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Az értekezésben hasznalt gyakori roviditések

2-PrOH: propan-2-ol

2-BuOH: butén-2-ol

AcOH: ecetsav

CD: ciklodextrin

DMP: dimetilfenilkarbamoil- f —ciklodextrin oszlop
EtOH: etanol

KAF: kirdlis 4l16fazis

Korona 1: koronaéter 4ll6fazis szabad szilanol csoportokkal
Korona 2: koronaéter 4ll6fazis szabad szilanol csoportok nélkiil (endcapped)
MeCN: acetonitril

MeOH: metanol

PIM: poléris-ionos méd

POM: poléris-szerves mod

PrOH: propan-1-ol

R: ristocetin A oszlop (Chirobiotic™ R)

T: teicoplanin oszlop (Chirobiotic™ T)

TAG: teicoplanin aglikon oszlop (Chirobiotic™ TAG)
t-BuOH: 2-metilpropan-2-ol

TEA: trietilamin

TEAA: trietil-ammoniumacetat

TFA: trifluorecetsav

V: vankomicin oszlop (ChirobioticTM V)

VAG: vankomicin aglikon oszlop (Chirobiotic™ VAG)



1. Bevezetés

1.1. A kiralitds és a kirdlis elvdlasztdsok jelentosége

A kiralitds és a hozza kapcsolddd jelenségek iranti érdeklédés az utébbi években
mind tudoményos, mind gazdasagi szempontbdl megsokszorozddott, elsdsorban a bioldgia,
az orvostudomdny, a gydgyszeripar, valamint a novényvéddszer-, élelmiszer- és
szinezékipar tamasztotta igényeknek koszonhetéen. Egy 2004-es tanulmidny az
engedélyezett kirdlis gyogyszerek szdzalékos megoszlasat vizsgalta 1983-2002 kozott. Az
eltelt 10 év alatt a racém hatéanyaggal rendelkezd Ujonnan engedélyezett gydgyszerek
szdma jelentdsen lecsokkent és a tiszta enantiomer formaban vald eld4llitas keriilt el6térbe
(1. Diagram). A tiszta enantiomert tartalmazé gyogyszerek piaci részesedése becslések
szerint az 1996 évi 27 %-r6l (74,4 milliard USA $) 2002-ben 39 %-ra nétt elérve a 151,9

milliard USA dollar bevételt [1].

Arany / %

Nem kiralisok

Tiszta enaniomerek
1983-1986 I Racematok

1987-1990
1991-1994

1995-1998 19992002
Periédus / év )

1. Diagram. Gyogyszerek hatéanyagdnak kiralitds szerinti eloszldsa 1983 és 2002 kozott

A bioldgiai és farmakoldgiai hatdsi anyagok nagy része Kkirdlis. Az emberi
szervezetben lejatszodd  fizikai és kémiai folyamatok sordn a  bejuttatott
gyogyszermolekula aszimmetrikus biolégiai makromolekuldkkal (fehérjék,
polinukleotidok, glikopeptidek) keriil kolcsonhatasba. Ez a kirdlis kornyezet képes
megkiilonboztetni az enantiomereket is. Az enantiomerek hatdstani tulajdonsagai, igymint
farmakodinamikai, farmakokinetikai, lebomlasi, fehérjékhez kotodési és mérgezési hatasuk
gyakran eltér6 [2]. Az alkalmazott terdpids hatasért felel6s enantiomer, az eutomer mellett

jelenlévé mdsik izomer, a disztomer csak idedlis esetben inaktiv [3]. Szdmos példa



bizonyitja, hogy a disztomer mutathat:

/ azonos farmakoldgiai hatdst, de nagyobb toxicitdst,

/ mids farmakolGgiai hatést vagy

/ antagonizmust.
Ennek kovetkezményeként a gydgyszerhatéanyag enantiomerek megkiilonboztetése €és
elvdlasztasa elengedhetetlen feladat. Napjainkban a jelentds piaci részesedéssel rendelkezd
gyogyszerek nagy része tiszta enantiomer formaban torzskonyvezett, ami a kiralis analitika

sziikségességére utal [4].

1.2. Célkitiizés

Munkam sordn célul thztikk ki folyadékkromatogrifidss moddszerek fejlesztését
kiilonb6z6 bioldgiai és gydgyszeripari szempontbdl fontos vegyiiletek elvdlasztisdra tj
fejlesztésu kiralis kolonndkon. Vizsgalni kivantuk:

a) aromds f-laktdm enantiomerek elvalasztdsit makrociklusos glikopeptid alapu

Chirobiotic T és Chirobiotic TAG kiralis all6fazisokon,

b) kondenzilt gylriis f-laktim és f-aminosav enantiomerek elvdlasztasat

makrociklusos glikopeptid (Chirobiotic T, TAG, V, VAG és R) és ciklodextrin

(Cyclobond DMP) oszlopokon,

¢) 3-arilszubsztitudlt, alifdss és aliciklusos ﬁ3 —aminosav  enantiomerek

folyadékkromatografias elvalasztisat (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav

szelektort tartalmazé koronaéter 4ll6f4zison,

d) alifds és aromds /J’Z—aminosav enantiomerek elvédlasztasat médositott koronaéter

allofazison.

Célul tiztiik ki, hogy kozvetlen kirdlis folyadékkromatogréfids elvalasztdsok sordn, a
vizsgdlt vegyiiletek és a kirdlis szelektorok szerkezetének ismeretében, a kromatografids
koriilmények véltoztatdsdval befolydsoljuk az elvélasztdst és a kromatografids paraméterek
valtozdsdnak nyomonkovetésével értelmezni kivintuk az eluens mindségének és
Osszetételének, a homérsékletnek és a vizsgdlt vegyiiletek szerkezetének hatdsat a kirdlis
megkiilonboztetési folyamatokra.

Tovabbi célunk kozott szerepelt Cooks kinetikai tomegspektrometrids modszer
alkalmazdsdval  aromads ﬁ3 -aminosav  enantiomerek  kirdlis = megkiilonboztetési

mechanizmusanak tanulméanyozdsa.



2. Irodalmi osszefoglalé

2.1. Kirdlis dllofazisok

Louis Pasteur 1848-ban fedezte fel, hogy a kristilyos racém natrium-
ammoéniumtartardt két enantiomorf alakbdl 4ll. Tiz évre rd irta le, hogy a
mikroorganizmusok sokkal gyorsabban bontjadk a (+)-ammoniumtartaratot szemben (-)-
enantiomerrel. Ez az attorés inditotta el a kirdlis vegyiiletek tanulmdnyozasiat és
elvdlasztasi technikdjuk fejlodését. Az enantiomer elvélasztdsi technikdk tobb csoportra
oszthatdk, ennek egy lehetséges, de nem teljes, felosztdsa a kdvetkezo:

/ az enantiomorf kristdlyok kézi elvdlasztdsa, diasztereomer kristalyositas,

/ komplex adduktum képzés optikailag aktiv gazda molekuldval,

/ kinetikai rezolvdlds enzimekkel,

/ kozvetett kromatografids modszerek: diasztereomerparok 1étrehozasaval majd
elvdlasztasaval,

/ kozvetlen kromatografids modszerek: kirdlis mozgofazis vagy mozgofazis
adalék, illetve kiralis allofazis alkalmazasa.

A két utébbi moédszer eltéré elvdlasztidsi mechanizmusokon alapuld technikakat
jelent, tgymint gazkromatografia (GC), folyadékkromatografia (HPLC), kapillaris
elektroforézis (CE), kapillaris elektrokromatografia, stb. Koziilik a GC és a HPLC
tekinthetd a legelterjedtebbnek.

Munkdm sordn kirdlis all6fazisokat alkalmaztam, ezért a kovetkezOkben a kdzvetlen
folyadékkromatografias médszereket ismertetem. Ennél a médszernél a minta kozvetleniil
vizsgdlhat6. Természetesen itt is lehetséges szdrmazékképzési reakcié alkalmazdsa, de
ebben az esetben a szdrmazékképzd dgens nem Kkirdlis, célja tovdbbi funkcidscsoportok
bevitele a vizsgidland6 molekuldba, novelve az all6fazissal kialakulé kolcsonhatdasok
szdmat és erdsségét illetve kromofor csoportok beépitésével csokkentve a detektélds alséd
hatdrat [5].

A harompontos, ,,three-point” illeszkedési modell a kirdlis felismerésnek talin a
legmegbizhatébb és legelterjedtebb szemléltetési médja, amely Easson [6] €s Dalgliesh [7]
nevéhez flizodik, megteremtve a kirdlis megkiilonboztetési folyamatok értelmezésének
alapjat. Dalgliesh [7] uttor6 munkdjaban kirdlis Phe-szarmazékok papirkromatografias
elvdlasztasait  tanulméanyozta, amelynek sordn feltételezte, hogy a  kirdlis

megkiilonbozetéshez legaldbb harom kolcsonhatds kialakuldsa sziikséges a vizsgalt



enantiomerek és az all6fazis kozott. Ezt a modellt tovabbi feltétellel bdvitette Pirkle és
Pochapsky [8], akik szerint a hdrom sziikséges kolcsonhatds koziil legaldbb egynek
sztereoszelektivnek kell lennie. Ebbdl a megfontoldsbdl a kirdlis allofazist kutatd és
fejlesztd szakemberek igyekeznek minél tobb kolcsonhatds kialakitdsdra alkalmas
szelektorokat 1étrehozni. A teljesség igénye nélkiil a leggyakrabban alkalmazott 4ll6fazis
tipusokat és a jellemz6 kolcsonhatasokat a 2.1. Tablazatban mutatom be.

2.1. Tablazat. Fontosabb kirdlis all6fazisok csoportositasa

) Meghatdrozo
Tipus Szelektor kb'lcfb’nhatdsok
makrociklusos antibiotikumok elektrosztatikus, H-hid, 77,
antibiotikumok hidroféb, sztérikus
koronaéterek makrociklusos poliéterek H-hid, komplex-képzés
ciklodextrinek zarvanykomplex-képzés,
oligoszacharidok celluloz-, H-hid, sztérikus, 77,
amiléz alapuiak Tyav-Todzis
fehérje alapiak fehérjék hidroféb, ionos, H-hid
ligandumcserés amlﬁgﬁ;jggon komplex képzés
Pirkle-tipust (,,brush”) m-elektron donor és TTL ToayTlpizis, dip6l-dip6l
7 akceptor csoportok T TRy TRaan
polimer-bazisiak szintetikus polimerek hidrofob, sztérikus, H-hid

Munkdm sordn hdrom &ll6fazis tipussal foglalkoztam, a kovetkezOkben ezek fontosabb

sajatossdgait és alkalmazdsait ismertetem.

2.1.1. Makrociklusos antibiotikum (glikopeptid) alapi kirdlis dllofazisok

1928-t6l, a penicillin felfedezése utdn, azt gondoltdk, hogy a fenyegetd fertdzéseket
kézben tudjak tartani. A penicillin rezisztens baktériumok megjelenése azonban
felgyorsitotta Gjabb antibiotikumok kutatdsat és bevezetését. Természetesen a ,.kard-pajzs”
folyamat napjainkban is tart, jelenleg a vankomicin csaldd tagjai képviselik a ,kard”
szerepét [9]. Baktériumolo tulajdonsdguk abban rejlik, hogy a Gramm(+) baktériumok
faldnak D-alanil-D-alanin termindlis részéhez kotédve gatoljdk a falépitd folyamatokat. A
mechanizmus ismeretében Armstrong és munkatdrsai arra gondoltak, hogy a vankomicin
sajatos kirdlisan irdnyitott kotddése aminosav enantiomerek elvdlasztdsidra nydjthat
lehet6séget. Hogy mennyire helyes volt ez a feltételezés, az a 1994-es Pittsburgh
Konferencian valt nyilvanvalova, ugyanis akkor mutattdk be el0szor a makrociklusos
glikopeptidek kirdlis szelektorként vald folyadékkromatografids alkalmazdsit normadl,

illetve forditott fazisi kromatografidss moddban [10]. Azonos oszlopon kiilénb6z6



kromatografids rendszerben eltérd szelektivitasi értékeket kaptak, amibdl mas-mads kiralis
felismerési folyamatra kovetkeztettek [11,12]. Ebben a témdban az elmilt években tobb
szdz kozlemény jelent meg. A makrociklusos antibiotikumok Osszetett szerkezetiik és
tobbféle funkcidscsoportjuk révén tobbféle kolcsonhatds kialakitdsdra képesek, tgymint
elektrosztatikus, hidroféb-hidroféb, 7~z H-hid, polaris kolcsonhatdsok, sztérikus gatlas,
igy alkalmazhatésdguk a vegyiiletek széles spektrumaét lefedi [13-15]. A kolcsonhatdsok
sokféleségébol kovetkezik, hogy multimodalis alléfazisként alkalmazhatdk, azaz normadl,
forditott fazisd, poldris-szerves (POM) illetve poldris-ionos (PIM) médban. A POM
mozgbfizisként nemvizes poldris szerves olddszer haszndlatit jelenti, PIM esetében a
nemvizes poldris szerves olddszerhez savas illetve bazisos karakterii médositét adagolunk.
[16]. Utébbi nagy jelentséggel bir ionizdlhaté kirdlis vegyiiletek elvalasztasandl, ami az
ionos kolcsonhatds meghatdrozé szerepével magyarazhato.

Makrociklusos antibiotikumok részletes felosztisa a 2.1. abran, fizikai-kémiai

jellemz6i a 2.2. Tablazatban taldlhatéak [17].

Makrociklusos antibiotikumok

Ansamicinek Glikopeptidek Polipetidek Aminofikozidok

Rifamicin B Rifamicin SV Avoparcin Teicoplanin Ristocetin =~ Vankomicin ~ Thiostrepton Kanamicin

teicoplanin A, ristocetin A vankomicin A streptomicin

istocetin B Vankomicin B fradiomicin

40,926 ristocetin an oEncm ! fradiomicin B

. MDL _63’24_6 norvanxomicin fradiomicin C
teicoplanin aglikon A35512B
derivatizalt teicoplaninok AB2846B
LY307599
LY333328

derivatizalt vankomicinek

2.1. abra
Makrociklusos glikopeptidek felosztdasa [17]

A 2.2. Tablazat tartalmazza a fontosabb fizikai-kémiai adatokat, igy a szelektorok
jellemzése sordn csak a fontosabb tulajdonsagokra térek ki és a makrociklusos
antibiotikumok koziil csak a makrociklusos glikopeptidek f6bb sajatossagait, alkalmazasait
mutatom be.

A természetes vankomicin (2.2. abra) Streptomyces orientalis baktérium daltal
termelt 18 kiralitds centrummal rendelkezd amfoter glikopeptid [18]. A természetes
vankomicin j6l oldédik vizben és kevésbé alkoholban, ez a tulajdonsdga poldris karakterére

utal.
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2.2. dbra
Vankomicin molekula szerkezete
Hérom makrociklusos részbdl épiil fel, amelyek a térben hdrom apolaris zsebszer(i format
hoznak létre, és egyiittesen egy kosdrszerkezetet képeznek. Ennek a szerkezetnek
tulajdonitjdk a kirdlis kolcsonhatdsban fontos szerepet betoltd hidroféb-hidroféb
kolcsonhatést, illetve a sztérikus hatdst, az utébbihoz hozzijarul a két cukoregység is. Az
aromds gylrit tartalmazdé vizsgdlandé vegyiilettel a 77 kotések kialakitdsaiért a
szelektorban taldlhat6 6t aromds gylri a felelds. A két klor szubsztituenst tartalmazd
aromds gylrii 7-savas jellegével jarul hozza a kirdlis felismeréshez. Az ionos kolcsonhatds
kialakitdsért a két primer amino-, egy szekunder amino- és egy karboxilcsoport a felelds
[11]. Nair és mtsai. [19] vankomicin és Cu" komplexének kirdlis megkiilonboztetési
mechanizmusit hasonlitottdk Ossze karbonsav és aminosav enantiomerek elvilasztisa
esetén CE mérésekkel. A réz(IDion a vankomicin N-metilleucin nitrogénjéhez és a
kornyezetében 1évé amid-nitrogének és karboxil oxigénhez koordinilédik. A Cu"
jelenlétében 1étrejovoé gytiris komplex akaddlyozza a szelektor és aminosav kozti
kolesonhatast €s igy a kirdlis felismerést. A cukorrész szabad aminocsoportja nem vesz

részt a koordinaciéban.



1l

2.2. Tablazat. Makrociklusos glikopeptidek fizikai-kémiai tulajdonsdgai [17]

Ansamicinek Glikopeptidek Polipeptidek
. . . . Rifamycin . Teicoplanin Teicoplanin Teicoplanin | Ristocetin .. .. .
Tulajdonsdgok Rifamycin B SV Avoparcin A A-40.926 aglicon A Vankomicin | Norvankomicin Thiostrepton
.. a= 1908 Bo=1732

Molekula tomeg 755 698 B=1942 1877 B,=1718 1197 2066 1449 1435 1665
Kiralitas Bo=19
centrumok szdma 0 0 32 23 B,=18 8 38 18 18 17
Mz/lkromklusok 1 1 3 4 4 4 4 3 3 2
szdma
Aromds gyiiriik 2 2 7 7 7 7 7 5 5 1
szdma
Monomer
cukorrészek 0 0 5 3 2 0 6 2 2 0
szdma
Hidroféb lanc 0 0 1 1 0 0 0 0 0
Hidroxilesoportok 4 5 16 15 1 7 21 9 9 5
szdma
Aminocsoportok 0 0 2 1 0 1 2 2 2 1
szdma
Sz?kunder aminok 0 0 1 1 2 0 0 1 1 1
szama
Amidocsoportok 1 1 6 7 6 6 6 7 7 1
szama
Ka}rboxﬂcsoportok 1 0 1 1 2 1 0 1 1 0
szdma
M?tostoportok 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
szdma
M?t0x1 észterek 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0
szama

PP Nocardia Nocardia Streptomyces | Actinoplanes | Actinoplanes TEZC.OP la‘mnbo Nocardia | Streptomyces Streptomyces Streptomyces
Eloééllitasa . . . . . . . . . szintetikus . . . . )

mediterranei | mediterranei candidus teicomyceticus | teicomyceticus iiton lurida orientalis orientalis azureus




Ezaltal nyilvanvaléva valt, hogy az elektrosztatikus kdlcsonhatés az anion jellegi molekula
és a szelektor protondlt aminocsoportja kézott a meghatirozo 1€pés a kirdlis elvalasztidsban
[19]. Dip6l-dipél és H-hid kolcsonhatds a mintdval az —OH és —Cl csoportok
kozremitkodésével johet 1étre.

A teicoplanin (2.3. abra) Actinoplanes teichomyceticus baktérium daltal termelt

makrociklusos glikopeptid [20].
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2.3. dbra
A teicoplanin A;-, molekula szerkezete

Hasonléan a vankomicinhez, itt is megtaldlhaté a kosar szerkezet, de itt négy makrociklus
alakitja ki. A 7 aromds gy(rii, amelyek koziil kettd egy-egy klor szubsztituenst tartalmaz a
-7 kotés illetve 75,4~ Mgy kOlcsonhatds kialakitasara alkalmas centrumok. A teicoplanin
ionos jellegéért egy karboxil- (pK~2,5) illetve primer aminocsoport (pK~9,2) a felelds. A
forditott fazisi kromatografids mérések idedlis pH tartomanydban pH=3,5-8,0 kozott a
molekula ikerionos dllapotban van.

Az ionos kolcsonhatds meghatdrozé szerepét a visszatartdsban o~aminosavak esetén
Berthod és mtsai. igazoltdk [21]. H,O/MeOH=60/40 eluensosszetételt alkalmazva, a
semleges kozegben anion jelleglh Asp (pK=3,9) és Glu (pK=4,3) esetében csekély, a kation
jellegli Lys, Arg és His esetén nagy visszatartast tapasztaltak. Az eluens pH-jat 3,80-ra
csokkentve az Asp és Glu ionos jellege megvaltozott, ami visszatartds ndvekedést
eredményezett. Ezen a pH-n az 4all6fazis karboxilcsoportjanak deprotondlédédsa is
visszaszorul, ami a kationos jellegi aminosavak esetén kisebb retenciés idot

eredményezett. A retencidés idé novekedését figyelték meg az craminosavak esetén az
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eluens viz tartalménak novelésével, amit a viz nagy dielektromos éllanddjaval és a
hidroféb-hidroféb kolcsonhatdsok kialakuldsdaval magyardztak [21]. Néhany esetben nagy
MeOH-tartalmi eluensben a MeOH-tartalom novelése retencids id6 ndvekedést
eredményezett. Armstrong metanolban gazdag eluensben ezt a nem forditott fazisu
viselkedést, amikor is a MeOH-tartalom novekedésével a visszatartds n0, a vizsgalt polaris
vegyiiletek csokkend oldhatdsdgaval magyardzta [14].

A 2.3. abran lathatd, hogy a teicoplanin A,-, vazahoz harom cukorrész kapcsolédik,
két D-glik6zamin és egy D-mannéz formdjaban. A hidroféb-hidroféb kolcsonhatas
kialakitasért felelds nonil-linc a D-gliik6zaminhoz kotédik. A cukorrész elvalasztiasban
betoltott szerepének tisztdzasdhoz a teicoplanin és a baktérium sejtfal kozti kdlcsonhatés
mdr ismert mechanizmusat hasznéltdk fel; a glikopeptid a baktérium sejtfal D-Ala-D-Ala
részhez kapcsolodik [22]. Ennek ismeretében Arriaga és mtsai. [23] meghatiroztdk a
teicoplanin acetil-D-Ala-D-Ala dipeptidhez valdé kotési energidjat. A kotési energia nativ
teicoplanin esetén 31,2 kJ/mol, mig a cukorrész nélkiili aglikon esetén 23,0 kJ/mol volt. Ez
arra utal, hogy az aglikon rész alapvetd, a cukorrész pedig tovabbi hozzdjarulést jelent a
kolcsonhatds kialakitdsdhoz. A cukorrész lehetséges hozzdjaruldsat a kirdlis felismerési
folyamathoz harom pontban lehet 6sszefoglalni:

/ sztérikusan gatolhatja a kosar belsejéhez val6 hozzajutést,

/ meggidtolhatja a lehetséges kolcsonhatés kialakitdséat az aglikon két fenolos és
egy alkoholos hidroxilcsoportjaval, amelyeken keresztill a harom cukorrész
kapcsolddik a nativ teicoplanin esetén,

/ a cukorrészen 1év6 alkoholos hidroxil-, éter- és amidcsoportok, valamint a
nonillanc tovabbi kolcsonhatési lehetdséget biztositanak a minta molekuldkkal
[24].

Az el6z6 felsorolasbdl kideriil, hogy a cukorrész nem minden esetben segiti a kirdlis
megkiilonboztetést.

Péter és mtsai. [25] kevésbé poldris o~ és f-aminosavak esetén a cukorrészek
arnyékold hatdsaként visszatartds csokkenést tapasztaltak, szemben Berthod és mtsai.
eredményeivel, akik poldris aminosavakat vizsgdlva a visszatartds novekedését figyelték
meg nativ teicoplanin szelektoron teicoplanin aglikonhoz viszonyitva [24]. A cukorrész
kiralis felismerésre gyakorolt hatdst vizsgdlva kevésbé polaris o~ és f-aminosavak esetén,
az altaluk szdmolt enantioszelektiv szabadenergia kiilonbség az aglikon és a nativ
teicoplanin kirdlis all6fazis kozott -84 és -1255 J mol! kozé esett, ami a cukorrész

kedvezdtlen hatdsat jelenti a kiralis elvalasztasban [25].
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A 38 kiralitds centrummal rendelkezd ristocetin A (2.4. abra) a Nocardia lurida
fermentdciés terméke. Az el6z6 makrociklusos glikopeptidekhez hasonléan itt is
megtaldlhaté az aglikon rész kosir szerkezete, amelyet négy makrociklus hoz Ilétre.
Jelentds kiilonbség, hogy szabad karboxilcsoport helyett metilésztercsoportot tartalmaz a
szelektor, ami a kationos jellegii vegyiiletekkel gyengébb kolcsonhatdst eredményezhet,
illetve a ristocetin A 21 darab hidroxilcsoportjdnak koszonhetéen a legpolarisabb szelektor,
amit a hidroféb lanc hidnya tovabb erOsit. Ekborg-Ott €s mtsai. [26] tobb mint 234
vegyiiletet vizsgaltak ristocetin A oszlopon kiilonb6z6 kromatografids médban (normaél,
forditott fazis, POM, PIM). Megallapitottik, hogy forditott fazisban a meghatarozé
kolcsonhatds az alléfazis protondlt aminocsoportjaval 1étrejovo elektrosztatikus és a
hidroféb zsebbel kialakulé hidroféb-hidroféb kolcsonhatds, jarulékos a H-hid illetve

sztérikus gatlo hatas.

g\ i [ COOCH3
HC /@j
HO
CH,OH
OH
OH OH
o | oH
OH
OH
2.4. abra

A ristocetin A molekula szerkezete

Normal fazisi médban a 7~ 7 és H-hid kolcsonhatdsok a meghatarozoéak, illetve a sztérikus
hatds az irdnyad6. POM-ban a normal moédhoz hasonlé kolcsonhatdsok 1épnek fel.
Acetonitrilt (MeCN) tartalmazé mozgéfazisban til nagy retencidés iddvel rendelkezd
vegyiiletek visszatartdsit a H-hid kotésre hajlamos MeOH hozzdadasaval sikeriilt
csokkenteni. Osszehasonlitva a normdl f4zisban és POM-ban vizsgalt vegyiileteket, azokat

sikeriilt az utébbiban elvalasztani, amelyek a kovetkezo funkcidscsoportok koziil legalabb
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egyet tartalmaztak:
/ szabad amino- vagy amidcsoport,
/ hidroxil-,
 fenil-,
/ benzoil-,
 naftil-,
/ karboxil és/vagy észtercsoport.

Az N-védett aminosavak enantiomerjeinél csak normal fazisban tapasztaltak
megfeleld szelektivitast, ott is csak abban az esetben, ha a szelektor aminocsoportja
protondlt allapotban volt az eluenshez hozzaadott ecetsav hatdsira, ami a retenciés ido
csokkentése mellett felbontds novekedést (talpszélesség csokkenés, elméleti tdnyérszam
(N) novekedés) is eredményezett.

Ugyanebben a cikkben [26] a vizsgdlt vegyiiletek nagy szdmdnak koszonhetden a
szerzOk oOsszehasonlitottdk a kiilonbdzd makrociklusos glikopeptid alapi élléfazisokon
mért azonos vegyiiletek kromatografids adatait. A hdarom szelektoron (vankomicin,
teicoplanin és ristocetin A) sikeresen elvdlasztott vegyiileteket harom csoportba soroltak:

/ amidok, valamint semleges molekuldk, melyek aromds, vagy mds gylriis
egységgel rendelkeznek,
/ karboxilcsoportot tartalmazok, ide sorolandk az N-védett aminosavak is,
/ szekunder €s tercier aminocsoportot tartalmazok.
Szamos esetben egyik, vagy masik makrociklusos glikopeptid szelektor szolgaltatott jobb
enantiomer szelektivitast, azt sugallva, hogy bar hasonlé szerkezettel rendelkeznek, de az
eredo kirdlis felismerés egyedi sajatossdguk, amit aprobb szerkezeti eltérések hatiaroznak

meg.

2.1.2. Koronacéter alapii kirdlis dllofazisok

A koronaéterek, mint makrociklusos poliéterek ismertek azon tulajdonsagaik révén,
hogy képesek az alkali-, alkali foldfém- illetve ammoéniumionokkal komplexet képezni. A
»korona” jelzd Pedersen [27] nevéhez flzddik, az 4ltala leirtak szerint a kationok
reverzibilisen ,,megkoronazhaték”. Az {igy létrejové komplexek stabilitisa az éteres
oxigénatomok szamatdl, elhelyezkedésétol, a poliéter é€s a kation méretétdl fiigg.
Vizsgaltadk a létrejové komplexek rontgendiffrakcids kristdlyszerkezetét, ahol azt

tapasztaltdk, hogy koordinativ telitettség és a kotés iranyultsaga kisebb jelentdségii, mint
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szamos atmenetifémkomplexnél. Cram és mtsai. [28] tobb mint 35 évvel ezel6tt irtdk le az
els6 szintetikus kirdlis makrociklusos koronaéter szintézisét. Koronaéter eldallitdsa mellett
kiillonb6z6 aminosavak kirdlis megkiilonboztetését is vizsgdltdk binaftil-tartalmu
koronaéterekkel. Shinbo és mtsai. [29,30] oktadecil-szilikagélen dinamikusan rogzitett
(adszorbealt) kiralis koronaéter all6fazist allitottak el és D,L aminosavakat valasztottak el
rajta. Az oxigén, illetve nitrogén tartalmi koronaétereknek a kirdlis analizisben fellépd
jelentoségének felismerésével szamos publikdcid jelent, illetve jelenik meg, vizsgdlva
tobbek kozott a kiilonbozo funkcidscsoportokkal (szénhidrogén lanc, piridin, stb.)
modositott koronaéterek kiralis szelektivitasra gyakorolt hatdsat.

A kiralis koronaéterek elvalasztastechnikai jelentdsége tobbek kozott a protonalt
aminocsoportokkal képzett stabil komplexének koszonhetd. Feltételezés szerint az
ammoniumion hirom hidrogén hiddal kotddik a nagy elektronstiriségli poliéteres
gylriiben (2.5. abra). A 18-korona-6 poliéter gyurQ iiregmérete 260-320 pm tartoméanyban
van, amibe az ammaoniumion 286 pm ionatmérdjével beleillik [31].

o ﬁ\?/\o
<ovo':\,l,ol
H

. H
H\NtH
R

2.5. abra
18-korona-6 koronaéter szubsztitudlt ammoniumionnal képzett komplexe

A harompontos illeszkedési modellbél kiindulva a koronaéter szelektorokra nézve
altalanosan elmondhatd, hogy ez az akirdlis kolcsonhatds sziikséges, de nem elégséges a
kirdlis megkiilonboztetéséhez [32]. Ezért a kiilonféle funkcidscsoportok jelenléte a
szelektoron, illetve a ,karon” (,spacer”’, a szelektort a szilikagéllel 6sszekotd lancon)
sziikséges, hogy tovdbbi kolcsonhatdsok alakuljanak ki az elvdlasztandé molekuldval,
meggditolva azok szabad roticiéjait €és egyéb mozgasukat, igy létrehozva a
kvazidiasztereomer komplexeket. A harompontos modell legalibb egy sztereokémiatdl
fliggd kolcsonhatdst kovetel meg a hidrom egyideji kolcsonhatds koziil. Enantiomer
megkiilonboztetés abban az esetben figyelhetd meg, ha az egyik enantiomerre nézve
kevésbé stabil komplex jon létre. Természetesen ehhez nem csak a szelektor szerkezete
jarul hozza, hanem az enantiomeré is. Dearden és mtsai. [33] a koronaéter gylriijében
piridint tartalmazé szelektoron négy kiilonb6z6 amin kirdlis megkiilonboztetését

vizsgaltdk, FT-ICR/MS  technikdval. A  kirdlis megkiilonboztetés a  sec-
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butilamin<ciklohexiletilamin<feniletilamin<naftiletilamin sorban nétt. A legkisebb
térkitoltésti sec-butilamin esetén nem tapasztaltak kirdlis megkiilonboztetést, a sec-
butilcsoport nagyobb és merevebb ciklohexil gytriivel valé helyettesitésével mar
enantioszelektivitast figyeltek meg. A két aromds amin esetén tapasztaltidk a legnagyobb
foku kirdlis megkiilonboztetést, melyet a fellépé 77 kolcsonhatds kialakulasaval és a
nagyobb foku sztérikus hatds fellépésével magyaraztak.

Cram és mitsai. [34,35] két naftilgylriit tartalmazé koronaéter és kiilonb6zo
aminosavak dltal képzett komplexek lehetséges kolcsonhatdsait vizsgdltdk. Feltételezésiik
szerint a két karboxilcsoport elég hosszi ldncon keresztiil kapcsolddik a naftilgytirtikhoz
ahhoz (2.6. abra), hogy a koronaéter gyirije alatt és felett elhelyezkedve H-hid kotést
alakitsanak ki a vizsgdlt aminosav karboxilcsoportjdval, illetve deprotondlt formdban az
ammoniumionnal ion-pért képezzenek. Az aromds rendszer tovabbi poldris kolcsonhatasok
kialakitdsdban vehet részt.
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2.6. abra
Binaftil tartalmii koronaéter

Izatt és mitsai. [36] a kirdlis szelektoron 1évO szubsztituens méretének hatasat
tanulmanyoztdk. A szubsztituens méretének novelésével a sztérikus taszitds nétt, ami
altaldban nagyobb enantiomer szelektivitist eredményezett. A nagyobb térkitoltési
csoportok azonban megakadalyozhatjdk a diasztereomer komplex 1étrejottét és igy a kirdlis
felismerést.

A koronaéter gytliriiben taldlhat6 éterkotés jelentdségét igazoltdk Sawada és mtsai.
[37]. FAB/MS technikédval vizsgéltik a koronaéter gytriijében taldlhaté —CH,-O-CH,-
stabilizal6 hatdsat fenilglicin-metilészter enantiomerek esetén. A koronaéterben taldlhatd
két éterkotést két aromds gytriivel helyettesitve nem tapasztaltak megkiilonboztetést és a
molekulaion intenzitdsa is messze elmaradt az alapvegyiilettel képzett diasztereomerétol.
Pirkle [38] és Armstrong [39] irtdk le, hogy a kirdlis felismerés a gazdamolekula és a

vendégion kozotti masodlagos vonzé és sztérikus taszitd kolcsonhatdsok ereddjeként johet
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1étre. Still és mitsai. [40] mutattak ra a makrociklusos szelektor flexibilitasanak
fontossdgdra a kirdlis megkiilonboztetésben. Ha a komplex szerkezete kelléen rugalmas,
akkor mind a két enantiomer taldlhat egy olyan konformdiciét, ami a sztérikus hatds
elimindldsdval a szelektivitds csokkenését, illetve megsziinését eredményezheti [41].
Elmondhat6, hogy a merev makrociklusos szerkezet, illetve a tobbpontos kotés kialakitasa
a diasztereomer komplex konforméciéjat csokkenti, igy segitve az elvélasztést.

Kuhn [42] racém primer-aminok CE elvélasztasardl szamol be kirdlis koronaéter,
(+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav szelektor alkalmazasaval (2.7. abra).

o
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2.7. abra

(+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav szerkezete

Machida és mtsai. [43] a (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsavat reagaltattak
3-aminopropil szilanizélt szilikagéllel, igy a szelektort egy, illetve két egymds mellett 1évd

karboxilcsoporton 1év6 n-propilamin karon keresztiil rogzitették a hordozéhoz (2.8. abra).
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2.8. abra
Machida kirdlis dllofdzisa
A szerzOk oraminosavak, aminok és amino-alkoholok enantiomerjeit valasztottdk el és az
ut6bbi két molekulacsoport esetén jobb szelektivitdst tapasztaltak.
Hyun [44] ugyanezt a szelektort rogzitette aminopropil szilikagélhez oly mddon,
hogy a szelektor dianhidridjét reagéltatta két napig 0°C hoémérsékleten, trietilamin

jelenlétében, szaraz diklérmetdnban, argon atmoszféra alkalmazdsaval. A moddositott
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szilikagélt MeOH, viz, 1,0 M HCI, viz, MeOH, diklérmetédn és hexdnnal valé mosds, majd
nagyvédkuumban torténd széritds kovette. A dianhidrid gylr(i azonos oldali felnyilasi
reakcidja primeraminnal, trietilamin jelenlétében, a szelektor merevebb struktirdval

rendelkez6 szin-diamid formdjat eredményezte [45] (2.9. abra).
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2.9. abra

(+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav szelektor szilikagélen rogzitve

Ezen a szelektoron primeramint tartalmazé kinolon antibiotikum enantiomerek
elvdlasztasat tanulmanyoztdk elsoként [45]. Kovetkez6 kozleményiikkben racém
természetes €s szintetikus a~aminosavak, a-amino-amidok €s észterek elvalasztasardl és az
elvalasztas lehetséges mechanizmusardl szdmoltak be [46]. Az aminosav enantiomerek
elvalasztisa mind sikeres volt, egyediil a Pro esetén figyeltek meg nagyon gyenge
visszatartdst és sikertelen elvdlasztist. Véleményiik szerint a primeraminocsoport hidnya
miatt nem tudott kialakulni az R-NH;"-koronaéter diasztereomer komplex, amely alapvetd
fontossdagli a kolcsonhatdsok kialakitdsdban (2.10. dbra). Osszehasonlitva a kiralis
felismerés szempontjabdl az aminosavak szabad, N-alkil illetve N,N-dialkil formdit, a
mono-alkil forma volt a legkedvezményezettebb, majd ezt a szabad aminosav és végiil a
dialkil-szdrmazék kovette. Az elvélasztdsi mechanizmus magyardzatakor a szelektor
szabad karboxilcsoportjdnak jelent6ségét emlitették, mint tovdbbi kolcsonhatds
kialakitdsara alkalmas funkciéscsoportot [46].

Aminok, amino-alkoholok és a~amino-ketonok vizsgdlatakor érdekes viselkedést
figyeltek meg. Az eluens szerves OsszetevOjének novelésével ndtt a visszatartds a
viszonylag hidrofilebb vegyiileteknél, hasonléan a makrociklusos glikopeptid szelektort
tartalmazé allofazisokhoz. Ezt Hyun és mtsai. [47] a vegyiiletek és a mozgdfazis kozotti
hidrofil kolcsonhatds csokkenésével magyaraztik, ezdltal az all6fazison vald tartézkodds
valt kedvezményezetté. A szelektivitds egységesen csokkent a mozgéfazis MeOH

tartalmanak novelésével.
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2.10. abra

(+)-(18-korona-6)-2,3,11, 12-tetrakarbonsav és szubsztitudlt amoniumion komplex képzése

Vizsgaltak a mozgdfazishoz adagolt sav mindségének (H,SO4, CH3COOH, HCIO4 és
CF;COOH) és mennyiségének (1,0-20,0 mM) a kromatografids folyamatokra gyakorolt
hatdsat is. Aminok, amino-alkoholok és aramino-ketonok esetén tapasztalataik szerint a
savkoncentracid novelésével nott a visszatartds és tobbnyire a szelektivitas is [47].
Aminosavak esetén ezzel ellentétes viselkedést is megfigyeltek, amit a szabad
karboxilcsoport protondltsagi dllapotinak novekedésével és a protondlt karboxilcsoport és
a feliileti protonalt aminocsoportok kozotti kdlcsonhatas csokkenésével magyaraztak.

Hyun és mtsai [48] az el6zdleg ismertetett szintézist mddositva, trietilamin helyett
2,6-lutidint hasznaltak. Az igy kapott all6fazis feltételezett szerkezete a 2.11. abran
lathat6. Ez a véltoztatds szdmottevOen nem befolydsolta a szelektor mar kordbban leirt
kromatografids viselkedését. Vizsgiltdk a halogénatommal szubsztitudlt aromds gytir(t
tartalmazdé o~aminosavakat, illetve a vegyiiletek szerkezete és a kromatografias viselkedés
kozotti Osszefiiggést [48]. Tanulmanyoztik a masodikként eludl6dé enantiomer retencids
faktoranak valtozasat a molekula szerkezetétol fiiggen, abbol a megfontoldsbodl kiindulva,

hogy a méasodikként eludlédé enantiomer kiralis affinitdsa az 4ll6fazissal nagyobb.

N
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2.11. abra
(+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav szelektor modositott aminopropil szilikagélen
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Megfigyelték, hogy az aminosavak aromds gylirijén taldlhaté6 halogén szubsztituensek
méretének novekedésével a visszatartds nott. A szubsztituens helyzete ugyancsak
meghatdrozd volt: orfo-helyzetben fluor szubsztituenst tartalmazé Phe mdsodikként
eludl6dé enantiomerjének retencids faktora nagyobb volt a para- és meta-helyzetii fluor
szubsztituenst tartalmazokndl, viszont kisebb szelektivitast eredményezett. A szerzok ezt a
viselkedést azzal magyardztik, hogy az orto-szubsztitucié miatt fellépd sztérikus gatlas
felilmilja a nemkirdlis kolcsonhatast, példaul a szilikagélen 1éve szabad
propilamincsoportok és az aminosav kozott, amely a retencié novekedését eredményezi, de
a sztérikus gatlds miatt a két orto-szubsztitudlt enantiomer kolcsonhatdsa az all6fazissal
egymastol alig kiilonbozik, ezért a szelektivitas csokken.

1998-t61 Hyun és mtsai. a (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav szelektort
tartalmazd alléfazisnak szamos véltozatat készitették el az elvélasztas javitasa és a kirdlis
megkiilonboztetés folyamatanak tisztdzdsa céljabol. Az alléfazis szintézise sordn maradnak
vissza elreagdlatlan n-propilamincsoportok (2.12. abra), melyeknek jelentds lehet a

hozzajaruldsa az elvélasztds sikeréhez vagy sikertelenségéhez.

COOH
2.12. abra
Aminopropil szilikagélen kotott (+)-(18-korona-6)-2,3,11, 12-tetrakarbonsav és a szabad
feliileti protondlt propilamin feltételezett komplexképzése

A szelektoron taldlhaté karboxilcsoportok pK értéke 2,1-4,9 [49], az aminosavak
karboxilcsoportjdnak pK értéke 1,7-2,3 tartoményba esik [50]. Jin és mtsai. [51] vizsgaltak
az eluens pH hatasat pH=2,0, 2,1 és 2,6 esetén, dlland6é koncentraciéju 10 mM kénsav
mellett trietilamin jelenlétében. A pH 2,0-r6l 2,1-re torténd valtozdsa szdmottevOen nem
befolyasolta az aminosav és a koronaéter ionizdltsagi allapotat, azonban 2,6 esetén mar
varhaté a karboxilcsoport deprotondlodédsa, segitve a szelektor karboxilationja és az
aminosav protondlt aminocsoportja kozott, illetve az aminosav karboxildtionja és a
felilleten szabadon maradé primer protondlt aminocsoportok kozott kialakuld
elektrosztatikus kolcsonhatést.

Mindezek mellett a feliilleti szabad propilamin, illetve az aminosav protondlt
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aminocsoportjai kozott versengés alakulhat ki a koronaéter kotOhelyéért. Ennek a zavard
hatdsnak a csokkentésénél szerepe lehet az alkalmazott savak anionjainak (ellenionjainak).
JS-Aminosavak esetén azonos koncentricidju ecetsav, kénsav és perklorsav alkalmazdsaval
ecetsav esetén tapasztaltik a legnagyobb visszatartdst és szelektivitast [52]. Feltételezés
szerint az eluensben 1év0 sav ellenionja ionpart képez az aminosav protondlt
ammoniumionjaval, az igy 1étrejovo ionpar a koronaéterrel egy komplex terner rendszert
alakit ki. [30,31]. Az ellenion lipofil tulajdonsiga befolydsolja a visszatartist az
allofazison. Viszonylag apolaris, ionizalhat6 csoportot nem tartalmazd, fenilglicin (Phg) és
Met vizsgalatakor koronaéter oszlopon sdsav, salétromsav €s perklorsav tartalmu eluensek
Osszehasonlitdsakor CI'<NO3;'<ClO4 sorrendben nétt a visszatartds, ami megegyezik az
anionok lipofil jellegének novekedési sorrendjével [53]. Ez az apoldris viselkedés kevésbé
jelentés polaris koronaétereknél, hiszen a rajtuk 1évé ionizdlhaté funkcidscsoport (pl.
karboxilcsoport) és a vizsgilt vegyiilet szintén ionizdlhaté pl. aminocsoportja kozott
kialakul6 elektrosztatikus kolcsonhatds feliilmilja a viszonylag gyenge hidroféb-hidroféb
kolcsonhatast [52,54-56].

Hyun és mtsai. a n-propilcsoportok hatdsdnak csokkentésére két 4j dll6fazis szintézist
dolgoztak ki. Az els6 esetben [57] a szabad n-propilamincsoportokat a szilikagélen acetil,
butiril- és pivaloil- véddcsoporttal lattdk el. Az éltaluk vizsgalt vegyiiletek koziil a Leu,
Phe, Phg és Tyr erdményeit emelném ki. Mig az acetil és butiril véd6csoport jelenléte
novelte a visszatartds mért€két, melyet a hidroféb-hidroféb kolcsonhatds erdsodésével
magyaraztak, addig a nagy térkitoltésti pivaloilcsoport sztérikusan gitolta az aminosav-
koronaéter komplex 1étrejottét, retenciés 1id0 és szelektivitds faktor csokkenést
eredményezve. Meglepé médon az elsd két véddcsoport alkalmazasaval a szelektivits
kismértékii csokkenést mutatott, szemben a felbontdssal, amely nétt. A jelenséget a szerzok
a szabad n-propilamin csucsszélesitd hatdsaval magyaraztak.

A masodik esetben [58] a szelektor N,N’-trietoxiszililpropil szin-amidjat kozvetleniil
kototték a szilikagélhez. Ezzel az eljarassal készitett oszloppal S-aminosav enantiomerek
elvdlasztiasa esetén jelentds (kozel nyolc-tizszeres) visszatartds ndvekedést tapasztaltak,
igazolva a kordabbi modellt: versengés 1ép fel a szabad feliileti n-propilamin és az aminosav
protondlt aminocsoportja kozott a koronaéter iiregéért. A megndvekedett visszatartds
csokkentése céljabol NH4'-tartalmi moédositét alkalmaztak az eluensben (NH4Cl vagy
NH4OAc).

Nishi és mtsai. [59] is vizsgéltdk a mozg6fazisba adagolt kiilonbozo szervetlen

modositok hatdsat. Azt talaltdk, hogy Li*>Na™>NH,;">K" sorrendben csokken a
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visszatartds, ami a kdliumion 18-korona-6 poliéterrel képzett komplex nagy stabilitdsdval
magyardzhat6 [60]. A mozgdfizisban levd kationok (hasonléan a szabad feliileti
ligandumokhoz) versengenek a koronaéter kotOhelyeiért, ezdltal csokkentve a vizsgalt
vegyliletek visszatartdsit. A csokkenés mértéke befolydsolhaté az alkalmazott
koncentraciéval és a kation melletti anion véltoztatidsaval is. Az ellenion hozzajaruldsa
megegyezik a savakndl mdr kordbban leirt lipofil jellegiikbdl ad6dé viselkedéssel,
kiegészitve a HyPO4 <CI'<Br'<NOs'<I lipofilicitasi sorrenddel.

Hyun és mtsai. [61] f3-aminosavak és a szabad feliileti n-propilamint nem tartalmazé
allofazis kolcsonhatdsat vizsgalva azt tapasztaltdk, hogy a mozgéfazisba adagolt kation
koncentraciéjanak novelésével (0-0,5 mM) csokkent a visszatartds és a szelektivitds is,
viszont a felbontds nétt, koszonhetden a zoénaszélesedés jelentds csokkenésének. A
felbontas tekintetében hasonlé eredményt tapasztaltak CH;COO™ illetve CI
Osszehasonlitdsakor, az acetdtion alkalmazdsa bizonyult hatékonyabbnak.

Vizsgaltak a karon taldlhaté N-hidrogének hatdsét is. Gehin és mtsai. [62] leirtak,
hogy a karon 1év6 nitrogén hidrogénje szintén kolcsOnhatdsba 1éphet a koronaéter
karboxilcsoportjdval parhuzamosan a vizsgalt vegyliletek ammoéniumionjdval, igy gitolva
az ammonium-koronaéter komplex 1étrejottét. Hyun és mtsai. feltételezték, hogy a
hidrogén metilcsoporttal torténd kicserélésével javulhat a kirdlis felismerés [63] (2.13.
abra). Az 1j allofazist (2.13. abra) Osszehasonlitva a korabbival (2.9. dbra) a szerzok
kiilonb6z6 amin enantiomerek és tokainid esetén jobb, mig o~aminosavak esetén hasonl6
szelektivitdst tapasztaltak [64]. FErdekes viselkedést figyeltek meg f-aminosav
enantiomerek elvélasztisa esetén. Ha a mozgdéfizis 10 mM koncentricidji ecetsavat
tartalmazott, a metilcsoport jelenléte a nitrogénen jelentdsen csokkentette a visszatartdst és
a kiralis megkiilonboztetést, mig az ugyanilyen koncentracidju kénsavat tartalmazé eluens

hatdsosabbnak bizonyult.
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2.13. abra
Aminopropil szilikagélhez kotott (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav szelektor
amid hidrogénje metilcsoporttal helyettesitve
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Ez két dologban is eltérést mutat a kordbbi irodalmi adatokhoz képest:
/ pH csokkentésével nétt a visszatartas,
/ kénsav hasznélata bizonyult kedvez6bbnek [65].

Az alléfazis szintézise sordn visszamaradt elreagélatlan n-propilamincsoportok
hatdsa mellett tanulmanyoztdk a szelektort az 4lléfazissal Osszekotd kar (,,spacer’)
hosszdnak hatdsat is a kromatografids elvdlasztasra, szelektorként (+)-(18-korona-6)-
2,3,11,12-tetrakarbonsavat alkalmazva. Az alifas-amin szénlanc hosszanak novelésével az
eredeti harom szénatomu propilamint 11 szénatomszdmu aminra cserélték, apoldrisabbd

téve a feliiletet ezaltal (2.14. abra).

o. NH HN o
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2.14. abra
(+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav szelektor aminoundecil-szilikagélen kotve
Viszonylag kevésbé hidrofil f-aminosav, amin és amino-alkohol enantiomerek
elvdlasztasat vizsgdlva mind a visszatartasra, mind a szelektivitisra nagyobb értékeket
kaptak, ugyanekkor o~aminosavak esetén ezek az értékek rendre kisebbnek adddtak [66].
A jelenség magyardzatira a szerzOk a szabad aminopropilcsoport és a szabad

aminoundecilcsoport koronaéterrel fellépd eltéréd komplexképzési hajlamat feltételezték.
Hyun és mtsai. vizsgaltdk a kar rogzitési modjanak az all6fézis stabilitdsara gyakorolt
hatdsat is [67]. A korabbi dlléfazisoknal a szelektort két karboxilcsoportjan keresztiil egy-
egy n-propilamin karon kototték a szilikagélhez (2.9. abra). Az 1) alléfazisnal bis(3-
aminopropil) szilikagélt hasznaltak, igy a karboxilcsoportok két-két alifas lanccal kétddnek
(2.15. abra). Aminok, amino-alkoholok és a~amino-ketonok vizsgalatakor érdekes
viselkedést figyeltek meg. Az eluens szerves 0sszetevdjének novelésével nott a visszatartds
a viszonylag hidrofilebb vegyiileteknél, hasonl6an a makrociklusos glikopeptid szelektort
hidrofil kolcsonhatds csokkenésével magyaraztik, ezdltal az all6fazison vald tartézkodds

valt kedvezményezetté. A szelektivitds egységesen csokkent a mozgéfazis MeOH
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tartalmanak novelésével.
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2.15. dbra
(+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsayv szelektor kotése bis-(3-aminopropil)
szilikagélhez

Ezzel a médszerrel az amid-hidrogén elimindlddik, ezért a pontos Osszehasonlitds
végett a szerzOk az eredeti szelektorndl (2.9. abra) is lecserélték az amid-hidrogént egy
metilcsoportra (2.13. abra). Az éll6fazis stabilitds vizsgalatakor a szelektivitasi tényezo és
a retencids faktor valtozdsat figyelték, viszonylag nagy 20 mM kénsav koncentrdcid
mellett az dtdramlott eluens térfogatdnak fiiggvényében. Az N-CHj; védett all6fazist (2.13.
abra) alkalmazva aromds aminok elvédlasztisa esetén 25000 ml eluens térfogat
atdramoltatdsa utdn a szelektivitds tobb mint a felére, a retencids faktor a negyedére
csokkent. Az tdj oszlopndl (2.15. abra) a szelektivitis ~10%-kal, a retencids faktor
mindossze ~20%-kal csokkent. Természetesen ez a véltoztatas a feliilet hidrofob jellegének
novekedésén keresztiil az elvdlasztisi folyamatra is hatdssal bir, példdul aminok és
aminoalkoholok esetén nagyobb visszatartast és kismértéki szelektivitds csokkenést
figyeltek meg [67].

Hyun és mtsai. [68] utébbi kozleményiikben tdjabb allofazisrdl tesznek emlitést.
Figyelembe véve az amid-hidrogén kedvezd hozzdjaruldsat a kirdlis megkiilonboztetéshez,
a szerzOknek sikeriilt a (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav szelektort az amid
hidrogén megtartdsa mellett két-két karral rogziteni a szilikagélhez (2.16. abra)

Osszefoglaldsként megéllapithat6, hogy a koronaéterek kirélis szelektorként primer-
és szekunderamin funkcidscsoportot tartalmazé vegyiiletek esetében alkalmazhatdak,
figyelembe véve az aminocsoport-koronaéter komplex 1étrejottének sziikségességét.
Hasonléan a makrociklusos glikopeptidekhez, a koronaétereknél is a szelektoron, a karon
illetve az all6fazison 1évo eltérések kisebb, vagy nagyobb mértékben, de befolydsoljik a

visszatartds €s a kirdlis megkiilonboztetés mértékét.
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2.16. abra
(+)-(18-korona-6)-2,3,11, 12-tetrakarbonsav szelektor ,, kétkari” kotése szilikagélhez
az N-H kotés megtartdsa mellett

2.1.3. Ciklodextrin alapu kirdlis dllofdazisok

A ciklodextrinek (CD) o+1,4-kapcsolt D-gliik6z gyftiriis oligomerek, melyekben az
Osszes cukoregység a gylriis szerkezetben szék konformaciés édllapotban taldlhat6 [69].
Hérom, széles korben ismert és vizsgdlt CD az a-ciklodextrin (~CD, ciklohexamildz), f3-
ciklodextrin (3-CD, cikloheptamil6z) és a yciklodextrin (CD, ciklooktamil6z) (2.17.
abra). A cukoregységek szamanak novelésével nd a gylirlis szerkezet atmérdje, a, f3 és ¥

sorrendnek megfeleldéen 0,57, 0,78 és 0,95 nm.

OH

(o)
H
o OH O o
o] —
on HO HO\
HO. (o]
HO
OHO
OH
OH
0. OH
OH HO
o]
0. HO OH

HO
(o]

HO n

1 (erciklodextrin)
n= 2 (fciklodextrin)

3 (p-ciklodextrin)

2.17. abra
Ciklodextrinek szerkezete

A gyliri hidroféb belseje és jol definidlt atmérdje alkalmassd teszi a CD-t

zarvinykomplexek képzésére szamos szerves vegyiilettel, ezt a tulajdonsdgat mar az 1960-
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as években leirtdk [70-72]. A hattagii aromds gylrii a méretébdl adédéan az o-CD-nel, a
bifenil- és naftilcsoportot tartalmazé vegyiiletek $-CD-nel mig a pirén és szdrmazékai a
CD-nel képeznek viszonylag stabil zarvanykomplexeket. A zarvanykomplex kialakuldsa
hozzajarul a kirdlis felismerési képességéhez, melynek felfedezése Cramer és Dietsche
[73] nevéhez fizodik. Munkdjukban racém karbonsav-észterek sztereoszelektiv kicsapdsat
végezték, igazolva a CD-ek kirdlis megkiillonboztetd képességét. A mar kordbban
ismertetett hdrompontos illeszkedési modell feltételei a CD-ek esetében oly mddon
teljesiilnek, hogy a térben kialakul6é csonka kip szerkezet viszonylag hidroféb belsejében
hidroféb-hidroféb és sztérikus kolcsonhatdsok alakulnak ki. Ezen hatdsok mellett, a
cukoregységek 2. és 3. pozicioban 1év0 szekunder hidroxilcsoportjai a csonka kup
szélesebb, a primer hidroxilcsoportok a gliikéz egységek 6. pozicidjdban a keskenyebb
nyilasndl a feliileti hidrofil karakter l1étrehozdsa mellett H-hid, dipdl-dipél kolcsonhatas
kialakitasaval jarulnak hozza a kirdlis felismeréshez (2.18. abra) [74-76].

OH,
(HO
n

(Hdg

6 (a~ciklodextrin)
n= 7 (Bciklodextrin)
8 (j¢ciklodextrin)

2.18. abra
Ciklodextrin szerkezete

Mig a koronaéter szelektorokndl a R-NH;'—koronaéter diasztereomer komplex
létrejotte alapvetd fontossdgu, addig a CD szelektorokndl, a vizsgdlt vegyiilet kiralitds
centrumahoz kapcsol6dd szubsztituensnek kell elég kozel lennie a CD iireg sz€lén 1€vo
szekunder hidroxilcsoportokhoz, hogy kolcsonhatds alakulhasson ki kozottiik. A vegyiilet
szoros illeszkedése a csonka kip belsejében segitheti az elvélasztdst, de nem alapvetd
kovetelmény olyannyira, hogy normadl fazisi kromatografids mérésnél a CD iiregében az
apoléris eluens foglalhat helyet. Ezért a természetes CD-ek tobbnyire nem mutatnak kiralis
felismerést normal fazisban, szemben a modositott valtozatukkal, ahol a
szarmazékképzéssel bevitt aromds gylrik 7-7 illetve 7, - 7, kolcsonhatasba 1éphetnek
az enantiomerekkel. POM és PIM moddszernél a forditott fazisi mérésekhez hasonl6éan

meghataroz6 a CD gylirii mérete, illetve tovabbi kdvetelmény, hogy a vizsgalt vegyiilet &
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vagy f3 helyzetben 1év0 szubsztituense H-hid kialakitdsara alkalmas legyen [77,78].

A gliikézegységenként 1 primer és 2 szekunder hidroxilcsoport kivalo lehetdséget
biztosit a szilikagélhez vald kapcsoldshoz, illetve CD-ek moédositdsdra anélkiil, hogy
sériilne a gytirlis szerkezet. Altaldban a médositds eredményeképpen a csonka kdp ,,szdja”
részben fedetté valik, igy bar a kialakuld H-hidak szdma csokken, ugyanakkor az ij
funkcidscsoportok beépitésével tovabbi kodlcsonhatdsok 1éphetnek fel. A természetes CD-
hez képest a mddositas jelentOs szelektivitasbeli kiilonbséget eredményezhet, tovabba a
normél fazisi és POM alkalmazhatésdgot is lehetdvé teszi [78]. Igy az utobbi masfél
évtizedben a CD-ek legkiilonfélébb szarmazékait (pl. acetil, hidroxipropil, fenil,
aminometil-benzil, naftiletilkarbamoil, dimetil-fenil, stb.) allitottak el6 [79-81]. A CD-
szdrmazékok esetén az egész molekuldra vonatkozé tgynevezett atlagos szubsztitticids fok
mutatja meg, hogy hany hidroxilcsoporton tortént meg a helyettesités. A szubsztituensek
3<C-6<C-2 [82]. A szubsztiticiés fok altaldban a nagyobb térkitoltésii szubsztituensek
esetén kisebb (pl. naftiletil-f-CD esetén hat az atlagos szubsztitucids fok, acetil-3-CD
esetén a hidroxilcsoportok 90%-a védett). Armstrong és mtsai. [77] naftiletil-izocianattal
moédositott harom €s hat szubsztiticids foki fS-CD-ek kromatografids viselkedésének
Osszehasonlitdsakor azt tapasztaltik, hogy a védécsoportok szaméanak novekedésével csak
a visszatartas nott, a szelektivitds nem valtozott. A CD-ek kiralis szelektorként vald

sz€leskort elterjedése ezen speciélis tulajdonsagaik egyiittesének kdszonhetd.

NO,

-
K
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Szilikagél Szilikagél

2.19. abra
3,5-dimetilfenilkarbamoil 3-CD és 2,6-dinitro-4-trifluorometilfenil-éter-3-CD szerkezete
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Az els6 kiralis CD alléfazist Harada és mtsai. [83] a~CD és [3-CD térhaldsitasaval
allitottak eld, melyeken forditott fazisi kromatografids mddszerrel racém mandulasavat és
annak észtereit és étereit valasztottdk el. Az azdta eltelt harminc évben a CD-nel
foglalkoz6 kozlemények szama évrdl-évre jelentdsen no.

A tiz atlagos szubsztittcios foki DMP-3-CD szelektor (2.19. abra) a médositott CD
m—bazis jellegl csoportjdba tartozik. Ebbe a csoportba tartozé szelektorok s-elektron
kiildésre hajlamos molekularésszel rendelkeznek, amelyek a vizsgélt vegyiiletek aromaés
részével -7 Thu-Thays illetve sztérikus kolcsonhatasba 1éphetnek (a természetes CD-nél
mar ismertetett kolcsonhatasok mellett).

Mitchel és mtsai. [84] aromas szulfoxidok kirdlis elvalasztasat végezték természetes
(B-CD) és modositott (aromds DMP-3-CD és nem aromds dimetil-$-CD, acetil-3-CD)
allofazisokon. Vizsgalataik soran néhany fontosabb megallapitast tettek:

/ a Kkiralitds centrumhoz kozeli nagy térkitoltésii molekularész jelentGsen
javitotta az enantiomer felismerést,

/ kisebb mértékii véltoztatds a szulfoxidok szerkezetében jelentGsen befolydsolta
a szelektivitast,

/ az aromés gylriin 1év§ szubsztituensek tipusdnak és helyzetének eltérd volt a
hozzajarulésa,

/ az aromds-szubsztituenst tartalmazé CD-ek esetén nagyobb a visszatartds,
Osszehasonlitva a nem aromas (alifds) jellegli szubsztituenst tartalmazdkkal.

Armstrong és mtsai. [85] a mbazikus DMP-3-CD-t hatékonynak taldltdk 7z-savas
enantiomerek elvdlasztdsaban, ezt a logikat kdvetve Zhong és mtsai. [86] elkészitették a 7~
savas, tiz atlagos szubsztiticiés foki DNP-S-CD—t sbazisos tulajdonsdgu kiralis
vegyiiletek elvalasztdsira. A DNP-3-CD z-savas karakterét az aromds gytriikon taldlhat6
negativ indukcids €s konjugicids effektussal rendelkezd két nitrocsoportnak koszonheti,
amelyet a para-helyzeti trifluormetilcsoport tovdbb erdsit. A kirdlis felismerési
folyamatban a &7 7 Mhays, dip6l-dipdl illetve sztérikus kolcsonhatds alakulhat ki a
természetes CD-eknél mdér megismert hidroféb-hidroféb, H-hid és zéarvanykomplex
(kromatografids mddszertdl fiiggden) kialakuldsa mellett. A szerzok 9 7savas karakterti f3-
CD kiralis allofazis kromatografias viselkedését hasonlitottdk 6ssze (tobbek kozott DNP-
B-CD—t is) kirdlis heterociklusok, savak, bazisok, alkoholok, szulfoxidok és N-védett
aminosavak elvalasztasakor. Az all6fazisok az aromds gylriin taldlhat6 nitrocsoportok €s

trifluormetilcsoportok helyzetében, az aromds gylirii CD-hez vald kotésében (éter vagy
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karbamoil), illetve az atlagos szubsztiticiés fokban kiilonboztek. Mig a 3-5 helyzetli
hidroxilcsoport szidrmazékképzése segitette, addig a 10 helyzetl hidroxilcsoport
moédositdsa mar jelentds sztérikus gatlasdval erGsen rontotta az enantiomerek elvalasztasat.
A szubsztituensek helyzete és szdma az aromds gylirin jelentdésen befolydsolta az
enantiomer szelektivitast. Emlitést érdemel, hogy a szelektorok koziil a 2,6-dinitro-4-
trifluorometilfenil-3-CD bizonyult a legjobbnak. A szerz8k Osszehasonlitottak két
allofazist, amelyek ugyanezt a szelektort tartalmaztak, de eltérd kapcsoldssal a CD-hez. Az
egyik megegyezik az A&ltalunk haszndlt DNP--CD oszloppal, ahol az aromdis rész
éterkotésen  keresztill  véletlenszerlien  kapcsolédik a  primer és  szekunder
hidroxilcsoportokhoz, a masik all6fazisndl a kotés karbamoilcsoporton keresztiil torténik a
C-2 és C-3 helyzetli szekunder hidroxilcsoportokhoz. Az utébbi oszlop normal fazisban
sokkal hatékonyabbnak bizonyult, ami a szelektor CD-hez val6é kotés tipusdnak és
helyzetének fontossdgat is mutatja. Ennek az érdekes viselkedésnek a tanulmanyozdsa
végett a szerzOk tovabbi DNP-4-CD allo6fazisokat allitottak eld, melyek a kar hosszdban és
a hidroxilcsoportokhoz valé kapcsolds helyzetében kiilonboztek. Osszehasonlitva a
véletlen eloszlasi éter vagy karbamoilcsoporton kapcsol6dé élléfazisokat, nem volt
szamottevo kiillonbség a szelektivitidsban. Azonban, ha az aromds gyiirli csak a C-2 illetve
C-3 hidroxilcsoporthoz kapcsolddott és a CD a C-6 primer hidroxilcsoporton keresztiil volt
kotve a szilikagélhez, akkor az éterkotést tartalmazéd all6fazis sokkal hatékonyabbnak
bizonyult. A szelektor hatdsa mellett vizsgaltdk a vegyiiletek szerkezetének hozzajarulasat
is a kirdlis megkiilonboztetéshez. Megéllapitottdk, hogy a kirdlis centrum és a
funkcidscsoport (jelen esetben fenilgyiiri) kozotti kisebb tdvolsag esetében konnyebb
enantiomer elvalasztast elérni [87].

A moédositott CD-ek hatékonyak lehetnek olyan esetekben, amikor a kirdlis
vegyiiletet nemkiralis (f6leg aromds gytriit tartalmazo) szarmazékképzovel reagaltatjuk. A
szarmazékképzési reakcid sordn lehetdség van olyan molekularész bevitelére (pl. z-savas
allofazis esetén mbazisos szarmazékképzo alkalmazdsaval), ami tovabbi kolcsonhatisba
Iéphet a mddositott CD szelektorral, lehetdvé téve a kirdlis felismerést [88].

Az elso6 kirdlis ciklodextrin all6fazis megjelenése 6ta eltelt 30 évben nagyon sokat
fejlodott a CD-ek kromatografids alkalmazasa. Ezen a teriileten tapasztalt fejlédés a CD-k
sajatos kémiai tulajdonsaginak koszonhetd, hiszen a gylrli méretével és a
hidroxilcsoportokhoz valé funkcidscsoportok kotésével szamos eltérd tulajdonsiggal
rendelkez6 kirdlis szdrmazék és allofazis allithatd eld, ezéltal lehetévé téve nagyszdmu

kirdlis vegyiilet elvalasztasat.
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2.2. A homérséklet hatdsa a kromatogrdfids és a kirdlis kromatogrdfids

elvalasztdasra

A kiralis kromatografias retenciés mechanizmus kutatdsanak egyik lehetséges modja
a kromatografids paraméterek homérsékletfiiggésének vizsgilata és az ezekbdl szamolt

termodinamikai adatok értékelése.

2.2.1. A kromatogrdfids elvdlasztds homérsékletfiiggése

Szamos kozlemény jelent meg ebben a témaban, az eredmények tiikkrében két ismert
hatdst emelnék ki.

Az elsO hatds a szelektivitdsi tényezd () véltozdsdban figyelhetd meg. Ez a
termodinamikai hatds, Chen és mtsai. [89] illetve Zhu és mtsai. [90] mutattak ra, hogy a
szelektivitdsi tényezd dltaldban csokken a hdmérséklet emelésével. Ez azért kovetkezik be,
mert valtoztatva a hdmérsékletet a megoszlasi hdnyados is véltozik, ami maga utidn vonja a
szabadentalpia valtozdsit, mikozben a megoszlas 1étrejon a két fazis kozott. Ionosan
disszocidlé mozgdfizis, vagy minta esetén a disszocidld vegyiilet pK-ja is befolyédsolhatd
az eluensosszetétel, vagy a homérséklet valtoztatdsaval. A hoémérséklet hatdsa a
szelektivitdsi tényezOre nem teljesen tisztdzott, mivel nem ismerjiik, hogyan vdltozik a
komponens entalpidja a mozg6fazisbol az alloba torténd atmenet sordn [89,90].

A madsodik hatds a mozgdfazis viszkozitisdnak és ebbdl eredden a difftizids
allandonak a valtozasa, amit kinetikai hatdsnak neveziink. A hémérséklet emelésével az
eluens viszkozitdsdnak csokkenése az oldott anyag difftizids allanddjanak novekedését
vonja maga utdn mind a mozgd-, mind az all6fazisban, amely a hatékonysagért felels
anyagatadasi gatlast csokkenti. Természetesen a homérséklet emelésével a masodlagos
kotések kialakuldsdnak erdssége is csokken, igy a kirdlis felismerés mértékének
csokkenése erdsen fiigg a kirdlis eredd kolcsonhatds nagysdgiatol. Tovéabbi problémat
jelenthet a hdmérséklet emelésével jard allofazis és/vagy a vizsgalt molekula bomldsa. A
nagyobb homérséklet alkalmazdsdnak korldtot szab adott dramldsi sebesség mellett
kialakul6 nyomdson az eluens forraspontja, illetve az oszlop utidni nyomads kiegyenlitésbol

ado6do forrdspontcsokkenés is [91].
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2.2.2. A van't Hoff egyenlet alkalmazdsa a kromatogrdfidban

Ertékes informécidkat nyerhetiink a retenciés mechanizmusrél, ha a retenci6
hémérsékletfiiggését vizsgaljuk. Természetesen ezek a termodinamikai adatok egyensulyi
rendszerekre igazak, mely feltétel nem teljesiil a kromatografids folyamatokra, azonban
megfeleld becslést tudnak nytjtani az elvalasztasi folyamatok értelmezésénél.

Egy, a termodinamikdbdl ismert Osszefiiggés kapcsolatot teremt a standard
szabadentalpia valtozdsa és az egyensilyi dllandé (ami kromatografids retencid esetén a

megoszldsi hanyados) kozott, mikozben az adott komponens az egyik fazisbdl a masikba

keriil:
RTIn K = -AG° 9)
Ismert még a standard szabadentalpia valtozas definicidja is a Gibbs fiiggvénybdl:
AG°=AH® TAS°® (10)
ahol:

AH °= standard entalpiavaltozas,
AS °= standard entrépiavaltozas.

Ezt az el6z6 egyenletbe helyettesitve:

an:_(AH _AS J:_AH LAS an

RT R RT R

Az egyensilyi dlland6 egyenld a retencids faktor (k) és a fazisardny (@) hanyadosdval.

k
K=— 12
o (12)
Ha ezt az el6z6 egyenletbe helyettesitjiikk, megkapjuk a kromatografidban hasznalt van’t
Hoff egyenletet:
lnk:—£+£+ln¢ (13)
RT R

Ezen egyenlet szerint In k-t 1/T fliggvényében dbrdzolva egyenest kapunk, melynek
meredeksége —AH °/R, tengelymetszete, pedig AS °/R+In & (ha nem ismerjiik az In@ tagot,
akkor a tengelymetszet R-el szorzott értékét AS""=RAS°+RIn @ hasznaljuk).

A féazisardny szamitdsa: egy kromatografids oszlop fazisardnya, a mozgdfazis

térfogatanak (V),)) €s az alléfazis térfogatanak (V) aranya.
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2.2.3. A van't Hoff egyenlet alkalmazdsa a kirdlis kromatogrdfiaban

Fontos  kovetkeztetéseket tudunk levonni a  kirdlis megkiilonboztetési
mechnizmusrdl, ha megvizsgaljuk a két enantiomer standard szabadentalpia valtozasdnak a
kiilonbségét

AG, ~AG; =A(AG 9. (15)
A mar ismert Gibbs-Helmholtz formuldt

-AG°=RT In K, (16)
az el6z0 egyenletbe behelyettesitve a kovetkezd Osszefiiggéshez jutunk:

-A(AG 9)=RT In (ko/k;). 17)
Az o elvdlasztasi tényez6 a két enantiomer cstcs egymdshoz viszonyitott helyzetét adja
meg.

k2
o=—

T ki (18)

a k; és a k; a két enantiomer retenciés faktorit jeloli. Az elvélasztdsi tényezot
behelyettesitve a 17. egyenletbe a kovetkezo kifejezést kapjuk:
-A(AG°)=RT In . (19)

Az el6z6 pontban megismert van’t Hoff egyenlet (13) felhaszndldsaval In o

egyszerusitések utan kifejezhetd a kovetkezd formulaval:

_AQHY) | AAS)
RT R

Ina =

(20)

Az egyenlet szerint In ot 1/T fliggvényében abrdzolva egyenest kapunk, melynek

meredeksége —A(AH 9/R, tengelymetszete pedig A(AS 9/R.

2.3. A tomegspektrometria alkalmazdsa a kirdlis felismerésben

A tomegspektrometridban, a kirdlis felismeréshez kirdlis kornyezet sziikséges,
melyet kirdlis molekuldk (szelektorok) alkalmazasaval biztosithatunk. Tobbféle kiralis
tomegspektrometrids mddszer ismert, ugymint kinetikus moédszer [92-105], rogzitett-
ligandum kinetikus moédszer [102,105-108], ion/molekula reakcidk (gazda/vendég
komplexek) [109-111], valamint egyéb moddszerek [112,113]. Ezek koziil, a trimer
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fémkomplexeken alapulé kinetikus moddszer [92-95] a leggyakrabban alkalmazott
természetes és szintetikus o~ és f-aminosavak és kirdlis gydgyszermolekuldk analizisére
[96-105]. Ebben a megoldasban, egyszeresen toltott trimer fémkomplexeket
[M"(ref),(A)-H]* képziink és valasztunk ki. Utkozéssel indukdlt disszocidcié sordn
(,,collision-induced dissociation, CID”), a trimer-komplex ionok disszocidlnak dimer
komplexeket képezve (21), ahol A a minta, M" a kétértékli fémion és ref a kirdlis

referencia anyag:
e
[M"(A)(ref),-H]*

k\
. N[MU(ref),-H]" + A @1
Az R és S enantiomerre vonatkozd Ry (22) és Rg (23) ardnyok a [MH(ref)(AR vagy s)-HJ*

dimer és [M"(ref),—H]* dimer hanyadosabdl adédnak:

[IMI(A)(ref)-H]" + ref

Ry=h 4/ky g = MU (A R)(ref)-HT*/IM"(ref),-H]* @)
R~k k= IMY(Ag)(ref)-HT*/[M"(ref),-H]* @3)

A kirdlis szelektivitds (Ryiraiis) az R és S enantiomerek Ry és Ry értékének a hanyadosa:

Ruiratis=Rr/Rs= (IM"(Ag)(ref)-H]"/[M" (ref),-H] ) (IM (A g)(ref)-H] /[M" (ref),-H] ")
(24)

Abban az esetben amikor az Ry €rtéke eltér egytol, akkor kirdlis felismerésrol
beszélhetiink. Ryirzis €rtéke nagymértékben fiigg a minta és a referencia anyag
szerkezetétOl; altalaban a fémion hozzdjaruldsa a kirdlis felismeréshez sem hanyagolhaté
el. A harompontos kolcsonhatas kialakuldsa [104] sziikséges a kirdlis felismeréshez, ezért a
minta, a kirdlis referencia anyag €s a fémion kozti kolcsonhatdsok tipusa és erdssége
meghatarozé jelentdségli [99-105]. Kiilonb6z6 a-aminosavak, mint minta és referencia
anyagok viselkedését Cooks és mtsai. [96] részletesen vizsgaltdk és ramutattak, hogy a 7—=
,stacking” kolcsonhatds a referencia anyag aromds oldallinca és az aminosav
karboxilcsoportja kozott meghatarozd. Kumari és mtsai. [98] alifas, aromds és savas-
jellegli aminosavak kirdlis megkiilonboztetését vizsgéltdk L-Tyr és jodozott L-Tyr kiralis
referencia anyagok jelenlétében. A jédatomok jelenléte a referencia molekuldban sztérikus
hatdsok eredményeként javitotta a kirdlis felismerést. Kumari és mtsai. [98] elméleti
szdmitdsokat felhaszndlva rdmutattak, hogy a 7—d ,stacking” kolcsonhatds a referencia
molekula fenilgylirije és a fémion kozott, valamint a jodatom és a fémion kozti

kolcsonhatds segiti a kirélis felismerést.
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24. A fp-laktam és f-aminosav szdrmazékok kémiai és biologiai

jelentosége

A f-laktdmok fontos kémiai (f-aminosav szintézis) és élettani (antibakteridlis)
tulajdonsdguknak koszonhetéen szdmos kutatds alapjat képezik. A  f-laktdm
antibiotikumok hatdécsoportja a -laktdm gytrii, az ehhez kapcsol6dé oldallancok (gytiriik)
hatdrozzdk meg a szdrmazék antibakteridlis spektrumét, farmakokinetikdjat és a vegyiilet
stabilitdisit a  baktériumok 4altal termelt f-laktamaz enzimekkel szemben.
Hatdsmechanizmusok sordn a baktériumok sejtfalszintézisében résztvevd fehérjékhez
kotédve gatoljadk a sejtfal felépitését, e fehérjéket nevezik penicillinkotd fehérjéknek
(penicillin binding protein - PBP). Bioldgiai aktivitisuk jelentdsen fiigg sztereokémiai
tulajdonsaguktol, igy kiralis azonositasuk, illetve elvalasztasuk nagy jelentdséggel bir.

Az altalunk vizsgalt -laktamok két csoportra oszthatok:
/ 4-aril-szubsztitualt-,
/ kondenzilt gyiirtis -laktdmok.

Kiilonleges élettani hatdsuknak koszonhetden a f-aminosavak kutatisa az ut6bbi
tizendt évben fellendiilt. Igazolt idegrendszeri aktivitdssal, receptor antagonista és
antitumor hatassal birnak. Természetesen a bioldgiai aktivitasuk felismerése magéara vonta
a szintetikus és analitikus kémikusok figyelmét is, nagyszamu publikdciot eredményezve.
Az aliciklusos J-aminosavak kiindulési anyagai a heterociklusos
gyogyszerhatéanyagoknak. A peptidkémikusok szdmédra is fontosak, hiszen
konformécidsan gétolt f-aminosavak beépitésével merevebb szerkezetli peptideket

hozhatnak 1étre, lehetdvé téve receptorokhoz valé kotddésiik tanulmanyozasat [114].
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3. Kisérleti rész

3.1. Vizsgalt anyagok

A vizsgalt vegyiiletek a legtobb esetben szintetikus anyagok voltak, melyek

partnereink laboratériumaiban késziiltek. Eldallitdsukra a dolgozatban nem térek ki a

lefrasok terjedelme miatt, a lefrdsok roviditett valtozata eredeti kozleményeinkben

megtaldlhatok. A vizsgdlt vegyililetek nagy szdmdra vald tekintettel a konnyebb

atlathat6sdg érdekében kilenc csoportra osztottuk azokat.

3.1. Tablazat. 4-Arilszubsztitualt 3-laktimok

0 0 v
NH NH NH
F
1 2 3
4-fenilazetidin-2-on 4-(4-metilfenil)azetidin-2- | 4-(4-fluorfenil)azetidin-2-on
on
A° /° A°
NH NH NH
Cl Br Cl
4 5 6

4-(4-klérfenil)azetidin-2-on

4-(4-bréomfenil)azetidin-2-

on

4-(2-klérfenil)azetidin-2-on

0
Y
NH

Cl

7

4-(3-klorfenil)azetidin-2-on
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3.2. Tablazat. Kondenzalt gytris f-laktdmok

@540

; d>=o0
NH

N7
H (0]

NH
8 9 10
benzo[e]l-
.. . benzol[f]1- benzole]l-
azab1C1k1°B(')iomepta“'z‘ azabiciklo[4.2.0]oktdn-2-on | azabiciklo[5.2.0]non4n-2-on

3.3. Tablazat. Kondenzalt gyiriis S-aminosavak

@E}* COOH

NH,

CQ\COOH
H,N

COOH
NH,

11

12

13

3-aminoindan-2-karbonsav

2.
aminobenzo|c]ciklohexan-
1-karbonsav

2.
aminobenzo[c]cikloheptan-
1-karbonsav

3.4. Tablazat. Aromds /-ami

nosavak

NH,
HOOC

NH,
HOOC” f
CF;

14

HOOC” i NH,
15

16

3-amino-3-fenilpropansav

3-amino-3-(4-
metilfenil)propansav

3-amino-3-(4-
trifluormetilfenil)propansav

NH,
HOO

N

NH,
HOOC” E
0/

NH,
HOO
Oo—

17

18

19

3-amino-3-(4-

3-amino-3-(3-

metoxifenil)propdnsav

metoxifenil)propdnsav

3-amino-3-(2-
metoxifenil)propdnsav
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3.4. Tablazat (folyatatds). Aromds 3’ -aminosavak

NH,
HOO
0/
0
/

NH,
HOOC” 3
F

NH,
HOOC” 5
a

20

21

22

3-amino-3-(3,4-

3-amino-3-(4-

3-amino-3-[4-

dimetoxifenil)propansav fluorfenil)propansav klér(fenil)[propansav
NH,
HOO NH, HOO NH, HOOC
a
a
a
a
23 24 25

3-amino-3-(3-

3-amino-3-(2-

3-amino-3-(3,4-

klérfenil)propansav klérfenil)propansav diklorfenil)propansav
NH,
HOOC HOOC” E N Hoo/\i\zzj
Br
Br
26 27 28
3-amino-3-(4- 3-amino-3-(3-

bromfenil)propansav

brémfenil)propansav

3-amino-4-fenilbutansav

3.5. Tablazat. Alifés és aliciklusos ’-aminosavak

NH,
HOO

NH,
HOOC/)/\

4 2

HOOC/\C th
30

31

3-amino-butansav

3-amino-pentansav

3-amino-4-metilpentidnsav

NH,
Hooij/\

NH,

NH,
Hooc/q/\
32

33

34

3-amino-4,4-dimetilpentansav

3-amino-4-metilhexansav

3-amino-4-etilhexansav
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3.5. Tablazat (folytatas). Alifs és aliciklusos 4’-aminosavak

NH
HOO N HOO N HOO ’
\ W
35 36 37
3-aminohex-5-énsav 3-aminohex-5-insav . 3—arp1no—3:
ciklohexilpropansav
NH,
HOO
38
3-amino-3-(ciklohex-3-én-
1-il)propénsav
3.6. Tablazat. Alifis 5°-aminosavak
COOH H,N coo
HN /Y COOH H,N /\K 2
39 40 41

3-amino-2-metilpropdnsav

2-(aminometil)butansav

2-(aminometil)pentdnsav

COOH
H,N

COOH
H2N /I

COOH
H,N

42

43

44

2-(aminometil)hexansav

2-(aminometil)-3-

2-(aminometil)-4-

metilbutdnsav metilpentansav
3.7. Tablazat. Aromds és heterociklusos °-aminosavak
H,N COOH H,N COOH N COOH
OH
OH
45 46 47
3-amino-2-(4- 3-amino-2-(3-

3-amino-2-benzilpropénsav

hidroxibenzil)propansav

hidroxibenzil)propansav
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3.7. Tablazat (folytatas). Aromas és heterociklusos ﬁz—aminosavak

H,N COOH H,N COOH
o
(N 0>
48 49

2-aminometil-3-
(benzo[d]1,3-dioxolan-5-il)-
propansav

3-amino-2-(4-
etoxibenzil)propansav

3.8. Tablazat. Tomegspektrometrids kirdlis felismeréshez alkalmazott referencia anyagok
(enantiomerek)

OH
N~ TcooH +COOH
H | ~COOH
NH,
NH,
L-Pro L-Phe L-Tyr

(S)-pirrolidin-2- (S)-2-amino-3-(4-

karbonsav (8)-2-amino-3-fenilpropansav hidroxifenil)propansav

OH OH

H,N

NH,
L-DOPA L-2’,6’-diMePhe L-2’,6’-diMeTyr
(S)-2-amino-3-(3,4- (§)-2-amino-3-(2,6- (§)-2-amino-3-(4-hidroxi-
dihidroxifenil)propansav dimetilfenil)propansav 2,6-dimetilfenil)propansav
HO
©\'\\»COOH \©\I COOH
NH, NH,
L-Phg L-4-OHPhg
(§)-2-amino-2- (§)-2-amino-2-(4-
fenilecetsav hidroxifenil))ecetsav

40



3.9. Tablazat. Tomegspektrometrids kiralis felismerésben

aminosavak

alkalmazott aromds ﬁj-

NH,
HOOC

NH,
HOO

NH,
HOO

F

50

51

52

3-amino-3-fenilpropansav

3-amino-3-(4-

3-amino-3-(4-

metilfenil)propénsav fluorfenil)propansav
NH,
HOO HOO N HOOC Nz
a
a
53 54 55
3-amino-3-(4- 3-amino-3-(3- 3-amino-4-(4-
klérfenil)propansav klérfenil)propansav metilfenil)butdnsav

HOO NH
a
56
3-amino-4-(4-
klorfenil)butansav

3.2. Felhaszndlt vegyszerek

Az alkalmazott HPLC tisztasdgi olddszerek, metanol (MeOH), etanol (EtOH),
propén-1-ol (PrOH), propan-2-ol (2-PrOH), butdn-2-ol (2-BuOH), 2-metilpropan-2-ol (t-
BuOH), acetonitril (MeCN) Merck (Darmstadt, Németorszag), a HPLC tisztasidgi ecetsav

(AcOH) Scharlau Chemie S. A., (Barcelona, Spanyolorszag) gyartmanyudak voltak.
Az analitikai tisztasagu perklorsav (HClOy), trifluorecetsav (CFzCOOH, TFA),
foszforsav (H3PO,), kénsav (H,SOy), sésav (HCI), trietil-amin (TEA) és NaOH Merck

gyéartményu volt.

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

Molsheim, Franciaorszag).
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3.3. Alkalmazott berendezések

A pH mérése Thermo Orion 420 pH mérd (Orion, USA) késziiléken tortént.

A folyadékkromatograf a kovetkezd egységekbdl épiilt fel: Waters 1525 bindris
HPLC-pumpa, 2487 kétcsatornds UV-VIS detektor, Breeze adatfeldolgozé rendszer
(Waters, Milford, MA, USA), Rheodyne 7125 20 ul-es mintaadagolé (Cotati, CA, USA),
MK 70 termosztat (Mechanik Priifgerate Medlingen Németorszag).

A tomegspektrometrids mérésekhez Bruker Esquire 3000 plus kvadrupol-ioncsapda
(QIT) tomegspektrométert és Bruker Daltonics Compass 1.1 MS vezérl6 €s adatfeldolgozd
szoftvert alkalmaztunk (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Németorszag).

A tomegspektrométer pozitiv ,.elektroporlasztisos ionizdciés” mddban (ESI)
mukodott, a  kovetkezd paraméterekkel: a mintdt kozvetleniil vezettik a
tomegspektrométerbe 2,5 pul perc'1 dramlési sebességgel. A bemeneti kapillaris fesziiltség
-4,0 kV; ,end plate” -3,5 kV; a ,,skimmer” fesziiltség 46,5 V; oktopol 1 dc 4,73 V;
oktopol 2 dc 2,43 V; és oktopol RF amplitude 258 V. 100-990 m/z tomegtartomény;
maximalis gyljtési id6, 20 ms; maximalis ion szam, (ICC) 20 000. Porlaszt6 és szarité gaz,
250 °C-0s Ny; iitkozési gaz, He. CID mérés alatt mind a prekurzor ion izoldldsa mind a
fragmentacios ablak szélessége 3,0 m/z volt. Az iitk6zési fesziiltség 0,17-0,40 V kozott
valtozott optimalizdlva minden egyes komplexre. Azonos enantiomerparra azonos

fragmentacios fesziiltséget alkalmaztunk.

3.4. Alkalmazott folyadékkromatogrdfias oszlopok.

A makrociklusos glikopeptid alapi oszlopok: Chirobiotic™ V (V), kirélis szelektora
vankomicin, Chirobiotic™ VAG (VAG), kirdlis szelektora vankomicin aglikon,
Chirobiotic™ T (T), kirdlis szelektora teicoplanin, Chirobiotic'” TAG (TAG) kirilis
szelektora teicoplanin aglikon, Chirobiotic™ R (R), kiralis szelektora ristocetin A. Az
oszlopok méretei és gyartéi megegyeznek, 250 mm x 4,6 mm, 5 wm szemcseitmérd
(Astec, Whippany, USA).

Koronaéter alapii  kirdlis oszlopok: (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav
kirdlis szelektort tartalmazé két oszlopot hasznaltunk, a Korona 1 (2.9. abra) és a Korona
2 (2.11. abra). Szintézis mddjabol adédéan a Korona 1 szabad szilanolcsoporttal
rendelkezik, a Korona 2 esetén nincs szabad szilanolcsoport (az oxigén éterkotés
formdjaban van). A két oszlop mérete és gyartdja megegyezik, 150 mm x 4,0 mm, 5 um

szemcseatmérd (Myung Ho Hyun, Pusan National University, Busan, Dél-Korea).
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Ciklodextrin alapii oszlopok: Cyclobond I 2000 DMP (DMP), kirdlis szelektora 3,5-
dimetilfenilkarbamoil-f-ciklodextrin. Az oszlopok mérete és gyartéja: 250 mm x 4,6 mm,

5 um szemcseatmérd (Astec, Whippany, USA).

4. Kisérleti eredmények és értékelésiik

Az eredmények bemutatdsa hirom részre tagolédik az irodalmi Osszefoglaléban
targyalt alléfazisok sorrendjét kovetve. A jobb és egyszeriibb attekinthetoség érdekében, a
kisérleti részben bevezetett roviditéseket és a vizsgdlt vegyiiletek szdmozdsi rendszerét
haszndlom, illetve csak a magyardzatok értelmezéséhez sziikséges adatok kozlésére

szoritkozom. Az Osszes mérési eredmény a feldolgozott kozleményekben megtaldlhato.

4.1. Elvdlasztdsok makrociklusos glikopeptid és ciklodextrin alapu kirdlis
dllofazisokon
4.1.1. A 4-Arilszubsztitudlt f-laktdmok elvdlasztdsa Chirobiotic T és
TAG dllofazison

A 4-arilszubsztitudlt f-laktdmok (1-7) (N-peptidil szdrmazékai szerint protedz,
elasztdz és cisztein protedz papain inhibitorok) [115], a laktdm gytri mellett egy
fenilgytriit is tartalmaznak (3.1. Tablazat). Az 1 vegyiilet esetén a fenilgylr(i nem
szubsztitudlt szemben a 2-7 f-laktdmokkal, igy Osszehasonlitdsi alapként haszndlhaté a
szubsztituens kromatografids hatdsdnak vizsgdlatira. Méréseink kiterjedtek a szelektor
mindsége (T, TAG), az eluensosszetétel és a homérséklet hatdsanak tanulméanyozasara is.

p-laktamok kromatografids viselkedését két oszlopon (T és TAG), illetve két
eluensosszetétel mellett 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH = 60/40 (v/) és MeOH = 100%
vizsgaltuk, (4.1. tablazat) tovabbd a homérsékletfiiggés hatasat 278-318 K tartomanyban
tanulmanyoztuk. Mind a két all6fazison sikeriilt a hét vegyiiletet alapvonalra elvdlasztani.
Az enantiomerek eliciés sorrendjének meghatirozasakor minden esetben az S enantiomer
eludlédott elsdként, (az 5 minta esetében, tiszta enantiomer hidnydban nem tudtuk az
elicids sorrendet meghatarozni).

Mind a két allofazisndl egységesen a puffert tartalmazé eluens alkalmazdsa esetén
nagyobb k’; értékeket tapasztaltunk, mint 100% MeOH alkalmazdsakor, ami az ionos
kolesonhatdsok meghatirozo szerepére utal a visszatartdsban. Ez a kiilonbség TAG oszlop

alkalmazdsa esetén jelentdsebb, sok esetben meghaladja a 4-5-szords retencids faktor
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kiilonbséget. Ez a viselkedés megfelel Berthod és mtsai. [21] é&ltal kation jellegli
aminosavak vizsgélatakor az eluens pH csokkentésénél tapasztalt nagyobb visszatartdsnak.
A f-laktdmok kationos jellegliek, a gyliriiben levd nitrogén képes protondlddni, ikerionos
illetve anionos dllapot nem alakulhat ki, mivel szabad karboxilcsoportot és aminocsoportot
nem tartalmaznak. Az alkalmazott pH=4,1 mellett az ikerionos all6fazis
karboxilcsoportjdval a -laktdm protondlt aminocsoportja ionos kdlcsonhatdsba tud 1épni.

Az eluens Osszetételének hatdsat a kromatografids paraméterekre a 2 és 4 vegyiilet
esetén vizsgdltuk. A retencids faktor, a szelektivitasi tényezo €s a felbontéds valtozasat a T
és TAG éall6fazisokon a 4.1. abra szemlélteti.

4.1. Tablazat. A 4-aril-szubsztitudlt f-laktdmok kromatografids paraméterei (k;’, & és Rs)
€s az enantiomerek elucios sorrendje Chirobiotic T és TAG oszlopon

. ¢ PP , Elacios
Vegyiilet KAF Mozgdfazis k; a Ry sorrend
T a 2,79 1,48 4,64 S<R
1 T b 1,39 1,30 3,60 S<R
TAG a 10,04 1,69 3,31 S<R
TAG b 1,99 1,49 4,46 S<R
T a 3,34 1,52 3,67 S<R
) T b 1,35 1,32 4,00 S<R
TAG a 12,51 1,78 4,21 S<R
TAG b 1,84 1,68 6,50 S<R
T a 2,63 1,64 4,59 S<R
3 T b 1,30 1,40 4,67 S<R
TAG a 8,10 1,99 5,56 S<R
TAG b 1,78 1,65 6,67 S<R
T a 3,69 1,56 3,95 S<R
4 T b 1,36 1,37 4,44 S<R
TAG a 13,44 2,03 6,27 S<R
TAG b 1,95 1,76 6,96 S<R
T a 3,42 1,52 2,78
5 T b 1,37 1,36 3,64 ’
TAG a 16,19 1,99 3,91
TAG b 1,94 1,73 5,73
T a 3,32 1,46 3,14 S<R
6 T b 1,20 1,23 2,56 S<R
TAG a 13,16 1,63 3,84 S<R
TAG b 1,66 1,73 6,44 S<R
T a 3,50 1,39 3,00 S<R
- T b 1,25 1,17 1,89 S<R
TAG a 12,31 1,63 4,28 S<R
TAG b 1,89 1,34 4,00 S<R

Kromatografias koriilmények: kirdlis all6fazis (KAF), Chirobiotic T (T) és Chirobiotic TAG (TAG); eluens,
a, 0,1% TEAA (pH 4,1)/MeOH=60/40 (v/v), b, 100% MeOH; detektélds, 210 nm; dramldsi sebesség, 0,5 mL
perc‘l; hémérséklet, 298 K; “nincs eldcids sorrend meghatdrozas.
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Mindkét 4llofazisndl és vegyiiletnél a mozgdfazisban a szerves komponens
ardnydnak novelésével a visszatartds csokkenése figyelheté meg, ami megfelel a klasszikus
forditott fazisi viselkedésnek. A szelektivitdsi tényezd 30-40% MeOH-tartalom mellett
maximumot mutatott. A felbontds a T oszlopndl telitési gorbe szerint alakult, a TAG
oszlop esetében a szerves komponens novelésével végsé soron 100% MeOH-tartalomig
egy folyamatos novekedés volt megfigyelhetd (a 70% MeOH-tartalomndl bekovetkezd

csokkenésre nem taldltunk érdemi magyarazatot).
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4.1. abra
Az eluensdsszetétel hatdsa a kromatogrdfids paraméterekre 2 és 4 vegyiiletek esetén
T és TAG oszlopokon

Kromatografids koriilmények: oszlop, Chirobiotic T (T) és Chirobiotic TAG (TAG); eluens, 0,1%
TEAA (pH 4,1)/MeOH (v/v), detektdlas, 210 nm; dramlési sebesség, 0,5 mL perc’l; homérséklet, 298 K.

Az enantiomerek szerkezeti hozzdjaruldsat vizsgdlva megéllapithatd, hogy a metil-,
klor- és bromszubsztituensek jelenléte a f-laktdm aromds gytirijén egységesen visszatartds
novekedést eredményeztek a szubsztitudlatlan 1 vegyiilethez képest. Amig a klor
szubsztituensek helyzete a visszatartdst jelentdsen nem befolydsolja, addig a

szelektivitasban és felbontasban eltérés figyelhetd meg. A kirdlis felismerési folyamatban
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egységesen legkedvezdbbnek a para-helyzetli szubsztitiicié bizonyult mind a két all6fazis
esetén. A meta-szubsztitudlt 7 vegyiilet esetén figyelhetd meg a legkisebb szelektivitds és
felbontds utalva a kedvezétlen sztérikus hozzdjaruldsra. A szubsztituensek helyzetébdl
adodo eltérd szelektivitas és felbontds értékek valdszinlileg Guiochon és mtsai [116] altal
adszorpcids izotermdk felvételével meghatarozott nem-enantioszelektiv (L) és
enantioszelektiv (II.) adszorpcidés kotOhelyekkel magyardzhatéak. Az 1. tipusi nem-
enantioszelektiv helyeken az elektrosztatikus, H-hid, polaris, van der Waals és diszperzids
kolcsonhatdsok a meghatarozéak. A II. tipusu enantioszelektiv kotohelyek vesznek részt a
kirdlis felismerési folyamatban. Esetiinkben a klor szubsztituens helyzete az aromads
gylriin az enantioszelektiv kot6helyekkel kialakitott kolcsonhatdsokban jatszhat jelentOs
szerepet.

A kirdlis szelektor szerkezete szintén jelentdsen befolydsolja a kirdlis
megkiilonboztetési folyamatot. A T szelektor esetében kisebb szelektivitast és felbontast
kaptunk, mint a TAG oszlop esetén, ami a cukorrészek sztérikus gatld hatdsaval
magyarazhatd. Az irodalmi részben mar emlitett van’t Hoff Osszefiiggés alapjan az Ino-
/T fiiggvény meredekségébdl és tengelymetszetébdl szdmolt standard entalpiavdltozas
kiilonbség A(AH 9), standard entropiavaltozas kiillonbség A(AS 9 és standard szabadentalpia
véaltozéds kiilonbség A(AG 9 értékek segitséget nydjtanak a kirdlis megkiilonbozetési
folyamatok értelmezésében. Ha a vizsgalt hdmérséklettartomany nem tdl nagy [116] és a
A(AH® konstans az adott homérséklettartomanyon belill, az Ino~1/T fiiggvény
meredeksége adja -A(AH 9 és a tengelymetszet a A(AS 9 értékeket.

Fizikai-kémiai szempontbdl a A(AH 9 felvildgositast nyujt arr6l, hogy mennyire
kedvezményezett a folyamat, amely sordn a relative jobban kot6d6 enantiomer a
mozgo6fazisbol atlépve az 4all6fazishoz kotédik. A A(AS9 a két enantiomer
rendezettségének mértékében bekovetkezd valtozast jellemzi az all6fazishoz vald kotodés
sordn. A negativabb A(AH ) nagyobb energia felszabaduldssal jar6 (exoterm) dtmenetre
utal a nagyobb retencidval rendelkezd (masodikként eludlédé) enantiomerre nézve, azaz
erdsebb kolcsonhatds alakul ki az all6fazissal. Természetesen a kialakulé kolcsonhatds a
rendezettségben bekovetkezd valtozast is magdval vonja, negativ A(AS 9 eredményezve.
Altaldnosan elmondhaté, hogy az alacsony hdmérséklet kedvez az intermolekuldris
kolcsonhatdsok kialakuldsdnak, azonban néhdny esetben az asszocidciét megel6z6
deszolvaticios folyamatok pozitiv A(AS° eredményeznek. Ezekben az esetekben az

enantioszelektivitds magasabb hdmérsékleten kedvezdbb lesz.
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A kirdlis szelektor hozzdjaruldsat vizsgdlva az enantioszelektivitishoz, kordbbi
kutatdsok rdmutattak arra, hogy a cukorrészek a kirdlis felismerési folyamatban betdltott
szerepe Osszetett. Egyrészrdl gatolhatjdk a kirdlis felismerést, oly mddon, hogy a
cukorrészek elfedik a makrociklusos iiregeket, illetve az elektrosztatikus kolcsonhatasok
kialakitdsara képes amino- és karboxilcsoportokat. Masrészrol viszont segithetik a kiralis
megkiilonboztetést, hiszen a cukorrészeken szdmos kiralitds centrum és hidrogénkotések
kialakitasara alkalmas csoport van.

A hémérsékletfiiggés méréséhez 100% MeOH-tartalmu eluenst vélasztottunk- 278-
318 K homérséklettartomanyban mértiik az enantiomerek kromatografids adatait és az Ink-
1/T éabrazolasbol nyert termodinamikai adatokat a 4.2. Tablazatban foglaltam Ossze.
Amint a bemutatott korrelaciés egyiitthatok bizonyitjdk, a kapott fiiggvények megfeleld
josaggal leirhatok voltak egy-egy egyenes egyenletével. Az enantioszelektivitast jellemzo -
A(AH 9, -A(AS 9 és -A(AG 9 értékekbol az alabbi altalanos kovetkeztetések vonhatéak le.
A szamolt A(AG9 298 K-en a T és a TAG all6fazisokra -0,4—-0,9 illetve -0,7—-1,4 kJ/mol
tartomanyba esnek (4.2. Tablazat), és mind a hét vegyiilet esetében nagyobbak voltak
TAG 4lléfazison. Osszefoglaléan megéllapithaté, hogy a vizsgilt f-laktdmokndl a
cukorrészek kedvezobtleniil befolyéasoltdk a kirdlis megkiilonboztetési folyamatot.

4.2. Tablazat. A 4-aril-szubsztitudlt f-laktamok termodinamikai paraméterei, A(AH®),
A(AS°), A(AG®)q98k, €s az In o-1/T fiiggvény korrelacios koefficiense (szorasnégyzete, RZ)

T
Vegyiilet “AGH) “AAS) -AAG) sk R
(kJ mol™) J K mol™) (kJ mol™)
1 3,8 10,5 0,6 0,995
2 4,0 11,2 0,7 0,995
3 5,3 14,8 0,9 0,996
4 4,8 13,3 0,8 0,997
5 4,3 12,0 0,8 0,998
6 1,8 4,2 0,5 0,999
7 2,0 5,4 0,4 0,991
TAG
Vegyiilet -A(AH") —A(AS®) -A(AG )25 k R?
(kJ mol™) J K mol™) (kJ mol™)
1 3,8 9.4 1,0 0,998
2 4,6 11,0 1,3 0,999
3 5,1 12,6 1,3 0,963
4 5.4 13,7 1,4 0,975
5 4,2 9,6 1,4 0,997
6 4,2 9,8 1,3 0,991
7 2,2 5,0 0,7 0,995

Kromatografids koriilmények: oszlop, Chirobiotic T (T) és Chirobiotic TAG (TAG); eluens, 100% MeOH;
detektdlds, 210 nm; dramlési sebesség, 0,5 mL perc'l; homérséklet, 278-318 K.
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Természetesen nemcsak a szelektor, hanem a vizsgalt vegyiiletek szerkezeti
hozz4jaruldsaval is szdmolni kell. Osszehasonlitva a -A(AH 9 kiilonbségeket a 2, 3, 4, 5
vegyiiletek esetében nagyobb értékeket kapunk, szemben a szubsztitudlatlan 1
JS-laktdimmal, amely a para-helyzetii szubsztituensek kedvezd hozzdjaruldsat mutatja a
kirdlis felismerésre. Az orto- és a meta-klor-szubsztitudlt 6 €s 7 vegyiilet esetében kisebb -
A(AH 9-t kaptunk Osszehasonlitva a para-klor-szubsztitudlt 4 vegyiilettel mind a két
allofazis esetében. A kisebb -A(AH 9 arra utal, hogy az enantioszelektiv kdlcsonhatdsok 6
és 7 vegyiilet esetében joval gyengébbek.

Osszefoglaldsként elmondhat6, hogy a makrociklusos glikopeptid alapi T és TAG
kiralis alléfazisokon a hét vizsgalt aromds f(-laktdim enantiomerjeit sikeriilt alapvonalra
elvdlasztani. Az enantiomerek eldcids sorrendje S<R volt, (az § vegyiilet esetén nem 4llt
rendelkezésre tiszta enantiomer a meghatdrozdshoz). Osszehasonlitva a két oszlopot a
TAG hatékonyabbnak bizonyult, nagyobb szelektivitasi tényezd €s felbontds értékeket
kaptunk.

Vizsgaltuk az eluensosszetétel és a homérséklet hatasat a kirdlis elvalasztasra. A
szerves komponens novelésével jelentdsen csokkent a visszatartds mind a két vizsgélt
oszlopndl. A szelektivitdsi tényez0 enyhe maximum gorbe szerint valtozott, a felbontés
100% MeOH esetén volt a legjobb. A hémérsékletvaltozas adataibdl termodinamikai
paramétereket szamoltunk, amelyek a kirdlis felismerési folyamatban a szelektorok és a
vizsgilt vegyiiletek szerkezeti hozzdjaruldsa kozotti kapcsolat értelmezését segitették. Az

1-7 vegyiiletek kivalasztott kromatogramjai a 10.1. Fiiggelékben taldlhatok.
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4.1.2. Kondenzdlt gyiiriis f-laktamok és f-aminosavak elvdlasztdsa

Chirobiotic T, TAG, V, VAG és Cyclobond DMP oszlopokon

Ebben a fejezetben hdarom triciklusos f-laktdim (8-10) és harom biciklusos f3-
aminosav (11-13) enantiomerjeinek kromatografids viselkedését targyalom (3.2.
T4blazat). Mind a hat vegyiilet cisz izomer. Ot makrociklusos glikopeptid teicoplanin (T),
teicoplanin aglikon (TAG), vankomicin (V), vankomicin aglikon (VAG), ristocetin A (R)
és 3,5-dimetilfenilkarbamoil f-ciklodextrin (DMP) kirdlis szelektort tartalmazé
allofazisokon torténtek a vizsgdlatok forditott fazisu, polaris-szerves és poldris-ionos
koriilmények kozott. A vizsgdlataink  kiterjedtek az  eluensosszetétel és a
hémérsékletfiiggés tanulményozdsara is.

A két vegyiiletcsoport forditott fazist analizisében érdekes viselkedés figyelheté meg
a retenci6s faktorok tekintetében. A f-laktdmok esetében a szerves komponens novelésével
hasonléan az el6z6 fejezetben targyalt hét -laktdmhoz, ami megfelel a klasszikus forditott
fazisu viselkedésnek (nem bemutatott eredmények). A S-aminosavak vizsgdlatakor ezzel
ellentétes hatést figyeltiink meg. Ez azzal magyardzhatd, hogy nagy MeOH-tartalomnal
(>70%) az aminosavak oldhat6sdga csokken a MeOH-tartalom tovabbi novelésével, igy az
allofazissal valo kolesonhatés valik kedvezményezetté.

Az egyes oszlopok Osszehasonlitasakor, forditott fazisu elvalasztasoknal 0,1% TEAA
(pH 6,5)/MeOH=10/90 (v/v) eluensosszetételnél az els6ként eludlédé enantiomerek
retencids faktoraira T oszlop esetében a 8-10 vegyiileteknél 0,87-1,00, 11-13
vegyiileteknél 2,89-3,31 értékeket kaptunk (4.3. Tablazat). Hasonl6 tendenciat figyeltiink
meg TAG alléfazis alkalmazasakor 0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH=30/70 (v/v)
eluensosszetételnél, a k;’ értékek f-laktdmokra 1,57-1,81 a f-aminosavakra 2,89-3,58
kozott valtoztak. A f-laktdmok esetén tapasztalt kisebb visszatartds a hasonl6 szerkezetli
aminosavakhoz viszonyitva a szabad amino- és karboxilcsoportok hidnydval
magyardzhatd, amelyek az ionos kolcsonhatdsok kialakitdsaért felelosek, tovabba a
laktamgytirii 1€trejottével a harmas gylrGs szerkezet sztérikusan mar kedvezétlen a
szelektor zsebeiben val6 illeszkedéshez. Ezt tdmasztja ald, a TAG oszlopon tapasztalt
nagyobb visszatartds, ahol nem érvényesiil a cukorrészek sztérikus gatlo hatdsa. A 4.3.
Tablazat adatai szerint a k;’ értékek TAG oszlopon minden esetben nagyobbak voltak,

mint T oszlopon.
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4.3. Tablazat. Triciklusos f-laktamok és biciklusos f-aminosavak kromatografids

paraméterei (k;’, & Rgs), szabadentalpiavaltozas kiilonbség értékei (A(AG®)9sx valamint az
enantiomerek eldcios sorrendje Chirobiotic T, TAG, V, VAG, R és Cyclobond DMP

oszlopokon forditott fazisu elvalasztdsok esetén

Vegyiilet| KAF |Mozgofazis| k' a R, -?lg?iloo)lz'gl?( Slf)lrurcel::(sl

T a 0,98 1,19 1,71 0,40 1R,5R<1S8,58
8 TAG b 1,81 1,46 2,81 0,90 1R,5R<1S8,58
DMP d 3,52 1,10 1,76 0,20 1R,5R<1S8,58

T a 0,89 1,00 0,00 0,00 -

9 TAG b 1,57 1,00 0,00 0,00 -
DMP d 4,77 1,14 2,46 0,30 1R,6R<18S,6S
T a 0,87 1,07 0,70 0,20 1R, 7R<1S,7S
10 TAG b 1,64 1,63 4,00 1,20 1R, 7TR<1S,7S
DMP d 6,86 1,05 0,88 0,10 1R, 7R<1S,7S
T a 3,31 1,03 0,50 0,10 1R,2R<1S,2S
11 TAG b 3,21 1,17 1,14 0,40 1R,2R<1S,2S
DMP ¢ 0.72 | 124 | 149 0,50  |1S,2S<1R2R
T a 3,12 1,27 2,85 0,60 1R,2R<18S,2S
12 TAG b 3,58 1,70 5,00 1,30 1R,2R<1S,2S
TAG C 2,82 1,33 3,43 0,70 1R,2R<18S,2S
T a 2,89 1,37 4,00 0,80 1R,2R<18S,2S
13 TAG b 3,80 1,33 2,57 0,70 1R,2R<18S,28
\" a 0,81 1,68 3,47 1,30 1R,2R<18S,2S

Kromatografids koriilmények: oszlop (KAF), Chirobiotic T (T), Chirobiotic TAG (TAG), Chirobiotic V (V),
Chirobiotic VAG (VAG) és Cyclobond DMP (DMP); eluens, a, 0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH=10/90 (v/v), b,
0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH=30/70 (v/v), ¢, 0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH=55/45 (v/v), d, 0,1% TEAA (pH
6,5)/MeOH=60/40 (v/v), detektdlas, 210 nm; dramldsi sebesség, 0,5 mL perc‘l; hémérséklet, 298 K.
S-Laktamok és f-aminosavak esetében 8<9<10 és 11<12<13 sorrendben viltozik a

hidroféb jelleg. Forditott fazisi elvédlasztds folyamdn egy adott oszlopon és
eluensosszetételnél a vegyiiletek hidroféb jellegének hozzdjaruldsat vizsgdlva a retencid
kialakuldsdhoz és a két vegyiiletcsoportot Osszehasonlitva, a kevésbé hidroféb f-
aminosavak esetében a 13 vegyiiletnél, mig a f-laktdimokndl a 8 vegyiilet esetében
tapasztaltuk a legnagyobb visszatartidst. Ez a jelentds kiillonbség a két vegyiiletcsoport
kozott az élléfazissal kialakult kolcsonhatdsok kiillonbségébdl adddhat, a f-aminosavak
esetében nem a hidroféb jelleg, hanem az amino- és karboxilcsoportok elektrosztatikus
kolecsonhatdsa az alléfazissal lehet a meghatarozo.

A polaris-szerves (100% MeOH) és a

(MeOH/AcOH/TEA=100/0,01/0,01 (v/v/v)) 0sszehasonlitdsakor (4.4. tablazat) a polaris-

poldris-ionos ~ mérések

ionos modban nagyobb visszatartist figyeltink meg mind a f-laktdimok, mind a f3-
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aminosavak esetében, ez a kiillonbség TAG oszlopon még jelentdsebb. Példaul a 10
vegyiiletnél T (k;’=6,33), TAG (k;’=9,44) értékeket kaptunk. A V és VAG oszlopoknal is
a fentihez hasonlé tendencidt tapasztaltunk. Sav illetve bdazis jelenléte az eluensben
meghatdrozza az aminosavak és a szelektor karboxil- és aminocsoportjdnak, és az
allofazison taldlhat6 szabad szilanolcsoportok protonaltsdgi allapotat is, igy befolyasoljak a
1étrejovd elektrosztatikus kolcsonhatdsok kialakuldsat és erdsségét. Az eluensben az
ecetsav mennyiségének 0,01 %-r6l 0,1 %-ra novelésével és a TEA 0,01 % értéken
tartdsdval retencids id6 csokkenést figyeltink meg, ami a karboxilcsoportok
protondléddsanak novekedésével magyarazhato.

Polaris-ionos moédban adott eluensosszetételnél (MeOH/AcOH/TEA=100/0,01/0,01
(v/vlv)) a 13 vegyiiletre kapott k;’ értékeket Osszehasonlitva kiilonb6z6 oszlopokon, T
(k;’=4,66), TAG (k;’=8,55), V (k;’=1,32), VAG (k;'=1,60) és R (k;’=2,57), a V és VAG
esetében kaptuk a legkisebb visszatartdst. Ez azzal magyarazhatd, hogy a V és VAG harom
makrociklusa 4ltal formdlt kisebb kosdrban nem tud megfelelden illeszkedni a viszonylag
nagy térkitoltésii biciklusos aminosav, szemben a T illetve TAG négy makrociklusa altal
1étrehozott nagyobb kosardval. A 'V és VAG oszlopok esetében kapott retencids faktorokat
(k;’=1,32, k;’=1,60) 6sszehasonlitva nem kaptunk jelentds kiilonbségeket, igy kijelenthetd,
hogy a cukorrészek arnyékold hatdsa itt kevésbé érvényesiil. A risztocetin A szelektort
tartalmazd R oszlop esetében tapasztalt kisebb k;” a T és TAG oszlopokhoz viszonyitva az
allofazis polarisabb jellegével (tobb cukorrész, nincs nonilldnc), illetve a szabad
karboxilcsoport hidnydval magyarazhato.

A kirdlis elvélasztasra jellemz6 szelektivitasi értékeket megvizsgaltuk a f3-laktdm és
J-aminosav enantiomerek forditott fazisu elvdlasztdsa esetén (4.3. tablazat). Amig a /-
laktdmokra Chirobiotic T oszlopon 1,19, 1,00; 1,07, addig TAG esetében 1,46; 1,00 és
1,63 szelektivitasi tényezoket kaptunk. Ezzel szemben -aminosavakndl Chirobiotic T
oszlopon 1,03; 1,27; 1,37 és TAG oszlopon 1,17; 1,70; 1,33 értékeket kaptunk.
Elmondhat6, hogy mindkét vegyiiletcsoportndl, a 13 f-aminosav esetén nem jelentds az
eltérés, a TAG bizonyult hatékonyabbnak. A fentiekhez hasonl6é eredményt kaptunk V és
VAG oszlopok esetében is.

Irodalmi adatok alapjan varhaté volt, hogy a PIM alkalmazdsa aaminosavak

esetében T és TAG allofazisokon jelentds szelektivitas javulast eredményez [16].
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4.4. Tablazat. Triciklusos f-laktdimok és biciklusos f-aminosavak kromatografias

paraméterei (k;’, & Ry), szabadentalpiavaltozas kiillonbség értékei (A(AG®),93k valamint az
enantiomerek elicids sorrendje Chirobiotic T, TAG, V, VAG, R és Cyclobond DMP
oszlopokon polaris-szerves és poldris-ionos elvélasztidsok esetén

Vegyiilet | KAF |Mozgofazis| k;' a R, 'ﬁgi:;)lzﬁ?( slf)ll'li'ce}ztsi
T a 1,00 1,15 0,70 0,3 1R,5R<18,58
T b 1,00 1,16 1,17 0,4 1R,5R<1S8,58
8 TAG a 1,27 1,76 4,57 1,4 1R,5R<18,55
TAG b 1,36 1,74 5,54 1,4 1R,5R<18,58
T a 0,87 1,00 0,00 0,0 -
T b 0,95 1,00 0,00 0,0 -
9 TAG a 1,09 1,09 1,09 0,2 1R,6R<1S,6S
TAG b 1,12 1,08 0,50 0,2 1R,6R<1S,6S
R b 0,19 1,21 0,52 0,5 -
T a 0,88 1,09 0,77 0,2 1R, 7R<1S8,7S
T b 0,95 1,08 <0,40 0,2 1R, 7R<1S,7S
10 T c 0,95 1,08 0,80 0,2 1R, 7R<1S8,7S
TAG a 1,11 1,58 3,56 1,1 1R, 7TR<1S8,7S
TAG b 1,13 1,60 1,79 1,2 1R, 7TR<1S8,7S
TAG C 1,14 1,59 2,93 1,1 1R, 7TR<1S8,7S
T a 6,24 1,06 0,68 0,1 1R,2R<18,2S
T b 6,41 1,06 0,76 0,1 1R,2R<18,2S
TAG a 6,33 1,11 0,67 0,3 1R,2R<1S8,2S8
TAG b 9,44 1,10 0,98 0,2 1R,2R<18,2S
11 TAG c 8,20 1,11 1,00 0,3 1R,2R<18,28
R a 2,41 1,16 0,86 0,4 1R,2R<18,28
R b 1,92 1,18 1,08 0,4 1R,2R<1S8,28
A\ b 0,99 1,09 0,91 0,2 1S5,2S<1R,2R
VAG b 1,05 1,13 1,67 0,3 15,2S<1R,2R
T a 5,02 1,25 1,95 0,6 1R,2R<1S8,28
T b 5,19 1,34 2,10 0,7 1R,2R<18,2S
TAG a 6,03 1,90 4,33 1,6 1R,2R<18,2S
12 TAG b 7,84 1,71 3,85 1,3 1R,2R<18,2S
TAG c 6,77 1,77 3,92 0,4 1R,2R<18,2S
R a 2,80 1,78 4,25 1,4 1S5,25<1R,2R
R b 2,32 1,92 4,00 1,6 15,2S<1R,2R

Kromatografids koriilmények: oszlop, Chirobiotic T (T), Chirobiotic TAG (TAG), Chirobiotic V (V) és
Chirobiotic VAG (VAG); eluens, a, MeOH 100%, b, MeOH/AcOH/TEA=100/0,01/0,01 (v/v/v) és ¢,
MeOH/AcOH/TEA=100/0,1/0,01 (v/v/v); detektdlds, 210 nm; dramldsi sebesség, 0,5 mL perc'l; homérséklet,
298 K.
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4.4. Tablazat (folytatas).
kromatografids paraméterei

(k1’,

Triciklusos
o, Ry),

p-laktdmok  és

biciklusos

J-aminosavak

szabadentalpiavaltozads kiilonbség értékei
(A(AG®),9sk valamint az enantiomerek elidcios sorrendje Chirobiotic T, TAG, V, VAG, R
és Cyclobond DMP oszlopokon poldris-szerves és poldris-ionos elvélasztdsok esetén

Vegyiilet | KAF |Mozgofazis| k;' a R, 'ﬁggloo)lzﬁ’;K S]i‘)lrl;(:::(sl
T a 5,42 1,46 3,46 0,9 1R,2R<1S,2S
T b 4,66 1,40 2,00 0,8 1R,2R<1S,2S
TAG a 8,55 1,29 1,18 0,6 1R,2R<1S8,28
TAG b 8,55 1,27 1,65 0,6 1R,2R<1S8,28
TAG c 8,64 1,27 1,70 0,6 1R,2R<1S8,2S
13 R a 3,55 1,05 <0.40 0,1 -
R b 2,57 1,05 <0,40 0,1 15,2S<1R,2R
A\ a 1,74 1,47 3,15 1,0 1R,2R<1S8,2S
A% b 1,32 1,56 3,18 1,1 1R,2R<1S,2S
VAG a 0,79 1,24 2,08 0,5 1R,2R<1S,2S
VAG b 1,60 0,12 2,50 0,4 1R,2R<1S,28

Kromatografias koriilmények: oszlop (KAF), Chirobiotic T (T), Chirobiotic TAG (TAG), Chirobiotic V (V)
és Chirobiotic VAG (VAG); eluens, a, MeOH 100%, b, MeOH/AcOH/TEA=100/0,01/0,01 (v/v/v) és ¢,
MeOH/AcOH/TEA=100/0,1/0,01 (v/v/v); detektdlds, 210 nm; dramldsi sebesség, 0,5 mL perc‘l; homérséklet,
298 K.

Az éltalunk vizsgalt két vegyiiletcsoport esetében az « értékeket Osszehasonlitva a
forditott fazisu (0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH), polaris-szerves (MeOH) és a polaris-ionos
(MeOH/AcOH/TEA) mérések kozott nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget a
makrociklusos allo6fazisok kozott.

A teicoplanin kirdlis szelektoron taldlhaté cukorrész hatdsat a kirdlis elvdlasztdsra
igen jOl szemlélteti a

Atac-TAAG®)=A(AG®)1aG-A(AG)r (24)
kiilonbség.

Ha ez a kiilonbség negativnak adédik, akkor az adott vegyiilet enantiomerjei jobban
elvdlaszthatok az aglikon szelektoron. Azonban, ha ez az érték pozitiv, akkor a
cukorrészeket tartalmazé szelektor a hatékonyabb az adott vegyiilet optikai izomerjeinek
elvdlasztasdban. A 4.3. abran POM (a) PIM (b) és normdl fazisi (¢) mérések
eredményébdl szdmolt AracTA(AG®) értékek lathatéak mind a két vegyiiletcsoportra
vonatkozéan. A POM és PIM koriilmények kozott a 13 f-aminosav kivételével negativ
értékeket kaptunk, ami a cukorrészek kedvezotlen hatasat mutatja a kirélis felismerésre. A
8 és 10 (és 12) vegyiiletek esetében a kiilonbség meghaladja az 1,0 kJ/mol A(AG®) értéket.

Normadl fazisi koriilmények kozott csak a 8, 9 és 10 vegyiileteket sikeriilt elvdlasztani
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Chirobiotic T és TAG oszlopokon. A cukorrészek kedvezdtlen hatdsa a Kkirdlis
megkiilonboztetési folyamatban alapvetden kétféle tton nyilvanulhat meg:

/ sztérikusan gitolhatja a kosar belsejéhez valé hozzdjutdsukat,

/ meggatolhatja a lehetséges kolcsonhatds kialakitdsat az aglikon két fenolos és
egy alkoholos hidroxilcsoportjaival, amelyeken keresztiil a harom cukorrész
kapcsolddik a nativ teicoplanin esetén [24]

A Cyclobond DMP all6fazis forditott fazisi alkalmazisakor csak a §-11
vegyiileteknél figyeltiink meg kiralis megkiilonboztetést a 8, 9 €s 10 vegyiiletek esetében
alapvonalra torténd elvélasztast kaptunk 1,76, 2,46 és 1,49 felbontas értékekkel. A 10 -
laktdm valészinlileg mar nem tudott megfeleléen illeszkedni a hozzavetdleg 0,78 nm
atmérdji ciklodextrin gytrliben, igy nem tudott létrejonni a kirdlis felismeréshez
elengedhetetlen zarvdnykomplex.
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4.3. abra
A teicoplanin és teicoplanin aglikon dlldfdazisok enantioszelektivitdsa kozti kiilonbség
POM (a) és PIM (b) koriilmények kozott
Kromatografids koriilmények: oszlop, Chirobiotic T (T) és Chirobiotic TAG (TAG); eluens, a, MeOH 100%,
b, MeOH/AcOH/TEA=100/0,01/0,01 (v/v/v), ¢, hexan/IPA=90/10 (v/v); detektalas, 210 nm; aramlasi
sebesség, 0,5 mL perc‘l; homérséklet, 298 K.

08 1,2 1,6
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Vegyiiletek
©

0 04 08 1,2 1,6
Arac.TA(AG®) / KJ mol”

4.3. abra folytatasa
A teicoplanin és teicoplanin aglikon dlléfdazisok enantioszelektivitdsa kozti kiilonbség
normdl fdzisi (c) koriilmények kozott
Kromatografids koriilmények: oszlop, Chirobiotic T (T) és Chirobiotic TAG (TAG); eluens, a, MeOH 100%,
b, MeOH/AcOH/TEA=100/0,01/0,01 (v/v/v), ¢, hexan/IPA=90/10 (v/v); detektalas, 210 nm; aramlasi
sebesség, 0,5 mL perc'l; homérséklet, 298 K.

A 8-10 vegyiiletek esetében a Cyclobond DMP oszlop normal fazisban is hatékonynak
bizonyult, ami a 77 kolcsonhatdsra alkalmas 3,5-dimetilfenilkarbamoil médositas kiralis
felismerésre gyakorolt hozzajarulasanak kdszonhetd.

Meghataroztuk az enantiomerek eliciés sorrendjét is azokban az esetekben, amikor
az elvédlasztds megfeleld volt (4.3. és 4.4. tablazat). A Chirobiotic T és TAG
allofazisokndl egységesen R,R<S,S sorrendet kaptunk a hat vegyiiletre vonatkozéan, a 12
és 13 [-aminosavakndl R oszlopon, illetve 10 vegyiilet esetében a V, VAG és DMP
allofazisokndl elicids sorrendvéltozast 15,25<1R,2R figyeltiink meg.

Osszefoglaldsként elmondhaté, hogy a vizsgilt f-aminosav és f-laktdm
enantiomereket sikeriilt alapvonalra elvdlasztani forditott és normal fazisi (csak f-
laktdmok), illetve poldris-szerves és polaris-ionos koriilmények kozott makrociklusos
glikopeptid és ciklodextrin alapd kirdlis &ll6fazisokon. A vizsgalt makrociklusos
glikopeptid szelektorok koziil a TAG esetében kaptuk a legnagyobb szelektivitds és
felbontds értékeket. A szdmolt Arag.TA(AG®) értékek j6l mutattdk, hogy a vizsgélt hat
vegyiilet esetében (a 13 kivételével) a cukorrészek a szelektoron kedvezdtleniil
befolyéasoltak a kirdlis megkiilonboztetési folyamatokat.

A Cyclobond DMP oszlop mind forditott, mind normadl fazisban igen j6 elvélasztdst
mutatott a 8, 9 S-laktamok €s a 11 S-aminosav vizsgalatakor.

Az enantiomerek eldcids sorrendjét meghataroztuk, és harom f-aminosav esetén

sorrendbeli valtozast figyeltiink meg kiilonboz6 all6fazisokon.
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4.2. Elvdlasztasok koronaéter alapu kirdlis dllofdazisokon

A kirdlis koronaéter szelektort tartalmazd dall6fazisok szerkezeti sajatsdgukbol
adédéan alkalmasak primer amino funkcidscsoportot tartalmazé enantiomerek
elvalasztdsdra. A ﬁj -aminosavak primer amincsoportjaik révén komplexet képezhetnek a
koronaéter gytirijében. Vizsgdlataink kiterjedtek alkil, aromds é&s heterociklusos
oldalldncot tartalmazé ﬂj—aminosav enantiomerek elvdlasztdsi mechanizmusdnak
tanulmanyozdsdra koronaéter alléfazison. Két tipusu all6fazist alkalmaztunk, mind a kettd
azonos (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav kirélis szelektort tartalmazott digymint
a Korona 1 (2.9. abra) és Korona 2 (2.11. abra). A szintézis mddjabol adéddan a
Korona 1 szabad szilanolcsoportokkal rendelkezik, szemben a Korona 2 oszloppal, ahol
a szilonolcsoportot etoxicsoportta alakitottdk. Az all6fazis hozzajaruldsa mellett vizsgaltuk
az eluens Osszetételnek, az eluensbe adagolt savak mindségének és mennyiségének,
tovabba a ﬁj—aminosavak szerkezetének hatdsat a kirdlis elvélasztdsra. A konnyebb
attekinthetség végett a vizsgilt vegyiileteket hdrom csoportra osztottuk, kiilon

fejezetekben targyalva azokat.

4.2.1. Aromds f’-aminosav enantiomerek elvdlasztisa Korona 1 dlléfdzison

Az éltalunk vizsgdlt tizennégy 3-arilszubsztitudlt -aminosav a 14 kivételével az
aromds gylriin eltéré pozicidban kiilonbozé szubsztituenseket tartalmaz (3.3. Tablazat).
Alapvegyiiletnek a szubsztitudlatlan 3-fenil-propansavat (14) vdlasztottuk, igy azonos
kromatografias koriilmények kozott osszevethetd a szubsztituensek hozzéjaruldsa a kirdlis
megkiilonboztetési folyamathoz Korona 1 all6fazison. Az eluensosszetétel véltoztatdsa
mellett vizsgaltuk a szerves €s dsvanyi savak mindségének és mennyiségének hatasat is.

Koronaéter allé6fazisokon az ammoéniumion-koronaéter komplex 1étrejotte az egyik
legfontosabb kolcsonhatds a szelektor és a protondlt primeramint tartalmazé vegyiiletek
kozott. Az aminocsoportok protondldddsa meghatiarozé folyamat, ennek érdekében az
eluenshez ecetsavat adagoltunk. A vizsgélatok elején a mozgéfézis szerves OsszetevOként
acetonitrilt vagy metanolt tartalmazott; a MeOH-tartalmu eluenssel nagyobb szelektivitasi
értékeket és szebb csucsalakokat kaptunk, igy a tovabbi kisérletek sordn MeOH-t
hasznéltunk szerves komponensként. Eleuns dsszetételnek a HO/MeOH=80/20, 50/50 és
20/80 (v/v) vélasztottunk, melyhez 5, vagy 10 mM AcOH-at adagoltunk a primer
aminocsoport protondldsa érdekében. A mérések eredményét a 4.5. Tablazat tartalmazza.

Az eluensosszetétel hatdsat vizsgdlva a visszatartdsra, az elsOként eludlddo
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komponens retencids faktorai H,O/MeOH=80/20 (v/v) + 10,0 mM AcOH mozgéfazisban
1,31-8,97 illetve H,O/MeOH=20/80 (v/v) + 10,0 mM AcOH eluens esetén 2,71-24,35
tartomanyba estek. A 4.5. Tablazat adatai alapjan megallapithat6, hogy a szerves
komponens mennyiségének novelésével nott a visszatartds. A 4.4. abra a 14, 15, 17, 22, 23
és 24 vegyiiletek kromatografias paramétereinek eluensosszetétel fiiggését mutatja, ahol a
15 vegyiilet kivételével egységesen nétt a k;” a MeOH-tartalom novelésével. Ez a
viselkedés valdszinilileg az eluens polaris jellegének csokkenésével fiigg Ossze, amely a
polaris kolcsonhatdsok erdsségének csokkenését vonja maga utdn a mozgdfazisban, ezaltal
nagyobb visszatartast eredményezve.

4.5. Tablazat. Arom4s ﬁj—aminosavak kromatografids paraméterei (k;’, & Rs), valamint az
enantiomerek eliciés sorrendje Korona 1 oszlopon forditott fazisu elvalasztidsok esetén

Vegyiilet MO?g/(;f;ale k;’ ky’ a Ry S]f)lrli‘cell(l)(sfl

80/20, a 2,27 2,94 1,30 1,44

14 20/80, b 8,66 9,89 1,14 1,13 R<S
50/50, ¢ 2,98 3,93 1,32 1,77
80/20, a 2,96 3,71 1,26 0,85

15 20/80, b 6,85 8,21 1,20 1,06 R<S
50/50, ¢ 2,86 3,63 1,27 1,46
80/20, a 4,16 5,68 1,36 0,90

16 20/80, b 17,87 23,55 1,32 2,38 -
50/50, ¢ 3,52 5,33 1,51 1,97
80/20, a 2,66 3,43 1,29 1,31

17 20/80, b 7,09 8,56 1,21 1,05 -
50/50, ¢ 2,92 3,83 1,31 1,73
80/20, a 3,60 4,51 1,25 1,45

18 20/80, b 10,50 12,28 1,17 1,00 -
50/50, ¢ 3,83 5,02 1,31 1,71
80/20, a 1,31 1,31 1,00 0,00

19 20/80, b 2,71 2,71 1,00 0,00 -
50/50, ¢ 1,36 1,36 1,00 0,00
80/20, a 3,06 3,94 1,29 1,43

20 20/80, b 17,44 21,30 1,22 1,84 -
50/50, ¢ 4,43 5,68 1,28 1,88
80/20, a 2,84 4,02 1,42 1,97

21 20/80, b 10,74 13,72 1,28 1,58 R<S
50/50, ¢ 3,25 4,53 1,39 1,59
80/20, a 4,24 6,06 1,43 1,86

22 20/80, b 10,39 13,84 1,34 2,03 R<S
50/50, ¢ 3,18 4,62 1,45 1,73

Kromatografids koriilmények: oszlop, Korona 1; eluens, a, H,O/MeOH=80/20 (v/v)+10,0 mM AcOH, b,
H,O0/MeOH=20/80 (v/v)+10,0 mM AcOH, ¢, H,O/MeOH=50/50 (v/v)+ 5,0 mM AcOH; detektalas, 210 nm;
dramlasi sebesség, 0,5 mL perc‘l; hémérséklet, 298 K
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4.5. Tablazat folytatasa. Aromas /33 -aminosavak kromatografias paraméterei (k;’, & Ry),
valamint az enantiomerek elicids sorrendje Korona 1 oszlopon forditott fazisi
elvélasztasok esetén

Vegyiilet MO?‘g/(z,f;ale k;’ k)’ a Rg Slil;ig::g

80/20, a 5,40 8,09 1,50 1,79

23 20/80, b 12,27 18,64 1,52 2,40 R<S
50/50, ¢ 5,69 9,19 1,62 2,53
80/20, a 1,81 1,81 1,00 <0,40

24 20/80, b 3,04 3,47 1,14 1,06 R<S
50/50, ¢ 1,73 1,94 1,12 0,69
80/20, a 8,97 14,95 1,62 2,27

25 20/80, b 24,35 39,70 1,63 2,40 -
50/50, ¢ 6,27 7,66 1,22 1,91
80/20, a 3,80 5,61 1,48 1,54

26 20/80, b 14,58 20,15 1,38 2,32 R<S
50/50, ¢ 3,56 5,26 1,48 1,91
80/20, a 5,78 8,83 1,53 1,87

27 20/80, b 22,30 34,52 1,55 1,80 -
50/50, ¢ 6,66 11,32 1,70 3,07

Kromatografids koriilmények: oszlop, Korona 1; eluens, a, H,O/MeOH=80/20 (v/v)+10,0 mM AcOH, b,
H,0/MeOH=20/80 (v/v)+10,0 mM AcOH, ¢, H,O/MeOH=50/50 (v/v)+ 5,0 mM AcOH; detektalas, 210 nm:;
aramlasi sebesség, 0,5 mL perc'l; homérséklet, 298 K.

Az eluensosszetétel hatdsat vizsgdlva a MeOH-tartalom csokkenésével az «
kismértékben novekedett (14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 és 22) vagy alig valtozott (23, 25 és
27), mig a 24 minta esetén kismértékli csokkenés volt megfigyelhetd. A MeOH-tartalom
csokkenésével a hidroféb-hidroféb kolcsonhatdsok valtak kedvezményezetté, amelynek
mértéke a két enantiomerre nézve eltéréen valtozott, ezaltal ndvekedést okozva a
szelektivitasban (és a felbontdsban). A 24 minta esetében a MeOH-tartalom csokkenésével
csokkent a szelektivitds. Ennek valdszinti oka az orto-helyzetii kldratom sztérikus hatdsa. A
felbontas valtozdsa nem mindig kovette a szelektivitds valtozasit a MeOH-tartalom
véltoztatdsdval.

A ﬂj—aminosavak szerkezetének a kirdlis felismerésre gyakorolt hatdsit a retencids
faktor, a szelektivitasi tényezd és a felbontds valtozasan keresztiil szemléltetjiik. Egy adott
eluensosszetételnél (H,O/MeOH=50/50 (v/v) + 5 mM AcOH) vizsgédlva a k;’ értékek az
elséként eludlédd enantiomerekre nézve 1,31-8,97 tartomanyba esnek. A para-helyzetli
szubsztituensek hozzdjaruldsit vizsgdlva a visszatartdsra a kovetkezd sorrendet kaptuk
CH;-<CH;30-<(14)<Cl-~F-<CF3-<Br-. QOsszehasonlitva a nem szubsztitudlt aromds
gytriivel rendelkez6 14 vegyiilettel a metil- €s a metoxicsoport a fenilgyliriin csokkentette,

illetve alig véltoztatta, addig a tobbi szubsztituens novelte a retencids idot.
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4.4. abra
ﬂj—aminosavak retencios faktordnak, szelektivitdsanak és felbontdsdnak fiiggése az
eluens osszetételétol

Kromatografids koriilmények: oszlop, Korona 1; eluens, H,O/MeOH=80/20, 60/40, 40/60, 20/80 (v/v)+10
mM AcOH; detektélds, 210 nm; dramlési sebesség, 0,5 mL perc'l; homérséklet, 298 K.

Hasonléan a monoszubsztitudlt vegyiiletekhez a diszubsztitudlt fenilgytriivel
rendelkezd vegyiiletekre (20 és 25) CH30-<ClI- sorrendet kaptunk, értékét tekintve a két
szubsztituens a gylrin tovdbb novelte a visszatartast. Ezek az eredmények a H-hid
kolcsonhatdsok jelentOségére hivjak fel a figyelmet abban az esetben, amikor nagy
elektronegativitasii atom kapcsolodik a fenilgytiriihdz, akkor azok H-hid kotést képesek
kialakitani a szelektor protonalt karboxilcsoportjaival. Ennek koszonhetd, hogy az orto-
helyzetben szubsztitudlt vegyiileteknél kaptuk a legkisebb visszatartdst (orto<para<meta),
hiszen a kialakul6 hidrogénkotés sztérikusan gatolt lehet a koronaéter-aminosav komplex
kialakuldsédban.

A szelektivitds és a felbontds vdltozdsa és a minta kémiai szerkezete kozti
Osszefiiggésre szintén a 4.5. Tablazat adataib6l vonhatunk le kovetkeztetéseket. A
H,O/MeOH=50/50 (v/v) + 5 mM AcOH mozgdfazis osszetételnél a szubsztitudlatlan
fenilgytirtit tartalmazé 14 vegyiilet esetén a=1,32 és R=1,77. Para-helyzetli halogén

szubsztiticid esetében (21, 22 és 26) nagyobb szelektivitas értékeket kaptunk, a=1,39-1,48,
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amely a H-hid és dip6l-dipdl kolcsonhatdsok hozzdjaruldsdnak koszonhetd. A para-
helyzetli metilcsoport kismértéki csokkenést (a=1,27), a trifluorocsoport nodvekedést
(a=1,51) eredményezett, a metoxicsoport esetén nem tapasztaltunk jelent0s valtozast. A
diszubsztitudlt aromds gytrht tartalmazé 20 és 25 vegyiiletek esetén a szelektivitds
értékekben kismértékii csokkenést, a felbontdsokban pedig novekedést figyeltiink meg. A
kismértékli szelektivitds csokkenésnek valdszinlileg sztérikus okai vannak, a két
enantiomer hozzéaférése a szelektorhoz kevésbé kiilonbozik, mig az R; értékek novekedése
a csucsszélesség csokkenésébdl adddik. A metoxicsoport helyzetének vizsgalatakor (17, 18
é€s 19) meta- és para-helyzetben nem tapasztaltunk jelentds eltérést, orto-helyzetben
azonban nem tortént kirdlis felismerés. Az orto-helyzet kedvezodtlen sztérikus szerepére
példa a klér szubsztitudlt 24 vegyiilet is (a=1,12; Rs=0,69). Mig a para- és meta-helyzetii
halogén szubsztiticié H-hid és polaris kolcsonhatdsok révén igen kedvezd a kirdlis
felismerésre, addig az orfo-helyzet sztérikusan kedvezoOtlen, a retencios faktor, a
szelektivitasi tényez0 és a felbontas is csokken a nem szubsztitudlt analéghoz viszonyitva.

Mint médr ennek a fejezetnek a bevezetdjében emlitettem a koronaéter-NH;'-ion
komplex létrejotte alapvetd a harompontos kolcsonhatds kialakuldsdhoz. A ﬁj—aminosavak
primer aminocsoportjdnak protondldsa, valamint a Korona 1 all6fazison taldlhaté szabad
propilamincsoportok protondldsa érdekében ot kiilonbdz6 mindségli savat adagoltunk a
H,O/MeOH=50/50 (v/v) 0Osszetételi mozgdéfazishoz, tUgymint ecetsav (AcOH),
trifluorecetsav, perklérsas, kénsav és foszforsav. A mérések eredményeit a 4.6. Tablazat
foglalja Ossze. A 19, 22 és 24 minta esetén azonos 5 mM savkoncentricié mellett a
legnagyobb retenciés faktorokat AcOH esetében figyeltik meg, az erdsebb savak
jelentdsen csokkentették a visszatartdst. A vizsgalt savak pK értékei a kovetkezOképpen
alakulnak: pKacom=4,74; pKmron=2,12 (7,21; 12,32); pKtra=-0,25; pKnson=-3,00
(1,99); pKmcios=-10. Az adatokbdl kideriilt, hogy énmagdban nemcsak a savak erdssége
befolyésolja a visszatartdst, hiszen a 19 és 24 -aminosavaknal TFA esetében kaptuk a
legkisebb visszatartast (a trifluoroacetat- és foszfat-anionok igen jé ionparképzdk). Ez az
eltérés azzal magyardzhat6, hogy a savak disszocidcidja sordan keletkezett anionok (adott
sav konjugalt bazisa) az aminosav ammoniumionjaval €s a szelektor koronaéter gytriijével
egy terner rendszert alakitanak ki, és ennek a terner rendszernek a stabilitdsa befolydsolja a
visszatartds erdsségét. Bzt a hatdst nevezziik ellenion hatdsnak.

Onmagdban nemcsak az ellenion, hanem az aminosavak hozzdjaruldsa is

meghatdroz6. Ezt tdmasztja ald, hogy 22 vegyiilet esetében foszforsavnal kaptuk a
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legkisebb k;’-t. A savak koncentracidjdnak novelésével visszatartds csokkenést figyeltiink
meg (4.5. abra), ami egyrészrél a f-aminosav karboxilcsoportja disszocidciGjanak
visszaszorulasaval (pK=1,7-1,3) magyarazhat6, ezaltal csokkentve az all6fazis protonalt
szabad propilamincsoportjaival kialakulé elektrosztatikus kodlcsonhatds er6sségét, tovabba
a koronaéter karboxilcsoportjainak a disszocidcidja (pK=2,1-4,9) is visszaszorul, ami
csokkenti a terner rendszer stabilitdsat, ezaltal a visszatartds erdsségét.

A HCIO4, H,SO4, H3PO4, TFA és AcOH alkalmazasa azonos koncentracidban az
ionerdsségben (1) jelentds eltérést eredményez a mozgéfazisban. Figyelembe véve a savi
disszocidcids dlland6 értékeket, a mozgdfizis ionerdsségét dllandd értéken tartottuk
(I=0,85) és az eredményeket a 28 minta példdjan a 4.7. Tablazatban mutatom be. A mérési
adatok jdl tiikrozik, hogy amig dlland6 koncentracié mellett a k;’ értéke a gyenge savnak
szamit6 AcOH esetén 3,03, addig a kozéperds és erds savak esetén a 0,03-0,14
tatomdnyban esett. Azonban 4lland6 ionerdsség mellett az els6ként eludlédé enantiomerek
retencids faktora mar egy joval sziikebb tartomanyban valtozott (k;’:1,66-4,59). A kénsav
esetén kaptuk a legnagyobb visszatartdst, ami a kialakult terner rendszer nagyobb
stabiltasdra utal, 6sszehasonlitva a tobbi ellenionnal. A TFA valésziniileg viszonylag nagy
térkitoltésének  koszonhetdéen rontotta az aminosav-ellenion-koronaéter rendszer
stabilitasat, a legkisebb visszatartist eredményezve.

Az alkalmazott savak mindsége és koncentricidja befolydsolja az « és Rs értékeket is
(4.6. Tablazat). Azonos savkoncentracié mellett altaliban az AcOH vagy H,SO,
alkalmazdsédval tapasztaltunk nagyobb o és Ry értékeket. Amig a visszatartisban a sav
koncentracié novelésével jelentds valtozast figyeltiink meg, addig a szelektivitasban és a
felbontasban ez a valtozds kisebb mértékii. Erdekes médon 4llandé ionerdsség alkalmazasa
mellett a felbontas értékek (Rs: 1,2-2,4) jelentdsen meghaladtdk az 4llandé savkoncentracid
mellett mérteket (Rs: 0,3-1,2) és viszonylag sziik tartomanyba estek (4.7. Tablazat). Az
eredmények arra utalnak, hogy allandé ionerésség mellett kiilonb6z6 anyagi mindségli
savak alkalmazdasaval is viszonylag hasonlé kromatografids adatokhoz juthatunk. Azonban
ezek az adatok erdsen fiiggnek a vizsgdlandd vegyiilet szerkezeti sajatossagatodl is. A 14,
15, 21, 22, 23, 24 és 26 vegyiiletek esetén rendelkezésre allt tiszta enantiomer, igy az

eldcids sorrendeket meghatdroztuk: egységesen R<S sorrendet kaptunk.
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4.6. Tablazat. Aromds $”-aminosavak kromatografids paramétereinek (k;’, &, Ry) fliggése
az alkalmazott savak mindségétdl és mennyiségétdl Korona 1 oszlopon

Vegylilet Sav konciﬁfrécié ki @ Rs
AcOH 5,0 2,18 1,00 0,00
HCIO, 5,0 0,78 1,00 0,00
19 HCI10, 10,0 0,02 1,10 0,60
H,SO, 5,0 0,18 1,50 0,60
H;PO, 5,0 0,23 1,00 0,00
H;PO, 10,0 0,20 1,25 <0,40
TFA 5,0 0,00 1,00 0,00
AcOH 1,0 8,84 1,45 2,41
AcOH 5,0 6,82 1,45 2,40
AcOH 10,0 5,70 1,45 2,38
22 AcOH 20,0 4,58 1,45 2,20
HCI10, 5,0 1,28 1,16 0,64
H,S0, 5,0 2,65 1,32 1,56
H3PO4 5,0 0,71 1,00 0,00
TFA 5,0 0,97 1,23 0,75
AcOH 1,0 3,27 1,11 0,70
AcOH 5,0 2,51 1,10 0,85
AcOH 10,0 2,01 1,10 0,70
24 AcOH 20,0 1,64 1,11 0,70
HCIO, 5,0 0,20 1,00 0,00
H,S0, 5,0 0,35 1,00 0,00
H;PO, 5,0 0,71 1,00 0,00
TFA 5,0 0,10 1,00 0,00

Kromatografids koriilmények: oszlop, Korona 1; eluens, H,O/MeOH=50/50 (v/v)+1,0-20,0 mM sav;
detektdlds, 210 nm; dramldsi sebesség, 0,5 mL perc'l; homérséklet, 298 K.

4.7. Tablazat. A 28 vegyiilet kromatografids paramétereinek (k;’, & Rs) fiiggése az
alkalmazott savak mindségétdl és mennyiségétdl dlland6é koncentricid illetve ionerdsség
mellet Korona 1 oszlopon

Sav
Vegyiilet Sav koncentracio ky o R
(mM)

AcOH 10,0 3,03 1,31 1,20

H;PO, 10,0 0,14 1,30 0,80

28 HCIO, 10,0 0,13 1,31 0,50
H,SO4 10,0 0,21 1,29 0,50

TFA 10,0 0,03 1,29 <0,4

Kromatografidas koriilmények: oszlop, Korona 1; eluens, H,O/MeOH=50/50 (v/v); detektdlds, 210 nm;

dramldsi sebesség, 0,5 mL perc'; hdmérséklet, 208 K
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4.7. Tablazat folytatasa. A 28 vegyiilet kromatografids paramétereinek (k;’, & Rs)
fliggése az alkalmazott savak mindségétdl és mennyiségétdl dllandé koncentrécio illetve
ionerdsség mellet Korona 1 oszlopon

Vegyiilet Sav IO]Z:;S\);)S 8 k;’ a R
AcOH 0,85 3,03 1,31 1,2

28 H;3PO4 0,85 2,53 1,38 2,0
HCI104 0,85 2,73 1,32 2,1

H,SO,4 0,85 4,59 1,37 2,4

TFA 0,85 1,66 1,40 1,9

Kromatografids koriilmények: oszlop, Korona 1; eluens, H,O/MeOH=50/50 (v/v); detektdlds, 210 nm;
dramlasi sebesség, 0,5 mL perc"l; hoémérséklet, 298 K
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4.5. abra
Al9 ﬁj-aminosav retencios faktordnak fiiggése az eluenshez adagolt ecetsav
mennyiségétol
Kromatografids koriilmények: oszlop, Korona 1; eluens, H,O/MeOH=50/50 (v/v)+1-20 mM AcOH;
detektdlds, 210 nm; dramlési sebesség, 0,5 mL perc‘l; homérséklet, 298 K.

Osszefoglaldsként elmondhat6, hogy a mozgéfizisban a MeOH-tartalom novelésével
nétt a visszatartds, azonban ez a hatds kedvezétleniil befolyasolta a kirdlis
megkiilonboztetési folyamatot, a szelektivitds és a felbontds értékekben csokkenést idézve
eld. A mozgé6fazishoz adagolt sav koncentracié novelésével jelentds retenciécsokkenést
tapasztaltunk. Ezt a f-aminosav és a szelektor karboxilcsoportja disszocidciéjanak
visszaszoruldsdval és a savbdl szdrmazd anion ellenion hatdsdval értelmeztiik. Azonos
koncentraciéji savak alkalmazasakor ezek a folyamatok a k;” és Ry értékeket jelentdsen, az
o értékeket alig befolyasoltak. Allandé ionerésség alkalmazdsdval hasonlé kromatogréfis
paraméterek (k;’, o és Rs) nyerhetdk. A vegyiiletek szerkezetének hatdsit vizsgilva az
aromdas gylrin para-helyzetii F-, Cl-, Br- és CF;-szubsztiticié novelte a visszatartast, a

szelektivitist és a felbontdst. A metoxi- és metilcsoport nem, vagy kis mértékben
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csokkentette a kirdlis szelektivitdst. A szubsztituensek helyzetét vizsgdlva, a meta- €s a
para-helyzeti szubsztitucié bizonyult a legkedvezObbnek, mig az orto-szubsztitualt
vegyiiletek, valdsziniileg sztérikus okok miatt, nehezen voltak elvdlaszthatdk. Hat vegyiilet
esetében az enantiomerek elicids sorrendjét is meghatdroztuk, egységesen R<S sorrendet
tapasztaltunk. A 14-17, 21, 22 és 26 vegyiiletek kivalasztott kromatogramjai a 10.2.
Fiiggelékben taldlhatok.

4.2.2. Alifas és aliciklusos B-aminosav enantiomerek elvdlasztdsa Korona 1

dllofazison

A vizsgalt vegyiiletek koziil a C-3 szénatomhoz kapcsol6dé alifds csoportokat
tekintve hat telitett (29-34), kettd pedig telitetlen (35, 36). A két aliciklusos B-aminosav
esetén a C-3 szénatomhoz ciklohexan- (37) illetve ciklohexéngytirii (38) kapcsolodik (3.4.
Tablazat). Az enantiomerek elvdlasztdsa soran a mozgdfazisban 1évo szerves olddszer és
sav minOségének €és mennyiségének hatdsa mellett vizsgiltuk a kirdlis elvélasztasi
folyamat a molekuldk szerkezetétdl valo fiiggését.

Az eluensosszetétel fiiggésének vizsgalatakor, hasonldan az el6z6 fejezetben targyalt
aromads f3-aminosavakhoz, a MeOH-tartalom novelésével nott a visszatartds (4.6. abra, 4.8.
Tablazat). Hasonl6 tendencia volt megfigyelheté EtOH alkalmazdsakor is, azonban a
visszatartds mértéke jelentdsen meghaladta a MeOH esetében mért értékeket. Ez a polaris
kolcsonhatdsok csokkenésével magyardzhat6 a nagy szerves tartalmu eluens és a poldris f3-
aminosavak kozott: az enantiomereknek all6fazissal valé kolcsonhatdsa kedvezObbé vilt.
A szelektivitast tekintve a mozgé6fazis szerves komponensének novekedésével nott o
értéke, a magasabb alkohol tartalom mellett a kirdlis kolcsonhatasok valtak
kedvezményezetté (4.6. abra). A szerves olddszerek mindségének valtoztatasdval, a
polaris jelleg csokkenésével visszatartas novekedést tapasztaltunk a
MeOH<EtOH<PrOH<2-PrOH<t-BuOH sorrendben (4.7. abra). 2-PrOH és +BuOH
esetében még Kkifejezettebb volt a retencié novekedés, amely az apoldris jelleg
novekedésével és sztérikus okokkal magyardzhat6: a nagy térkitoltésti, apoléris alkoholok
a mozgéfazisban nem szivesen lépnek kolcsonhatdsba a poldris aminosavakkal. A
mozgofazisban levo alkohol mindsége, szemben a k;’ értékekkel a szelektivitast kisebb
mértékben befolydsolta. Azonos Osszetételll, de eltérd szénatomszami alkoholt tartalmazd
mozgo6fazisokndl a 31 vegyiilet esetében (4.7. abra), hasonléan a tobbi vegyiilethez, az

EtOH hasznalatakor kaptuk a legnagyobb « értékeket. Az alkohol min6ségének a felbontas
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értékére gyakorolt hatdsa a vartnil kedvezdbben alakult: a szénatomszdm novekedésével az
alkoholok viszkozitdsa is jelentdsen nd, amely anyagatadasi gatlast, ezaltal csicsszélesedét
idézhet eld, azonban nem tapasztaltuk a felbontds csokkenését PrOH, 2-PrOH és +-BuOH
alkalmazdsa esetében.

4.8. Tablazat. Alifis és aliciklusos /)’3 -aminosavak kromatografias paraméterei (k;’, & Ry),
valamint az enantiomerek eldciés sorrendje Korona 1 oszlopon forditott fazisd
elvalasztasok esetén

Vegyiilet Mozgl‘if)am ky’ ky’ a Rs :;‘)lr“rilzfl
30/70, a 5,75 7,40 1,29 1,30
29 50/50, b 2,48 3,0 1,21 1,70 S<R
50/25/25, ¢ 2,04 2,54 1,25 1,75
30/70, a 2,37 3,25 1,37 1,80
30 50/50, b 1,38 1,92 1,39 2,40 -
50/25/25, ¢ 1,12 1,55 1,38 2,10
30/70, a 1,19 1,65 1,38 1,20
31 50/50, b 0,75 1,02 1,36 1,30 -
50/25/25, ¢ 0,71 0,97 1,37 1,25
30/70, a 0,40 0,63 1,57 <0,60
32 50/50, b 0,88 0,92 1,05 <0,40 -
50/25/25, ¢ 0,43 0,52 1,21 <0,40
30/70, a 0,90 1,11 1,23 <0,60
33 50/50, b 0,86 0,86 1,00 <0,40 -
50/25/25, ¢ 0,71 0,83 1,17 <0,40
30/70, a 0,72 1,23 1,71 1,25
34 50/50, b 0,73 0,98 1,34 1,35 -
50/25/25, ¢ 0,86 1,38 1,60 2,05
30/70, a 2,30 3,06 1,33 1,70
35 50/50, b 0,90 1,13 1,25 1,05 S<R
50/25/25, ¢ 1,17 1,67 1,42 2,25
30/70, a 2,40 3,49 1,45 1,55
36 50/50, b 0,80 0,99 1,24 1,85 S<R
50/25/25, ¢ 1,05 1,39 1,32 1,65
30/70, a 1,13 1,69 1,50 1,40
37 50/50, b 0,93 1,30 1,39 1,55 -
50/25/25, ¢ 0,68 1,05 1,54 2,00
30/70, a 1,19 1,89 1,59 1,65
38 50/50, b 0,96 1,49 1,55 1,75 -
50/25/25, ¢ 0,84 1,28 1,54 1,40

Kromatografids koriilmények: oszlop, Korona 1; eluens, a, H,O/MeOH=30/70 (v/v)+5,0 mM AcOH, b,
H,O/EtOH=50/50 (v/v)+5,0 mM AcOH, ¢, H,O/MeOH/EtOH=50/25/25 (v/v/v)+5,0 mM AcOH; detektdlds,
210 nm; dramldsi sebesség, 0,5 mL perc‘l; homérséklet, 298 K.

Az el6zd fejezetben mar ramutattunk az eluensben 1évé savak mindségének és
mennyiségének a retencidra gyakorolt hatdsdra. HySO4, H3PO4 és AcOH vizsgélatakor

hasonléan az aromds ﬂj—aminosavakhoz a savi disszociaciés éllandé csokkenésével
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parhuzamosan nétt a retencids faktor értéke. A felbontds és

szintén AcOH alkalmazdsa esetén volt a legnagyobb.

szelektivitas minden esetben
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4.6. abra

A 29, 31 és 35 ﬂj—aminosavak retencios faktordnak, szelektivitdsdanak és

felbontdsdnak fiiggése az eluens dsszetételtol
Kromatografias koriilmények: oszlop, Korona 1; eluens, H,O/MeOH és H,O/EtOH=90/10, 70/30, 60/40,
50/50, 30/70, 10/90 (v/v)+5 mM AcOH; detektdlds, 210 nm; dramlési sebesség, 0,5 mL perc'l; hOmérséklet,

298 K.

A ﬁj—aminosavak szerkezetének hatédsit vizsgdlva H,O/MeOH=30/70 (v/v) + 5,0 mM
AcOH, H,O/EtOH=50/50 (v/v) + 5,0 mM AcOH és H,O/MeOH/EtOH=50/25/25 (v/v/v) +

5,0 mM AcOH eluens 0Osszetétel mellett az elsOként eludalddoé enantiomerek retencids

faktorai rendre nagyobbnak adddtak a 29, 30, 35 és 36 enantiomerek esetén, mint a 31-34,
37 és 38 enantiomerekre (4.8. Tablazat).
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4.7. abra

A 31 ﬁj-aminosav ki’, & Rsfiiggése az eluens szerves fdzisdtol fiiggden
Kromatografids koriilmények: oszlop, Korona 1; eluens, H,O/alkohol=30/70 (v/v)+5 mM AcOH; detektalds,
210 nm; dramlési sebesség, 0,5 mL perc'; hémérséklet, 278 K.

A 31-34 enantiomerek hosszabb és eldgazd oldallanca (kiillondsen a 32 minta esetén)
csokkenti az 4ll6fazissal torténd poldris és sztérikus kolcsonhatdsok valdszintiségét, ezért
k;’ csokken. Osszehasonlitva a 35 és 36 vegyiileteket a 31-34 enantiomer parokkal és a 37
és 38 vegyiiletpart, a nagyobb retencids faktorok a 35, 36 és 38 vegyiiletek esetén a m-
kotést tartalmazé mintdk és az all6fazis kozti polaris kolcsonhatisok meglétének
tulajdonithatok. Ez a retencié novekedés azonban tobbnyire nem parosult a szelektivitas
novekedésével. A H,O/MeOH=30/70 (v/v) + 5,0 mM AcOH eluensosszetétel esetében a
szelektivitas (1,23-1,71) és a felbontas (<0,4-1,80) kozott valtozott. A szelektivitas
Osszehasonlitdsakor az alifds vegyiileteknél 32 és 34 esetében kaptuk a legnagyobb
értékeket; amig a nagy térkitoltési csoportok csokkentették az dallofazissal vald
kolcsonhatds  lehetdségét, kisebb visszatartdst eredményezve, addig a kirdlis
megkiilonboztetési folyamatot kedvezden befolyasoltak. A 35 és 36 vegyiiletek kettOs és a
harmas kotésiik révén a szelektorral valé dipdl-dipdl kolcsdnhatds kialakitdsaval segitették
az elvalasztast. Az aliciklusos 37 és 38 vegyiiletek esetében a gytiriben 1€vé kettdskotés
révén a 38 minta mutatott nagyobb szelektivitast.

Harom ﬁj-aminosav 29, 35 és 36 esetén allt rendelkezésiinkre tiszta enantiomer,

amelyeknél egységesen S<R elicids sorrendet kaptunk.
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Osszefoglaldsként elmondhaté, hogy az eluensdsszetétel hatdsanak vizsgdlatakor a
mozgo6fazis nagyobb szerves modositd tartalma nagyobb visszatartist, szelektivitast és
felbontdst eredményezett. Az eluensben alkalmazott alkoholok szénatomszadménak
novekedésével k’ novekedést tapasztaltunk. Ez a tendencia mar nem volt megfigyelhetd a
kiralis megkiilonboztetési folyamatban, ugyanis nem a r-BuOH hanem az EtOH esetében
kaptuk a legnagyobb « értékeket. Az enantiomerek szerkezetének szerepét vizsgilva a
visszatartdsban és a kirdlis megkiilonboztetésben megallapitottuk, hogy az aminosavak
nagyobb térkitoltést alifds oldalldncai jelentdsen csokkentették az enantiomer-koronaéter
komplex stabilitdsat, kisebb retenciét eredményezve, viszont kedvezden befolydsoltik az
enantiomerek kirdlis megkiilonboztetését. A 29, 35 és 36 enantiomer parok esetében S<R

eldcids sorrendet kaptunk.

eps 2 . 3 . . . ~ 17 PR
4.2.3. Alifds és aromds f’-aminosav enantiomerek elvdlasztdsa Korona 2 dllofdzison

A korabbi két fejezetben (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav kirdlis
szelektor a szintézisb6l adéddan szabad szilanolcsoportokkal rendelkezik. Ezen a K
allofazison aromas, alifas €és aliciklusos ﬂj—aminosav enantiomerek kromatografias
elvélasztasat tanulmanyoztuk (3.6. és 3.7. Tablazat). Ebben a fejezetben alifds és aromds
*-aminosav enantiomerek kromatografias viselkedése keriil targyalasra a 2.11. abran
feltiintetett szabad szilanolcsoportot nem tartalmazé modositott aminopropil szilikagélhez
kotott szintén (+)-(18-korona-6)-2,3,11, 12-tetrakarbonsav szelektorral rendelkezd Korona
2 oszlopon.

Az eluens szerves moédosité tartalmanak vizsgédlatakor, hasonléan a K; oszlopnal
tapasztaltakkal, itt is a mozgdfazisban 1évo alkohol mennyiségének novelésével a retencids
faktor nétt: a polaris molekula szivesebben tartézkodik a poldris all6fazisban, mint a
kevésbé polaris mozgdfazisban (4.8. abra). A szerves fazis aranyanak novekedése az
aromds ﬁz—aminosavaknél alig befolyésolta, az alifds oldalldnciak esetében pedig
jelentésen csokkentette a felbontdst és a szelektivitasi tényez6t (4.8. abra). Az alkohol
sz€énatom szdmdanak novekedésével szintén nott a visszatartds. A 40 vegyiilet esetében
H,0/alkohol=80/20 (v/v)+10 mM H,SO, eluensosszetétel mellett a kiillonb6z6 alkohol
tartalmd eluensben mért retencids faktorok: MeOH k;’=0,32; EtOH k;’=0,35; PrOH
k;’=1,18; 2-PrOH k;’=1,25, azaz az alkoholok poldris jellegének csokkenésével nott a
kolcsonhatds erdssége az allofazissal. Az alkohol szénatom szdmdnak novekedése a

szelektivitdst eldnydsen befolydsolta: a 40 vegyiilet esetén az « értéke a MeOH, EtOH,
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PrOH, 2-PrOH sorban a=1,22-1,34, mig a 45 vegyiilet esetén a=1,21-1,45 tartomanyban

novekedett.
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4.8. abra

40, 44, 45 és 49 ﬁz—aminosavak retencios faktordnak, szelektivitdasdnak és

felbontdsdnak fiiggése az eluens dsszetételtol
Kromatografids koriilmények: oszlop, Korona 2; eluens, H,O/MeOH=90/10, 80/20, 60/40, 40/60, 20/80
(v/v)+2,0 mM H,SOy; detektélds, 210 nm; daramldsi sebesség, 0,5 mL perc'l; homérséklet, 298 K.

Mint méar kordbban emlitettem, az eluensben levd sav mindségének és
mennyiségének meghatirozé a szerepe a visszatartdsban. A 40 és 45 vegyiiletek esetén
H,0/MeOH=80/20 (v/v)+10 mM sav eluens Osszetétel mellett a legnagyobb visszatartast
AcOH alkalmazasakor, a legkisebbet H;PO4 esetében figyeltilk meg. Ennek valdszinii oka
a foszforsav igen jo komplexképz6 (ionparképzd) tulajdonsdga, csokkentve a protondlt -
aminosav-koronaéter komplex stabilitasat és ezaltal a retenciét (4.9. Tablazat). Altalunk
vizsgélt savak AcOH, TFA, HClO,, H,SO, és H3PO,4 savi disszocidcios dllanddja igen
kiilonbozo (lasd: 4.2.1. fejezet), koncentraciojuk édllandé értéken tartdsa igen kiilonbozd
pH-t eredményez. Ezt kikiiszobolendd, megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6zd savakndl a pH-t
allandé értéken tartva milyen tendencia figyelhetd meg a visszatartasban. A 4.9. Tablazat
adatainak elemzésekor feltiind, hogy mig azonos koncentriciéji savat tartalmazé eluens
alkalmazdsakor a retencids faktor a 40 vegyiilet esetén (k;’=0,01-1,18) és a 45 vegyiilet

esetén (k;'=0,63-3,41) széles tartomdnyban véltozik, addig allandé (pH=3,55) pH mellett a
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retencids faktorok 40 (k;’=1,07-1,33) és 7 (k;'=3,41-4,24) kisebb tartomanyban véltoznak.
Ennek valdszinli magyardzata, hogy dllandé pH-n a szelektor karboxilcsoportjai (pK=2,1-
van az eluensben. Mind a két vegyiiletnél a legnagyobb visszatartdst perkldrsav esetében
kaptuk, ami a perklérsav igen gyenge komplexképzo tulajdonsdgival magyardzhatd. Az
eluensben levd sav mindségének hozzdjaruldsa a kirdlis megkiilonboztetéshez
elhanyagolhaténak tekinthet6. Az azonos koncentracidju illetve pH-ju mérések soran
kapott & és Rg értékek dsszehasonlitdsakor nem kaptunk szdmottevo kiilonbséget, igazolva,
hogy az ammoniumion — koronaéter komplex a nem kirdlis kdlcsonhatdsok kialakitdsdban
jatszik meghatarozé szerepet a kromatografias elvalasztas soran.

4.9. Tablazat. A 40 és 45 ﬁz—aminosavak kromatografias paraméterei (k;’, & Rs) Korona
2 oszlopon forditott fazisd elvalasztidsok esetén azonos sav koncentraciéji és pH-ju eluens
esetében

40 45

kr’ 14 Rs | ki’ 14 Rs
H,0/MeOH=80/20+10 mM AcOH (pH=3,55) | 1,18 | 1,06 | 0,40 | 3,41 | 1,02 | <0,4
H,0/MeOH=80/20+10 mM H,SO, (pH=1,91) | 0,32 | 1,22 | 0,65 | 1,21 | 1,28 | 1,25
H,0/MeOH=80/20+10 mM HCIO, (pH=2,10) | 0,13 | 1,32 | 0,40 | 1,24 | 1,30 | 0,75
H,0/MeOH=80/20+10 mM TFA (pH=2,11) | 0,04 | 1,00 | 0,00 | 1,12 | 1,21 | 0,65
H,0/MeOH=80/20+10 mM H;PO, (pH=3,55) | 0,01 | 1,40 | 0,40 | 0,63 | 1,22 | 0,60
H,0/MeOH=80/20 + AcOH (pH=3,55) 1,18 | 1,06 | 0,40 | 3,41 | 1,02 | <0,4
H,O/MeOH=80/20 + H,SO4 (pH=3,54) 1,07 | 1,05 | 0,50 | 3,63 | 1,14 | 0,75
H,O0/MeOH=80/20 + HCIO4 (pH=3,55) 1,20 | 1,08 | 0,55 | 4,24 | 1,04 | 0,70
H,O0/MeOH=80/20 + HsPO,4 (pH=3,55) 1,16 | 1,08 | 0,50 | 3,59 | 1,04 | <0,4
H,0/MeOH=80/20 + TFA (pH=3,54) 1,17 | 1,14 | 0,65 | 3,48 | 1,01 | <04

Kromatografids koriilmények: oszlop, Korona 2; eluens, H,O/MeOH=80/20 (v/v)+10 mM sav és
H,0/MeOH=80/20 (v/v) + sav (pH=3,54-3,55); 210 nm; dramldasi sebesség, 0,5 mL perc‘l; homérséklet, 298 K.

Mozgofazis

A f-aminosavak (3.6. és 3.7. Tablazat) szerkezetének hatdsat vizsgélva, jelents
eltérést tapasztalunk az alifas (39-44) és aromas (45-49) oldallancot tartalmazé vegyiiletek
viselkedésében (4.10. Tablazat) H,O/MeOH=80/20 (v/v)+10 mM H,SO, eluens osszetétel
mellett 25 °C-on. Aromas /)’Z—aminosavak esetében a k;’ értékek 1,14-2,02 tartomanyba
estek, jelentdsen meghaladva az alifds oldallanccal rendelkezokét (k;’: 0,1-0,42). Erdekes
viselkedést figyeltiink meg a 39-44 vegyiileteknél: a 39 minta esetén tapasztalt legkisebb
visszatartds a szénatomszdm nodvekedésével ndtt, amely ellenkezd irdnyd az el6zd
fejezetben targyalt #-aminosavaknal tapasztaltakkal. Ez azzal magyardzhatd, hogy a -
aminosavakndl a protondlt aminocsoporttdl az oldalldncok egy szénatommal tdvolabb
helyezkednek el, igy azok sztérikusan kevésbé gitoljak a komplex kialakuldsat, valamint

igy az oldalldncok tovébbi kolcsonhatdsba 1éphetnek az all6fazissal.
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4.10. Tablazat. Alifas és aromads /)’Z—aminosavak kromatografias paraméterei (k;’, @& Rs)
Korona 2 oszlopon forditott fazisu elvéalasztidsok esetén

. o g Mozgofazis s

Vegyiilet | Homérséklet ( g/v) ki o Rs
25,0 H,0/MeOH, a 0,11 1,00 0,00

39 7,0 H,0/MeOH, a 0,48 1,00 0,00
7,0 H,O/EtOH, b 0,61 1,00 0,00

25,0 H,0/MeOH, a 0,32 1,22 0,65

40 7,0 H,0/MeOH, a 0,59 1,18 0,50
7,0 H,0O/EtOH, b 0,69 1,18 0,50

25,0 H,0/MeOH, a 0,25 1,25 0,40

41 7,0 H,0/MeOH, a 0,75 1,22 0,85
7,0 H,O/EtOH, b 0,86 1,22 0,75

25,0 H,0/MeOH, a 0,42 1,20 0,40

42 7,0 H,0/MeOH, a 1,20 1,08 0,40
7,0 H,0O/EtOH, b 1,14 1,21 0,70

25,0 H,0/MeOH, a 0,24 1,20 0,40

43 7,0 H,0/MeOH, a 0,75 1,19 0,40
7,0 H,O/EtOH, b 0,87 1,18 0,55

25,0 H,0/MeOH, a 0,32 1,20 0,40

44 7,0 H,0/MeOH, a 0,82 1,21 0,65
7,0 H,0O/EtOH, b 0,89 1,22 0,70

25,0 H,0/MeOH, a 1,21 1,28 1,25

45 7,0 H,0/MeOH, a 2,86 1,37 1,45
7,0 H,O/EtOH, b 3,18 1,38 1,50

25,0 H,0/MeOH, a 1,14 1,22 0,80

46 7,0 H,0/MeOH, a 3,28 1,30 1,35
7,0 H,0O/EtOH, b 3,57 1,30 1,35

25,0 H,0/MeOH, a 1,14 1,22 1,45

47 7,0 H,0/MeOH, a 3,53 1,35 1,55
7,0 H,O/EtOH, b 4,37 1,33 1,45

25,0 H,0/MeOH, a 1,26 1,25 0,75

48 7,0 H,0/MeOH, a 4,15 1,32 1,35
7,0 H,O/EtOH, b 4,44 1,35 1,35

25,0 H,0/MeOH, a 2,02 1,20 1,16

49 7,0 H,0/MeOH, a 3,97 1,36 1,40
7,0 H,0O/EtOH, b 4,88 1,36 1,50

Kromatografias koriilmények: oszlop, Korona 2; eluens, a, H,O/MeOH=80/20 (v/v)+10 mM H,SO,, b,
H,0O/EtOH=80/20 (v/v)+10 mM H,SO4; 210 nm; dramlési sebesség, 0,5 mL perc'l; hémérséklet, 280,15 K és
298 K.

A H,0O/MeOH=80/20 (v/v)+10 mM H,SO, eluens Osszetétel mellett 25 °C-on az alifas
oldalldncot tartalmazdé vegyiiletek koziil az  n-butil-oldalldnccal rendelkezé 42 minta
esetében kaptuk a legnagyobb visszatartast (k;’=0,42). Aromas vegyiiletek vizsgélatakor

48 és 49 esetében figyeltiikk meg a legnagyobb retencids adatokat, amely valdsziniileg az

éter kotésekben 1évo oxigének H-hid kialakitasara alkalmas tulajdonsagaval magyarazhato.
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Erdekes médon a fenolos hidroxilcsoportot tartalmazé 46 és 47 esetében 6sszehasonlitva a
szubsztitudlatlan fenilgytriit tartalmazo 45 vegyiilettel retencié csokkenést figyeltiink meg.
Fenol esetében a —OH csoport pK-ja 9,9 (természetesen ez csak kozelitd érték a 46 és 47
Ennek ellenére a fenolos —OH csoport valdsziniileg mégsem vesz részt visszatartast segitd
H-hid kolcsonhatdsokban, hanem sztérikus gitlas révén akaddlyozza a minta és a szelektor
kozti kapcsolatot, ezért a retencié csokken a nem szubsztitualt 45 vegyiilethez képest.

A f*-aminosavak esetén a kémiai szerkezet és a kromatografias viselkedés kozti
Osszefiiggést vizsgdlva az alifas illetve aromas oldallanc helyzete jelentds befolyassal birt.
F-aminosavak esetében az aminocsoport sztérikusan kevésbé gatolt a komplex
kialakitdsdban a /f -aminosavakhoz képest, hiszen a kettes szénatomon taldlhaté az
oldallanc. Ez visszatartasnovekedést eredményezett, azonban a kirdlis megkiilonboztetési
folyamatot kedvezdtleniil befolydsolta. Az utébbi egyik oka lehet, hogy a kiralids centrum
és a protondlt aminocsoport mir nem ugyanazon a szénatomon taldlhato illetve a sztérikus
gatlds egy meghatiroz6 kolcsonhatds, mely a két enantiomer esetén jelentOsen
kiilonbozhet, hozzdjarulva a kiralis felismeréshez. A 4.10. Tablazat adatai alapjan a hat
alifas oldallanci aminosav koziil csak egyet sikeriilt alapvonalra elvdlasztani, az aromas
oldallancu ﬁz—aminosavak elvalasztasa sikeresebbnek mondhatd. A 39 vegyiilet esetében
egyaltalin nem tapasztaltunk elvalast, 40-44 esetében nem kaptunk szignifikdns
kiillonbséget a szelektivitdsi tényezOben (o=1,20-1,25). Aromds oldalldncot tartalmazé
vegyiiletek esetében a legnagyobb felbontds értéket (Rs=1,45) a 47 vegyiilet esetén kaptuk,
ahol az aromds gylrli meta-helyzetben szubsztitudlt, hasonléan az aromds -
aminosavakhoz.

A hOmérséklet hatasdnak vizsgdlatira 280 és 298 K homérséklet tartomdnyban
torténtek a mérések. Az dltaldnos tapasztalatnak megfelelden, kisebb homérsékleteken a
retencié novekedett, amely a hdmozgds csokkenésébdl ad6dé masodlagos kolcsonhatdsok
er0sodésének eredménye. A szelektivitdst tekintve a 40-44 vegyiiletek esetében a
hémérséklet csokkenésével az « értéke alig valtozott, vagy csokkent, amely nem tekinthetd
klasszikus viselkedésnek. Aromds oldallancui vegyiileteknél a szelektivitdsi tényezok a
homérséklet csokkenésével nottek.

C)sszefoglalva, a /)’Z—aminosavak elvalasztasa Korona 2 allofazison kiilonbozo
koriilmények kozott valdsult meg. A szerves komponens mindsége €s mennyisége eltérod
médon befolyédsolta az alifds €s aromds oldallinci enantiomerek elvdlasztasit. A

mozgdbfazisban 1€vé sav mindsége és koncentricidja csak a nem kirdlis kolcsonhatasok
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kialakitdsara volt jelentds hatdssal. A visszatartdst tekintve szemben a ﬂ3—amin0savaknél
tapasztaltakkal az alifds oldalldncot tartalmazé vegyiiletek esetén (39-44) a szénatomszadm
novekedésével nétt a visszatartds; az aromds oldallincd vegyiiletek (45-49) nagyobb
retencidés id6vel eludlodtak. A kirdlis megkiilonboztetési folyamatokat tekintve
megallapithatd, hogy az aromds gyliri részt vesz a kirdlis kolcsonhatasok kialakitdsdban,
tovabba a meta-helyzetli szubsztiticié esetében nagyobb szelektivitds és felbontds értékek
voltak megfigyelheték. A tizenegy f°-aminosav enantiomerjeinek elvélasztdsaban a
Korona 2 all6fazis kevésbé bizonyult hatékonynak. A hémérséklet szerepét vizsgalva a
kromatografids folyamatokra, hasonléan az eluens Osszetételre, itt is egymastol eltérd
viselkedést figyeltiink meg a 39-44 és a 45-49 vegyiiletek esetében. A 45-49 vegyiiletek

kivalasztott kromatogramjai a 10.3. Fiiggelékben taldlhatok.

4.3. A fp’-aminosav enantiomerek kirdlis tomegspektrometrids

megkiilonboztetése

Ebben a fejezetben kirdlis 3-aminosav enantiomerek gdzfazisu tdmegspektrometrids
kirdlis megkiilonboztetését ismertetjiik az irodalmi részben (2.3. fejezet) bemutatisra
keriilt Cooks kinetikai moddszer alapjan (3.8. és 3.9. Tablazat). Ugyan gazfazisa
vizsgélatrdl beszéliink, azonban a méréshez sziikséges anyagok H,O/MeOH=50/50 (v/v)
Osszetételli olddszeres oldatit kozvetlen mintabevitellel (direkt infuzidval) 2,5 pL perc'1
aramléasi sebességgel vezettik a tomegspektrométerbe. A vizsgalt és a referencia
enantiomerek oldatdnak koncentraciGja 50 pmol L™, az dtmeneti fémionok koncentriciGja
10 pmol L™ volt. Mis szerves oldészerek is kiprobalasra keriiltek, igymint EtOH és ACN,
de alkalmazdsuk kisebb intenzitdsu jelet eredményezett, dsszehasonlitva a MeOH-lal.

A mddszer rovid ismertetése: a mérés sordn a /33 -aminosav R és S enantiomerjének
kiilon oldata (ennél a mddszernél sziikség van a tiszta R és tiszta S enantiomerre), amely
tartalmazza a referencia enantiomert és a fémiont, kiilon-kiilon injektdlva a
tomegspektrométerbe, 100-990 m/z tomegtartomanyban néhdny tomegspektrum késziilt,
majd kivalasztasra keriilt a [M"(ref),(A)-H]* komplexnek megfeleld tomegii ion MS/MS
moédban. Az ion izoldldsa utan az iitkozési energia optimalizdlasdval a maximalis
intenzitast [M"(ref)(Ag gy s)—H]" és [M"(ref),—H]" dimereket kivalasztottuk tgy, hogy
kozben mas fragmenst ad6 fragmentacids tt ne jelenjen meg. Néhany esetben CO, vesztés
kovetkezett be mar viszonylag kis iitkzési energia alkalmazéasakor, ez a vesztés az

irodalombdl jol ismert [114, 115]. Egy-egy aminosav két enantiomerjénél mindig azonos
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itkozési energiat alkalmaztunk. Az optimalizalast kovetden 1 percig tortént az adatgytijtés.
Az 56 vegyiilet két enantiomerjére kapott MS/MS spektrumot mutatja be a 4.9. abra.
Lathat6, hogy a 292 m/z [CuH(L-Pro)z—H]+ referencia cstcs intenzitasa és 390 m/z-vel
rendelkezd [Cu"(L-Pro)(56g)-H]* illetve a mdsik enantiommernél a [Cu"(L-
Pro)(565)-H]" intenzitdsok ardnya eltérd a két spektrumon. A kiértékelés a (22), (23) és
(24) osszefiiggések felhaszndldsdval tortént. A kiértékelés sordn az 505 m/z-vel rendelkezd
sziildion [M"(L-Pro)»(56g)-H]" és [M"(L-Pro),(565)-H]* trimer komplex intenzitdsdval
nem szamoltunk. Hasonldan jartunk el az Osszes vizsgalt ,33 -aminosav esetén. A (22) és
(23) osszefiiggébdl kapott Rg és Rs értékek hanyadosdbdl hataroztuk meg Ryais (24)
értékét. Ha Ry értéke nagyobb az Rs-nél, akkor Ry;.qi>1, ellenkezd esetben Ry;q,<1. Mind

a két esetben kirdlis megkiilonboztetésrol beszélhetiink, azaz, ha Ry 45 értéke 1-t6] eltérd.

390
292

100 200 300 400 560 600 mz 100 200 300 400 500 600 miz

4.9. abra
A 56 minta CID spektruma L-Pro referencia anyag jelenlétében: a) [ Cu'(L-Pro),(56) -
HJ* and b) [Cu"(L-Pro)»(56s) - H]* komplexeknek
Atmeneti fémionokat a j6 komplexképzd tulajdonsigaik végett alkalmazzdk a
@ ¢s a Ni™ionokat hasznaljak [117-121].

Vizsgélataink soran mind a két fémet alkalmaztuk (4.11. és 4.12. Tablazat).

kinetikai médszernél, legelterjedtebben a Cu

Osszehasonlitva a két fémion hatdsat az enantiomer megkiilonboztetésben, a Cu® L-Pro,
L-Phe, L-Tyr esetében jobbnak bizonyult. Nagy eltérés L-DOPA alkalmazasakor volt
megfigyelhetd, amig a réz komplexek esetében nem kaptunk kirdlis megkiilonbozetést,

addig Ni'"¥ komplexeknél igen.

4.11. Tablazat. f”-aminosavak Cu" komplexének szdmolt Ryqs értékei kiilonbozé
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referencia enantiomerek alkalmazasa esetén

Referencia enantiomerek

) L-26- L2°6-
Vv let - - ’ - ’
cavilet] L-Pro L-Phe  poviephe YT diMeTyr

L-Phg

L-4°-OH-
Phg

Riiraiis

50 [1,19+0,07 2) 1,0620,06 0,8420,10 ©)

b)
c)
d)

0,50+0,05
0,90+0,03
0,41+0,11

0,73+0,01
1,13+0,05
0,63+0,01

51 |1,28+0,18 0,88+0,11 0,91+0,07 1,30+0,12 ©

b)
c)
d)

0,79+0,02
1,16+0,01
0,53+0,03

0,71+0,04
1,15+0,06
0,55+0,05

52 [1,2840,16 0,87+0,02 ©) ©) 0,82+0,10

b)
c)
d)

0,63+0,03
1,09+0,10
0,49+0,02

0,54+0,06
1,00+0,12
0,47+0,06

53 |1,31+0,17 0,83+0,11 1,19+0,01 © 0,90+0,08

b)
c)
d)

0,66+0,03
1,24+0,05
0,51+0,02

0,81+0,11
1,60+0,17
0,71+0,10

e) e) e)

54 |1,28+0,11 0,91+0,01

b)
c)
d)

0,65+0,07
1,04+0,14
0,54+0,05

0,68+0,02
1,14+0,11
0,62+0,03

55 |2,68+0,17 1,10+0,07 g 1,67+0,30 1,39+0,25

b)
c)
d)

1,70+0,19
0,96+0,08
1,51+0,12

1,25+0,07
1,08+0,04
1,34+0,09

56 |1,88+0,02 1,79+0,07 © 1,56+0,07 1,56+0,35

b)
c)
d)

1,53+0,11
1,37+0,07
1,64+0,14

1,21+0,03
1,12+0,06
1,24+0,04

a)

intenzitasaval szamolva.

) a kirdlis megkiilonboztetés a [CuH(ref)(AR vagy s)-H]" intenzitdsaval szdmolva.

9 a kirélis megkiilonboztetés a [CuI(ref)(AR vagy 1" intenztitdsdval szamolva.
® Nem volt kiralis megkiilonboztetés.

nem szdmolhat6 az Ry, értéke a vizsgalt ﬁ3—aminosav és a referencia azonos molekulatomege miatt.
® a kiralis megkiilonboztetés [Cu"(ref)(Ag vagy s)—HI" és [Cu'(ref)(Ag wagy )] komplexek egyiittes

4.12. Tablazat. ﬂj—aminosavak Ni" komplexének szdmolt Ry értékei kiilonbozd

referencia enantiomerek alkalmazasa esetén

Referenci enantiomerek
Vegyiilet L-Pro L-Phe (fﬂéelfhe L-Tyr dLﬂéefyr L-DOPA
Riirdtis
50 1,13+0,09 g 1,07+0,02 > 1,22+0,08 1,12+0,08
53 > 0,8620,11 ® 1,3040,06 b 1,23+0,06
56 1,2540,15 1,1620,09  1,19+0,01  0,92+0,10 b) 0,850,07

F 7 7 P . 2 3 . 7 . P .
Y Nem szdmolhat6 az Ry, értéke a vizsgalt 3"-aminosav €s a referencia azonos molekulatdmege miatt.

" Nem volt kiralis megkiilonboztetés.
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A gazfazisa kirdlis megkiilonboztetési folyamatban a referencia enantiomereknek
jelentds szerepiik van. Jellemz6 kolcsonhatisok a referencia enantiomer-vizsgalt
enantiomer-fémion komplexben a 7w-m, sztérikus és m-d kolcsonhatdsok, amelyek a
koordinativ kotés mellett jelentkeznek. A legnagyobb Ry;.qs értéket az 55 vegyiilet esetén
L-Pro alkalmazdsaval kaptuk, Rp;qi=2,68. Az L-Pro oraminosavak esetén is igen
hatékonynak bizonyult, amit viszonylag merev szerkezetével magyardztak. A referencia
vegyiiletek kivdlasztdsakor dontd, hogy szubsztitudlt vagy nem szubsztitudlt aromds gytriit
tartalmazzanak, feltételezve, hogy T-T €s Tay-Thazis kOlcsonhatdsba tudnak 1€pni a vizsgalt
aromas /33 -aminosavakkal [98].

L-Phe, L-Tyr, L-2,6-diMeTyr ¢és L-2,6-diMePhe referencia enantiomerek
Osszehasonlitdsakor az L-Tyr alkalmazdsakor 50, 51 és 55 vegyiiletek esetében kaptuk a
legnagyobb Ry €rtékeket. Feltételezhetd, hogy ez a vizsgalt enantiomerek és az L-Tyr
kozott fellépd Meav-Thazis kOlcsonhatdsnak tulajdonithats. Az 51 és 55 vegyiiletek pozitiv
indukciés effektussal rendelkezé metilszubsztituensnek koszonhetden T-bédzisos
karakteriieknek tekinthetéek, mig az L-Tyr m-savas karakteri (fenolos —OH csoport).
Erdekes médon az erésen m-savas L-DOPA esetében nem volt megfigyelhetd kirdlis
megkiilonboztetés, ez valdsziniileg sztérikus okokkal magyardzhaté. A szelektivitasi
értékekbdl jol lathat, hogy a benzilcsoportot tartalmazé o-aminosav enantiomerek (L-
Phe, L-2°,6"-diMePhe, L-Tyr, L-2",6"-diMeTyr) azon f’-aminosavak esetében (55,56)
voltak hatékonyak, amelyek kirdlis szénatomjdhoz szintén benzilcsoport kapcsolédik.
Hasonlé Osszefiiggést figyeltiink meg a fenilgylirit tartalmazé L-Phg és L-4-OHPhg
referencia enantiomerek és f*-aminosavak (1-5) kozott. A fémion szerepének jelentéségét
mutatja, hogy Ni'" esetében ez a szerkezeti hatds nem volt megfigyelhetd.

A vizsgilt ﬂj’—aminosavakat fenil- (50-54) és benzilcsoportjuk (55,56) alapjan
elkiilonitve megallapithatd, hogy amig 50-54 esetében a fenilgy(riin taldlhatd szubsztituens
mindsége és helyzete alig befolydsolta a kirdlis megkiilonboztetést, kivéve L-Phg és L-4-
OHPhg referencia enantiomerek alkalmazasakor (ahol az elébbi az 50, az utébbi az 52
minta esetében bizonyult a legjobbnak), addig az 55 és 56 vegyiilet esetében a para-
helyzetli metil- illetve kloridcsoport jelenléte L-Pro referenciaként val6 alkalmazasakor
kedvezden befolyasolta a kiralis megkiilonboztetést.

L-Phg és L-4-OHPhg alkalmazasakor Cu" esetében az Osszes ﬁ3—aminosavnél
érdekes viselkedést figyeltiink meg a [Cu'(ref),(A)-H]* komplex fragmenticiéjakor. A

vart dimer komplex mellet [Cu"(ref)(Ag vagy s)-H]" 1 Da-nal nagyobb tdmegnél megjelent
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egy csucs, amely a Cu™ redukcidjabol addéddan [Cul(ref)(AR vagy s)]" szerkezettel

magyarazhat6 (4.9. és 4.10. abra). Ni™¥ esetében nem tapasztaltunk redukciot.

a ,‘r b 563
‘\
|
a2
“‘\ “ ‘ “2 413
W
3T4 a0 00 mj:m 500 iz
4.9. abra
a) [Cu"(L-Phg),(54g) - H]* és b) [Cu"(L-Phg),(54s) - H]* komplexek CID
tomegspektruma .

0,
o
ew”
NH, h
HO
g
— / +
Cl
0,
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H,
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4.10. abra
a, [Cu"(L-Phg),(54g) - H]* komplex fragmentdcidja sordn keletkezett
b, [Cu"(L-Phg)(54g) - H]", ¢, [Cu"(L-Phg), - H]* ésd, [Cu'(L-Phg)(54)]" dimer
komplexek lehetséges szerkezetei

A szelektivitds a Cu™ redukci6jat feltételezve haromféle képpen keriilt kiszdmitdsra:

S [Cu'(ref)(Ag vagy s)-HI" és [Cu'(ref)(Ag vagy 5)]* komplexek egyittes
intenzitasanak,

S 7 [Cu'(ref)(Ag vagy s)-H]" intenzitdsanak,
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S J J [Cul(ref)(Ag vagy )]" intenztitdsanak felhasznaldséaval.

A kapott Ryqis értékek tanulmanyozisakor megallapithaté, hogy a szokdsos
[Cu“(ref)(AR vagy s)-H]" intenzitdsaval torténd szdmolds esetén a tobbi referencia esetében
mértekkel Osszevethetd szelektivitdas értékeket kaptunk (4.11. Tablazat). Azonban az
egyiittes illetve a redukdlt forma intenzitdsaval szdmolt szelektivitds értékek az 50, 53 és
54 esetén kiugréan jobbak. Osszehasonlitva a két fenilcsoportot tartalmazé referencia
enantiomert, L-Phg esetén nagyobb Ry értékek voltak megfigyelhetdk, kivéve a 51 és
52 vegyiileteket.

A redukciés mechanizmus vizsgédlatakor felmeriilt, hogy miért csak az ¢ pozicidéban
fenilgytrit tartalmazé L-Phg és L-4-OHPhg esetében 1ép fel és miért nem tapasztalhaté a
benzil analégokndl? Tovdbbi érdekesség, hogy normdl esetben neutrdlis vesztés
formdjaban egy referencia molekula kilép, azonban a redukcid sordn egy gyokvesztés 1ép
fel L-Phg-H és L-4-OHPhg-H formdjdban. Ez a kilépés a gyok stabil rezonancia
szerkezetével magyardzhatd. A gyok a benzil oldallinc esetén is kialakulhat, azonban a
fenil oldallanc esetében tovabbi harom lehetséges rezonancia szerkezet alakulhat ki (4.11.
abra). Ez egyben megmagyardzza, hogy miért nem volt megfigyelheté a redukci
[Cu"(ref),]* dimer komplex esetében, hiszen a kiléps f-aminosav gyokoknél nem
alakulhat ki ez a rezonancia stabilizalt szerkezetet. Legvégiil a # és /' / szerint szamolt
Ryiraiis €rtékek 50-54 esetében <1,0, amely arra utal, hogy S ﬁ3—aminosav enantiomerek
esetében a [Cul(ref)(As)]+/[CuH(ref)2]+ intenzitdsdanak ardnya nagyobb volt, mint az R
enantiomer [CuI(ref)(AR)]+/[CuH(ref)2]+ esetében, tehdt a redukcié kedvezményezettebb
volt az S enantiomer esetében. Az Ryais 55 €s 56 esetében >1-nek adddott, ezt a Cahn-

Ingold-Prelog (C.1.P.) szabaly magyardzhatja.

- o o] 0 o]
o o o 0\< 0% 0\( o\(
o )
W W
w - @I o C;—__\ o C;’\ ) - <:§z\ - G:\
" NH, H, / NH, NHz NH,

4.11. abra
L-Phg-H " gyok lehetséges rezonancia szerkezetei

Osszefoglaldsként elmondhat6, hogy hét ﬁ3 -aminosav tomegspektrometrids kinetikus
modszerrel val6 vizsgélata sordn a [M"(ref),(A)—-H]" trimer komplexek fragmentdldsa utdn
kapott [M"(ref)(Ag v s)-HI" és [M"(ref),—H]" dimer komplexek intenzitds aranyabol

meghatdrozhaté a kirdlis szelektivitds. A vizsgalt ﬁ3 -aminosavak, a referenciaként
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alkalmazott «-aminosavak és a fémion hozzdjaruldsat vizsgilva a  kirdlis
megkiilonboztetési folyamathoz megdllapitottuk, hogy a fenilcsoportot tartalmazd o
aminosav enantiomerek (L-Phg és L-4-OHPhg) azon f’-aminosavak esetében (50-54)
voltak hatékonyak, amelyek kirdlis szénatomjdhoz szintén fenilcsoport kapcsolddott.
Hasonl6 osszefiiggést figyeltiink meg a benzilgytrt tartalmaz6 (L-Phe, L-2°,6°-diMePhe,
L-Tyr, L-2°,6"-diMeTyr) referencia enantiomerek és ﬂj—aminosavak (55,56) kozott. A
vizsgélt ﬁj—aminosavak aromds gylrtjén taldlhaté szubsztituens tulajdonsdginak és
helyzetének a kirdlis szelektivitdst befolydsolé szerepe erdsen fiiggott az alkalmazott
referencia enantiomertdl. Kitértiink a komplex kézponti fémion tulajdonsdganak a kirdlis
szelektivitdsban betoltott szerepére cu™ és Ni?® komplexek példdjan keresztiil. Legvégiil
L-Phg és L-4-OHPhg vizsgilatakor a [Cu"(ref)(Ag vue s)—H]" komplexben 1évé Cu'ion
redukci6jat figyeltiik, amely [Cu'(ref)(Ag vagy 8)]” komplexet eredményezett MS/MS mérés

soran, és ennek hatterét vizsgaltuk rezonancia szerkezetek segitségével.
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5. Osszefoglalas

Munkank sordn f-laktdm, /-, /32— és ﬁ3—aminosav enantiomerek  kiralis
folyadékkromatografias elvdlasztdsira dolgoztunk ki mddszereket illetve tanulmanyoztuk
3-aminosav enantiomerek gazfazisi kiralis megkiilonboztetési folyamatat.

1. Hét aromds f-laktam (3.1. Tablazat) enantiomerjeit makrociklusos glikopeptid
alapti Chirobiotic T és TAG kirdlis all6fazisokon valasztottuk el. Osszehasonlitva a két
oszlopot, Chirobiotic TAG esetében nagyobb szelektivitdsi tényezd és felbontds értékeket
kaptunk. Vizsgdlataink kitértek az eluensosszetétel €s a hdmérséklet valtozdsanak a kiralis
elvalasztasra gyakorolt hatdsdra. Megéllapitottuk, hogy a szerves komponens novelésével
jelentésen csokkent az enantiomerek visszatartdsa mind a két 4ll6fazison. A szelektivitasi
tényez0 enyhe maximum gorbe szerint véltozott, a felbontds 100% MeOH esetén volt a
legjobb. A hoémérsékletvaltozas adataib6l termodinamikai paramétereket szamoltunk,
amelyek a kirdlis felismerési folyamatban a szelektorok és a vizsgalt vegyiiletek szerkezeti
hozzajaruldsa kozti kapcsolat értelmezését segitették. Az elvalasztds sordn enantiomerek
eldcids sorrendjét is meghataroztuk, egységesen S<R sorrendet kaptunk.

2. A kondenzdlt gytriis f5-laktdm és f-aminosav enantiomerek elvalasztasat (3.2. és
3.3. Tablazat) 6t makrociklusos glikopeptid alapu teicoplanin (Chirobiotic T), teicoplanin
aglikon (Chirobiotic TAG), vankomicin (Chirobiotic V), vankomicin aglikon (Chirobiotic
VAG), ristocetin A (Chirobiotic R) és 3,5-dimetilfenilkarbamoil f3-ciklodextrin
(Cyclobond DMP) kirdlis szelektort tartalmazé kirdlis alléfazisokon oldottuk meg. A
vizsgélatok forditott fazisd, polaris-szerves és polaris-ionos koriilmények kozott torténtek.
A makrociklusos glikopeptid szelektorok koziil ismét a Chirobiotic TAG esetében kaptuk
a legnagyobb szelektivitds és felbontds értékeket. Az elvélasztdsi tényezOkbdl szamolt
Atac.TA(AG®) értékek jol mutattdk, hogy Chirobiotic T esetében a szelektoron taldlhaté
cukorrészek a 13 vegyiilet kivételével kedvezoétleniil befolyasoltdk a  kirdlis
megkiilonboztetést. A Cyclobond DMP oszlop mind forditott, mind normdl fazisban igen
jo elvdlasztast mutatott a 8 és 9 Slaktimok valamint a 11 f-aminosav enantiomerek
elvdlasztasakor. Az enantiomerek eldcids sorrendje meghatirozdsra keriilt, a kiillonb6z6

allofazisokon a harom f3-aminosav esetén elicids sorrendvéltozast figyeltiink meg.
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3. A (+)-(I8-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav kiralis szelektort tartalmazd
koronaéter all6fazison (Korona 1) ﬁj— és ﬁz—aminosav enantiomerek elvalasztisat
tanulmanyoztuk. Az elsd vegyiiletcsoport tizenot 3-aril-szubsztitudlt /33 —aminosavat foglalt
magédban. Az eluensosszetétel vizsgdlatakor a mozgéfazisban a MeOH-tartalom
novelésével nott a visszatartds, azonban ez a hatds kedvezétleniil befolyasolta a kiralis
megkiilonboztetési folyamatot, kisebb szelektivitds és a felbontés értékeket eredményezett.
A mozg6fazishoz adagolt sav koncentracidjanak novelésével jelentds retencidcsokkenést
tapasztaltunk, amit a f-aminosav és a szelektor karboxilcsoportja disszocidciéjanak
visszaszoruldsdval és a savbdl szdrmazd anion ellenion hatdsdval értelmeztiink. A
vegyiiletek szerkezetének €s a kromatografids viselkedésének kapcsolatit vizsgilva az
aromdas gylrin para-helyzetii F-, Cl-, Br- és CFs-szubsztitucié novelte a visszatartast, a
szelektivitdst é€s a felbontast. A metoxi- és metilcsoport nem, vagy kis mértékben
csokkentette a kirdlis szelektivitdst. A szubsztituensek helyzetét vizsgélva, a meta- és a
para-helyzeti szubsztitucié bizonyult a legkedvezObbnek, mig az orfo-szubsztitualt
vegyiiletek enantiomerjei, valdszinlileg sztérikus gatldis miatt, nehezen voltak
elvdlaszthatok. A tizendt vizsgdlt vegyiilet koziil mindossze a 19 és 24 enantiomerjei
mutattak részleges elvalast (3.4. Tablazat). Hat vegyiilet esetében az enantiomerek elticids
sorrendje is meghatarozasra keriilt, egységesen R<S sorrendet eredményezve.

4. Az alifas és aliciklusos ﬁ3—aminosav enantiomerek (3.5. Tablazat) elvilasztasanak
modszerét szintén Korona 1 all6fazison dolgoztuk ki. Az eluensosszetétel hatdsanak
vizsgdlatakor a mozgdfazis nagyobb szerves moédosité tartalma nagyobb visszatartdst,
szelektivitast és felbontast eredményezett. Vizsgaltuk az eluensben alkalmazott alkoholok
szénatomszdmdnak hatdsit és egységesen a hosszabb szénldnci alkoholok esetében k’
novekedést tapasztaltunk. Az alkoholok szénatomszdmdnak hatdsa a kirdlis
megkiilonboztetési folyamatra nem volt egyértelmi, ugyanis az EtOH esetében kaptuk a
legnagyobb « értékeket. A visszatartasban és a kirdlis megkiilonboztetési folyamatban az
aminosavak nagyobb térkitoltésti alifas oldallancai jelentdsen csokkentették az enantiomer-
koronaéter komplex stabilitdsat, kisebb retenciét eredményezve, azonban a kialakul6
gyengébb nemkirdlis kolcsonhatasok nem csokkentették az enantioszelektivitast, a kisebb
retencids faktorok ellenére a két enantiomer kolcsonhatdsa kozti kiillonbség megmaradt. A
29, 35 és 36 vegyiiletek esetében rendelkezésre allt a tiszta enantiomer, egységesen S<R
elicids sorrendet kaptunk.

5. Az alifais és aromas ﬁz—aminosav enantiomerek (3.6. és 3.7. Tablazat)
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elvdlasztiasidra Korona 2 4ll6fazison dolgoztunk ki médszereket. A Korona 2 hasonldan a
Korona 1-hez (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsay kiralis szelektort tartalmaz, a
kiilonbség a hordozéban van: a kirdlis szelektor médositott aminopropil szilikagélhez van
kotve, melyen a szilanolcsoportok védettek (endcapped). Az eluensdsszetétel vizsgdlatakor
megallapitottuk, hogy a szerves komponens mindsége és mennyisége eltér6 modon
befolyédsolta az alifds és aromds oldalldnci enantiomerek elvélasztdsat. A mozgéfazisban
1év6é sav mindsége és koncentracidja csak a nem kirdlis kolcsonhatdsok kialakitasara volt
jelentSs hatdssal. A visszatartds a 3-aminosavaknal tapasztaltakt6l eltéréen mind az alifds
(39-44), mind az aromads (45-49) oldallancot tartalmazé vegyiiletek esetén a szénatomszam
novekedésével nott. A kirdlis megkiilonboztetési folyamat és az enantiomerek szerkezete
kozotti kapesolat vizsgdlatakor megéllapitottuk, hogy az aromds gyiiri meghatirozé a
kirdlis kolcsonhatdsok kialakitdsaban, tovdbb a meta-helyzeti szubsztiticidé esetében
nagyobb szelektivitds és felbontds értékek voltak megfigyelhetok. A homérséklet szerepét
vizsgdlva az enantiomerek elvélasztisa sordn, hasonléan az eluens Osszetétel hatdsdnak
tanulmanyozdsakor itt is egymadstol eltérd viselkedést figyeltiink meg az alifds és az aromds
ﬂz—aminosavak kozott. A Korona 2 4llofazison az aromds oldalldncd ﬁz—aminosavak
elvdlasztasa sikeresebbnek mondhat6.

6. A fF-aminosavak (3.9. Tablazat) gazfazisu kirdlis megkiilonboztetési folyamatat
ioncsapda tomegspektrométerrel vizsgaltuk, o~aminosav referens enantiomerek (ref)
segitségével (3.8. Tablazat), amelyek a Cu" és Ni' kozponti fémiont tartalmazé
[MH(ref)z(AR vagy s)-H]" trimer komplexekben a kirdlis kornyezet megteremtéséhez
sziikségesek (ahol: ,,A” vizsgilt f-aminosav). Megallapitottuk, hogy a fenilcsoportot
tartalmazé oraminosav enantiomerek (L-Phg és L-4-OHPhg) azon ﬂ3—aminosavak
esetében (50-54) voltak hatékonyak, amelyek kirdlis szénatomjahoz szintén fenilcsoport
kapcsolédott. Hasonld osszefiiggést taldltunk a benzilgyiriit tartalmazé (L-Phe, L-27,6"-
diMePhe, L-Tyr, L-2°,6"-diMeTyr) referencia enantiomerek és a szintén benzilgyUrit
tartalmazé 55 és 56 f3’-aminosavak kozott. A vizsgélt ’-aminosavak aromds gytiriijén
taldlhat6 szubsztituens tulajdonsdgénak és helyzetének a kirdlis szelektivitdst befolydsold
szerepe erOsen fliggott az alkalmazott referencia enantiomertél. A komplex kozponti
fémion tulajdonsaginak a kirdlis szelektivitasdban betoltott szerepét cu™ és Ni™
komplexek példdjan mutattuk be. Az L-Phg és L-4-OHPhg vizsgilatakor a [Cu"(ref)(Ag
vagy s)—-H]" komplexben 1év6 Cu®ion redukcidjat figyeltiik, amely az MS/MS mérés soran
[Cul(ref)(AR vagy s)]" komplexet eredményezett. A Cu"-Cu' redukcié hétterét vizsgaltuk

rezonancia-szerkezetek segitségével.
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6. Summary

We developed methods for the separatation of f-lactam, f3-, - és F-amino acid
enantiomers by using chiral liquid chromatography, and we have investigated the process
of gas phase chiral discrimination of ’-amino acid enantiomers. The summary of the part
on liquid chromatography is divided according to applied stationer phases and the
compounds, similarly to the main part of the thesis.

1. Enantiomers of seven aromatic f3-lactams (Table 3.1) were separated on chiral
stationer phases containing macrocyclic glycopeptide antibiotic teicoplanin (Chirobiotic T)
and teicoplanin aglycone (Chirobiotic TAG). Upon comparing the two columns, both the
selectivity factor and the resolution value were larger in the case of the Chirobiotic TAG.
This investigation also covered the effects of eluent composition and changes in
temperature on chiral separation. We have concluded that upon increasing the organic
component, the retention of enantiomers decreased significantly in both stationer phases.
The separation factor (&) changed on a slight maximum curve; the resolution (Rs) was the
best in the case of MeOH. Based on the data of temperature changes, we calculated
thermodynamic parameters, which helped to understand the relationship between the
structure of the selectors and the studied compounds during the chiral recognition process.
We also determined the elution sequence of the enantiomers, what consistently proved to
be S<R.

2. The direct separation of tricyclic f-lactam and bicyclic f-amino acids enantiomers
(Tables 3.2. and 3.3.) was achieved on five macrocyclic glicopeptide-based colums
teicoplanin (Chirobiotic T), teicoplanin aglycone (Chirobiotic TAG), vancomycin
(Chirobiotic V), vancomycin aglycone (Chirobiotic VAG), ristocetin A (Chirobiotic R)
and 3,5-dimethylphenyl carbamate-derivatized f-cyclodextrin (Cyclobond DMP) based
column. The results achieved with the different methods (POM, PIM and reversed-phase
mode), were compared in systematic chromatographic examinations. Among the
macrocyclic glycopeptide selectors, the highest separation factor and resolution were
observed in the case of chirobiotic TAG. The Arag.TA(AG®) value calculated from the o
clearly showed that in the case of chirobiotic T the carbohydrate moieties found on the
selector have always influenced the chiral discrimination negatively except in the case of
the 13 compounds. The Cyclobond DMP column indicated good separation of 8 and 9 -
lactams and the 11 f-amino acid both in reversed- and normal-phase mode. The elution

sequence was determined in all cases and a general rule was established for the sequence
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of elution of the stereoisomers. We witnessed a change of elutional order in different
stationer phase in the case of the three -amino acids.

3. High-performance liquid chromatographic methods were developed for the
separation of enantiomers of ﬁz - and ﬁ3 -amino acids on a chiral stationary phase containing
(+)-(18-crown-6)-2,3,11,12-tetracarboxylic acid as a chiral selector. The chromatographic
retention and the resolution behavior of fifteen 3-aryl substituted ﬁ3—amino acids was found
to be dependent in different way on the mobile phase composition. An increase in the
content of MeOH in the aqueous mobile phase increases the retention while the ¢ and Ry
decreases. The retention factors continuously decreased with increasing the concentration
of acidic modifier in the aqueous mobile phase. It may be explained by the lower
dissociation of the carboxylic group of amino acid and the crown ether moreover effect of
the counter ion of acid. The nature and position of the substituents had substantial effects
on the retention, but the o changed to a much lower extent than the retention. Higher k;’, &
and Rs were observed for the analytes containing the F-, Cl-, Br- €s CF3- substituents in
para positions on the aromatic ring comparing with ortho and meta substituted analogs.
Ortho position of the substituents was unfavorable regarding the enantioseparation. The
elution sequence was determined, what proved to be was R<S.

4. Chiral separation of enantiomers of aliphatic and alicyclic ﬁ3—amino acids was
studied on a chiral stationary phase also containing (+)-(/8-crown-6)-2,3,11,12-
tetracarboxylic acid as a chiral selector. The chromatographic data of different mobile
phase composition revealed that an increase in the content of MeOH in the aqueous mobile
phase increased the retention, the selectivity and the resolution. The nature of alcoholic
modifier had substantial effects on the retention, but the selectivity changed to much lower
extent than the k value. At constant mobile phase composition the longer aliphatic chain or
branching structure of the substituents on the f-carbon atom resulted in lower retention, but
the selectivity and the resolution did not decrease. At 29, 35 and 36 compounds the elution
sequence was S<R.

5. High-performance liquid chromatographic methods were developed for the
separation of enantiomers of aliphatic and alicyclic 4*-amino acids on a endcapped chiral
stationary phase containing (+)-(18-crown-6)-2,3,11,12-tetracarboxylic acid as a chiral
selector. The chromatographic data of the analytes revealed that elevation of the content of
MeOH in the aqueous mobile phase increased the retention. The nature of acidic modifier

influenced substantially only the non-chiral chromatographic process. The nature of the
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substituent on the o~carbon atom of the analyte exerted a substantial effect on the
retention, but the selectivity changed to a much lower extent than the £’ value. Different
chromatographic behavior was observed at aliphatic *-amino acids comparing with
aromatic ones using different mobile phase composition. The analytes with aromatic side-
chains exhibited better resolution on this type of selector than that for the analytes with
aliphatic side-chains. The change of temperature exerted different effects on the ﬂz—
homoamino acids with either aliphatic or aromatic side-chains (Table 2). The lowering of
the temperature increased the retention factor in all cases, while the & values for the amino
acids with aliphatic side-chains slightly decreased, and those for the amino acids with
aromatic side-chains increased with decreasing temperature. The Rs values in most cases
increased with decreasing temperature.

6. Chiral discrimination of seven enantiomeric pairs of /33 -amino acids (Ag - s) was
studied by using the kinetic method and trimeric metal-bound complexes [MH(ref)z(AR or
s)-H]*, with natural and unnatural a-amino acids as chiral reference (ref) compounds and
divalent metal ions Cu" and Ni" as the center ions (M"). The highest enantioselectivities
were achieved for the analytes with benzyl side chain, ﬁ3—amino acids. Benzyl side chain
makes the analytes (enantiomers of interest) more flexible allowing more effective m —n
interactions between the analyte and reference molecules. The highest enantioselectivities
were obtained using L-Pro, L-Phg and L-4-OHPhg as reference compounds, so the
combination of relatively rigid reference compound and more flexible analyte generates
the optimal environment for chiral discrimination. For all the analytes studied, interesting
behavior was noticed, the Cu" reduced to Cu' when L-Phg and L-4-OHPhg were used as

reference compounds and copper as the central metal ion.
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10. Fiiggelék

10.1.

Néhdny kivdlasztott arilszubsztitudlt f-laktdm kromatogramja

A% A 098
014 0.88
012 078
0.68
01
0.58
008 0.48
0.06 038
0.04 0.28
002 0.18
o 0.08
-0.02
002 85 10.5 125 145 16.5 185
85 105 125 145 165 185
1d6 / perc 1d6 / perc
A 078 A 008
0.68 0.07
0.58 0.06
0.48 0.05
0.38 0.04
0.28 0.03
0.18 0.02
0.08 0.01
0.02 0.00
8.5 105 12.5 14.5 16.5 18.5 85 10.5 125 14.5 16.5 18.5
1dé / perc 1dé / perc
A 5 A 0%
1.55 0.85
135 0.75
1.15 085
0.55
095
045
075 035
055 025
035 0.15
0.15 0.05
0.05 -0.05
85 105 125 145 165 185 85 105 125 145 16.5 18.5
1dé / perc 1dé / perc
A 030
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
-0.01
85 105 125 145 16.5 185
1d6 / perc

Kromatografids koriilmények: oszlop, TAG; eluens, 100% MeOH; detektdlds, 210 nm; dramldsi sebesség, 0,5

mL perc'l; homérséklet, 298 K.
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10.2. Néhdny kivdlasztott aril szubsztitudlt f>-aminosav kromatogramja

14 15

A 020 A 078
0,68
0,24
058
0,19
048
0,14 038
028
0,09
0,18
0,04
0,08
0,02 -0,02
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
1d6 / perc 1d6 / perc
0,025 0,14
A A
0,020 0.12
0,10
0,015
0,08
0,010
0,06
0,005
0,04
0,000 002
-0,005 0,01
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
1dé / perc 1dé / perc
A 050 A 016
0,14
0,49
0,12
039
0,10
029 0,08
0,08
019
0,04
0,09
0,02
0,01 0,00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
1d5 (perc) 1dé / perc
A 012
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00
0 5 10 15 20 25 30 3 40 45 50 55 60 65 70 75

1d8 / perc

Kromatografids koriilmények: oszlop, Korona 1; eluens, 16-17 H,O/MeOH=50/50 (v/v)+5 mM AcOH, 21-22,
26 H,O/MeOH=20/80 (v/v)+10 mM AcOH, detektalas, 210 nm; dramldsi sebesség, 0,5 mL perc'l; homérséklet,
298 K.
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10.3. Néhdny kivdlasztott aril szubsztitudlt f*-aminosav kromatogramja

0,16

0,14 -

0,12 4

0,10 A

0,08 A

0,06

0,04 4

0,02 4

45

i

0,00
0

0,14

0,12 A

0,10 A

0,08 -

0,06 -

0,04 -

0,02 A

0,00

5

10 15 20 25 30 35
16 / perc

I

0

0.20 -
0,18 -
0,16 -
0,14 -
0,12 A
0,10 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02

-0,01

5

10 15 20 25 30 35 40
I1d6 / perc

I

Kromatografids koriilmények: oszlop, Korona 2; eluens, 45-46 H,O/MeOH=80/20 (v/v)+10 mM H,S0,, 47-49,

15 20 25 30 35 40 45
I1dé [ perc

-0,01

0,18 -
0,16 -
0,14 -
0,12
0,10
0,08 -
0,06
0,04 -

0,02 A

46

J

0,00
0

0,14

0,12 A

0,10 A

0,08 -

0,06 -

0,04 -

0,02

5 10 15 20 25 30 35
Time (min)

48

J

5 10 15 20 25 30 35 40

Idé / perc

H,0O/EtOH=80/20 (v/v)+10 mM H,SO,, detektilas, 210 nm; dramldsi sebesség, 0,5 mL perc'l;

homérséklet, 280 K.
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