csokkentd szubsztituens kapcsolodik hozza, illetve elektronkiildé csoport
esetén, Lewis Dbazisként viselkedhet. A hidrogénhid meghatdroz6 hatdsa az
enantiomerfelismerd-képességre jelentdsen csokkenhet a mozgdfazisban talalhatdo viz
hatasara, ezért ezek az 4allofazisok jellemzéen normal fazisa korilmények kozott
alkalmazhatok. A szelektor és a vizsgalt komponensek kozott fellépé kolesonhatasokkal
kapcsolatban nem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy a kialakulo kolcsonhatasok
erdsségének novekedése nem feltétleniil vezet az enantioszelektivitas novekedéséhez.

A kirdlis felismerésben részt vevd kolcsonhatasok szerepét tobbek kozott NMR, IR,
termodinamikai sajatossagokat, molekulamodellezési €s szerkezet-retencios tulajdonsag

kapcsolatot vizsgald modszerekkel kutatjak [47—49].
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3.5.2. Cinkona alkaloid alapu alléfazisok

A cinkéna alkaloidok csoportja hozzavetdlegesen 35 kiilonbozé heterociklusos
vegyiiletbdl all [50], melyek bioszintézisének kozos kiindulasi pontja a triptofan [51]. A
természetben legnagyobb mennyiségben a kinafa és a remijiafa kérgében talalhatok meg,
felhasznalasuk alapjan legjelentésebbnek a kinolin vazas vegyiiletek tekinthetok: kinin,
kinidin, kinkonin és kinkonidin [51]. A kinin gyogyszerként vald felhasznalasa miatt
kiemelked6é fontossaggal rendelkezik, Eurdépaban malaria kezelésére az 1630-as évektdl
egészen napjainkig hasznaljak [52]. Gyogyszerészeti felhasznalasa mellett szamos teriileten
hasznositjak, tobbek kozott katalizatorként kiralis szintézisek esetén, enantioszelektiv
allofazisok szelektoraként, izesitdszerként, valamint a szintén jelentds, szivritmus
szabalyozd gyogyszerként hasznalt, kinidin alapanyaga. Bar a kinint 1820-ban izolaltak
el6szor, a teljes szintézisére 2001-ig kellett varni, igy legfobb forrasa tovabbra is a kinafa
kérge [53].

A cinkéna alkaloidok kiralis allofazisként valo felhasznalasara mar az 1950-es évektol
van példa, azonban szilikagélhez kapcsolt szelektorként csak az 1980-as évektdl vizsgaltak
6ket [54]. Ezekben az években a kinin és kinidin alapu allofazisok nem terjedtek el széles
korben, mivel az allofazisok kis stabilitdsa és az alkalmazhatosag sziik kore mellé, csekély
enantioszelektivitas tarsult. Mindez megvaltozott az 1990-es években, amikor Lindner és
munkatarsai a kinin és kinidin szekunder C9-es szénatomjan talalhaté hidroxilcsoportot
elészor karbamoilcsoportra [55], kés6bb tercier-butil-karbamoil-csoportra cserélték [56].
Ennek hatasara a gyenge anioncseréld szelektor enantiomerfelismeré-képessége jelentdsen
javult és széles korben elterjedtté valt. Az évek soran szamos cinkona alkaloid alapu kiralis
allofazist terveztek, azonban széleskoriien csak a kinin és kinidin alapt kolonnék terjedtek
el [31]. A leggyakrabban hasznalt cinkona alkaloid alapti gyenge anioncseréld kolonna
kereskedelmi forgalomba Chiralpak QN-AX és QD-AX néven keriilt, szerkezetét és egy
altalanos modellvegyiilettel vald kdlcsonhatasat a 4. abra mutatja be. A Kinin és kinidin
molekuldk diasztereomerei egymasnak, mivel négy kirdlis szénatomjuk kozil kettd
kiralitascentrum is kialakul mindkét molekulan a tercier-aminocsoport protondlodasaval. Ha
az enantiomer felismerés folyamata sordn a C8 és C9 szénatom konfiguracioja meghatarozo,
akkor az ellentétes térbeli elrendez6dés hatasara a Kkiralis szelektorok ugynevezett
pszeudoenantiomer viselkedést mutatnak. A pszeudoenantiomer viselkedés soran az

egymassal disztereomer viszonyban all6 QN-AX és QD-AX kolonnak szelektorai
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enantiomerparként viselkednek, az oszlopok cseréjével az adott enantiomerek elucios
sorrendje megfordithato [57, 58].

A gyenge anioncser¢ld szelektorok alkalmazhatosagi korének bovitése érdekében, a
tercier-butil-karbamoil-csoport  helyére  karbamat  kotéssel, erés  kationcseréld
szelektorokban alkalmazott, kiralis amino-ciklohexanszulfonsav-csoport keriilt beépitésre
[59]. Az igy elballitott G szelektorok ikerionos sajatsaguak, kation- és anioncseréld funkcios
csoportokat egyarant tartalmaznak, szerkezetiiket a 4. abra mutatja be. Mivel a kiralis
amino-ciklohexanszulfonsav-csoportok S,S- vagy R,R-konfiguracioval rendelkeznek, igy a
ikerionos szelektor hozhato 1étre.

A cinkona alkaloid alapt kiralis allofazisok Osszetett szerkezetilk révén szamos
kolcsonhatast kialakithatnak az elvalasztanddo komponensekkel. A heterociklusos aromas
Kinolin z-m kotést alakithat ki, valamint méretébdl fakadoan sztérikus taszitassal bir. A
szintén terjedelmes kinuklidin gytriirendszerben taldlhatd nitrogén protonaldédasa révén
(pKs @ag) = 9,8) elektrosztatikus kolesonhatast alakithat ki [37]. Emellett az ikerionos
szerkezetli ZWIX kolonnak szelektorain a szulfonsavcsoport (pKs ag) = 1) szintén kialakithat
erds elektrosztatikus kolcsonhatast. A szelektorokon taldlhatdo karbamat kotés H-hid
kialakitasaval jelent6sen segitheti a szelektor enantiomerfelismeré-képességét. Az
enantiomer felismerés folyamata soran nem elhanyagolhatok a gyengébb dip6lusos és van
der Waals kolcsonhatasok sem [31, 55, 60].

Ioncserél0 allofazisként jellemzden a szelektor és az elvalasztandd komponensek toltéssel
rendelkez6 funkcios csoportjai kozott kialakuld elektrosztatikus kdlesonhatasok hatarozzak
meg a vizsgalt vegyiiletek visszatartasat. Ezért a retenciot kialakitd ionizalhato funkcios
csoportok megfeleld protonaltsagi allapotahoz a mozgofazis sav, illetve bazis modositokat
kell tartalmazzon. Mivel az elvalasztas soran az ioncseréld szelektor kotéhelyeiért
versengenek a mozgo6fazisban talalhatod elvalasztandd komponensek és a mozgdfazisban
talalhato egyéb ionok, ezért a hozzaadott sav és bazis modositok mennyiségével a vizsgalt
komponensek visszatartasa hangolhatd. Ikerionos szelektorok esetén a kationcseréld
szulfonsavcsoport, illetve az anioncserélé protonalt tercier-amin-csoport, elég messze
vannak egymastol, hogy kiilon-kiilon kolcsonhatasba 1épjenek a nekik megfeleld ionos
allapoti molekulaval, igy monoionos szelektorként is hasznalhatok [61]. Az ikerionos
szelektor ionizalhato funkcios csoportjai egyidejiileg is ionizalodhatnak, ez esetben amfolit
komponensekkel kettds ionpar kolcsonhatas alakulhat ki [59, 62, 63]. Mivel az ikerionos

szelektor egyarant tartalmaz pozitiv és negativ toltésti funkcios csoportot, ezért a szelektor
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¢s az elvalasztand6o komponens kozott kialakuld vonzo elektrosztatikus kolcsonhatas mellett,

egyidejlileg megjelenhet taszitd kdlcsonhatas is, a szelektor €s a vizsgalt molekula azonos

sztérikus
taszitas

toltésti funkcids csoportjai kovetkeztében [64].
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4. abra A legjelentdsebb cinkona alkaloid alapt kiralis all6fazisok szerkezete és néhany

lehetséges kolcsonhatasa egy ikerionos szerkezeti modellvegytilettel

3.6. Az SFC technika alkalmazasa kiralis vegyiiletek elvalasztasara

3.6.1. Az SFC technika fontosabb jellemzéi

Az SFC technika, angolul Supercritical Fluid Chromatography, jelenleg nem
rendelkezik 4ltaldnosan elfogadott magyar névvel, ezért dolgozatomban az angol
roviditéssel jelolom. A pontos elnevezés hianyanak egyik f6 oka, hogy az eluensként
cseppfolyos gazt és folyékony modositokat egyiitt hasznald kromatografias rendszert leird
fizikai sajatsagok és az eluens halmazallapota kizarolag kromatografias modszerekkel nem
ismerheték meg. Tovabba e technika angol elnevezése, bar nevével nem fejezi ki, azonban
magaba foglalja a szubkritikus allapota eluenst alkalmazé kromatografias rendszereket is
[65]. Napjaink SFC miiszerei nem minden esetben teszik lehetévé a gyakorld kromatografus

szdmara, hogy megallapitsa, vajon az alkalmazott mérési koriilmények sordn szub- vagy
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szuperkritikus allapoti a hasznalt eluensrendszer [66]. Emellett, sszetett eluensrendszer
esetén, a két allapot kozotti atmenet nem definialhaté €les hatarvonallal [67, 68]. Ezért a
szub- és szuperkritikus folyadék (vagy fluidum) kromatografia a gyakorlatban nem oszthato
fel tovabbi részekre az alkalmazott mozgofazis halmazallapota alapjan.

A kritikus pont kozelében az anyagok egyedi, a folyékony vagy gaz halmazallapotuktol
eltéro fizikai tulajdonsagokkal rendelkeznek, ami felhasznalasuk 0j lehetOségeit teremti meg
[69, 70]. A kritikus pontot meghaladé nyomas vagy hémérséklet esetén szuperkritikus
halmazallapot figyelheté meg, amikor a rendszer fizikai és kémiai tulajdonsagai a gaz és
folyadék halmazallapot kozé esnek. A szuperkritikus fluidumra jellemzd, hogy kitolti a
rendelkezésére allo teret, feliileti fesziiltséggel nem rendelkezik, viszkozitasa és diffuzioja a
gazokhoz, stirlisége ¢és oldoképessége inkabb a folyadékokhoz hasonlé. A kisebb viszkozitas
kovetkeztében kisebb a kolonnan 1étrejové nyomasesés, ezért hosszabb kolonna vagy
nagyobb aramlasi sebesség hasznalhaté a HPLC technikahoz képest. A folyadékhoz képest
nagyobb diffuzios egyiitthaté kedvezden hat a mozgofazis anyagatadasi képességére, igy
hatékonyabb elvalasztas érhetd el. Azonban fontos megjegyezni, hogy a kritikus pont
kozelében, a mozgofazis fizikai-kémiai tulajdonsagai nagymértékben fiiggenek a rendszer
hémérsékletétdl és nyomasatdl [71]. Ez felveti a lehet6séget, hogy a homérséklet vagy a
nyomds valtoztatdsdval a kromatografids rendszer fizikai-kémiai tulajdonségai
,hangolhatok™ [70, 72]. Ezzel szemben, egy adott kromatografias rendszer vizsgalata soran,
ezen allapothatarozok 4allandé értéken vald tartdsa nélkiilozhetetlen, a mozgofazis
valtozatlan fizikai-kémiai jellemzoinek biztositasahoz.

Az idedlis SFC mozgofazis keresése soran szamos vegyiilet szuperkritikus allapotat
megvizsgaltak, azonban elényds tulajdonsagai kovetkeztében a folyékony szén-dioxid
terjedt el a legszélesebb korben. A folyékony szén-dioxidot kedvezdé SFC mozgofazis
alkotoként hasznalni, mivel [73]:

e alacsony a kritikus nyomasa és hémérséklete (73 bar és 31 °C), igy kevesebb energia
sziikséges a kritikus allapot fenntartdsahoz,
e kémiailag inert, nem gyulékony, korlatozottan mérgezd és nem szennyezi a kornyezetet

(,z0ld kémia”),

e megfeleld tisztasaggal koltséghatékonyan beszerezhetd,
e nagy mennyiségll felhasznalas esetén ujrahasznosithatd, pl.: preparativ elvéalasztasok,
e a legtobb szerves oldoszerrel jol elegyedik és UV-elnyelése alacsony hullamhosszak

esetén sem jelentds.
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Az SFC technika mar az 1960-as években létezett, azonban a HPLC-hez képest jelentdsen
lassabban fejlodott egészen az 1980-as és 90-es évekig [74]. Az SFC fejlesztések ijabb
fellendiilését nagy mértékben segitette a kiralis elvalasztas tertilete, ahol rovidebb mérési 1d6
mellett a HPLC technikat meghalado elvalasztasokat sikeriilt elérni [69, 73, 75]. Napjaink
modern SFC miiszerei felépitésiikben szamos pontban kiilonbdznek a HPLC késziilékektol.
A holttérfogatokat tekintve az SFC rendszerek kozelebb allnak az ultranagy-hatékonysagu
folyadékkromatogratias (UHPLC) miszerekhez, mint a HPLC késziilékekhez. Tovabbi
eltérés a két miszertipus kozott, hogy az SFC esetén, mivel az eluens folyékony szén-
dioxidot is tartalmaz, ezért folyamatosan precizen szabalyozott ellennyomast kell fenntartani
a rendszerben, nehogy a kolonnaban vagy a detektorban géz fejlédhessen. A pontosan
szabalyozott nyomas mellett a rendszer homérséklete is a HPLC berendezéseknél
megszokott mértéknél jobban szabalyozott, igy biztositva az eluens allandé fizikai

tulajdonsagait és az analitikai meghatarozasokhoz sziikséges ismételhetoséget [76].

3.6.2. Az SFC technika alkalmazasa kiralis komponensek elvalasztasara

A kiralis vegyiiletek SFC technikéaval torténd elvalasztdsdnak tobb mint 30 évre nyuld
hagyomanya van [77], azonban a kromatografias rendszerben lezajlé folyamatok pontos
feltérképezése még napjainkban sem ért véget [65]. Az SFC rendszerek Osszetettsége
kovetkeztében, lasd 5. abra, a mérési koriilmények optimalizalasa mellett, a sikeres
elvalasztashoz nélkiilozhetetlen a megfeleld mozgdfazis Osszetétel és kirdlis kolonna
kivélasztasa.

Az SFC technika mozgofazisa jellemzéen 1 — 50%-ban tartalmaz szerves oldoszereket
vagy 1 — 10%-ban vizet a szén-dioxid mellett, igy az eluens polaritasa és oldoképessége, a
kialakulo kolcsonhatdsok és az elvalasztds hatékonysdga jol szabdlyozhato. A
leggyakrabban metanol (MeOH), etanol (EtOH) vagy 2-propanol (2-PrOH) hasznalatos
eluens modositoként [66, 78]. A szerves oldoszerek hasznalata Gsszetett valtozasokat okoz
valamint a feliiletén feldusulva a mozg6fazistol jelentdsen eltérd kornyezetet alakithat ki
[79]. A mérési koriilményektdl fiiggden, ha az eluens csak 2,0% MeOH-t tartalmaz, az
allofazis feliiletén kialakulo olddszer rétegben képes akar 25%-0s mennyiségre is feldusulni
[80]. A szerves modositok mellett a mozgofazis kis mennyiségben (jellemzéen 0,1 — 0,5%-
ban) gyakran tartalmaz savas vagy bazikus komponenseket [81]. Kis mennyiségli sav vagy
bazis hatasara gyakran tapasztalhato, hogy a csucsalak, illetve a detektalas javul, valamint a

szelektivitas novekszik [66]. Emellett a szén-dioxid és az eluensben talalhato alkohol egy
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része nyomas alatt in situ alkoxikarbonsav képzédéséhez vezet, mely szintén hatassal van az

eluens polaritasara [82, 83].

Retencio,

Allofazis
polaritas

) ) CO,

5. abra A kromatografids rendszer milkodését befolyasold néhany mérési koriilmény
egymasra gyakorolt hatasai SFC technika esetén. Zold nyil jeloli a szén-dioxidhoz adott

modositok hatasat

Ezek alapjan, a kromatografias rendszerben kialakuld 6sszetett kolcsonhatasok miatt az
eluenshez adott modositok és szerves oldoszerek elvalasztasra kifejtett hatasa jelenleg csak
kisérleti uton hatarozhatd6 meg. Ezzel 0Osszefliggben, a mozgdfazis Osszetételének
optimalizalasa csak a megfeleld kiralis allofazis hasznalataval vezethet sikeres
elvalasztashoz.

Napjainkban, az SFC technikaval torténd elvalasztashoz, tobb mint 200 kiralis kolonna
kaphato kereskedelmi forgalomban [66]. Ezek szinte kivétel nélkiil toltetes kolonnak,
melyek tobbsége folyadékkromatografidban is hasznalhat6. A fobb kirdlis all6fazis tipusok
koziil egyediil a fehérje alapuak nem hasznalhatok SFC technikaval. Az SFC modszerrel
torténd enantiomer elvalasztashoz, a HPLC technikdhoz hasonloan, leggyakrabban
modositott poliszacharid alapt kolonnat hasznalnak [65]. A fizikailag és a kémiailag kotott
poliszacharid allofazisok jellemzéen nem mutatnak jelentds szelektivitasbeli kiilonbséget
SFC technika esetén, azonban a kémiailag kotott szelektorokat a szélesebb oldoszer
kompatibilitasuk miatt eldnyben részesitik.

Kiralis HPLC technika alkalmazasanal, szamos esetben megfigyelhetd, hogy a kiralis
komponensek szerkezetének csekély kiilonbsége a szelektivitds és a felbontds jelentds
eltérését okozza. Mivel az SFC technika miikodése kevésbé felderitett a kiralis elvalasztasok
esetén, ezért a kiralis felismerés és az elvalasztasi mechanizmusok hatterében 4llo

folyamatok megértéséhez szamos tovabbi vizsgalat sziikséges.
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3.7. A Kkiralis kromatografia termodinamikai hattere

A kiralis kromatografias folyamatokra gyakran jelentésebb hatast gyakorol a
kromatografias rendszer hdmérséklete, mint a hagyomanyos folyadékkromatografiara, ezért
az optikai izomerek hatékony elvalasztdsahoz fontos az elvalasztas folyamatat jellemzo

termodinamikai tulajdonsagok vizsgalata.

3.7.1. A van’t Hoff egyenlet szerepe a kiralis kromatografiaban

A két enantiomer cstucs egymashoz viszonyitott helyzetét a szelektivitas irja le,
a= = @)

ahol ki és ko az elséként és masodikként elualodo komponens retencios tényezojét jeldli.
Az elvalasztas soran alkalmazott hdmérséklet novelése gyakran csokkenti a szelektivitast,
mivel a komponensek megoszldsa az 4ll6 és mozgodfazis kozott valtozd mérték
homérsékletfiiggéssel rendelkezik. Ez az 0n. termodinamikai hatas, amely ionos
komponenseket tartalmazd rendszerek esetén kiegésziil a disszocidcidés allandok
hémérsékletfiiggésével is. A hémérséklet novelésének hatdsara azonban az eluens
viszkozitasa is csokken, valamint megné az oldott anyag diffizios allandoja. E kinetikai
hatasok segithetik az elvalasztast, mivel megkonnyitik a mozgd- és allofazis kozotti
anyagatadasi folyamatokat. Az egymassal ellentétes hatasti folyamatok eredményeként a
hémérséklet elvalasztasra gyakorolt eredd hatdsat minden esetben kisérleti Uton kell
meghatarozni.

Az optikai izomerek €s az allofazis szelektora kozotti kolcsonhatas erdssége, az 1. és 2.
egyenlet alapjan, aranyos az atmeneti diasztereomer komplex képz6dését jellemz6 Ks és Kr
egyensulyi allandoval. A diasztereomer komplex egyensulyi allanddja (R- vagy S-
enantiomer esetén altalanosan K;) ¢és az egyensulyi folyamatot jellemzé standard
szabadentalpia valtozas kozotti kapcsolat a 4. egyenlettel irhato le,

-AG° =RT InK; 4)
ahol AG® a standard szabadentalpia-valtozas és R az egyetemes gazallando és T az abszolut
hémérséklet Kelvin-fokban megadva. Tehat, minél stabilabb a szelektor és az enantiomer
altal létrehozott komplex, annal tobb energia szabadul fel a rendszerben. Az egyensulyi
folyamat standard szabadentalpia-valtozasa a Gibbs-Helmholtz 6sszefiiggés alapjan a
rendszer standard entalpia (AH;®) és entrépia (ASi®) valtozasanak egyiittes hozzajarulasabol
tevodik Ossze:

AGi°® = AH;°-T ASi°. ®)

A 3. és 4. egyenlet felhasznélasaval kifejezhetd az egyensulyi allando,
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K=~ + 6
"NTTTR TR ©)
ami kozvetlen 6sszefliggésbe hozhat6 a retencios tényezdvel az alabbi egyenlet alapjan,
Vs
Ink;=K; p=K;— (7
Vin

ahol ¢ a fazisarany, Vs az allofazis térfogata, Vim a mozgofazis térfogata a kolonnaban. Az
értekezésben a fazisaranyt a IUPAC ajanlastol eltéréen, annak reciprokaként hasznalom. igy

a 6. és 7. egyenlet egyesitésével megkapjuk a kromatografidban hasznalt van’t Hoff

egyenletet:
1 AH® AS°
= e —t— 8
Ink, TR 7 In ¢ (8)

A 8. egyenlet leirja a vizsgalt komponens kozvetleniil mérhet6 retencids tényezbje és a
termodinamikai jellemzok egymastol valod fliggését. A van’t Hoff egyenlet szerint, ha In ki
vs. 1/T figgvényt abrazoljuk és a mért adatokra megfeleld josaggal egyenes illeszthetd,
akkor az egyenes meredeksége -AH/R, tengelymetszete ASY/R + In ¢ értékét adja meg.
Azonban AS° értéke csak akkor hasznalhatd, ha fazisarany ismert, ez viszont csak nagyon
ritkan hatdrozhatd meg [84]. Ezért a AH® és a AS® értékek helyett, termodinamikai
jellemzésre, a két enantiomerre vonatkozd A(AH®) és a A(AS®) kiilonbségeket hasznaljuk,
amint azt a kovetkezokben targyalom.
Két optikai izomer standard szabadentalpia-valtozasanak kiilonbsége a kromatografias
elvalasztds mechanizmusaba enged betekintést. Ha az elsdként és masodikként elualodo
komponens standard szabadentalpia-valtozasat 1-es és 2-es jeldli, akkor az enantiomerek
standard szabadentalpia-valtozas kiilonbsége:

A(AG®)= AG, -AG, = -RT 1n%. (9)
fgy a 3., 5. és 9. egyenlet egyesitésével kifejezhetd a van’t Hoff egyenlet fazisaranyt nem
tartalmaz6 formaéja:

1 A(AH®) A(AS®)
Ina=-— + .
T R R

Mivel az allofazisok tényleges térfogata nem ismert és a fazisarany pontos értékét, mely a

(10)

koriilményektdl fliggéen akar valtozhat is [85], csak fiiggetlen mérésekkel lehet
meghatdrozni, az elhanyagolasoktél mentes, valos entalpia és entropia értékek
meghatarozasara a van’t Hoff egyenlet 6nmagaban nem alkalmas. Azonban megfeleld

egyszerisitések figyelembevételével a van’t Hoff egyenlet hasznélataval kapott
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termodinamikai adatokbol hasznos elméleti és gyakorlati kdvetkeztetések tehetdk az

elvalasztas mechanizmusanak részletesebb megértéséhez [86].

3.7.2. A kiralis kromatografia termodinamikai sajatsagai

Kiralis kromatografias rendszerek esetén fontos figyelembe venni, hogy az allofazis
kirdlis szelektora egyarant tartalmaz enantioszelektiv és nem szelektiv kotohelyeket és
kolcsonhatasokat is. Ezért az adott rendszer esetén mért szelektivitas mindig kisebb, mint a
tisztan enantioszelektiv kolcsonhatasok esetén lehetséges lenne. Az enantioszelektiv €s nem
szelektiv kolcsonhatasok megkiilonboztetése jelenleg ritkdn célja a kromatografias
folyamatok vizsgalatdnak. Mivel az all6fazis tulajdonsagai (pl.: fizikai tulajdonsagok,
boritottsag, szelektor rogzitése, szelektor anyagi mindsége stb.) €s a mozgdfazis dsszetétele
egyarant meghataroz6 az adott elvélasztisban szerepet jatszd kotOhelyek szamat és
closzlasat tekintve, ezért a kétféle tipusi kolcsonhatas megkiilonboztetése jelentds
kihivasokkal rendelkezik [84, 87]. Az enantioszelektiv és nem szelektiv kodlcsonhatasok
megkiilonboztetésére leggyakoribb modszer az adszorpcids izotermak meghatarozasa [88,
89] és az inverz kromatografias modszer [90].

A kromatografias rendszerek esetén az adszorpcié az oldott komponensek atmenetét
jelenti a mozgodfazis és az allofazis kozott. Folyadékkromatografia esetén az adszorpcios

folyamat magaba foglalja az oldott anyag, illetve az allofazis olddszerburkatol vald

crer

crer

molekulak miatt [84]. Ezek alapjan a termodinamikai allapotjelzok valtozasa AX (X = H, S,
G) a fenti folyamatok ered6jeként adhatok meg:

AX = AXo. a. deszolv. + AXalof. deszolv. T AXstm. komp. képz. + AXitm. komp. szolv. + Axhigul. (11)

A 11. egyenlet megmutatja, hogy a kiralis felismerés és az elvalasztas folyamata jelentésen
fligg az elvalasztasi koriilményekt6l, valamint, hogy az elvalasztast befolyasold nem minden
folyamat mérhet6 csak kromatografids modszerekkel. Példaul nem szabad figyelmen kiviil
hagyni, hogy az allofazis szerkezete, konformacidja iS valtozhat eltéré6 mozgdfazisok
alkalmazasa esetén [91].

A termodinamikai allapotjelzdk Gsszetettsége ellenére az elvalasztashoz nélkiilozhetetlen
atmeneti komplexek jellemezhetok az elvalasztast kisér0 entalpia és entropia valtozas
értékével. A spontan lejatszodd folyamatok termodinamikai feltétele a szabadentalpia
csokkenés, mely a 10. egyenlet alapjan vagy az entalpiatag A(AH®) csokkenésével, vagy az

entropiatag A(AS°) novekedésével valosulhat meg. A mozgofazisbol kilépd komponens
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allofazis feliiletén vald megkdtddése jellemzden exoterm folyamat, igy a homérséklet
novelésével a visszatartds €s a szelektivitds is csokken. Az elvélasztds soran minél
hatékonyabban tud a mozgofazisbol az allofazisra jutni a vizsgalt komponens €s/vagy minél
er6sebb kolcsOnhatasokat alakit ki a méasodikként elualdédd enantiomer, abszolutértékben
annal nagyobb érték tarsul az entalpiavaltozashoz [92]. Ezzel szemben az atmeneti komplex
kialakulasat kiséré rendezettség valtozas ¢s a megkotdtt enantiomer szabadsagi fokanak
csokkenése az entropiatag valtozasat okozza. Feltételezve, hogy az enantiomerek
elvalasztasa alapvetden azonos felismerési mechanizmussal megy végbe, az entalpia €s
entropiatag ardnyaval jellemezhetd az elvalasztas:
__A(AH®)

" TxA(AS®) (12)

A 12. egyenletben feltiintetett T egy adott referencia hdmérsékletre vonatkozik, ha nincs
feltiintetve egyéb érték, akkor 298 Kelvin. Ha Q értéke nagyobb 1-nél, vagyis
|IA(AH®)| > |T x A(AS®)|, akkor entalpiavezérelt az elvalasztas, ha kisebb egynél, tehat
IA(AH®)| < |T x A(AS®)|, akkor entropiavezérelt a folyamat. Entropiavezérelt elvalasztas
figyelhet6 meg, ha a hdmérséklet novelésének hatasara a szelektivitas novekszik [93].

A hoémérséklet valtoztatds hatasara a visszatartds és a szelektivitds szdmos iranyt
kovethet, ioncseréld allofazisok esetén a homérséklet ndvelés hatasara négy jellegzetes
viselkedés figyelhetd meg [31]:

e |. Tipus: a visszatartas ¢és a szelektivitas is csokken (leggyakrabban megfigyelhet6)
e [I. Tipus: a visszatartas csokken €s a szelektivitas ndvekszik,

e [II. Tipus: a visszatartas novekszik és a szelektivitas csokken,

e [V. Tipus: a visszatartas és a szelektivitas is novekszik.

Erdemes megemliteni, hogy az SFC rendszerek termodinamikai vizsgilata a
folyadékkromatografidhoz képest tovabbi kihivasokat tdmaszt, mivel az adszorpcios
folyamatok rendelkezhetnek nyomasfiiggéssel is, valamint a van’t Hoff &bradzolas nem

linearis adatsorokat eredményez a kritikus hémérséklet kozelében [94].
3.8. A vizsgalt vegyiiletek kémiai és biologiai jelentdsége

3.8.1. Indol és g-karbolin alkaloidok

Az indol pontos szerkezetét el6szor Adolf von Baeyer Nobel-dijas kémikus javasolta
1869-ben az indigobol valo izolalast kdvetéen. Az izolalasa ota eltelt 150 évben tobb mint
80000 kozleményben vizsgaltdk az indol vegyliletek kémidjat, igy jelentsége €s széleskorli

felhasznalasa miatt az ,,aromas gylrik ura” cimmel is illethetd6 [95]. Az indolvazas
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vegyliletek szamos kutatasi teriiletei koziil napjainkban a gyogyszeripari, az illatanyag és
agrokémiai felhasznalas a leggyakoribb. Indolszarmazék nagyszamu
gyogyszerhatoanyagban megtaldlhato, igy alkalmazzak gyulladascsokkentoként, rakellenes
szerekben, malariaellen, tuberkulézis kezelésére, valamint a vilagon kozel 50 millié embert
érintd epilepszia kezelésére antiepilektikumként [96].

Az indolvazas alkaloidok ko6zé tartozik a triciklusos pirido[3,4-b]indol gyftiriit tartalmazo
S-karbolin és szarmazékai. Széles korben el6fordulnak névények és gombak széveteiben,
illetve allati szovetek esetében is megtaldlhatoak, valamint a triptamin vagy triptofan
enzimatikus uton lejatszodo atalakulasa kovetkeztében néhany képviseldjiik akar endogén
formaban is fellelhetd az emberi szervezetben [97]. Endogén szarmazasuk ellenére a
szervezetben mérheté mennyiségiik nem allando, koros folyamatok, mint a neurologiai
betegségek [98], valamint dohanyzas [99] hatasara mennyiségiik emelkedhet és az élettani
folyamatoktol eltéré valtozasokat indithatnak el a szervezetben. A f-karbolin vegyiiletek
biologiai hatasai igen sokrétiiek lehetnek: tumorellenes, antiviralis, malaria ¢és
parazitaellenes szereckben is megtalalhatbak [100]. A koézponti idegrendszer eltérd
receptoraihoz vald kotddés kovetkeztében valtozatos hatast fejthetnek ki, igy példaul
nyugtato hatassal is rendelkezhetnek [101]. Tovabba a harman és norharman vegyiiletek
esetén megfigyelték, hogy kis méretiik és merev, sikalkatu szerkezetiik révén akar a DNS
molekula polinukleotid lancaiba is be¢kelédhetnek, ami a hidrogénhid megsziinése esetén a

kettOs spiral kitekeredéséhez vezethet az adott szakaszon [102].

3.8.2. Tetrahidroizokinolin- és 1-naftol-szarmazékok

A novényekben széles korben eléforduld egyszerli izokinolin alkaloidok legnépesebb
csaladjat tobb mint 50 vegyiilettel az 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-vazas molekulak alkotjak
[103]. E vegyiiletek kiemelkedd biologiai jelentéségét mutatja, hogy daganatellenes hatasu
antibiotikumként 1974 6ta vizsgaljak Oket, valamint szamos terapias hatassal rendelkezd
gyogyszermolekulanak alapvetd ¢épitd elemei [104]. Elonyos hatasuk ellenére e
vegyiiletcsoportot kezdetben az idegrendszert karositd hatasukrol ismerték [105]. Késobb
azonban példaul az 1-metil-1,2,3,4-tetrahidroizokinolinr6l bebizonyosodott, hogy endogén
uton termelddve Parkinson-kor megel6zo hatast fejt ki emlésokben [106].

A tetrahidroizokinolin vaz kombindlasa kedvezd bioldgiai hatdsu vegyiiletekkel 1j, az
eredeti vegyiiletek hatasat egyesité vagy akar attol eltérd terapias lehetdségeket teremthet
[107]. Az 1-naftol szarmazékok elényds biologiai sajatsagai koze tartozik tobbek kozott a

mikrobaellenes, gombaolé [108], valamint antioxidans [109] hatds. Igy a
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tetrahidroizokinolin-szarmazékokhoz vald kapcsolasa valtozatos szerkezetii €s hatast kiralis

farmakonok létrehozasat teszi lehetdvé.

3.8.3. Dipeptidek

A peptidek a gyogyszervegyiiletek egyedi csoportjat képezik, mivel méretiik alapjan a kis
molekulak és a fehérjék kozott helyezkednek el, de biokémiai és gyogyaszati szempontbdl
mindkett6tol kiilonboznek. A természetben eldforduld peptidek szama 7000-et is
meghaladja, és koziilik szamos nélkiilozhetetlen az emberi szervezet egészséges
miikodéséhez [110]. A peptidek valtozatos és kiemelkedd fontossaghi biologiai szerepét
mutatja tobbek kozott ideg ingeriilet atvivé [111], novekedési faktor [112], ion csatorna
kialakito [113], mikrobaellenes [114], valamint hormon (pl.: inzulin) [115] funkcidjuk is. A
peptidek sztereokémiaja meghatarozza kémiai és biologiai aktivitasukat, igy e kiralis
Ez a sajatsag mar a legegyszertibb szerkezetii peptideknél, a két aminosav kapcsolodéasabol
1étrejovo dipeptideknél is egyértelmiien megfigyelhetd. Példaul a dipeptidek gyakran keserti
izzel birnak [116], azonban az L-aszparaginsav-L-fenilalanin-metilészter, mas néven az
aszpartam, a szachar6znal 180-szor édesebb izzel rendelkezik. Emellett fontos figyelembe
venni, hogy a dipeptidek tulajdonsagai jelentésen eltérhetnek a kiindulasi aminosavakétol.
Ezt igazolja példaul a glutamin és alanin, melyek oldhatdsaga vizben 36 g/L és 167 g/L, mig
az alanil-glutamin oldhatosaga 568 g/L [117]. A dipeptidek terapias célra vald hasznositasa,
megfeleld enantiomer tisztasadg biztositdsa esetén, szamos 1) gyogyszervegyiilet

1étrejottéhez vezethet [118, 119].
4. KISERLETI RESZ

4.1. Vizsgalt anyagok

A vizsgalt vegyiiletek biologiai jelentdséggel rendelkez6 anyagok, melyek egytittmiik6do
partnereink laboratoriumaiban késziiltek. Eldallitasukra a dolgozatban nem térek ki a
leirdsok terjedelme miatt, a leirdsok roviditett valtozata eredeti kozleményeinkben
megtalalhatd. A vizsgalt vegyiileteket a konnyebb atlathatosadg érdekében szerkezetiik
szerint harom csoportra osztottam és a kiralis szén atomokat csillaggal vagy konfiguraciojuk

megadasaval jeloltem.
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Biologiailag aktiv dipeptidek
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6. abra A vizsgalt dipeptid vegyiiletek szerkezete

Bazikus és amfolit indol analogok

17 18 19 20 21
*NH*NH *NH *NH \*NH
N “«,-COOH N % ~COOH  H
O NH Q NH O NH Q NH \NH

3-(1,2,3,4- 3-(1,2,3,4- 3-(2,3.4,5- 3-(2,3,4,5- 3-(1,2,3,4- 3-(1,2,3,4-
tetrahidro- tetrahidro- tetrahidre-1H- tetrahidro-1H- tetrahidro-B-  tetrahidro-G-karbolin
izokinolin- izokinolin-1-il)-  benz[c]azepin- benz[c]azepin-1-il)-  karbolin-1-il)- -1-il)-indol-2-
1-il)}-indol  indol-2-karbonsav 1-il)-indol indol-2-karbonsay indol karbonsav

7. abra A vizsgalt bazikus és amfolit indol vegytiletek szerkezete
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1,2,3,4-tetrahidroizokinolin és 1-naftol szarmazékok

2-(1,2,3,4-tetrahidro-5- 2-(3-benzil-2,3,4,5-tetrahidro- 2-(3-benzil-2,3,4,5-tetrahidro-
karbolin-1-il)-1-nafiol 1H-benz[d]azepin)-1-nafiol 1H-benz[clazepin)-1-naftol

26 (@ 27 28
OH™N OH™N OH ™N
oo oo, o,

2-(2-benzil-1,2,3,4- 2-(2-(4-klorbenzil)-1,2,3,4- 2-(2-(4-metoxibenzil)-
tetrahidroizokinolin}- tetrahidroizokinolin)- 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin)-
1-naftol 1-nafiol I-nattol
OMe OMe OMe
OMe OMe OMe
29 30 31
OH °N

Yo oo ool

. . . . . . . 2-(2-(4-metoxibenzil)-6,7-
2-(2-benzil-6,7-dimetoxi-  2-{2-(4-klorbenzil)-6,7-dimetoxi- dimetoxi-1,2.3 4~

1,2,3,4-tetrahidroizokinolin)-  1,2,3,4-tetrahidroizokinolin)- tetrahidroizokinolin)-
1-naftol 1-naftol L-nafiol

8. abra A vizsgalt tetrahidroizokinolin és 1-naftol szdrmazékok szerkezete

4.2. Felhasznalt vegyszerek

Az alkalmazott HPLC tisztasagu olddszereket, savakat €s bazisokat, n-hexan, acetonitril
(MeCN), metanol (MeOH), etanol (EtOH), propan-1-ol (PrOH), propan-2-ol (2-PrOH), 1-
butanol (BuOH), 2-metil-propan-2-ol (t-BuOH), tetrahidrofuran (THF), etil-amin (EA),
dietil-amin (DEA), dietanol-amin (DEOA), trietil-amin (TEA), hangyasav (FA), ecetsav
(AcOH) a VWR International (VWR International, Leuven, Belgium) forgalmazza. A
felhasznalt folyékony szén-dioxid élelmiszer-mindségli volt és a Messer Hungarogaz Kft.

(Budapest, Magyarorszag) gyartotta.

4.3. Alkalmazott berendezések
Meéréseim soran harom kiilonb6z6 kromatografias rendszert alkalmaztam:
Az |. rendszer egy 1100-as sorozatszamu Agilent Technologies (Waldbronn,

Németorszag) HPLC volt, amelyet egy olddszer gazmentesitd, pumpa, automata
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mintaadagolo, kolonna termosztat, egy Otcsatornas UV-Vis-detektor ¢és egy ESA
Biosciences Inc. koronakisiilési detektor (Corona CAD, Chelmsford, MA, USA) alkotott.
Az adatok gyuijtéséhez és kiértékeléséhez ChemStation adatfeldolgozo szoftvert hasznaltam.

A II. rendszer Waters 1525 binaris HPLC pumpat, Waters kolonna termosztatot, \Waters
2487 kétcsatornas UV-Vis-detektort, Waters 717 plus automata mintaadagolot és Empower
2 adatfeldolgozo szoftvert tartalmazott (Waters, Milford, MA, USA).

A I11. rendszer egy Waters Acquity UPC? (Waters Corporation, Milford, MA, USA)
kromatografias rendszer volt, mellyel az SFC méréseket végeztem. Ezt a rendszert egy
oldoszer gazmentesitd, pumpa, automata mintaadagold, kolonna termosztat, fotodioda soros
detektor, egy szén-dioxid nyomasszabalyzd és az Empower 2 adatfeldolgozo szoftver
alkotja.

A homérsékletfiiggés vizsgalata soran vagy az emlitett kromatografias rendszerek
termosztatjat, vagy egy Alpha RA 8 (Lauda, Németorszag) folyadék termosztatot
hasznaltam. A tomegmérésekhez egy Pioneer PA 214 C (Ohaus, USA) digitalis mérleget
hasznaltam. A minta oldas eldsegitésére egy Rotring Sonic Cleaner ultrahangos fiirdd
(Rotring  Gmbh, Hamburg, Németorszag) allt rendelkezésemre. Viztisztitishoz egy
Ultrapure Water System, Puranity TU UV/UF (VWR International, Leuven, Belgium)

rendszert hasznaltam.

4.4. Alkalmazott folyadékkromatografias allofazisok
Cinkona alkaloid alapu allofazisok

Cinkona alkaloid alapu allofazist tartalmaznak a Chiral Technologies Europe (CTE,
Illkirch, Franciaorszag), altal forgalmazott Chiralpak QN-AX, Chiralpak QD-AX, Chiralpak
ZWIX(+), Chiralpak ZWIX(-) oszlopok. A kolonnak fizikai paraméterei azonosak: 150 mm
x 3,0 mm, a szemcseatmeérd 3 pm.
Poliszacharid alapu alléfazisok

A kémiailag kotott poliszacharid tipusu oszlopok szelektorai: Chiralpak IB, celluloz trisz-
(3,5-dimetilfenilkarbamat); Chiralpak IC, celluloz trisz-(3,5-diklorfenilkarbamat);
Chiralpak IA, amiloz trisz-(3,5-dimetilfenilkarbamat), Chiralpak ID, amiléz trisz-(3-klor-
fenilkarbamat); Chiralpak IE, amiloz trisz-(3,5-diklorfenilkarbamat); Chiralpak IF, amil6z
trisz-(3-klor-4-metilfenilkarbamat); Chiralpak IG, amiloz trisz-(3-klor-5-
metilfenilkarbamat). A poliszacharid alapu oszlopokat szintén a CTE forgalmazza, fizikai

paramétereik: 250 mm x 4,6 mm, szemcseatmérd: 5 um.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az értekezésben bemutatott eredmények két széles korben hasznalt kiralis allofazis-
csaldd mukodési mechanizmusainak mélyebb megismerésére szolgalnak. A cinkdna
alkaloid alapu szelektorok ioncseréléként alakitanak ki hatékony, elsddleges
kolcsonhatasokat az elvalasztandd vegyiiletekkel, mig a poliszacharid alapi szelektorok
jellemzdéen a semleges, ionizalhaté funkcids csoportokat nem tartalmazd vegyiiletek
elvalasztasara hasznaltak. gy kevés olyan alkalmas vegyiilet van, amely egyszerre
vizsgalhato az eltéré miikodési mechanizmusu szelektorokkal. Emellett fontos megjegyezni,
hogy a kiralis felismerésért felelds szamos kolcsonhatast csak valtozatos szerkezetii
vegyliletek felhasznalasaval lehet atfogdan tanulmanyozni, igy érthetévé valik, hogy miért
nem vizsgaltam minden vegyiiletet az 6sszes tanulmanyozott allofazison.

A késobbiekben feltiintetett abrak és tablazatok az ismételhetdséget jellemzo szorast nem
tartalmazzak. A vizsgalt adatok altalaban két-harom parhuzamos mérésbol keletkeztek és a
valtozéasok alapvetd irdnyat mutatjak be. Az igy kapott adatok valtozasa a meghatarozo, ezért
ezek eredete és eredményeinek elemzése szempontjabdl az egyes adatpontok szorasa
kevésbé relevans. Altalanossagban kijelenthetd, hogy a dolgozatban bemutatott kisérletek
soran a retencios tényezok relativ szorasa 2 — 4%-os érték kozé esett.

A vizsgalt vegyliletek néhany jellemzd enantioszelektiv elvalasztisat bemutatd

kromatogramok a fiiggelék F10 ¢s F11 abrakon lathatok.
5.1. A mozgofazis osszetétel hatasa a kiralis elvalasztasra

5.1.1. A mozgofazis osszetétel hatasa a kiralis elvalasztasra cinkona alkaloid alapu
szelektorok esetén

A vizsgélt kirdlis szelektorok eltérd miikodési mechanizmusa miatt a mozgofazis
Osszetételének érdemi hatasat allofazis tipusként kiilonboz6 eluensek alkalmazasaval lehet
feltérképezni. A cinkona alkaloid alapu allofazisokat jellemzden polaris-ionos modban
(PIM) alkalmazzak, vagyis a mozgofazis f6 alkotoi polaris szerves oldoszerek (pl.: MeOH,
MeCN), melyekhez kis mennyiségben sav és/vagy bazis modositokat, illetve vizet adhatnak.
A MeOH, protikus karaktere révén, jelentésen csokkentheti a szelektor és az elvalasztando
komponensek kozott az ionos kolcsonhatasok és a H-hidak kialakulasat. Emellett a MeOH
a polaris molekuldkat konnyen szolvatalja, igy mennyisége a mozgdfazisban kozvetleniil
befolyasolhatja a retencios id6t. Ezzel szemben az aprotikus MeCN kevésbé jol oldja a
polaros komponenseket, eldsegiti az ionos és gyengitheti a -z kdlesonhatasok kialakuldsat.

A MeOH ¢és MeCN eltérden befolyasoljak a kromatografias rendszerben kialakulo
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kolcsonhatasokat, ezért mozgofazisbeli aranyukkal a vizsgalt komponensek retencidja és az
allofazis szelektivitdsa szabalyozhat6. Az acetonitrilhez hasonléan polaris aprotikus
olddszerként hasznalhato a THF is, ha a MeOH/MeCN rendszer nem biztosit megfeleld
elvalasztast [60].

Cinkéna alkaloid alapt allofazisok esetén, a mozgofazis Osszetételének elvalasztasra
gyakorolt hatasat, biologiailag aktiv dipeptidekkel, valamint bazikus és amfolit indol
vegyiiletekkel vizsgaltam. Mozgofazisként polaris szerves olddszerek (MeOH, MeCN,
THF) kiilonboz6 aranya elegyét hasznaltam, melyek sav és bazis modositokat allando
koncentracioban tartalmaztak. Az ioncseréld allofazisok esetén, ha kiilon nincs feltiintetve,
a mozgofazisban taldlhatd sav koncentracidja kétszerese volt a hozzdadott bazis
megfeleld ionizacidjat.
5.1.1.1. A Kkromatografias paraméterek valtozaisa a MeOH/MeCN 0-100 v/v
tartomanyban

Az alanil-triptofan (11) dipeptid felhasznalasaval a ZWIX(+) és ZWIX(-) kolonna esetén
megvizsgaltam milyen hatassal van a kromatografias paraméterckre, ha a MeOH/MeCN
Osszetételt 0-100 v/v tartomanyban valtoztatom (9. abra). A 9. abran lathato, hogy kisebb,
mint 20 v% MeOH tartalom esetén a visszatartds extrém mértékben novekszik, a
szelektivitas jelentésen lecsokken, valamint az enantiomerek elvalasa fokozatosan
megsziinik. A visszatartas folyamatos novekedésének feltételezhetéen az az oka, hogy a
MeOH tartalom csokkenésével a vizsgalt vegyiileteket és a szelektort koriilvevo
szolvatburok vastagsaga lecsokken, ezért az ionos kdlcsonhatasok feler6sodnek. Mivel az
ionos kolcsonhatasok nem enantioszelektivek, ezért elétérbe kertilésiikkel parhuzamosan a
szelektivitas és a felbontas is lecsokken. A ZWIX(+) és ZWIX(-) oszlopokon mért eltérd
szelektivitas és felbontas értékeket feltehetSleg sztérikus okok, illetve a diasztereomer
viszonyban levé allofazisokon kialakuld H-hid és z-7 kdlcsonhatasok eltérése okozzak.

A 20 v%-nal kisebb MeOH tartalom mellett jellemzéen a 80 v%-ot meghaladé MeOH
tartalom haszndlata sem célszerli, mivel az gyakran drasztikusan lecsokkenti a vizsgalt
komponensek visszatartasat. A tulzottan kicsi visszatartds nem kedvezd, mert igy az
enantioszelektiv kolcsonhatasok is csak kevés ideig fejtik ki hatdsukat. Ezért a tobbi vegyiilet
vizsgalatakor, a mozgdfazis jellemzoen legalabb 20 v% és legfeljebb 80 v% MeOH-t

tartalmazott.
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9. abra A kromatografias paraméterek valtozasa a teljes MeOH/MeCN (100/0 — 0/100 v/v)

mozgofazis Osszetétel tartomany esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+) és ZWIX(-); mozgbdfazis, MeOH/MeCN (100/0, 10/90, 20/80,
30/70, 40/60, 50/50, 60/40, 70/30, 80/20, 90/10, 0/100 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM); aramlasi sebesség,
0,6 ml perct; detektalas, 230 nm; hdmérséklet, 25 °C; vizsgalt vegyiilet, 11.

5.1.1.2. A mozgofazis osszetétel valtoztatas hatasanak osszehasonlitisa ikerionos és

monoionos allofazisok esetén

A kinin alapt ZWIX(+) és QN-AX, valamint a kinidin alaptt ZWIX(-) és QD-AX kolonnak
Osszehasonlitdsdval megfigyelhetd, hogy a mozgotazis Gsszetételének valtoztatdsa milyen
hatassal van az enantoszelektivitasra az azonos alkaloidra épiilo ikerionos és monoionos
allofazisok esetén. Ennek vizsgalatara aromas és alifas dipeptideket valasztottam: (2) alanil-
fenilglicin, (6) g-alanil-fenilalanin, (9) alanil-tirozin, (11) alanil-triptofan, (16) leucil-leucin,
a kapott eredményeket a 10. és F1 abran mutatom be.
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10. abra A kromatografias paraméterek valtozasa kinin alapt all6fazisok esetén
Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+) és QN-AX; mozgdfazis, ZWIX(+), MeOH/MeCN (70/30,
60/40, 50/50, 40/60 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM), QN-AX, MeOH/MeCN (50/50, 40/60, 30/70 v/v) és
DEA (25 mM) és FA (50 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc’; detektalas, 230 nm; hémérséklet, 25 °C.
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A 10. és fiiggelék F1 abran megfigyelhetd, hogy a MeOH tartalom csokkenés hatasara a
visszatartds novekszik, a szelektivitas, kevés kivételtdl eltekintve csokken vagy alig
valtozik. Ezzel szemben a felbontas értékek vegyes tendencidkat kovetnek, ikerionos
allofazisok esetén tobbnyire keveset valtoznak vagy csokkennek, mig monoionos allofazisok
esetén novekvd értékek is eléfordulnak. Emellett érdemes kiemelni, hogy ikerionos
allofazisok esetén jelentésen nagyobb a vizsgalt vegyliletek visszatartdsa, mint monoionos
allofazisok esetén. Azonban a nagyobb visszatartassal egyiitt jaré hosszabb kolcsonhatasi
1d6 a szelektor €s az enantiomerek kozott, a késobb targyalt kivételektdl eltekintve, nem
okozott jelentds szelektivitds és felbontasbeli kiilonbséget az ikerionos és monoionos
allofazisok kozott. Ez a jelenség egyértelmiien aldtdmasztja, hogy az ikerionos allofazisok
esetén nagyobb mértékben fellépd nem szelektiv ionos kdlesonhatdsok dnmagukban nem
képesek javitani az enantioszelektivitast, ehhez mas kolcsonhatasokra is sziikség van.

Az ikerionos allofazisok kiemelkedd szelektivitassal és felbontassal rendelkeznek az
alanil-triptofan (11) esetén, mig monoionos allofazisoknal ezek az értékek jellemzéen nem
kiilonboznek szamottevGen a tobbi vegyiilet esetén tapasztaltaktol. Ez a dipeptid az egyetlen,
amely kondenzalt gyiiriis aromas rendszert tartalmaz, ezért a z-m kolcsOnhatasok
enantioszelektiv iranyitd hatasa itt tapasztalhato a legnagyobb mértékben. Emellett a 11
dipeptid indolgytiriit tartalmaz, melynek szekunder aminocsoportja (pKs aq) =~ 16 [120])
protonaldédik a mozgofazisban talalhatdo sav hatasara, igy két, pozitiv toltésti funkciods
csoportja révén tobb lehetdsége van ionos kolcsonhatasok kialakitasara az ikerionos allofazis
negativ szulfonsavcsoportjaval, mint a tobbi komponensnek. Ez a kétszeres pozitiv toltés és
a nagyméretli aromas oldallanc egyiittesen okozza a 11 vegyiilet hatékony enantiomer
felismerését az ikerionos szelektorokon. Ezzel kapcsolatos, hogy az MeCN tartalom
novekedésével a szelektivitas és a felbontas értékek jelentdsen csokkennek a 11 dipeptid
esetén ikerionos oszlopokon, amit feltehet6en a -7 k6lcsonhatasok gyengiilésének és a nem
enantioszelektiv ionos kdlcsonhatasok er6sodeésének egyiittes hatasa okoz.

A leucil-leucin (16), mint alifas oldallanct dipeptid, lehet6vé teszi a kis méretii, aromas
csoportot nem tartalmazé dipeptidek kromatografids tulajdonsagainak tanulméanyozasat. A
10. abran megfigyelhetd, hogy az ikerionos szelektorral a 16 vegyiiletre az aromas funkcios
csoportot tartalmazo vegyiiletekhez hasonld szelektivitast és felbontast kaptam. Ett6l
eltéréen monoionos szelektor esetén kiemelkedd a szelektivitas és felbontas értéke, mely a
MeOH tartalom csokkentésével még ndvekvo tendenciat is mutat a QN-AX oszlopon. Ennek
valdsziniileg az az oka, hogy a molekula szerkezetébdl adodd mozgékonysaga megkdnnyiti

a szelektorhoz valo kapcsolodasat és az illeszkedést gatlo sztérikus hatasok lecsokkennek.
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Természetesen arrdl sem szabad megfeledkezni, hogy az anioncserél6 allofazis szelektorarol
hianyz6 negativ toltésii funkcids csoport miatt az ionos kolcsonhatdsok kevésbé fejtik ki
hatasukat. Az aromas csoport hidnya a visszatartas mértékében is megmutatkozik, a 16
leucil-leucin retencidja a legkisebb mind a négy allofazis esetén, fliggetleniil a mozgofazis
Osszetételtol.

Az ikerionos allofazisok szamottevo szelektivitassal és felbontassal rendelkeznek a 6 S-
alanil-fenilalanin esetén, mely értékek a MeOH tartalom csokkentésével enyhén névekednek
(10. abra). Ezzel szemben a 6 dipeptid nem valt el a QN-AX oszlopon, mig a QD-AX
oszlopon mért szelektivitas és felbontas értékek ennél a vegyiiletnél a legkisebbek, melyeken
a mozgofazis Osszetétel valtoztatds sem modosit (fiiggelék F1 abra). A 6 dipeptid az N-
termindlisan f-aminosavat tartalmaz, mig a tobbi vizsgalt dipeptid a-aminosavakbdl épiil
fel, igy feltehetOleg ez az eltéré szerkezet okozza a kimagaslo szelektivitas és felbontas
értekeket az ikerionos allofazisokon. Ezt a megfigyelést kutatocsoportunk korabbi -
aminosavakkal végzett vizsgalatai is meger6sitik [121-123]. Emellett a MeOH tartalom
csOkkenés hatdsara az ionos ¢s H-hid kolcsonhatdsok is felerdsodnek, melyek egyiittes
hatasa okozza a jelentds enantioszelektivitast. A monoionos allofazisok esetén a hidnyzo
negativ toltésti funkcios csoport miatt az ionos kolcsonhatasok kevésbé érvényesiilnek,
valamint a dipeptidek N-terminalisan talalhatd pozitiv toltésti funkcids csoport érdemben
nem befolyédsolja a kiralis felismerést. Ezt bizonyitja, hogy a mozgo6fazis Osszetétel
valtoztatas monoionos szelektor esetén nem modositja jelentdsen a szelektivitast és
felbontast.

Az ikerionos ¢és monoionos kolonndk jellemzése soran megvizsgaltam az
oszlophatékonysagot jellemzd elméleti tdnyérszam alakuldsat a mozgodfazis Osszetétel
valtozasanak fiiggvényében (fiiggelék F1 tablazat). A felbontas szamos esetben az elméleti
tanyérszam értékek valtozasat kovette, azonban eléfordult ellentétes tendencia is, ami a
szelektivitas és retencids tényezd hatasdhoz kothetd. MeCN-t tartalmazd eluens esetén

altalanos tendencia nem figyelheté meg az elméleti tanyérszam valtozasokra nézve.

5.1.1.3. A tetrahidrofuran tartalom hatasa a kromatografias paraméterekre

Kiralis ioncseréld allotazisok esetén a THF hasznalata, mint mozgofazis alkotd szerves
oldészer, szamos esetben vezetett a szelektivitas és felbontas novekedéséhez [60, 62, 124,
125]. Ezért dipeptid vegyiiletekkel megvizsgaltam, hogy milyen tendenciak figyelheték meg
kinin alapu ZWIX(+) és QN-AX, valamint a kinidin alapa ZWIX(-) és QD-AX kolonnak
esetén, ha MeOH/MeCN helyett MeOH/THF 0&sszetételiit mozgofazist hasznalok (11. és
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fiiggelék F2 abra). Az 5.1.1.2-es fejezethez hasonloan a 2, 6, 9, 11, 16 dipeptideket

tanulmanyoztam a THF tartalmt eluensrendszerrel.
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11. abra A THF tartalom hatdsa a kromatografias paraméterek valtozasara
Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+) és QN-AX; mozgofazis, ZWIX(+) esetén MeOH/THF (85/15,
70/30, 60/40, 50/50, 40/60 V/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM), QN-AX esetén MeOH/THF (70/30, 60/40,
50/50, 40/60 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc; detektalas, 230 nm;
hémérséklet, 25 °C.

Az 5.1.1.2. fejezetben bemutatott mérésekhez képest az ebben a fejezetben attekintett
mérések koriilményei csak a mozgofazis dsszetételében térnek el, igy a MeOH/MeCN és a
MeOH/THF mozgotazis dsszetétel valtoztatas eredményei 6sszevethetok. A 11. és fliggelék
F2 abran lathato, hogy a THF tartalom novekedése mindegyik ioncseréld oszlopon az
Osszes vizsgalt anyag esetén a visszatartds ndvekedésével és a szelektivitas és felbontas
csOkkenésével jar egyiitt. Az eltéré szerkezetli vegyiiletek kromatografias paramétereinek
valtozasat tekintve Osszességében ugyanazok a tendencidk figyelhetok meg, mint a
MeOH/MeCN rendszer esetében, ami a kromatografias rendszerben kialakulo

kolcsonhatasok hasonldsagat tdmasztja ala.
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A MeCN-nél tapasztaltakhoz képest eltérésként figyelheté meg a 6 S-alanil-fenilalanin
jelentésen nagyobb visszatartasa ikerionos allofazisokon THF hasznalata esetén, amit
valoszinlileg a szolvatacios viszonyok kiillonb6zdsége €s sztérikus hatasok okoznak. Tovabbi
eltérést jelent a QN-AX oszlopon a 16 alifas leucil-leucin szelektivitas és felbontas értékeinek
valtozasa. A 16 dipeptid THF-nal torténé mérése soran nem kiilonbozik jelentésen a
monoionos és ikerionos allofazisok szelektivitas és felbontas értékei. Emellett THF esetén,
azonos allofazison dsszehasonlitva a szelektivitas €s felbontas értékeket az alifas és aromas
oldallancu dipeptidek esetén nem tapasztalhato jelentds kiilonbség. Ez aldl egyediil a 11
dipeptid ZWIX(+) oszlopon tapasztalt kromatografias viselkedése jelentett kivételt.

A THF alkalmazésa esetén is megvizsgaltam az eluensdsszetétel valtoztatds hatdsat az
elméleti tanyérszam értékekre, ennek adatai a fiiggelék F2 tablazatban talalhatok.
Attekintve az adatokat, a felbontas értékek szinte kivétel nélkiil az elméleti tanyérszam
értékekkel egyiitt valtoztak, vagyis a THF tartalom ndvekedésével csokkent az oszlop
hatékonysag. Tehat a szakirodalomban leirtakhoz képest az altalam vizsgalt vegyiiletek
esetén nem tapasztalhatd, hogy az eluens THF tartalmanak noévelése az ioncseréld

allofazisok kiralis elvalasztoképességét érdemben javitana.

5.1.2. Az eluensosszetétel hatasa az elvalasztasra poliszacharid alapu szelektorok esetén

A hordoz¢ feliiletéhez kémiailag kotott modositott poliszacharid alapt kolonndk jelenleg
négyféle tipusti mozgotazissal hasznalhatok: normal fazisu, forditott fazist, polaris-szerves
¢és folyékony szén-dioxidot tartalmazo [40]. Mindegyik eluensrendszer egymastol eltérd
elonyokkel és hatranyokkal rendelkezik, koziiliik leggyakrabban a normal féazist
koriilményeket alkalmazzak. Normal fazisti mozgofazis esetén a f6 komponens jellemzoen
apolaros szénhidrogén (pl.: n-hexan, n-heptan), melyhez kis molekulatomegti alkoholt,
tetrahidrofurant vagy egyéb modositot adnak [86]. Emellett gyakori, hogy kis mennyiségben
(1 v% alatt) alkil-amint adnak az eluenshez. Ennek az az oka, hogy a szilikagél hordozo
feliiletén 1évé szabad szilanolcsoportok feliiletén az aminocsoportot tartalmazé
komponensek megkotddhetnek, igy ezek eltcios profilja torzulhat. Az alkil-amin
hozzaadasaval a szilanolcsoportok szabad kotohelyei telithetdk, igy a vizsgalt
komponensekkel nem lépnek kdlcsonhatasba.

A poliszacharid alapu allofazisok esetén a mozgofazis Osszetételének hatasat bazikus
indol, valamint 1-naftol szarmazékokkal vizsgaltam. Irodalmi ismeretek alapjan a

mozgofazishoz HPLC technika esetén 0,1 v%, SFC technika esetén 20 mM DEA-t adtam.
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5.1.2.1. A mozgofazis alkotok anyagi mindségének hatasa az elvalasztasra

A kromatografias paraméterek valtozasat a 21 és 23 vegyiiletek Chiralpak IA és 1B
allofazisokon valo elvalasztasaval vizsgaltam. A 21 és a 23 vegyliletek szerkezetének az
alapja az 1,2,3,4-tetrahidro-f-karbolin molekula, melyhez a 21 esetén indol, mig a 23
vegyiilet esetén 1-naftol van kapcsolva. Az 1A oszlop szelektora amil6z, mig az IB oszlopé
celluloz alapu, melyek trisz-(3,5-dimetilfenil-karbamat) modositét tartalmaznak. A
mozgodfazist alkoto alkohol anyagi mindségének hatasat EtOH, 1-PrOH, 2-PrOH, BuOH és
t-BuOH felhasznalasaval vizsgéaltam, ennek eredményei a 12. és fliggelék F3 abran

lathatok.

k, a A W B Rs
6 18 4

15

EtOH 1-PrOH2-PrOH BuOH t-BuOH EtOH 1-PrOH2-PrOH BuOH t-BuOH EtOH 1-PrOH2-PrOH BuOH t-BuCH
12. abra Az alkohol anyagi minéségének hatasa a kromatografias paraméterckre a 23

vegyiilet esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, IA, 1B; mozgofazis, n-hexan/alkohol/DEA (70/30/0,1 viviv); aramlasi
sebesség, 1,0 ml perc?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet, szobahdmérséklet.

Mindkét vegyiilet esetén megfigyelhetd, hogy a celluloz alapt allofazison a visszatartas
szinte minden esetben nagyobb, mint az amil6z alapt szelektoron. Emellett a 23 vegyiilet k1
értéke minden vizsgalt alkohol esetén tobb, mint kétszerese az 1B kolonnan, mint az IA
kolonnan. Ezt a szadmottevd retencids kiilonbséget feltehetden a poliszacharidok
térszerkezetének kiilonbozésége okozza. A helikalis amildz alapt 1A kolonna esetén a 23
vegyiilet kevésbé tud hozzaférni a szelektorhoz, mint a linearis szerkezet(i IB-n, ezért kisebb
a visszatartas.

Megfigyelhet6, hogy az alkohol szénlancanak novekedésével (EtOH, 1-PrOH, BuOH) a
visszatartas enyhén csokkent mindkét kolonnan, mindkét vizsgalt komponens esetén. Ez a
viselkedés azzal magyarazhatd, hogy a szénlanc hosszanak ndévekedésével az alkohol
polaritdsa csokken, igy jobban képes szolvatdlni a jellemzOen apoldros szerkezetii
vegyiileteket, igy csokken az allofazison eltoltott idejik. Az IB kolonna esetén

megfigyelhetd, hogy az alkohol rendiiségének novekedésével (EtOH, 2-PrOH, t-BuOH) a k1

41



érteke novekszik, a t-BuOH esetén kimagaslo értéket elérve. Ez a valtozas feltehetdleg a
magasabb rendli alkoholok csdkkend szolvatald képességébdl ered.

A szelektivitast vizsgalva lathato, hogy mindkét vegyiilet esetén az IA oszlop kimagaslo
értékkel rendelkezik EtOH hasznalatakor, valamint a 21 vegyiiletet esetén, a szelektivitas
értéke az alkohol anyagi mindségétol fiiggetleniil viszonylag sziik tartoményban mozog. A
szelektivitas valtozast tobbek kozott az egyre apolarosabb alkoholok novekvd szolvatacios
készsége, illetve a kiralis felismerésben fontos szerepet betoltd kiralis tiregek kornyezetének
megvaltoztatasa okozza [126, 127]. Vagyis az egyenes, illetve elagazd szénlancu alkoholok
eltér6 mértékben és modon valtoztatjadk meg a poliszacharid szelektor szerkezetét. Ennek
hatéasara a felbontas értékek is jelentdsen valtoznak az alkalmazott alkoholtol fiiggden. Ezért
a mozgodfazisban taldlhaté alkohol mindsége és mennyisége egyarant elére nem jelezhetd
modon képes alakitani a szelektor enantiomerfelismerd-képességét. Ez az észrevétel egyezik
a poliszacharid alapu alloéfazisok normal fazisu hasznalatarol leirtakkal [128, 129]. Az
altalunk vizsgalt vegyiileteknél az EtOH és a 2-PrOH alkalmazasa eredményezte a

leghatékonyabb elvalasztast.

5.1.2.2. A mozgofazis osszetétel hatasa a kromatografias paraméterekre

Az eluens alkoholtartalménak elvalasztasra gyakorolt hatasat szintén a 21 (indol) és 23
(1-naftol) vegyiiletekkel vizsgaltam. Allofazisként az amiléz alapt Chiralpak IA, IE és IG
oszlopokat valasztottam. Igy 6sszehasonlithatd, hogy azonos alapszerkezetii poliszacharidok
milyen hatast fejtenek ki az elvalasztasra a fenil-karbamat szubsztituensek modositasa révén:
IA - trisz-(3,5-dimetilfenil-karbamat; 1G - trisz-(3-klor-5-metilfenil-karbamat); 1E -
trisz-(3,5-diklorfenil-karbamat). Eluensként az 5.1.2.1. fejezetben leirtak alapjan a n-
hexan/2-PrOH &sszetételti mozgofazist hasznaltam 0,1 v9% DEA tartalommal. Az igy kapott
eredmények a 13. abran lathatok.

A visszatartast tekintve tipikus normal fazisi kromatografias viselkedés figyelhetd meg,
vagyis az apolaris n-hexan tartalom novelése az elicios idok jelentds novekedését okozta.
Emellett jol megfigyelhetd6 mindkét vegylilet esetén, hogy a szelektoron taladlhatd klor
szubsztituens szamanak csokkentése noveli a visszatartast, ki: IE < 1G < 1A,

A szelektivitas értékek a 21 anyagnal alig valtoztak, a 23 vegyiilet esetén jelentdsen, mig
a felbontés értékek mindkét anyag esetén ndvekedtek a hexan tartalommal. Bar a retencios
id6 mindkét vegyiilet esetén az IA kolonnan a legnagyobb, azonban az |G o0szlop

eredményezte a legnagyobb szelektivitas és felbontas érték ndvekedést.
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13. abra Az eluensosszetétel hatasa az elvalasztasra poliszacharid alapu allofazisok esetén
Kromatografias koriilmények: kolonna, IA, IE, IG; mozgdfazis, n-hexan/2-PrOH (50/50, 70/30, 80/20, 90/10

vIV) és DEA (0,1 v%); aramlési sebesség, 1,0 ml perc’?; detektalas 215-250 nm; hémérséklet, szobahdmérséklet.
5.1.3. A mozgofazis osszetétel hatasa SFC technika esetén

5.1.3.1. Az SFC és HPLC technika mozgéfazis osszetétel hatasanak dsszehasonlitasa
cinkoéna alkaloid alapu szelektorok esetén

Az SFC technika kiralis elvalasztasra vald hasznalata kiemelkedd népszeriiséggel bir az
kiralis gyogyszervegyiiletek, illetve a természetben el6forduld gyogyhatasi anyagok
vizsgalata soran [65]. A kiralis vegyiiletek elvalasztasara SFC technika és cinkona alkaloid
alapu allofazisok alkalmazasaval néhany esetben korabban mar sor kertilt [66, 130, 131]. A
cinkona alkaloid alapu allofazisok miikodésének mélyebb megismerését segiti, ha megfeleld
vegyiiletek alkalmazasaval megvizsgaljuk az SFC ¢és HPLC technika esetén a
kromatografias viselkedést.

A mozgofazis Osszetétel valtoztatas hatasdnak osszehasonlitasat SFC és HPLC technika
esetén a 17 bazikus és 18 amfolit indol analdégokkal ZWIX(+) és ZWIX(-) oszlopokon

végeztem el (14. abra).
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14. abra SFC és HPLC eluensOsszetétel valtoztatas hatasa az elvalasztasra
Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+) és ZWIX(-); mozgofazis, HPLC esetén, MeOH/MeCN
(50/50, 40/60, 30/70, 20/80 V/v) és DEA (30 mM) és FA (60 mM), SFC esetén, MeOH/CO, (50/50, 40/60,
30/70, 20/80 v/v) és DEA (30 mM) és FA (60 mM); aramlasi sebesség, HPLC esetén, 0,6 ml perc™, SFC esetén
2,0 ml perct; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet, HPLC esetén szobahdmérséklet, SFC esetén 40 °C; SFC
ellennyomas, 150 bar.

A 14. abran megfigyelhetd, hogy a metanol tartalom csokkenésével a visszatartas
minden esetben novekszik, ami egyezik a korabbi vizsgalatok eredményeivel [125, 131]. Ez
a novekedés az SFC technika esetén kivaltképp drasztikus, a ki érték kozel 10-szeresére
novekszik a MeOH tartalom 30 Vv%-os csokkentésével. A visszatartdas novekedést
feltehet6leg ugyanazok a kdlcsonhatasok okozzak mindkét technikanal, a MeOH tartalom
csokkenésével az ionos kdlcsonhatasok felerdsddnek. Az ionos kdlcsonhatasok meghatarozo
szerepét tamasztja ala az is, hogy a cinkona alkaloid szerkezetét6l fiiggetleniil, a
karboxilcsoportot tartalmazé 18 anyag esetén figyelhetd meg a legnagyobb visszatartas. Mig
a HPLC technika esetén nincs jelent6s kiilonbség a bazikus és amfolit komponensek
visszatartasaban, addig az SFC esetén a bazikus komponens visszatartasa minden esetben
kisebb, mint az amfolité. Ezt feltehetéen a kettés ionpar kolesonhatas SFC koriilmények
kozotti feler6sddése okozza.

A szelektivitast és a felbontést vizsgalva jellemzden alig valtoztak az értékek vagy kis
mértékben javultak a MeOH tartalom csokkenésével. A javuld elvalasokat valdsziniileg a
MeOH tartalom csokkenés hatasara feler6s6dé H-hid kolcsonhatdsok okozzak. Egyediil a
18 anyag felbontas értéke valtozott jelentésen SFC technika esetén. Itt észrevehetd, hogy a
karboxilcsoport jelenlétébdl adodo kdlesonhatasok nagyobb hatdssal vannak az elvéalasztasra

SFC technika esetén, mint a HPLC technikanal. Emellett, bar az SFC és a HPLC technika ki
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értekei majdnem egy nagysagrendben kiilonboznek, azonban a szelektivitas és felbontas
értékek sokkal kisebb tartomanyban valtoznak. Tovabbi kiilonbség a HPLC és SFC
eredmények kozott, hogy a 17 bazikus indol vegyiilet HPLC esetén nem vagy csak alig valik
el, mig SFC esetén ZWIX(-) oszlopon jol elvalaszthato. Vagyis az ikerionos ZWIX kolonna
képes jo hatasfokkal kationcseréloként mikodni SFC koriilmények kozott. Emellett
megfigyelhetd, hogy a 18 amfolit komponensre meghatarozott szelektivitas és felbontas
értékek minden esetben nagyobbak, mint a 17 bazikus komponens esetén tapasztaltak. Ez
szintén a karboxilcsoport enantioszelektivitast noveld hatdsardl arulkodik az ikerionos
szelektorok esetén.

Osszehasonlitva a HPLC és SFC adatokat ugyanarra a komponensre nézve, a 17 anyag
esetén egyediil a ZWIX(-) oszlopon SFC korilmények esetén tapasztalhatdo kiugro
szelektivitas és felbontas. Ezzel szemben, a 18 komponensnél a HPLC technika nagyobb

szelektivitast eredményez, mint az SFC technika.

5.1.3.2. Az SFC mozgéfazis alkotok anyagi minéségének vizsgalata poliszacharid alapu
allofazisok esetén

Az SFC és HPLC technika kiralis elvalasztasra valo alkalmazasat a legtobb esetben a
normal fazist koriilmények kozott, poliszacharid alapu allofazisokon hasonlitottdk Ossze
[66]. Ennck egyrészt a poliszacharid alapt allofazisok széleskori elterjedtsége az oka,
illetve, az a kézenfekvo feltételezés, hogy a hexan és a szén-dioxid apolaris oldoszerként
hasonlé kromatografias viselkedést mutatnak. Ez a népszerli feltételezés azonban nem
minden esetben egyezik a valosaggal. A poliszacharid alapu szelektorok esetén az eltérd
tipusi eluens alapjaiban véltoztathatia meg az enantioszelektivitasért felelds
kolesonhatasokat [132]. Ezért a poliszacharid alapt allofazisok elvalasztasi sajatsagainak
SFC technikaval torténd vizsgalatakor nem torekedtem a normal fazist koriillmények lehetd
legpontosabb megismétlésére, inkabb az SFC technika soran fellép6 egyedi kromatografias
jelenségek mogott meghtizodod dsszetett mechanizmusok felderitését helyeztem eldtérbe.

Az SFC mozgofazist alkot6 alkohol anyagi mindségének hatasat az elvalasztasra a 21 és
23 vegyiiletekkel az amiloz alapu IA, IE és 1G allofazisokon vizsgaltam MeOH, EtOH, 1-
PrOH és 2-PrOH felhasznalasaval (15. és fliggelék F4 abra).
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15. abra Az SFC mozg6fazist alkotd alkohol anyagi mindségének hatdsa az elvalasztasra
Kromatografias koriilmények: kolonna, IA, IE, IG; mozgofazis, MeOH/CO, (50/50 v/v) és DEA (20 mM);
aramlasi sebesség, 2,0 ml perc?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet, 40 °C; ellennyomés 150 bar.

A 15. és fiiggelék F4 abran lathato, hogy mindkét anyag esetén oszloponként jelentésen
eltérék a kromatografias adatok. Altalanossagban elmondhato, hogy a trisz-3,5-dimetilfenil-
karbamat modositot tartalmazo IA oszlopon volt a legnagyobb a komponensek visszatartasa,
valamint, hogy kevés kivételtol eltekintve, a visszatartas IE < IG < IA sorrendben
novekedett. Vagyis a szelektort modosito metilcsoportok szamanak novekedésével
parhuzamosan nétt a visszatartas. A metilcsoportok szamanak novekedésével apolarisabba
valik az allofazis, ami a szintén apolaris karakterli molekulak stabilabb megkotddéséhez
vezet.

A szelektivitast és felbontést vizsgalva, kevés altalanos érvényti megallapitast lehet tenni.
Jellemz6en a MeOH alkalmazasakor figyelheté meg a legnagyobb szelektivitas, tovabba az
IE oszlop esetén az alkohol mindségétdl szinte fliggetleniil alig jelentkezik kiralis felismerés
mind a 23, mind a 21 vegyiiletnél. Az IA és IG kolonnan a 23, illetve az IG kolonnan a 21
anyagot vizsgalva egyarant megfigyelhetd, hogy az alkohol szénldnC hosszanak vagy
elagazasainak novelése a szelektivitas csokkenését okozza. Ennek az az oka, hogy az alkohol
polaritasat csokkenti a szénlanc hosszéanak, illetve az elagazasok szamanak novekedte. Mivel
az eluenst alkotd alkohol polaritasa hatassal van a poliszacharid lanc, illetve a vizsgalt
komponensek szolvataciojara, illetve a kiralis felismerésben résztvevd kiralis iiregek
kialakulasara, igy a polaritas valtozas kozvetlen hatassal van a szelektivitasra [126, 127]. A
felbontas értékek a szelektivitdshoz hasonldéan valtoznak és az IA és IG oszlop esetén
kimagaslo hatékonysag is elérhetd. Tehat a poliszacharid alapt all6fazisok hasznalatakor az
SFC technika alkalmazédsa esetén is igaz, hogy az eluensben taldlhat6 alkohol anyagi

mindsége képes megvaltoztatni a szelektor elvalasztasi sajatsagait.
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A normal fazisut mozgofazis esetén kapott eredményekkel (12. és fiiggelék F3 abra)
Osszehasonlitva az SFC technikaval kapott adatokat, lathatd, hogy azonos allofazis és
vizsgalt vegylilet alkalmazasa ellenére az alkohol anyagi minésége eltérd hatast fejt ki a két
technika esetén. Erre példa, hogy az EtOH kimagaslo szelektivitast és felbontast eredményez
normal fazisu koriilmények kozott az 1A oszlopon, mig SFC esetén a MeOH és a 2-PrOH is
hasonl6 vagy akar nagyobb enantioszelektivitast biztosit. Tovabba, mig normal fazis esetén
az eluenshez adott alkohol polaritasanak csokkenése a szelektivitas novekedését okozta (pl.:
23 vegyiilet IB oszlop EtOH, 1-PrOH, 2-PrOH), SFC technika alkalmazasakor ennek
ellenkezdje tapasztalhatd. Vagyis a kiralis vegyiiletek poliszacharid alapu alloéfazison SFC
technikaval vald elvalasztasakor nem lehet kizarolag a széleskorben hasznalt normal fazisu
eluenssel végzett mérések alapjan elére jelezni az elvalasztas mértékét.

Poliszacharid alapu all6fazisok SFC technikaval torténd alkalmazasa esetén is igaz, hogy
a csucsalakot javithatja megfelel6 alkil-amin mozgéfazishoz torténd adagolasa [133]. SFC
technika esetén a szén-dioxid tartalom miatt gyakran savas karakterli a mozgofazis
(latszolagos pH ~ 5 [81]), melyet a kromatografidban megszokott kis mennyiségben
hozzdadott bazis nem képes lugos kémhatasra valtoztatni, inkabb csak a latszolagos pH
értéket stabilizalja [134]. A hozzaadott bazis mennyiségének hatasat széles tartomanyban
vizsgaltak ¢és igy jelentés hatékonysagnovekedés volt tapasztalhatd [135]. Azonban érdemes
megemliteni, hogy a hozzaadott bazis anyagi mindségének is valtozatos hatasa lehet a
kromatografias rendszerre [136, 137].

Az SFC mozgofazishoz adott bazis anyagi mindségének hatasat a kromatografias
sajatsagokra A, IE és IG allofazisokon a 21 és 23 vegyiiletekkel EA, DEA, TEA és DEOA

bazisok felhasznalasaval vizsgaltam (16. és fiiggelék F5 abra). A mozgofazist alkoto

alkoholnak az el6zéekben targyalt eredmények alapjan a MeOH-t valasztottam.
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16. abra Az SFC mozgofazishoz adott alkil-aminok anyagi mindségének hatasa az
elvalasztasra a 21 vegyiilet esetén
Kromatografias koriilmények: kolonna, IA, IE, IG; mozgofazis, MeOH/CO, (50/50 v/v) és EA vagy DEA vagy
TEA vagy DEOA (20 mM); aramlasi sebesség, 2,0 ml perc?; detektalas 215-250 nm; hémérséklet, 40 °C;

ellennyomas 150 bar.
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A 16. és fiiggelék F5 abran lathatd, hogy az alkalmazott bazisok, a szerkezetiiktol
gyakorlatilag fliggetleniil, az adott alléfazison szinte minden esetben nagyon hasonld
kromatografias eredményeket adtak. Kimagaslo felbontast tapasztaltam az 1A oszlopon
DEOA alkalmazasa esetén a 23 anyagra, azonban ugyanez a bazis az G oszlopon mar sokkal
rosszabb felbontast eredményez. Altalanossagban elmondhaté, hogy a legkisebb felbontés
minden bazis esetén az |IE oszlopon volt megfigyelhetd, a 23 vegyiilet esetén ezen az
oszlopon nincs kiralis felismerés. Mindkét vegyiilet esetén az 1G oszlopon kiemelkedéen
nagy felbontas érhet6 el, ezt a vizsgalt bazisok anyagi mindsége érdemben nem befolyasolja.
Osszevetve az alkalmazott szelektor szerkezetét és az eluensben talalhatd bazis anyagi
mindségét, nem tapasztalhatd, hogy a kromatografias paraméterek egyértelmii trenddel
leirhaté modon valtoznanak. Tapasztalataim alapjan kijelenthetd, hogy az altalam vizsgalt
vegyiiletek esetén az SFC mozgdfazishoz adott kis molekulatomegii alkil-amin bazisok
anyagi mindsége poliszacharid alapu szelektorok alkalmazasakor az elvalasztasi
tulajdonsagokat érdemben nem befolydsolja, de adagolasuk mindenképp sziikséges a

torzitasmentes csucsalak eléréséhez.

5.1.3.3. Az SFC mozgdéfazis osszetétel hatasa az enantioszelektivitasra poliszacharid
alapu alléfazisok esetén

Az SFC mozgofazis alkotok anyagi mindségének hatasa mellett a mozgofazis dsszetétel
hatasat is megvizsgaltam a poliszacharid alapu allofazisok SFC technikaval torténd
hasznalata esetén. Mozgofazisnak az 5.1.3.2. fejezetben bemutatott eredmények alapjan a
MeOH/CO; eluensrendszert valasztottam, melyhez 20 mM DEA-t adtam. A 21 és 23
anyagot hasznalva az elvalasztasokat amildz alapa A, IE és IG allofazisokon vizsgaltam
(17. abra).
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17. abra SFC eluensosszetétel hatasa az elvalasztasra poliszacharid alapu allofazisok esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, IA, IE, IG; mozgbfazis, MeOH/CO, (60/40, 50/50, 40/60, 30/70, 80/20
vlv) és DEA (20 mM); 4ramlasi sebesség, 2,0 ml perc?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet, 40 °C;
ellennyomads 150 bar.
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A 17. abran lathato, hogy a MeOH tartalom csokkentése minden esetben a retencios idok
novekedéséhez vezetett, vagyis a normal fazishoz hasonlo viselkedés tapasztalhato.

Ezzel szemben a szelektivitas és a felbontas ettdl eltér6 modon valtozott. A legtobb
esetben a MeOH tartalom csokkenésével a szelektivitas alig valtozott, mig a 23 anyag esetén
az IA és IG kolonnan maximum gorbe irja le a valtozédst. Ezzel szemben a felbontés
meredeken nétt mindkét vegyiilet esetén az 1G oszlopon, valamint a 23 anyag esetén az 1A
oszlopon. Feltehet6leg a MeOH tartalom csokkenésével eltérbe keriilé H-hid kdlcsonhatas
¢s a szelektorok térszerkezetének valtozasa okozza ezt az egyedi kromatografias viselkedést.
Ezekben az esetekben a normalfazisi mérésekhez képest jelentésen nagyobb felbontas
érhetd el. A tobbi esetben a szelektivitas és a felbontas értékek alig valtoznak. Emellett
észrevehetd, hogy a 21 vegyiilet esetén a szelektivitds mindharom kolonnan hasonl6
valtozast mutat, mint a normal fazis esetén: az eluenst széles tartomanyaban valtoztatva
értékiik alig valtozik, és az 1G oszlopon jelentésen nagyobb az elvalasztds mértéke (13.
abra).

Az amiloz alapt poliszacharid allofazisok koziil mindkét vegyiilet esetén az IE kolonna
rendelkezett a legkisebb enantioszelektivitassal, ami jelents eltérést mutat a normal
fazisban tapasztaltakhoz képest. Ez alapjan kijelenthetd, hogy SFC technikat alkalmazva, a
vizsgalt komponensek esetén a trisz-(3,5-diklorfenil-karbamat) modositott poliszacharid
allofazis nem rendelkezik jelentds enantiomerfelismer6-képességgel, fliggetlentil a vizsgalt

mozgofazis Osszetételétdl vagy az alkalmazott alkohol anyagi mindségétol.

5.2. A mozgofazishoz adott ionos modositok mennyiségének hatasa az elvalasztasra

A mozg6tazishoz adott savak és bazisok biztositjak az elvalasztand6 vegyiiletek és a
szelektor allando értékli ionizaltsagat, valamint ioncserélé allofazisok esetén uralkodd
szerepet toltenek be az elvalasztasban. Ioncseréld allofazisok esetén a kromatografids
rendszerben talalhat6 ionok versengenek a szelektor ionos kot6helyeiért, igy az ionos
modositok mennyiségével a vizsgalt komponensek retencids id6i hangolhatok [31, 138]. Az
eluensben talalhat6 ionok koziil az elvalasztandd ionnal azonos toltéstieket ellenionnak
nevezziik, az ellentétes toltésiiek a kisérdionok. Tehat egy anioncseréld allofazis esetén az
eluenshez adott savbol szarmazdé anionok ellenionoknak tekintheték, mig az esetleg
hozzéaadott bazisbol szarmazé kationok a kisér6 ionok.

Ikerionos allofazis esetén az elvalasztando vegyiiletek funkcids csoportja hatarozza meg,
hogy mit tekintiink ellen- és mit kisérdé ionnak. Amfolit vegytilet és ikerionos szelektor

esetén az eluenshez adott sav és bazis Osszetett hatdssal lehet a szelektor és a vizsgalt
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komponens kozott kialakuld kettés ionpar kolesonhatasra. Ilyen esetben a rendszerben
fellépd ionos kolcsonhatasok jellemzéséhez kiilonosen fontos az ellen- és kisérd ionok
egyértelmi definialasa.

Az ioncseréld allofazisok esetén a kromatografias rendszer jellemzésére leggyakrabban a
sztochiometrikus helyettesitési modellt hasznaljak [31, 60, 138-140]. A modell alapja a 13.
egyenlet,

lgk =1gK7 - Z 1g Celienion, (13)
ahol k a retencios tényez6é, Kz a rendszer allando, Z az elvalasztando ionok és az
ellenionok toltésének aranya (un. effektiv toltés) és Celienion az ellenion koncentracio. Ez
alapjan lathato, hogy ha a modell érvényes a kromatografids rendszerre, akkor a retencids
tényezO logaritmusa az ellenion koncentracid logaritmusanak fiiggvényében abrazolva

egyenest ad, amelynek meredeksége az effektiv toltéssel aranyos.

5.2.1. A mozgoéfazishoz adott ellen- és kiséro ionok jelenlétének hatasa

A cinkona alkaloid alapt ioncserél6 allofazisok esetén az eluenshez adott sav és bazis
hatasanak vizsgalatahoz a 11 alanil-triptofan amfolit dipeptidet hasznaltam. Az ikerionos
kolonnak szelektora egyarant tartalmaz kation- és anioncserélé funkcios csoportokat, igy
fennall a lehetdség, hogy azok ellenionként viselkedve lehetdvé tegyék a vizsgalt vegytilet
mind az anionos funkcids csoport lehetdséget teremt a szelektorral vald kélesonhatasra. gy
az 5.1.1.2. fejezet eredményei alapjan az ikerionos ZWIX(+) és ZWIX(-) kolonnakon
MeOH/MeCN (50/50 v/v) osszetételii eluenst alkalmazva 6sszehasonlitottam az elvalasztasi
tulajdonsagokat, ha az eluens nem tartalmaz ionos modositot, 25 mM DEA-t, 25 mM FA-t
vagy 25 mM DEA-t és 50 mM FA-t tartalmaz (18. és fiiggelék F6 abra). Irodalmi
tapasztalatok alapjan, ikerionos all6fazisokat hasznalva amfolit vegyiiletek vizsgalatara, a
hozzaadott ionok anyagi mindsége csekély eltérést okoz a kromatografids rendszer
tulajdonsagaiban, ezért nem vizsgaltam a hozzaadott sav és bazis anyagi mindségének

hatasat [31, 92, 141].
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18. abra A mozgofazishoz adott sav, illetve bazis hatasa az elvalasztasra

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+); mozgbdfazis, MeOH/MeCN (50/50 v/v) és DEA (0 vagy 25
mM) és FA (0 vagy 25 mM vagy 50 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc’l; detektalas, 221-280 nm;
hémérséklet, 25 °C.

A 18. (A) és fliggelék F6 (A) abran lathato az elvalasztas eredménye, ha az eluens nem
tartalmaz ionos modositot. Ekkor a szelektoron talalhatd negativ toltésii szulfonsavcsoport
ellenionként viselkedik a dipeptid karboxilcsoportjaval szemben, illetve kotéhelyként a
részben protonalt aminocsoportokat tekintve. Emellett, a szelektor és elvalasztando
vegyiilet, részben protonalt aminocsoportjai szintén ellenion szerepet tolthetnek be a kiralis
felismerés folyamata sordn. Ezért a vizsgélt vegyiilet megkotddhet a szelektoron, igy az
ionos modositok hianyaban is lehetséges részleges vagy teljes elvalasztast elérni. Azonban
a hozzaadott sav és/vagy bazis hidnydban sem a szelektor, sem az allofazis ellendrzott
(4llando) ionos allapota nem biztositott, igy a retenciods idok is mérésrél mérésre valtoznak.

Abban az esetben, ha az eluens csak bazist tartalmaz (18. (B) és fiiggelék F6 (B) abra),
akkor mind a szelektor, mind a vizsgalt dipeptid aminocsoportja deprotonalt allapotu, igy
koztik kettds ionpar kolcsonhatas nem alakulhat ki. Emellett a szelektoron talalhato
szulfonsavcsoport és a 11 vegyiilet karboxilcsoportja egyarant negativ toltésti, igy azok
kolcsonds taszitasa kovetkeztében a 11 vegyiilet gyakorlatilag visszatartds nélkiil haladt
keresztiil a kolonnan. Mivel még a holtid6nél is kevesebb id6 alatt elualodott a vizsgalt
anyag, ezert feltételezhetd, hogy a méretkizarasos kromatografidhoz hasonldan, a vizsgalt
dipeptid nem képes behatolni az allofazis porusaiba.

Ha az eluens csak savat tartalmaz (18. (C) és fliggelék F6 (C) abra), akkor a szelektor és
a 11 vegyiileten taldlhaté aminocsoportok protonaltak és pozitiv toltéstiiek. Emellett a

szelektor szulfonsavcsoportja és a dipeptid szabad karboxilcsoportja részben protonalt. fgy
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ez esetben csekély visszatartas figyelhetd meg, azonban a pozitiv toltésii funkcids csoportok
jelentds taszitasa nem teszi lehetévé a megfeleld kiralis felismerést.

Ha az eluens savat és bazist egyarant tartalmaz (18. (D) és fliggelék F6 (D) abra), akkor
a szelektor és az amfolit dipeptid k6zott lehetséges a kettds ionpar kolcsonhatas kialakulésa.
Ennek kovetkeztében lehetové valik a kiralis felismerés és az enantiomerek sikeres
elvalasztdsa. Az ionos moddositdét nem tartalmazéd méréshez képest lathatd, hogy az
enantiomerek késobb eludlodtak, valamint az enantioszelektivitas is jelentOsen javult, az
ilyen koriilmények kozott végzett mérések jol ismételhetOk voltak. A sav és bazis arany
valtoztatas hatasat korabban tobb alkalommal vizsgaltak [92, 142], és altalaban a 2:1-hez
savfelesleg vezetett a legnagyobb enantioszelektivitashoz, ezért én is ezt az aranyt
alkalmaztam.

Ezen eredmények alapjan kijelenthetd, hogy az ikerionos cinkona alkaloid alapu
allofazisok esetén, az ismételhetd enantioszelektiv elvalasztashoz nélkiilozhetetlen a sav és

bazis modositok egyidejii hozzaadasa a mozgofazishoz.

5.2.2. A mozgofazishoz adott ellen- és kiséré ionok mennyiségének hatasa az
elvalasztasra ikerionos és monoionos allofazisok esetén

A cinkona alkaloid alapu allofazisok alkalmazasakor, ha az ionos kdlcsonhatasok
meghatarozok az elvalasztas soran, akkor a mozgo6fazishoz adott sav és bazis mennyiségével
szabalyozhatdo a vizsgalt komponensek visszatartdsa. Ez esetben a sztochiometrikus
helyettesitési modellel vizsgalhatok a rendszerben végbemend folyamatok.

Ezek mélyebb megismeréséhez Gsszehasonlitottam, hogy az azonos alkaloidra épiild
ikerionos €s monoionos allofazisok esetén a sav €s bazis mennyiségének valtoztatdsa milyen
hatassal van az elvalasztasra. Allofazisként a kinidin alapa ZWIX(-) és QD-AX, valamint a
kinin alapt ZWIX(+) és QN-AX kolonndkat hasznaltam. Mozgofazisnak, az 5.1.1.2.
fejezetben bemutatott eredmények alapjan, a MeOH/MeCN (50/50 v/v) &sszetételt
valasztottam, melyhez ionos moddositoként hozzaadtam DEA-t 6,25 mM - 100 mM
koncentraci6 tartomanyban, valamint FA-t 12,5 mM - 200 mM koncentracié tartomanyban.
A hozzdadott sav mennyisége minden esetben kétszerese volt a bazisnak. Vizsgalt
vegyiletként az 5.1.1.2. fejezetben is alkalmazott 2, 6, 9, 11 és 16 dipeptideket valasztottam.
Mivel a vizsgalt négy allofazis koziil kett6 anioncseréld, ezért ellenionként az FA-t és kisérd

ionként a DEA-t hasznaltam. Az igy kapott eredmények a 19. és fliggelék F7 abran lathatok.
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ZWIX(-):
2LLy = -0,213*+0,576
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11LL y = -0,231*x+0,735
16LL y = -0,215*x+0,575
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QD-AX:
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O 9LLy=-0,343"x+0,582
11LL y = -0,332*x+0,625
A 16LL y = -0,409*x+0,397
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19. abra Az eluenshez adott sav ¢és bazis mennyiségének hatdsa az elvalasztasra
Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(-) és QD-AX; mozgofazis, MeOH/MeCN (50/50 viv) és
DEA/FA (6,25/12,5, 12,5/25, 25/50, 50/100 és 100/200 (mM/mM)); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc’;
detektalas, 221-280 nm; homérséklet, 25 °C.

A 19. és fiiggelék F7 abran egyarant megfigyelhetd, hogy az ellenion koncentraciod
novelés hatdsara a retenciés id6k minden esetben csokkentek, ahogy az az ioncseréld
allofazisok esetén jellemz6. Emellett az is észrevehet6, hogy az els6ként elualodo
enantiomer retencios tényezdjének tizes alapl logaritmusa linearisan valtozik az ellenion
koncentracio tizes alapu logaritmusaval. Igy lathato, hogy a sztochiometrikus helyettesitési
modell mind a monoionos, mind az ikerionos allo6fazisok esetén jol leirja a vizsgalt
vegyliletek kromatografias viselkedését. Kevés kivételtl eltekintve megfigyelhetd, hogy az
abrazolt adatokra illesztett egyenesek meredeksége fliggetlen a vizsgalt vegyiiletek
szerkezetét6l. Emellett altalanosan igaz, hogy az illesztett egyenesek meredeksége nagyobb
negativ értékli monoionos allofazisok esetén, mint az ikerionos szelektorok esetén. Ez a
megfigyelés egybevag az irodalomban korabban leirtakkal [31, 141, 142], és bemutatja,
hogy az ikerionos allofazisok esetén kevésbé fligg a visszatartas az ellenion koncentraciotol,
mint monoionos szelektorok esetén.

Tovabba észrevehetd, hogy azonos ellenion koncentracional, az ikerionos szelektorok
esetén mindig nagyobb volt a komponensek visszatartdsa, mint a megfelelé anioncseréld
oszlopok esetén. Ez a kiilonbség a szelektorokon talalhato kotdhelyek szamanak eltérésével
magyarazhatd. Az ikerionos szelektorok tobb ionos kolcsonhatds kialakitasara képes
funkcids csoportot tartalmaznak, mint a monoionos szelektorok, igy tobb ionos
kolcsonhatast alakithatnak ki az amfolit vegyiiletekkel. Ezért ikerionos szelektorok esetén

nagyobb a visszatartas mértéke a monoionosokhoz képest.



Minden kolonna esetén teljesiilt a vizsgalt vegyiiletekre, hogy az eluens sav és bazis
tartalmanak modositasa alig valtoztatta a szelektivitas és felbontas értékeket. Igy
megallapithatd, hogy a vizsgalt koncentracié tartomanyban a kiralis felismerés folyamata
fliggetlen a mozgdfazisban taldlhato sav €s bazis koncentraciojatol. Ezek alapjan, a vizsgalt
vegyiiletek és o0szlopok esetén teljesiil, hogy az enantioszelektivitas szamottevd valtozasa
nélkiil az ellenion koncentracio valtoztatassal szabalyozhat6 az elvalasztandé komponensek

visszatartasa.

5.2.3. Az SFC és HPLC mozgofazishoz adott ellen- és kiséré ionok hatasanak
osszehasonlitasa cinkona alkaloid alapu allofazisok esetén

Az SFC technika mozgo6fazisa jelentésen eltérd fizikai és kémiai sajatsagokkal
jellemezhet6, mint a hasonld Osszetételli HPLC mozgofazis [66, 70]. A két technika
mozg6fazisanak kiilonbozdsége jelentdsen eltérd kromatografids viselkedéshez vezethet. Ez
a jelenség jol megfigyelhetd az ioncserén alapuld kromatografias elvalasztasok esetén.

Ha az SFC mozgo6fazis alkoholt tartalmaz, akkor a szubkritikus allapota folyékony szén-
dioxid alkoxikarbonsav képzddéséhez vezetd reakcioba 1ép vele [82]. Igy, a HPLC
technikaval ellentétben, az SFC technika mozgofazisa akkor is tartalmazhat ellenionokat, ha
savat nem adtunk a mozgo6fazishoz. Ennek legfébb elénye a preparativ kromatografiaban
figyelheté meg. Ha nincs elegendé nyomas alatt az eluens, hogy a szén-dioxid folyékony
halmazallapott legyen, akkor az eluensbdl tavozo szén-dioxid hatasara a korabban képzodott
alkoxikarbonsav visszaalakul szén-dioxidra és alkoholra. gy SFC technika esetén lehetséges
az ioncserén alapuld kromatografias elvalasztas anélkiil, hogy az elvalaszott komponenseket
a visszamaradt savas karakter(i anyagoktol tisztitani kelljen. Azonban ilyen esetben a
retencidés 1d6 nem szabalyozhatd az ellenion koncentracid valtoztatassal, ezért biztosan
hosszabb mérési idokre kell szamitani, mint sav hozzaadasa esetén.

A mozgoéfazishoz adott ellen- és kiséréionok hatasanak tovabbi megismerése érdekében
Osszehasonlitottam az SFC és a HPLC technika esetén a mozgofazishoz adott sav és bazis
mennyiség valtoztatasanak hatasat. Allofazisként az ikerionos ZWIX(+) és ZWIX(-)
kolonnékat hasznéltam ¢és a bazikus 17 ¢és az amfolit 18 vegylileteket vizsgaltam.
Mozgofazisként, az 5.1.3.1. fejezet eredményei alapjan, SFC technika esetén MeOH/CO-
(30/70 v/v), HPLC technika esetén MeOH/MeCN (30/70 v/v) Osszetételt hasznaltam. A
mozgofazishoz FA-t és DEA-t adtam 2:1-es savfelesleg aranyban 7,5/15; 15/30; 30/60 és
60/120 (MM/mM) koncentraciokban. Mivel a 17 komponens bazikus kémhatasu, ezért
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ellenionként a DEA-t valasztottam. Az igy kapott eredmények a 20. ¢és fiiggelék F8 abran

lathatok.
ZWIX(-)
B 17 SFCy=-0,641x + 1,990 A 18 SFCy=-0,355x + 2,047
R? = 0,998 R?=0,992
2,0 ® 17HPLCy=-0,449x + 1,021 A 18 HPLCy=-0,285x + 0,795
R? = 0,955 R?=0,919

1,6 -

1,2 4

Ig k,

0,8

il \

0,8 1,0 1,2 1,6 1,8

1,4
Ig Coen) (mM)
20. abra Az SFC és a HPLC mozgo6fazishoz adott sav és bazis hatdsanak dsszehasonlitasa

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(-); mozgéfazis, HPLC esetén MeOH/MeCN (30/70 v/v) és
DEA/FA (7,5/15, 15/30, 30/60 és 60/120 (mM/mM)), SFC esetén MeOH/CO, (30/70 v/v) és DEA/FA (7,5/15,
15/30, 30/60 és 60/120 (mM/mM)); aramlasi sebesség, HPLC, 0,6 ml perc?, SFC, 2 ml perc?, detektalas, 221-
280 nm; hémérséklet, HPLC, 25 °C, SFC 40 °C; ellennyomas 150 bar.

A 20. és fiiggelék F8 abran egyarant megfigyelhet6, az 5.2.2. fejezetben leirtakhoz
hasonloan, hogy mindkét vegyiilet esetén az elséként elualédd enantiomer retencios
tényezojének tizes alapu logaritmusa lineérisan valtozik az ellenion koncentracio tizes alapu
logaritmusaval. Vagyis a sztochiometrikus helyettesitési modell mind az SFC, mind a HPLC
technika esetén egyarant érvényes. Emellett mindkét vizsgalt kolonnanal észrevehetd, hogy
HPLC technika esetén a bazikus és az amfolit molekulak hasonld visszatartassal
rendelkeznek. Ezzel szemben az SFC technikanal a bazikus 17 vegyiilet nagyobb
visszatartassal rendelkezik, mint az amfolit komponens mindkét kolonnan. Tovabbi
hasonlosag az 5.2.2. fejezethez, hogy az ellenion koncentracio novelés hatasara a visszatartas
minden esetben csokkent, mig a szelektivitas és a felbontas értékek jelentdsen nem valtoztak.

Emellett az is megfigyelhetd, hogy a ,,monoionos” szerkezetii 17 vegyiilet esetén minden
esetben nagyobb negativ értékii a mért adatokra illesztett egyenes meredeksége, mint az
amfolit 18 vegyiilet esetén. Ez alapjan, ikerionos szelektorok esetén, az amfolit vegyiilet
visszatartasa kevésbé fligg a mozg6fazis ellenion koncentraciojatol, mint az egyféle funkcios
csoporttal rendelkez6é 17 komponens visszatartasa. Ennek oka feltehet6leg a 18 vegyiiletnél
kialakulo kettds ionpar kdlcsonhatas kovetkeztében kialakul6 stabilabb megkotodés. A 20.
¢és fliggelék F8 abran lathaté adatokra illesztett meredekségek hasonloak az ikerionos
kolonnakon korabban mért adatokhoz [125, 131]. Ez alapjan, az ikerionos kolonnakon a Ig

ki — Ig Cenienion fliggvényekre illesztett egyenesek meredeksége abszolutértékben mindig
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nagyobb, ha a szelektor monoionos ioncseréloként funkcional, mint ha ikerionos modban
miikddik. A fentiek alapjan kijelenthetd, hogy ikerionos kolonnaknal, a mozgéfazishoz adott
sav ¢és bazis mennyiségének valtoztatasara végbemend kromatografias folyamatok jol
leirhatok a sztochiometrikus helyettesitési modellel mind az SFC, mind a HPLC technika

esetén.

5.3. A molekula szerkezet és a kromatografias jellemzok osszefiiggései

A megfelelé vegyliletek rendszerezett kromatografias vizsgalataval mélyebb betekintés
nyerheté arr6l, hogy hogyan befolyasolja az elvalasztast meghatarozo folyamatokat a
vizsgalt komponensek szerkezete. A bioldgiai és gyogyszeripari jelentdséggel rendelkezd
vegyiiletek kivaldan alkalmasak ilyen Osszefiiggések megismerésére, mert az optimalis
bioldgiai hatasért felelds molekulaszerkezet felderitéséhez gyakran szamos analog
szerkezetli vegyiilet 1étrehozdsa sziikséges. E vegyiiletek Osszehasonlitd kromatografis
vizsgalata megmutatja, hogy a molekulaszerkezet valtoztatas hatasara hogyan valtoznak a
retencids sajatsagok, milyen kolcsonhatasok felelosek az elvalasztasért, valamint mely
szelektor a legalkalmasabb az adott vegyiiletcsalad elvalasztasara. Igy nemcsak a kiralis
szelektorok miikodésérdl szerezhetdk ismeretek, hanem az analitikai gyakorlat szamara is

hasznosithato tapasztalatok gytjthetok.

5.3.1. A cinkéna alkaloid alapu allofazisok szerkezetének hatasa az elvalasztasra

A cinkona alkaloid alapt allofazisok szerkezetének hatasat a retencids sajatsagokra 20
biologiailag aktiv dipeptid enantiomerpar vizsgéalataval hataroztam meg. Az 5.1.1-es és az
5.2.2-es fejezet eredményei alapjan mozgofazisként a MeOH/MeCN (50/50 v/v) és a
MeOH/THF (70/30 v/v) mozgofazis osszetételt valasztottam, melyek egyarant 25 mM DEA -
t és 50 mM FA-t tartalmaztak. Allofazisként a korabban bemutatott ZWIX(+), ZWIX(-), QN-
AX és QD-AX kolonnat hasznaltam. Az igy kapott eredmények az 5. tablazatban és a
figgelék F3 és F4 tablazatban lathatok. Mivel a MeOH/MeCN és a MeOH/THF
mozgofazissal kapott eredmények esetén jellemzden hasonlo irdnyt valtozasok figyelhetok
meg, ezért kijelenthetd, hogy az MeCN ¢és a THF eluensalkotok cseréje, hasonlod elicios

erdsségli mozgofazis dsszetétel esetén, nem befolydsolja érdemben az enantioszelektivitést.
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Vegyiilet k1 a Rs Elticiés k1 a Rs Eltcios
ZWIX(+) sorrend ZWIX(-) sorrend
1 2,60 1,03 0,29 DD<LL 1,30 1,35 1,24 LL <DD
1 2,13 1,14 0,97 DL<LD 1,26 1,03 0,21 LD <DL
2 2,25 1,13 0,94 DD<LL 1,35 1,17 1,15 LL < DD
3 2,24 1,09 0,90 LL<DD 1,31 1,00 0,00 -
4 2,43 1,13 1,03 DD<LL 1,79 1,12 0,80 LL < DD
4 1,91 1,12 0,53 DL<LD 2,47 1,17 1,29 LD <DL
5 2,47 1,00 0,00 - 1,36 1,20 0,90 LL <DD
6 4,41 1,45 4,36 D<L 3,73 1,34 2,50 L<D
7 0,10 1,00 0,00 - 0,10 1,00 0,00 -
8 1,55 1,00 0,00 - 1,01 1,12 0,55 LL <DD
9 2,37 1,21 1,52 DD<LL 1,44 1,42 1,30 LL <DD
10 2,64 1,28 1,96 DD<LL 1,72 1,46 2,00 LL < DD
11 3,43 2,21 7,09 DD<LL 1,73 1,96 3,50 LL <DD
12 3,16 1,00 0,00 - 1,36 1,19 0,53 L<D
13 2,74 1,33 3,21 D<L 2,37 1,26 2,00 L<D
14 2,90 1,55 2,55 DD<LL 2,65 1,40 2,94 LL <DD
14 2,31 1,44 2,71 DL<LD 1,96 1,17 0,97 LD < DL
15 1,86 1,28 1,95 DD<LL 2,53 1,12 0,94 LL <DD
16 2,67 1,15 1,40 DD<LL 1,23 1,17 0,63 LL < DD
16 1,50 1,24 1,77 DL< LD 0,72 1,16 0,53 DL<LD
ON-AX QD-AX
1 0,60 1,00 0,00 - 0,60 1,75 1,07 LL <DD
1 0,49 1,00 0,00 - 0,63 1,00 0,00 -
2 0,91 1,46 2,35 DD<LL 1,08 1,52 2,44 LL < DD
3 0,25 1,00 0,00 - 0,48 1,00 0,00 -
4 0,96 1,25 1,82 DD<LL 0,96 1,40 2,43 LL < DD
4 0,76 1,00 0,00 - 1,00 1,00 0,00 -
5 0,98 1,00 0,00 - 0,95 1,30 1,56 LL <DD
6 0,70 1,00 0,00 - 0,95 1,15 1,05 L<D
7 * - - - * - - -
8 * - - - * - - -
9 1,00 1,34 2,36 DD<LL 0,88 1,48 2,47 LL <DD
10 1,26 1,25 1,88 DD<LL 1,63 1,09 0,82 LL < DD
11 1,01 1,51 2,36 DD<LL 1,12 1,58 2,35 LL < DD
12 1,01 1,00 0,00 - 0,90 1,49 1,89 L<D
13 1,08 1,14 0,63 D<L 0,93 1,28 1,52 L<D
14 1,02 1,52 4,36 DD<LL 0,99 2,01 4,73 LL <DD
14 2,58 1,00 0,00 - 2,01 1,00 0,00 -
15 0,41 1,00 0,00 - 0,54 1,71 2,14 LL <DD
16 0,48 2,19 3,20 DD<LL 0,55 2,37 4,00 LL < DD
16 0,39 1,00 0,00 - 0,54 1,00 0,00 -

5. tablazat A vizsgalt dipeptidek kromatografias paraméterei Cinkona alkaloid alapa

allotazisokon MeOH/MeCN eluens esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+), ZWIX(-), QN-AX és QD-AX; mozgodfazis, MeOH/MeCN
(50/50 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc?; detektalas, 221-280 nm;
hémérséklet, 25 °C; * holtido el6tti elicid.
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Az alabbiakban Osszefoglalom a szelektor szerkezete és a vizsgalt dipeptidek retencios

viselkedése kozotti legfontosabb osszefiiggéseket.

Az 1, 4,14 és 16 dipeptideket tekintve a homokiralis (LL, DD) enantiomerek jellemzéen
nagyobb visszatartast és enantioszelektivitast tapasztaltam, mint a heterokiralis (LD, DL)
sztereoizomerek esetén.

A2, 4 és 5 dipeptidek szerkezete a C-terminalis mellett talalhato oldallanc hosszusagaban
kiilonbozik, sorrendjiik a lanchossz alapjan: 2 < 4 < 5. Az azonos szerkezetii oldallanc
hosszanak novekedésével az anioncseréld oszlopokon minden esetben csokkent a
szelektivitas és a felbontas. Ikerionos oszlopok esetén ilyen egyértelmii tendencia nem
figyelhetd meg, ami arra utal, hogy a kationcseréld funkcios csoporttal kialakulod
kolcsonhatasok képesek ellenstilyozni az enantioszelektivitas csokkenését.
Osszehasonlitva az egyetlen metiléncsoportban kiilonbdzo 2 és 3 vegyiilet kromatografias
adatait lathatd, hogy minden esetben kisebb a 3 vegyiilet visszatartisa, valamint a
ZWIX(+) kolonnat kivéve, megsziint az enantioszelektivitas. A metiléncsoport
,beillesztésének™ hatasara a 3 vegylilet esetén megvaltozott a szén-szén kotés koril a
szabad rotacio. Igy a kiralitascentrum és a szelektorral erés ionos kolcsonhatast kialakito
karboxilcsoport kozotti tavolsag novekedése, illetve a szerkezeti merevség csokkenése a
kiralis felismerés elvesztésé¢hez vezetett.

Osszevetve a 4, 7 és 8 dipeptidek kromatografias sajatsagait, kijelenthetd, hogy a vizsgalt
vegyiiletek karboxilcsoportja jelentds hatassal van az enantiomerek megkiilonboztetési
folyamatara. A 4 vegyiilet karboxilcsoportjanak metilészterré alakitasa a 7-es, mig a
karboxilcsoport amidalasa a 8 vegyiilethez vezet. A 7 vegyiiletet egyik kolonna sem volt
képes elvalasztani, mig az ikerionos szelektorok a 8 vegyiilet esetén rendelkeztek némi
enantioszelektivitassal. Emellett a szabad karboxilcsoport hianyaban a 7 és 8 vegytiletek
visszatartdsa gyakorlatilag minimalisra csokkent, anioncseréld szelektor esetén még a
holtidénél is hamarabb elualodtak. Ezt feltehetdleg a szelektor és a peptid protonalt
aminocsoportjai kozott fellépo taszitas okozta.

A 4 ¢és a 14 dipeptidet azonos aminosavak alkotjak, azonban azok sorrendje a molekulan
beliil ellentétes. A 14 vegyiilet N-terminalisa kdzelében talalhatd aromas gytirii szinte
minden esetben nagyobb visszatartast eredményezett, mint a 4 vegyiilet esetében. A
retenciot befolyasold hatas mellett az is megfigyelhetd, hogy a 14 vegyiilet jellemzden

nagyobb szelektivitassal és felbontassal valt el, mint a 4 vegyiilet. Ezért megallapithato,
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hogy a dipeptidet felépitdé aminosavak sorrendje jelentds hatassal van a kiralis
felismerésre.

Az aromas oldallanc hatasara az 1, 4 ¢és a 11 vegyiiletek kromatografias sajatsagainak
Osszehasonlitdsaval vilagithatunk ra. Az 1 vegyiilet aromés gylirit nem tartalmaz, a 4
vegyiilet egy fenilcsoportot, mig a 11 vegyiilet egy kondenzalt gytirlis indolt tartalmaz.
fgy a vizsgalt komponensekben az N-terminalist alkoté aminosav megegyezik, mig a C-
terminalis aminosavon az aromas jelleg az 1 < 4 < 11 sorrendben ndvekszik. Ez a trend
szinte minden esetben illik a vegyiiletek szelektivitasanak és felbontasanak novekedési
sorrendjére. Emellett az is megfigyelhetd, hogy a legnagyobb visszatartdssal minden
esetben a 11 vegyiilet rendelkezik. Ezeknek az eredményeknek az lehet a magyarazata,
hogy az aromas oldallanc révén z-r és H-hid kolcsonhatasok alakulhatnak ki a szelektor
és az elvalasztando enantiomerek kozott, melyek jo hatassal vannak a kiralis felismerésre.
Az itt megfigyelt valtozasokat alatamasztjak az aromas aminosavak viselkedésérol
szerzett korabbi ismeretek [143]. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy az aromas oldallanc
jelenléte és az aromas gyurl tagszdmanak novelése cinkona alkaloid alapu allofazisok
esetén eldsegiti a kiralis felismerést.

A dipeptidek C-terminalisa kozelében talalhatdo aromas csoportok modositasa szintén
jelentds hatassal lehet az elvalasztasra. A 4 vegyiilet fenilcsoportjahoz para helyzetben
hidroxilcsoportot kotve a 9, mig nitrocsoportot kétve a 10 dipeptid jon létre. Attekintve
ikerionos szelektorok esetén az adatokat, az elvalasztas jelentds javulasa figyelhet6 meg
4 < 9 < 10 sorrendben. A hidroxilcsoport H-hid koétéseket hozhat 1étre, a nitrocsoport
pedig z-savas karakter(, igy az aromas kinolin rendszerrel -7 kdlcsonhatasokat alakithat
ki, ami jelentsen segitheti a kiralis felismerést. Anioncseréld szelektorok esetén a
kromatografids adatok jellemzden kevésbé kiilonboztek ezeknél a vegytileteknél, igy
egyértelmi iranyt valtozas nem allapithaté meg.

Ha egy peptid valamelyik aminosavat akiralis glicin aminosavra cserélik, akkor a kiralis
centrumok szadmanak csokkenése mellett a kiralis felismerést befolyasold sztérikus gatlas
mértéke is csokken, mivel a glicin nem tartalmaz oldallancot [144, 145]. Ennek a cserének
a hatasa vizsgalhato a 4 (alanil-fenilalanin) és a 12 (glicil-fenilalanin), illetve a 14
(fenilalanil-alanin) és a 13 (fenilalanil-glicin) vegytiletek esetén. Az akiralis aminosav
beépitésének hatasara mindkét esetben jelentdsen csokkent az elvalasztas mértéke.

Ezzel szemben, ikerionos kolonnak esetén, a 4 és a 6 (f-alanil-fenilalanin) vegyiilet
elvalasztasi sajatsagainak Osszehasonlitdsakor ellentétes tendencia figyelheté meg. A 6

vegyiilet oldallanc nélkiili p-alanilt tartalmaz az N-terminalison, melynek hatasara mind
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a visszatartas, mind a felbontés jelent6sen nétt. Vagyis ikerionos szelektorok esetén, a
dipeptid N-terminalisanak kornyezete jelentdsen javithatja az enantioszelektivitast,
fliggetleniil attol, hogy kiralitds centrum talalhaté-e a kozelében. Anioncserélé oszlop
esetén a dipeptid N-terminalis aminosav és a szelektor kozott nem alakul ki vonzd
kolesonhatés, igy feltehetdleg sztérikus hatdsok miatt, a kiralitds centrum hianya
csokkenti a szelektivitast.

Attekintve az azonos mozgofazis dsszetétellel mért adatokat, megallapithato, hogy a kinin
alapu ZWIX(+) és QN-AX allofazisok esetén az 1-11 dipeptideket tekintve a ki jellemzéen
nagyobb, mig a szelektivitas és a felbontas altalaban kisebb volt, mint a kinidin alapu
ZWIX(-) és QD-AX kolonnak esetén. Emellett fontos megemliteni, hogy a heterokiralis 1 és
14, valamint a homokiralis 3 és 16 dipeptideket kivéve, a szabad karboxilcsoportot
tartalmazod vegyiileteket sikeresen el lehet véalasztani az anioncseréld kolonnakon is.

A fliggelék F4 tablazata alapjan Osszehasonlitva az oszlophatékonysagot jellemzd
elméleti tanyérszamra vonatkozo adatokat lathatd, hogy azonos mozgofazis Osszetétel
esetén, az ikerionos allofazisoknak szinte kivétel nélkiil nagyobb a hatékonysaga, mint a
monoionos allofazisoknak, ami jellemzéen nagyobb enantioszelektivitast eredményezett.
Ezt az eltérést feltehetdleg az ikerionos szelektor esetén fellépd kettds ionparképzddes,
sztérikus hatasok és H-kotések egyiittes hatasa okozza.

A vizsgalt kinin ¢és kinidin alapu all6fazisok gyakran jellemezhet6k pszeudoenantiomer

viselkedéssel. Ezt a jelenséget a tanulmanyozott dipeptideknél is igazoltam. A kinin alapu

cre

crer

szabalytol eltéréen viselkedett a 3 vegylilet ZWIX(+) és a heterokiralis 16 vegyiilet a ZWIX(-)
oszlopon MeOH/MeCN mozgéfazis esetén, illetve a heterokiralis 4 vegyiilet anioncseréld
oszlopokon MeOH/THF mozgoéfazis alkalmazasakor. A MeOH/MeCN ¢s a MeOH/THF
mozg6fazis rendszerek cseréje nem valtoztatta meg az enantiomerek elucios sorrendjét.
Fiiggetleniil att6l, hogy monoionos vagy ikerionos az alkalmazott allofazis, a vizsgalt
dipeptidek enantiomer sorrendje nem valtozott az azonos Cinkona alkaloid alapt szelektorok
esetén. Mivel a monoionos szelektorok csak a dipeptidek szabad karboxilcsoportjaval
képesek erés vonzo kolcsonhatast kialakitani, ezért kijelenthetd, hogy a C-terminalis
kozelében 1évé kirdlis szénatom konfigurdcidja meghatdrozd az enantiomer sorrend

kialakulasanal.
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Az 1, 4, 14 és 16 dipeptidekbdl mind a négy lehetséges enantiomer rendelkezésemre allt,
igy a 4 diasztercomer -elvalasztasaval a szelektorok diasztereoszelektivitasa is
Osszehasonlithato volt. Ez esetben megfigyelhetd, hogy a cinkdna alkaloid alapu allofazisok
diasztereomer vegyliletek elvalasztasara vald hasznalatara kevésbé volt hatékony a THF
tartalml mozgofazis alkalmazasa. MeOH/MeCN eluensrendszerrel ZWIX(+) allofazison az
1, 14 és 16, mig ZWIX(-) alloéfazison az 1, 4, 14 dipeptideket sikeriilt diasztercoszelektiven
elvalasztani. Ehhez képest a MeOH/THF eluensrendszerrel a ZWIX(+) alléfazison az 1, 4,
16, mig ZWIX(-) alléfazison a 16 dipeptid enantiomerei valtak el. Az anioncseréld
allofazisokkal a diasztereomereket nem lehetett egymastol elvalasztani. A diasztereomerek
sikeres elvalasztasat bemutatdé néhany kromatogram a 21. abran lathato. Ezek a példak jol

illusztraljak a cinkona alkaloid alapa allofazisok sokoldalt hasznalhatosagat.

ZWIX(+) ZWIX(-)
alanil-alanin (1) 0.3 alanil-fenilalanin (4)
LD LL DD
0,11
- DL DD 5021 LD DL
< LL g
0,11
0,0 00
4 6 8 4 6 8
Idé (perc) Idé (perc)
05 ZWIX(+) oo ZWIX(+)
fenilalanil-alanin (14) leucil-leucin (16)
il DL LD

D 0,11 DL LD DD LL

AU
Al

0,11 DD LL
0,0- 0.0
4 6 8 10 4 6 8
Id& (perc) Id& (perc)

21. abra Az ikerionos szelektorok enantio- és diasztereoszelektiv elvalasztoképessége

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+), és ZWIX(-); mozgofazis, MeOH/MeCN (50/50 v/v) és DEA
(25 mM) és FA (50 mM); aramlési sebesség, 0,6 ml perc!; detektalas, 221-280 nm; hémérséklet, 25 °C.

5.3.2. A poliszacharid alapu allofazisok szerkezete és a kromatografias viselkedés

osszefiiggése

A poliszacharid alapt all6fazisok szerkezete €s a vizsgalt vegyiiletek retencids sajatsagai
kozotti kapcsolat felderitése érdekében normal fazisu mozgofazist alkalmazva azonos
korlilmények kozott megvizsgaltam a 17-31 vegyiiletek elvalasztasi tulajdonsagait.
Alléfazisként az IA, 1B, IC, ID, IE, IF és IG kolonndkat hasznaltam, mozgéfazisként pedig
az 5.1.2. fejezet eredményei alapjan n-hexan/2-PrOH (80/20 v/v) és DEA (0,1 v%)
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mozgofazis rendszert. A 24 és 25 vegyliletek esetén a megfeleld visszatartas érdekében
csokkentettem az eluenserdsséget, ezért e komponensek elvalasztasdhoz n-hexan/2-PrOH
(98/2 viv) és DEA (0,1 v%) mozgo6fazist hasznaltam. Az igy kapott eredmények a 6.
tablazatban lathatok. Mivel a jelentésen polérisabb, karboxilcsoportot tartalmazoé 18, 20 és
22 vegyliletek nem rendelkeztek visszatartdssal normal fazis mozgofazis esetén, ezért e
vegyiiletek adatait a 6. tablazat nem tartalmazza.

Oszlop Vegyiilet ki a Rs Oszlop Vegyiilet ki a Rs

17 186 123 168 17 215 128 141
1A 19 095 138 2,15 IB 19 138 1,00 0,00
, 21 38 111 079 , 21 484 117 092

(amil6z) 23 208 147 421  (celluléz) 23 1,16 1,00 0,00
24 058 1,00 0,00 2% 109 122 251

25~ 061 1,00 0,00 25 050 127 1,64

26 060 129 24 26 046 123 154

27 062 136 2,62 27 057 132 2,00

NH_ O 28 1,55 1,76 7,29 NH_ O 28 062 121 141
m\fm 29 144 190 917 MW\fM 29 1,19 1,00 0,00
' 30 262 134 447 ' 30 1,46 1,00 0,00

31 346 142 505 31 1,58 1,00 0,00

17 1,06 131 2,00 17 0,79 336 834

19 0,79 1,00 0,00 19 056 111 059

IE 21 1,57 1,25 1,30 IC 21 1,24 340 754
(amildz) 23 1,15 2,00 4,60 (celluloz) 23 1,01 180 3,64
o o 24% 028 217 116 o 24% 046 100 0,00
25 032 1,69 120 25% 043 1,00 0,00

\Q/ 26 061 137 240 26 018 1,02 0720
G 27 0,65 155 2,67 G 27 021 1,08 0720
i 28 1,15 111 1,40 i 28 042 122 030
' 29 265 194 940 ' 29 148 1,00 0,00
30 307 198 853 30 1,50 1,00 0,00

31 335 209 7,60 31 1,78 1,00 0,00

17 1,00 157 325 17 113 149 250

19 062 128 1,09 IE 19 0,79 120 1,08

ID 21 183 323 836  (amilor) 21 218 144 213
(amiloz) 23 1,18 1,00 0,00 23 137 140 184
o 24~ 036 158 0,88 o 24 047 140 075
25 036 147 093 25% 046 133 040

26 054 140 286 26 062 115 1,08

27 058 133 2,00 27 060 113 117

NH ° 28 082 135 574  NH__O 28 093 125 2,73
AN 29 233 224 1158 s 29 1,92 1,60 544
30 256 225 936 30 201 156 457

31 355 235 985 31 319 153 678

6. tablazat A poliszacharid alapt allofazisokon a vizsgalt vegyiiletek azonos koriilmények

kozott mért kromatografias adatai

Kromatografias koriilmények: kolonna, 1A, 1B, IC, ID, IE, IF, IG; mozgdfazis, n-hexan/2-PrOH (80/20 v/v) és
DEA (0,1 v%) vagy *n-hexan/2-PrOH (98/2 v/v) és DEA (0,1 v%); aramlasi sebesség, 1,0 ml perc?; detektalas,
215-250 nm; hémérséklet, szobahOmérséklet.
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Oszlop Vegyiilet K1 a Rs

17 1,46 1,37 2,44

19 0,80 1,47 2,67

G 21 2,65 1,45 2,63

> 23 1,40 2,02 7,58

(amil6z) 24% 0,60 1,22 1,03
Cl

25« 1,00 1,00 0,00

26 0,76 1,80 4,67

W 27 0,78 1,64 3,65

oo 28 0,90 1,25 1,65

29 2,97 1,11 1,62

30 3,41 1,60 6,75

31 3,67 1,55 6,52

6. tablazat (folytatas) A poliszacharid alapt allofazisokon a vizsgalt vegyiiletek azonos
koriilmények kozott mért kromatografias adatai

Kromatografias kériilmények: kolonna, 1A, IB, IC, ID, IE, IF, IG; mozgéfazis, n-hexan/2-PrOH (80/20 v/v) és
DEA (0,1 v%) vagy *n-hexan/2-PrOH (98/2 v/v) és DEA (0,1 v%); aramlasi sebesség, 1,0 ml perc?; detektalas,
215-250 nm; hémérséklet, szobahémérséklet.

A 17, 19 és 21 vegyiiletek kromatografias adatait Osszehasonlitva, a legkisebb
visszatartast és enantioszelektivitast jellemzden a 19 vegyiilet esetén tapasztaltam. Vagyis a
szelektor szerkezetétdl fliggetleniil a 19 vegyiilet benzazepin gytriije illeszkedett legkevésbé
a vizsgalt polimerlancokhoz. Ezt a megfigyelést tamasztja ala a 24 és 25 vegyiilet retencids
viselkedése is. Mindkét anyag benzazepin gytriit tartalmaz, és csak a jelentésen kevesebb
alkoholt tartalmaz6 eluens esetén figyelhetdé meg visszatartas, illetve kiralis felismerés.

A 26 és 27, illetve 28 vegyliletek Osszehasonlitasaval a klor, valamint a H-hid
kialakitasara képes metoxicsoport hatasa vizsgalhatd. A funkcids csoportok hozzaadasanak
hatdsara az enantioszelektivitas jellemzden novekedett, vagy csak keveset valtozott. Ez aldl
kivételt képez az 1G oszlop, ahol csokkenés figyelhetd meg. A 29 és 30, illetve 31 vegyiiletek
esetén egyértelmiien leirhat6 valtozas a szelektivitdsban nem tapasztalhato.

Egybevetve a 26 és 29, 27 és 30, valamint a 28 és 31 vegyiiletek retencios sajatsagait,
megfigyelhetd a dimetoxicsoport hozzdadasanak elvalasztdsra gyakorolt hatasa.
Amennyiben sikeres volt az elvalasztas, a dimetoxicsoport hatasara jellemzden jelentésen
novekedett a szelektivitds és a felbontds. Ez alapjan a H-hid kolcsonhatasok kialakitasara
képes csoportok szdmanak novelése a vizsgalt vegyiileteken fokozhatja a poliszacharid alapt
allofazisok enantiomerfelismerd-képességét.

Osszevetve az azonos poliszacharid alapti, de eltérden modositott szelektorokat,

megfigyelhetd a modositd szubsztituensek hatasa. A trisz-(3,5-dimetilfenil-karbamat)-ot

63



tartalmazo 1A és IB oszlopon kapott eredményeket a trisz-(3,5-diklorfenil-karbamat)-ot
tartalmazé IE és IC kolonnakon meghatarozott adatokkal Gsszevetve, a metilcsoportokat
tartalmazé kolonnakon Vvolt nagyobb a visszatartas. Ezzel szemben az enantioszelektivitas
altalaban a kl6rt tartalmazé kolonnakon volt jelentésebb.

Az is megfigyelhetd, hogy az azonos mddositdt tartalmazo amildéz és celluloz alapt
szelektorok (IA és IB, illetve IE és IC) Gsszehasonlitasa esetén a 17, 19 és 21 vegyiiletekre
nézve jellemzden a celluldz alapt allofazisok nyujtottak nagyobb enantioszelektivitast, mig
a 23-31 vegyiiletek esetén az amildz alapt szelektorok voltak hatékonyabbak. A
poliszacharid lanc térszerkezetének elvalasztasra gyakorolt kimagaslé hatasa is
megfigyelhet6 az amil6z alapt IE és a celluloz alaptu IC kolonnak dsszehasonlitasaval. Az
IC kolonnan a 24-31 vegyiiletek nem, vagy csak kis mértékben valnak el, mig az IE kolonnan
kimagaslo (Rs > 9) elvalasztas is megfigyelhetd. Vagyis a szelektort alkoto poliszacharid és
annak modositd szubsztituensei egyarant jelentdés hatassal vannak az elvalasztando
vegyiiletek kromatografias viselkedésére.

Mind a hét vizsgalt allofazison kapott kromatografias adatokat attekintve megallapithato,
hogy a 17, 19 és 21 vegyiiletek esetén jellemzden a klor szubsztituenst tartalmazo
szelektorok biztositottak a legnagyobb enantioszelektivitast. gy a klor atomok okozta 7-r
¢s H-hid kolcsonhatas valtozasok, a szakirodalommal &sszhangban [146], feltehetdleg
elosegitik a kiralis felismerés folyamatat. A 6. tablazat adatai alapjan, szamos esetben az IE
oszlop volt a leghatékonyabb all6fazis, azonban minden olyan vegyiiletet, melyet az |E
oszlopon nem sikeriilt jelentds mértékben elvalasztani, mas kolonnat hasznalva sikertilt
hatékonyan elvalasztani.

A vizsgalt komponensek szerkezete mellett a molekula térfogata is hatdssal lehet a
szelektorral valo kolcsonhatasra. Ezt bizonyitja a 26-31 vegyiiletek, melyek térfogatat a
Marvin Sketch v. 17.28-as programmal szamoltam ki, majd azt a hozzajuk tartozé elséként
elualodo enantiomer retencids tényezdjének fliggvényében abrazoltam (22. abra).

A 26, 27 és 28, illetve a 29, 30 és 31 anyagok minddssze egy klor vagy egy metoxi
funkcids csoporttal térnek el egymastol. A 22. abran jol megfigyelhetd, hogy az azonos
alapvaza molekulak térfogatanak novekedésével minden allofazison nétt a visszatartas
mértéke. Feltehetleg a méretndvekedés hatasara a vizsgalt molekulak hatékonyabban
illeszkednek a poliszacharid lanchoz, ez okozza a visszatartas ndvekedést. Mivel minden
allofazison azonos tendencia tapasztalhatd, igy kijelenthetd, hogy a visszatartas novekedés

¢s a molekulaméret kozott kapcsolat van.
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22. abra A molekulatérfogat és az elsdként eludlodd enantiomer retencids tényezdjének
kapcsolata

Kromatografias koriilmények: kolonna, 1A, IB, IC, ID, IE, IF és IG; mozgdfazis, n-hexan/2-PrOH (80/20 v/v)
és DEA (0,1 v%); aramlasi sebesség, 1,0 ml perc?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet, szobahdmérséklet.
5.3.3. A kiralis szelektorok szerkezete és a kromatografias paraméterek osszefiiggése

SFC technika esetén

5.3.3.1. Az SFC és HPLC technika 6sszehasonlitasa cinkéna alkaloid alapu alléfazisok
alkalmazasaval

Az SFC technika alkalmazasakor szdmos tényezd hatassal lehet a kirdlis all6fazison
kialakul6 kolcsonhatasokra, illetve a szelektor szerkezetének megvaltozasara. Ezért a kiralis
szelektorok mikodésének tovabbi megismerése céljabol Gsszehasonlitottam a Cinkéna
alkaloid alapt allofazisok kromatografids viselkedését a 17-22 bazikus és amfolit indol
analogok elvalasztasaval HPLC és SFC technikat hasznalva. Allofazisként a ZWIX(+) és
ZWIX(-) kolonnat, mozgofazisként a 5.1.3. és 5.2.3. fejezetben bemutatott eredmények
alapjan, HPLC esetén MeOH/MeCN (30/70 v/v) és DEA (30 mM) és FA (60 mM), SFC
esetén MeOH/CO2 (30/70 v/v) és DEA (30 mM) és FA (60 mM) Osszetételt hasznaltam. Az
igy kapott eredményeket a 7. tablazat foglalja 6ssze.
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Vegyiilet HPLC SFC
kq a Rs k1 a Rs
ZWIX()
17 1,58 1,00 0,00 11,44 1,29 4,58
18 2,57 1,56 5,36 32,23 1,46 7,41
19 1,33 1,00 0,00 8,59 1,00 0,00
20 3,95 1,22 2,93 27,69 1,22 3,94
21 2,50 1,11 1,03 48,62 3,29 4,79
22 427 1,31 3,88 90,49 1,16 3,03
ZWIX(+)
17 2,59 1,05 0,63 15,41 1,00 0,00
18 2,82 1,85 6,63 31,97 1,65 10,09
19 1,95 1,00 0,00 12,19 1,00 0,00
20 3,51 1,11 1,82 22,91 1,05 0,99
21 3,40 1,00 0,00 46,08 1,00 0,00
22 4,32 1,53 4,84 88,21 1,36 6,08

7. tablazat A cinkona alkaloid alaptl allofazisok elvalasztasi tulajdonsagainak

Osszehasonlitdsa SFC és a HPC technika alkalmazésa esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+) és ZWIX(-); mozgofazis, HPLC esetén, MeOH/MeCN (30/70
v/v) és DEA (30 mM) és FA (60 mM), SFC esetén, MeOH/CO; (30/70 v/v) és DEA (30 mM) és FA (60 mM);
aramlasi sebesség, HPLC esetén, 0,6 ml perc?, SFC esetén 2,0 ml perc?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet,
HPLC esetén szobahomérséklet, SFC esetén 40 °C; SFC ellennyomas 150 bar.

A 7. tablazat adatai alapjan lathatd, hogy SFC technika alkalmazésa esetén altalaban egy
nagysagrenddel nagyobbak a retencids tényezok, mint a HPLC technika esetén, ami az ionos
kolcsonhatasok feler6sddésére utal. Ezt az elképzelést tamasztja ala a karboxilcsoportot
tartalmazé vegyiiletek jelentds visszatartasa, melyek a szelektor szerkezetétdl fiiggetlentil
minden esetben kiemelkedéen nagy értékek. Azonban fontos megjegyezni, hogy a két
eluensrendszer eluenserdsségét nehéz kozvetleniil 6sszehasonlitani. A bazikus és amfolit
vegyliletek visszatartasbeli kiilonbsége igazolja a kettds ionpar kolcsonhatas kialakulasat. A
kiugroan nagy visszatartas ellenére a szelektivitas és a felbontas értékek jelentésen nem
térnek el SFC és HPLC technika esetén. Ez arra utal, hogy a kiralis felismerést meghatarozo
kolcsonhatasok cinkona alkaloid alapu allotazisok esetén filiggetlenek az alkalmazott
technikatol. A bazikus vegyiiletekkel ellentétben az amfolit vegyiileteket minden esetben
sikeriilt elvéalasztani, igy megallapithatd, hogy az ikerionos szelektorok hatékonysagat
jelentdsen segiti, ha a kiindulasi vegyiilet karboxilcsoportot tartalmaz.

Osszehasonlitva a ZWIX(+) és ZWIX(-) kolonna adatait, 14athat6, hogy a ZWIX(+)
kolonnan jellemzéen a HPLC technika okozott nagyobb visszatartast, mig SFC technika
esetén, a ZWIX(-) kolonna alakitott ki erdsebb kdlcsonhatast a vizsgalt vegyiiletekkel. A

szelektivitast és felbontast tekintve a két allofazis hasonlo hatékonysaggal miikodott.
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A 7. tablazat eredményei alapjan megéllapithatd, hogy a cinkoéna alkaloid alapu
allofazisok monoionos ¢és ikerionos modban, SFC és HPLC technikaval egyarant

hasznalhatok, igy kivaloan alkalmasak az ionos vegyliletek sz¢leskorii elvalasztasra.

5.3.3.2. A poliszacharid alapu allofazisok vizsgalata SFC technika alkalmazasaval

A poliszacharid alapu allofazisok vizsgdlatdhoz azonos koriilmények kozott
elvalasztottam a 17-31 vegylileteket hét darab poliszacharid alapu kiralis kolonnan. Az
elvalasztashoz az 5.1.3. fejezetben bemutatott adatok alapjan, a MeOH/CO2 (50/50 v/v) és
DEA (20 mM) cluensosszetételt és az IA, IB, IC, ID, IE, IF és IG allofazisokat hasznaltam.
Az igy kapott eredményeket a 8. tablazat mutatja be. A 8. tablazat SFC adatainak
elemzéséhez szamos esetben a HPLC technikaval kapott 6. tablazat eredményeivel
hasonlitom Oket Ossze. Az igy Osszehasonlitott adatok azonos allofazisok és vegyiiletek
felhasznalasaval, de jelentdsen eltérdé mozgodfazisokkal késziiltek. Ez esetben nem a konkrét
kromatografids adatok kdzvetlen egybevetése a célom, hanem a két eltérd technika esetén
megfigyelt kromatografias adatok valtozasanak felderitése és a valtozast okozo

kolesonhatdsok megismerése.
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Oszlop Vegyiilet ki a Rs Oszlop Vegyiilet ki a Rs

17 052 115 0,83 17 093 1,07 049
18 1,02 144 330 18 1,98 1,00 0,00

19 045 1,00 0,00 19 076 1,00 0,00

IA 20 1,08 293 761 IB 20 157 116 151
. 21 076 127 1,23 , 21 1,42 1,00 0,00
(amil6z) 22 120 134 171  (celluloz) 22 238 114 117
23 311 1,91 4,36 23 248 1,00 0,00

24 058 1,18 2,32 24 038 122 187

25 057 117 2,28 25 036 120 187

J 26 061 120 2,34 J 26 039 121 188
27 083 1,11 1,46 N 27 045 120 1,93

AR 28 086 122 2,99 AR 28 049 120 2,03
29 065 1,20 10,06 29 041 123 187

30 083 111 1,46 30 045 120 193

31 087 123 3,01 31 049 120 2,03

17 093 105 0,28 17 037 1,00 0,00

18 200 119 2,21 18 163 235 11,32

19 092 106 0,15 19 033 1,00 0,00

IE 20 355 129 2,82 IC 20 162 175 7,11
21 068 1,20 1,13 21 029 1,00 0,00

(amiloz) 22 235 166 515  (celluloz) 22 1,38 225 8,27
N N 23 164 100 000 N 23 078 1,00 0,00
24 030 1,28 2,15 24 022 128 141

25 030 132 2,16 25 024 128 143

W o 26 032 127 221 W o 26 024 1,30 146
I 27 036 125 219 I 27 024 123 122

! 28 049 128 3,02 ' 28 035 1,30 256

29 034 126 2,22 29 026 1,32 150

30 036 125 2,18 30 024 123 123

31 049 128 3,01 31 035 1,30 255

17 022 120 0,56 17 072 110 076

18 07 153 394 18 167 111 1,13

19 023 1,00 0,00 IE 19 065 1,04 0,18

ID 20 087 168 5,31 20 1,85 1,18 1,55
. 21 018 1,51 1,03  (amiléz) 21 072 111 07
(amil6z) 22 065 167 3,79 22 1,72 118 141
cl 23 076 291 522 - 23 1,37 125 0,30

24 025 126 2,08 24 050 1,36 4,07

25 025 125 2,10 25 051 1,35 4,06

26 027 129 2,13 26 053 1,38 405

NHYO 27 031 123 1,90 N0 27 067 130 352
A 28 041 130 3,05 v 28 079 143 512
29 028 1,28 2,18 ' 29 054 140 4,03

30 030 123 1,79 30 067 1,30 339

31 042 130 2,97 31 079 143 518

8. tablazat A poliszacharid alapt all6fazisokon a vizsgalt vegyiiletek azonos koriilmények
kozott mért kromatografias adatai

Kromatografias koriilmények: kolonna, IA, IB, IC, ID, IE, IF, IG; mozgdfazis, MeOH/CO; (50/50 v/v) és DEA
(20 mM); dramlasi sebesség, 2,0 ml perct; detektalas, 215-250 nm; hdmérséklet, 40 °C; ellennyomas 150 bar.
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Oszlop Vegyiilet K1 a Rs

17 0,33 1,51 1,71
18 1,05 3,60 12,63

19 0,38 1,39 0,79

20 1,21 1,00 0,00

IG 21 0,29 3,09 4,60
(amil67) 22 1,00 4,05 8,79
o 23 2,20 2,74 10,06

24 0,92 1,46 471

25 0,88 1,40 6,19

NAs© 26 0,92 1,46 6,22
e 27 1,08 1,36 5,16

28 1,39 1,58 6,71

29 0,95 1,50 6,11

30 1,08 1,36 5,15

31 1,38 1,59 2,47

8. tablazat (folytatds) A poliszacharid alapt allofazisokon a vizsgalt vegyiiletek azonos
koriilmények kozott mért kromatografias adatai

Kromatografias koriilmények: kolonna, 1A, 1B, IC, ID, IE, IF, IG; mozgdfazis, MeOH/CO; (50/50 v/v) és DEA
(20 mM); dramlasi sebesség, 2,0 ml perct; detektalas, 215-250 nm; hdmérséklet, 40 °C; ellennyomas 150 bar.

Abazikus és amfolit 17 és 18, 19 és 20, 21 és 22 vegyiiletek SFC-s adatait 6sszehasonlitva
megfigyelhetd, hogy a karboxilcsoport hatasara a ki értékek gyakorlatilag minden esetben
legalabb duplajara néttek. Az amfolit vegyiiletek altalaban nagyobb szelektivitassal és
felbontassal rendelkeztek, mint a megfeleld bazikus analogjuk. Ez jelent6s eltérés a HPLC-
vel kapott eredményekt6l, mivel normal fazisu koriillmények kozott az amfolit 18, 20 és 22
vegyiiletek nem rendelkeztek visszatartassal. Tehat az SFC-vel valo elvalasztas soran, az
eltér6 mérési korlilmények fiiggvényében, jelentdsen kiilonbozd mértékli hatdssal
rendelkeznek a visszatartast és enantioszelektivitast okozo kdlcsonhatasok.

Az eltér6 kromatografias sajatsagok egyik oka lehet az SFC esetén in situ képz6do
alkoxikarbonsav jelenléte az eluensben [82, 83], illetve a szelektor felszinén feltételezhetéen
kialakulo alkohol felhalmozodas és polaritasvaltozas [79].

A 23-31 anyagok eredményeit Osszehasonlitva, a 23 vegyiilet kivételével, csekély
visszatartas jellemz6 (0,22 < ki < 1,39). A 24-31 vegyiiletek szelektivitasa sziik
tartomanyban valtozott (1,00-1,59) és nem mutatott kozvetlen kapcsolatot a
molekulaszerkezettel. A Kiterjedt aromas rendszerrel jellemezhet6 S-karbolint tartalmazo 23
vegylilet esetén a 24-31 vegyliletekhez képest kiemelkedd visszatartds és szelektivitas
figyelhetd meg, amit feltehet6leg sztérikus hatasok, illetve H-hid és z-7 kolcsonhatasok

eredményeznek.
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A 26-31 anyagok molekulatérfogata és visszatartasuk kapcsolata SFC technika esetén a
figgelék F9 abran lathato. A fliiggelék F9 abran is megfigyelheté a HPLC-nél tapasztalt
eredmény (22. abra), vagyis azonos alapvaz esetén a térfogattal parhuzamosan né a
visszatartas. Azonban az SFC technika esetén a retencidos tényezOk sokkal sziikebb
tartomanyban valtoznak, igy ennek minden kétséget kizard igazoldsdhoz tovabbi mérések
sziikségesek.

Az IA és 1B, illetve az IE és IC szelektorokkal kapott adatok 6sszehasonlitasaval az amiloz
és a celluloz alapvaz hatasa vizsgalhat6. A 17-22 anyagokat tekintve a dimetil modositot
tartalmazd szelektorok esetén az amildéz alapi IA kolonna egyértelmiien nagyobb
enantioszelektivitast biztosit, mint az 1B, mig az IE ¢s IC kolonna hasonl6 hatékonysaggal
valasztotta el az enantiomereket. A 23-31 vegyiileteket vizsgalva jellemzbéen az amildz alapt
szelektorok okoztak nagyobb szelektivitast és felbontést, koziiliik az IG kolonna emelhetd
Ki.

Emellett megfigyelhetd, hogy azonos alapvaza, de kiilonboz6 funkcids csoporttal
modositott szelektorokat Osszehasonlitva (IA és IE, illetve IB és IC), nincs jelentds
kiilonbség az allofazisok enantioszelektivitdsaban.

Attekintve a hét szelektoron SFC-vel kapott kromatografias adatokat, jellemzden a klor
szubsztituenst tartalmazo kolonnak biztositottak a legnagyobb felbontast. Mivel a klor
atomok hatasara az aromas gylriin csokken az elektronsiriiség, illetve a H-hid
kolesonhatasokat is befolyasolhatja [146], igy megallapithatd, hogy a HPLC technikahoz
hasonldan, az SFC esetén is nagy hatassal vannak a kiralis felismerésre a H-hid és z-7
kolesonhatasok. Osszességében az SFC technika tobb esetben eredményezett sikeres
elvalasztast, mint a HPLC, azonban a HPLC technika révén is szamos esetben alapvonalra
torténd elvalasztas volt elérhetd.

A vizsgélt poliszacharid alapti allofazisok SFC modban hasznalva kivalo
enantiomerfelismerdé-képességgel rendelkeztek és még olyan anyagok esetén is sikeres
elvalasztashoz vezettek, amelyek normal fazisa korilmények kozott nem rendelkeztek
visszatartassal. Igy megéllapithat6, hogy a modositott poliszacharid alapti kolonnak HPLC
¢s SFC technika esetén egyarant hasznalhatok. Emellett az is kijelenthetd, hogy az eltérd
modban valo hasznalatuk esetén a kiralis felismerést okozo kdlcsonhatasok kiillonbozhetnek.
fgy poliszacharid alapt szelektorok esetén egyik technika sem helyettesitheti minden
esetben a masikat, hanem inkabb egymast kiegészitd hasznalatuk biztositja a sikeres

enantiomer elvalasztas lehetdségét.
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5.4. A homérséklet hatasa a kiralis kromatografias rendszerekre

5.4.1. A hémérséklet hatasa az elvalasztasra cinkona alkaloid alapu alléfazisok esetén

A kirdlis felismerés termodinamikai hatterének megismerése érdekében négy Cinkona
alkaloid alapu 4ll6fazison tanulmanyoztam dipeptid vegyiiletek kromatografias
sajatsagainak valtozasat a hOmérséklet fliggvényében. A ZWIX(+), ZWIX(-), QN-AX és QD-
AX allofazisokon MeOH/MeCN (50/50 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM), illetve
MeOH/THF (70/30 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM) mozg6fazis rendszerekkel a 2, 6,
9, 11 és 16 dipeptideket 5-50 °C tartomanyban tanulmanyoztam.

Az elvalasztasokat jellemz6 kromatografias értékek a fiiggelék F5-F8 tablazatokban
talalhatok. A van’t Hoff egyenlet alapjan, a fiiggelék F5-F8 tablazatok adataibdl, a
szelektivitas természetes alapt logaritmus adatait a hdmérséklet reciprokénak fiiggvényében
abrazoltam és a kapott adatsorra illesztett egyenes értékeibdl kiszamoltam az elvalasztas
latszolagos termodinamikai értékeit. Ezek az eredmények a 9. tablazatban és a fiiggelék F9
tablazatban lathatok. A 9. ¢és fiiggelék F9 tablazatok eredményei latszélagos
termodinamikai adatokat tartalmaznak, mivel a kiszdmitasuk alapjat képez6 kromatografias
paraméterek enantioszelektiv és nem enantioszelektiv kdlcsonhatasok egyiittes hatdsabol
erednek.

A fiiggelék F5-F8 tablazatok adatai alapjan a homérséklet novelésének hatasara, a
mozg6fazistol fuggetleniil, ZWIX(+) kolonnan minden esetben a ki és a szelektivitas is
csokkent, mig a tobbi allofazist tekintve jellemzbéen a ki nétt és a szelektivitas csokkent.
Ezek alapjan a ZWIX(+) kolonna esetén I-es tipust, mig a tobbi allofazis esetén tobbnyire
I1l-as tipusu kromatografias viselkedés figyelheté meg. Emellett lathato, hogy a felbontas
értékek is szinte kivétel nélkiil csokkentek a homérséklet novekedésével, ami a
termodinamikai hatas novekvo jelentdségére utal. Kivételként emlitheté a ZWIX(-) oszlopon
a 11 vegyiilet, ami esetén a felbontds maximum gorbe szerint valtozik mindkét eluens
alkalmazasakor. Ez a viselkedés ritka, de nem példa nélkiili [147], és azzal magyarazhato,
hogy alacsony homérsékleten az anyagatadasi folyamatok lassulnak, igy feltehetdleg kisebb
az oszlop hatékonysaga, mig magasabb hdmérsékleten a csokkend szelektivitas vezet kisebb
felbontashoz. Mivel a vizsgalt anyagok altalaban azonos mddon viselkedtek a hdmérséklet-
valtoztatas hatasara, ezért feltehetfleg a szelektor térszerkezete hatarozza meg a
kromatografias viselkedést. Ezt tamasztja ald az is, hogy a MeOH/MeCN és MeOH/THF
mozg6fazis rendszerek szinte azonos retencids viselkedést mutattak a hdmérséklet-

valtoztatas fliggvényében.
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Korrelacios

-A(AH®) -A(AS®) -TXA(AS®)208k  -A(AG®)298K

Vegyilet 1 3mol)  (/(mol*K) k"e(fgg;ens (kdimol)  (kymol) @
ZWIX(+)
2 0,6 11 0,995 0.3 03 18
6 26 5.7 0,998 17 09 15
9 11 2.0 0,993 0.6 05 18
11 5.4 11,7 0,999 35 19 15
16 0,6 0,7 0,960 0,2 04 29
ZWIX()
2 16 3.7 0,991 11 05 15
6 2.0 36 0,999 11 09 19
9 25 5.4 0,993 16 09 16
11 43 8.8 0,997 26 17 16
16 0.9 16 0,990 0.5 04 19
ON-AX
2 2.9 6.6 0,959 2.0 09 15
6* 36 6.8 0,997 2.0 16 18
9 7.2 221 0,969 6.6 06 11
11 71 207 0.988 6.2 09 11
16 14,6 42.9 0,978 12,8 18 11
QD-AX
2 2.9 13.0 0,997 3.9 10 13
6 21 5,6 0,994 17 04 12
9 4,2 10,9 0,991 3.2 10 13
11 6.5 17.8 0,993 5.3 12 12
16 7.8 18,0 0,994 5.3 25 15

9. tablazat Termodinamikai adatok cinkona alkaloid alapu allofazisok és MeOH/MeCN
mozgofazisrendszer alkalmazésa esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+), ZWIX(-), QN-AX és QD-AX; mozgodfazis, MeOH/MeCN
(50/50 viv) és DEA (25 mM) és FA (50 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc’’; detektalas, 221-280 nm;
hémérséklet-tartomany, 5-50 °C; R?, In a és 1/T fiiggvények korrelaciés koefficiense; *T = 5-20°C; Q =
A(AH 9/298 x A(4S9).

A van’t Hoff egyenlet alapjan az In o — 1/T fliggvényében abrazolt adatok minden
esetben linearisan valtoztak, vagyis a hdémérséklet-valtoztatds hatasara a szelektor
szerkezetében, illetve a kiralis felismerés folyamatdban nem kdvetkezett be jelentds valtozas
[84, 148]. A standard entalpiavaltozas kiilonbség értéke (A(AH®)) megmutatja, hogy milyen
konnyen keriilnek a vizsgalt enantiomerek a mozg6fazisbol az allofazisra. A 9. és fiiggelék
F9 tablazatok adatainak Osszehasonlitasabol lathatd, hogy a A(AH®) értékek ikerionos
szelektorokon -0,6 és -6,0 kJ/mol k6zott, mig anioncserél6 allofazisokon -2,1 és -15,6 kJ/mol
tartomanyban valtoztak. Ikerionos all6fazison a 11, mig anioncseréld szelektoron a 16

vegyiilet rendelkezett a legnegativabb A(AHP) értékekkel. Minél negativabb az entalpiatag,
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annal hatékonyabban megy végbe az enantiomer megkdtddése a szelektoron, illetve annal
nagyobb az atmeneti komplexet kialakito kolcsonhatasok erdssége [92]. Emellett
megfigyelheté, hogy minden esetben a kiemelkedé A(AH®) értékekhez tarsultak a
legnagyobb entropiavaltozas kiilonbségek. Az entropiavaltozas ikerionos szelektorokon -0,7
¢és -12,0 J/(mol*K), anioncseréld allofazisokon -5,6 és -42,9 J/(mol*K) kozott valtozott.
Negativ A(AS®) értéket az atmeneti komplex kialakulasat kisér6é rendezetlenség csokkenés,
illetve a megkotott enantiomerek szabadsagi fokanak a csokkenése eredményezi. Az
ioncseréld allofazisokat dsszehasonlitva a kinidin alapu kolonnakon jellemzéen nagyobb
entalpia- és entropiavaltozasok tapasztalhatok, mint a kinin alaptiakon. Emlitést érdemel az
IS, hogy az entalpia és entrOpiatagok szélesebb tartomanyban valtoztak anioncseréld
szelektorok esetén, mint ikerionos kolonnakon. Ez az eltéré viselkedés arra utal, hogy az
ikerionos szelektorokon kialakul6 kettds ionpar kdlesonhatés jelentdsen képes csdokkenteni
a hémérséklet-valtoztatas hatasat az elvalasztasra. Azonban az entalpia ¢és entropiatagok
Osszehasonlitdsa alapjan az elvalasztast meghataroz6 folyamatok minden szelektor és
mozg6fazis esetén azonosak voltak, mivel minden vizsgalt vegyiilet esetén entalpia vezérelt
(Q > 1) elvalasztas figyelhet6 meg.

A targyalt eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a homérséklet-valtoztatas a vizsgalt
vegyiiletek és a szelektor szerkezetétdl fiiggden eltérden hat a kiralis felismerés folyamatara,

a homérséklet-valtoztatas révén hatékonyabba tehetd a kiralis vegyiiletek elvalasztasa.

5.4.2. A hémérséklet hatasa az elvalasztasra poliszacharid alapu szelektorok esetén

A poliszacharid alapu allofazisok termodinamikai viselkedésének megismeréséhez
normal fazist koriilmények kozott 10 és 50 °C-0s hdmérséklet-tartomanyban véltoztatva a
hémeérsékletet tanulmanyoztam a 21 és 23 vegyiiletek enantioszelektiv elvalasztasat. A 21
¢és 23 vegyliletek szerkezete egyarant tartalmazza a kiterjedt aromas rendszerrel bir6 1,2,3,4-
tetrahidro--karbolin molekulat, igy szamos kiralis kélcsonhatast tud kialakitani a vizsgalt
szelektorokkal. Az elvalasztasokat az 5.1.2. fejezetben bemutatott eredmények alapjan n-
hexan/2-PrOH (70/30 v/v) és DEA (0,1 v%) mozgofazissal hét poliszacharid alapt
allofazison (1A, IB, IC, ID, IE, IF és 1G) vizsgaltam. A homérséklet-valtoztatas hatasat a
kromatografias adatokra a fiiggelék F10 tablazata mutatja be. A hémérsékletnovelés
hatdsédra az enantiomerek visszatartidsa és a szelektivitdis minden esetben csokkent. Ez
egyezik az 1,2,3,4-tetrahidro-#-karbolint tartalmazé vegyiiletek esetén korabban megfigyelt
kromatografias viselkedéssel [149]. A felbontas a 21 anyag esetén jellemzden né mig a 23

vegylilet esetén altalaban csokken a hémérsékletnovelés hatdsara. A homérsékletnovelés

73



hatdsara csokkend felbontds gyakran megfigyelhetd jelenség, mivel az elvéalasztando
komponensek megkotédése az allofazison altalaban exoterm folyamat [84], igy a nagy
homérséklet sok esetben nem kedvez6 az elvalasztashoz. A hémérséklettel parhuzamosan
novekvo felbontast feltehet6leg a csucsszimmetria, illetve az anyagatasasi folyamatok

hatékonysagnovekedése okozza.

o o Korrelacios o 0
R M T ST

1A

21 szelektivitas valtozas kisérleti hibanal kisebb (1,11 — 1,10)

23 7,3 21,7 0,982 6,5 0,8 1,1
IB

21 szelektivitas valtozas kisérleti hibanal kisebb (1,20 — 1,21)

23 10,0 25,5 0,993 7,6 2,4 1,3
IC

21 7,2 14,0 0,999 4.2 3,0 1,7

23 4,3 10,4 0,992 3,1 1,2 14
ID

21 8,6 19,2 0,999 5,7 2,9 15

23 nincs elvalas
IE

21 1,2 2,3 0,993 0,7 0,5 1,7

23 3,9 8,1 0,989 2,4 15 1,6
IF

21 3,7 9,2 0,999 2,7 1,0 14

23 4.4 12,1 0,999 3,6 0,8 1,2
1IG

21 1,3 1,1 0,987 0,3 1,0 4,3

23 6,8 17,4 0,999 5,2 1,6 1,3

10. tablazat Termodinamikai paraméterek poliszacharid alapu all6fazisokon normal fazisu
mozgofazis rendszert alkalmazva

Kromatografias koriilmények: kolonna, IA, IB, IC, ID, IE, IF és IG; mozgdfazis, n-hexan/2-PrOH (70/30 v/v)
és DEA (0,1 v%); aramlasi sebesség, 1,0 ml perc?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet-tartomany, 5-50 °C;
R?, In a és 1/T fiiggvények korrelacios koefficiense; Q = A(4H 9/298 x A(4S 9.

A fiiggelék F10 tablazat adataibol, a van’t Hoff egyenlet alapjan meghatarozott
latszolagos termodinamikai paramétercket a 10. tablazat foglalja 6ssze. Mivel az 1/T
fliggvényében abrazolt In o adatok minden esetben linearisan valtoztak, ezért feltételezhetd,
hogy a vizsgalt hémérséklet-tartomanyban a szelektor szerkezetében, illetve a Kkiralis
felismerés mechanizmusdban nem kovetkezett be jelentds valtozas. A standard

entalpiavaltozas kiilonbség értéke (A(AH®)) hasonld tartomanyban valtozott mindkét
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vegyliletnél. A 21 vegyiilet esetén a A(AH®) érték -1,2 és -8,6 kd/mol kozott, mig a 23
anyagnal -3,9 és -10 kJ/mol kozott valtozott. A standard entropiavaltozas kiilonbség (A(AS°))
sz¢lesebb tartomanyban valtozott, -1,1 és -19,2 J/(mol*K) kozott a 21 vegyiilet, illetve -8,1
és -25,5 J/(mol*K) kozott a 23 anyag esetén.

Attekintve a szelektorok szerkezetét, lathato, hogy a trisz-(3,5-dimetilfenil-karbamat)-ot
tartalmaz6 1A és IB kolonnan nagyon kis hatassal van 21 vegyiilet elvalasztasara a
hémérséklet-valtoztatas. Tehat a szelektor alapvazatol fliggetleniil, a trisz-(3,5-dimetilfenil-
karbamat) szelektorral kialakuld kdlcsonhatasok kevésbé fiiggenek a hdmérséklettdl, mint a
klor szubsztituenst tartalmazd szelektorral kialakuld kolesonhatasok. A tobbi kolonnan
meghatarozott termodinamikai értékek hasonlé mértékben valtoztak mindkét anyag esetén.
Vagyis a celluloz és az amiloz alapvaz szerkezete azonos mddon hat az elvélasztasra a
hémérséklet-valtoztatas soran. Emellett az is kijelenthetd, hogy a szelektor alapvazat
modositd csoportok térszerkezete csekély mértékben befolyasolja a kromatografias
sajatsagok valtozasat a homérséklet-valtoztatas fliggvényében. Az entalpia- és
entropiavaltozas dsszehasonlitdsa alapjan az elvalasztast meghataroz6 folyamatok minden
oszlop esetén azonosak voltak és mindkét vizsgalt vegyiilet esetén entalpiavezérelt (Q > 1)

elvalasztas figyelhetd meg.
5.4.3. A homérséklet hatasa az elvalasztasra SFC technika esetén

5.4.3.1. A homérséklet hatasa SFC technika és cinkéna alkaloid alapu szelektorok
alkalmazasa esetén

A hémérséklet-valtoztatas sokrétli hatast fejthet ki az SFC technikaval végzett kiralis
elvalasztasra. Ha az alkalmazott mozgofazis kis mennyiségli modositot tartalmaz, vagyis a
stirisége kicsi, akkor a hémérséklet emelés hatasara kezdetben altalaban n6 a visszatartas
mértéke [66]. Ezt a HPLC technikatol eltéré viselkedést az eluens siirliségének tovabbi
csokkenése és a szelektor feliiletén adszorbealt mozgofazis réteg csokkenésének egyiittes
hatasa okozza. A hémérséklet tovabbi emelése a visszatartas csokkenéséhez vezethet, eluens
modositotdl, ellennyomastol és a vizsgélt anyagtdl fliggben, mivel az elvalasztando
komponensek illékonysaga csokkenti a visszatartdst. Ezzel szemben a sok mddositot
tartalmazo nagy stirliségli SFC eluens esetén a hdmérséklet emelése jellemzden a visszatartas
csokkenését okozza. Mivel szamos egyedi tényezd eredd hatdsa vezet a kirdlis
elvalasztashoz SFC technika esetén, ezért nem minden esetben célszeri a HPLC és SFC

technikaval kapott termodinamikai adatokat kozvetleniil 6sszehasonlitani [66].
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A cinkona alkaloid alapu allofazisok SFC technikaval torténd hasznalata sordn
megvizsgaltam a homérséklet-valtoztatas hatasat az elvalasztasra kis €s nagy striiségl
mozgofazis alkalmazasa esetén. Ehhez mozgofazisként, az 5.1.3. fejezet adatai alapjan a 17
és 18 vegyiilet esetén CO2/MeOH 70/30 (v/v) és DEA (30 mM) és FA (60 mM), mig a 26 és
27 vegyiilet esetén CO2/MeOH 95/5 (v/v) és DEA (30 mM) és FA (60 mM) Osszetételt
hasznaltam. Mivel a 26 és 27 vegyiiletek csak egy tercier amincsoportot tartalmaznak, ezért
az ioncserélo allofazisok esetén a visszatartdst meghatarozé ionos kdlcsonhatasok jelentdsen
gyengébb hatast tudnak kifejteni rajuk. gy ezek a vegyiiletek ZWIX(+) és ZWIX(-)
allofazisokat haszndlva kisebb elicidos erdsségl, kis siiriségli mozgofazissal is
elvalaszthatok. Az SFC technikaval 20-50 °C hdémérséklet-tartomanyban végzett
elvalasztasok kromatografias adatait az F11 tablazat foglalja Gssze.

A fiiggelék F11 tablazatban lathato, hogy a nagy stirliségii mozgofazist alkalmazva (17
¢és 18 vegyiilet), a hdmérséklet novelés hatasara a visszatartds €s a szelektivitds minden
esetben csokkent. Ezzel szemben a kis stirliségii eluens esetén a hdmérsékletnovelés hatdsara
a visszatartas novekedett, mig a szelektivitas csokkent. Vagyis fliggetleniil az alkalmazott
szelektorok szerkezetétdl, az SFC mozgofazis slirliséglinek hatdsdra a visszatartas a
szakirodalomban leirtakkal 6sszhangban valtozik [66]. Mindkét szelektoron megfigyelhetd,
hogy nagy siriiségli eluens esetén a felbontas értékek viszonylag sziik tartomanyban

valtoztak, mig kis stiriségli eluenst hasznalva csdkkentek a hdmérsékletndvelés hatasara.

o o Korrelacids o 0
R It T R
ZWIX(+)
17 a szelektivitas valtozas kisérleti hibanal kisebb (1,00 — 1,02)
18 a 3,0 55 0,987 1,6 1,4 1,9
26 b 14 4,0 0,994 1,2 0,2 1,2
27 b 0,8 2,1 0,992 0,6 0,2 1,3
ZWIX(-)
17 a 1,2 1,6 0,991 0,5 0,7 2,4
18 a 2,3 3,8 0,992 1,1 1,2 2,1
26 b 0,8 1,9 0,996 0,6 0,2 1,3
27 b 0,9 1,9 0,987 0,6 0,3 1,5

11. tablazat Termodinamikai paraméterek cinkona alkaloid alapu all6fazisok és SFC

technika alkalmazésa esetén

Kromatografias korillmények: kolonna, ZWIX(+) és ZWIX(-); mozgofazis, a, CO/MeOH 70/30 (v/v) és DEA
(30 mM) és FA (60 mM), b, CO2/MeOH 95/5 (v/v) és DEA (30 mM) és FA (60 mM); aramlasi sebesség, 2,0
ml perc?; detektalas, 215-250 nm; hdmérséklet-tartoméany, 20-50 °C; ellennyomas 150 bar; R?, In a és 1/T
figgvények korrelacios koefficiense; O = A(4H 9/298 x A(4S 9).

A fiiggelék F11 tablazat adataibol a van’t Hoff egyenlet segitségével kiszamoltam a

kiralis elvalasztast jellemzd latszolagos termodinamikai paramétereket, ezeket a
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11. tablazat foglalja 6ssze. Az 1/T fiiggvényében abrazolt In o adatok mindkét oszlopon
linearisan valtoztak, vagyis a homérséklet-valtoztatas hatdsara sem a kiralis felismerés
folyamataban, sem a szelektor szerkezetében nem kovetkezett be szamottevo valtozas. Mind
a A(AHO) értékek (-0,8 és -3 kd/mol), mind a A(AS°) értékek (-1,9 és -5,5 J/(mol*K)) sziik
tartoméanyban valtoztak. Tehat a hdmérséklet-valtoztatas csekély mértékben befolyasolta az
elvalasztandé komponensek megkotddését az allofazison. Az entalpia- és entropiavaltozas
értékeket 0sszehasonlitva lathatd, hogy az elvalasztas mindkét oszlop esetén, az eluenstol
fliggetleniil, entalpiavezérelt volt. Vagyis a bazikus 17 vegyiilet és az amfolit 18 anyag ionos
kolcsonhatésai hatarozzak meg a retencios viselkedést, melyet a homérséklet-valtoztatas

kevésbé befolyasol.

5.4.3.2. A homérséklet hatasa SFC technika és poliszacharid alapu szelektorok
alkalmazasa esetén

A poliszacharid alapt 4all6fadzisok SFC technikdval torténd hasznalata soran a
homérséklet-valtozas jelentds hatassal lehet a kiralis felismerés folyamatara [150]. E hatasok
megismerése ¢és megértése érdekében tanulmanyoztam négy poliszacharid alapu kiralis
allofazison a 17-22 és 26-29 vegyliletek kromatografias sajatsagait a hdmérséklet-valtoztatas
figgvényében. A 17-22 vegyiiletek lehetdséget adnak analog szerkezetli aromés rendszert
tartalmazo bazikus és amfolit vegyiiletek kromatografias viselkedésének dsszehasonlitasara.
A 26-29 vegyiiletek vizsgalataval a klor és metoxicsoportok hozzdadasanak elvalasztasra
gyakorolt hatasa ismerhet6 meg. Emellett az IA, IB, IC és IE kolonndk alkalmazasa
lehetGséget teremt a celluloz és amiloz alapvaz, illetve a trisz-(3,5-dimetilfenil-karbamat) és
trisz-(3,5-diklorfenil-karbamat) modositok hatasanak Osszehasonlitdsara. A hémérséklet-
valtoztatast 20 — 50 °C-0s tartomanyban vizsgaltam. Az igy kapott kromatografias adatokat
a fiiggelék F12-F1S tablazatok mutatjak be.

A fiiggelék F12-F15 tablazatokban lathato, hogy a hémérsékletnovelés hatasara a ki
értekek minden esetben csokkentek. A szelektivitas értékek a hdmérsékletnovelés hatasara
jellemzden csokkentek vagy csekély mértékben valtoztak. Ez aldl a legtobb kivétel az IE
kolonna esetén figyelheté meg, melynél a 17, 19, 26, 27 és 29 vegyiiletekre meghatarozott
szelektivitas enyhén novekedett a hémérséklettel. A felbontas az enantioszelektivitashoz
hasonldan jellemzden csokkent a hdmérséklet emelés hatdsara, azonban néhany esetben
novekvo értékek is megfigyelhetok voltak.

A fliggelék F12-F15 tablazatok kromatografias adatait felhasznalva a van’t Hoff
egyenlet alapjan kiszamoltam az elvalasztasokat jellemzd latszolagos termodinamikai
értékeket, melyek a 12. tablazatban lathatok. Az In o — 1/T fiiggvény mind a négy oszlopon,

minden vizsgalt vegylilet esetén linearisan illeszthetd, vagyis a hOmérséklet-valtoztatas

77



hatasara a kiralis felismerés folyamataban, valamint a szelektor szerkezetében nem
kovetkezett be jelentds valtozas. A A(AHP) értékek (-3,6 és 1,8 kd/mol), illetve a A(AS°)
értékek (-6,4 és 7 J/(mol*K)) jellemzéen sziik tartomanyban valtoztak, kivéve az IA
oszlopon elvalasztott 18, 20 és 22 amfolit vegyiiletek esetén. Minden esetben a negativ
A(AHPO) értékekhez negativ A(ASP) tarsult és az elvalasztas entalpiavezérelt (Q > 1) volt.

Ezzel szemben a pozitiv A(AHP) értékek mellé minden esetben pozitiv A(AS®) tarsult. A
pozitiv entalpia- és entropiavaltozas értékek esetén rendhagyd kromatografias viselkedés
figyelhet6 meg, a hdmérsékletndvelés hatasara a ki csokken, mig a szelektivitas novekszik.
Erre példak az IB oszlopon mért 22, IC oszlopon mért 26 és 29, valamint az IE oszlopon
mért 17, 19, 26, 27 és 29 vegyiiletek. E szokatlan termodinamikai viselkedést feltehetbleg
az entropiatag jelentés hozzédjaruldsa okozza. Az enantiomerek allofazison valod
megkotddése soran a rendszer rendezetlensége, illetve a szabadsagi fokok szama csdkken.
Azonban a megkotddés soran a szelektor €s az elvalasztando vegyiilet szolvatburkanak egy
része lehasad és a tombfazisba keriil, igy a rendszer teljes rendezetlensége és a szabadsagi
fokok szdma novekszik. Ez az utobbi hatds hatdrozza meg a kirdlis elvalasztas folyamatat a
rendhagy¢ viselkedés soran. Ezt tdmasztja ald az is, hogy a felsorolt kivételek esetén az
entropiavaltozas értékek nagyobbak, mint az entalpiavaltozasbdl szdrmazo energia
felszabadulas (Q<1), tehat az elvalasztas entropiavezéreltként jellemezhetd. Ez a viselkedés
arra utal, hogy SFC technika esetén a kiralis felismerésért felelos kotéhelyek kornyezetére
jelentés hatast gyakorolhat a folyékony szén-dioxid. Ezt a megfigyelést erdsiti az I1C
kolonnan vizsgalt bazikus és amfolit 17-22 vegyiiletek is. Annak ellenére, hogy
poliszacharid alapu szelektorok esetén a kiralis felismerés folyamataban nem toltenek be
meghatarozo szerepet az ionos kolcsonhatasok emlitést érdemel, hogy a bazikus 17, 19, 21
vegyiiletek esetén nincs kiralis felismerés, mig az amfolit 18, 20, 22 vegyiiletek enantiomerei
elvalnak.

Osszevetve az amiloz és celluldz alapu allofazisokat (1A és IB, illetve IE és IC),
termodinamikai szempontbdl nem lathat6 jellegzetes kiilonbség koztiikk. Ezzel szemben, a
trisz-(3,5-dimetilfenil-karbamat) modositdo  hatasat a  trisz-(3,5-diklorfenil-karbamat)
hatasaval osszevetve (IA és IE, IB és IC) lathato, hogy a 26-29 vegyiiletek esetén a klort
tartalmazo szelektorokon tobb esetben entropiavezérelt elvalasztas figyelhetd meg. Ez
alapjan, a szelektoron taldlhatd metilcsoportok klorra cserélésével, jelentOsen
megvaltoztathatd az elvalasztas energetikai folyamata. Vagyis megallapithato, hogy SFC
technika esetén a klor csoport altal kialakitott kolcsonhatasok jelentds hatassal vannak az

elvalasztas folyamatara.
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Korrelacios

-A(AHP) -A(AS°) -TXA(AS®)298k -A(AG®)298K

Vegyilet  3/mol)  (I/(mol*K) k“(fg;‘;ens (kJ/mol) (kymol) @

1A

17 szelektivitas valtozas kisérleti hibanal kisebb (1,18 —1,20)

18 15,0 454 0,991 13,5 15 11

19 nincs elvalas

20 35,9 106,8 0,991 31,8 4,10 1,1

21 3,6 9,3 0,993 2,8 0,8 1,3

22 15,4 47,4 0,993 14,1 1,4 11

26 1,0 1,5 0,999 0,4 0,6 2,5

27 1,0 2,4 0,996 0,7 0,3 1,4

28 1,8 4,1 0,995 1,2 0,6 15

29 0,9 1,2 0,990 0,4 0,5 2,3
IB

17 1,0 2,7 0,993 0,8 0,2 1,3

18 nincs elvalas

19 nincs elvalas

20 29 7,6 0,992 0,9 2,0 3,2

21 nincs elvalas

22 -1,8 -7,0 0,995 21 0,3 0,9

26 0,8 0,6 0,992 0,2 0,6 4,0

27 0,7 0,7 0,995 0,2 0,5 3,5

28 0,7 0,6 0,999 0,2 0,5 3,5

29 0,8 0,7 0,992 0,2 0,6 4,0
IC

17 nincs elvalas

18 2,3 0,2 0,998 0,1 2,2 23

19 nincs elvalas

20 15 0,2 0,998 0,1 1,4 15

21 nincs elvalas

22 2,2 0,2 0,999 0,1 2,1 22

26 -1,0 -6,0 0,991 -1,8 0,8 0,6

27 0,8 0,7 0,998 0,2 0,6 4,0

28 0,9 0,2 0,994 0,1 0,8 9,0

29 -0,9 -5,5 0,998 -1,6 0,7 0,6
IE

17 -1,2 -4,5 0,997 -1,3 0,1 0,9

18 0,5 0,2 0,999 0,1 0,4 5,0

19 -0,9 -3,7 0,996 -1.1 0,2 0,8

20 2,5 6,0 0,998 1,8 0,7 3,6

21 14 3,1 0,997 0,9 0,5 1,6

22 3,3 6,4 0,999 1,9 1,4 1,7

26 -0,6 -4,3 0,991 -1,3 0,7 0,5

27 -0,9 -5,0 0,995 -15 0,6 0,6

28 -0,1 -2,8 0,999 -0,8 0,7 0,1

29 -0,6 -4,4 0,993 -1,3 0,7 0,9

12. tablazat Termodinamikai adatok poliszacharid alapu allofazisok és SFC technika esetén
Kromatografias koriilmények: kolonna, IA, 1B, IC és IE; mozgéfazis, CO2/MeOH 50/50 (v/v) és DEA (20 mM);
aramlési sebesség, 2,0 ml perc?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet-tartomany, 20-50 °C; ellennyomas 150

bar; R?, In o és 1/T fiiggvények korrelacios koefficiense; Q = A(AH 9/298 x A(4S 9.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkdm  sordn  valtozatos  milkédési  mechanizmust  kirdlis  kolonndk
elvalasztoképességét tanulmanyoztam biologiai és gyogyszeripari szempontbol jelentds
vegyiiletek ~ sztereoizomerjeinek elvalasztasaval. A kromatografias koriilmények
rendszerezett valtoztatasaval vizsgaltam a kiralis felismerés folyamatat nagyhatékonysagt
folyadékkromatografia (HPLC) és szuperkritikus folyadékkromatografia (SFC) alkalmazasa

esetén.

A cinkona alkaloid alapu szelektorok alkalmazasaval megvizsgaltam a mozgofazis
osszetétel hatasat a kiralis elvalasztasra.

Meghataroztam a cinkona alkaloid alapu allofazisok esetén széles korben alkalmazott
polaris-ionos MeOH/MeCN eluensrendszer 0Osszetételének korlatait HPLC technika
hasznalatakor. Az eluens legalabb 20 v% ¢és legfeljebb 80 v% MeOH-t sziikséges, hogy
tartalmazzon a gyakorlatban is hasznosithatd kiralis elvalasztashoz. Kimutattam, hogy
minden vizsgalt vegyiilet esetében, az Osszes vizsgalt ioncseréld allofazison, a MeOH
tartalom csokkentésének hatdsara a vizsgalt vegyiiletek visszatartasa ndtt. A HPLC
mozgofazisaban talalhatdé MeCN-t helyettesitettem hasonléan polaris aprotikus THF-nal,
azonban ez jellemzéen nem novelte az allofazisok elvalasztoképességet.

Bézikus és amfolit vegyiiletek monoionos ¢és ikerionos all6fazisokon valo elvalasztisa
soran igazoltam az ikerionos all6fazisokon kialakuld kettds ionpar kolesdnhatas jelenlétét.
Ez a hatas a HPLC ¢és az SFC technika esetén egyarant a visszatartas jelentds novekedését
okozta. A HPLC és SFC technika 6sszehasonlitasaval megallapitottam, hogy a MeOH
tartalom csokkentésének hatasara a nem enantioszelektiv ionos kolcsonhatasok az SFC
technika esetén jelentdsen felerdsodtek, igy a vizsgalt vegyliletek kiemelkedd visszatartassal
rendelkeztek. Azonban a két technika enantiomer megkiilonboztetd képessége nem tért el

meghatarozoan egymastol.

Poliszacharid alapu szelektorokat alkalmazva felderitettem az eluensosszetétel
valtoztatas hatasat a kiralis elvalasztasra.

A modositott poliszacharid alapu alléfazisokat normal fazisa koriilmények kozott
hasznilva megvizsgéaltam az eluensben talalhatdo alkohol mennyiségének és anyagi
mindségének hatdsat az elvalasztasra. Megfigyeltem, hogy HPLC technika esetén az alkohol
szénlancanak novekedésével (EtOH, 1-PrOH, BUOH) a visszatartas jellemzden enyhén
csokkent, azonban a szelektivitds és felbontas értékek tobbnyire rendszertelen modon

valtoztak. A vizsgalt vegyliletek esetén az eluens alkoholtartalmanak csokkentése a
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visszatartas és a felbontas novekedéséhez vezetett, valamint a szelektoron talalhatd klor
szubsztituens szamanak csokkentése szintén novelte a visszatartast.

Az SFC technika esetén az eluensben taldlhatd alkohol anyagi mindsége a HPLC
technikanal tapasztaltaktol eltéré kromatografias viselkedést okozott, azonban a szelektor
polaritasat meghatarozd klor szubsztituens szamdnak csokkentése ez esetben is novelte a
visszatartast. Az SFC mozg6fazishoz adott alkil-amin modositok 0sszehasonlitasa alapjan a
hozzaadott bazis anyagi mindsége jelentdsen nem befolyasolta az elvalasztasi
tulajdonsagokat. A mozgofazis alkoholtartalmanak csokkentése SFC technika esetén is a
visszatartas ndvekedését eredményezte, azonban a felbontas a HPLC-nél megfigyeltektol

eltéréen, az alkalmazott szelektor szerkezetétdl fliggden valtozott.

Attekintettem a HPLC és SFC technika mozgofazisahoz adott ionos médositok hatasat
cinkona alkaloid alapu kolonnak esetén.

A kiralis vegyiiletek cinkona alkaloid alapti ioncseréld allofazisokkal valo elvalasztasakor
a kromatografias rendszerben talalhatd ionok mennyisége meghatarozza az enantiomerek
visszatartasat. Az alanil-triptofan amfolit dipeptid HPLC-s vizsgalataval igazoltam, hogy
ikerionos kolonndk hasznalatakor az ismételhetd enantioszelektiv elvalasztashoz
nélkiilozhetetlen a sav és bazis modositok egyideji hozzaadasa a mozgdfazishoz.
szerkezetétdl fliggetleniil mind HPLC, mind SFC hasznalatakor, a sztochiometrikus
helyettesitési modellel leirhaté a vizsgalt vegyliletek kromatografias viselkedése. A HPLC
¢s SFC technika esetén egyarant igazoltam, hogy ikerionos all6fazisok hasznalatakor a
bazikus vegyiiletekhez képest az amfolit vegyliletek visszatartasa kevésbé fiigg a hozzaadott

modositok mennyiségétol.

Szamos vegyiilet felhasznalasaval megvizsgaltam a cinkona alkaloid alapua kolonnak
hasznalatakor a molekulaszerkezet és a kromatografias jellemzok osszefiiggéseit.

A valtozatos Osszetételll és szerkezetli amfolit dipeptid vegyiiletek HPLC technikaval
meghatarozott kromatografias adatai alapjan ikerionos szelektorok esetén a dipeptid N-
terminalisanak kornyezete jelentdsen javithatja az enantioszelektivitast, fliggetleniil attol,
hogy talalhato-e kiralitas centrum a kozelében. Emellett megfigyeltem, hogy a dipeptid C-
terminalisanak kozelében taldlhatod oldallanc aromaés jellegének novelése, illetve az aromas
gytrt funkcids csoportokkal vald bévitése, H-hiddal, z-7 kdlesonhatasok kialakitasaval és

sztérikus hatasok révén, jelentésen novelheti az 4ll6fazis enantiomerfelismerd képességét.
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Dipeptid vegyliletek diasztereomerjeinek elvalasztasaval bdvitettem az ikerionos
allofazisok felhasznalasi korét. A HPLC és SFC technika Osszehasonlitisa alapjan
megallapitottam, hogy a szelektivitds ¢és felbontds értékek nem tértek el jelentésen
egymastol, igy a kiralis felismerést meghatarozo kolcsonhatasok fliggetlenek az alkalmazott

technikatol.

Tanulmanyoztam a poliszacharid alapi Kkolonnak alkalmazasakor a vizsgalt
komponensek szerkezete és a retencios sajatsagok kozotti kapcsolatot.

A HPLC és az SFC technika vizsgalata alapjan megallapitottam, hogy a kiralis felismerés
folyamatara egyarant meghatarozé hatassal van a poliszacharid alaplanc szerkezete, illetve
a hozza kapcsolt moédositok mindsége és térallasa. HPLC technika normal fazist
koriilmények kozotti hasznalatakor a jelentésen polaris amfolit indol vegyiiletek nem
rendelkeznek visszatartassal, mig az SFC technika alkalmazasaval sikeresen elvalaszthatok.
fgy a két technika hasznalata soran a kiralis felismerésért felelds kolcsonhatisok a
kromatografias koriilmények fiiggvényében kiilonboznek.

Az 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-vazas szarmazékok molekulatérfogatanak novelése a
vegyliletek visszatartasanak emelkedéséhez vezetett. HPLC hasznalatakor nagyobb, SFC
esetén enyhébb visszatartas novekedést figyeltem meg, amik alapjan a vizsgalt vegyiiletek
mérete eltérd mértékben van hatdssal a visszatartisra. Osszességében az SFC technika
tobbszor eredményezett sikeres elvalasztdst, mint a HPLC, azonban a HPLC technika

hasznalataval is szamos esetben elérhetd volt az alapvonalra torténd elvalasztas.

Megvizsgaltam a homérséklet hatasat az elvalasztasra cinkona alkaloid alapu
allofazisok hasznalatakor.

HPLC technikdval a hdémérséklet valtoztatds hatdsat azonos kolonnén vizsgalva
megallapitottam, hogy a tanulmanyozott komponensek altalaban azonos kromatografias
sajatsagokkal birtak, ezért a szelektor térszerkezete hatdrozza meg a kromatografias
viselkedést. Minden kolonna esetén a hémérséklet novelés hatasara a szelektivitas értékek
csokkentek, mikozben a visszatartas, a ZWIX(+) kolonnan csokkent, a tobbi allofazis
hasznalatakor pedig novekedett.

A HPLC-s adatokkal ellentétben megallapitottam, hogy az SFC technika hasznalatakor a
szelektor térszerkezetétdl fliggetleniil a mozgdfazis slirlisége hatarozza meg a visszatartas
alakulasat. Nagy stirtiségii eluenst alkalmazva a visszatartas mindig csokkent a hdmérséklet

novelés hatasara, mig kis slirliségli eluens hasznélatakor a visszatartas novekedett. Az SFC
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technika esetén, a HPLC-hez hasonloan, a homérséklet emelés hatasara a szelektivitas
minden alkalommal csokkent.

A van’t Hoff egyenlet segitségével kiszamoltam a kiralis elvalasztast jellemz0 latszolagos
termodinamikai paramétereket. Ezek alapjan a homérséklet-valtoztatas hatasara a kiralis
felismerés mechanizmusaban nem tortént valtozas és mindkét technikanal kizardlag

entalpiavezérelt elvalasztas volt megfigyelhetd.

Meghataroztam a poliszacharid alapu kolonnak alkalmazasakor a hoémérséklet-
valtoztatas elvalasztasra gyakorolt hatasat.

A poliszacharid alapu allofazisok hasznalatakor, a HPLC és az SFC technikanal egyarant,
minden alkalommal csokkent a vizsgalt komponensek visszatartasa a hdmérséklet novelés
hatsara. A szelektivitdas HPLC esetén mindig, az SFC technikat haszndlva altalaban
ellentétesen valtozott a homérséklettel. A van’t Hoff egyenlet segitségével kiszamolt
latszolagos termodinamikai paraméterek alapjan a hémérséklet ndvelés hatdsara csokkend
szelektivitas entalpiavezérelt elvalasztasra jellemz6. Az SFC technika esetén megfigyelhetd
hémérséklettel parhuzamosan valtozo szelektivitas értékek entropiavezérelt elvalasztasokat
jellemeznek. Ezek alapjan megallapithato, hogy a kiralis felismerésért felelés kot6helyek
kornyezetére jelentds hatast gyakorolhat a folyékony szén-dioxid. A hdmérséklet-valtoztatas
hatasara az elvalasztas mechanizmusa egyik modszernél sem valtozott.

Méréseim alapjan kijelenthetd, hogy a HPLC és SFC moddszerek egymast kiegészitd

technikaként jol hasznalhatok kiralis vegyiiletek enantioszelektiv elvalasztasara.
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7. SUMMARY

During my work | investigated the separation performance of chiral columns with diverse
operating principle by separating the stereoisomers of biologically and pharmaceutically
important compounds. | studied the chiral recognition mechanism by systematically
changing the chromatographic conditions of high-performance liquid chromatography
(HPLC) and Supercritical fluid chromatography (SFC).

By using cinchona alkaloid-based selectors I investigated the effect of the mobile phase
composition on chiral separation.

| determined the composition limits of the widely used polar-ionic MeOH/MeCN eluent
system in case of HPLC and cinchona alkaloid-based stationary phases. The eluent should
contain at least 20 v% and at most 80 v% MeOH to provide practically useful chiral
separation. It was determined that a decrease in MeOH content in the mobile phase resulted
in increased retention times for all the investigated compounds on every ion-exchanger
stationary phase. Substitution of the HPLC mobile phase’s MeCN content with a similarly
aprotic THF did not increase the separation performance.

By separating basic and amphoteric compounds with monoionic and zwitterionic
stationary phases the presence of the double ion pairing interaction on zwitterionic stationary
phases was established. This interaction leads to a significant increase in retention for both
HPLC and SFC methods. By comparing HPLC and SFC separations it was determined that
the decrease of MeOH content lead to stronger non-enantioselective interactions for SFC,
hence the measured compounds had outstanding retention. However, the enantiomer

recognition ability of the two methods did not differ notably from each other.

By using polysaccharide-based selectors | explored the effect of the mobile phase
composition on chiral separation.

I have examined the effects of the nature and amount of alcohol found in the eluent while
using modified polysaccharide-based stationary phases and normal-phase HPLC method. It
was established, that the increase of the alcohol’s carbon chain length (EtOH, 1-PrOH,
BuOH) resulted in a slight decrease of retention, however the selectivity and resolution
values have changed mostly unsystematically. Decrease of the mobile phase’s alcohol
content has caused the increase of the retention and the resolution, what is more, reducing
the number of chlorine substituents on the selector has also enhanced the retention.

The effects of the nature of alcohol on the chromatographic behaviour differed under SFC
conditions from the HPLC results. However, reducing the number of the polar chlorine
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substituents on the selector has increased the retention under these conditions too. According
to the comparison of the alkyl-amine additives in the SFC eluent, the nature of base additives
did not affect the properties of the separation. Decreasing the alcohol content of the SFC
mobile phase resulted in a retention increase that was similar to the HPLC mode, however,
in contrast with the HPLC results, the resolution was dependant on the structure of the
selector.

I reviewed the effect of the ionic modifiers added to the HPLC and SFC mobile phases
using cinchona alkaloid-based columns.

For the separation of chiral compounds on cinchona alkaloid-based ion-exchanger
stationary phases, the concentration of ionic modifiers in the chromatographic system
defines the enantiomers’ retention. By investigating the amphoteric alanyl-tryptophan
dipeptide using the HPLC method it was verified that in order to use zwitterionic columns
for repeatable enantioselective separation, it is essential to add acidic and basic modifiers
simultaneously to the mobile phase.

By changing the concentration of the acidic and basic modifiers in the mobile phase the
chromatographic behaviour of the examined compounds can be described, either using the
HPLC or the SFC method with the stoichiometric displacement model irrespectively of the
structure of the compounds. It was established for both HPLC and SFC techniques that, in
case of using zwitterionic stationary phases, the retention of the amphoteric compounds

depends less on the added modifiers concentration than on the basic compounds’ retention.

By separating numerous compounds on cinchona alkaloid-based columns, |
investigated the correspondence between the compound’s structure and the
chromatographic parameters.

According to the HPLC chromatographic data of amphoteric dipeptides with diverse
structure and composition, in case of zwitterionic selectors, the environment of the N-
terminus of the dipeptide can markedly improve enantioselectivity, whether or not a chiral
centre is located nearby. In addition, it was observed that the increasing the aromaticity of
the sidechain or the substitution on the aromatic ring with functional groups close to the
dipeptide’s C-terminus can significantly increase the enantiomer recognition ability of the
stationary phase via H-bonding, z-z interactions or steric effects.

By separating dipeptide diastereomers the zwitterionic stationary phases scope of use was
expanded. Based on the comparison of the HPLC and SFC methods it was established that
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the selectivity and resolution values did not differ markedly from each other, therefore the
defining interactions of the chiral recognition are independent of the applied method.

I studied the relationship between the compound’s structure and the chromatographic
parameters using polysaccharide-based columns.

By investigating the HPLC and SFC methods it was determined that the structure of the
polysaccharide backbone or the nature and spatial position of the connected modifiers are
equally important in the chiral recognition process. The highly polar amphoteric indole
compounds do not have retention when using normal-phase HPLC methods, while they can
be successfully separated by using the SFC method. Hence the interactions responsible for
the chiral recognition differ depending on the chromatographic circumstances of the two
separation techniques.

Increasing the molecular volume of 1,2,3,4-tetrahydroquinoline based compounds lead to
increased retention. The observed retention growth was higher for HPLC than SFC, therefore
the retention is affected in varying degrees by molecular volume. Overall, the SFC technique
has resulted in successful separation more times than the HPLC methods, however, in many

cases baseline separation was also attainable by the use of HPLC methods.

I have examined the influence of temperature on the separation using cinchona
alkaloid-based stationary phases.

Examining the effect of temperature change on HPLC with identical column, | established
that the studied components generally had the same chromatographic properties; therefore,
the spatial structure of the selector determines the chromatographic behaviour. For each
column, the selectivity decreased and the retention increased with increasing temperature,
except for the ZWIX(+) column, where the retention decreased.

In contrast to the HPLC data, | found that during the use of the SFC method, the density
of the mobile phase determines the change of the retention, regardless of the spatial structure
of the selector. By using a high density eluent, the retention always decreased with increasing
temperature, while the use of a low density eluent increased retention. In case of the SFC
method, just like in case of using the HPLC, the selectivity decreased every time when
temperature was increased.

I calculated the apparent thermodynamic parameters of the chiral separation by using the
van’t Hoff equation. According to these data, the change of the temperature did not cause
any change in the chiral recognition process and a solely enthalpy-driven resolution could

be observed during both techniques.
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I determined the effect of change in temperature on the separation using
polysaccharide-based columns.

For both HPLC and SFC methods, on every occasion the retention of the investigated
compounds decreased with the increase in temperature using polysaccharide-based
stationary phases. Selectivity changed inversely with temperature every time while using the
HPLC method, and it usually changed during the use of SFC method as well. According to
the apparent thermodynamic parameters calculated by the van’t Hoff equation, the
decreasing selectivity with increasing temperature is a characteristic of enthalpy-driven
separation. In case of the SFC technique, the selectivity values varying in parallel with
temperature is a characteristic of entropy-driven separation. According to these observations,
the liquid carbon-dioxide can have a significant impact on the environment of the binding
sites responsible for the chiral recognition. The mechanism of the separation did not change
for either method as a result of the temperature change.

According to my measurements it can be stated, that the HPLC and SFC methods can be
used successfully as complementary techniques for the enantioseparation of chiral

compounds.
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F1 abra A kromatografias paraméterek valtozasa kinidin alapu allofazisok esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(-) és QD-AX; mozgofazis, ZWIX(-) esetén MeOH/MeCN
(70/30, 60/40, 50/50, 40/60 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM), QD-AX esetén MeOH/MeCN (50/50, 40/60,
30/70 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc’?; detektalas, 230 nm; hémérséklet,
25 °C.
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Ni/m | N2/m | No/m | N2/m | No/m | N2/m | Na/m | N2/m | Na/m | N2/m
ZWIX(+)

MeOHIMECN o 1 16
70/30 17813 | 14773 | 19893 | 14093 | 19133 | 17700 | 22913 | 19800 | 14647 | 13867
60/40 18300 | 15547 | 22222 | 16239 | 17587 | 14596 | 19364 | 13286 | 21369 | 17123
50/50 19140 | 14880 | 23207 | 17407 | 15447 | 12640 | 17993 | 10367 | 22707 | 13873
40/60 10653 | 8087 | 26147 | 18114 | 10400 | 7533 | 8253 | 7427 | 19447 | 12547

ZWIX(-)
70/30 16513 | 12927 | 24147 | 14947 | 7367 | 6080 | 21047 | 16000 | 11427 | 10220
60/40 19020 | 12707 | 26117 | 12947 | 12387 | 9393 | 21563 | 15812 | 8987 | 6593
50/50 24267 | 14680 | 30560 | 13133 | 12680 | 10320 | 18498 | 15104 | 9900 | 7920
40/60 28053 | 18143 | 29060 | 13678 | 18727 | 9627 | 13080 | 12453 | 11367 | 8253
QN-AX
50/50 20713 | 14380 | 13007 - 22440 | 21213 | 24907 | 9940 | 12187 | 10147
40/60 21691 | 17360 | 11487 - 27800 | 23145 | 23118 | 21093 | 18540 | 16258
30/70 14920 | 9173 | 11227 - 29780 | 26400 | 18807 | 16327 | 22320 | 15607
QD-AX
50/50 17727 | 14593 | 17320 | 11700 | 27293 | 25473 | 16540 | 15620 | 17907 | 15400
40/60 15780 | 13413 | 14360 | 13620 | 26873 | 21920 | 12560 | 10767 | 11633 | 16253
30/70 12867 | 9493 | 9740 - 9327 | 7647 | 9660 | 9220 | 17820 | 14360

F1 tablazat Az elméleti tanyérszamok valtozasa a MeOH/MeCN mozgofazis Gsszetétel

fliggvényében cinkona alkaloid alapu allofazisok esetén

Kromatografias kortilmények: kolonna, ZWIX(+), ZWIX(-), QN-AX és QD-AX; mozgofazis, ZWIX(+) és
ZWIX(-) esetén MeOH/MeCN (70/30, 60/40, 50/50, 40/60 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM), QN-AX és
QD-AX esetén MeOH/MeCN (50/50, 40/60, 30/70 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM); aramlasi sebesség,
0,6 ml perc?; detektalas, 230 nm; hdmérséklet, 25 °C.
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F2 abra A THF tartalom hatasa a kromatografias paraméterek valtozasara

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(-) és QD-AX; mozgofazis, ZWIX(-) esetén MeOH/THF (85/15,
70/30, 60/40, 50/50, 40/60 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM), QD-AX esetén MeOH/THF (70/30, 60/40,
50/50, 40/60 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc?; detektalas, 230 nm;
homérséklet, 25 °C.

103



Ni/m | N2/m | No/m | N2/m | No/m | N2/m | Na/m | N2/m | Na/m | N2/m
ZWIX(+)

MEOHITHE S 1 16
85/15 27160 | 18960 | 24300 | 20169 | 30333 | 21767 | 30680 | 21433 | 21317 | 9860
70/30 27880 | 18713 | 25691 | 22169 | 27880 | 18713 | 20007 | 15353 | 18933 | 11861
60/40 25027 | 17644 | 22207 | 20327 | 23560 | 16153 | 14073 | 9800 | 13733 | 9900
50/50 20780 | 10920 | 16873 | 13493 | 21720 | 15827 | 10087 | 8633 | 12227 | 8273
40/60 17900 | 9473 | 10040 | 6760 | 18340 | 12227 | 9813 | 7793 | 11440 | 6720

ZWIX(-)
85/15 12211 | 11293 | 16284 | 10522 | 16233 | 14113 | 15380 | 12927 | 12967 | 8213
70/30 12933 | 12540 | 16927 | 8467 | 15433 | 15100 | 13907 | 12947 | 13447 | 10307
60/40 13587 | 12511 | 16260 | 8100 | 15364 | 14822 | 13127 | 12052 | 15691 | 12420
50/50 12933 | 12540 | 13393 | 8453 | 16234 | 16647 | 11391 | 10900 | 15120 | 13860
40/60 12147 | 8340 | 13447 | 7593 | 15787 | 15387 | 10847 | 9453 | 12107 | 10211
QN-AX
60/40 12140 | 10253 | 5420 | 4160 | 8113 | 7553 | 19880 | 9107 | 7547 | 4113
50/50 8207 | 6540 | 4340 | 2793 | 7933 | 5607 | 17260 | 9473 | 10568 | 8561
40/60 7827 | 5573 | 3540 - 5447 | 3593 | 16480 | 8233 | 9267 | 7207
30/70 4633 - 3527 - 4207 - 12100 | 5593 | 6213 | 4180
QD-AX
60/40 14581 | 13793 | 7913 | 7673 | 9947 | 8673 | 13053 | 9900 | 13527 | 13387
50/50 12553 | 10927 | 6927 | 5420 | 9287 | 7880 | 11500 | 6553 | 13293 | 9540
40/60 7080 | 5380 | 4020 - 6193 | 5247 | 8593 | 7560 | 11300 | 7260
30/70 6207 - 3227 - 6820 | 5407 | 7580 | 5393 | 11553 | 6793

F2 tablazat Az elméleti tanyérszamok valtozdsa a MeOH/THF mozgofazis Osszetétel

fliggvényében cinkona alkaloid alapt allofazisok esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+), ZWIX(-), QN-AX és QD-AX; mozgofazis, ZWIX(+) és
ZWIX(-) esetén MeOH/THF (85/15, 70/30, 60/40, 50/50, 40/60 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM), QN-AX
és QD-AX esetén MeOH/THF (70/30, 60/40, 50/50, 40/60 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM); aramlasi
sebesség, 0,6 ml perc!; detektalas, 230 nm, hémérséklet, 25 °C.
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k; o« /A B Rs

0- 0-
EtOH 1-PrOH2-PrOH BuOH t-BuOH EtOH 1-PrOH2-PrOH BuOH t-BuOH EtOH 1-PrOH2-PrOH BuOH t-BuOH

F3 abra Az alkohol anyagi mindségének hatasa a kromatografids paraméterekre a 21

vegyiilet esetén
Kromatografias koriilmények: kolonna, A, IB; mozgofazis, n-hexan/alkohol/DEA (70/30/0,1 v/viv); aramlasi

sebesség, 1,0 ml perc’?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet, szobahdmérséklet.

B 21 /A; O 21 /E; I 21 1G

5-

3 8 -
6

24
44

1
2

0- 0-

MeOH EtOH 1-PrOH 2-PrOH MeOH EtOH 1-PrOH 2-PrOH MeOH EtOH 1-PrOH 2-PrOH

F4 abra Az SFC mozgofazist alkoto alkohol anyagi mindségének hatasa az elvalasztasra
Kromatografias korillmények: kolonna, IA, IE, 1G; mozgofazis, MeOH/CO; (50/50 v/v) és DEA (20 mM);

aramlési sebesség, 2,0 ml perc; detektalas, 215-250 nm; hdmérséklet, 40 °C, ellennyomas 150 bar.
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B <; BN - B R
IE 12 - IG

2,5- ]
- 10 -
2,0 ]
] 8
1,5- 1
_ 6
1.0 4]
0,5 2]
0,0 0-
EA DEA TEADEOA EA DEA TEA DEOA EA DEA TEA DEOA

F5 abra Az SFC mozgofazishoz adott alkil-aminok anyagi mindségének hatasa az

elvalasztasra 23 vegylilet esetén
Kromatografias koriilmények: kolonna, IA, IE, IG; mozgofazis, MeOH/CO- (50/50 v/v) és EA vagy DEA vagy
TEA vagy DEOA (20 mM); aramlési sebesség, 2,0 ml perc?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet, 40 °C,

ellennyomads 150 bar.

ZWIX(-)

A B C D
127ty t ty ty
0 mM DEA 3 25 mM DEA 0 mM DEA 25 mM DEA
104 0 mM FA 0 mM FA 0,8 25 mM FA 0,61 50 mM FA
0,8 06
2 0,4
2 0,61 2 =) =}
< < < 04 <
0,4
1 0,2
0,21 —Jt 02
O,O—JM 0. L 0.0 00 m
0 2 4 6 8 10 12 0o 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 5 10 15
1dé (perc) 1dé (perc) 1dé (perc) 1dé (perc)

F6 abra A mozgo6fazishoz adott sav, illetve bazis hatdsa az elvalasztasra
Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(-); mozgofazis, MeOH/MeCN (50/50 v/v) és DEA (0 vagy 25
mM) és FA (0 vagy 25 vagy 50 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc?; detektélas, 221-280 nm; hémérséklet,
25 °C.
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0,8- ZWIX(+):

2DD y =-0,276*x+0,916
6D y=-0,314*x+1,294
9DD y =-0,310*x+1,037
11DDy =-0,327*x+1,196
16DD y =-0,291*x+0,847

nd o

0,4-
x‘."-l
2

0,0 QN-AX:

2DD y = -0,343*x+0,653
6D y=-0,197*x+0,265
9DD y = -0,365*x+0,702
11DD y = -0,370*x+0,754
/s 16DDy =-0,465*x+0,587

10 12 14 16 18 20 22 24
Ig €y (MM)

F7 abra Az eluenshez adott sav és bazis mennyiségének hatasa az elvalasztasra

0,4-

W

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+) és QN-AX; mozgofazis, MeOH/MeCN (50/50 viv) és
DEA/FA (6,25/12,5, 12,5/25, 25/50, 50/100 és 100/200 (mM/mM)); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc?;
detektalas, 221-280 nm; homérséklet, 25 °C.

ZWIX(+)
O 17 SFCy=-0,592x +2,072 A 18 SFCy = -0,349x + 2,021
R?=0,998 R2= 0,995
2,0 1 O 17 HPLCy=-0,509x + 0,966 A 18 HPLCy =-0,330x + 0,944
R%=0,966 R%=0,939
1,6 -
kh 1'2 .
>
0,8 -
0
N ;\.\\A\
T T T T T
0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8

19 ¢ pea) (MM)
F8 abra Az SFC ¢s a HPLC mozgo6fazishoz adott sav és bazis hatdsanak 6sszehasonlitasa
Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+); mozgofazis, MeOH/MeCN (30/70 v/v) és DEA/FA (7,5/15,
15/30, 30/60 és 60/120 (MM/mM)) vagy MeOH/CO (30/70 viv) és DEA/FA (7,5/15, 15/30, 30/60 és 60/120

(mM/mM)); dramlasi sebesség, HPLC, 0,6 ml perc?, SFC 2 ml perc?; detektalas 221-280 nm; hémérséklet,
HPLC 25 °C, SFC 40 °C.
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Vegyiilet k1 a Rs Eliiciés K1 a Rs Eliicios
ZWIX(+) sorrend ZWIX(-) sorrend
1 1,92 1,19 1,60 DD<LL 1,30 1,62 3,47 LL <DD
1 1,82 1,09 0,80 DL<LD 1,35 1,00 0,00 -
2 2,24 1,18 1,53 DD<LL 3,28 1,34 2,19 LL<DD
3 2,10 1,00 0,00 - 1,37 1,00 0,00 -
4 1,78 1,20 1,79 DD<LL 1,24 1,44 1,91 LL<DD
4 1,69 1,12 0,97 DL<LD 1,26 1,00 0,00 -
5 2,01 1,15 1,17 DD<LL 1,38 1,43 2,38 LL<DD
6 4,96 1,68 4,47 D<L 5,64 1,41 2,92 L<D
7 0,10 1,00 0,00 - 0,10 1,00 0,00 -
8 1,19 1,08 0,48 DD<LL 0,88 1,46 1,43 LL<DD
9 1,90 1,34 2,79 DD<LL 1,24 1,67 2,82 LL <DD
10 2,55 1,44 3,75 DD<LL 2,00 1,97 4,84 LL<DD
11 2,62 2,85 8,00 DD<LL 1,53 2,52 7,00 LL<DD
12 3,03 1,00 0,00 - 1,98 1,20 0,65 L<D
13 2,59 1,44 3,79 D<L 2,34 1,29 2,24 L<D
14 1,65 2,72 4,47 DD<LL 1,22 2,05 3,69 LL<DD
14 1,90 1,51 2,84 DL<LD 1,35 1,08 0,40 LD <DL
15 1,70 1,69 4,18 DD<LL 2,23 1,39 3,20 LL<DD
16 1,25 1,46 2,96 DD<LL 1,15 1,41 1,91 LL<DD
16 1,01 1,04 0,32 DL<LD 0,66 1,24 1,05 DL<LD
QN-AX QD-AX
1 0,46 1,25 0,63 DD<LL 0,34 1,51 0,63 LL <DD
1 0,45 1,00 0,00 - 0,39 1,00 0,00 -
2 0,78 1,57 1,93 DD<LL 0,59 1,75 2,63 LL<DD
3 0,13 1,00 0,00 - 0,17 1,00 0,00 -
4 0,57 1,50 1,31 DD<LL 0,43 1,74 1,82 LL<DD
4 0,43 1,20 0,33 LD <DL 0,38 1,26 0,58 DL<LD
5 0,54 1,31 0,75 DD<LL 0,39 1,56 1,19 LL<DD
6 0,62 1,16 0,39 D<L 0,52 1,30 0,80 L<D
7 * - - - * - - -
8 * - - - * - - -
9 0,53 1,62 1,56 DD<LL 0,39 1,78 1,74 LL<DD
10 0,93 1,27 1,33 DD<LL 0,79 1,39 1,67 LL<DD
11 0,60 2,08 3,33 DD<LL 0,46 2,16 3,58 LL <DD
12 0,66 1,29 0,60 D<L 0,51 1,42 0,92 L<D
13 0,43 1,36 1,18 D<L 0,41 1,37 0,94 L<D
14 0,55 1,84 1,43 DD<LL 0,38 2,67 3,50 LL<DD
14 1,98 1,00 0,00 - 1,58 1,00 0,00 -
15 0,30 1,00 0,00 - 0,22 2,35 1,12 LL <DD
16 0,24 2,61 1,73 DD<LL 0,15 3,74 2,60 LL<DD
16 0,28 1,00 0,00 - 0,20 1,00 0,00 -

F3 tablazat Biologiailag aktiv dipeptidek kromatografids paraméterei €s az enantiomerek
eltciods sorrendje cinkona alkaloid alapu allofazisokon MeOH/THF eluens esetén
Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+), ZWIX(-), QN-AX, QD-AX; mozgdfazis, MeOH/THF (70/30
vIv) és DEA (25 mM) és FA (50 mM); aramlési sebesség, 0,6 ml perct; detektalas, 221-280 nm; hémérséklet,
25 °C, * holtidé elo6tti elacio.
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Vegyiilet N1 m? N> m* N1 m* N> m* N1 m? N, m? N1 m? N> m*
MeOH/MeCN MeOH/THF MeOH/MeCN MeOH/THF
ZWIX(+) ZWIX(-)
1 12067 6113 35027 26427 7513 4793 13547 7493
1 10847 5673 25427 20920 5547 3407 8347 -
2 19140 14880 27880 18713 24267 14680 12933 12540
3 27427 20493 17333 - 21787 - 7920 -
4 20553 17280 29860 29213 17413 12220 12027 11533
4 13813 10760 29987 23647 25447 19087 13367 -
5 11667 - 34847 19880 11027 10320 13093 12740
6 23207 17407 29460 26780 30560 13133 16927 8467
7 6113 - 8093 - 3880 - 7040 -
8 11313 - 8793 7487 5433 4467 8953 8493
9 15447 12640 28400 20120 12680 10320 15433 15100
10 8320 5607 30833 29120 7380 6940 16860 16340
11 17993 16727 20007 15353 23807 21987 13907 12947
12 6440 - 9993 - 6673 5447 5733 5347
13 28593 23840 23367 20720 16560 16367 23547 15793
14 12347 11487 25380 20187 11693 10487 16193 11660
14 10000 8987 12173 10820 12447 7500 7513 5393
15 14760 12473 21407 17520 17533 13140 27067 21333
16 22707 13873 18933 18167 9900 7920 13447 10307
16 12140 7820 17193 10740 13280 6833 21040 12853
QN-AX QD-AX
1 11220 - 26573 8960 23560 16907 23113 9460
1 6387 - 4773 - 5413 - 6720 -
2 20713 14380 12140 10253 17727 14593 19927 13793
3 2893 - 6253 - 1940 - 4893 -
4 22747 11200 10340 6387 28087 19500 10693 8980
4 3313 - 9420 4140 5240 - 8427 7707
5 37833 - 8993 7980 23567 21473 8053 6053
6 13007 - 5420 4160 17320 11700 7913 7673
7 - - - - - - - -
8 - - - - - - - -
9 22440 21213 8113 7553 27293 25473 9947 8673
10 30800 30393 17153 14687 27200 23867 16433 14027
11 24907 9940 19880 9107 16540 15620 13053 9900
12 26847 - 6073 4227 24127 19393 11987 8240
13 9393 8193 15340 13360 10140 7480 8040 7533
14 23800 12600 8160 5053 20467 9727 9807 8567
14 34133 - 35200 - 33000 - 34820 -
15 23507 - 15407 - 30480 24520 16940 10427
16 12187 10147 7547 4113 17907 15400 13527 13387
16 2753 - 5047 - 2793 - 5940 -

F4 tablazat Az elméleti tdnyérszam adatok attekintése MeOH/MeCN ¢és MeOH/THF

Osszetételli mozgodfazisok és cinkona alkaloid alapu allofazisok alkalmazasa esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+), ZWIX(-), QN-AX és QD-AX; mozgofazis, MeOH/MeCN
(50/50 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM), illetve MeOH/THF (70/30 v/v) és DEA (25 mM) és FA (50 mM);

aramlési sebesség, 0,6 ml perc; detektalas, 221-280 nm, hémérséklet, 25 °C.
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16 1A 15 E 15 IF
1,0 1,0 1,0
- £ -
0,5 0,5 0,5
0,0 0,0 0,0 1.5
Vegyclet 26 27 28 29 30 31 26 27 28 29 30 31 26 27 28 29 30 31 1D
Terogat(ad) F £ & & F ¥ FELEEE FEL ST F
1,0
B IC IG =3
1,5 15 1,6
0.5
0,0

= L . 2627 28 29 30 31 yegyilet
X a x D9 N A N5 2
F &S5 & v & Terfogat (A
0,5 0,5 0,5
Vegyilet | 26 27 28 29 30 31 26 27 28 2930 31 26 27 28 29 30 31
2 Ho> o~ A ~ > H o o~ AN 0 H oo o~ AN O
Térfogat (A%) & & & & ¢ ¥ FEE Y FEE W

F9 abra A molekulatérfogat és az els6ként eludlodd enantiomer retencids tényezdjének
kapcsolata SFC technika esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, IA, IB, IC, ID, IE, IF, IG; mozgdfazis, MeOH/CO; (50/50 v/v) és DEA
(20 mM); dramlasi sebesség, 2,0 ml perc’t; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet, 40 °C, ellennyomas 150 bar.
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Homérséklet (°C)
5°C 10 °C 20 °C 30°C 40 °C 50 °C

Vegyiilet ki, a, Rs

ZWIX(+)

ki 2,39 2,36 2,27 2,25 2,16 2,10

2 a 1,13 1,13 1,12 1,11 1,10 1,09
Rs 1,05 1,04 1,09 0,92 0,69 0,42

ki 5,00 4,87 4,67 4,52 4,36 4,23

6 a 1,54 1,51 1,46 1,41 1,36 1,32
Rs 5,41 5,18 4,94 4,00 3,89 3,46

ki 2,67 2,66 2,65 2,65 2,54 2,48

9 a 1,25 1,25 1,23 1,21 1,20 1,17
Rs 1,85 2,00 1,81 1,81 1,46 0,88

k1 3,51 3,51 3,39 3,36 3,26 3,04

11 a 2,57 2,48 2,29 2,13 1,98 1,86
Rs 9,29 9,17 8,59 7,37 5,64 3,20

ki 1,01 1,89 1,77 1,66 1,47 1,35

16 a 1,19 1,19 1,18 1,18 1,16 1,15
Rs 1,07 1,36 1,33 1,36 1,40 1,00

ZWIX(-)

ki 1,28 1,27 1,38 1,46 1,49 1,49

2 a 1,29 1,28 1,25 1,22 1,20 1,17
Rs 1,33 1,43 1,31 1,17 1,00 0,85

ki 3,84 3,94 4,17 4,39 4,53 4,64

6 a 1,53 1,51 1,47 1,43 1,39 1,36
Rs 3,12 3,20 3,45 3,80 3,36 3,56

ki 1,28 1,40 1,50 1,59 1,71 1,68

9 a 1,54 1,52 1,47 1,43 1,36 1,33
Rs 2,00 2,07 2,22 2,07 2,00 1,15

ki 1,61 1,73 1,86 1,98 2,05 2,06

11 a 217 2,12 2,00 1,89 1,78 1,68
Rs 4,87 4,96 4,87 4,78 3,46 2,14

ki 1,19 1,23 1,26 1,28 1,24 1,13

16 a 1,21 1,20 1,19 1,18 1,16 1,15
Rs 0,55 0,76 0,79 0,73 0,77 0,70

FS tablazat A kromatografids paraméterek valtozdsa a hdémérséklet-valtoztatas

rrrrr

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+), és ZWIX(-); mozgofazis, MeOH/MeCN (50/50 v/v) és DEA
(25 mM) és FA (50 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc?; detektalds, 221-280 nm; hémérséklet-tartomény, 5-
50 °C.
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Homérséklet (°C)
5°C 10 °C 20 °C 30°C 40 °C 50 °C

Vegyiilet ki, a, Rs

QN-AX
ki 0,96 0,99 0,99 1,02 0,97 0,85
2 a 1,58 1,54 1,47 1,38 1,35 1,34
Rs 2,86 2,86 2,60 1,65 1,36 1,07
k1 0,84 0,85 0,88 0,91 0,96 1,01
6 a 1,16 1,14 1,10 1,00 1,00 1,00
Rs 0,67 0,64 0,42 0,00 0,00 0,00
k1 0,95 0,98 1,03 1,12 1,23 1,33
9 a 1,50 1,47 1,38 1,24 1,09 0,98
Rs 2,26 2,15 2,10 1,70 0,70 0,50
k1 1,07 1,09 1,13 1,19 1,28 1,36
11 a 1,76 1,69 1,56 1,42 1,25 1,15
Rs 3,88 3,61 3,47 2,33 1,36 1,24
ki 0,38 0,44 0,51 0,55 0,64 0,72
16 a 3,31 2,81 2,24 2,07 1,50 1,35
Rs 4,57 3,11 248 2,45 1,33 1,17
QD-AX
k1 0,87 0,89 0,91 0,92 0,91 0,84
2 a 1,74 1,69 1,58 1,48 1,38 1,30
Rs 3,16 2,95 275 1,90 1,74 1,52
k1 0,83 0,83 0,84 0,83 0,81 0,79
6 a 1,26 1,25 1,21 1,18 1,15 1,11
Rs 1,21 1,12 0,88 0,47 0,52 0,23
k1 0,85 0,88 0,92 0,93 0,98 0,95
9 a 1,67 1,61 1,50 1,45 1,34 1,29
Rs 3,11 2,81 227 1,18 0,96 0,94
k1 1,00 1,04 1,09 1,10 1,09 1,11
11 a 1,96 1,84 1,66 1,51 1,42 1,32
Rs 4,20 3,89 3,63 2,50 225 2,08
k1 0,42 0,44 0,45 0,48 0,49 0,49
16 a 3,34 3,09 2,84 2,50 224 211
Rs 4,00 3,90 3,20 3,06 2,36 2,56

F6 tablazat A kromatografids paraméterek valtozdsa a hdémérséklet-valtoztatas

rrrrr

Kromatografias koriilmények: kolonna, QN-AX, és QD-AX; mozgofazis, MeOH/MeCN (50/50 v/v) és DEA
(25 mM) és FA (50 mM); daramlasi sebesség, 0,6 ml perc?; detektalas, 221-280 nm; hdmérséklet-tartomany, 5-
50 °C.
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Homérséklet (°C)
5°C 10 °C 20 °C 30°C 40 °C 50 °C

Vegyiilet ki, a, Rs

ZWIX(+)

ki 2,42 2,36 2,26 217 2,05 1,91

2 a 1,23 1,22 1,20 1,18 1,16 1,14
Rs 1,75 1,65 1,64 1,62 1,18 0,93

ki 5,85 5,58 5,09 4,62 4,28 3,96

6 a 1,59 1,55 1,49 1,41 1,36 1,31
Rs 5,00 4,67 4,62 4,11 3,58 2,95

ki 1,87 1,83 1,83 1,84 1,81 1,70

9 a 1,41 1,40 1,37 1,33 1,30 1,26
Rs 2,76 2,73 276 2,53 1,92 1,46

k1 2,45 2,44 248 2,46 241 231

11 a 3,19 3,15 2,89 2,66 2,44 2,23
Rs 9,88 9,56 9,56 9,29 8,33 4,86

ki 1,39 1,35 1,25 1,18 1,07 0,96

16 a 1,45 1,44 1,42 1,39 1,35 1,31
Rs 2,55 2,57 2,43 2,35 2,09 2,11

ZWIX(-)

ki 1,37 1,38 1,42 1,44 1,46 1,44

2 a 1,49 1,46 1,41 1,35 1,31 1,27
Rs 2,29 2,14 2,07 1,93 1,59 1,29

ki 5,76 5,52 5,35 5,17 4,95 4,76

6 a 1,62 1,58 1,52 1,45 1,40 1,35
Rs 4,95 3,02 4,60 4,20 3,29 3,14

ki 1,01 1,05 1,11 1,17 1,23 1,25

9 a 1,84 1,81 1,73 1,64 1,56 1,48
Rs 3,08 3,04 2,85 2,85 2,69 2,14

ki 1,30 1,30 1,39 1,47 1,54 1,58

11 a 2,85 2,73 2,54 2,35 2,18 2,00
Rs 6,00 6,57 6,48 6,60 5,39 3,76

ki 0,99 0,98 0,97 0,98 0,95 0,90

16 a 1,56 1,54 1,50 1,45 1,40 1,35
Rs 1,94 1,76 1,86 1,79 2,12 1,54

F7 tablazat A kromatografids paraméterek valtozasa a homérséklet-valtoztatas

rrrrr

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+) és ZWIX(-); mozgofazis, MeOH/THF (70/30 v/v) és DEA
(25 mM) és FA (50 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc?; detektalas, 221-280 nm; hémérséklet-tartomény, 5-
50 °C.
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Homérséklet (°C)
5°C 10 °C 20 °C 30°C 40 °C 50 °C

Vegyiilet ki, a, Rs

QN-AX
ki 0,76 0,74 0,72 0,70 0,63 0,61
2 a 1,70 1,67 1,61 1,56 1,50 1,41
Rs 2,24 2,18 1,85 1,31 0,73 0,56
k1 0,61 0,60 0,57 0,53 0,50 0,47
6 a 1,25 1,21 1,17 1,13 1,00 1,00
Rs 0,62 0,51 0,40 0,27 0,00 0,00
k1 0,49 0,49 0,50 0,51 0,51 0,51
9 a 1,88 1,87 1,69 1,53 1,41 1,31
Rs 2,11 2,06 1,36 1,03 0,67 0,38
k1 0,56 0,57 0,58 0,60 0,61 0,62
11 a 247 2,33 2,09 1,89 1,63 1,45
Rs 3,88 3,90 2,01 2,17 0,94 0,81
ki 0,20 0,21 0,21 0,22 0,22 0,22
16 a 3,46 3,14 2,89 257 2,24 1,01
Rs 2,24 2,17 1,90 1,84 1,42 1,00
QD-AX
k1 0,62 0,61 0,59 0,57 0,57 0,54
2 a 1,87 1,83 1,75 1,65 1,58 1,50
Rs 2,67 2,38 2,32 1,58 0,87 0,63
k1 0,58 0,57 0,56 0,50 0,47 0,45
6 a 1,37 1,33 1,28 1,24 1,19 1,17
Rs 1,20 1,00 0,78 0,57 0,43 0,41
k1 0,40 0,41 0,42 0,44 0,48 0,50
9 a 2,13 2,05 1,80 1,58 1,38 1,28
Rs 2,61 2,15 1,64 1,15 0,54 0,35
k1 0,50 0,51 0,52 0,53 0,55 0,58
11 a 2,55 2,41 2,10 1,79 1,54 1,37
Rs 3,75 3,66 3,04 1,24 0,94 0,90
k1 0,16 0,16 0,18 0,19 0,20 0,22
16 a 5,15 4,23 3,53 2,95 2,46 1,95
Rs 4,17 2,31 2,30 2,00 1,41 1,20

F8 tablazat A kromatografids paraméterek valtozdsa a hdomérséklet-valtoztatas
Kromatografias koriilmények: kolonna, QN-AX, és QD-AX; mozgofazis, MeOH/THF (70/30 v/v) és DEA (25
mM) és FA (50 mM); dramlasi sebesség, 0,6 ml perc?; detektalas, 221-280 nm; hdmérséklet-tartoméany, 5-50
°C.
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Korrelacios

-A(AH®) -A(AS®) -TXA(AS®)208k  -A(AG®)298K

Vegyilet . 3/mol)  (I/(mol*K) k"e(fgg)iens (kdimol)  (kymol) @
ZWIX(+)
2 13 31 0,998 0.9 04 14
6 3.2 78 0,997 23 09 14
9 18 36 0,985 11 07 17
1 6,0 11,9 0,989 35 25 17
16 17 29 0,981 0.9 08 20
ZWIX()
2 27 6.5 0,999 19 08 14
6 3,1 7.0 0,999 21 10 15
9 36 7.9 0,993 24 12 15
1 5.8 12,0 0,996 36 22 16
16 24 48 0,990 14 10 17
QN-AX
2 3.0 6.2 0,981 18 12 17
g 29 8.6 0,988 26 03 11
9 6.4 17,5 0,989 5.2 12 12
1 8.9 243 0,991 7.2 17 12
16 9,6 23,9 0,983 71 25 14
QD-AX
2 3.7 8.1 0,996 24 13 15
6 27 7.0 0,991 21 06 13
9 8.9 25,5 0,994 76 13 12
1 10,6 30,3 0,997 9,0 16 12
16 15,2 412 0,992 12,3 20 12

F9 tablazat Termodinamikai paraméterek Cinkona alkaloid alapt allo6fazisok és MeOH/THF
mozgofazisrendszer alkalmazésa esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+), ZWIX(-), QN-AX és QD-AX; mozgédfazis, MeOH/THF
(70/30 viv) és DEA (25 mM) és FA (50 mM); aramlasi sebesség, 0,6 ml perc’’; detektalas, 221-280 nm;
hémérséklet-tartomany, 5-50 °C; R?, In a és 1/T fiiggvények korrelacids koefficiense. ** T = 5-30°C, Q =
A(AH 9/298 x A(AS9).
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Hoémérséklet (°C)

Vegyiilet ki, a, Rs

10 °C 20 °C 30 °C 40 °C 50 °C

1A
ki 2,09 2,03 1,83 1,67 1,56
21 a 1,11 1,10 1,10 1,11 1,10
Rs 0,50 0,57 0,55 0,76 0,74
ki 1,78 1,60 1,46 1,33 1,40
23 a 1,66 1,46 1,31 1,24 1,00
Rs 1,07 0,97 0,67 <0,2 0,00

1B
ki 2,65 2,32 2,05 1,85 1,66
21 a 1,21 1,22 1,22 1,22 1,22
Rs 0,78 0,93 1,17 1,13 1,25
ki 5,95 4,83 3,87 3,17 2,62
23 a 3,20 2,88 2,43 2,13 1,93
Rs 8,95 8,74 6,94 4,39 2,56

IC
ki 0,56 0,55 0,54 0,53 0,53
21 a 3,97 3,56 3,24 2,97 2,71
Rs 5,29 5,78 6,33 6,57 6,43
ki 0,66 0,62 0,59 0,56 0,46
23 a 1,77 1,68 1,59 1,48 1,00
Rs 1,36 0,71 1,03 0,73 0,00

ID
ki 0,92 0,87 0,81 0,74 0,70
21 a 3,83 3,35 2,97 2,70 2,43
Rs 5,32 6,26 7,53 6,96 7,40
k1 0,84 0,78 0,72 0,67 0,61
23 a 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Rs 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IE
k1 0,87 0,81 0,77 0,72 0,68
21 a 1,26 1,24 1,22 1,20 1,18
Rs 1,09 1,24 1,21 0,94 0,84
k1 0,92 0,84 0,75 0,69 0,69
23 a 1,93 1,85 1,75 1,65 1,00
Rs 1,49 1,14 1,60 0,80 0,00

IF
ki 1,10 1,06 0,97 0,94 0,93
21 a 1,58 1,50 1,43 1,37 1,30
Rs 1,87 1,89 1,83 1,89 1,68
ki 1,04 0,94 0,83 0,77 0,85
23 a 1,51 1,42 1,34 1,26 1,00
Rs 1,19 0,84 0,97 0,56 0,00

IG
k1 1,41 1,30 1,19 1,12 1,06
21 a 1,49 1,47 1,45 1,43 1,40
Rs 1,68 2,36 2,63 2,79 2,85
k1 1,02 0,96 0,89 0,85 0,79
23 a 2,20 2,01 1,83 1,67 1,54
Rs 3,05 2,70 1,83 131 2,33

F10 tablazat A kromatografias paraméterek valtozdsa a hdémérséklet-valtoztatds

fliggvényében poliszacharid alapu allofazisok esetén normal fazisu mozgotazist alkalmazva
Kromatografias koriilmények: kolonna, IA, 1B, IC, ID, IE, IF és IG; mozgéfazis, n-hexan/2-PrOH (70/30 v/v)
és DEA (0,1 v%); aramlasi sebesség, 1,0 ml perc’?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet-tartomany, 5-50 °C.
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Homérséklet (°C)

Vegyiilet  Eluens ki, a, Rs

20 °C 30 °C 40 °C 50 °C

ZWIX(+)
K1 15,47 15,13 14,50 13,96
17 a a 1,00 1,00 1,01 1,02
Rs 0,00 0,00 <0,2 <0,2
k1 33,20 31,26 29,65 28,47
18 a a 1,79 1,73 1,66 1,59
Rs 9,59 11,06 10,59 10,51
K1 3,98 4,06 4,17 4,27
26 b a 1,10 1,09 1,06 1,04
Rs 2,46 2,23 1,74 1,32
K1 4,11 4,22 4,37 4,49
27 b a 1,09 1,08 1,06 1,05
Rs 2,20 2,03 1,73 1,37

ZWIX(-)
K1 13,64 13,30 12,98 12,56
17 a a 1,35 1,33 1,31 1,29
Rs 4,75 4,70 4,77 4,74
k1 37,52 36,14 34,71 33,48
18 a a 1,62 1,60 1,56 1,49
Rs 8,61 9,25 9,66 9,03
k1 5,14 5,34 5,56 5,77
26 b a 1,12 1,11 1,10 1,08
Rs 2,45 2,55 2,47 2,02
K1 511 5,43 5,84 6,24
27 b o 1,16 1,15 1,13 1,12
Rs 3,36 3,43 3,26 2,76

F11 tablazat A kromatografidas paraméterek valtozdsa a homérséklet-valtoztatas

rrrrr

Kromatografias koriilmények: kolonna, ZWIX(+) és ZWIX(-); mozgofazis, a, CO/MeOH 70/30 (v/v) és DEA
(30 mM) és FA (60 mM), b, CO2/MeOH 95/5 (v/v) és DEA (30 mM) és FA (60 mM); aramlasi sebesség, 2,0
ml perct; detektalas, 215-250 nm; hdmérséklet-tartomany, 20-50 °C; ellennyomas, 150 bar.
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Homérséklet (°C)

Vegyiilet ki, a, Rs

20 °C 30 °C 40 °C 50 °C
1A

K1 0,48 0,41 0,36 0,32

17 a 1,18 1,19 1,19 1,20
Rs 0,85 1,08 0,94 1,09

K1 1,06 0,88 0,76 0,68

18 a 1,96 1,66 1,38 1,10
Rs 4,05 4,21 3,2 1,03

K1 0,38 0,34 0,31 0,29

19 a 1,00 1,00 1,00 1,00
Rs 0,00 0,00 0,00 0,00

K1 1,14 0,95 0,82 0,73

20 a 6,29 4,21 2,71 1,59
Rs 9,13 10,34 9,53 3,18

K1 0,69 0,65 0,64 0,61

21 a 1,42 1,37 1,31 1,24
Rs 1,29 1,55 1,71 1,33

K1 1,35 1,17 1,01 0,94

22 a 1,81 1,50 1,26 1,00
Rs 1,73 1,99 1,75 0,00

K1 0,73 0,58 0,47 0,36

26 a 1,24 1,22 1,21 1,20
Rs 3,11 2,78 2,38 1,84

k1 0,98 0,80 0,66 0,52

27 a 1,13 1,12 1,10 1,09
Rs 1,96 1,77 1,52 1,06

k1 1,06 0,85 0,68 0,53

28 a 1,29 1,25 1,23 1,20
Rs 4,04 3,68 3,16 2,33

k1 0,73 0,58 0,47 0,36

29 a 1,24 1,22 1,21 1,20
Rs 3,10 2,75 2,35 1,82

F12 tablazat A kromatografids paraméterek valtozdsa a hOmérséklet-valtoztatas

fiiggvényében poliszacharid alapu allofazisok és SFC technika alkalmazasa esetén
Kromatografias koriilmények: kolonna, 1A; mozgdfazis, CO./MeOH 50/50 (v/v) és DEA (20 mM); aramlasi
sebesség, 2,0 ml perc?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet-tartoméany, 20-50 °C; ellennyomas, 150 bar.
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Homérséklet (°C)

Vegyiilet ki, a, Rs

20 °C 30 °C 40 °C 50 °C
IB

K1 1,00 0,83 0,72 0,64

17 a 1,09 1,08 1,06 1,05
Rs 0,74 0,45 0,34 0,23

K1 2,33 1,98 1,63 1,40

18 a 1,04 1,00 1,00 1,00
Rs 0,23 0,00 0,00 0,00

K1 0,81 0,68 0,59 0,52

19 a 1,00 1,00 1,00 1,00
Rs 0,00 0,00 0,00 0,00

K1 1,87 1,55 1,30 1,12

20 a 1,29 1,25 1,20 1,16
Rs 1,90 2,26 1,95 1,63

K1 1,60 1,33 1,17 1,06

21 a 1,00 1,00 1,00 1,00
Rs 0,00 0,00 0,00 0,00

K1 2,88 2,35 1,98 1,71

22 a 1,11 1,14 1,16 1,19
Rs 0,64 1,03 1,40 1,59

K1 0,43 0,36 0,30 0,25

26 a 1,27 1,26 1,24 1,24
Rs 2,72 2,37 2,02 1,70

k1 0,48 0,42 0,35 0,29

27 a 1,25 1,24 1,23 1,22
Rs 2,72 2,43 2,09 1,79

k1 0,55 0,48 0,39 0,32

28 a 1,25 1,23 1,22 1,21
Rs 2,85 2,55 2,20 1,89

k1 0,42 0,37 0,30 0,25

29 a 1,27 1,26 1,24 1,24
Rs 2,69 2,34 2,02 1,66

F13 tablazat A kromatografids paraméterek valtozdsa a hOmérséklet-valtoztatas

fliggvényében poliszacharid alapu allofazisok és SFC technika alkalmazasa esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, 1B; mozgofazis, CO./MeOH 50/50 (v/v) és DEA (20 mM); aramlasi
sebesség, 2,0 ml perc?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet-tartoméany, 20-50 °C; ellennyomas, 150 bar.
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Homérséklet (°C)

Vegyiilet ki, a, Rs

20 °C 30 °C 40 °C 50 °C
IC

K1 0,34 0,31 0,29 0,27

17 a 1,00 1,00 1,00 1,00
Rs 0,00 0,00 0,00 0,00

K1 1,70 1,53 1,42 1,37

18 a 2,52 2,44 2,37 2,31
Rs 10,01 11,01 11,42 12,49

K1 0,30 0,27 0,25 0,23

19 a 1,00 1,00 1,00 1,00
Rs 0,00 0,00 0,00 0,00

K1 1,63 1,51 1,43 1,40

20 a 1,85 1,81 1,77 1,74
Rs 6,31 6,73 7,12 7,47

K1 0,23 0,22 0,22 0,24

21 a 1,00 1,00 1,00 1,00
Rs 0,00 0,00 0,00 0,00

K1 1,36 1,27 1,23 1,22

22 a 2,41 2,34 2,28 2,22
Rs 6,80 7,78 8,51 9,27

K1 0,23 0,19 0,15 0,13

26 a 1,37 1,39 1,41 1,42
Rs 1,43 1,32 1,31 1,29

k1 0,29 0,24 0,22 0,19

27 a 1,26 1,24 1,23 1,22
Rs 1,23 1,14 0,82 0,65

k1 0,35 0,30 0,26 0,23

28 a 1,39 1,38 1,36 1,35
Rs 2,72 2,53 2,36 2,17

k1 0,23 0,19 0,16 0,13

29 a 1,37 1,39 1,40 1,42
Rs 1,44 1,48 1,38 1,35

F14 tablazat A kromatografids paraméterek valtozdsa a homérséklet-valtoztatas

rrrrr

Kromatografias koriilmények: kolonna, I1C; mozgéfazis, COx/MeOH 50/50 (v/v) és DEA (20 mM); aramlasi
sebesség, 2,0 ml perc?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet-tartoméany, 20-50 °C; ellennyomas, 150 bar.
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Homérséklet (°C)

Vegyiilet ki, a, Rs

20 °C 30 °C 40 °C 50 °C
IE

K1 1,05 0,88 0,74 0,63

17 a 1,03 1,05 1,06 1,08
Rs 0,12 0,26 0,37 0,49

K1 3,55 2,95 2,47 2,13

18 a 1,21 1,20 1,19 1,19
Rs 1,78 2,09 2,41 2,46

K1 1,13 0,92 0,75 0,64

19 a 1,07 1,08 1,10 111
Rs 0,15 0,20 0,26 0,43

K1 4,08 3,53 3,05 2,69

20 a 1,36 1,32 1,27 1,24
Rs 2,71 2,96 2,88 2,83

K1 0,71 0,63 0,55 0,50

21 a 1,25 1,22 1,20 1,18
Rs 1,47 1,38 1,14 0,90

K1 2,62 2,30 2,01 1,80

22 a 1,79 1,72 1,64 1,58
Rs 4,76 4,85 5,09 4,99

K1 0,36 0,28 0,22 0,18

26 a 1,31 1,32 1,33 1,34
Rs 2,48 2,30 1,97 1,74

k1 0,37 0,31 0,25 0,21

27 a 1,28 1,30 1,31 1,32
Rs 2,10 2,14 2,11 1,96

k1 0,54 0,45 0,37 0,30

28 a 1,32 1,32 1,32 1,32
Rs 3,07 2,99 2,80 2,53

k1 0,36 0,28 0,22 0,17

29 a 1,31 1,32 1,33 1,34
Rs 2,50 2,25 1,97 1,72

F15 tablazat A kromatografids paraméterek valtozdsa a hOmérséklet-valtoztatas

fiiggvényében poliszacharid alapu allofazisok és SFC technika alkalmazasa esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, I1E; mozgdfazis, CO./MeOH 50/50 (v/v) és DEA (20 mM); aramlasi
sebesség, 2,0 ml perc?; detektalas, 215-250 nm; hémérséklet-tartoméany, 20-50 °C; ellennyomas, 150 bar.
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F10 abra Bézikus és amfolit indol analogok véalogatott kromatogramjai

Kromatografids koriilmények: kolonna, ZWIX(-) 18 esetén, IG 17, 19, 21 esetén, IC 20 és 22 esetén;
mozgo6fazis, CO/MeOH 70/30 (v/v) és DEA (30 mM) és FA (60 mM) 18 esetén, CO,/MeOH 50/50 (v/v) és
DEA (20 mM) 17, 20, 21 és 22 esetén, n-hexan/2-PrOH (80/20 v/v) és DEA (0,1 v%) 19 esetén; aramlasi
sebesség, 2,0 ml perc™ 17, 18, 20, 21 és 22 esetén, 1,0 ml perc? 19 esetén; detektalds 215-250 nm, hdmérséklet,
40 °C 17, 18, 20, 21 ¢és 22 esetén, szobahémérséklet 19 esetén; SFC ellennyomas 150 bar.
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F11 abra 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin és 1-naftol szarmazékok valogatott kromatogramjai

Kromatografias koriilmények: kolonna, 1G 23, 24, 25, 26, 28 és 30 esetén, IF 27 esetén, ID 29 esetén, IE 31
esetén; mozgofazis, CO./MeOH 50/50 (v/v) és DEA (20 mM) 23, 24, 25, 27, 28, 30 és 31 esetén, n-hexan/2-
PrOH (80/20 v/v) és DEA (0,1 v%) 26 és 29 esetén; aramlasi sebesség, 2,0 ml perc? 23, 24, 25, 27, 28, 30 és
31 esetén, 1,0 ml perc! 26 és 29 esetén; detektalas 215-250 nm, hdmérséklet, 40 °C 23, 24, 25, 27, 28, 30 és

31 esetén, szobahdmérséklet 26 és 29 esetén; SFC ellennyomas 150 bar.
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