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Motto:
A megismerés és az atélt tudas szépsége felér a legmagasabb miivészeti élménnyel, de
nemcsak gyonyorkodtet, hanem segit a természet erdinek megismerésében és

felhasznalasaban, jovonk épitésében is.”

Oveges Jozsef
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Roviditések jegyzéke

ACHSA: aminociklohexan-szulfonsav

AcOH: ecetsav

AGP: a;-savas glikoprotein

BA: butil-amin

BSA: marha szérum albumin

BuOH: butanol

t-BuOH: terc-butanol

CAD: koronakisiiléses detektor (corona charge aerosol detector)
CBH: cellobiohidrolaz I

CD: ciklodextrin

CE: kapillaris elektroforézis

CF: ciklofruktan

CIP: Cahn-Ingold-Prelog konvencio

CLEC: kiralis ligandumcserés folyadékkromatografia

DEA: dietil-amin

EA: etil-amin

EtOH: etanol

FA: hangyasav

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

GABA: y-amino-vajsav

GC: gézkromatografia

HIV: emberi immunhianyt-el6idéz6 virus

HPLC: nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

HO: hidro-organikus

HSA: human szérum albumin

IPA: propan-2-ol

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry
KH: értéke az egyes enantiomerek ¢és az allofazis kozott kialakulod kdlcsonhatas er0sségét
jellemzi

LOD: kimutatasi hatér (limit of detection)

LOQ: meghatarozasi hatar (limit of quantitation)

MIP: molekula lenyomat alapti polimer (molecularly imprinted polymer)
MeCN: acetonitril

MeOH: metanol

MS: tomegspektrometria

NP: normal fazis

OVM: ovomucoid

PA: n-propil-amin

PI: polaris-ionos

PIM: poléris-ionos mod
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PO: polaris-szerves

PrOH: n-propanol

QD: kinidin

QN: kinin

REL: ¢értéke az egyes enantiomerek konformacios energidjat mutatja a minimalis
konformaécios energidhoz képest

RP: forditott fazis

SCX: erds kationcseréld (strong cation exchanger)
SFC: szuperkritikus fluidkromatografia

TBA: tri-n-butil-amin

TEA: trietil-amin

TEAA: trietil-ammoniumacetat

THEF: tetrahidrofuran

TIQ: 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin

TPA: tri-n-propil-amin

UV: ultraibolya (spektrum)

Vis: lathato (spektrum)

WAX: gyenge anioncseréld (weak anion exchanger)
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1. Bevezetés

A természetes vegyiiletek kiilonbozé megjelenési formakban létezhetnek. Azokat,
amelyek ugyanazzal az 0sszegképlettel, de eltérd szerkezettel rendelkeznek, izomereknek
nevezziik. A sztereoizomerek olyan vegyiiletek, amelyeknek nincs tiikrozéssel kapcsolatos
szimmetriaelemiik (és egymaéssal nem azonosak). Ezek egyik forméja egy vagy tobb
centralisan kiralis atomot tartalmaz, ahol a kirdlis atom — szerves vegyiiletek esetén —
jellemzden szénatom. Az ilyen sztereoizomerek tehat legalabb egy kiralis szénatomjuk
tiikorképi par sztereoizomereket diasztereomereknek nevezziik [1].

Ma mar tudjuk, hogy az aszimmetria egyik megjelenési forméja, a kiralitas jelensége
egyetemes, a molekularis szinten megjelend kiralitas pedig kiemelkedd jelentdségli. A

fehérjék, a fehérjéket alkotd6 aminosavak (a glicin kivételével), a cukrok, az enzimek mind

crer

crer

enantiomerek — eltekintve az optikai aktivitdsuktol — megegyezd fizikai és kémiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Kirdlis kornyezetbe keriilve viszont — a kialakulo
sztereoszelektiv  kolcsonhatasok miatt — az egyes enantiomerek eltéréképpen
viselkedhetnek. Igy értheté, hogy ha példaul egy racém (azaz az enantiomereket egyenld
aranyban tartalmazd) gyogyszermolekula az ¢l6 szervezetbe keriil, annak enantiomerjei
kiilonbozhetnek a bioldgiai hasznosithatosag, megoszlas, metabolizmus, kiiiriilés vagy a
hatas tipusadban és mértékében.

Nem véletlen tehat, hogy a gyodgyszeripar a bioldgiailag aktiv anyagok kutatdsa
teriiletén megkiilonboztetett figyelmet szentel a kiralis vegylileteknek. Az enantiomerek
kiilonbozé  viselkedésének feltérképezése a gyogyszermolekuldk esetében Oridsi
jelentdségli, hiszen amig az enantiomerparok egyik tagja az elvart biologiai aktivitassal
rendelkezve pozitiv szerepet jatszik (eutomer), addig a madasik enantiomer (disztomer)
gyakran hatéstalan, rosszabb esetben akar nemkivanatos problémakat (mellékhatasokat)
okozhat. (Természetesen az is megtorténhet, hogy mindkét enantiomer ugyanolyan
biologiai aktivitassal rendelkezik.)

Ezek tudataban érthetd, hogy az amerikai ¢élelmiszereket és gyogyszereket feliigyeld
hatdsdg, az FDA eldirta a gyogyszergyartok szamara, hogy minden kiralis hatdéanyagot
tartalmazo gyogyszer esetén csak akkor hozhat6 forgalomba racém termék, ha eléallitottak

a hatéoanyag mindkét enantiomerét, az egyes enantiomereknek kiilon-kiilon és a racemat
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elegynek is megvizsgaltdk a farmakoldgiai hatasat [2]. Ez sokszor annyira megdragitja a
gyogyszermolekuldk fejlesztését és forgalomba hozatalat, hogy gazdasagosabb a tiszta
enantiomer eldallitasa. A fentiek alapjan érthetd, hogy ma mar a fejlesztések elsdsorban
enantiomertiszta vegyliletek iranyaba folynak. Kirdlis vegyiiletekkel természetesen
nemcsak a gyogyszeripari termékek kozott taldlkozhatunk, az élelmiszer-adalékanyagok,
mezdgazdasagban hasznalt vegyszerek vagy éppen az illatanyagok képviseldi kozott is
igen jelentds szamban fordulnak eld.
A tiszta enantiomerek el6éallitasara harom lehetséges mod kinalkozik:
e racém keverékek elvalasztasa,
o kiralisan tiszta forras alkalmazéséan alapul6 eléallitasok,

e cnantioszelektiv szintézisek.

Barmelyik eldallitasi médot is valasztjdk, elengedhetetlen feltétel a kirdlis tisztasag
ellendrzése. A mai modern analitikai kémia egyik fontos feladata igy a kiralis vegyiiletek,
kiilonosen a biologiai és/vagy gydgyszerkémiai jelentOséggel rendelkezé anyagok
enantiomerjeinek megkiilonboztetése. Akar kornyezeti, akar ¢élelmiszeripari mintak
analizise a feladat, akar gyogyszerfejlesztés vagy gyogyszerellendrzés céljara kell
analitikai meghatdrozast kidolgozni, jol reprodukalhaté, nagy érzékenységd,
sztereoszelektiv €s robusztus modszerekre van sziikség. Ezeknek a feltételeknek leginkabb
a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) felel meg, de természetesen sok
esetben a gazkromatografia (GC), a szuperkritikus fluidkromatografia (SFC) vagy a
kapillaris elektroforézis (CE) is megfeleld6 megolddst kindlhat. Fontosnak tartom
hangsulyozni, hogy amennyiben nagy mennyiségi, tiszta enantiomer eldallitasa a cél, az
emlitett elvalasztastechnikai médszerek koziil a HPLC ¢és az SFC kinalhat gazdasagos
megoldast, kiralis allofazisok alkalmazasan keresztiil.

Az utdbbi évtizedben kutatomunkank elsédleges célja a HPLC technika alkalmazasara
épiilé enantioszelektiv elvalasztisok vizsgélata volt. Ertekezésemben ennek megfelelden
szamos potencialis farmakon HPLC alapu, enantioszelektiv elvalasztisa soran nyert

eredményeinket mutatom be.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A Kkiralitas fogalomrendszerének kialakulasa

A XIX. sz. elején Arago fedezte fel, hogy a polarizalt fény sikjat a kvarckristalyok
képesek elforgatni. Néhany évvel késébb Biot is bekapcsolodott a jelenség
tanulmanyozasaba. Berzelius (Dalton atomelméletének legfontosabb szoszo6loja) 1830-ban
megjelent kdzleményében bevezette az izomerek fogalmat [3]. Fontos megemliteni, hogy 6
is a borkdsav (régebbi nevén szOlésav) és a ,paraborkdsav”’ (a racém borkdsav)
tanulmanyozaséaval jutott el az izomerek létezésének felismeréséig. Berzelius feltételezte,
hogy az izomereknél az atomok eltérd térbeli elrendezddése eredményezi az észlelt eltérd
tulajdonsagokat [4]. Emellett feltételezte azt is, hogy a kristalyos formaban 1étezd
izomerek az atomjaik eltéré elhelyezkedése miatt kiillonb6zd kristalyformakat alakitanak
ki. Berzelius tanitvanyat, a krisztallografidban jartas Mitscherlichet kérte meg a natrium-
ammonium-tartarat kristalyok alaposabb vizsgalatara. Mitscherlich feljegyezte, hogy a
tanulmanyozott kristalyok kozil — a megjelenésiiket tekintve — egyetlen kivétellel
valamennyi kristily megegyezett. Frdekes modon az elézetesen kialakult helyes
feltételezése ellenére sem kozodlte eredményeit. Mindekdzben Biot az optikai forgatés
tanulmanyozasa kapcsan jelentds szamu kisérletet elvégezve leirta, hogy nem csak szilard
(kristalyos) anyagok, hanem szamos természetes anyag oldata esetében is hasonlo jelenség
tapasztalhatd. Megallapitotta, hogy mig a borkdsav és soinak oldata optikailag aktiv, se a
»paraborkdsav”, se a sOinak oldata nem mutat optikai aktivitast. Biot Mitscherlichhel
torténd megbeszélést kovetden a parizsi Tudomanyos Akadémidnak tovabbitotta
feljegyzését, melyben megfogalmazta gondolatait. Ezeket a gondolatokat megismerve ¢€s
azokon elmélkedve a felhalmozott kisérleti tapasztalatok tudomdényos igényességii
magyarazatat véglil Pasteur adta meg [5]. Az optikai aktivitist nem mutatd
,paraborkdsavat” vizsgalva a kiilonb6zo alaku kristalyokat szétvalogatva rajott arra, hogy
ezek a kristalyok egymas tiikdrképei, egymastol csak annyiban kiilonbéznek, mint a jobb
kéz a bal kéztol. Mivel a kétféle kristaly feloldas utan is megdrizte optikai aktivitasat,
megallapitotta, hogy az optikai aktivitdst nem a molekuldk elrendez6dése okozza a
kristalyracsban, hanem ez a molekuldk tulajdonsaga. Végiil arra a kovetkeztetésre jutott,
hogy a kristalyokban talalhaté molekulak épplgy egymas tiikdrképei, mint maguk a
kristalyok. Szintén Pasteur volt az, aki 1858-ban beszamolt arrdl, hogy a késobb

Penicillum glaucum-ként azonositott penészgomba az izomerek koziil gyorsabban bontotta
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le a jobbra forgatdé ammonium-tartaratot, ezzel igazolva sejtését, a tapasztalt molekularis
aszimmetria ¢lettani jelent0ségérol [4].

A XIX. sz. kdzepe tdjan tobben is dolgoztak a kémiai szerkezet grafikus dbrazolasan
(pl. Kekulé, Butlerov, Brown), de csak kicsit kés6bb, a haromdimenzios szerkezet leirdsan
keresztiil tudta van’t Hoff és Le Bel 0sszefliggésbe hozni a molekulak térbeli szerkezetét
terminologiat Lord Kelvin vezette be [6].

A kirdlis felismerés legelterjedtebb szemléltetési modjat, az Un. harompontos
illeszkedési modellt (,,three-point attachment”, majd késébb ,three-point interaction’)
Easson és Stedman [7] alapozta meg: az enantiomerek eltérd farmakologia hatdsanak
értelmezéséhez  feltételezték, hogy legaldbb harom kiilonbozd, sztereoszelektiv
kolcsonhatdo hely jelenléte sziikséges. Ogston az enzim-—szubsztrat kolcsonhatés
értelmezésére  hasznalta a modellt [8], Dalgliesh pedig mar aminosavak
papirkromatografias elvalasztasat értelmezte segitségével [9], melyhez Wilcox ¢és
munkatarsai fliztek kiegészitést [10]. Baczuk és munkatérsai voltak valosziniileg az elsok,
akik hatékony enantioszelektivitas elérése érdekében, egy kirdlis allofazis tervezésékor
figyelembe vették a modell josolta kdvetelményeket [11]. Mindekdzben a sztereokémiai
leirdsa, a Cahn-Ingold-Prelog (CIP) konvencié [12], melyet a késébbiekben ITUPAC is
elfogadott. Lochmiiller és Souter [13], Pirkle és Pochapsky [14], majd Davankov [15] a
teriileten mérfoldkonek szamitdé koézleményekben az addigi eredmények Osszefoglaldsan
keresztiil kiillonbozd kiegészitésekkel finomitottdk a modellt; a vonzd kolcsonhatasok
mellett, mar a taszitd (pl. sztérikus gatlds) kolcsonhatasok Iehetséges szerepét is
felismerték, illetve kimondtdk, hogy a harom sziikséges kolcsonhatas koziil legalabb
egynek sztereoszelektivnek kell lennie. Ugyan idékozben tobben is megkérddjelezték a
modell érvényességét, mégis ez képezi a kirdlis megkiilonboztetési folyamatok

értelmezésének széles korben elfogadott alapjat napjainkban is [16-18].

2.2. Az enantiomerek elvalasztasanak lehetdségei

Az azonos fizikai ¢s kémiai tulajdonsagaik miatt az enantiomerek elvéalasztasa kiralis
kornyezetet igényel. Ilyen koriilmények kozott a vizsgdlt minta enantiomerjei
diasztereomerparokat képeznek a jelenlevdé un. szelektorral, ami az elvélasztashoz
szlikséges sztereospecifikus kémiai kolcsonhatasokat biztositja (lasd késébb 1. és 2.

egyenlet). Abban az esetben, ha a szelektort a mozgé6fazisban feloldva vagy az allofazishoz

6
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rogzitve alkalmazzuk, kdzvetlen méddszerrdl, mig ha a diasztereomerpart az elvélasztastol

fiiggetlentil, azt megel6zden alakitjuk ki, kdzvetett modszerrdl beszéliink.

2.2.1. Kozvetett modszerek

A kozvetett elvalasztasok kiralis reagens alkalmazéasara épiild szdrmazékképzésen
alapulnak, azaz az enantiomerek elvalasztasat diasztereomerek elvalasztasara vezetjiik
vissza, ami mar akirdlis kornyezetben megoldhatd. A kozvetett moddszerek nytjtottak
els6ként lehetéséget az enantiomerek analitikai meghatdrozasara és sokdig ezek a
modszerek jelentették az egyediili hatékony elvalasztast a kiralis kémiai analizis teriiletén.
Ugyan a kiralis all6fazisok napjainkra tapasztalt elterjedése szamottevOen csOkkentette a
kozvetett modszereken alapuld alkalmazasok szamat, jelentdségiik mégsem sziint meg,
hiszen szamos kedvezd tulajdonsaggal rendelkeznek, példaul:

e a szarmazékképzo reagensek valtozatos szerkezettel (funkcids csoporttal), kedvezd
aron, megfeleld tisztasagban beszerezhetdk, igy a vizsgalhaté enantiomerek kore
igen széles,

¢ hagyomanyos HPLC oszlopokon elvégezhetd a diasztereomerek elvalasztésa,

e a szarmazékképzés soran befolydsolhato a kialakulo vegyiilet kromatografias
tulajdonsaga, illetve csokkentheté a kimutatdsi hatar (pl. kromofor, fluorofér
beépitésével, kiilonféle szerkezeti modositasokkal),

e az elucios sorrend kovetkeztethetd (nem feltétleniil igényli az abszolut konfiguracio

meghatarozasat) és befolyasolhato (antipod reagens alkalmazasaval).

Természetesen eldnyeik mellett roviden a hatranyokat is érdemes megemliteni:

e a szarmazékképzés id6- és munkaigényes feladat, rdadasul nem minden esetben
automatizalhato,

e az enantiomerek megfeleld funkcids csoporttal kell, hogy rendelkezzenek,

e az alkalmazott reakcidonak viszonylag gyorsnak kell lennie és kvantitativan végbe
kell mennie,

e a szarmazékképzés racemizaciot okozhat (pl. magasabb hémérséklet, hosszabb
reakci0idd alkalmazasa esetén), illetve kinetikai rezolucio 1éphet fel,

e arecagens feleslege és az esetleges melléktermékek zavard csucsokat okozhatnak,

e az egyes enantiomerek visszanyerése tovabbi miiveleteket igényel.
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Amint azt kordbban emlitettem, sokdig a kozvetett modszerek jelentették az egyediili
lehetéséget az enantiomerek elvélasztasara. Ertheté igy, hogy szamos médszert dolgoztak
ki és napjainkig ezres nagysagrendben jelentek meg kozlemények ezen a teriileten. Ezek
koziil referenciaként itt csak néhany, a kutatocsoportunk altal kozolt dsszefoglalod cikket
idézek [I-VI], hiszen értekezésemben a kozvetlen modszerek alkalmazasaval kapott
eredményeinket mutatom be. Erdemes azonban megemliteni, hogy a kozvetett
modszerekre épililé alkalmazasok napjainkban is jelentds szerepet toltenek be biologiai

eredetli mintak mikrokomponenseinek meghatarozasaban [19-21].

2.2.2. Kozvetlen modszerek

A kozvetlen meghatarozasok csaladjaba tartoznak azok a modszerek, ahol kiralis
allofazist, vagy mozgofazisban oldott kiralis adalékot alkalmaznak a sztereoszelektiv
kolcsonhatasok kialakitasara. Kozvetlen meghatarozast alkalmazva az elvélasztds azon
alapul, hogy a vizsgalt vegyiilet iddlegesen diasztereomerpart képez az allo6- vagy a
mozgofazis kirdlis komponensével, a szelektorral. A mozgofazisban oldott szelektor
alkalmazasdnak ma mar nincs gyakorlati jelentdsége a HPLC-ben (a f6 alkalmazési
teriilete jelenleg a kapillaris elektroforézis), egyrészt a kirdlisan tiszta vegyliletek
meglehetésen borsos dra, masrészt a felmerild detektdldsi problémak miatt. Az
értekezésemben bemutatott kisérleti anyag a kirdlis allofazisok alkalmazasdhoz
kapcsolodik, igy a késObbiekben ezen lehetdség részletes targyaldsara helyezem a
hangsulyt.

Az elso kirélis allofazist 1966-ban irtak le, ahol is a-aminosavszarmazékok (észterek)
enantiomerjeit valasztottak el N-trifluoroacetil-L-izoleucin-lauril-észterrel fedett kapillaris
kolonnéan, gadzkromatografiasan [22]. Néhany évvel késdbb Davankov és Rogozhin vezette
be a kirdlis ligandumcserés kromatografiat (CLEC), ezzel megjelentek az elsd
folyadékkromatografias alkalmazasok [23, 24]. Az 1970-es ¢és 80-as ¢évek
folyadékkromatografias ujitasai a HPLC késziilékek és a toltetes oszlopok intenziv
fejlodéséhez vezettek. Ugyan a polimer alapi tdltetek kis nyomastiirése, illetve a
hordozora fizikailag (adszorpcidval) kotott szelektorok kezdetben még nem tették lehetoveé
a kiralis allofazisok elterjedését, de a folyamatos fejlesztéseknek koszonhetéen az 1980-as
évek kozepére a mechanikailag stabilis, szilikagél alapu toltetek kifejlesztésével és a
szelektorok kémiai, kovalens kotéssel torténd rogzitésével megsziilettek az elsd stabilis,

robusztus és reprodukalhatéan alkalmazhat6 kiralis allofazisok.
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A kirdlis allofazisok alkalmazasan alapuld enantioszelektiv elvalasztasok az 1990-es
évek Ota egyre inkdbb hattérbe szoritjdk a kozvetett meghatarozasokat, foként az alabbi
kedvezo tulajdonsagaik miatt:

¢ nincs sziikség specialis mintaelkészitésre,

e a szelektor kiralis tisztasdga nem kritikus,

e megfeleld reaktivitasi funkcidés csoporttal nem rendelkezé enantiomerek is
elvalaszthatok,

e clhanyagolhat6 a racemizaci6 esélye,

e az enantiomerek moldris abszorbancidja megegyezik, igy a mennyiségi analizis
egyszeriibben elvégezheto,

e az egyes enantiomerek az elvalasztast kovetden kinyerhetdk, azaz a modszer

preparativ célra is kivaloan alkalmazhato.

Természetesen itt is érdemes roviden megemliteni a hatranyokat is:

e a sztereoszelektiv kdlcsonhatasok kialakulasa nem teljesen tisztazott, igy az elicios
sorrend nem josolhatd, az elvalasztds optimalizalasa sok esetben csak korabbi
tapasztalatok alapjan kivitelezhetd (,,trial-and-error” modszer),

e 4ltalaban kisebb az elméleti tanyérszam,

e nincs univerzalisan alkalmazhato allofazis,

e meglehetdsen koltségesek a kiralis allofazisok.

Az emlitett hatranyok ellenére megkérddjelezhetetlen, hogy manapsag a kiralis
analizis teriiletén a kiralis allofazisok alkalmazasan alapulé modszerek a meghatarozok. Az
1990-es ¢évek végére mar tobb, mint 200 allofazis keriilt piacra [25], az azota eltelt
idoszakban a fokozodd igényeknek megfelelden még tovabb ndétt a kiralis allofazisok
szama. A nem lanyhul6 érdeklddést kivaldan jelzik a szinte naponta megjelend, 0j kiralis
allofazisokat leird6 tudomanyos kozlemények. Emlitést érdemel az a tény is, hogy az
akiralis allofazisok utobbi évtizedben tapasztalt roppant intenziv fejlédése a kiralis
allofazisokra is komoly hatast gyakorol. Egyelére ugyan még csak kutatoi/fejlesztoi
szinten, de mar megjelentek az Gn. tomdrmagvu (,,mag-héj” tipusu, core/shell, superficially
porous particles, avagy pellikuléris) toltetek [26], illetve a 2 pm-nél kisebb szemcseméretii
kiralis toltetek [27], melyekkel mar a masodperces iddskalan is lehetdvé valt enantiomerek

hatékony elvélasztisa. Ugy vélem, hogy a folyadékkromatografias technikak tovabbi
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fejlédése a kozeli jovoben még tovabb erdsiti majd a kirdlis allofazisok meghatarozo

szerepét.

2.3. A Kkiralis felismerés jellegzetességei

A napjainkban leggyakrabban alkalmazott, szilikagélhez kovalens kotéssel rogzitett
szelektor enantiomerfelismerd-képességére ¢épiild kiralis allofazisok alkalmazasakor a
kromatografias elvélasztas alapja az, hogy az elvélasztandd enantiomer és a szelektor
kozott kialakuld kolcsonhatasok révén iddlegesen diaszteromerpar képzddik. (Ez aldl a
késdbbiekben targyalt CLEC bizonyos értelemben kivétel.) Az allofazis feliiletén
reverzibilisen végbemend, diasztereomerpar képzddését eredményez0 reakcidkat az 1. és 2.
egyenletek szemléltetik. Az eltéréd retencios viselkedés a diasztereomer képzddéséhez

vezetd reakciok egyensulyi dllandoinak kiilonbozdségére vezethetd vissza.
K

(R)-Sz + (S)-E = [(R)-Sz - (S)-E] (1)
Ky

(R)-Sz + (R)-E = [(R)-Sz --- (R)-E] )

A fenti egyenletekben (R)-Sz az R konfiguraciéju szelektort, (S)-E és (R)-E az S vagy R
szelektorral kialakitott diasztereomer komplexképzddés egyenstlyi allandojat jeloli.

Nem nehéz belétni, hogy a ,,hagyoméanyos” (akiralis) kromatografids rendszerekhez
hasonldan, a kirdlis elvalasztdsok is nemkovalens kolcsonhatasok kiépiilésén keresztiil
valdsulnak meg. Mivel a mozgofazis alkotdoi mind az allofazis, mind az elvéalasztando
kolcsonhatasok milyenségét és erdsségét, igy nagyon komoly hatassal Iehetnek a képzodési
allandokra (Ks, Kr), azaz az enantiomerek megkiilonboztetésére.

A diasztereomerpar kialakuldsa szempontjabol meg szokas kiilonboztetni tavolabb
haté kolcsonhatasokat (,leading interactions”), ezek eredményezik azt, hogy az
elvalasztand6 komponens a szelektor megfeleld kozelségébe jut, ezenkiviil meghatarozo
szerepet toltenek be a diasztereomer képzOdési folyamatiban, ¢€s rdévidebbre hatd
kolcsonhatasokat  (,,supporting interactions”), melyek stabilizaljdk a kialakulo
diasztereomert [28, 29]. A tavolabb hat6 kolcsonhatdsok tipikusan a legerdsebb
(nemkovalens) kolcsonhatasok, melyek a retencios tulajdonsdgokat fogjak meghatarozni,

mig a kisebb erdsségii kolcsonhatasok a kiralis felismerés szempontjabol birnak

10
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jelentéséggel. Mivel a tavolabb hatd kolcsonhatdsok altaldban nem sztereoszelektivek,
elvalasztasra csak akkor szamithatunk, ha a sztereoszelektivitast biztositd kolcsonhatasok
megfeleld aranyban jelen vannak [16].

Altalanossagban elmondhatd, hogy a polaris oldoszerek felerdsithetik az
elektrosztatikus kolcsonhatasokat és érdemes kiemelni, hogy a hidrofob kolcsonhatasok
csak vizes mozgofazisok (pl. forditott fazis, hidro-organikus elvalasztds) esetében
jatszhatnak meghataroz6 szerepet. Az erdsebb, messzebbre hatd ionos kdlcsonhatasok
(amennyiben jelen vannak) altalaban meghatarozok a retenci6 szempontjabol. Jelentds
szerepet tolthetnek be a szelektor ¢és a vegyiilet kozott kialakuld komplex stabilizalasaban,
de nem sztereoszelektivek. A kiralis felismeréshez tovabbi, sztercoszelektiv
kolcsonhatas(ok) kialakulédsa sziikséges. Ilyenek lehetnek példaul a révidebb tavon hato H-
hid, 7—=, van der Waals és sztérikus kolcsonhatasok.

Ma mar tudjuk, hogy nem csak a vonzo, hanem a taszitdo kolcsonhatasok is fontos
szerephez juthatnak a kirdlis felismerés folyamatdban. Egyes elképzelések szerint a kiralis
felismerés akar két taszito jellegli kdlcsonhatas jelenlétében is 1étrejohet, abban az esetben,
ha a harmadik, vonzé kolcsonhatds képes biztositani legalabb az egyik diasztereomer
komplex képzddését [15]. Erthetd, hogy a sztérikus, hozzaférést gatlo hatasok bizonyos
esetekben kiemelkedd jelentdséggel birnak. Ennek megfeleléen a szelektoron vagy az
elvalasztando vegyiileten elhelyezkedo nagyobb térkitoltésu csoportok
megakadalyozhatjak (vagy éppen segithetik) az egyes enantiomerek szelektorhoz torténd
hozzaférését, sokszor kiemelkedd enantioszelektivitast biztositva. Tovabb arnyalja a kiralis
megkiilonboztetés sajatossagait az a tény is, hogy bizonyos (pl. 7=, dip6lusos)
kolcsonhatasok nem feltétleniil egy ponton jonnek létre, igy a harompontos illeszkedés
modelljében tobb kolcsonhatd helyet is eredményezhetnek [14]. Arrél sem szabad
elfeledkezni, hogy az olddszermolekuldk vagy akar a szorbens feliilete is képes

befolyasolni a sztereoszelektiv kolcsonhatasokat [15].

2.4. Kiralis allofazisok
Az allofazis szelektoraként elvileg ,,barmilyen” kiralis molekula szdba johetne, mégis
gyakorlati jelentdséggel csak az alabb emlitettek rendelkeznek, igy a késdbbiekben csak
ezeket targyalom:
e aminosavak,
o fehérjék,
e oligoszacharidok (ciklodextrinek, ciklofruktanok),

11
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e poliszacharidok (derivatizalt celluloz vagy amil6z),

e makrociklusos molekulak (antibiotikumok, koronaéterek),

e ioncserélok,

o cgyéb, kisebb jelentdségli (donor—akceptor tipusu, szintetikus polimer és molekula-

lenyomat alapu) szelektorok.

Az 1. Tablazatban 0Osszefoglalom a gyakoribb allofazisokat, szelektoraikat és a rajuk

jellemz6 fontosabb kdlcsonhatasokat.

1. Tablazat

Gyakoribb kiralis all6fazisok, szelektoraik és a kiralis felismerés szempontjabol

fontosabb kolcsonhatasok

ST Fontosabb
Allofazis tipusa Szelektor Kélesénhatisok
1. ligandum cserés aminosav—fém komplex komplexképzddés
2. fehérje alapu természetes fehérjék .H_hld’ .1f)nos,
diszperzios, 77
ciklodextrinek zarvanykomplex-
képzés,
3.-5. | zarvanykomplex képzdk ciklofruktanok ionos, hidroféb, H-hid,
T diszperzios, sztérikus,
kiralis koronaéterek
7
6 donor—akceptor bazik iletek | Hohid. 2 dindl
. (Pirkle-tipustt) m-savas, 7-bazikus vegyiilete id, 77, dipdlusos
7. szintetikus polimerek pohakrlla}r'md,'p 0.1 imetakrildt, H-hid, 7, sztérikus
poliizocianid, stb.
3. molekular.ls lenyomatua szelektiv szorbqnsek (pl.: sztérikus, Hohid, 77
polimerek szerves kopolimerek)
anion- és kationcserélok, . , [
) . o N ionos, H-hid, polaris,
9. ioncserélok ikerionos szerkezetii i
. 1 70—, sztérikus
ioncserelok
makrociklusos elektrosztatikus, H-hid,
10. e makrociklusos glikopeptidek 77—, hidrofob,
antibiotikumok L
sztérikus
11. rpodosﬁqtt médositott celluldz & amiloz | HHid: pOlaI‘I.S’, T
poliszacharidok diszperzids

12
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2.4.1. Aminosav alapu alléfazisok

A CLEC bevezetését [23, 24] kovetden egy ideig az egyediili lehetdséget jelentette a
kiilonbozd, kelatkomplex képzésére hajlamos vegyliletek (pl. aminosavak, diaminok,
aminoalkoholok, diolok, kisebb peptidek) hatékony, szarmazékképzés nélkiili
meghatdrozasara. Ennek fényében érthetd, hogy miért is fordultak a sztereokémia, a
farmakologia, az enantioszelektiv katalizis és az aszimmetrikus szintézisek teriiletén
dolgozo6 kutatok fokozott érdeklddéssel a CLEC felé.

A CLEC az egyediili olyan kiralis elvalasztastechnikai eljaras, ahol a kiralis felismerés
nem igényli a szelektor és az enantiomer kozvetlen kapcsolatat. Ennek magyarazata abban
rejlik, hogy a kozponti fémion (leggyakrabban Cu(Il)) Lewis savként viselkedve, dativ
kotéseken keresztiil koordinalja a ligandumokat, igy kialakul egy atmeneti terner komplex,
melyben az egyik ligandum az all6fazison kotott (vagy a mozgotazisban oldott) szelektor,
a masik pedig az elvélasztand6 enantiomer lesz. A kromatografids elvalasztas tehat itt is a
korabban targyalt médon, a reverzibilisen képz6dd, atmeneti diasztereomer komplexeken
alapul, eltérést az eredményez, hogy nincs kozvetlen kapcsolat a szelektor és az egyes
enantiomerek kozott. Kiralis elvalasztds abban az esetben mehet végbe, ha az egyes
enantiomerekkel képz6dott komplexek eltérd 1) stabilitassal, 1) képzddési sebességgel
¢s/vagy 1iil) adszorpcios tulajdonsagokkal rendelkeznek. A ,hagyoményos” HPLC
modszerekhez hasonldéan adott allofazis mellett itt is a mozgofazis 0Osszetételének
valtoztatasa kindlja a legtobb lehetdséget az elvalasztds optimalizalasara. A pH, az
ionerdsség és a kozponti fémion koncentracidja jelentik azokat a paramétereket, melyek
Osszehangolasaval a modszerfejlesztés elvégezhetd. (A fémionok koziil foként a Cu(Il),
ritkdbban a Zn(II) és a Ni(Il) alkalmazasara talalhatunk példakat; nem jellemzd, hogy a
modszerfejlesztésnél a kutatok vizsgalndk a fémion anyagi mindségének hatasat az
elvalasztasra.) Természetesen nem szabad elfelejtkezni a komplexképzddést befolyasolo
egyeb paraméterek (pl. hdmérséklet, szerves modositok, anion anyagi mindsége) hatdsarol
sem.

Napjainkig szamos kiralis molekulat alkalmaztak a CLEC szelektoraként (adszorbeallt
vagy kémiailag kotott formaban), ezek koziil komolyabb jelentdséggel az aminosavak és
szarmazékaik (pl. hidroxiprolin [30], cisztein [31], fenilalanin [32], szerin [33],
penicillamin [VII]), illetve az aminoalkoholszarmazékok (pl. leucinol [34]) rendelkeznek.
Ugyan népszerlisége napjainkra szamottevoen csokkent, de kijelenthetd, hogy a CLEC a
mai napig alkalmazott technika, melyet az utobbi években megjelent cikkek, dsszefoglalok

¢s konyvfejezetek is bizonyitanak [VIIL, IX] [35-38].

13
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2.4.2. Fehérje alapu allofazisok

Az igen valtozatos szerkezeti elemekkel rendelkezé fehérjék  kiralis
felismerdképességét mar az 1950-es években leirtak [39]. 1973-ban Stewart és Doherty
marha szérum albumint (BSA) rogzitett agar6z hordozora és racém triptofant valasztott el
sikeresen, affinitds kromatografiaval [40]. A fehérje alapu oszlopokra épiild elvélasztasok
elterjedését (hasonloan a tobbi alloéfazishoz) a szilikagélen kémiailag kotott allofazisok
megjelenése tette lehetdveé az 1980-as években.

A fehérje alapu szelektorok komplexitdsa tobbféle Ilehetdséget biztosit az
enantiomerek felismeréséhez, tobbnyire H-hid, dipélus—dipolus, z—z és ionos
kolcsonhatasokon keresztiil, igy elvileg a kiralis vegyiiletek igen széles kore vizsgéalhato.
Ennek ellenére ezek az allofazisok mégsem tudtak igazdn széles korben teret hoditani.
Ennek egyrészt az az oka, hogy a mozgofazisban bekovetkezd viszonylag kicsi valtozasok
is igen jelentésen befolyasoljak az all6fazisok tulajdonsédgait [41], masrészt a szelektor
Osszetett szerkezete még manapsag sem teszi lehetdvé az elvalasztasi mechanizmus
részletes feltarasat, raadasul ezek az allofazisok meglehetdésen érzékenyek a tarolasi
koriilményekre. Tovabbi nehézséget jelent, hogy a mozgofazis dsszetételének valtoztatasa
a vizsgalt vegyliletek kromatografidas viselkedését nem igazan josolhatd mddon
befolyasolja, igy a moddszerfejlesztés sordn inkabb csak korabbi tapasztalatokra lehet
hagyatkozni. A fehérje alapu allofazisok az 1980-as években fontos szerepet jatszottak a
kiralis elvalasztasok teriiletén, mara azonban a kozlemények szdma egyértelmiien mutatja,
hogy jelentdségiik erdsen visszaesett. Arrdl azonban nem szabad elfelejtkezni, hogy ezek
az allofazisok kivalo lehetOséget biztositanak a fehérje ¢és valamely potencialis
gyogyszerhatoanyag kolcsOnhatdsanak  vizsgdlatara. A  manapsdg kereskedelmi
forgalomban elérhetd allofazisok alapjat képezd fehérjék koziil emlitést érdemel a human
szérum albumin (HSA), az a;-savas glikoprotein (AGP), az ovomucoid (OVM) és a
cellobiohidroldz I (CBH). A HSA elsdsorban savas, a CBH inkabb bazikus vegyiiletek
meghatarozasara bizonyult alkalmasnak, mig az AGP ¢és az OVM szélesebb
enantiomerfelismerd-képességgel rendelkezik, semleges, savas és bazikus komponensek

enantioszelektiv meghatarozasa is megoldhat6 alkalmazasukkal [16].
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2.4.3. Ciklodextrin alapu alléfazisok

A ciklodextrinek (CD) a-D-gliikopiran6z-egységekbdl allo ciklikus, nem redukal6d
oligoszacharidok. Az egyes ciklodextrineket az alkotd gliikkdzegységek szama alapjan
szokéds megkiilonboztetni, igy a- (6), - (7) és y- (8) ciklodextrinekrél beszélhetiink. A
ciklodextrineket alkot6 gliikopirandéz egységek egy csonkakup-palast feliiletén
helyezkednek el, egy lireget koriilhatarolva. Az lireg atmérdje a ciklodextrint felépitd
gliikopiran6z egységek szamaval nd, igy a ciklodextrin helyes megvalasztasaval elérheto,
hogy bizonyos molekuldk beférjenek az apoldris iiregbe (ott ezaltal kiilonb6zd erdsségli
kolcsonhatasok kialakuldséara nyilik lehetdség, un. ,,gazda—vendég” kdlcsonhatas), mig mas
molekuldk méretiik miatt nem jutnak be az iiregbe, vagy nem illeszkednek elég szorosan
benne. A kiralis felismerés 1étrejottében szerepet jatszhatnak a hidrogénko6tés, hidrofob—
hidrofob, ionos és van der Waals kolcsonhatasok, illetve kiilonb6zo sztérikus hatasok. A
hidrogénkotés csak igen kis tavolsagon beliil tud kialakulni, igy kiilondsen fontos, hogy a
molekula jol illeszkedjen a ciklodextrin {iregébe. Fontos megemliteni azt is, hogy a
ciklodextrin belseje (iirege) a hidrogénatomok ¢és glikozidos oxigénhidak révén enyhén
apolaris tulajdonsadgu. A csonkakup keskenyebb nyildsat a primer, mig a szélesebbet a

szekunder hidroxilcsoportok hataroljak (1. abra).

CcQ) C(2)

(HO)p (OH)n n=6(c);7(B);8(v)

1. abra
A ciklodextrinek altaldnos szerkezeti sémaja

A molekula két peremének polaris jellege miatt — a [-ciklodextrin kivételével — a
ciklodextrinek jol oldodnak vizben. A hidroxilcsoportok jelenléte a ciklodextrinek
modositasara nyujt kivalo lehetdséget, igy napjainkban szadmos ciklodextrinszarmazék
szolgal kiralis szelektorként. A moddositott ciklodextrinek javithatjdk a kirdlis felismerést
azzal, hogy tovabbi kolcsonhatdst biztositanak a minta szamdra, vagy azzal, hogy
megvaltoztatjak a ciklodextrin liregének méretét és ezzel a mintamolekula illeszkedését,

ezaltal természetes formajuktol jelentdsen eltérd viselkedést mutathatnak. A ciklodextrinek
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¢s szarmazékaik vizoldhatdsdga és megfizethetd ara lehetdveé teszi kiralis szelektorként
torténd alkalmazasukat a kapillaris elektroforézisen alapulo elvalasztasokban is [ X-XIII].

Az els6 nagy boritottsdgu, stabilis, ciklodextrint tartalmazo6 allo6fazist Armstrong és
Demond fejlesztette [42], amelyet 1983-ban mar forgalomba is hoztak. Az 1) allofazissal
vald kezdeti kisérletek kirdlis aromas vegyliletek, akirdlis aromds szadrmazékképzdvel
modositott aminosavak, szerkezeti izomerek és diasztereomerek elvalasztasara iranyultak
[42-44]. A ciklodextrinek kiralis felismerésben betoltott szerepének értelmezésekor vizes
kozeglt vizsgalatoknal szinte mindig feltételezik a zarvanykomplex kialakuldsat, azaz a
molekula ciklodextringytirijébe torténd (legalabbis részleges) bejutasat. Természetesen a
molekula bejutdsa a CD iiregébe még nem jelenti feltétleniil a kirdlis felismerés
kialakulasat, ehhez altaldban tovabbi kolcsonhatasok Ilétrejotte is szilikséges. Emlitést
érdemel azonban az a tény, hogy az irodalomban ezzel -ellentétes
mechanizmuselképzelések is napvilagot lattak, ahol arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a
zarvanykomplex kialakulasa nem eléfeltétele a kiralis felismerésnek [45-47].

Normal fazisu (NP) koriilmények kozott, illetve polaris-szerves (PO) €s polaris-ionos
(PI) moédban a ciklodextrin hidrofob iiregét kitoltik az oldoszer molekulai, és igy
zarvanykomplex kialakulasa termodinamikailag kedvezdtlenné valik, az iireg belsejében
hidrofob kolcsonhatasok kialakitdsara nincs lehetdség. (Poléris-szerves modnal polaris
tulajdonsagu szerves oldoszerek elegyébdl all az eluens, mig ha egy ilyen elegyhez
megfeleld sav vagy bazis modositot adagolunk, akkor polaris-ionos méodrol beszéliink.) A
mintamolekula ebben az esetben a hidrofil részével tud kotddni a ciklodextrin polaris
felillet¢hez, az enantiomerek elvalasztasa az igy kialakuld polaris kdlcsonhatdsok
erdsségén alapul [48].

A ciklodextrin alapu kiralis allofazisok ,,multimodalisak”, egyarant lehet Oket
hasznalni NP, forditott fazis (RP), PO és PI mdédban. A ciklodextrin alapt allofazisok
bevezetésiiktdl kezdve napjainkig kozkedvelt oszlopoknak szamitanak, melyeket mi is

szamos esetben alkalmaztunk enantioszelektiv elvalasztasokra [ XIV-XX].

2.4.4. Ciklofruktan alapu alléfazisok

A makrociklusos oligoszacharidok csaladjanak legismertebb képvisel6i a kordbban
targyalt ciklodextrinek, amelyek kitiintetett szerepet foglalnak el a kirdlis
elvalasztastechnikdban. Ugyanezen csaladba tartoznak a ciklofruktanok (CF) is, amelyek

azonban a ciklodextrinektdl szerkezetiikben €s viselkedésiikben is jelentdsen kiilonbdznek.
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A ciklofruktdnok 6 vagy tobb, egymashoz f-(1—2) helyzetben kapcsolodd D-

fruktofurandz alegységbdl épiilnek fel, altalanos szerkezetiiket a 2. Abran mutatom be.

OR
RO
RO 0
OR
OR OR
[6)
RO 0
OR
o (o) o)
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OR
OR 6] 6] o) OR
) o)
RO RO
o RO OR
OR
OR
n
2. abra

A ciklofruktanok altalanos szerkezeti séméaja

A ciklofruktanok koziil szelektorként a hat alegységbdl felépiild un. CF6 rendelkezik
komolyabb jelent6séggel, mivel tiszta formdja konnyen elérhetd és geometridja is jol
meghatdrozott [49]. Fontos kiemelni, hogy a CF6 nem rendelkezik kodzponti hidroféb
ireggel, ellentétben a ciklodextrinekkel, ennek megfeleléen hidrofoéb zarvanykomplex
képzésére nincs lehetdség. A modositatlan CF6 esetén a hat fruktofuranoz egység
mindegyike tartalmaz négy aszimmetriacentrumot és harom OH-csoportot. Ezek kdzponti
magja megegyez0 strukturat mutat a megfeleld koronaéterrel, az elvalasztas szempontjabol
a protonalt primer aminocsoport és az oxigénekbdl felépiilé mag kozti kdlecsonhatas lesz a
meghatarozo. Természetesen az alapvegylilet moddositasa itt is lehetOséget biztosit a
szelektor hatékonysaganak novelésére, illetve a szelektivitds valtoztatasadra. A napjainkig
felhalmozddott tapasztalatok azt mutatjak, hogy a kiilonbozé szubsztituenssel modositott
CF6 alapu allofazisok esetén eltérd elvalasztdsi mechanizmussal mennek végbe az
enantioszelektiv elvalasztasok. Az alifas, minimalisan funkcionalizalt CF6 szerkezete
»laza”, nyitott kozponti résszel rendelkezik. Ezzel szemben a nagyobb szubsztitiicids
fokkal bir6 aromas szubsztituenseket tartalmaz6d CF6 esetén lényegesen ,,zsufoltabb” a
gylirti szerkezete, amely megakadalyozza a szelektor belsé részéhez torténd hozzaférést, de
ugyanakkor a kiilsé részén kiilonb6z6 kolcsonhatdsok kialakulasat biztositja [50]. A
ciklofruktan alapti oszlopok fejlesztése Armstrong és csoportjdhoz kothetd. Az elsd
kozlemény 2009-ben jelent meg, melyben primer aminok elvalasztasarol szamoltak be
természetes ¢s modositott CF6 allofazison [50]. Az alig néhdny éve kereskedelmi
forgalomban kaphatd oszlopok szakirodalma még igen sziik, alkalmazasukkal mind az

SFC, mind a HPLC tertiletén értiink el fontos eredményeket [ XXI-XXIII].
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2.4.5. Koronaéter alapu alléfazisok

A makrociklusos vegyiiletek csaladjaba tartoz6 poliéterek alkali- és alkalifoldfém-
ionokkal, illetve az ammoniumionnal képesek komplexeket alkotni, amelyben a poliéter
»~megkoronazza” a gytlrijébe illeszkedd kozponti iont [51]. Ezt a tulajdonsdgukat
kihasznalva a koronaéter alapu allofazisok leginkabb olyan vegyiiletek elvalasztasara
alkalmasak, melyek tartalmaznak az alkali-, illetve az alkaliféldfém-ionokhoz hasonlo
méretll primer aminocsoportot. Az aminocsoportbol savas koriilmények kozott keletkezo
alkil/aril-ammoniumion  zarvanykomplex  képzddésén  keresztiil — kapcsolodik a
koronaéterhez, igy a kirdlis felismerésben a sztérikus hatdsok meghataroz6 szerepet
toltenek be.

1979-ben Sogah ¢s Cram szamolt be el0szor polisztirolvazhoz kotott, koronaéter alapti
kiralis allofazison végzett enantioszelektiv elvalasztasrol [52]. Mintegy két évtizeddel
késébb Hyun és munkatarsai [53], illetve Machida és munkatérsai [54] irtdk le kémiailag
kotott, koronaéter alapu allofazisok szintézisét és alkalmazasat primer aminocsoportot
tartalmazo vegyiiletek enantiomerjeinek elvalasztasara. Az elmult évtizedek soran tobb
koronaétert vizsgaltak meg. Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a kiralis
elvalasztdsokra szélesebb korben alkalmasnak bizonyult koronaéterek koziil a
binaftilgyliriit vagy tetrakarbonsavat tartalmazé szarmazékok érdemelnek emlitést [55]. A
hordozén kiviil, hasonléan a makrociklusos glikopeptidekhez, a koronaétereknél is a
szelektoron és/vagy a szelektort a hordozon rogzité karon elhelyezett funkcids csoportok
befolyasoljak  szdmottevden a  kromatografids tulajdonsagokat ¢és a  kirdlis
megkiilonboztetés mértékét. A koronaéter alapt allofazisok szelektorara a 3. abran

mutatok be egy példat.

// NI
Si Si
o
~N
Hooc ©O (0] o)
U boon

3. abra
(+)-(18-Korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav szelektor szilikagélen rogzitve [56]
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Minden koronaéter alapu allofazisra igaz, hogy az ammoniumion—koronaéter komplex
1étrejotte sziikséges (de nem feltétleniil elégséges) a kirdlis felismeréshez, igy ezek az
allofazisok igazéan széles korben nem terjedtek el. Koronaéter alapu allofazisokkal primer
aminocsoportot tartalmazo vegyiiletek esetén sok esetben sikeres elvalasztast értiink el

[XXIV-XXIX].

2.4.6. Donor—akceptor (Pirkle-tipusu) allofazisok

A donor—akceptor (pl. H-kotés, 7—r) kolesonhatasokat kinalo, kis molekulatomegi, a
hordozora kovalensen rogzitett all6fazisokat a kiralis allofazisok teriiletén végzett fejlesztd
tevékenysége [57] elismeréseként az irodalomban igen gyakran Pirkle-tipust allofazisként
emlegetik. Ezen jo kinetikai hatékonysaggal jellemezhetd allofazisok esetén az egyedi
szelektormolekuldkkal egyenletesen boritott hordozo kdonnyen hozzaférhetd feliiletet kinal
az elvalasztandé enantiomerek szamdra, mig a hordozd és a szelektor kozotti kovalens
kotés termikus stabilitast biztosit. Tipikusan normdl fazist koriilmények kozott, illetve
polaris-szerves modban alkalmazott all6fazisok, ahol a szelektor sok esetben mindkét
enantiomer (tiszta) forméjaban elérhetd, igy az oszlopok cseréjét kovetden lehetdség nyilik
az elucios sorrend megvaltoztatdsdra. A Pirkle-tipusi allofazisok nem tartoznak a
legnépszertibb oszlopok kozé és az utobbi években az alkalmazéasok szama is csokkent [58-

60].

2.4.7. Szintetikus polimer alapu all6fazisok

A természetes polimerek (pl. poliszacharidok) mellett szintetikus uton eldallitott
polimerek is alkalmazhatok kirdlis elvalasztdsokra. A kirdlis monomer egységbdl
polimerizacid6 révén létrejové  szelektorok (pl. poliakrilamid, polimetakrilat,
poliizocianidok, stb.) a természetes polimerekhez hasonlé enantiomerfelismerd-képeséggel
rendelkezhetnek. Eldallitasukra altalaban kétféle megkozelitést alkalmaznak, 1) a polimert
a hordozotol fliggetleniil szintetizaljdk, majd a képzodott polimert rogzitik (pl.
kopolimerizacioval) a feliileten, ii) a polimert a hordoz6 feliiletére szintetizaljak [61].
Annak ellenére, hogy tobb ilyen allofazis is elérhetd kereskedelmi forgalomban, az utobbi
1doben kiralis vegyiiletek elvalasztasat leiro kozlemény meglehetdsen kevés jelent meg a
nemzetkozi szakirodalomban [62, 63]. (Akiralis HPLC és ionkromatografias alkalmazasok

esetén a polimer alapu allofazisok alapvetd fontossaguak.)
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2.4.8. Molekularis lenyomati polimer alapu alléfazisok

A molekularis lenyomatu polimerek (MIP) kialakitasa tipikusan harom I1épésbdl all 1)
oldatfazisu reakci6 esetén az un. templat (avagy lenyomat) molekula koriil meghatarozott
rendben elhelyezkednek a monomer egységek, ii) a kopolimerizaci6 soran a templat
molekula beépiil a polimer szerkezetébe, iii) a templat eltavolitasat kovetden a merev
matrixban 1étrejott kotohely szelektiv felismerésre lesz képes. A molekuléris lenyomatt
szintetikus polimerek alkalmazasara sok példa lelhetd fel a kémia kiilonb6zo teriiletein
[64]. Erre az elgondolasra alapozva kromatografias allofazisok is kialakithatok, a fentebb
emlitett eljarast kovetéen a képzddott polimert megfeleld méretiivé alakitva lehetdség
nyilik kromatografids toltetként torténd alkalmazasra is. Kiralisan tiszta templat molekulat
alkalmazva kirdlis allofazis is kialakithatd, azonban annak vegyiiletspecifikussaga miatt
egy adott oszloptdl széleskorli alkalmazast nem varhatunk. Ennek fényében érthetd, hogy
az utobbi években igen kevés olyan kozlemény sziiletett, ami a MIP-ek kiralis allofazisként
torténd hasznalatardl szamol be [65]. (Ma mar kijelenthetd, hogy a MIP-ek leginkabb

mintaelOkészitésben hasznalhatok.)

2.4.9. Ioncserélo alapu alléfazisok

A kinin (QN) ¢és annak az un. pszeudoenantiomer izomere a kinidin (QD) a
legjelentdsebb képviseldi a kinafa kérgébdl kivont alkaloidoknak. (A pszeudoenantiomer
kifejezés arra utal, hogy a két sztereoizomer egymassal diasztereomer viszonyban all, a
kiralis felismeréseket tekintve viszont igen gyakran enantiomerként viselkednek.) Az elsé
tudoményos cikkek a kinafa kérgébdl kinyert cinkona alkaloidok kirdlis elvalasztasra
torténd alkalmazasardl az 1980-as években jelentek meg [66, 67]. Az ionpar képzésen
alapul6 analizisek sikerei utan olasz kutatok 1985-ben kozoltek eredményeket szilikagélen
rogzitett kinin alapu allofazison elvégzett kiralis elvalasztasokrol [68]. Az ezt kdvetd
években szamos kozlemény jelent meg a kinin és kinidin alapu all6fazisok szintézisérol és
az eléallitott oszlopokon végrehajtott enantioszelektiv analizisekrdl, de az all6fazisok nem
megfeleld stabilitdsa, meglehetésen sziik korli alkalmazhatdsaga, illetve a tapasztalt
kicsiny enantioszelektivitasok nem tették lehetdéveé a szélesebb korii elterjedést. Az 1990-es
években Lindner ¢és munkatarsai szamoltak be arrdl, hogy a szekunder C9-es
hidroxilcsoportot karbamoilcsoportra cserélve jelentésen novekedett a gyenge anioncseréld
(WAX) tipust allofazis enantiomerfelismerd-képessége, kiillonbozd kiralis karbonsavak
elvalasztasa esetén [69]. Ezeket az anioncseréld alloéfazisokat 2002-ben a Bischoff

Chromatography vezette be elsOként a piacra, majd 2005-t81 Chiralpak QN-AX, illetve
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Chiralpak QD-AX néven forgalmazza a Chiral Technologies Europe. Az allo6fazisok

szerkezetét a 4. abran mutatom be.
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4. abra
A Chiralpak ON-AX (A) és OD-AX (B) oszlopok szelektorai

Az anioncseréld fazisok sikereire alapozva Lindner és munkatarsai aminociklohexan-
szulfonsav alapi csoportot rogzitve a kromatografids hordozodra, kationcseréld
allofazisokat allitottak eld [70]. A szelektor hordozora torténd rogzitését tovabbfejlesztve —
az altalunk is alkalmazott — erds kationcseréld (SCX) allofazisokat allitottak eld [71]. Ez

utobbiak szerkezetét az 5. abran mutatom be.
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5. abra

A DCL-RR (A) és a DCL-SS (B) jelii kationcserél6 allofazisok szerkezete

Lindner és munkatarsai a kordbban targyalt anioncseréld szerkezetének tovabbi
modositasaval karbamatkotéssel az erds kationcseréloknél alkalmazott aminociklohexan-
szulfonsav alapll csoportot beépitve egy ikerionos, anion- €s kationcseréld tulajdonsaggal
egyarant rendelkez6 kiralis szelektorhoz jutottak [72].

A két alegység (QN vagy QD és (R,R)- vagy (S,S)-aminociklohexan-szulfonsav,
ACHSA) kombinaciojaval négyféle szelektor alakithato ki. A Chiral Technologies Europe
az eléallitasi jogokat megvasarolva, Chiralpak ZWIX(+) néven hozza forgalomba a QN ¢és
(S5,5)-ACHSA, ¢és ZWIX(—) néven a QD ¢és (R R)-ACHSA egységekbdl felépiild
szelektorokat tartalmazé oszlopokat. A masik két valtozat a ZWIX(+A) (QN és (R,R)-
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ACHSA) és a ZWIX(-A4) (QD és (S,5)-ACHSA) egyeldre kereskedelmi forgalomban nem

kaphato. Az emlitett 4 oszlop szelektorait a 6. Abran mutatom be.
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6. abra
Ikerionos kolonnak szelektorai
A: ZWIX(+), B: ZWIX(-), C: ZWIX (+A4), D: ZWIX(-A)

Ioncserén alapul6 elvalasztds esetén a retencid elsddlegesen az oldatban levd ionok és
az allofazison rogzitett, toltéssel rendelkezd funkcids csoportok kozott kialakuld ionos
kolcsonhatas révén jon létre. Az ionos kolcsonhatas mellett a hidrogénhidas, 7—x €és van
der Waals kolcsonhatasok segitik elé a kiralis felismerést. Annak érdekében, hogy a
szelektor €s az elvalasztani kivant vegyliletek megfeleld toltéssel rendelkezzenek, sav és
bazis modositokat kell a mozgofazishoz adagolni.

Az ikerionos tipusu allofazisoknal egyidejilleg két ionpar képzddésére nyilik
lehetéség a szelektor gyenge anioncseréld (tercier amin) €s az erds kationcseréld
(szulfonsav) része, illetve az elvalasztandd vegyiilet (pl. aminosavak esetén az amino- €s a
karboxilcsoport) kozott kialakuld elektrosztatikus kolcsonhatasok révén. A kirdlis
felismerésben fontos szerepet betolté méasodlagos kdlcsonhatasok a H-hid, van der Waals,
m—r és sztérikus kolcsonhatasok lehetnek, amint azt a 7. abra mutatja.

Az ikerionos allofazisok kereskedelmi forgalomban még csak néhany éve érhetdk el,

de mara mar tobb alkalmazast is megemlithetiink [73-80] [E1-E17].
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ionos kolcsdnhatasok
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7. abra
Ikerionos tipusu allofazisok lehetséges kdlcsonhatasai

2.4.10. Makrociklusos antibiotikum (glikopeptid) alapu allofazisok

A makrociklusos antibiotikumok kiralis szelektorként torténd alkalmazésat elséként
Armstrong ¢és munkatarsai irtak le 1994-ben [81]. Az intenziv fejlesztd munkanak
koszonhetoen rovid idon beliil robusztus, széleskoriien alkalmazhato allofazisokat sikeriilt
eléallitani és kereskedelmi forgalomba hozni, melyek komoly népszeriiségre tettek szert az
elmult két évtized soran.

A makrociklusos glikopeptid alapu allofazisok ,.kozkedveltsége” elsdsorban azzal
magyarazhato, hogy a szelektorként alkalmazott antibiotikumok tobbféle mindségében ¢és
erdsségében eltérd kolcsonhatas kialakitdsdra képesek. A tobbi szelektorral ellentétben
ebbe a csaladba molekuldk szazai tartoznak, melyek roppant véltozatos szerkezettel, és
meglehetdsen eltéré kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek. Altalanosan elmondhaté, hogy
képviseldik molekulatomege 600 és 2200 g/mol kozé esik. Vannak kozottiik savas, bazikus
¢s semleges vegyiiletek egyarant, tobbségiiknek nincs szamottevd elnyelése az UV-Vis-
tartomanyban. (Ennek a tulajdonsdgnak ma mar inkabb csak a kapillaris elektroforetikus
alkalmazasoknal van jelentdsége, ahol fontos szempont, hogy a hattérelektrolitban oldott
szelektor ne rendelkezzen jelentds UV-elnyeléssel.) A HPLC-ben szelektorként
alkalmazott fontosabb képviselok néhany fizikai és kémiai jellemzdjét a 2. Tablazatban

mutatom be [XXX].
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2. Tablazat

Néhany fontosabb makrociklusos antibiotikum fizikai-kémiai tulajdonsagai [ XXX]

Anszamicinek Glikopeptidek Polipeptidek
Tulajdonsagok Rifamicin B Rifamicin Avoparcin Teikoplanin Teikoplanin Teikoplanin | Risztocetin | Vankomicin | Norvankomicin | Tiosztrepton
SV Ay, A-40,926 aglikon A
Molekulatomeg o= 1908 B=1732
755 698 8=1942 1877 B,=1718 1197 2066 1449 1435 1665
Kiralitascentrumok B—19
szdma 0=
9 9 32 23 B,=18 8 38 18 18 17
Makroizlklusok 1 1 3 4 4 4 4 3 3 5
szama
Aromas gytiriik 2 2 7 7 7 7 7 5 5 I
szama
Monomer 0 0 5 3 2 0 6 2 2 0
cukorrészek szdma
Hidrof6b lanc 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0
Hidroxilesoportok 4 5 16 15 11 7 21 9 9 5
szama
Aminocsoportok 0 0 2 1 0 1 2 2 2 1
szama
Szekundf:r aminok 0 0 1 1 2 0 0 1 1 1
szama
Amidesoportok 1 1 6 7 6 6 6 7 7 1
szama
Karboxﬂ,csoportok 1 0 1 1 2 1 0 1 1 0
szama
Metoxw’soportok 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
szama
Metox1:eszterek 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0
szama
Eloallitas Nocardia Nocardia | Streptomyces | Actinoplanes | Actinoplanes szintetikus Nocardia | Streptomyces | Streptomyces | Streptomyces
mediterranei | mediterranei candidus teicomyceticus | teicomyceticus uton lurida orientalis orientalis azureus
teikoplaninbol
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A makrociklusos antibiotikum alapt szelektorok Osszetett szerkezetiik és tobbféle
funkcids csoportjuk révén sokféle kdlcsonhatds kialakitasara képesek (pl. elektrosztatikus,
hidrofob—hidrofob, 7—z, H-hid, sztérikus gatlas, stb.), igy érthetd, hogy segitségiikkel a
vegyliletek igen széles kore vizsgalhatdo [E18—E28, XXX-XXXII]. Amint azt mar tobb
allofazisnal is megjegyeztem, a szélesebb korl elterjedésben ebben az esetben is fontos
szerepet jatszott az oszlopok stabilitdsa. Napjainkban a kereskedelmi forgalomban kaphatd
Chirobiotic méarkanevli oszlopok allofazisa szilikagélhez kémiailag kotott makrociklusos
antibiotikum. A szerkezeti valtozatossag mellett tovabbi elényként emlitést érdemel, hogy
az oszlopok (a CD alapti oszlopokhoz hasonldéan) multimodalisak, azaz tobbféle
kromatografids médozatban is alkalmazhatok.

Egy HPLC oszlop megvalasztasanal az utdbbi években egyre fontosabba valo
szempont az, hogy az elvalaszt6é rendszer kapcsolhatd legyen tomegspektrometrias (MS)
detektalassal. Ennek a feltételnek ezek az oszlopok kivaléan megfelelnek, hiszen nagy
hatékonysaggal miikodtethetdek PI és PO modban. Fontos azonban kiemelni, hogy a
kromatografias modok (NP, PO, PI, RP) valtoztatdsa a mar emlitett szerkezeti
valtozatossag miatt még egy adott szelektor esetén is a kordbban tapasztalttdl jelentésen
eltérd enantioszelektivitdshoz vezethet, hiszen a mozgo6fazis dsszetételének valtoztatasaval
mas-mas mechanizmusok keriilhetnek el6térbe az enantiomerek felismerésében. Ez egyben
tovabbi lehetdségeket teremt a modszerfejlesztésben.

Az antibiotikum alapt szelektorok egyik legfontosabb jellemzdje az ionos sajatsag. Az
ionos illetve ionizalhat6 funkcids csoportok fontos szerepet jatszhatnak a kiralis felismerés
folyamataban, igy az elvalasztando enantiomerek szerkezetének ismeretében az oszlop és a
kromatografias mod helyes megvalasztasa nagymértékben gyorsitja a modszerfejlesztés
folyamatat. A Chirobiotic oszlopok igen gyakran komplementer tulajdonsagokat mutatnak
egymassal, azaz amennyiben az egyik oszloppal részleges elvalasztast sikeriil elérni, jo
esély van ra, hogy egy masik Chirobiotic oszlopon biztosithato lesz az alapvonalra torténd
elvalasztds. Ez a tulajdonsag az oszlopok analdég szerkezetére vezethetd vissza.
Valamennyi Chirobiotic oszlopra jellemzd, hogy a szelektora rendelkezik egy peptid
vazzal, ami H-kotés és dipolus—dipolus kolcsonhatasok kialakitasara nyujt lehetoséget.
Ionos vegyliletek elvalasztasakor a kordbban emlitett ionizalhatd funkcids csoportok
(amino- és/vagy karboxilcsoport) természetszeritileg ionos kolcsonhatdsok kialakulasanak
lehetdségét kinaljak. Amennyiben a szelektor cukoregységeket is tartalmaz, azok tovabbi
H-kotések 1étrejottében jatszhatnak szerepet, illetve térbeli elhelyezkedésiikkel segithetik

vagy gatolhatjdk az enantiomerek megkiilonboztetését. Végiil arr6l sem szabad
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megfeledkezni, hogy a makrociklusok kosarszerli szerkezetet vehetnek fel, igy forditott
fazisa koriilmények kozott (a ciklodextrineknél targyalt modon) zarvanykomplexek
kialakuldsa is megtorténhet. Ujra fontosnak tartom hangsulyozni, hogy az emlitett
kolcsonhatasok kiralis felismerésben betoltott szerepe a mozgofazis Osszetételével
jelentdsen valtozhat, ez tovabbi lehetdséget biztosit a hatékony elvélasztas kidolgozésara.

A kovetkezdkben roviden targyalom az egyes Chirobiotic allofazisok szerkezeti jellemzdit.

A vankomicin

A természetes vankomicint (8. abra) a Streptomyces orientalis baktérium termeli [82],
tomege 1449 g/mol és 18 kiralitds centrum taldlhatdo a molekulaban. A vankomicin jol
oldoédik vizben, ez a tulajdonsaga polaris karakterére utal. Hirom makrociklusos részbdl
épiil fel, melyek egyiittesen apolaris belsdvel rendelkezd kosarszerli szerkezetet képeznek.
Ennek a szerkezetnek tulajdonithatd a hidroféb—hidrofob kodlcsonhatasok létrejdtte, illetve
az enantioszelektivitasban sok esetben meghatarozd szerepet betdltd sztérikus hatas is,
melyhez a vankomicin két cukor egysége is hozzajarul. A 7—r kotések kialakitasaért a
szelektorban taldlhatd 6t aromas gytiri a felelds, mig a két klorszubsztituenst tartalmazé
aromas gylri z-savas jellegével foként normal fazisban jarul hozza a kiralis felismeréshez
(8. abra). Az ionos kolcsonhatas kialakitasért két primer amino-, egy szekunder amino- és

egy karboxilcsoport a felelos.
H3C i—<
\C Q OH
g g O

NHZ

8. abra
A vankomicin szerkezete

A teikoplanin és teikoplanin aglikon
A teikoplanin az Actinoplanes teichomyceticus baktérium altal termelt makrociklusos

glikopeptid, ami 6t, szerkezetében igen hasonldé molekula keveréke [83]. Koziilik a
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legnagyobb mennyiségben termelt teikoplanin Aj,-; (9. abra) képezi az alapjat a
Chirobiotic T és T2 oszlopnak, igy ennek a szerkezeti jellemz6it rdviden ismertetem.
Hasonloan a vankomicinhez, itt is megtaldlhatdo a kosarszerii szerkezet, de itt ezt négy
makrociklus hozza Iétre. A hét aromds gylrti, amelyek koziil ketté egy-egy
klorszubsztituenst tartalmaz 7—x kotések, illetve z-sav, z-bazis kolcsonhatas kialakitasaban
vehet részt. A teikoplanin ionos jellegéért egy karboxil- (pK~2,5), illetve egy primer
aminocsoport (pK~9,2) a felelds. (Forditott fazisu kromatografias mérések esetén ezen

allofazisok idedlis pH-tartomanyaban, pH=3,5-8,0 kozo6tt a molekula ikerionos allapotban

oo
%

van.)

Q
’;

P
{@
% o

9. abra
A teikoplanin A;-, molekula szerkezete

HO

Fontos megemliteni, hogy a teikoplanin aglikon vazdhoz harom cukorrész
kapcsolodik, két D-gliikézamin és egy D-manndz, a hidroféb—hidroféb kolcsonhatas
kialakitasért felelés nonillanc a D-glilkézaminhoz kotddik. A cukorrész lehetséges
hozzajarulasat a kiralis felismerési folyamathoz harom pontban lehet 6sszefoglalni [84]:

e sztérikusan gatolhatja a kosar belsejéhez valo hozzaférést,

e meggatolhatja a lehetséges kolcsonhatas kialakitasat az aglikon két fenolos €s egy
alkoholos hidroxilcsoportjaval, amelyeken keresztiil a hdrom cukorrész kapcsolodik
a nativ teikoplanin esetén,

e a cukorrészen 1évo alkoholos hidroxil-, éter- és amidcsoportok, valamint a nonillanc

tovabbi kolcsonhatasi lehetdséget biztositanak a minta molekuldkkal.
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A risztocetin A
A 2066 g/mol tomegt €s 38 kiralitas centrummal rendelkezd risztocetin A (10. abra) a

Nocardia lurida fermentacios terméke [85]. A risztocetin A 21 darab hidroxilcsoportjanak
kdszonhetden a legpolarisabb szelektor, amit a hidrofob nonilldnc hidnya tovabb erdsit. A
korabbiakhoz hasonloan itt is megtaldlhaté a kosarszerli szerkezettel rendelkez6 aglikon,
amit négy makrociklus hoz létre. Jelentds kiilonbség viszont, hogy nincs szabad

karboxilcsoport, helyette metilészter-csoportot tartalmaz a szelektor, ami kationos jellegli

vegyiiletekkel gyengébb kolcsonhatast eredményezhet.
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10. abra

A risztocetin A molekula szerkezete

2.4.11. Poliszacharid alapu allofazisok

1951-ben Kotake és munkatarsai szamoltak be el6szor celluldz allofazison végrehajtott
elvalasztasrol, ahol is aminosavak enantiomerjeit vélasztottdk el papirkromatografiaval
[86]. Az 1960-as és 70-es években hordozo nélkiili cellulézszarmazékokon hajtottak végre
sikeres elvalasztasokat [87, 88]. A kisérleti tapasztalatok alapjan az 1980-as évekre
felismerték, hogy ugyan a hordozd nélkiili allofazisok nagyobb mintakapacitast és
hatékonyabb elvalasztast nyujthatnak, de a szélesebb korti alkalmazhatosag érdekében
novelni kell az oszlopok mechanikai stabilitdsat és szélesiteni az elvélasztas soran
alkalmazhat6 oldoszerek korét. Ennek tiikkrében érthetd, hogy miért is szamit mérféldkének
Okamoto ¢és munkatarsai 1984-es kozleménye, melyben szilikagélen rogzitett
cellulézszarmazék (fenilkarbamat) alkalmazasat irtak le néhany eltérd szerkezetli kiralis
vegyiilet enantiomereinek megkiilonboztetésére [89]. A tovabbi fejlesztéseknek

koszonhetden az 1990-es években megjelentek a kereskedelmi forgalomban kaphato
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poliszacharid alapt oszlopok, melyek kedvezd tulajdonsadgaiknak kdszonhetden mara a
legnépszertiibb kiralis all6fazisokka valtak.

Ugyan az elmult harom évtized soran szdmos poliszacharid (illetve szarmazék) kiralis
allofazisként torténd alkalmazasi lehetdségét vizsgaltak, koziiliik gyakorlati jelentoséggel
csak a celluléz és az amiléz alapi karbamat- és észterszarmazékok rendelkeznek.
(Modositas nélkiil a természetes poliszacharid alapt allofazisok eléallitdsa meglehetésen
nehézkes, rdadasul az ilyen allofazisok a tapasztalatok szerint kisebb hatékonysaguak, mint
a modositott valtozataik.) Az utobbi években ezen allofazisok fejlesztése soran a
polimerlanchoz rogzitett aromas gylirli szubsztituensének a mindsége ¢s helyzete
optimalizaldsara helyezik a hangstlyt. Egy gyartoi szabadalom lejartat kovetéen komoly
piaci verseny alakult ki, ami azt eredményezte, hogy szamos, elvileg ugyanazzal a
szelektorral rendelkezd oszlop kaphato jelenleg kereskedelmi forgalomban. Fontos
megjegyezni, hogy ezek az oszlopok a hordozé (szilikagél) mindségében, az amiléz és
cellulozlanc polimerizacios fokaban, és a szelektor allofazishoz vald rogzitésének
modjaban is jelentdsen kiillonbozhetnek egymastol, ezért szelektivitdsukban is lényeges
kiilonbségek jelentkezhetnek.

A D-gliikozegységekbdl felépiild polimerlanc celluléznél 15-4, mig amiléznal 1a-4
kapcsolodasu, igy a két poliszacharid szerkezete eltéré lesz. A polimer kiralis
felismerdképességét harom hatasra szokdas visszavezetni:

1) ,,molekuléris kiralitas”, a gliikozegységekben jelenlevo kiralis centrumok hatasa;

i1) ,,konformacids kiralitas”, az egyedi lancok szerkezetének hatasa;

ii1) ,,szupramolekuléris kiralitas”, a szamos polimerlanc alkotta rendezett szerkezet
hatasa [90].

Poliszacharid alapt all6tazisoknal a H-hid és a dipolus—dipolus kdlcsonhatasok toltenek
be kiemelked0 fontossagu szerepet a kirdlis felismerésben, igy érthetd, hogy lehetdség
szerint érdemes keriilni a viz hozzaadasat az eluenshez, hiszen az H-hid kdlcsonhatasok
kialakitasan keresztiil (kompetitiv hatds) jelentdsen csokkentheti az 4llofazis
enantioszelektivitdsat. Természetesen kovetkezik ebbdl, hogy ezeket az allofazisokat
inkabb normal fazist koriilmények kozott célszeri hasznalni. Hexan vagy heptan ¢és
alkohol (pl. propan-2-ol) valamilyen ardnyt elegye az esetek tobbségében jol alkalmazhato
kiindul6 eluensként a modszerfejlesztés folyamataban. Fontos azonban megemliteni, hogy
az utobbi idoében a kereskedelmi forgalomban megjelentek mar a forditott fazist
koriilményekre fejlesztett poliszacharid alapu alléfazisok is, amiket nem célszeri normal

fazisti koriilmények kozott hasznédlni. (A kromatografids modok valtogatdsa egy adott
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oszlop esetén a retencids idok megvaltozasahoz, illetve csokkent hatékonysaghoz és eltérd

enantioszelektivitashoz vezethet.)
Az ¢értekezésben targyalt kisérleti eredményekhez kapcsolodd poliszacharid alapt

szelektorokat az 3. Tablazatban mutatom be.

3. Tablazat
Az alkalmazott cellul6z és amiloz alapu kolonnék szerkezete

Polimer lanc R Szelektor elnevezése

celluloz-trisz-(3,5-
dimetil-fenilkarbamat)

o Chiracel OD-H
/ Cellucoat
R/< Cellulose-1
O

celluléz-trisz-(3-klor-
4-metil-fenilkarbamat)
Cellulose-2

celluléz-trisz-(4-metil-
benzoat)
Cellulose-3

CHj3
)
CH,
Cl
— NH4<;§—CH3
— NH@CH3
CHs , . ,
celluléz-trisz-(4-klor-
—NH a 3-metil-fenilkarbamat)
CH,
3}
CHj3
HsC
L
Cl

Cellulose-4

amiloz-trisz-(3,5-dimetil-
fenilkarbamat)
Amycoat
Amylose-1

amiloz-trisz-(5-klor-
2-metil-fenilkarbamat)
Amylose-2

Az alkalmazéasok szamat tekintve a celluldoz és amiloz alapa all6fazisok napjainkban
valoszinlileg a leggyakrabban hasznalt oszlopok, a nem ionizalhaté vegyliletek kiralis

analizisének nélkiilozhetetlen eszkozei [E29-E38, XIV].

2.5. A kiralis allofazisok rovid, kritikai 6sszehasonlitasa
Az allofazisok Osszehasonlitdsara tobb szempont is kindlkozik, példaul az allofazisok

miikddési mechanizmusa, szerkezeti sajatsagai, a veliik elvalaszthaté komponensek kémiai
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tulajdonsagai, szerkezete, a mozgotazisként szoba johetd oldodszerek kore, az alkalmazhatd
hémérséklet- és pH-tartomany, kapcsolhatd detektaldsi lehetdségek, MS-kompatibilitas,
stb. A korabban emlitett allofazisok koziil ebben a fejezetben csak a leggyakrabban
alkalmazottakat targyalom. (A Pirkle-tipusu, a fehérje, szintetikus polimer €s molekularis
lenyomatu polimer alapu allofazisok alkalmazési kore meglehetdsen korlatozott, ezek az
allotazisok mara sokat veszitettek jelentségiikbol.)

A ligandumcserés allofazisok elvalasztdsi mechanizmusanak alapja egy terner
komplex képzése a hordozohoz kotott szelektor, a mozgdfazisban 1€véd fémion és az
elvalasztand6 komponens kozott. A koordindcio létrejottében szelektorként tobbnyire
aminosavak ¢€s szarmazékaik vesznek részt. (Természetesen a vizes kozegll
komplexképzddési folyamatokhoz hasonléan, a vizmolekuldk itt is koordindlodhatnak a
fémionhoz.) Eluensként tipikusan a fémso savas oldatat alkalmazzak, moddositoként
kiilonboz6 (vizzel elegyedd) szerves oldoszerek johetnek szoba. A modszer a két, illetve
harom donoratomot tartalmazd vegyliletek elvalasztisara alkalmas, mint példaul
aminosavak, hidroxisavak, aminoalkoholok és diolok. Az eluensben jelenlevd fényelnyeld
ionok a HPLC-ben leggyakrabban alkalmazott UV-detektalds szempontjabdl kifejezetten
hatranyosak, a tipikusan alkalmazott viszonylag nagy fémso-koncentraciéo (1-10 mM)
szlikiti az alkalmazhat6 detektalasi technikakat, gatolja az MS-detektor kapcsolasat. A
HPLC-ben megszokott homérséklettartomany egésze kihasznalhatd, viszont a fémionok
oldhatosaga korlatot szab az alkalmazhat6 pH-nak. A ligandumcserés elvalasztasok tehat a
vegyiiletek viszonylag sziik korére vetheték be, az Ujabb kolonna tipusok fejlesztésével
jelentéséglik sokat csokkent az elmult évtized soran.

A zarvanykomplex képzo6 allofazisok koziil a ciklodextrin alapuak a legelterjedtebbek.
Az elvélasztas szempontjabol kifejezetten elényds, ha a minta aromas gytrtit tartalmaz, ezt
sokszor szarmazékképzéssel épitik be (pl. fenil-, benzil-, naftil-, danzilszdrmazékok, stb.) a
molekulaba. A kiralis felismerést alapvetden az szabja meg, hogy az aromads rész milyen
szorosan helyezkedik el a CD iiregében, ez az allofazis kivalasztasanak egyik alapja.
Természetesen ez nem elégséges feltétele a kiralis felismerésnek. A mozgofazis
szempontjabol eldnydsebb a vizes rendszerek hasznalata, szerves oldoszerek kiszorithatjak
a minta komponenseket a CD hidrofob iiregébdl. A CD alapu oszlopok a megfeleld
oldoszerkompatibilitds és viszonylag széleskorli alkalmazhatdsdg révén kozkedvelt
allotazisoknak szamitanak.

A zarvanykomplex képzésre hajlamos koronaéter ¢€s ciklofruktan allofazisok

gyakorlatilag csak a primer aminocsoportot tartalmazé aminok és aminosavak esetében
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rendelkeznek megfeleld szelektivitassal. A protondlt ammoniumion jol illeszkedik a
koronaéter iiregébe, a magot alkotd oxigénatomokkal kialakul6d kolcsonhatasokon kiviil a
kiralis felismeréshez tovabbi, méasodlagos kolcsonhatasok is sziikségesek. Az allofazisok
csak erdsen savas kozegben miikdodnek, ez hatranyt jelenthet savérzékeny vegyiiletek
esetén.

Manapsag poliszacharid alapu all6fazisokat hasznalnak leggyakrabban a kiralis HPLC
teriiletén. Modositott valtozataik kivaloan alkalmazhatok semleges nagymolekuldju,
tobbnyire aromas rendszerek analizisére. Elvalasztasi mechanizmusuknak megfeleléen
(foként H-hid, diszperzios, sztérikus és 7 kolcsonhatdsok) tobbnyire NP vagy PO
modban alkalmazhatdk. Sajnos ionos vagy ionizalhatd vegyiiletek elvalasztasara nem
alkalmasak, mivel maguk sem tartalmaznak ionizalhat6 csoportokat.

A makrociklusos glikopeptidek ¢és az ioncseréld allofazisok szerkezetiiknél fogva
elsésorban ionos vagy ionizalhat6 vegylletek elvalasztdsara alkalmasak (pl. aminok,
szerves savak, aminosavak), de sok esetben semleges alifas vagy aromas vegyiiletek is
elvalaszthatok segitségiikkel.

A targyalt allofazisok koziil néhany multimodalis, azaz egyarant alkalmazhaté NP,
RP, PO ¢és PI modban. Ilyenek a CD alapt Cyclobond, a makrociklusos glikopeptid alapti
Chirobiotic és az ioncsere alapu ZWIX és QON/QD-AX oszlopok, melyek esetén a
modszerek valtogatdsa nem okoz hatékonysagvesztést. Az ujonnan kifejlesztett kémiailag
kotott  ,I”-jelt  poliszacharid allofazisok is elvileg multimodalisak, azonban a
kromatografidas moédozatok valtogatdsa ezeknél az oszlopoknal sokszor a szelektivitas
csokkenését eredményez.

A napjainkban kereskedelmi forgalomban levd oszlopok tilnyomorészt kovalens
kotéssel rogzitett szelektorokat tartalmaznak, igy ezek kivaldo kémiai stabilitassal
rendelkeznek; az allofazis nem korlatozza a detektdldsi lehetoségeket. Nem szabad
azonban arrol elfelejtkezni, hogy tobbségiik szilikagél hordozéju, igy az allofazisok
tipikusan savas és semleges pH-n hasznalhatok. Az akiralis oszlopoktdl eltérden az
alkalmazott hOmérséklettartomany kiralis alléfazisok esetén szigorubban korlatozott, a
fels6 hatar altaldban nem haladhatja meg a 40-50 °C-ot.

A fentiekben bemutattam, hogy az elvalasztani kivant modellvegyiilet szerkezete és
kémiai tulajdonsagai hogyan segitik az allofazis kivalasztasat, de emellett a detektalasi
szempontokra is érdemes figyelemmel lenni. Fontosnak tartom hangsulyozni, hogy nincs,
és jelenlegi tudasunk alapjan nem is lesz univerzalisan hasznalhato kiralis allofazis. Igy
aztan érthetd, hogy a sztereoszelektiv kolcsonhatasok kialakuldsanak tanulmanyozasa és az
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enantioszelektiv felismerés kialakuldsanak megértése miért is kiilondsen fontos ezen a

teriileten.

2.6. A homérséklet hatasa a kiralis elvalasztasra, a termodinamikai paraméterek és a
retencios mechanizmus osszefiiggései

Akiralis, forditott fazisu elvalasztasokkal 6sszehasonlitva, a kiralis elvalasztasok sok
esetben lényegesen erdsebb homérsékletfiiggést mutatnak, igy fontos ezen folyamatok
targyaléasa (és vizsgalata). A hdmérséklet novelése csokkenti az eluens viszkozitasat, illetve
noveli az oldott anyag diffuzids allandojat. Ezen un. kinetikai hatdsok kedvezden
befolyasoljak az elvalasztast, hiszen a mozgé- és az alloéfazis kozott gyorsabban lejatszodo
anyagatadasi folyamatok megndvelik a kinetikai hatékonysagot [91]. A kinetikai hatés
mellett azonban fellép egy un. termodinamikai hatas is, az enantioszelektivitas az esetek
tobbségében csokken a hdmérséklet ndvekedésével [92]. (Az eredményeink targyaldsanal
ettdl eltérd tapasztalatrol is be fogok szamolni.) Ennek hatterében az all, hogy a megoszlasi
hanyados fligg a homérséklettél, igy a mozgd- és az allofazis kozott lejatszodo
anyagatadasi folyamatokat kisérd szabadentalpia-valtozas is hdémérsékletfiiggd. (Ionos
Osszetevok esetén a disszociacids allando(k) homérsékletfiiggése tovabb bonyolitja a
rendszert.) A szelektivitds csokkenése, illetve a kinetikai hatékonysag novelése
ellentétesen hat a felbontasra, azaz a gyakorlati szempontbol fontos felbontés
hémérsékletfiiggését csak kisérleti tton tudjuk meghatarozni. A fentieknek megfeleléen
enantiomerek elvalasztdsa esetén megkiilonboztetett figyelmet érdemes forditani a
hémérséklet hatdsanak tanulmanyozasara.

A kromatografids jellemzOk homérsékletfiiggésének vizsgalata a retencids
mechanizmus feltérképezésének egyik lehetséges modja, hiszen a termodinamikai
paraméterek értékes informacidkat hordozhatnak a retenciés mechanizmus szempontjabol
meghatarozo szerepet betolté folyamatokrol.

Az egyensulyi folyamatok standard szabadentalpidja kifejezhetd az egyensulyi

allandoval,

~AG°=RT InK 3)

ahol AG® a standard szabadentalpia-valtozas, R az egyetemes gazallando és K az
egyensulyi dalland6. A standard szabadentalpia-valtozds ismert a Gibbs-Helmholtz

Osszefiiggésbol:
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AG’° =AH’ — TAS’ 4)

ahol AH" a standard entalpiavaltozas, AS a standard entropiavaltozas. A 3. és a 4. egyenlet

kombinalasaval kapjuk az alabbi 0sszefiiggést:

0 0 0 0
an:_(AH _AS ):_AH +AS (5)
RT R RT R
A retencios tényez0 az egyensulyi allando és a fazisarany szorzataként adhato meg,
k=K¢=K II//‘ (6)

m

ahol ¢ a fazisarany, V; az allofazis térfogata, V,, a mozgdfazis térfogata a kolonnaban. (A
disszertacioban a fazisaranyt a IUPAC ajanlasatol eltéréen, annak reciprokaként
hasznalom.)

Behelyettesitést kovetden az alabbi egyenlethez jutunk,

AH® AS°
Ink =- +
RT R

+Ing (7

amely megadja az adott komponens retencidjara jellemzd retencios tényezét a
termodinamikai paraméterek fliggvényében. Az Un. van’t Hoff féle megjelenitéssel az Ink
értekeket az 1/T fliggvényében abrazolva az egyenes meredekségébdl ¢és
tengelymetszetébdl termodinamikai adatok hatarozhatok meg. Az enantioszelektiv
felismerés alapjat képzé komplexek kialakuldsa (1. és 2. egyenlet) tehat termodinamikai
oldalrol is jellemezheté. Igy a kiralis felismerésben meghatirozé szerepet betdltd
komplexek képzodése egy, a molekuldk kozotti kdlcsonhatdsra utald entalpiataggal €s egy,
a rendezettség valtozasat leird entropiataggal hozhatdé Osszefiiggésbe. A spontin
végbemend komplexképzddés feltétele természetesen ebben az esetben is a negativ
szabadentalpia-valtozas. Az esetek tObbségében az atmeneti diasztereomerpar képzdodését
kisérd rendezettség novekedést az entalpiatag feliilmulva biztositja a szabadentalpia

csokkenését egy un. enatalpiavezérelt folyamatban. Amennyiben mind az entalpiavaltozas,
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mind az entropiavaltozas pozitiv eldjelli, az entropiatag nagyobb hozzajarulasa biztositja a
szabadentalpia csokkenését, ekkor entropiavezérelt folyamatrodl beszélhetiink.

A HPLC-s kolonnéknal nem ismert az allofazis térfogata, igy a fazisarany pontos
értéke  sem, sem annak esetleges homérsékletfiiggése, 1igy a  retenciod
hémérsékletfiiggésébdl csak abban az esetben lehet valds termodinamikai értékeket
szamolni, ha a fazisarany fiiggetlen mérésekkel meghatarozhatdé [93]. Azt sem szabad
elfelejteni, hogy abbodl, hogy a van’t Hoff &brazolas egyenes Osszefiiggést mutat, nem
kovetkezik az, hogy a fazisarany allando lenne [93]. Kiralis elvalasztas esetén elfogadhato
feltételezésnek tekinthetjilk, hogy a két enantiomer az elvalasztas soran ugyanazt a
fazisaranyt ,tapasztalja meg”, azaz latszélagos termodinamikai adatok — a 7. egyenlet
alapjan — meghatarozhatok lesznek. (Az egyenes tengelymetszetébdl szamolt AS” értéke

Ing-t is tartalmazni fogja.)

crer

ky

° (8)

a =

ahol o a szelektivitas, k; és k, a korabban illetve késébb elualédd enantiomer visszatartasi

tényezdje, konnyii belatni, hogy a 7. egyenlet az alabbi formaban is felirhato,

A(AH®)  A(AS°)

RT R )

mha=-

ahol A(AH’)= AH’,-AH’;: a két enantiomer standard entalpiavaltozasanak kiilonbsége,
A(AS’)= AS’-AS"): a két enantiomer standard entropiavaltozasanak kiilonbsége. A 9.
egyenlet alapjan Ina~t 1/T fliggvényében abrazolva egyenest kapunk, melynek
meredeksége —~A(AH’)/R, tengelymetszete pedig A(AS°)/R, azaz az egyes enantiomerekre
vonatkozo termodinamikai jellemzok kiilonbségei meghatdrozhatok. Feltételezve, hogy a
két enantiomer elvalasztasa alapvetden ugyanolyan felismerési mechanizmussal torténik,
az entrOpiatag és az entalpiatag hozzdjarulasa az egyes enantiomerek szabadentalpia-

valtozasahoz jelentdsen nem kiilonbozik, a kettd aranyaval jellemezhetjiik az elvélasztast.
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_ A(AH)
0= TA(AS®) (19)

(Az egyenletben szerepld T itt egy referencia homérsékletet jelent, az értekezésben és
kozleményeinkben 298 K-re hataroztuk meg Q értékét.)

Amennyiben Q abszolut értéke nagyobb egynél entalpiavezérelt, ha kisebb egynél
entropiavezérelt folyamatrol beszélhetiink. Az enantiomerek elvalasztasa szempontjabol
érdekes kovetkezmény, hogy Ilétezik egy olyan homérséklet, az tUn. ,izoeluotrop”
hémérséklet (73s,), ahol a két enantiomer egyiitt elualoédik, mivel az entropia és az entalpia
valtozasa kiegyenliti egymast. A hdmérséklet valtoztatasa eltérdképpen befolyasolhatja az
egyes enantiomerek anyagatadasi folyamatait jellemz6 termodinamikai paramétereket, igy
a homérséklet valtoztatdsa lehetOséget teremthet az egylitt eludlodd enantiomerek
megkiilonboztetésére. Az izoelutrop hdémérséklet altalaban kiviil esik a HPLC
elvalasztasoknal alkalmazott hdomérséklettartomanyon, de néhany esetben sikeriilt
kimutatni, hogy a szobahOmérséklet kozelében tapasztalt egylittes eliicié alacsonyabb és
magasabb homérsékleten megszlnik, az elicids sorrend megvaltozik és az enantiomerek

elvalaszthatok lesznek [ES, E33, E34] [94, 95].

2.7. A Kkiralis elvalasztasok enantioszelektiv és nemenantioszelektiv 0sszetevoinek
megkiilonboztetése

Az enantioszelektiv elvalasztds soran észlelt retencid enantioszelektiv (k) ¢és
nemenantioszelektiv (k,;.) Osszetevokbdl all, ahol a nemszelektiv Osszetevd mindkét

enantiomerre megegyezik [96-98], igy az észlelt retencids tényezdk az alabbi mddon

adhatok meg.
kl = knsz + kszl (1 1)
k2 = knsz + kszZ (12)

Ennek megfelelden az adott rendszerben észlelt (Un. latszolagos) enantioszelektivitas a 13.

egyenletnek megfelelden irhat6 fel.

a= (knsz + kszZ) / (knsz + kszl) (1 3)
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A 13. egyenletbdl kitlinik, hogy az enantioszelektivitas gy ndvelhetd, hogy csokkentjiik a
nemszelektiv és/vagy ndveljik a szelektiv kolcsonhatd helyek szdmat. Az észlelt
(latszolagos) enantioszelektivitas a nemszelektiv kolcsonhatasok miatt mindig kisebb lesz
a ,,termodinamikai” (valds) enantioszelektivitasnal. Azt is érdemes szem el6tt tartani, hogy
ugyanazon kolcsonhatd hellyel kialakitott jabb kolcsonhatds ugyan noveli a kotés
erésségét, de nem vezet hatékonyabb megkiillonboztetéshez [99]. Ezeknek a
felismeréseknek kiilondsen fontos szerepiik van a kiralis allofazisok tervezésében.
Ko6zleményeinkben — a fentebbi targyaldsnak megfelelén — a termodinamikai adatok
meghatdrozdsa sordn nem torekedtiink a szelektiv és nemszelektiv kolcsonhatasok
kiilonvalasztasara, mivel erre az altalunk alkalmazott linedris kromatografia nem nyujt
megfeleld lehetoséget [97, 100, 101]. Az enantioszelektiv és nemenantioszelektiv
folyamatok kromatografids adatokon nyugvo megkiilonboztetése komoly nehézségekbe
itk6zik, hiszen mind az allofazis tulajdonsdgai (pl. hordozd anyagi mindsége, fizikai
tulajdonsagai, szelektor anyagi mindsége, boritottsdg, kotési modozat, stb.), mind a
mozgofazis Osszetétele jelentdsen befolydsolja az adott elvalasztdsban szerepet jatszo
szelektiv és nemszelektiv kotohelyek szamat. Jelenleg az adszorpcids izotermak
meghatdrozasa ¢s kiértékelése a leginkabb elfogadott moddszer a kétféle kotdhely
megkiilonboztetésére [102-105]. Természetesen ennek a megkozelitésnek is megvannak a
maga korlatai; jelenleg nincs olyan altalanosan elfogadott modell, amely képes lenne a
szelektiv és a nemszelektiv kolcsonhatasok tovabbi 0sszetevéinek megkiilonboztetésére.
Fontosnak tartom hangsutlyozni, hogy az értekezésemben bemutatott termodinamikai
adatok (A(AH'), A(AS°), A(AG")) — a fentieknek megfelelden — az enantioszelektiv és a
nemszelektiv kdlcsonhatasokbol egyiittesen szarmazd latszolagos értékeket takarnak. Az
alkalmazhatdsag korlatait mindvégig szem el6tt tartva az altalunk is hasznalt egyszerisités,
az ugyanolyan koriilmények (adott allotazis, allando Osszetételli mozgofazis) mellett nyert
kromatografids jellemzokre ¢épiild kiértékelés jelentds szerkezeti analdgiat mutato
modellvegyiiletek esetében véleményem szerint jarhatd ut, amely képes a mechanizmus

jobb megértése szempontjabdl hasznos informéciokat szolgaltatni.

2.8. A vizsgalt vegyiiletek biologiai jelentosége
Az ¢értekezésben targyalt vegyiiletek fontosabb tulajdonsagait, farmakologiai
jelentdségét az aldbbiakban roviden targyalva kivanom megvilagitani a modellvegytiletek

kivalasztasanak szakmai hatterét.
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2.8.1. N-védett fehérjealkot6 a-aminosavak

A fehérjealkotdé a-aminosavak biologiai jelentdségének targyaldsa messze tilmutat a
disszertacio keretein. A peptidek szintézise soran N-védett a-aminosavak szolgalnak igen
gyakran épitdelemként. Az eldallitott peptidek tisztasdga természetszeriileg fiigg a
kiinduldsi aminosavak sztereokémiai tisztasagatol, értheté igy, hogy gyakorlati
szempontbol miért is fontos feladat a védett aminosavak tisztasaganak jellemzése. A
szabad ¢és a védett aminosavak enantioszelektiv elvalasztasanak irodalma roppant
szerteagazo, itt csak néhany, az utdbbi években megjelent kdzleményt idézek [I-VI] [63,
106-108]. Az értekezésben targyalt N-védett aminosavak szerkezetét a Fiiggelék I-19
képletei mutatjak.

2.8.2. Ciklusos szekunder a-aminosavak

A nem fehérjealkotd6 aminosavak peptidekbe torténd beépitése az eredeti
tulajdonsagaitdl eltérd jellemzokkel rendelkez6 peptid kialakitasara nytjthat lehetoséget. A
ciklusos szekunder aminosavakndl az aminocsoport nitrogénatomja tagja a gytriinek, igy
egy (vagy tobb) ilyen aminosavat valamely peptidbe beépitve modosithatd a peptid
szerkezete, H-hid kialakit6 képessége. Amennyiben az N termindlis végén helyezkedik el
H-donorként, mig a lancba beépitve, illetve a peptid C terminalis végén elhelyezve a
létrejott amidcsoport H-akceptorként viselkedve jelentds valtozasokat eredményezhet a
létrejott peptid tulajdonsdgaiban. Ennek tiikrében érthetd, hogy a sztereoizomerek
elvalasztasa ebben az esetben is elengedhetetlen. Szekunder aminosavak kiralis
elvalasztasar6l korabban mar jelentek meg kozleményeink [VII] [109-112]. Az
értekezésben targyalt ciklusos szekunder a-aminosavak szerkezetét a Fiiggelék 20—45

képletei mutatjak.

2.8.3. fi~Aminosavak és szarmazékaik

A f3-aminosavakat nem természetes (,,unnatural” vagy ,,unusual”) vagy masként nem
fehérjealkot6 aminosavaknak szokds nevezni. A legegyszeriibb képvisel6jiik az akiralis f3-
amino-propionsav (f-alanin), ami létfontossagl része sok biologiailag aktiv vegyiiletnek,
mint példaul a B3-vitaminnak (pantoténsav) [113]. A nyilt lancu f-aminosavak harom
tipusat kiilonboztetjik meg, attdl fliggden, hogy a szubsztiticid a karboxilcsoportot
hordoz6 szénatomon (a-pozicid), az aminocsoportot hordozd szénatomon (fB-pozicio)
torténik, vagy mindkét helyen (o,/3-diszubsztiticid) végbe megy. Seebach €s munkatérsai
[114, 115] javasoltak a 8*- és 8*-aminosav elnevezést, ahol a szamok az oldallancok helyét
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jelolik, azaz a 8> egy a-szubsztitualt, a ° pedig egy /3-szubsztitualt aminosav. Ma mar
tudjuk, hogy a f-aminosavak képviseldi ugyan sokkal kisebb mennyiségben, mint az a-
analogjaik, de megtaladlhatok a természetben, példaul peptidekben és mas természetes
vegyliletekben [113]. Fontos kiemelni, hogy a -aminosavak szabad formajukban is tobb,
kiaknézasra érdemes farmakologiai hatast mutatnak, illetve szintetikus kiindulasi anyagai
mas, jelentds bioldgiai aktivitassal rendelkezd vegyiiletnek [113, 116].

A f3-aminosavakat tartalmazé peptideket a ,,szokasostol” eltérd kémiai tulajdonsagaik
miatt az utobbi években jelentds érdeklddés kiséri. Megallapitottak, hogy szamos stabil
masodlagos szerkezetet vehetnek fel, kevésbé hajlamosak a proteolizisre [117], tovabba
un. hibrid peptidek allithatok elé alkalmazasukkal — ezek a-aminosavakat tartalmaznak
szisztematikusan elhelyezett f-aminosavakkal egyiitt —, igy igéretes peptidmimetikumként
hasznalhatok a human gydgyaszatban [118]. Néhany jf-aminosav enantioszelektiv
elvalasztasdt Hyun ¢és munkatarsai koronaéter alapi all6fazisokon [119-124], mig
D’Acquarica és munkatarsai [125], illetve Péter és munkatarsai [126-129] makrociklusos
glikopeptid alapu allofazison tanulméanyozta. Az értekezésben targyalt f-aminosavak ¢€s

szarmazekaik szerkezetét a Fiiggelék 46117 képletei mutatjak.

2.8.4. Hidroxamsavak

Farmakologiai  hatasaiknak  koszonhetéen a  hidroxdmsavak  (ciklusos /-
aminosavszarmazékok) egyre nagyobb figyelmet kapnak napjainkban [130]. Képesek
kelatképzé fémionokkal kdlcsonhatasok kialakitasara [131], igy hatasos inhibitorai fontos
metalloenzimeknek [132]. Ezen kiviil antioxidans [133], antimikrobialis [134], asztma
elleni [135], gyulladascsokkentd [136] és neuroleptikus [137] tulajdonsagokkal is
rendelkeznek. Tekintettel a hidroxdamsavak jelentés farmakoldgiai potencidljara,
tanulméanyoztuk e vegyiiletcsaldd néhany képviseldjének enantioszelektiv elvalasztasat.
Szamos példat talalhatunk hidroxdmsavak akiralis kornyezetben torténd analizisére
hagyomanyos HPLC technika alkalmazéasaval, de kirdlis elvalasztasrol még kevés
kozlemény sziiletett [138-141]. Az ¢értekezésben targyalt [-aminohidroxdmsavak

szerkezeteit a Fiiggelék 118 és 119 képletei mutatjak.

2.8.5. f-Laktamszarmazékok
A f-laktamok gyakorlati jelentdségét foként az orvosi és a szintetikus kémiai

alkalmazéasok adjék. Antibakterialis tulajdonsdguknak koszonhetéen napjainkban igen
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széles korben hasznalt antibiotikumok, de szintetikus kémiai jelentdségiik (pl. jf-
aminosavak szintézise) sem elhanyagolhato [142, 143]. A f-laktdm antibiotikumok
hatocsoportja a f-laktdm gyliri, az ehhez kapcsolédd oldallancok (illetve gyftiriik)
hatarozzak meg a szarmazék antibakterialis spektrumat, farmakokinetikajat és a vegyiilet
stabilitasat a baktériumok altal termelt f-laktamdz enzimekkel szemben. Biologiai
aktivitasuk jelent6sen fiigg sztereokémiai tulajdonsagaiktol, igy a f-laktdmok és
szarmazeékaik kiralis elvalasztasa fontos feladat. Az ¢értekezésben targyalt /5-

laktdmszarmazékok szerkezetét a Fliggelék 120—138 képletei mutatjak.

2.8.6. y-Aminosavak

A y-aminosavak — hasonloan a f-aminosavakhoz — fontos szerepet jatszanak bizonyos
fehérjék, egyes gyogyszerhatdanyagok, kiilonféle szintetikus vegyiiletek felépitésében,
illetve szamos biologiailag aktiv vegyiilet fontos alkotdi. Legismertebb képviseldjiik a y-
amino-vajsav, ismertebb nevén a GABA, mely egy gatlo hatdst neurotranszmitter szamos
kiilonboz6 emlds fajban, valamint felelds a normalis izomtonus kialakitasaért is [144, 145].
Masik fontos képviseldje a vegyiiletcsaladnak a vigabatrin, ami a GABA egy szerkezeti
analogja, melyet epilepszids betegségek kezelésére hasznalnak [146]. Az értekezésben

targyalt y-aminosavak szerkezetét a Fliggelék 139—141 képletei mutatjak.

2.8.7. transz-Paroxetin

A szekunder aminocsoportot tartalmaz6 vegyliletek csaladjaba sorolhatod transz-
paroxetin tobb kereskedelmi forgalomban kaphaté gyogyszer (pl. Paxil, Pexeva, Seroxat)
hatéanyaga. Szelektiv szerotonin ujrafelvétel-gatld antidepresszdnsként elsésorban
depresszio, kényszerbetegség, panikbetegség, szocidlis szorongdsos zavar, traumakat
kovetd stressz betegség és altalanos szorongasos zavar kezelésére hasznaljak [147]. A

transz-paroxetin szerkezetét a 142 képlet mutatja a Fliggelékben.

2.8.8. fi-Karbolinok

A tetrahidro-f-karbolin vazas vegyiiletek biologiai aktivitdsa mar régota ismert [ 148,
149]. Ertékes farmakologia tulajdonsagaik miatt még napjainkban is komoly érdeklédéssel
fordulnak a kutatok ezen vegyliletcsalad képviseldi felé [150-152]. Akdr mesterségesen
eléallitott, akar természetes eredetli vegyiiletek képezik a vizsgalat céljat, a kiralis tisztasag
meghatarozasa elengedhetetlen feladat. Ennél a vegyliletcsaladnal is szamos példat

talalhatunk az akiralis elvalasztasokra, de kiralis all6fazis alkalmazasardl sajat munkainkon
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kiviil [153, 154] tudomasom szeint egyediil Lipka ¢és munkatirsai jelentettek meg
kozleményt [155]. A tanulmanyozott tetrahidro-f-karbolin vazas vegyiiletek szerkezetét a

143-148 képletek mutatjak a Fiiggelékben.

2.8.9. 1,2,3.4-Tetrahidorizokinolinok

Az 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin (TIQ) vézzal rendelkezd vegyliletek fontos alkotoi
szamos természetes alkaloidnak [156]. Kiaknazhatd farmakoldgiai tulajdonsdgaik miatt
komoly jelentdséggel rendelkeznek a szintetikus kémia és a hatéanyag-kutatéds teriiletén
[157]. Tobb, jelenleg is forgalomban levé gyogyszerben talalhatdé TIQ analdg (pl.
Yondelis®), de emlitést érdemel a vegyiiletcsalad antitumor hatasa [158] vagy emberi
immunhidnyt-eldidéz6 virus (HIV) ellenes hatdsa is [159]. Természetesen az észlelt
farmakologiai hatasok térszerkezettdl fliggden jelennek meg, igy ezen vegyiileteknél is
fontos az enantiomerek megkiillonboztetése. TIQ analdégok szarmazékképzésen alapulod
elvalasztasat vizsgaltak gazkromatografiasan [160, 161], mig ilyen célra csoportunk HPLC
modszert dolgozott ki [XIV]. Kozvetlen meghatarozas soran [-CD-ket mozgdfazis
adalékkeént [162-164], illetve allofazisként [165-169] is alkalmaztak. Hyun és munkatarsai
koronaéter alapu all6fazison [170], mig mi kordbban makrociklusos antibiotikum
allofazison vizsgaltuk TIQ analdgok enantioszelektiv elvalasztasat [171]. A vizsgalt TIQ

analogok szerkezetét a 149—180 képletek mutatjak a Fiiggelékben.

2.8.10. Naftol analogok

A mult szézad elején irta le Betti az 1-(a-aminobenzil)-2-naftol szintézisét, amelyet
benzaldehidbdl, 2-naftolbol és ammoniabol allitott eld [172, 173]. Azdta az ilyen tipust
vegylileteket Betti-bazisként is emlitik. Az aminonaftol anal6gok jol hasznalhato,
viszonylag olcsod optikailag aktiv vegytiletek. Alkalmazzak oket kiralis katalizatorként,
valamint sok hasznos molekula ,.¢épitékdveként”, mivel az amino- és a hidroxi-fenil-
csoportok atalakitasa sokféle vegyiilet eldallitasat teszi lehetéveé. A kiralis aminonaftolok
jelentdségét az adja, hogy sztereospecifikus reakcidkban hatékony katalizatorok, de
antibakterialis aktivitdsukrol is szdmoltak mar be kozlemények [174]. A vizsgalt naftol

analogok szerkezetét a 181-221 képletek mutatjak a Fliggelékben.
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3. Célkitiizés

A kiralis allofazisok az elmult két évtized soran nagyon komoly fejlddésen mentek
keresztiil. Az egyértelmiien kijelenthetd, hogy a kezdeti nehézségeket kdvetden a
folyamatos fejlesztéseknek kdszonhetden mara robusztus, sok esetben multimodalis, széles
korben alkalmazhatd allofazisok érhetdk el, melyek jol reprodukdlhatdo eredményeket
szolgaltatnak. Az értekezésemben az elmult b6 egy évtized kutatbmunkaja kapcsan harom
allofazis tipus, az ioncseréld, a makrociklusos glikopeptid és a poliszacharid alapt
allofazisokkal kapott eredményeinket mutatom be.

Az elmult két évtized kozleményei jelentésen gazdagitottdk a kiralis elvalasztasok
irodalméat, a felhalmozott adatok értelmezése azonban sokszor nem egyértelmii. A
lejatszodd folyamatok nagyon Osszetettek, egyértelmlii ¢és daltalanosan érvényes
Osszefiiggések csak nagyon ritkdn fogalmazhatok meg. Vizsgalatainkat altaldban kettds cél
jellemzi:  egyrészt az egylittmikodd  partnereink  altal  eldallitott anyagok
enantiomertisztasaganak jellemzésére alkalmas modszer fejlesztése, ahol a rendelkezésre
allo kiralis allo6fazisok alkalmazasaval feltérképezziik, hogy a kiilonb6zo allotazisok koziil,
melyeket érdemes az adott feladatra felhasznalni, masrészt egy adott allofazis
tulajdonsdgainak, elvalasztoképességének, enantioszelektivitasanak  kromatografias
jellemzése kiilonboz6 modellvegyiiletek segitségével.

Munkank sordan elsddleges célunk a szelektor és a mintavegyiilet molekuléris
szerkezete ¢és a retencids tulajdonsdgok kozotti Osszefiiggések feltardsa. A vizsgalt
potencialis farmakonok eltérd bioldgiai és kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, de a
szerkezeti analdgidk és a vizsgalatok soran alkalmazott kirdlis allofazisok jo alapot
szolgaltatnak a szerkezet és retencids tulajdonsagok kozott megfigyelt Osszefiiggések
értelmezésére. Ennek megfelelden munkank soran az aldbbi fobb célokat fogalmaztuk
meg:

1. potencialis farmakonok, mint modellvegyiiletek vizsgalatdval az enantioszelektiv
elvalasztas soran alkalmazhat6 kiralis szelektorok feltérképezése,

2. a modellvegyiiletek kromatografids paramétereinek meghatdrozasan keresztiil az
eluensosszetétel ¢és a kiilonféle adalékok mindsége és mennyisége elvalasztasra
gyakorolt hatdsanak értelmezése,

3. jelentds szerkezeti analogiat mutatd vegyiiletek segitségével a szerkezeti jellemzok
valtoztatasaval jar6 hatdsok tanulmanyozasa, a szerkezet kiralis felismerésre

gyakorolt hatasanak értelmezése,
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4. a homérséklet kromatografias paraméterekre gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasa,
termodinamikai paraméterek meghatarozasa, az elvalasztasi folyamatokban tapasztalt
azonossagok ¢és kiilonbségek termodinamikai értelmezése,

5. az elvalasztas lehetséges mechanizmusanak feltérképezése.

Eredményeinket hasznositva lehetoség nyilik gyogyszerkémiai ¢€s biologiai
jelentdséggel rendelkezd kiralisan tiszta vegyiiletek €16 szervezetekben kifejtett hatasanak
tanulmanyozésara, célzott hatast készitmények kifejlesztésére. A szerkezet és a retencios
sajatsagok felderitése tudomanyos alapot biztosit a folyadékkromatografias kiralis
allofazisok alkalmazasi korének bovitéséhez, 0 tipusu allofazisok tervezéséhez. Az
altalunk  kidolgozott 1j, kozvetlen nagyhatékonysagti  folyadékkromatografias
meghatdrozasok alkalmasak az enantiomerek elvalasztisara, modszereink alapul
szolgalhatnak kiilonféle hatdanyagok kirdlis tisztasaganak ellendrzésére, preparativ

elvalasztasok kidolgozasara.
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4. Alkalmazott anyagok és modszerek

4.1. A vizsgalt molekulak

A vizsgadlt molekulak tilnyomorészt szintetikus anyagok voltak, melyek
egylittmiik6dé partnereink laboratoriumaiban késziiltek. Eldallitasuk roviditett valtozata
eredeti kozleményeinkben megtalalhatd, igy ennek ismertetésére értekezésemben nem
térek ki. Az N-Fmoc-védett aminosavakat az alabbi cégektdl szereztiilk be: Reanal Kft
(Budapest, Magyarorszdg), Orpegen Pharma Gmbh (Heidelberg, Németorszag), GL
Biochem Ltd (Shanghaj, Kina), Iris Biotech Gmbh (Marktredwitz, Németorszag), Merck
(Darmstadt, Németorszag), Bachem AG (Bubendorf, Svéjc), AK Scientific Inc. (Union
City, USA), Advanced ChemTech (Louisville, USA). A vegyliletek szerkezeti képleteit a
Fiiggelékben mutatom be (I-19 képletek).

4.2. Felhasznalt anyagok

Meéréseink sordan az eluens készitéséhez hasznalt HPLC tisztasagu oldoszereket
metanol (MeOH), etanol (EtOH), acetonitril (MeCN), hexan, propan-1-ol (PrOH), 2-
propéan-ol (IPA), butan-1-ol (BuOH), terc-butanol (--BuOH), tetrahidrofuran (THF) ¢és a
kiilonboz6é adalékokat ammonia (NH3), etil-amin (EA), dietil-amin (DEA), trietil-amin
(TEA), n-propil-amin (PA), tri-n-propil-amin (TPA), r-butil-amin (BA), tri-r-butil-amin
(TBA), hangyasav (FA) és ecetsav (AcOH)) a VWR-t6] (Radnor, PA, USA) szereztiik be.
A nagytisztasdgu vizet egy Puranity TU UV/UF tipusa (VWR), illetve egy Milli-Q
(Millipore, Molsheim, Franciaorszag) viztisztit6 berendezéssel allitottuk eld.

A koronakisiiléses detektort (Corona CAD) 4.5 tisztasagi nitrogéngédzzal (Linde,

Magyarorszag) tizemeltettiik.

4.3. Vizsgalt allofazisok
4.3.1. Ioncserélé kolonnak

Méréseinkhez a kinin és kinidin alapt Chiralpak QN-AX és OD-AX (150 x 3,0 mm, 5
um szemcseméret), illetve ZWIX(+) és ZWIX(-) oszlopokat (150 x 3,0 mm, 3 pm
szemcseméret) alkalmaztunk, forgalmazojuk a Chiral Technologies Europe (Illkirch,
Franciaorszag). A kereskedelmi forgalomban nem kaphaté ZWIX(+4) (150 x 3,0 mm,
illetve 150 x 4,0 mm, 3 és 5 um szemcseméret) és ZWIX(—A) (150 x 3,0 mm, 3 pm
szemcseméret) oszlopokat Lindner és munkatarsai allitottak elé [E11] [73, 74]. A

kationcserél6 oszlopokat DCL-RR és DCL-SS (150 x 4,0 mm, 5 pum szemcseméret) szintén
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Lindner és munkatarsai készitették [71]. A holtid6 meghatidrozasara metanolban oldott

acetont adagoltunk, és 280 nm-nél mértiik az elnyelést.

4.3.2. Makrociklusos antibiotikum alapu kolonnak

Munkank sordn kereskedelmi forgalomban kaphatd makrociklusos antibiotikum kiralis
szelektorral ellatott Chirobiotic kolonnédkat alkalmaztunk. A Chirobiotic T és Chirobiotic
T2 teikoplanint, Chirobiotic TAG teikoplanin aglikont, Chirobiotic R risztocetin A-t,
Chirobiotic V vankomicint, mig a Chirobiotic VAG vankomicin aglikont tartalmaz kiralis
szelektorként. A Chirobiotic T2 abban kiillonbozik a Chirobiotic T oszloptol, hogy a ,,kar”
(,,spacer”) mintegy kétszerese a Chirobiotic T-n 1évOnek, valamint, hogy a hordozoként
alkalmazott szilikagél a Chirobiotic T esetén 120 A, mig a Chirobiotic T2 esetén 200 A
porusatmérdjli. Valamennyi Chirobiotic oszlop mérete (250 mm x 4,6 mm, 5 um
szemcseatmérd) ¢€s gyartdja (Astec, Whippany, NJ, USA) megegyezik. A holtidot

metanolos aceton oldat vagy 1,3,5-tri-#-butilbenzol oldatanak adagolasaval hataroztuk meg.

4.3.3. Celluloz és amiloz alapu kolonnak

A Kromasil CelluCoat és Chiralcel OD-H kiralis szelektora egyarant celluloz-trisz-
(3,5-dimetil-fenilkarbamat), mig a Kromasil AmyCoat szelektora amiloz-trisz-(3,5-dimetil-
fenilkarbamat). A Kromasil oszlopok gyartdja az Eka Chemicals AB (Bohus, Svédorszag),
mig a Chiralcel oszlopé a Daicel cég (Tokid, Japan). Ezekre az oszlopokra egyarant
jellemz6 fizikai paraméterek: 150 mm x 4,6 mm, 5 um szemcseatmeéro.

A Lux Cellulose-1 kolonna szelektora celluloz-trisz-(3,5-dimetil-fenilkarbamat), a Lux
Cellulose-2 kolonnaé¢ celluldz-trisz-(3-klor-4-metil-fenilkarbamat), a Lux Cellulose-3
kolonna¢ celluloz-trisz-(4-metil-benzoat), a Lux Cellulose-4 kolonna¢ celluloz-trisz-(4-
klor-3-metil-fenilkarbamat), a Lux Amylose-1 kolonndé¢ amildz-trisz-(3,5-dimetil-
fenilkarbamat), a Lux Amylose-2 kolonna¢ amiloz-trisz-(5-klor-2-metil-fenilkarbamat). A
Lux Cellulose-1 oszlop fizikai paramétere a 150 mm x 4,6 mm, 5 pm szemcseatmérd, mig
a tobbi oszlopra egyarant: 250 mm x 4,6 mm, 5 um szemcseatméro jellemzo, gyartéjuk a
Phenomenex (Torrance, CA, USA). A holtid6 meghatirozasara 1,3,5-tri-z-butilbenzol

oldatat hasznaltuk.
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4.4. Alkalmazott HPLC rendszerek és egyéb mérokésziilékek

Meéréseink soran harom HPLC rendszert alkalmaztunk. Az I. rendszer Waters 1525
binaris HPLC pumpat, Waters kolonnatermosztatot, Waters 2487 kétcsatornds UV-Vis
detektort, 717 plus automataadagolot és Waters Breeze Data Manager illetve Empower 2
(Milford, USA) adatfeldolgoz6 szoftvert tartalmazott (Waters, Milford, MA, USA).

A II. rendszert Waters M-600 gradiens HPLC pumpa, Waters M-2996 fotodiddasoros
detektor, Waters Millenium 32 Chromatography Manager illetve Empower 2 (Milford,
USA) adatfeldolgozd rendszer és Spark Mistral kolonnatermosztat (Spark Holland,
Emmen, Netherlands) alkotta. Mindkét kromatografias rendszer Rheodyne 7125 20 pl-es
mintaadagoloval volt ellatva (Cotati, CA, USA). Az eluens gdzmentesitését Rotring Sonic
Cleaner ultrahangos fiirdé (Rotring Gmbh, Hamburg, Germany) alkalmazasaval, valamint
He atbuborékoltatassal oldottuk meg.

A 1II. rendszer egy 1100 sorozatszamu Agilent Technologies (Waldbronn,
Németorszag) HPLC volt, amely oldészer gazmentesitdbdl, pumpabol, automata
mintaadagolobol, kolonnatermosztatbol, egy otcsatornds UV-Vis-detektorbol és egy ESA
Biosciences Inc. koronakisiilési detektorbdl (Corona CAD, Chelmsford, MA, USA) éllt.
Az adatok gytijtéséhez ¢és értékeléséhez ChemStation adatfeldolgozo szoftvert hasznaltunk.

A hoémérsékletfiiggés vizsgéalata soran vagy az emlitett HPLC rendszerek
termosztatjat, vagy egy Alpha RA 8 (Lauda, Németorszdg) folyadék termosztatot
alkalmaztunk. A pH méréseket egy Thermo Orion 420 pH mérdvel (Orion, USA), mig a
tomegméréseket egy Pioneer PA 214 C (Ohaus, USA) digitalis mérleggel végeztiik el.
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5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

Az értekezésemben bemutatott eredményeink harom kirdlis 4allo6fazis-csalad
alkalmazéasdhoz kapcsolodnak. Az értekezés nagyobb részét az ioncseréld allofazisok
tanulmanyozésa soran kapott eredményeink képezik. A HPLC mddszerek fejlesztése soran
az utobbi néhany évben el6térbe keriilt az ortogonalitds fogalma, egyre nagyobb
felhasznaloi igény fogalmazodik meg a ,klasszikus” forditott fazisi oszlopok
szelektivitasatol eltérd szelektivitdssal rendelkezd allofazisok fejlesztésére. Az ioncsere
mechanizmusdn alapuld allofazisok kivald lehetdséget biztositanak ezen igény
kielégitésére. Eredményeink hozzdjarulhatnak az ioncseréld tipust allofazisok
tovabbfejlesztéséhez, a kirdlis felismerés mechanizmusanak mélyebb megértéséhez,
valamint az alkalmazasok korének bdvitéséhez.

A makrociklusos antibiotikum alapu allofazisok szerkezeti valtozatossdga idealis
alapot kinal a sokrétii alkalmazasokhoz. Tobb kozleményben is beszdmoltunk eltérd
szerkezetli farmakonok elvalasztasahoz kapcsolodo eredményeinkrél, ezeket dsszefoglald
cikkeinkben is ismertettiik. Az oszlopok multimodalitisa és kiemelkedd stabilitdsa
biztositja ezen allofazisok szélesebb korli elterjedéséhez sziikséges hatteret. Fontosnak
tartom hangsulyozni, hogy az antibiotikum alapi szelektormolekuldk ionos funkcios
csoportjai alapot nyujtottak az ioncseréld tulajdonsagi szelektorokkal kapott
eredményeinkkel torténd dsszevetésre is.

Az elébbiekben emlitett allofazisok kivald lehetdséget biztositanak ionos (vagy
ionizélhatd) sztereoizomerek elvalasztisara. Sok esetben azonban az elvalasztando
enantiomerek nem tartalmaznak ionizalhato funkcios csoportot, igy fontos, hogy olyan
allofazisok is rendelkezésre alljanak, amelyek semleges vegyliletek analizisére is
bevethetk. Ilyenek példaul a poliszacharid alapu allofazisok, amelyek napjainkban a
legszélesebb korben alkalmazott, kdzkedveltnek szamitd oszlopokat képviselnek. Mind a
HPLC, mind pedig a napjainkban egyre népszeriibbé valo SFC teriiletén talalhatunk jo
néhany példat az alkalmazasokra.

A kirdlis elvalasztasok teriiletén emlitésre érdemes eredményeket értiink el kapillaris
elektroforézissel [X—XIII], illetve SFC-vel is [E16, E17, XXXIII, XXXIV], az értekezés
terjedelmi korlatai azonban nem teszik lehetdvé, hogy ezeket érdemben targyaljam.

Ugyan logikusan adodik az elképzelés, miszerint egyazon modellvegyiilet-csaladot
valamennyi all6fazison vizsgalva az allofazisok tulajdonsagait Gsszehasonlitva értékes

informaciokat nyerhetiink, azonban az emlitett harom all6fazis-csalad meglehetdsen eltérd

47



dc_1479 17

tulajdonsdgokkal rendelkezik; a poliszacharid alapu all6fazisok aromds rendszer, az
ikerionos alléfazisok ionizalhatd funkcids csoportok jelenlétét igénylik a modellvegyiilet
részeérdl, igy az ilyenfajta 0sszehasonlitasra csak ritkan nyilik lehetdség. (Természetesen
tovabbi problémat vet fel az alkalmazott mozgodfazisok kiilonbozosége is.) Ennek
megfelelden az emlitett harom all6fazis-csaladdal kapott eredményeinket az értekezésben
harom kiilon fejezetben targyalom, a konnyebb érthetéség kedvéért az egyes fejezeteket
ugyanazon logika mentén felépitve.

Az ¢értekezésben szerepeltetett abrdkon az ismételhetdséget jellemzd szordst nem
tiintettem fel, a bemutatott abrak egy-egy tipikusnak nevezhetd kisérletsorozat eredményeit
tiikkrozik. Munkank sordn jellemzden két-hdrom parhuzamos mérést végezve elsddleges
célunk a valtozasok alapvetd irdnyainak a feltérképezése. Az eredményeket a (tobb mérési
pont altal meghatarozott) valtozasok jellemzdire alapozva értelmezziik, igy véleményem
szerint az egyes adatpontok szorasa kevésbé relevans.

A HPLC teriiletén a kiralis felismerést 1étrehozd folyamatok kvantitativ jellemzésére
napjainkban még kevés lehetdség all rendelkezésre. (A CE alapu kirdlis elvalasztasok
bizonyos értelemben egyszeriibben kezelhetdk, mivel a hordozo nélkiili rendszerekben a
szelektor és az elvélasztand6 komponens kolcsonhatasai ,.konnyebben” vizsgalhatok.) A
kvalitativ 0Osszefiiggések feltardsa a késdbbiekben minden bizonnyal kivald alapot
szolgaltat majd a (szemi)kvantitativ Osszefiiggések felallitdsdhoz. Természetesen ezen a
teriileten 1is léteznek kiilonb6z6 modellek alkalmazasdn alapulé szédmitasok —
értekezésemben is kitérek ilyen eredmények ismertetésére — ezek azonban jelenleg még
nem szolgalnak altalanosan érvényes megallapitasok alapjaul.

A termodinamikai adatok meghatarozdsa az enantioszelektivitds értékek alapjan
tortént, a szelektivitast pedig a retencios tényezOkbdl szdmoltuk, melyek relativ szérdsa
jellemzden 1-3 %. Amint azt az irodalmi attekintésben targyaltam, az 4ltalunk alkalmazott
egyszerlsités nem teszi lehetdvé a szelektiv €s nemszelektiv kdlcsonhatasok elkiilonitését,
igy latszolagos termodinamikai értékeket kaptunk. Ezek a termodinamikai adatok
kvalitativ jellemzésre adnak lehetéséget, a szelektor, illetve a modellvegyiilet

szerkezetében bekovetkezd valtozasok hatasainak mélyebb megértését szolgalva.
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5.1. Elvalasztasok ioncserélé tulajdonsagu all6fazisokon
5.1.1. A mozgofazis alkotoinak hatasa az elvalasztasra
5.1.1.1. Az eluenst alkoto olddszerek hatasa az elvalasztasra

Poléris szerves oldoszerek eluensként torténd alkalmazéasa a legelterjedtebb a QN és
QD alapu ioncser¢ld kiralis allofazisok esetén [70, 72, 73]. A MeOH protikus karaktere
révén jelentdsen csokkentheti az ionos kdlcsonhatasok és a H-hid kialakuldsénak esélyét az
allofazissal, illetve a polaris molekulakat nagyobb mértékben szolvatilva csdkkentheti a
retenciot. Az aprotikus MeCN viszont eldsegiti az ionos, €s nagymértékben befolyasolhatja
a m—r kolcsonhatdsok kialakuldsat. A két oldoszer ilyen mddon bizonyos értelemben
»komplementerként” viselkedik, azaz a kromatografias tulajdonsagok (mint a retencio és a
szelektivitas) az ioncseréld tulajdonsagu allofazisok esetén ,,hangolhatok” a MeOH/MeCN
kiilonb6zé aranyokban torténd alkalmazéasaval. A mozgofazist alkotd oldoszerek
megvalasztisa mellett megfeleld savak ¢és bazisok eluenshez torténd adagoldsaval az
elvalasztani kivant vegyiiletek és a szelektor ionizaltsdganak bedllitdsara, allando értéken
tartasara nyilik lehetdség.

Munkénk soran ioncseréld tulajdonsagti allofazisokon az eluens 0Osszetételének
elvalasztasra gyakorolt hatasat vizsgaltuk poléris-ionos modban (PIM), melyhez
eluensként nemvizes polaris oldészereket (MeOH, MeCN) alkalmaztunk kiilonb6z6
aranyokban, illetve sav és bazis mddositokat allandd koncentracioban [E1-E17]. Elsdként
- és -aminosavakra (46-85) kapott eredményeink koziil néhany jellemz6 esetben
elemzem a MeOH/MeCN ardny valtoztatasanak hatdsat a kromatografias jellemzokre [E7].
Ezen kisérletek sordn a MeOH/MeCN aranyt 25/75-75/25 (v/v) tartomanyban valtoztattuk,
mikdzben a sav (AcOH, 25 mM) és a bazis (PA, 50 mM) aranyat allando6 értéken tartottuk.
Amint azt a 11. abran bemutatott adatok érzékeltetik, mindkét vizsgalt ikerionos
allofazison a MeCN-tartalom novelésével a retencid folyamatosan novekedett. Néhany a-
és egy f-aminosav vizsgalata esetén hasonld viselkedésrdl szamoltak be Hoffmann és
munkatarsai is [73]. Fontos kiemelni, hogy az eluens ndvekvd MeCN-tartalmaval az
ikerionos (ZWIX(+) ¢és ZWIX(-)) allotazisokon minden altalunk vizsgélt vegyiiletre
novekvo visszatartast kaptunk [E1-E14, E16, E17].

Tapasztalataink szerint az eluens MeCN-tartalmat 75% f61¢ mar nem érdemes ndvelni,
mivel ebben az esetben a megndvekedett retencios idék miatt a csucsok elnyultak,
aszimmetrikussa valtak. Az eluens Osszetételének fent emlitett hatdsa kapcsan

valoszintlisithetd, hogy az aprotikus MeCN aranyanak novelése csokkenti az (iker)ionos
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modellvegyiiletek szolvataltsagat és egyben noveli a szelektorral kialakul6 elektrosztatikus

kolcsonhatasok esélyét, igy ndvelve a retencios 1dot.
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11. abra
A MeOH/MeCN arany valtoztatasdnak hatasa a kromatografias adatokra
Kromatografias koriilmények: kolonna: A, B, C: ZWIX(+), D, E, F: ZWIX(-);
mozgo6fazis: MeOH/MeCN (75/25, 50/50, 25/75 v/v) és AcOH (50 mM) és PA (25 mM);
aramlési sebesség: 0,6 mL perc '; vegyiiletek: W: 46, ®: 62, A: 61, : 73
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MeOH/MeCN (v/v) MeOH/MeCN (v/v)

Erdemes megemliteni, hogy a targyalt viselkedéstdl eltéré modon anioncserélé (QN-
AX [E15] és QD-AX [E17]) alloéfazisokon Fmoc és mas véddcsoporttal rendelkezd o-
aminosavak esetén (I-19) a MeCN-tartalom novekedésével csokkend retenciokat
tapasztaltunk. Amint azt a 4. és a 6. abra szemlélteti, az anioncseréld és az ikerionos
kolonnék szerkezete a ¢-butil-, illetve az ACHSA-csoportban kiilonbozik. Ez a kiilonbség
feltételezésem szerint azt okozza, hogy MeCN jelenlétében a két szelektor eltérdképpen
szolvatalodik. A semleges #-butilcsoporttal rendelkezd anioncseréld szelektort a novekvd
MeCN tartalm eluens egyre er0ssebben szolvatalva képes csokkenteni az allofazis és az
emlitett modellvegyiiletek kozott kialakulo kdlesonhatést, emiatt csokkennek a retenciok.

Az anioncseréld allofazisokon észlelt retencios id6ket Osszehasonlitva az ikerionos
allofazisokon mért retencids idokkel kijelenthetd, hogy az ikerionos allofazisok kevésbé
tudtak visszatartani ezeket, az alkalmazott koriilmények kozott anionos tulajdonsagu
vegylileteket. A retencids tulajdonsdgokban tapasztalt kiilonbségek az ikerionos allofazisok
negativ toltésti kationcseréld funkcidos csoportjaira vezethet6k vissza. Az ACHSA-

csoportok szamottevd taszitd hatast gyakorolnak az elvalasztand6 anionos vegyiiletekre,
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igy csokkentve azok visszatartasat. Anioncseréld allofazisokon ennek a taszitd hatdsnak a
hianyaval értelmezhetd a tapasztalt nagyobb retencio.

A MeCN-tartalom enantioszelektivitasra kifejtett hatdsa kapcsan kijelenthetd, hogy az
esetek tobbségében a szelektivitds kismértékben novekedett a MeCN-tartalom
noévekedésével, ami az er6sdd6d ionos és a H-hid kolcsonhatasokkal értelmezhetd. Ezzel
ellentétes viselkedést észleltiink aromas oldallanccal rendelkezd ciklusos szekunder
aminosavaknal [E5]. Ezen vegyliletek (25-33) esetén a MeCN-tartalom ndvelése —
ellentétben az alifas oldallanccal biré aminosavakkal — kisebb szelektivitasokhoz vezetett,
ami viszont jol értelmezheté a MeCN 7—r kdlesonhatasokra kifejtett gatlo hatasaval.

Protikus oldoszerekben a protonitmenet a szolvatacids folyamatok fontos részét
képezheti, igy a MeOH szamottevd hatast gyakorolhat az ioncsere folyamatokra. A
MeOH-tartalom novelése az ionos vegyliletek szolvataltsdganak novelésével csokkenti a
visszatartds szempontjabol meghatarozd ionos és H-hid kdlcsonhatdsokat, csokkentve a
retencidés idoket és a szelektivitast. A felbontas valtozasa kapcsan ennyire altalanos
kovetkeztetés mar nem fogalmazhaté meg. A vizsgalt vegyliletek tobbségére kijelentheto,
hogy a felbontds a MeCN-tartalom novekedésével kisebb-nagyobb mértékben ndvekedett,
de tobb esetben is 50/50 MeOH/MeCN ardnynal maximumot ért el, ahogyan azt részben a
11. abran bemutatott adatok is titkrozik néhany - és f*-aminosav esetén. A MeCN-
tartalom tovabbi novelése tobb esetben is a felbontas csokkenéséhez vezetett [E2, E12,
E14, E15], amiért a nagyobb retencios idok miatti csucskiszélesedés, illetve a csucsok
aszimmetrikus elnytlasa okolhat6. A folyamatok értelmezésekor nem szabad arrdl sem
megfeledkezni, hogy az eluens dsszetételének megvaltozasa a sav-bazis egyensulyokra is
jelentds hatast gyakorol, ezen keresztil pedig a kromatografias viselkedés tovabb
modosulhat.

A vizsgalt ioncseréld tulajdonsagu allofazisok kapcsan kijelenthetd (az irodalmi
adatokkal dsszhangban), hogy a MeOH ¢és a MeCN kiilonb6z6 aranyt elegye jo kiindulasi
alap a modszerfejlesztés folyamatdban. Az oldészerek polaritasanak valtoztatdsdval a
szolvatacios viszonyok is valtozhatnak, és ez befolydsolhatja a retencios viselkedést.
Ciklusos szekunder aminosavak enantiomereinek vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a
MeOH helyett IPA-t alkalmazva jelentésen megndttek a retencios idok, de az esetek
tobbségében ezzel parhuzamosan se a szelektivitas, se a felbontds nem novekedett [ES]. A
MeOH-nal apolarisabb IPA vélhetéen kevésbé tudja szolvatalni a szekunder aminosavakat
nagyobb retenciokat eredményezve, de alkalmazdsa nem kedvezett az 4llofazis

enantiomerfelismerd-képességének.
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Ciklusos f-aminosavak vizsgalatakor tobb esetben is csak részleges felbontést tudtunk
allofazisokon MeOH/MeCN mozgofazissal [E14].

rendszereknél MeOH/THF rendszert alkalmaztunk, valtozé Osszetétellel. A retencids

elérni  ikerionos Ezeknél a
tulajdonsagok alakulasat tekintve elmondhatd, hogy a THF a MeCN-hez hasonldan
viselkedett; 5 v% felett ndvelve a mozgdfazis THF-tartalmat ndvekvd visszatartast kaptunk

(12. abra).
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12. abra

A MeOH/THF arany valtoztatasdnak hatasa a kromatografias adatokra
Kromatografias koriilmények: kolonna: A, B: ZWIX(-); C, D: ZWIX(+A); mozgotazis: MeOH/THF
(98/2, 95/5,90/10, 80/20 v/v) és AcOH (50 mM) és DEA (25 mM); aramlési sebesség: 0,6 mL perc ';

vegyiiletek: W: 86ab, ®: 87ab, A: 91ab

A 12. abran bemutatott viselkedés vélhetéen THF jelenlétében is az eluenst alkoto két
oldészer eltérd szolvatacios tulajdonsagaival értelmezhetd. Fontos megemliteni, hogy a
THF alkalmazasakor csak néhany modellvegyiilet esetében tapasztaltunk szamottevd
novekedést a szelektivitasban és a felbontasban. A THF jelenlétében a kromatografias
adatok értékében bekovetkezett valtozasok nagyon erdsen fliggtek mind a modellvegyiilet,
mind a szelektor szerkezetétdl, igy altalanos kovetkeztetések nem vonhatok le a THF
sztereoszelektiv felismerésben betdltott szerepérol.

Ahogy kordbban mar emlitettem, az ioncseréld kiralis allofazisok leggyakrabban
nemvizes koriilmények kozott hasznalatosak, de vizet tartalmazo eluensrendszerek is szoba

jOhetnek [73, 75]. Hoffman és munkatdarsai ikerionos allofazisok tanulmanyozéasakor
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aminosavakat ¢és savas karakteri anyagokat alkalmaztak modellvegyiiletként [73]. A
MeOH-tartalmt eluensrendszerhez hozzaadott viz (20 v%) hatasara a polaris aminosavak
retencioja csokkent. A viztartalmat tovabb novelve (maximum 80 v%) ellentétes hatast
figyeltek meg, a retencid novekedett.

Ikerionos allofazisokon Zhang ¢és munkatarsai is vizsgaltak az eluenshez adott viz
hatdsat aminosavak enantiomereinek elvalasztdsara [75]. A viz eluenshez torténd
hozzédadasakor 2,0 v% viz jelenlétében kisebb retencidkat és nagyobb felbontast figyeltek
meg. A mozg6fazis viztartalmanak 20 v%-ra (vagy még nagyobbra) valdo ndvelése
drasztikusan csokkentette a visszatartast, és ezzel egyiitt a felbontds is nagymértékben
csokkent.

Az irodalmi elézmények alapjan fontosnak tartottuk, hogy a tanulmanyozott
rendszereinknél vizsgaljuk a viz hatasat és szerepét a kiralis felismerésben. Eredményeink
koziil itt az aminohidroxamsavakra (118, 119) ZWIX(-A) oszlopon kapott, tipikusnak
mondhaté tapasztalatainkat mutatom be [E12]. Annak érdekében, hogy a mozgdfazis
viztartalméanak elvélasztasra gyakorolt hatisat tanulméanyozhassuk, 0-10 v% kozotti
viztartalmu eluensekkel végeztiik méréseinket, allando6 MeOH/MeCN (50/50 v/v) arany
mellett, sav (AcOH, 50 mM) és bazis (TEA, 25 mM) modositok jelenlétében. A

kromatografias jellemzok fliggését az eluens viztartalmatol a 13. abra szemlélteti.
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13. abra

Az eluenshez hozzdadott viz hatdsa a kromatografias adatokra
Kromatografias koriilmények: kolonna: ZWIX(-A4); mozgdfazis: MeOH/MeCN/H,0 (50/50/0, 49,5/49,5/1,
49/49/2, 47,5/47,5/5 és 45/45/10 v/v/v) és AcOH (50 mM) és TEA (25 mM);
aramlasi sebesség: 0,6 mL perc’l; vegyliletek: A:118ab, ¥:118cd, W: 119ab, ®: 119cd

Eredményeink 0-10 v% viztartalmi mozgofazis alkalmazasaval sok esetben
megegyeztek a fentebb leirt észrevételekkel. Az ionos vagy ionizalhatd vegytiletek esetén a
viz nagymértékben befolyasolja az ionos kolcsonhatdsokat, ezaltal jelentds hatast
gyakorolhat a retencidé mechanizmusara, emellett az enantioszelektivitas kialakulasdban

fontos szerepet betolté H-hid kdlcsonhatasokat is mddosithatja. Az esetek tobbségében a
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csokkend retencid csokkend szelektivitdssal és felbontdssal jart egyiitt (13. dbra), bar
néhany esetben a mozgdfazis kis viztartalma (1-2 v%) pozitivan befolyasolta az
elvalasztast és nagyobb felbontas volt megfigyelhetd, hasonléan Zhang és munkatérsai
altal kozolt tapasztalatokhoz [75].

A megfigyelteket azzal értelmezhetjiik, hogy amikor vizet adunk a poldris-ionos
mozgofazishoz, az eluens a polaris vegyiileteket hatékonyabban szolvatalja, a polaris
vegyliletek szivesebben tartozkodnak a mozgoéfazisban, mint az allofazisban, azaz az
allofazis kisebb mértékben lesz képes visszatartani az elvalasztandd molekuldkat.
Természetesen a szolvatacios hatasokba, amint mar korabban emlitettem, az eluens sav-
bazis karaktere is jelentdsen beleszol. Ennek valtozasa viz hozzdadasa esetén 1ényegesen
er6sebben befolyasolhatja a kromatografias jellemzOok alakuldsat, mint mas szerves
oldoszer (pl. THF, IPA) alkalmazasakor. Mas szerzok altal leirt, a hozzaadott viz aranyatol
fliggd valtozasok is jol értelmezhetdk ily mddon, hiszen a szolvatacids hatasok mellett az
ionos kolcsonhatasok is erds eluensfiiggéssel rendelkeznek. A nagyobb viztartalomnal
tapasztalt kisebb eluenserdsség vélhetden arra vezethetd vissza, hogy 20 v% feletti
viztartalom esetén mar inkabb a forditott fazisu kromatografids koriilményekre jellemzo,
hidroféb kolcsonhatdsokon alapuld eluciés mechanizmus lesz a meghatarozo. A viz
hatasanak értelmezésekor természetesen arrdl sem szabad megfeledkezni, hogy a kiralis
megkiilonboztetés szempontjabdl fontos szerepet betoltd H-hid kolcsonhatdsoknal
versengésre lehet szamitani a viz és az elvalasztani kivant enantiomerek esetén.

Rovid Osszegzésként tehat elmondhatd, hogy a vizsgalt ikerionos allofazisoknal az
esetek tulnyomod tobbségében a MeOH/MeCN eluensrendszer jo esélyt kinal a hatékony
elvalasztasra, az 50/50 aranyu eluenselegy pedig (a késobbiekben részletezett modositok
hozzaadéasaval) megfeleld kiinduldsi pont a modszerfejlesztés folyamataban. Mas szerves
oldészer masodik vagy harmadik komponensként (ritkdn fékomponensként) torténd
hasznalata bizonyos esetekben megoldast kinalhat megfeleld enantioszelektivitas elérésére,
de szélesebb korben nem varhaté szamottevé hatékonysagnovekedés. Kiilon érdemes
kiemelni, hogy a vizet tipikusan 5 v%-ot nem meghaladd mértékben tartalmazé
eluensrendszerekkel a retencid csokkentésével és a szelektivitds modositdsaval tobb

esetben is gyorsabb analizis és nagyobb felbontas érhetd el.
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5.1.1.2. Sav és bazis modositok hatasa a kromatografias viselkedésre
5.1.1.2.1. A sav:bazis arany hatasa az elvalasztasra

A korabbiakban emlitett eluensalkot6 oldoszerek anyagi mindsége és aranya mellett a
mozgofazishoz adott sav €s bazis mindsége €s mennyisége is jelentdésen befolyasolja az
elvalasztandé komponensek kromatografids viselkedését, hiszen a sav és a bazis mind a
szolvatacidos viszonyokra, mind a szelektor és az elvalasztani kivant vegyiiletek
ionizaltsagara, illetve az ionerdsségre is hatdssal van. A retencios viselkedés mélyebb
megértésében fontos szerepet jatszik az adalékként alkalmazott savak €s bazisok hatdsanak
feltérképezése.

Vizsgaltuk, hogy miként befolydsolja az elvalasztast az eluenshez adott sav és bazis
mennyiségének aranya. Mind irodalmi, mind sajat tapasztalataink azt mutattdk, hogy
altalaban j6 eredményeket érhetiink el, amikor AcOH-t és TEA-t haszndlunk sav és bazis
modositoként az eluensben. Ennek megfelelden a sav:bazis arany elvalasztasra gyakorolt
hatdsanak vizsgéalatakor AcOH és TEA adalékokat hasznaltunk kiilonb6zé aranyokban
(1:4, 1:2, 1:1, 2:1 és 4:1) MeOH/MeCN alland6 aranyu elegyébdl all6 mozgotazisban
[E12]. ZWIX(-) oszlopon aminohidroxdmsavak esetén mért eredményeinket a 14. abran

mutatom be.

k@, R
i
.

4 1

sav ;]bézis :
14. abra

Sav:bazis arany hatésa a kromatografias adatokra
Kromatografias koriilmények: oszlop: ZWIX(—); mozgotazis: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és
i) AcOH (25 mM) és TEA (100 mM), ii) AcOH (25 mM) és TEA (50 mM), iii) AcOH (25 mM) és TEA (25
mM), iv) AcOH (50 mM) és TEA (25 mM), v) AcOH (100 mM) és TEA (25 mM);
aramlasi sebesség: 0,6 mL perc’l; B0k, E:a, EA: Ry, vegyiiletek: A: 119ab, B: 119cd, C: 118ab

Osszhangban mas modellvegyiiletekkel és mas eleunsrendszerekkel kapott sajat [E5,
E8], illetve mésok eredményeivel [73] azt tapasztaltuk, hogy az ikerionos oszlopokon
végrehajtott elvalasztasokra jellemzd, hogy a retenci6 maximalis értéket ér el az 1:1-2:1
sav:bazis tartomanyban. A szelektivitas és a felbontas értékei az 1:1-2:1 sav:bazis aranyig
altalaban novekednek, tovabb ndvelve a savfelesleget szamottevéen nem valtoznak, vagy

kismértékben csokkennek. Feleslegben alkalmazott bazis minden esetben csdkkentette a
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retenciot, a szelektivitast és a felbontast. A 14. abran bemutatott aminohidroxdmsavak
semleges, illetve protonalt formaban lehetnek jelen az oldatban. Savfelesleg esetén a
protonalt forma a jellemzO, kialakulhatnak a retencid szempontjabol fontos ionos
kolcsonhatasok. Bazisfelesleg csokkenti a protonalt forma aranyat, a toltés nélkiili forma
megjelenésével megsziinik a szelektorral kialakuld ionos kolesonhatas; csdkken a retencio
¢s az enantioszelektivitas.

Aminosavak esetén a fentiekkel megegyezd tapasztalatokat azzal értelmezhetjiik,
hogy mind az aminosavak (vagy mas pozitiv és negativ funkcids csoporttal rendelkezd
vegyiiletek), mind a szelektor ikerionos szerkezetet vesz fel, igy az anionos és kationos
funkcids csoportok a kordbban targyalt mddon biztositjdk az optimalis kdlcsonhatdsok
kialakulasat. (A vizsgalt aminosavak esetén a karboxilcsoport pK értékei 2-3, mig az
aminocsoport pK értékei 9-10 kozott valtoznak. A kinuklidin gylirtiben elhelyezkedd
nitrogén illetve a szulfonsav csoport pK értéke 9,8 és 1,0 [69]. Természetesen nem szabad
arrol elfelejtkezni, hogy a megadott pK értékek vizes kozegre érvényesek, szerves
olddszerekben ettdl jelentdsen eltérhetnek.) Nagyon nagy savfelesleg (sav:bazis>10) mar
rontja az elvélasztds hatékonysagat, mivel a karboxilcsoport deprotonaldédasanak
visszaszoritdsa miatt csokken a szelektor kationos funkcids csoportjaval kialakithato
kolesonhatés szerepe. Csokkentve a savfelesleget (sav:bazis<l) csokken az aminocsoport
protonaltsaga, igy a visszatartashoz elengedhetetlen kationos kolcsonhatasok mértéke is
csokken. Bazisfelesleg esetén vélhetéen sem a szelektor anioncserélé funkcios csoportja,
sem az aminosav aminocsoportja nincs kelld6 mértékben protondlva, igy nincs lehetdség
elegendden erés ionos kolcsonhatasok kialakuldsara, a kicsi visszatartast kismértéki

enantioszelektivitas kiséri.

5.1.1.2.2. A sav és bazis anyagi mindségének hatasa az elvalasztasra
Ionkromatografidban ellenionnak nevezik azokat az ionokat, melyek tdltése
megegyezik az elvalasztando ion toltésével (anioncseréld funkcios csoport esetén negativ,
kationcseréld funkcios csoport esetén pozitiv), kisérd ionnak azokat az ionokat, melyek
toltése ellentétes az elvilasztandd ion toltésével. Ertekezésemben semleges molekulak
tanulmanyozésa soran kapott eredményeket mutatok be, de ezek a semleges molekuldk az
alkalmazott koriilmények kozott ionos jellegliek, a kialakuld ionos kdlcsonhatasok pedig
meghatarozo szerepet toltenek be az elvalasztasban. Ennek megfeleléen a kirdlis
elvalasztasok értelmezésére az ionkromatografidban alkalmazott fogalmakat hasznidlom

majd.
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Az eldzéekben lattuk, hogy ikerionos tipusu allofazisokon a legtébb esetben az

eluensben alkalmazott savfelesleg sziikséges az enantioszelektiv megkiilonboztetés

crer

crer

MeOH/MeCN aranynal (50/50 v/v) vizsgaltuk a kiilonb6z6 anyagi mindségl
(baziserdsségli €s szubsztitualtsagi foku) bazisok hatdsat a kromatografias jellemzokre. (A
mozgofazisban alkalmazott savfelesleg biztositotta, hogy a bazisként jelenlevd aminok
protonalt forméaban legyenek jelen.) A vizsgalt modellvegyiiletek koziil értekezésemben
két *-aminosav (62, 70) példajan keresztiil mutatom be az adalékként alkalmazott bazis
anyagi mindségének hatasat [E10]. A kisérletsorozatban nyolc kiilonb6z0 bazist
hasznaltunk (NHs, EA, DEA, TEA, PA, TPA, BA ¢és TBA, melyek pK értékei sorra: 9,25;
10,70; 10,84; 10,75; 10,60; 10,65; 10,78 és 10,89 [175]).

A protonalt aminok erds ionos kolcsonhatas kialakitasara lehetnek képesek akar az
aminosavak karboxilatcsoportjdval (vagy mas modellvegyiilet anionos funkcios
csoportjaval), akar a szelektor anionos kdlcsonhato helyével, igy jelentds hatast fejthetnek
ki a retencios viselkedésre. Amint az a 15. abrdan bemutatott eredményekbdl kitiinik, a

vizsgalt bazisok anyagi mindsége szamottevden befolyasolja a retencids tulajdonsagokat.

15. abra
A bazis anyagi mindségének hatasa a kromatografias adatokra

Kromatografias koriilmények: kolonna: ZWIX(—); mozgo6fazis: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és AcOH (50 mM)
¢és bazis (25 mM); aramlési sebesség: 0,6 mL perc’l; k), Era, EA: R; vegyliletek: A: 62, B: 70
A retencidés tényezd tobbnyire nodvekedett a nitrogénatom szubsztitudltsdganak
novekedésével (kps<kpes<kres; kpa<krps; kpa<krp4). Az alkilldnc méretét figyelembe véve
kijelenthetd, hogy altalaban az etil- és a propilszubsztitudlt aminok nagyobb retenciot
eredményeztek, mint az n-butilszubsztitudlt bazisok. A monoszubsztitudlt bazisokkal
Osszevetve kijelenthetd, hogy az apolarisabb di- és triszubsztitualt bazisok kedvezdtleniil

crcr

Eredményeink azt mutattak, hogy az aminok bdazicitasa kozvetleniil nem hozhato
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kapcsolatba a retenciora kifejtett hatasukkal, inkabb a kordbban targyalt szerkezeti
jellemzoék a meghatarozok.

A retenciora kifejtett hatasokkal ellentétben a vizsgalt bazisok anyagi mindsége sokkal
kisebb hatéssal volt az észlelt enantioszelektivitasra (15. abra). Az enantioszelektivitas az
alifas oldallanct 62 esetén 1,18—1,22, mig az aromas gytirtivel rendelkezd 70 esetén 1,56—
1,65 kozott valtozott. Altalanossagban kijelenthetd, hogy a bazis anyagi mindsége
szamottevéen nem befolyasolja az ikerionos fazisok enantioszelektivitdsat. A felbontasra
kapott eredmények kapcsan teljesen egyértelmli irany nem fogalmazhaté meg, az
alkalmazott bazis anyagi mindségének hatasa a felbontés értékére erdsen fliggott a vizsgalt
vegyiilet szerkezetétl. 4°-Aminosavak (46-61) esetén példaul TEA<DEA<EA<PA<NH;
sorrendben csokkend retencioval az esetek tobbségében nétt a felbontas [E1].

A bazis anyagi mindségének hatdsa mellett tobb esetben is vizsgaltuk a sav anyagi
mindségének hatasat a kromatografias viselkedésre [E1, E4—E6, E8, E9]. A 16. abran az
izoxazolinok (102-105) kozil a 102ab enantiomerpar elvalasztasa soran kapott
eredményeinkbdl egy tipikusnak mondhat6 példat mutatok be [E8]. Hét kiilonb6zd anyagi
mindségli bazis (EA, DEA, TEA, PA, TPA, BA, TBA) mellett vizsgaltuk a FA ¢és az
AcOH hatésat alland6 kromatografias koriilmények kozott. A 16. abra jol tiikkrézi, hogy az

alkalmazott sav anyagi mindségének nincs igazan jelentds hatasa az elvalasztasra.

ki a
6+ § 144 7 N N
121N §7§7§ §7§7 7 7 ZIN
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BA TBA EA DEA  TEA PA TPA BA TBA

16. abra
A sav anyagi mindségének hatasa a kromatografias adatokra
Kromatografias koriilmények: allofazis: ZWIX(+); mozgdfazis: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és sav (50 mM) és
bazis (25 mM); aramlasi sebesség: 0,6 mL perc s E3:FA, Z2: AcOH; vegyiilet: 102ab

t T t
EA EA  TEA PA TPA BA TBA

=}

Ugyanazon bazis mellett akar FA-t, akar AcOH-t alkalmaztunk sav modositoként,
csak kicsi kiilonbségeket észleltiink a retencios tényezdben, az enantioszelektivitdsban €s a
felbontasban egyarant. Ezek a kiilonbségek még szerkezetileg igen hasonld vegyiileteknél
sem voltak igazdn egyirdnyba mutatok, igy altaldnosan érvényes iranyvonalak az
alkalmazott sav anyagi mindsége ¢és a tapasztalt kromatografids viselkedés kozott nem

fogalmazhatok meg.
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Annak érdekében, hogy az ioncseréld tulajdonsagu allofazisok miikodését mélyebben
megeérthessiik fontos tisztazni, hogy az eluenshez adott savak és bazisok retenciora kifejtett
hatasa anion- és kationcserélok esetén ellentétes [73]. Lindner és munkatarsai [73, 74]
kinin alapii anioncseréld, kationcseréld illetve ikerionos fazisokat vizsgédlva korabbi
irodalmi elézményeket [70, 176, 177] figyelembe véve a 17. abran bemutatott modon
Osszegezték a savak €s bazisok eluciora kifejtett hatasat. Ikerionos allofazisoknal mind
anion-, mind kationcserélé funkcids csoport jelen van egyazon szelektor molekulan beliil.
Természetesen ez tobbek kozott azzal a fontos kdvetkezménnyel jar, hogy mind a savas,
mind a bazikus mddositd az adott rendszerben egyidejiileg ellenionként és kisérd ionként is
viselkedik. Vagyis ikerionos szelektorokndl a hozzdadott bazis (€s ugyanigy a sav) a két
ellentétes toltésti funkcids csoport jelenléte miatt sszetett mddon befolyasolja a retencids
viselkedést. A szelektor funkcios csoportjai kirdlis felismerésben betoltott szerepének
hierarchidja nem csak az alkalmazott mozgdfazis Osszetételétdl, de adott koriilmények

kozott a vizsgalt komponens szerkezetétdl is fligghet.

mod elicios erdsség -
ellenion AcOH FA TFA
anioncseréld .
kiséré ion NH, EA DEA TEA
) ellenion TEA DEA EA NH,
kationcserélo
kiséré ion AcOH ~ FA ~ TFA

Az ellcios erdsség valtozasa a savak éslb7éz?;)§1?anyagi mindségétdl fliggden ioncseréld
allofazisok esetén [73]
Jelenleg még nem tudjuk elméleti uton josolni, hogy adott rendszer esetén melyik funkcios
csoport tolt be meghatarozd szerepet a kiralis felismerésben, vagyis nem tudjuk, hogy
melyik ellenion (a protonalt bazis vagy a deprotonalt sav) jatszik fontosabb szerepet. Ezt az
Osszetett képet még tovabb arnyalja az a tény, hogy az ikerionos allo6fazisok szelektora
szintén ellen- ¢és kisérd ionként viselkedhet [72-74]. Ez azt jelenti, hogy az allofazison
kotott szelektor — a forditott fazisu elvalasztasokndal alkalmazott akiralis ikerionos
allofazisokhoz hasonléan — funkcids csoportjai révén atveszi a mozgofazisban oldott ellen-
, illetve kisérd ionok szerepét. A retencios viselkedéseket tekintve az ikerionos allofazisok
rovidebb retencios idokkel teszik lehetévé az analizist Osszevetve egy, csak az egyik
funkcids csoportot tartalmazd monoionos allofazissal. Ugyan a rutin analizisek soran nem

ajanlott sav és bazis adalékok nélkiil hasznalni az ikerionos kolonnakat, de mivel a
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szelektor kation- ¢és anioncseréld funkcids csoportokat egyarant tartalmaz, azok
tartom megjegyezni, hogy ez inkabb csak elvi lehetdséget jelent, nem biztositja a retencids
viselkedés korabban targyalt modon torténd szabalyozasat, raadasul sav és bazis modositok
hianyéaban valtozik az ionerdsség, csticskettdzddés és csticstorzulas 1éphet fel.

Mind a sajat, mind az irodalmi tapasztalatok azt mutatjadk, hogy a kisérd és az
ellenionok a fent elemzett 0sszetett hatdsok miatt bizonyos értelemben kiegyensulyozzak
egymast. Ez 4ll annak a hatterében, hogy ellentétben az egyféle ionos funkcids csoportot
tartalmazd anion- vagy kationcserélokkel, a kisérd és az ellenionok mindségének
valtoztatdsa nem okoz igazan jelentds valtozdsokat a kromatografids viselkedésben
ikerionos szelektorok esetén.

Ma mar gyakorlati okok miatt azzal is érdemes foglalkozni, hogy a felhasznalni kivant
eluensrendszer hasznéalhaté-e a tomegspektrometrids detektalassal. Amint az eluens
Osszetételének illetve az alkalmazott modositok hatasainak targyaldsabol kidertilt, az
ikerionos szelektorral rendelkezd allofazisok megfeleld oldoszerkompatibilitassal
rendelkeznek ¢s az alkalmazott sav és bazis anyagi mindségének nincs igazan jelentds
hatdsa az enantioszelektiv felismerésre. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy a targyalt
allofazisok az MS alkalmazésara épiild analizisek esetén is kivalo lehetdséget biztositanak

az enantioszelektiv elvalasztasokra.

5.1.1.2.3. Az ellenionok koncentraciojanak hatasa

A hagyomanyos kation- vagy anioncserélok esetén a retencid konnyedén mddosithato
alapulo retencios viselkedés leirasara leggyakrabban a sztdchiometrikus helyettesitési
modellt hivjak segitségiil [178-180], ami az ellenionok hatasat példaul kationcseréld esetén

az alabbi egyenleten keresztiil értelmezi:

nP"" + mX,A = nX,P+ mA"" (14)

ahol P"" az elvélasztandé iont, A" az elleniont, X a kationcseréld funkcids csoportot

jeloli. A modell azt josolja, hogy a retencids tényezd logaritmusa lineéris 0sszefliggésben

crer
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lgk = ngZ -Z lgcellenion (15)

K7 a rendszer allando, ceyenion az ellenionok oldatbeli koncentracidja, Z=m/n: az
elvalasztand6 ¢és az ellenion toltésének ardnya (un. effektiv toltés). A K allando a 16.
egyenletnek megfelelden kapcsolatban all az ioncserét leird egyensulyi allandéval (K), az
allofazison rendelkezésre allo ioncseréld helyek szamaval (g,) a feliilet nagysagaval (S) és

a mozgo6tazis térfogataval (V).

_ KS(q,)”
K, =22 (16)

m

Vagyis az Igk — lgceuenion fliggvény linedris Osszefliggést mutat, ahol az egyenes
meredeksége aranyos az ioncsere soran megjelend effektiv toltéssel, mig a tengelymetszet
az ioncsere egyensulyi allandojardl hordoz informéciot.

Azért, hogy mélyebb betekintést nyerjiink a retencids mechanizmus részleteibe, tobb
Elséként a DCL-RR és DCL-SS erds kationcseréld allofazisokon (5. abra) f-karbolin
analogokra (143-148) kapott eredményeinket tdrgyalom [E13]. A kisérletsorozatnal az
AcOH ¢és a TEA koncentracidjat rendre 50 mM-rol 400 mM-ig, illetve 25 mM-r6l 200
mM-ig noveltik, mig a sav-bazis ardnyt 2:1 értéken tartottuk, egyébként allando
koriilményeket alkalmazva. Eredményeink (18.A 4bra) kivaldo Osszhangban vannak a
sztochiometrikus helyettesitési modell altal josolt viselkedéssel, az elséként eludlodd
izomer retencids tényezdjének tizes alapu logaritmusa linedrisan csokken az ellenion

A vizsgalt modellvegyiileteknél (144, 146, 148) az egyenesek meredekségének
abszolutértéke mindkét erds kationcseréld allofazison egy koriil alakult (1,00-1,04),
ahogyan azt az emlitett modell alapjan varhatjuk. (Mind az ellenionok (protonalt TEA),
mind a protonalt f-karbolinok egyszeres toltésliek, igy a korabban emlitett effektiv toltés
értéke is egy kortiil kell legyen.) Hasonl6 eredményeket kaptak Hoffmann €s munkatarsai is

kiralis aminok elvalasztasanak vizsgalata soran erds kationcseréld allofazison [70].
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lgk; A Igk, B

0,5

m y=-0,713x+ 1,65
o y=-0,683x+ 1,40
A y=-0,703x+1,76
v y=-0,726x+ 1,42
* 3=-0,683x+ 1,80
14 16 18 2.0 22 24 1.4 16 18 20 22 24

lgerea [mM] lgcpa [MM]
18. abra

n y=1,036x+2,64 0.07

o y=-1,038x+2,64
A y=-1,024x+2,69

0,5

0,0

crer

tényezdjére (k;) hagyomanyos (monoionos) ioncseré¢ld allofazisoknal
Kromatografias koriilmények: kolonna: A: DCL-RR, B: ON-AX;, mozg6fazis: A: MeOH ¢és
AcOH (50 mM—400 mM) és TEA (25 mM-200 mM); B: MeOH/MeCN (75/25 v/v) és
FA (30 mM—240 mM) és TEA (15 mM—-120 mM); aramlasi sebesség: 0,6 mL perc ';
vegyiiletek: A:W: 144, ®: 146, A: 148;B:M: 15, @:12, A:3,V:17, .6

Ugyan abszolutértékben kisebb (0,7 koriili) meredekséggel, de szintén lineéris
kapcsolatot talaltunk az lgk; — lgcenenion fliggvényre anioncseréld (ON-AX és OD-AX)
allotazisokon a-aminosavak Fmoc-szarmazékaindl (I-19) [E15], ahol a véddcsoporttal
ellatott modellvegyiiletek nagyobb apolaritasa vélhetden mar szamottevd hatassal volt az
ioncserén alapuld retencids mechanizmusra, eltérést eredményezve az egy Kkoriili
meredekségtdl (18.B abra).

Fontosnak tartottuk annak a vizsgalatat, hogy vajon az ikerionos allofazisok
eltéroképpen viselkednek-e az elébbiekben targyalt hagyoméanyos, monoionos ioncseréld
allofazisoktol abban az esetben, ha az ikerionos allofazis — a vizsgalt mintdk monoionos
jellegének megtelel6en — csak monoionos modban miikddhet. Ennél a kisérletsorozatnal a
vizsgalt modellvegyiiletek aminohidroxamsavak voltak (118—119), melyek protonalhato
aminocsoportjuknak koszonhetéen kationként viselkedtek, vagyis ebben az esetben az
ikerionos allofazisokat kationcseréldé modban alkalmaztuk, az elacidhoz trietil-
ammoniumiont haszndlva ellenionként [E12]. (A hidroxdmsavak a megfeleld
karbonsavaknal lényegesen gyengébb savak, pK, értékiik vizes oldatban 8-9 koriil van
[181].) A ZWIx(-)™ és zwix(+)™ oszlopok alkalmazasa sordn az AcOH és a TEA
koncentraciojat rendre 25 mM-rol 200 mM-ra, illetve 12,5 mM-r6l 100 mM-ra
valtoztattuk, mig a sav-bazis aranyt 2:1 értéken tartottuk allando MeOH/MeCN (50/50 v/v)
arany mellett. Mind a ZWIX(-), mind a ZWIX(+) allofazisokon elvégzett méréseink azt
mutattak, hogy novekvd ellenion koncentracié hatasara csokkent a retencids tényezd
értéke, mig az lgk; — lgCeienion flggvények meredeksége abszolutértékben kifejezve a

ZWIX(-) esetén 0,5-0,6, a ZWIX(+) oszlopnal pedig 0,7-0,8 (19.A abra) volt.
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Eredményeink kivald Osszhangban vannak Lindner kutatocsoportjdnak korabban kozolt
tapasztalataival, miszerint bazikus modellvegyiiletek ikerionos all6fazisokon torténd
elvalasztasanal 0,5-0,8 kozotti meredekségeket hataroztak meg [74]. A vizsgalt vegyiiletek
korét tovabb bovitve, transz-paroxetin esetén (142) ZWIX(+), ZWIX(+A) és ZWIX(-)
oszlopokon 0,7-0,8 kozotti abszolutértékii meredekségeket hataroztunk meg kationcseréld
modban [E11].

Az ikerionos oszlopokat ikerionos modban, azaz ikerionos vegyiiletek elvalasztasara
alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy ZWIX(+) és ZWIX(-) oszlopokon ﬁj-aminosavaknél [65,
77] abszolutértékben 0,21-0,29 tartomanyban [E10], ZWIX(+), ZWIX(-), ZWIX(+A) és
ZWIX(-A) oszlopokon ciklusos f-aminosavaknal (86b, 106a, 88c, 108c, 91b) 0,20-0,34
tartomanyban [E14] valtoztak a meredekségek (19.B abra), ami jellegzetes kiilonbséget

mutat az ikerionos és a hagyomanyos ioncseréld allofazisok kozott.

lgk; A lgk, B

1,0 1.0 ,\’\*\‘
0.5
= y=-0,200x + 1,03

® y=-0,256x +0,96

* y=-0228x+1.23

v y=-0,240x + 0,82

00 A ¥=-0203x+0.85

1,0 1,2 14 16 1.8 2,0 10 12 14 1.6 1.8 2,0

lgc. .. [mM] lge Aco}; [mM]
19. abra

n y=-0,660x + 1,70
e y=-0,783x + 1,91
A y=-0,778x + 1,91
v y=-0,674x+ 1,67

0,54

TEA

crer

tényezojére (k;) ikerionos ioncseréld allofazisoknal
Kromatografias koriilmények: kolonna: A: ZWIX(+), B: ZWIX(-); mozgofazis: A: MeOH/MeCN (50/50 v/v)
és AcOH (25 mM-200 mM) és TEA (12,5 mM-100 mM), B: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és AcOH (12,5
mM-100 mM) és DEA (6,25 mM-50 mM); 4ramlasi sebesség: 0,6 mL perc ';
vegyiiletek: A: M:119b, ®:119d, A:118b,V:118d; B: m: 86b, ®: 106a, &: 88c, ¥: 108c, A: 91b

Erdemes kiemelni tehat, hogy az ellenionok koncentracioja az ikerionos allofazisok
esetén sokkal kisebb hatdssal van a retenciéra, mint a hagyoméanyos monoionos
ionkromatografias oszlopok alkalmazdsa soran; erre magyardzatként az 4llofazis
szelektormolekulainak kordbban emlitett ellenion hat4sa adhato.

A retencids tulajdonsagok mellett azt is érdemes alaposabban szemiigyre venni, hogy
az ellenionok koncentracidja hogyan befolydsolja az enantioszelektivitast. Eredményeink
okozott szamottevd valtozast az enantioszelektivitasban se a monoionos, se az ikerionos
allofazisoknal. Tapasztalataink szerint az egyes enantiomerek az ellenionok

koncentraciojanak  valtozasara egyforman reagalnak, vagyis az enantiomerek
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viselkedésében nincs jelentds kiilonbség az ioncsere folyamataban. Ebbdl kovetkezik, hogy
a masodikként eludlodd enantiomer retencids tényezdjének tizes alapu logaritmusat az
meredekségli egyenest kapunk, csak a tengelymetszetben (azaz a K, értékében) mutatkozik
kiilonbség. A vizsgalt ikerionos 4llofazisok jellemzdje tehat, hogy a retencios

crer

szelektivitas szdmottevoen megvaltozna.

5.1.2. A szerkezet-retenciés tulajdonsagok osszefiiggései ZWIX(+) és ZWIX(-)
ikerionos alléfazisokon

A tanulmanyozott vegyliletek valtozatos szerkezettel rendelkeznek, de minden esetben
atgondoltan ugy épiilnek fel, hogy a biologiai hatds és a molekulaszerkezet kozotti
kapcsolatok felderithetok legyenek. Ez a szerkezeti valtozatossag egyuttal lehetdséget
teremt a szerkezet ¢és a retencios tulajdonsagok kozotti Osszefliggések elemzésére.
Ikerionos allofazisok alkalmazasdval kozleményeinkben nagyszamu modellvegyiilet
vizsgélati eredményeirdl szamoltunk be, a terjedelmi korlatok miatt a kovetkezéekben
néhany kiragadott példan keresztiil kivanom bemutatni a fontosabb Osszefiiggéseket.
Ioncser¢ld tulajdonsagu allofazisoknal természetes kdvetelmény a modellvegyiiletek ionos
allapota; aminosavaknal a karboxil- és az aminocsoport biztositja a retencid szempontjabol
meghatdroz6 ionos kolcsonhatd helyeket, igy ikerionos szerkezetiik révén kivalo
lehetdségét biztositanak az allofazissal kialakuld kdlcsonhatasok tanulmanyozasara.

B*-Aminosavak (46—61) esetében (tobbféle eluensrendszer esetén is) azt tapasztaltuk,
hogy az alifds lanc hosszdnak ndvekedésével (46—49) a retencids tényezd kismértékii
valtozasa mellett a szelektivitas novekedett [E1]. MeOH/MeCN (50/50 v/v) és AcOH (50
mM) és TEA (25 mM) eluensrendszernél ZWIX(+) alléfazison példaul k;=6,93-7,38,
o=1,12-1,28 kozott, mig ZWIX(—) oszlopon k;=5,50-6,11, a=1,31-1,38 kozott valtozott.
Az elagazéast tartalmazoé alifas lanccal rendelkezd vegylileteknél (50, 51) kisebb
visszatartast és nagyobb szelektivitast észleltiink. Markans kiilonbség mutatkozott az 50 és
51 vegyiilet viselkedése kozott; az 50 vegyiiletnél észlelt nagyobb enantioszelektivitas
(ozwix+=1,50, ozwix=1,30) jelentdsen csokkent az 51 vegytiletnél (azwix+=1,18,
azwix~=1,20). Az egy metiléncsoporttal hosszabb lanc novelte a molekula ,,rugalmassagat”
€s apolaritasat nagyobb visszatartast eredményezve, de nem kedvezett a molekularis

felismerésnek. Altalanossagban elmondhaté, hogy az alifis szubsztituenst tartalmazo 3
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aminosavak (46—51) esetén az alkillanc novekedése kedvezden hatott a szelektorbol és a
modellvegyiiletbdl allo komplex képzddésére.

Az alkilszubsztituensek hatasanak mélyebb megértése érdekében /3>-aminosavak (62—
66) esetében tanulmanyoztuk az un. Meyer-paraméter és a kromatografids jellemzok
osszefliggését [E10]. (A Meyer-paraméter (V®) a szubsztituens méretét jellemzi,
mértékegysége nm’/molekula [182].) A 20. abra tanusiga szerint a Meyer-paraméter
novekedésével mindkét allofazison, mind PI, mind HO modban csokkent a retencio és
novekedett a szelektivitds. A nagyobb térkitoltésii szubsztituens tehat csokkentette a
visszatartdst és egyben kedvezett a kiralis megkiilonboztetésnek. Fontosnak tartom
megemliteni, hogy az elicids sorrendet nem befolyasolta a szubsztituens mérete, azaz a
tobbpontos kolcsonhatasokon keresztiil kialakuld kirdlis megkiilonboztetésben az

ionparképzddés meghatarozo szerepe érvényesiil.

T T T T T
0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

V* [nm*/molekula] V* [nm’*/molekula]
20. abra

A szubsztituens méretének hatasa a kromatografias jellemz6kre 3*-aminosavak esetén
Kromatografias koriilmények: kolonna: ZWIX(+) és ZWIX(—); mozg6tazis: PIM: MeOH/MeCN (50/50 v/v)
és AcOH (50 mM) és TEA (25 mM); HO: H,O/MeCN (10/90 v/v) és AcOH (50 mM) és TEA (25 mM);
aramlasi sebesség: 0,6 mL perc'; m: PIM—ZWIX(+), ®: PIM—ZWIX(-), A: HO-ZWIX(+),
V:HO-ZWIX(-), vegyliletek: 62, 63, 64, 65, 66

Az aromds gylirlit tartalmazé $*-aminosavak (52-61) térkitoltése nagyobb, szerkezetiik
merevebb. Adott eluensosszetételnél (MeOH/MeCN (50/50 v/v) és 25 mM TEA és 50 mM
AcOH) ZWIX(+) éllofazison tapasztalataink azt mutattak, hogy ezek a vegyiiletek az alifas
vegyliletekkel Osszevetve szamottevoen nagyobb retencios iddvel eludlodtak
(k1,zwixe+=8,73-12,07; ki zwix=6,18-9,73 ), de az észlelt enantioszelektivitas
(ozwixey =1,11-1,20; azwix+)=1,00-1,08) Iényegesen kisebb volt [E1]. A megndvekedett
visszatartas jol értelmezhetd a szelektor kinolin gytiriije és az aromds rendszerek kozott
kialakuld6 7—m kolcsonhatasokkal, de ezek a kolcsonhatasok nem névelték az

enantiomerfelismerd-képességet. A benzolgylirin elhelyezkedd metil- (53) vagy
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dimetilaminocsoport (54) nem befolyasolta szamottevden a kromatografias jellemzdket. H-
hid kolcsonhatasok kialakitasan keresztiil a klor (55), a hidroxilcsoport (56, 57) vagy az
éterkotésti oxigénatom (58) jelenléte ugyan nagyobb visszatartidst eredményezett, de ezt
altalaban nem kisérte a szelektivitas szamottevo ndvekedése. A visszatartas 61 vegyiiletnél
észlelt jelentés novekedése (k; zwiv+=12,07; ki zwix=9,73 ) a naftilgyiirQi jelenléte miatti
megnovekedett 7—x kdlcsonhatasokkal magyarazhato, de ezt ebben az esetben sem kisérte
a szelektivitas javulésa.

A f*-aminosavakhoz hasonldan az aromas gyfiriit tartalmazé °-aminosavak (70—72) is
hosszabb retencios idokkel eludlodtak (PI moédban k;=5,14-7,62), de itt nem volt jelentds a
szelektivitasban bekovetkezett csokkenés (a=1,10-1,60) a kinin ¢és kinidin alapu
allofazisokon [E10]. Az aromas rendszer az erdsebb z—m kolcsonhatasokon keresztiil
novelte az allofazissal kialakitott kdlcsonhatasokat, de nem eredményezett szamottevo
valtozast az enantioszelektivitisban. A benzolgyiirin elhelyezkedd szubsztituensek,
példadul a metilcsoport — helyzetétdl fliggetleniil (74, 75) — nem okozott szamottevd
valtozast a kromatografias adatok értékében. A fluor- és klortartamu vegyiileteknél (76,
77) a legtobb esetben mindkét kromatografias modban (PI, HO) és mindkét allofazison
kissé nagyobb visszatartast és szelektivitast tapasztaltunk, ami a H-hid kolcsonhatasok
elétérbe keriilésével értelmezhetd. A nitrogén-, oxigén-, kéntartalma vegyiileteknél (78—
84) csak kismértékii valtozasokat figyelhettiink meg a visszatartasban és a szelektivitisban
[E10]. A heteroatomok térbeli helyzete sztérikus hatdsokat indukalt; a kén- és az
oxigénatomok meta helyzetben (81, &83) nagyobb visszatartast és szelektivitast
eredményeztek, mint orfo helyzet (82, 84) esetén. Az orto helyzetli kén- és oxigénatomok
valoszintlileg a kiralis centrumhoz kozelebb elhelyezkedve sztérikusan gatolt helyzetben
vannak a H-hidas kolcsonhatasok kialakitdsdhoz. Itt is fontos kiemelni, hogy az elicios
sorrendet a fentebb emlitett szerkezeti valtozasok nem befolyasoltak, a kiralis felismerés a
korabbiakban elemzettel 6sszhangban jatszodott le.

Amint korabban emlitettem akkor hasonlithatunk 6ssze kromatografids rendszereket,
ha az alkalmazott koriilmények gyakorlatilag megegyeznek és a vizsgalt vegyiiletek a
lehetd legnagyobb szerkezeti hasonlosdgot mutatjak. Erre a célra kivalo lehetdséget
biztositott az izobar 3> és 3*-aminosavak kromatografias tulajdonsagainak meghatarozésa,
melynek eredményeit a 4. Tablazatban mutatom be [E7]. Allandé sszetételii eluenst
alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy a #*-aminosavak mindkét oszlopon hosszabb retencios
idovel elualodtak, azaz mind a kinin, mind a kinidin alapti szelektorokkal erdsebb

kolcsonhatast tudtak kialakitani, mint a 8° megfeleléik. A szelektivitas értékek Gsszevetése
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alapjan kijelenthetd, hogy az alifis szubsztituenseknél a f°-, mig az aromas
szubsztituenseknél a /#-aminosavak enantiomerei voltak elvalaszthatok nagyobb
szelektivitassal. A szubsztituensek kromatografias viselkedésre gyakorolt hatasat ebben az
esetben is a Meyer-paraméterrel fennall6 0sszefiiggés vizsgalatan keresztiil jellemezhetjiik.
A 21. abran bemutatott adatok alapjan kijelenthetd, hogy linearis 0sszefiiggés all fenn a

Meyer-paraméter ¢és a retencids tényezd, valamint a szelektivitas kozott.

4. Tablazat
Izobar 8- és 3-aminosavak kromatografias jellemz6i ZWIX(+) és ZWIX(-) oszlopokon

Vegyiilet il ?
ZWIX(+) ZWIX(-) ZWIX(+) ZWIX(-)
46 (5 3,12 3,46 1,10 1,28
62 () 2,69 2,91 1,05 1,31
47 (8 3,06 3,19 1,28 1,40
63 (%) 2,52 2,71 1,13 1,35
50 (5% 2,78 2,97 1,53 1,64
64 () 2,21 2,44 1,18 1,46
61 (%) 5,16 5,60 1,00 1,08
73 (%) 4,22 4,92 1,10 1,31
53 (8 3,92 4,27 1,03 1,12
75 (8% 3,26 3,59 1,10 1,36
55 (89 4,51 4,92 1,00 1,12
76 (5°) 3,82 4,39 1,14 1,35

Kromatografias koriilmények: kolonna: ZWIX(+) és ZWIX(-); mozgotazis: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és
AcOH (50 mM) és BA (25 mM) ); aramlési sebesség: 0,6 mL perc”'

3.5

| ]
- ]
3,0 1,44 A
v

0.03 0.04 0.05 0.06 0,03 0,04 0.05 0.06
a 3 3
V* [nm’/molekula] V* [nm’/molekula]

21. abra
A szubsztituens méretének hatasa a kromatografias jellemzékre izobar 57 és /8-
aminosavak esetén
kolonna: ZWIX(+) és ZWIX(—); mozgotazis: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és AcOH (50 mM) és BA (25 mM);
aramlasi sebesség: 0,6 mL perc’; m: P—ZWIX(+), ®: B~ZWIX(+), A: F—ZWIX(-),
V.3~ ZWIX(-); vegyiiletek: 5*: 46, 47, 50, 3*: 62, 63, 64
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A szubsztituens méretének ndvekedésével csokkend visszatartds ¢és novekvo
szelektivitas volt megfigyelhetd. A szubsztituens novekvd mérete vélhetéen sztérikusan
gatolja egyes kolcsonhaté helyekhez vald hozzaférést, csokkentve a nemszelektiv
kolcsonhatasokat €s a retenciot, de egyben noveli a kiilonbséget az egyes enantiomerek
szelektorral valo kdlcsonhatdsdban. Szerkezeti adataink birtokéban kijelenthetjiik, hogy az
alifis vagy aromés oldallancot tartalmazé aliciklusos /- és f3*-aminosavak ZWIX(+)
oszlopon altaldban nagyobb retencios idovel elualodtak, mint ZWIX(—) oszlopon, ellenben
a szelektivitasok forditva alakultak a két all6fazison.

A merevebb szerkezettel rendelkezd ciklusos -aminosavak (86—101) kromatografids
viselkedésének elemzésekor egyértelmii, altalanosan érvényes irdnyokat nehezebb
megfogalmazni [E2, E4, E8, E9, E14]. Ennek valoszinii oka a ciklusos f-aminosavak
jelentdsen eltérd szerkezete, amely erdsen befolyasolja a kromatografids viselkedést.

ZWIX(+) és ZWIX(—) allotazisokon a ciklusos f-aminosavak (8688, 91) és N-
metilezett szarmazékaik (106—109) 6sszehasonlitd vizsgalataval megallapitottuk, hogy az
amino- ¢s a karboxilcsoport helyzetét tekintve a transz-szarmazékok (86cd, 88cd, 89cd) az
esetek tobbségében nagyobb retencids idovel és nagyobb szelektivitassal elualodtak, mint a
cisz helyzetiiek (86ab, 88ab, 89ab) [E9, E14] (Fiiggelék, F1. Tablazat). A transz éallas
kedvezett a retencié szempontjabol meghatarozd kettds ionpar képzddésének, nagyobb
visszatartast ¢és szelektivitast eredményezve. A szabad aminocsoportot és N-metilezett
szarmazg€kait tartalmazo ciklusos f-aminosavak (86ab vs. 106ab, 87ab vs. 107ab, 88ab vs.
108ab, 88cd vs. 108cd és 91ab vs. 109ab) kromatografias viselkedését Osszehasonlitva
megallapithatjuk, hogy a metilcsoport jelenléte minden esetben jelentésen csokkentette a
retenciot és egyuttal szdmottevéen novelte a szelektivitast (F1. Tablazat) [E14]. A
metilcsoport beépitésével kialakulo merevebb szerkezet csokkentette ugyan az allofazissal
valo kolcsonhatast (kisebb k;), de segitette a kiralis megkiilonboztetést (nagyobb o). A
ciklusos f-aminosavak esetén a kettds kotés jelenléte a molekula polaritdsanak
megvaltozasan keresztiil befolyasolhatja a retencios viselkedést. A kettds kotést tartalmazo
szarmazékok — a varakozassal ellentétben — egy kivételtdl eltekintve (89ab) kisebb
retencios idovel és szelektivitassal eludlodtak, mint a telitett valtozataik (86ab vs. 87ab,
88ab vs. 89ab, 88cd vs. 89cd és 106ab vs. 107ab). Vélhetéen a polaris—polaris
kolcsonhatasok kisebb szerepet jatszanak ilyen koriilmények kozott az enantioszelektiv
elvalasztas soran.

Biciklusos f-aminosavak esetén a transz (92cd) és az exo-endo (93cd) helyzetben

elhelyezkedd funkcios csoportok egyértelmiien segitették a szelektorral kialakuld komplex
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képzddését, nagyobb retenciot ¢és ZWIX(+) alléfazison nagyobb szelektivitast
eredményezve (F1. Tablazat) [E4]. Az amino- ¢s karboxilcsoportok transz és exo-endo
helyzetben a cisz (92ab) ¢és diendo (93ab) helyzethez képest tavolabb helyezkednek el
egymastol, kedvezve igy a sztereoszelektiv kdlcsonhatdsok kialakuldsanak.

2-Aminociklopentan-karbonsavat metil- ¢és etilszubsztitudlt izoxazolingytriivel
kondenzalva nagy térkitoltésli, merevebb szerkezetli szdrmazékokhoz jutunk (86 vs. 102-
105) [E8]. Abban az esetben, ha az izoxazolin gytirijén elhelyezkedé metil- vagy
etilcsoport az aminocsoporthoz képest tavolabb helyezkedik el (102 vs. 104, 103 vs. 105) a
retencioban csokkenést, a szelektivitaisban novekedést tapasztaltunk (F1. Tablazat). Az
amino- ¢s a karboxilcsoport cisz és transz helyzetét figyelembe véve az alapul szolgalo 2-
aminociklopentan-karbonsav (86ab ¢és 86¢d) esetén egyértelmiien eldnyos a transz helyzet.
Az izoxazolingyuriivel kondenzalt szarmazékok koziil a 102 és 103 vegyiiletekre mindig,
mig a 104 és 105 [f-aminosavak esetén kevés kivételtdl eltekintve igaz, hogy a transz
helyzetli enantiomerek kisebb retencios idovel és nagyobb o értékkel rendelkeztek. A
metil- és etilszubsztituensek hatasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a metilszubsztitualt
analogok (102, 104 vs. 103, 105) erésebb kolcsonhatast tudtak kialakitani az allofazissal; a
nagyobb visszatartast altalaban nagyobb szelektivitas és felbontés kisérte. Az izoxazolin-
gytirivel kondenzalt 2-aminociklopentan-karbonsavak jol példazzék, hogy mar kis
szerkezeti valtozas is milyen jelentOst hatast fejthet ki a kiralis felismerésre kinin- €s
kinidin alapt ikerionos allofazisok esetén.

Monoterpénvazas f-aminosavak esetén (98—101) ismételten a cisz- és a transz-
izomerek Osszehasonlitdsara nyilik lehetdség. Tapasztalatunk szerint ezen vegytileteknél is
az amino- ¢és karboxilcsoportok transz helyzete (98cd vs. 98ab; 101ab) kedvezett a
retencio szempontjabol meghatarozo kettds ionpar képzddésének (F1. Tablazat) [E2].

Ciklusos f-aminohidroxamsavak (118, 119) szerkezeti jellemzdi kromatografias
adatokra gyakorolt hatasanak vizsgdlata soran megfigyeltiik, hogy a funkcios csoportok
diexo helyzete (118ab, 119ab) az ikerionos allofazis szerkezetétdl fiiggetleniil nagyobb
szelektivitast eredményezett a diendo (118cd, 119cd) helyzetii funkcios csoportokhoz
képest (F2. Tablazat) [E12]. A retencid kapcsan egyértelmii kovetkeztetések nem
fogalmazhatok meg. Emlitést érdemel még a kettds kotés befolydsold hatésa is.
Megfigyeléseink szerint a diendo helyzetben 1évé funkcids csoportot tartalmazd
vegylileteknél (119cd) a kettds kotés jelenléte mindkét kolonndn nagyobb k;, a és Rg
értekekhez vezetett. Ezzel ellentétesen a diexo helyzetben levd funkcids csoportot

tartalmazé izomereknél (I119ab) a kettds kotés jelenléte csak a ZWIX(—) oszlopon
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eredményezett nagyobb k;, a és Rgértékeket, ZWIX(+) kolonnan a kettds kotés jelenlétében
k;, a és Rs kisebbek voltak, hasonldéan a ciklusos f-aminosavaknal tapasztaltakhoz. Az
eddig targyaltakhoz hasonléan, vélhetden a molekula egészének szerkezete és a funkcios
csoportok elhelyezkedése a dontd a kiralis felismerés szempontjabol. A kettds kotés
indukalhat ugyan tovabbi, a retencid, illetve a felismerés szempontjabol fontos
kolesonhatésokat, de ennek hatdsa nehezen josolhato.

Ertékes szerkezeti hatasokat figyelhetiink meg az 1,2,3,4-
tetrahidroizokinolinszarmazékok (149-159) tanulmanyozasa soran (F3. Tablazat) [E6]. A
metoxicsoportok jelenléte (149 vs. 150, 154 vs. 155) ndvelte a retenciot €s a szelektivitast
mindkét oszlopon (155 nem volt elvalaszthatd ZWIX(—) allofazison). A sztérikus hatasok
mellett, ezekben az esetekben minden bizonnyal a H-hid segiti a szelektorral 1étrejovo
komplex kialakuldsat. Az alkilszubsztituens méretének novelése (150-153), ellentétben az
aliciklusos f-aminosavaknal tapasztaltakkal, ennél a vegyiiletcsoportnal nem kedvezett a
kiralis felismerésnek. Az alkillanc névekvé mérete valdszinli sztérikus gatldson keresztiil
kisebb k; ¢és a értékeket eredményezett. Az alifds szubsztituensen megjelend
hidroxilcsoport (150 vs. 156—158) erésen gatolta az allofazissal kialakuld kolcsonhatést,
jelentésen csokkentve k; és a értékét.

Megegyezd kromatografias koriilmények alkalmazasaval allandé szelektorszerkezetet
biztositva lehetdéség nyilik a szerkezeti analogiat mutatd vegyliletek kromatografias
viselkedésének tanulméanyozésara. Tapasztalataink alapjan kijelenthetd, hogy a szelektorral
kialakulo kolcsonhatasok erdsen fiiggenek a vizsgalt molekula szerkezetétdl, sokszor igen
kicsi szerkezeti valtozas is jelentds hatast gyakorol a kiralis felismerésre. Kinin és kinidin
alapt ikerionos all6fazisokon az alapvetd ionos kolcsonhatasok mellett a masodlagos
kolcsonhatasok (hidrofob—hidrofob, H-hid, 77, dipolus—dipdlus, sztérikus gatlas, stb.) is
fontos szerepet toltenek be. Adott vegyiiletcsoportnal érvényesnek talalt szerkezeti hatasok
nem minden molekulara terjeszthetok ki, azonban néhany korlatozottan érvényes altalanos
megallapitast az ikerionos all6fazisok jellemzd kolcsonhatasaira tehetiink:

i)  Aliciklusos 3~ és /3*-aminosavak esetén az alkillanc hosszanak névelése kedvezétlen
a visszatartasért felelés kolcsonhatasok szempontjabol (sztérikus hatéas), de
kedvezden hat a kiralis felismerésre (k; csokken, a nd). Alkillanccal szubsztitualt
1,2,3,4-tetrahidroizokinolin analdégok esetén a novekvd alkillinc kedvezdtleniil
befolyasolta a kiralis felismerést.

ii) Aromés rendszert tartalmazo aliciklusos f’- és f’-aminosavak 77z kolcsonhatés
révén erdsebb kolcsonhatast tudnak kialakitani az allofazissal, de ez a kolcsOnhatas
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nemszelektiv (k; nd, a csokken). Az aromés gylri —OCHj;, —OH, —O— (éter) és
halogén szubsztituensei H-hid kialakitdsdra képesek, a visszatartds nd, az
enantioszelektivitds valtozdsa nem kovet egyértelmii irdnyt. Metoxiszubsztitualt
1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-szarmazékok esetén a H-hid pozitiv hatdsa mind a
retencioban, mind a szelektivitaisban megmutatkozik. Az aromds gyirin 1évo
szubsztituensek helyzete szamottevd hatast fejt ki a kromatografids viselkedésre. A
fesziiltebb molekulaszerkezetet biztositd orto helyzetli szubsztiticid kisebb k; és a
értékeket eredményezett a meta helyzetii szubsztiticidhoz képest.

ii1) Ciklusos f-aminosavak esetén az amino- és karboxilcsoportok cisz vagy transz
helyzetben lehetnek. A fransz helyzet éltaldban kedvezObb az allofazissal vald
kolcsonhatés kialakitdsa szempontjabol, k; és a nagyobb. Biciklusos f-aminosavak
esetén az exo-endo ¢és a diexo elhelyezkedés kedvezObb a kirdlis felismerés
szempontjabol a diendo konfiguraciohoz képest.

iv) A kettds kotés jelenléte polaris kolcsonhatdsokon keresztiil befolyasolhatja a
visszatartast és a szelektivitast. A molekula és az allofazis szerkezete egylittesen
hatdrozza meg a kromatografias viselkedést, a kettds kotés modositd hatasarol
egyértelmii megallapitasokat nem lehet tenni.

v) Az ikerionos kinin és kinidin alapu allofazisokat dsszehasonlitva megallapithatjuk,
hogy altaldban a kinidin alapt allofazis szerkezete kedvezdbb a molekula-szelektor
komplex kialakitdsa szempontjabol, nagyobb retenciét és  szelektivitast

eredményezve.

5.1.3. Az elucids sorrend alakulasa kinin és Kinidin alapu allofazisokon

Az elucids sorrend megallapitasanak kiemelkedd fontossaga van a sztereoizomerek
elvalasztdsdban, mind a mindségi azonositds, mind a mennyiségi meghatirozas
megbizhatdsaga jelentdsen fligghet attdl, hogy a kisebb mennyiségben jelenlévd szennyezd
a fokomponens elétt vagy utan elualodik. Amint azt kordbban emlitettem a kinin és a
kinidin 6t kiralis centruméab6l harom konfiguracidja megegyezik, mig a kiralis felismerés
két molekula pszeudoenantiomer viszonyban all egymassal. Az anioncseréld tulajdonsag
ON-AX és QD-AX éllotazisokon véddcsoportot tartalmazd a-aminosavak esetén (1-19)
kettd kivételtdl eltekintve (11, 14) bizonyitékkal szolgaltunk az ellentétes elucios sorrendre
[E15]. Emlitést érdemel, hogy a vegyiiletcsoport esetén (I-19) az anioncseréld

tulajdonsdga  ON-AX kolonndn meghatarozott sorrenddel megegyezd sorrendet
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tapasztaltunk az ikerionos, szintén kinin alapi ZWIX(+) kolonnan, és az elucios sorrend
még SFC koriilmények kozott sem valtozott [E16]. Ehhez hasonldan a kinidin alapu OD-
AX és ZWIX(-) oszlopokon meghatarozott elicids sorrendek is megegyeztek [E17]. A
ZWIX(+) és ZWIX(—) oszlopokon kapott eredményeink sok esetben bizonyitottak a
pszeudoenantiomer jelleg érvényesiilését; a két oszlopon ellentétes elicios sorrend alakult
ki f-aminosavak [E1-E4, E7, E9, EI10, El14], szekunder aminosavak [ES5],
tetrahidroizokinolin analégok [E6], izoxazolinok [E8] és aminohidroxamsavak esetén
[E12]. Az ikerionos all6fazisok alkalmazaséval tehat egyszerlien az oszlopok cseréjét
kovetden (a kromatografias koriilmények szamottevd valtoztatasa nélkiil) lehetdség nyilik
az elacids sorrend megvaltoztatdsara, ami jelentds eldnyokkel jar, kiilonosen, ha kicsi
koncentracioban jelenlevé komponens mennyiségi meghatarozasa a feladat. Az ikerionos
allotazisok kationcseréld funkcids csoportot hordozéd alegysége (ACHSA) két kiralis
centrumot tartalmaz, igy a kinin ¢és kinidin alegységekhez kapcsolva elvileg nyolc
kiilonbozd szelektor kialakitasa lehetséges. Amint azt korabban emlitettem ebbdl kettd
kereskedelmi forgalomban van (ZWIX(+) és ZWIX(-)), mig masik kettd (ZWIX(+A4) ¢és
ZWIX(-A) ) kutatasi célokra szdmunkra elérhetd. (cisz-ACHSA beépitésével eddig nem

allitottak eld szelektort.) Az egyes allofazisok szetereokémiai kapcsolatat a 22. abran

mutatom be.
ZWIX (+) pszeudoenantlomerek ZWIX (-)
QN+(S,S)-ACHSA \ / QD+(R,R)-ACHSA
diasztereomerek diasztereomerek diasztereomerek
ZWIX (+4) »@enam®« ZWIX (-A)
QN+(R,R)-ACHSA QD+(S S)-ACHSA
22. abra

Az alkalmazott ikerionos szelektorok sztereokémiai viszonyai

A sztereoizomerek elicidés sorrendjét végsd soron a szelektor és az egyes
szetereoizomerek kozott kialakuld  kdlcsonhatdsok erdssége fogja meghatarozni.
Természetesen ez az abszolut konfiguraciok és a ,konformacios flexibilitds” altal
meghatarozott térbeli elrendezddés fiiggvénye lesz. A vizsgalt szelektorok az elacids
sorrend tanulmanyozasan keresztiil kivald lehetdséget biztosithatnak a kirdlis felismerés

szempontjabol meghatarozé kolcsonhatasok feltérképezésére. Az emlitett négy oszlop
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fontosabb fizikai paraméterei megegyeznek, igy az elucids sorrend vizsgalatan keresztiil
lehetdség nyilik a szelektorokat felépitd alegységek kirdlis felismerésben betdltott
szerepének jellemzésére.

A szelektort felépité alegységek retencids sorrendre kifejtett hatasat ciklusos /-
aminosav enantiomerek (86-88, 91, 106—109) elvalasztasa sordn kapott eredményeken
keresztiil mutatom be [El14]. A négy oszlopon tapasztalt elicios sorrendet allando
Osszetételli eluenst (MeOH/MeCN 50/50 v/v és 50 mM AcOH ¢és 25 mM DEA)
alkalmazva az S. Tablazatban adtam meg. Amint azt a 22. abran bemutattam, a ZWIX(+)
és a ZWIX(—), illetve a ZWIX(+A) és a ZWIX(-A) oszlopok egymassal pszeudoenantiomer

viszonyban allnak, mig minden més Osszevetésben diasztereomerek.

5. Tablazat
Ikerionos all6fazisokon tapasztalt elucids sorrend néhany f-aminosav enantiomer esetén

Sorrend
Vegyiilet
ZWIX(+) ZWIX(-) ZWIX(+A) ZWIX(-A)

86 a<b b<a b<a a<b
106 b<a a<b nm b<a
87 a<b b<a b<a a<b
107 b<a a<b nm b<a
cisz-88 a<b b<a b<a a<b
cisz-108 b<a a<b a<b b<a
transz-88 b<a a<b b<a a<b
transz-108 b<a a<b nm a<b
91 a<b b<a b<a a<b
109 b<a a<b a<b b<a

nm: Az adott eluensrendszerrel nem valtak el az enantiomerek.

Az 5. Tablazatban feltiintetett adatokbol kivaloan latszik, hogy az eliciés sorrend
minden esetben ellentettjére valtozik az egymassal pszeudoenantiomer viszonyban levo
allofazisokon. Frdemes kiemelni, hogy egyetlen kivételtdl (transz-88) eltekintve a
ZWIX(+) és a ZWIX(+A), illetve a ZWIX(-) és a ZWIX(—A) (transz-108 kivételével)
oszlopokon is forditott eluciés sorrendet tapasztaltunk, azaz a kationcseréld6 ACHSA

crcr

Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy az esetek tobbségében a vizsgalt f-
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aminosavaknal a kationcseréld funkcids csoport konfigurdcidja a meghatdrozo az
enantiomerek elucioés sorrendjének szempontjabol.

Magyarazatként elmondhatd, hogy a vizsgalati koriilmények kozott alkalmazott
savfelesleg kedvez az aminocsoport protonalodasanak, mig kevésbé kedvez a
karboxilcsoport deprotonaloddsdnak. Ennek megfelelden az anionos és kationos
kolcsonhatasok nem egyenld mértékben vesznek részt a kiralis felsimerés szempontjabol
meghatarozd  jelentéségli, a szelektorral atmenetileg képzddd  diasztereomer
kialakulasaban, igy a kationcsere folyamata lesz a meghatarozo.

Az elucidés sorrend targyaldsandl a szelektor szerkezeti jellemzdéi mellett az
elvalasztand6 enantiomerek szerkezeti sajatossagait is meg kell emliteni. Az
aminocsoporton metilezett enantiomerek elucios sorrendjét a nem metilezett aminosavak
enantiomerjeinek sorrendjével Osszevetve (5. Tablazat) kitlinik, hogy egyetlen kivételtol
eltekintve (a transz-88 és transz-108 enantiomerparok) a metilalas mindegyik vizsgalt
allofazis esetén forditott eliicids sorrendet eredményezett. Ez a kisérleti tapasztalat ravilagit
arra, hogy a vizsgalt vegyliletek szerkezetében bekovetkezd relative kicsi valtozas milyen
jelentds hatassal lehet a kiralis felismerés folyamatara. A metilcsoport beépitése révén
valtozik a molekula térkitdltése, H-hid kialakitdé képessége és az ioncsere folyamatokban
fontos szerepet betoltd bazikus karaktere. A kolcsonhatdsok modosuldsa révén
megvaltozhat a szelektorral kialakitott diasztereomer komplex stabilitasa, illetve képzodési
sebessége, végsd soron megfordulhat az enantiomerek elucios sorrendje.

Az eluciés sorrend elemzésénél érdemes roviden kitérni a megszokottol eltérd
viselkedés targyaldsara is. tramsz-Paroxetin (142) enantiomereinek elvalasztidsa soran
ZWIX(+A4) és ZWIX(-A) oszlopokon a korabbi targyalasnak megfeleléen forditott
sorrendet, mig ZWIX(+) és ZWIX(—) oszlopokon — meglehetdsen varatlan méddon —
megegyez0 sorrendet kaptunk. Az enantiomerek viselkedésének feltérképezésére
egylittmiik6dé partnereink segitségével in silico kisérleteket végeztiink nyolc virtudlis
enantiomer-szelektor rendszerrel, MeOH/THF (80/20 v/v) eluensben [E11]. Erdekes
modon a szimulacidval kapott eredmények az elvarasoknak megfeleld elicios sorrendet
josoltak, de nem voltak 6sszhangban a tapasztalattal. ZWIX(+) oszlopon a (—)-paroxetin
enantiomer kisebb REL értéke és a (+)-paroxetinnél erdsebb kolcsonhatasra utalé KH
értéke alapjan (+) < (—) sorrend lenne varhatd, ellentétben a tapasztalt (—) < (+) sorrenddel.
(A szamitas soran kapott KH értéke az egyes enantiomerek és az allofazis kozott kialakuld
kolcsonhatas erdsségét jellemzi, mig a REL értéke az egyes enantiomerek konformacids

energidjat mutatja a minimalis konformacids energiahoz képest.)
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A modellezéssel kapott eredmények és a tapasztalt elucids sorrend eltérése az in silico
szamitas korlataira vilagit rd. Ugyan az altalunk alkalmazott modell més, de hasonlonak
mondhat6 koriilmények kozott megfeleld josaggal irta le a tapasztaltakat [76, 183], mégis
kijelenthetd, hogy kisebb enantioszelektivitassal jellemezhetd -elvalasztasoknadl nem
minden esetben ad megfelelé eredményt. Természetesen fontos hangstulyozni, hogy az
Osszes tobbi esetben az alkalmazott modell megfelelden irta le a tapasztalt elucids
sorrendet.

Altalanossagban elmondhato, hogy az ikerionos allofazisok esetén a szelektor mindkét
ionos funkcids csoportja részt vehet a kiralis felismerés folyamatdban. Az egyes funkcios
csoportok kiralis felismerésben betdltott szerepe erdsen fiigg az elvalasztando vegyiiletek
szerkezetétdl ¢és az alkalmazott korilményektol, igy a kialakulo elucids sorrend a két
iranyitd csoport egyiittes hatdsan keresztiil valosul meg. Mivel a kromatografids
koriilmények valtoztatisa nem feltétleniil egyenld mértékben ¢érinti a felismerés
szempontjabol meghatarozd csoportokat, igy a felismerés folyamatdban betoltott szerepiik

¢s jelentdségiik valtozhat az alkalmazott koriillményekkel.

5.1.4. N-Fmoc-védett a-aminosavak sztereokémiai tisztasaganak meghatarozasa
Amint azt a tanulmanyozott modellvegyiiletek jelentdségének bemutatasanal
emlitettem, a peptidek szintézise sordn N-védett a-, - és jp-aminosavak szolgalnak
épitéelemkeént, ezért gyakorlati szempontbol kiilondsen fontos feladat a védett aminosavak
tisztasaganak jellemzése. Anioncseréld ON-AX ¢és (QD-AX kolonnak elvileg kivalo
lehetdséget kindlnak a peptidszintézisnél alkalmazott N-Fmoc-védett aminosavak (1-19)
kiralis tisztasdganak ellendrzésére. A kereskedelmi forgalomban kaphaté N-Fmoc-védett
aminosavakat, a modszerfejlesztést kovetden, MeOH/MeCN (75/25 v/v) és FA (30 mM) és
TEA (15 mM) mozgofazissal vizsgaltuk [E15]. Emlitést érdemel, hogy az elséként
eludlodd enantiomerek retencios tényezdi alig kiilonboztek a két oszlopon, mig az
enantioszelektivitds és a felbontas az esetek tobbségében a OD-AX oszlopon nagyobbak
voltak. Amint kordbban mar emlitettem a két oszlopon két kivételtol eltekintve (11 és 14)
ellentétes elucios sorrendet kaptunk a védett L- és D-aminosavak esetén. A két allofazis
pszeudoenantiomer jellege kivalo lehetdséget teremtett arra, hogy az allofazisok cseréjével
biztositani tudjuk, hogy a kisebb mennyiségben jelenlevé (szennyezd) enantiomer
elualodjon elsdként. Ezt a tulajdonsagot kihasznalva mddszeriinkkel 0,01%-ban jelenlevd
izomerszennyezést egyértelmiien lehet azonositani. Néhany, 0,01%-ban hozzaadott izomer

szennyezOt tartalmazoé minta kromatogramjat az F1. dbran mutatok be. Modszeriinkre
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részleges

teljesitményjellemzdket, melyeket a 6. Tablazatban soroltam fel.

validalast

kovetden

meghataroztuk a

6. Tablazat

fontosabb

analitikai

UV-detektalason alapuld részleges validalas soran kapott teljesitményjellemzok értékei
néhany védett a-aminosav esetén

érzékenység LOD LOQ

Vegyiilet [10"° L mol™] [pmol] [pmol]
ON-AX | OD-AX | ON-AX | OD-AX | ON-AX | OD-AX
3 32402 | 32+02 | 1,8+0,1 | 1,7+0,1 | 54+02 | 51+02
6 32+0,2 | 3,1+0,2 | 1,3+0,1 | 1,4+0,1 | 3,9+0,2 | 42+0,2
12 32402 | 32+02 | 1,2+0,1 | 1,3+0,1 | 3,6+02 | 3,9+02
15 35+0,2 | 36+0,3 | 1,1+0,1 | 1,2+0,1 | 3,6+0,2 | 3,3+0,2
17 33+02 | 35+02 | 1,1+0,1 | 1,0+0,1 | 33+02 | 3,0+02

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: MeOH/MeCN (75/25 v/v) és FA (30 mM) és TEA (15 mM);
aramlasi sebesség: 0,6 mL perc’l, detektalas: UV, A=262 nm
Megallapithatjuk, hogy az anioncseréld tulajdonsagt kinin és kinidin alapt allofazisok

kivalo  vélasztds lehetnek a  peptidszintézist megeldz6 védett aminosavak
(izomer)tisztasdganak ellendrzésére. A valtoztathatd elicios sorrend lehetdséget teremt a
kisebb mennyiségben jelenlevd szennyezd optimalis mennyiségi meghatarozasara és az

esetlegesen egyiittesen eludlodo egyéb szennyezések zavard hatdsanak kimutatésara.

5.1.5. A hémérséklet hatasa az enantioszelektiv elvalasztasokra

Az eluensben oldott anyag mozgdfazisbol az allofazisba torténd atjutasat kisérd
folyamat tipikusan exoterm, az entalpia csokkenésével jar. Az allofazissal kialakitott
kolcsonhatasok miatt csokken az oldott anyag szabadsagi fokainak széama, csokken az
entropia. Természetesen arrol sem szabad elfeledkezni, hogy a mozgoéfazisban oldott
komponens allofazison torténd megkdtddése sordn mind az oldott anyagot, mind a
szelektort koriilvevd szolvatszféraban is valtozasok kdvetkeznek be. Az oldészermolekuldk
kilépve a szolvatburokbol bekeriilnek a tombfazisba, hozzajarulva ezzel a bruttod
entropiavaltozashoz. (Altaliban feltételezheté, hogy az olddszermolekulak tobbsége a
tombfazisban van, a szolvatburkot alkot6 oldoészermolekuldk 1ényegesen kisebb szamban
vannak jelen, igy az emlitett hozzajarulds vélhetden igen kicsi.) A hdmérséklet valtozasa
jelentds hatdssal lehet a kolcsonhatd helyek elhelyezkedésére, vagyis a kialakuld

kolcsonhatasok erdsségére. (Az emlitett hatdsok mellett a mozgdfazis Osszetétele is
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befolyasolhatja a megkotddés folyamatat, ionos Osszetevok esetén pedig a disszocidcios
allando is jelentdsen fiigghet a hdmérséklettdl.)

Ha a kirdlis megkiilonboztetés mechanizmusaban nem kovetkezik be valtozas a
vizsgalt homérséklettartomanyban, akkor a retencid (a 7. egyenletnek megfelelden)
novekedni fog a hdomérséklet csokkentésével. A szelektivitdas homérsékletfiiggését
vizsgalva (a 9. egyenletnek megfelelden) csokkend hémérséklettel szintén nodvekedés
josolhato. A mozg6dfazisbol az allofazisba torténd atjutas termodinamikai értelemben akkor
lesz kedvezményezett, ha a negativ entalpiavaltozast nem haladja meg az entropiatag. Ilyen
un. entalpiavezérelt elvalasztasra jo néhany példat taldlhatunk a kirdlis elvalasztasok
irodalmaban, erre kozleményeinkben is tobb utalas taldlhatdé [E3-E14]. Az un.
entropiavezérelt elvalasztasok meglehetosen ritkdk, a jelenséget enantiomerek
folyadékkromatografias elvalasztasdnal elséként poliszacharid alapt all6fazisokon
figyelték meg [184]. Ertekezésemben szamos 1j példat mutatok be entropiavezérelt
elvélasztasokra olyan rendszerekben, melyek eddig nem voltak megfigyelhetdk [E1, E3—
E9, El11, E14].

A hoémérséklet meglehetdsen Osszetett modon képes befolyasolni a kiralis
elvalasztasokat, a retencids tulajdonsdgok ¢és az enantioszelektivitds akdr egy, akar
kiilonbdzd iranyba is valtozhat. Az ioncseréld tulajdonsagu allofazisok alkalmazéasa soran
novekvoé hémérséklettel négyféle viselkedési format tapasztaltunk:

1) csokkend visszatartas és csokkend enantioszelektivitds (tipikus viselkedés) [E3—
E14],
i1) csokkeno visszatartas és ndvekvo enantioszelektivitas [E1, E8, E9],
i11) novekvo visszatartas és csokkend enantioszelektivitas [E4—E6],
1v) novekvo visszatartas és novekvo enantioszelektivitas [E3, E4].
A megszokottol eltérd viselkedést (ii, iii €s iv) az aldbbiakban roviden, néhany

kiragadott példan keresztiil mutatom be.

5.1.5.1. Novekvo homérséklettel csokkeno visszatartas és novekvo
enantioszelektivitas

B*-Aminosavak (46-61) esetén MeOH/MeCN (70/30 v/v) és AcOH (50 mM) és TEA
(25 mM) eluensrendszernél azt tapasztaltuk, hogy ZWIX(+) oszlopon minden vizsgalt
vegyiilet kisebb visszatartassal, szelektivitassal és felbontassal elualédott a homérséklet
novelésének (—5-55 °C) hatésara [E1]. Ezzel ellenben ZWIX(-) oszlopon a homérséklet

novelésével ugyan kismértékben, de hatarozott iranyt kovetve novekedett a szelektivitas
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az 52, 53, 55 ¢és 61 vegyiletek esetén. A van’t Hoff-egyenlet alapjan szamolt

termodinamikai adatokat a 7. Tablazatban mutatom be.

7. Tablazat

/-Aminosavak néhany jellemz6 termodinamikai adata

Vegyilet | AAHI I mol} | A4S [Tmol 'KY | A(AG 9agu [kJ mol ']
A B A B A B
46 -1,0 -1,0 2,3 -1,6 -0,3 -0,6
51 -1,0 -0,3 2,2 -1,1 -0,4 -0,4
52 -0,9 0,1 2,6 1,4 -0,2 -0,3
53 -0,8 0,3 2,3 2,1 -0,1 -0,3
55 -1,4 0,3 —4.4 2,1 -0,1 -0,3
56 -0,8 —0,5 2,0 -0,6 -0,2 -0,3
61 - 1,2 - 4,6 - -0,2

Kromatografias koriilmények: kolonna: A: ZWIX(+), B: ZWIX(—); mozgofazis: MeOH/MeCN (70/30 v/v) és
AcOH (50 mM) és TEA (25 mM); dramlasi sebesség: 0,6 mL perc '

ZWIX(+) oszlopon mind a A(AH 9, mind a A(AS 9) értékei negativnak adodtak, A(AG 9
értékét az entalpiatag hatarozta meg, vagyis entalpiavezérelt folyamat volt a meghatarozo a
kinin alapu ikerionos all6fazison. Ezzel ellentétesen a ZWIX(—) oszlopon az 52, 53, 55 ¢és
61 vegyiiletekre mind a A(AH ), mind a A(AS9) értékei pozitivnak addodtak. Ezekkel a
vegyliletekkel a kinidin alapu szelektor a hémérséklet novelésével vélhetéen kedvezobb
konformaéciot felvéve erdsebb kdlcsonhatasokat tudott kialakitani. A(AG ©) negativ értékeit
az entalpiatagot meghaladd entropiatag hozzajarulasa biztositotta, igy a kinidin alapt
szelektoron az elvélasztas entropiavezéreltnek tekinthetd.

Izoxazolingytrtivel kondenzalt ciklusos [-aminosavak (102-105) kromatografias
adatainak homérsékletfiiggését a 10-50 °C tartomanyban elemezve megallapitottuk, hogy
egyetlen kivételtdl eltekintve (transz-105c¢d) minden esetben csokkent a retencids tényezd
a homérséklet novelésével mind a ZWIX(+), mind a ZWIX(-) oszlopon [E8]. Azonban a
csokkend visszatartdst néhany esetben novekedd szelektivitas kisérte; ZWIX(+) oszlopon a
103ab vegyiilet MeOH/MeCN (75/25 v/v) és AcOH (50 mM) és TEA (25 mM)
eluensrendszerrel, mig a 102ab vegyiilet MeOH/MeCN (75/25 v/v) és FA (50 mM) ¢és
TEA (25 mM) eluensrendszerrel, illetve  ZWIX(—) oszlopon a 104cd vegyiilet
MeOH/MeCN (75/25 v/v) és AcOH (50 mM) és TEA (25 mM) eluensrendszerrel novekvo

homérséklettel egyre nagyobb enantioszelektivitassal volt elvalaszthato. A szamolt
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termodinamikai adatok ezekben az esetekben is pozitiv A(AH) és A(AS) értékeket
mutattak (F4. Tablazat) [E8]. Erdekes modon ennél a vegyiiletcsaladnal ZWIX(+)
oszlopon kaptuk a kisebb A(AG ) értékeket, azaz a kinin alapt szelektor ezekben az
esetekben hatékonyabb kolcsonhatést tudott kialakitani, mint a kinidin alapt szelektor. Az
eddig emlitett temodinamikai adatokon kiviil szdmos esetben meghataroztuk az izoeluotrop
hémeérsékletet (7}5,), ahol is az entrdpia és az entalpia valtozasa kiegyenliti egymast, azaz
az enantioszelektivitas értéke 1,0 (9. egyenlet), vagyis a két enantiomer egyiitt elualodik.
Ez a valdsagban nem egy adott hdmérsékletet jelent, hanem egy homérséklettartomanyt,
ami altaldban kiviil esik a HPLC elvalasztasoknal tipikusan alkalmazott
hémérséklettartomanyon. A 103ab vegyiiletre szamolt T, érték ZWIX(+) oszlopon viszont
16 °C-on josolt egyiittes eliiciot. Amint azt a 23. dbran bemutatott kromatogramok
szemléltetik ebben az esetben az 5-20 °C hdmérséklettartomanyban az elacids sorrend

megfordult.

15°C 20°C |\b

: r y -
5 10 15 20 5 10

v v T T 1
15 20 5
t [perc] 5 10 15 20

t [perc]
23. abra
A homérséklet hatasa a 103ab enantiomerpar elvalasztasara

Kromatografias koriilmények: kolonna: ZWIX(—); mozgo6fazis: MeOH/MeCN (75/25 v/v) és AcOH (50 mM)
és TEA (25 mM); aramlasi sebesség: 0,6 mL perc '

t [perc]

Emlitést érdemel, hogy az elucidos sorrend hdmérsékletvaltozas hatdsara torténd
megforduldsardl igen kevés kozlemény tesz emlitést [94, 184-187], raadasul ezek a
kozlemények az  Aaltalunk  tapasztaltnal [E8, E32]  lényegesen  kisebb
enantioszelektivitasokrol szdmolnak be.

Ciklusos f-aminosavak (86—90) elvalasztasdnak homérsékletfiiggését vizsgalva
egyetlen esetben tapasztaltunk a szokésostol eltérd viselkedést: ZWIX(—) kolonnan a 86ab
enntiomerpar novekvd homérséklettel egyre kisebb visszatartdssal és egyre nagyobb
enantioszelektivitasssal volt elvalaszthatd MeOH/MeCN (25/75 v/v) és AcOH (50 mM) ¢és
TEA (25 mM) eluensrendszerrel [E9]. A szadmolt AAHS) ¢és A(AS9 értékek a

korabbiakban bemutatott modon alakultak; mindkét all6fazison negativ értékeket kaptunk
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minden vizsgalt vegyiiletre, kivéve a rendhagydé mddon viselkedd 86ab enantiomerpart,

amelynél mind a A(4H °), mind a A(AS 9 pozitivnak adddott (F5. Tablazat).

5.1.5.2. Novekvo homérséklettel novekvo visszatartas és csokkeno enantioszelektivitas

Szekunder a-aminosavak (20—45) esetén a —5-55 °C tartomanyban valtoztatva a
hémérsékletet vizsgaltuk a kromatografias jellemzok alakuldsat ZWIX(+) és ZWIX(-)
kolonnakon [ES]. ZWIX(+) oszlopon — a kordbban emlitettekhez hasonléan — a vizsgalt
vegyliletek egyetlen kivételtdl eltekintve (21ab) ,,megszokott moddon” viselkedtek;
novekvd homérséklettel csokkent mind a retencios tényezd, mind a szelektivitas. Ezzel
ellentétben ZWIX(—) oszlopon a hoémérséklet ndvekedésével valamennyi vizsgalt
vegyiiletnél novekvo visszatartast €s csokkend szelektivitast tapasztaltunk. Ezen szokatlan
viselkedés értelmezése kapcsan feltételezhetd, hogy a novekvd homérséklettel nagyobb
mértékben mehet végbe az elvalasztani kivant szekunder a-aminosavak
karboxilatcsoportjanak deprotonalddasa, igy a kinuklidin gytirli tercier aminocsoportjaval
kialakitott erésebb ionos kolcsonhatds megndvekedett visszatartast eredményezhet.
Hasonloan az el6zdekhez, a van’t Hoff-egyenlet (9. egyenlet) alapjan ebben az esetben is
meghataroztuk a fontosabb termodinamikai adatokat, melyeket az F6. Tablazatban
mutatok be. Ezeknél a vegyiileteknél a A(AH 9 értékei —3,0 és 1,1 kJ mol ™" kozott valtoztak
ZWIX(+), illetve —4,0 és —0,3 kJ mol™ kozott ZWIX(-) oszlopon. A A(AS9 értékeinek
valtozasa a A(AH°) értékeihez hasonldan alakult. Csakugy, mint kordbban, ezeknél a
vegyiileteknél is kisebb (negativabb) A(AG ) értékeket hatdroztunk meg ZWIX(-)
oszlopon, vagyis a kinidin alapu ikerionos szelektorral hatékonyabb kolcsonhatast tudtak
kialakitani a szekunder a-aminosavak.

1,2,3,4-Tetrahidroizokinolinszarmazékok  (149-159) bizonyos  esetekben a
hémérséklet ndvekedésével novekvd visszatartassal és csokkend szelektivitassal elualodtak
[E6]. Erdekes modon 10-50 °C hdmérséklettartomanyban ZWIX(—) oszlopon egyetlen
kivételtdl eltekinve (153) valamennyi vizsgélt vegyiilet hasonloan viselkedett, mig
ZWIX(+) oszlopon csak sziikkebb (10-30 °C) hémérséklettartomanyban tapasztaltunk
hasonlo viselkedést a 149, 150, 153, 155 és 157 vegyiileteknél. A tanulmanyozott o- és f3-
aminosavakhoz hasonloan itt is a ZWIX(-) oszlopon kaptunk kisebb A(AG <) értékeket.

Néhany jellemz6 termodinamikai adatot az F7. Tablazatban mutatok be.
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5.1.5.3. Novekvo homérséklettel novekva visszatartas és novekvo enantioszelektivitas
Monoterpénvazas ciklusos [-aminosavak (98-101) esetén 10-50 °C tartomédnyban
ZWIX(+) és ZWIX(—) kolonndkon kiilonb6z6 eluensrendszereket alkalmazva vizsgaltuk a
kromatografids jellemzok hoémérsékletfiiggését [E3]. Az esetek tobbségében novekvo
homérséklettel csokkend visszatartast €s szelektivitast tapasztaltunk. Ettdl eltéréen a 98cd,
99ab ¢s 101ab vegyiiletek ZWIX(—) kolonnan, MeOH/MeCN (50/50 v/v) és FA (50 mM)
¢s TEA (25 mM) elunsrendszerben novekvd hdémérséklettel nagyobb visszatartassal,

szelektivitassal és felbontassal elualodtak (24. abra).
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24. abra

A homérséklet hatdsa a kromatografias adatokra
Kromatografias koriilmények: kolonna: ZWIX(-); mozgofazis: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és FA (50 mM) és
TEA (25 mM); aramlasi sebesség: 0,6 mL perc™; vegyiiletek: M: 99ab, ®: 98cd, A: 101ab

Akirdlis elvalasztasok kapcsan tobb kozleményben is emlitenek hasonld
eredményeket [188, 189], mig kiralis vegyiileteknél meglehetdsen ritkdn; Matarashvili és
munkatarsai irtak le hasonlé szokatlan viselkedést poliszacharid alapt allofazison [184].
Erdemes kiemelni, hogy a szokatlan kromatografias viselkedést csak a ZWIX(~) kolonnan
észleltiik, és csak akkor, ha az ecleuns FA-t tartalmazott. Vélhetben a szolvatacios
folyamatok, illetve az &tmeneti komplex szerkezetének eltéré hdomérsékletfliggése
eredményezheti a tapasztalt szokatlan viselkedést. Amint azt kordbban megallapitottam,
ioncseréld tulajdonsagu allotazisoknal a vizsgalt molekuldk nagy tobbségénél a sav anyagi
mindsége nem befolyasolta szdmottevden a kromatografids viselkedést. Ebben az esetben
viszont az a tapasztalat, hogy egyébként alland6 koriilmények mellett AcOH-t alkalmazva
a retencids tulajdonsagok az ,,elvart” modon valtoznak, mig FA-t alkalmazva a visszatartas
homérsékletfiiggése jelentdsen megvaltozik, rairanyitva a figyelmet a kirdlis felismerés
mechanizmusénak Osszetett voltara. A rendszer viselkedésének mélyebb megértése végett
a kromatografias adatok hdmérsékletfiiggése alapjan termodinamikai adatokat szamoltunk
[E3], melyek koziil néhanyat a 8. Tablazatban mutatok be. Azokban az esetekben, amikor

a szelektivitas novekedett a homérséklet novekedésével mind a A(AH ), mind a A(AS )
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pozitivnak adodott. A nagyobb (pozitiv) A(AH ) és A(AS ) értékeket (ZWIX(—) esetén) a
szokatlan viselkedést mutaté 98cd, 99ab, 100ab és 101ab vegyiileteknél kaptuk (8.
Tablazat).

8. Tablazat
Monoterpénvazas ciklusos f-aminosavak néhany jellemz6 termodinamikai adata

Vegyilet | AAHI I mol} | A4S [Tmol K™Y | A(AG 9agu [kJ mol ']
A B A B A B
98ab 2,1 2,7 -5,6 -5,6 0,4 -1,0
98cd 0,9 1,0 3.4 4,3 0,1 0,3
99ab 0,5 2,2 1,9 8,7 0,1 0,4
100ab 0,5 -1,6 2,0 -2,7 0,1 0,8
101ab 0,7 3,9 22 13,9 0,1 —0,4

Kromatografias koriilmények: kolonna: A: ZWIX(+), B: ZWIX(—); mozgofazis: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és
FA (50 mM) és TEA (25 mM); dramlasi sebesség: 0,6 mL perc '

Ekkor az entropiatag nagyobb hozzéjaruldsa eredményezte a negativ szabadenatalpia-
valtozast. A két kolonna Osszevetése kapcsan kijelenthetd, hogy a ZWIX(—) allofazison
meghatdrozott negativabb AAG9) értékek egyértelmlien bizonyitottdk a kinidin alapt
oszlop adott koriilmények kozott érvényesiild jobb enantiomerfelismerd-képességét.

Hasonl6 szokatlan viselkedést tapasztaltunk biciklusos f-aminosavak (92, 93)
kromatografias adatai hdmérsékletfiiggésének vizsgalatakor [E4]. A MeOH/MeCN (50/50
v/v) és AcOH (50 mM) és TEA (25 mM) elunsrendszerben a 93cd novekvo homérséklettel
nagyobb visszatartassal, szelektivitdssal ¢és felbontdssal elualodott, de csak a ZWIX(-)
kolonnan. Az el6zdekben targyalt vegyiiletek viselkedésével teljesen analog modon itt is a
szokatlan viselkedést mutatd vegyiilet (93cd) esetén kaptuk a legnagyobb A(AH9) és
A(AS 9 értékeket (F8. Tablazat) [E4].

A termodinamikai jellemzOk elemzése ravilagit arra a fontos megfigyelésre, hogy
ugyan a két pszeudoenantiomer allofazis az esetek tulnyomod tobbségében nagyon
hasonloan viselkedik, de a hoOmérséklet valtozdsa nem ugyantgy hat a két oszlop
szelektorara. A kinin és a kinidin szolvatacids szféraja, illetve haromdimenzids szerkezete
eltér6képpen valtozik a hdmérséklettel, igy az enantiomerfelismerd-képességiik is masként
alakul. Természetesen arrol sem szabad megfeledkezni, hogy a hdmérséklet valtozasa az

elvalasztando molekulakra is hatassal lehet, azok szerkezetében, térbeli elrendezddésében
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is valtozdsok mehetnek végbe, melyek szintén beleszélhatnak a kirdlis felismerés
kialakulasaba.
Az ioncseréld tulajdonsaghi kolonnékkal kapott néhany jellemzd enantioszelektiv

elvalasztasra az F2.—F5. abrakon mutatok be példat.

5.2. Elvalasztasok makrociklusos antibiotikum alapu alléfazisokon
5.2.1. A mozgoéfazis alkotoinak hatasa az elvalasztasra
5.2.1.1. Az eluenst alkoto oldoszerek hatasa az elvalasztasra

Ahogyan azt kordbban is emlitettem, az enantioszelektiv elvalasztasok szédmos
kiilonb6zd kolecsonhatas kialakuldsan keresztiil valosulnak meg. A véltozatos szerkezeti
elemekkel rendelkezd makrociklusos antibiotikum alapu szelektorok alkalmazasakor a m—
n, dipolus—dipolus, H-hid, ionos koélcsonhatasok mellett a kosarszerii szerkezet jelenléte
miatt sztérikus €s tovabbi hatdsok fellépésével is szamolni kell. Az egyes enantiomerek a
kosar belsejében tobbek kozott hidrofob—hidrofob kdlcsonhatdsokon keresztiil képesek a
megfeleld illeszkedés kialakitasara. Az eluenst alkotd oldoszerek és egyéb adalékok
természetszerlileg hatassal lehetnek a szelektor és az elvalasztani kivant enantiomerek
kozott kialakuld kélesonhatasok milyenségére és erdsségére.

A mozgotazis Osszetételének hatdsat szdmos esetben vizsgaltuk makrociklusos
antibiotikum alapt all6fazisokkal végrehajtott enantioszelektiv elvalasztaskor [E18-E28].
Az alkalmazott alkohol anyagi mindségének hatasat elséként ciklusos mono- és dihidroxi-
J3-aminosavakkal (110-113) kapott eredményeinkkel mutatom be. A I1l1ab és a 112ab
vegyliletek esetén allando v%-os Osszetétel mellett valtoztatva az alkohol anyagi mindségét
(MeOH, EtOH, PrOH, IPA) vizsgaltuk a kromatografids adatok alakulasat [E21]. Mérési

eredményeinket a 25. abran mutatom be.

\ 3 B \
Y =

PrOH IPA PrOH IPA

25. abra
Az alkohol, mint eluens 0sszetevd anyagi mindségének hatdsa a kromatografias adatokra

Chirobiotic T2 oszlopon
Kromatografias korilmények: mozgofazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/alkohol (20/80 v/v);
aramlasi sebesség: 0,5 mL perc’l; vegyiiletek: A: 111ab, B: 112ab; X3k, E:0, EA: Ry;
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Ennél a kisérletsorozatnal allando térfogatszazalékos Osszetételt alkalmaztunk, igy az
alkoholok ndévekvé molaris tomegével csdkkent a molaris koncentracid. A retencios
tényezOkben az alkohol szénlancanak novekedésével megfigyelt ndovekedés igy két hatasra
vezethetd vissza; 1) az egyre nagyobb szénatomszamu alkoholok novelik az eluens
apolaritasat, ezaltal csokkentik a poléaris komponensek mozgofazisban vald oldhatosagat,
i1) a molaris tomeg ndvekedésével csokkend koncentracié viszont csokkenti az eluens
apolaritasanak novekedését. Erdekes modon az alkohol anyagi mindsége az
enantioszelektivitast szdmottevden nem befolydsolta, mig a felbontds valtozasara
altalanosan érvényes megallapitas nem fogalmazhaté meg.

Az eluensben alkalmazott alkohol anyagi mindségének hatasat Chirobiotic TAG
oszlopon is vizsgaltuk limonénvazas [-aminosavaknal (97) gy, hogy az alkoholok
(MeOH, EtOH, PrOH, IPA) alland6 molaris koncentracioban (0,25 M) voltak jelen [E28].
(Ez MeOH: 10, EtOH: 14,5, PrOH: 18,5, IPA: 19,1 v%-ot jelent.) A 26. abran a 97ab ¢és

97gh enantiomerparokkal elvégzett vizsgalatok eredményeit mutatom be.

N

k>0, R
e
N

N

0,5

0,0
MeOH

26. abra
Az alkohol, mint eluens dsszetevd anyagi mindségének hatasa a kromatografias adatokra

Chirobiotic TAG oszlopon
Kromatografias koriilmények: mozgofazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/alkohol (0,25 M);
aramlasi sebesség: 0,5 mL perc’l; vegyliletek: A: 97ab, B: 97gh; B3k, E:0, EA: Ry;

Ennél a rendszernél eredményeink azt mutattak, hogy a kiilonb6z6é anyagi mindségi
alkoholokat 4llandé moléris koncentracidban alkalmazva a retencids tényezd sokkal kisebb
mértékben valtozott, mint az elézdekben targyalt esetben. PrOH és MeOH alkalmazésakor
kaptuk a legkisebb illetve legnagyobb visszatartast, de az alkohol polaritasa nem hozhato
kozvetlen Gsszefiiggésbe a retencioval. Az enantioszelektivitds a 97ab vegyiiletnél 1,17—
1,19, a 97gh vegyliletnél 1,20-1,50 kozott valtozott. A legnagyobb felbontast PrOH
alkalmazaséaval kaptuk. Természetesen tovabbra is fontos hangsulyozni, hogy az eluenst

alkotd OsszetevOk hatasa az elvalasztani kivant enantiomerek szerkezetétdl is fiigg.
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A makrociklusos antibiotikum alapa all6fazisokat enantioszelektiv elvalasztasra
leggyakrabban RP ¢és PI médban szokas alkalmazni. Ilyen esetekben MeOH-t, vagy MeOH
¢s viz elegyét, mint polaris oldoszert, ionos adalékként bazist (pl. TEA), savat (pl. AcOH),
illetve sot (pl. trietil-ammoniumacetat, TEAA) hasznalnak. A moédszerfejlesztés soran
valamennyi esetben vizsgaltuk az eluens MeOH-tartalmanak hatésat az elvalasztasra [E18-
E28]. A Chirobiotic oszlopok tapasztalataink szerint a forditott fazisu koriilmények kozott
megszokottol eltérden viselkedtek, az eluens MeOH-tartalmanak novekedésével altalaban
nétt a vizsgalt komponensek visszatartasa. Erre egy példat a y-aminosavakon (139-141)
keresztiil mutatok be. A MeOH-tartalmat 10-90 v% tartomanyban valtoztatva vizsgaltuk a
kromatografias adatok alakuldsat Chirobiotic T és R oszlopon [E23]. Amint azt a 27. abra
mutatja a MeOH-tartalom ndvekedésével mindkét allofazison jelentdsen novekedett a
visszatartds, amit a korabbiakhoz hasonléan azzal értelmezhetiink, hogy a polaris

aminosavak kevésbé szivesen tartozkodnak az egyre apolarisabba valé mozgofazisban.
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27. abra

Az eluens MeOH-tartalmanak hatasa a kromatografias adatokra
Kromatografias koriilmények: kolonna: A: Chirobiotic T, B: Chirobiotic R; mozg6fazis: 0,1% TEAA
(pH=4,1)/MeOH (90/10-10/90 v/v); dramlasi sebesség: 0,5 mL perc’l; vegyiilet:139; B: k;, ®: o, A: R,

Szamottevd enantioszelektivitas (és felbontds) csak a Chrirobiotic R oszlopon alakult
ki 60 v% MeOH-tartalom felett, vagyis hidba voltak jelen mar kisebb MeOH-tartalomnal a
visszatartasért felelds kolcsonhatasok, a szolvatacids viszonyok valtozasa sziikséges volt
ahhoz, hogy az allofazis enantiomerfelismerd-képessége l1étrejohessen.

Tobb esetben is a fentiektdl kismértékben eltérd viselkedést tapasztaltunk, a MeOH-
tartalom novekedésével minimumot ért el a retencids tényez6 értéke [E20, E22, E24-E26,
E28]. A 28. abran ilyen U alakt gérbére mutatok be néhany példat [E26]. Ez a viselkedés
nagyobb hidrofobicitasu vegyiiletekre volt jellemzé (pl. aromas, ciklusos illetve biciklusos
f3-aminosavak [E20, E22, E28, E26], monoterpén [E24] és izoxazolin analdégok [E25]), igy
magyarazatként feltételezhetd, hogy a hidrofob—hidrofoéb kdlcsonhatdsok jelentsebb
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szerepet jatszanak a vizsgalt vegyiiletek visszatartdsaban. A kisebb MeOH-tartalmu
eluensekben (tipikusan MeOH < 40 v%) tapasztalt retenciondvekedés vélhetden a szelektor
,,zsebében” kialakuld hidrofob—hidroféb kolcsonhatasokra vezetheto vissza. Ezek a
kolcsonhatasok nagyobb MeOH-tartalomnal méar csak kisebb mértékben szélhatnak bele a
retencios viselkedésbe. Nagyobb MeOH-tartalmaknal (a PI mdédhoz kozelitve) inkabb a

dipdlusos ¢és az ionos kdlcsonhatasok keriilnek eldtérbe.
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28. abra

Az eluens MeOH-tartalménak hatdsa a kromatografias adatokra
Kromatografias koriilmények: kolonna: A: Chirobiotic T, B: Chirobiotic TAG, C: Chirobiotic R;
mozgbfazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (90/10-2/98 v/v); ramlési sebesség: 1 mL perc ';
vegyiilet: A és B: 93ab; C: 92ab; B: k), ®: o, A: R,

A retencids gorbe alakja, minimumdnak helye fligg az elvalasztandé komponens
szerkezetétdl és az alkalmazott allofazistol is. A MeOH-tartalom ndvekedésével az esetek
tobbségében kisebb-nagyobb mértékben mind az enantioszelektivitas, mind a felbontés
novekedett.

A fentiektdl szamottevoen eltérd viselkedést tapasztaltunk f-laktdmszarmazékok
esetében (132-138) [E18]. Mind a Chirobiotic T, mind a TAG oszlopon forditott fazisu
viselkedést tapasztaltunk, az eluens novekvé MeOH-tartalmaval jelentésen csokkentek a
retencios 1idok. A polarisabb aminosavaktol vald eltérd viselkedésre magyarazatul a f3-

laktamszarmazékok hidrofobabb karaktere mellett a sztérikus hatasok fellépése szolgalhat.

5.2.1.2. Az eluens pH-janak hatasa az elvalasztasra

Mind a makrociklusos antibiotikum alapti szelektorok, mind a vizsgalt vegyiiletek
rendelkeznek ionos vagy ionizalhato funkcids csoportokkal. A teikoplanin ionos jellegét
egy karboxilcsoport (pK~2,5), illetve egy primer aminocsoport (pK~9,2) biztositja. A
vizsgalt aminosavak hasonlé pK értékekkel rendelkeznek, igy az alkalmazott pH-
tartomanyban (pH=3-7) mind a szelektor, mind az aminosavak ikerionos szerkezetet

vesznek fel. Az eluens pH-janak elvalasztisra gyakorolt hatasat vizsgalva értékes
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informaciokat nyerhetliink az enantioszelektiv elvalasztds mechanizmusarol. Az eluenst
alkotd vizes fazis pH-janak hatasat tanulményoztuk Chirobiotic T [E24], T2 [E21] és TAG
[E24, E27] oszlopokon. Mindegyik vizsgalt oszlopon azt tapasztaltuk, hogy a vizes fazis
pH-janak csokkentésével novekedtek a retencios tényezdk. Chirobiotic T oszlopon hasonlo
eredményrdl szamoltak be Armstrong és munkatarsai is [190].

A retencid6 pH csokkentésével tapasztalt novekedése kivaldan jelzi, hogy a
makrociklusos antibiotikum alapu szelektorok esetén milyen fontos szerepet jatszanak az
elektrosztatikus kiilcsonhatasok. Egy limonénvazas fs-aminosav (97) enantiomerei esetén
az eluens pH-janak hatasat ugy vizsgaltuk, hogy a nagy viztartalmi mozgédfazisban a
szerves modositdé hozzaadasat kovetéen pH-mérd alkalmazéasa mellett allitottuk be a pH-t
[E28]. Az igy kialakuld ,,aktualis” pH hatasat a 29. abran szemléltetem. A bemutatott
adatok alapjan elmondhat6, hogy a szelektivitas és a felbontés tobb esetben is maximumot

ért el a vizsgalt pH-tartomanyban.
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29. abra

Az eluens pH-janak hatasa a kromatografias adatokra Chirobiotic T oszlopon
Kromatografias koriilmények: mozgofazis: 0,1% TEAA (pH=3-6)/MeOH (90/10 v/v);
aramlasi sebesség: 0,8 mL perc'l; vegyilet: A: 97ab, B: 97gh; B: k;, ®: o, A: R;

A pH csokkentése tehat a visszatartasban jelentds szerepet betoltd ionos
kolcsonhatasok erdsodésén keresztiil megnovekedett retencids idoket eredményezett, de
amint azt mar kordbban targyaltam, ezek a kolcsonhatasok tobbségiikben nemszelektivek,
igy az enantiomerek megkiilonboztetésére nem gyakorolnak feltétleniil pozitiv hatast. Az
eluens pH-janak valtoztatasa mind a szelektor, mind az elvalasztani kivant vegyiilet
ionizaltsagat befolyasolhatja, igy mind a retencidos viselkedésre, mind az

enantioszelektivitas kialakulasara jelentds hatassal lehet.
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5.2.1.3. Az ellenionok koncentraciojanak hatasa

Az ioncseréld tulajdonsagu allofazisok targyaldsanal részletesen bemutattam az eltcio
szempontjabol meghatarozé szerepet betdltd ellen- és kisérd ionok hatasat. Az elédzéekben
lattuk, hogy a makrociklusos antibiotikum alapu all6fazisoknal is fontos szerepet jatszanak
az ionos kolcsonhatasok, hiszen ezek a szelektorok is tartalmaznak ionos funkcids
csoportokat. Fontosnak tartottuk annak a kérdésnek a tisztazasat, hogy ezeknél az
allotazisoknal a korabban mar targyalt helyettesitési modell vajon megfeleld josaggal irja-e
le a tapasztalt viselkedést. A kérdés eldontésére Chirobiotic TAG oszlopon MeOH-t
valamint AcOH-t és TEA-t 1:1 aranyban, de kiilonb6z6 koncentracioban (0,01/0,01,
0,025/0,025, 0,05/0,05, 0,1/0,1 and 0,2/0,2 v/v) tartalmazo eluenst alkalmazva vizsgaltuk a
97 vegyiilet kromatografias jellemzdinek alakulasat [E28]. A 30. abran bemutatott adatok
elualodo enantiomer retencids tényezdjének tizes alapu logaritmusa kozott megfeleld

josaggal (R*>0,98) leirhato linearis kapcsolat 4ll fenn.
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30. abra

crer

tényezdjére Chirobiotic TAG éllofazison
Kromatografias koriilmények: mozgofazis: MeOH és AcOH/TEA (0,01/0,01-0,2/0,2 v/v);
aramlasi sebesség: 0,8 mL perc’l; W:97a,@:97d, A:97¢, V:97g

Az lgk; — lgc egyenesek meredeksége (abszolut értékben 0,05-0,26) az ikerionos
allofazisokon ikerionos vegyiileteknél tapasztalt meredekségekhez hasonloan alakult a
vizsgalt teikoplanin aglikon szelektoron.

A makrociklusos antibiotikum alapu szelektorok multimodalisak, RP, NP, PO ¢és PI
moédozatban egyarant haszndlhatok. Forditott fazist koriilmények kozott a szelektor
,»Zsebét” vizmolekuldk toltik ki, a hidrofob—hidroféb kdlcsonhatasok meghatarozoak a
visszatartds szempontjabol. Polaris ionos moédozatban a protikus, de kevésbé polaris

MeOH-lal helyettesitve a vizet, a hidroféob—hidrofob kolcsonhatdsok visszaszorulnak, az
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ionos kolcsonhatasok  keriilnek elétérbe. Az  alkalmazott koriilmények  kozott
(sav:bazis=1:1) mind a szelektor, mind az aminosav ikerionos szerkezettel jellemezhetd, az
ellentétes toltést funkcids csoportok kozott kialakuld ionos kdlesonhatasok meghatarozé
szerepet toltenek be a retencioban. Ilyen koriilmények kozott az ioncseréld tulajdonsagu
novelése csokkend visszatartast eredményez. A kiralis felismeréshez természetesen tovabbi
(szelektiv) kolcsonhatasok kialakulasa is sziikséges, ezeket a makrociklusos antibiotikum

szelektor egyéb kolcsonhatoi helyei tudjak biztositani.

5.2.1.4. A cukoregységek hatasa

A makrociklusos antibiotikum alapu oszlopok ko6zott a teikoplanin €s a teikoplanin
aglikon szelektorok rendelkeznek a legszélesebb kort felhasznalassal. Amint azt a 2.4.10.
fejezetben targyaltam a két szelektor egymastol a cukor egységek meglétében kiilonbozik.
Allando Osszetételli mozgodfazis alkalmazasaval a kromatografidas adatok Osszevetésén
keresztiil értékes informaciokat nyerhetiink a cukoregységek elvalasztdsban betoltott
szerepérol.

A szénhidrategységek hatdsat termodinamikai oldalrol a [A(AG )tac — A(AG )7]
kiilonbséggel jellemezhetjiik, ahol AAG 9)rac a teikoplanin aglikonon, AAG9)r a
teikoplanin szelektoron adott enantiomerparra szdmolt szabadentalpia-valtozés kiilonbsége.
A negativ [A(AG)tac — AAG)r] érték azt jelenti, hogy az adott sztereoizomer
elvéalasztdsa kedvezébb a teikoplanin aglikon szelektort tartalmazo allofazison, mig a
pozitiv érték a szénhidrategységeket tartalmazo teikoplanin allofazison vald hatékonyabb
elvalasztasra utal. A 31. abran néhany - és ’-aminosav esetére szamolt [A(AG Irac —
A(AG 97] értékeket mutatok be [E20, E22].

Altalanosan kijelenthet6, hogy a szelektorhoz torténé hozzaférés soran a 3°-aminosav
enantiomerek legtobbjének a teikoplaninon 1év0 szénhidratcsoportok sztérikus gatat
jelentenek, csokkentve ezaltal az elvalasztas hatékonysagat. Ez a sztérikus gétld hatas a
teikoplanin aglikon esetében nem érvényesiil, emellett a két fenolos és az egy alkoholos
hidroxilcsoport szabadda valdsa nodvelheti az aminosavakkal kialakitott kolcsonhatasok
szamat, illetve erdsségét. Hasonld kovetkeztetésre jutottak Péter és munkatdrsai o-

aminosavak vizsgalata esetén [191].

89



dc_1479 17

A(AG"),, ~A(AG") =0

A(AG),, ~A(AG") =0

Vegyiiletek
3

L T T
0.8 -0.6 0.4 -02 0.0 0.2
AAGO),1-AAG?), kI mol”

31. abra
A szénhidrategységek hatasa teikoplanin ¢és a teikoplanin aglikon szelektorokon

végrehajtott elvalasztaskor 7~ és 3°-aminosavak esetén
Kromatografias koriilmények: mozgofazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (30/70 v/v);
aramlési sebesség: 0,5 mL perc’’

Feltételezhetéen az oldallanc eltéré helyzetébsl adodéan f3-aminosavak esetén a kiralis
szénhidrategységekkel vald kolcsonhatas eldsegiti a kiralis felismerést, igy ezen
vegylileteknél a teikoplanint tartalmazd Chirobiotic T illetve T2 oszlop hatékonyabb az
aminosavakon 1év6 oldallanc mindségétdl fiiggetleniil. f-Laktamok [E18, E19], ciklusos /3-
aminosavak ¢és szarmazékaik [E19, E21, E24, E28], yp-aminosavak [E23],
izoxazolingytriivel kondenzalt [-aminosavak [E25] esetén is az esetek talnyomd
tobbségében a teikoplanin aglikon szelektor biztositott hatékonyabb felismerést. A
szénhidrategységek enantioszelektivitas kialakuldsadhoz valo hozzajarulasat vizsgalva tehat
kijelenthetd, hogy eredményeink a korabbi tapasztalatokat megerdsitve azt mutatjak, hogy
a cukorrészek Osszetett szerepet tdltenek be az enantiomerek felismerésének folyamataban.
Egyrészt elfedve a makrociklusos tregeket, illetve az elektrosztatikus kdlcsonhatasok
kialakitdsara képes amino- ¢€s karboxilcsoportokat gatolhatjdk a kirdlis felismerést,
masrészt viszont a cukorrészeken levo kiralitascentrumok és tovabbi kdlcsonhatasokat (pl.
hidrogénkotést) kindlo csoportok jelenlétével segithetik a kirdlis megkiilonboztetést.

Amint azt a 2.7. fejezetben targyaltam, a retencids tényezo szelektiv és nemszelektiv
OsszetevOk Osszegeként adhato meg (11. és 12. egyenlet). Enantiomerek esetén
feltételezhetjiik, hogy a két enantiomer az allofazissal ugyanolyan (mindségii és erdsségii)
nemszelektiv kdlcsonhatést alakit ki, igy a két retencids tényezd kiilonbsége a szelektiv

kolcsonhatasokrol hordoz informaciot [192].
Ak=k2_k1 = (knsz + ksz2) _(knsz + kszl)= kszZ_ kszl 17
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Nagyfoku szerkezeti hasonlésigot mutatd 3°-aminosavak esetén kiilonbozéképpen
rogzitett teikoplanin (7 és 72) és teikoplanin aglikon (7AG) allofazisokon a 17.
egyenletnek megfeleléen szamoltuk a retencids tényezdk kiilonbségét [E22]. Egy adott
eluensosszetételnél [0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH=30/70 (v/v)] k; értéke a 46-57
vegyliletekre Chirobiotic T oszlopon 2,07-2,60, T2 oszlopon 1,63-2,14, mig TAG
oszlopon 3,40-4,60 kozott valtozott utalva arra, hogy a nemenantioszelektiv
kolesonhatasok erdssége a vegyliletek homologsoran beliil viszonylag allando. (Az 58 és
60 vegyliletek k; értéke kissé¢ nagyobbnak adddott.) Amint azt a 32. abra szemlélteti a
teikoplanin szelektorral rendelkezd Chirobiotic T és T2 oszlopokon hasonld Ak értékeket
kaptunk. A szelektor rogzitési modozata, illetve a hordozo eltérd porusmérete nem
befolyéasolta igazan jelentésen a szelektiv kolcsonhatasok alakulasat. FErdemes azt is
kiemelni, hogy a homologsort alkotd vegyiiletek hasonldé mdodon kétdédnek a szelektorhoz,
a szerkezeti valtozasok nem okoznak jelentOs eltérést a szelektiv kolcsonhatasokban, a Ak
értékek hasonldan alakultak. Sokkal nagyobb Ak értékek voltak megfigyelhetok a
Chirobiotic TAG oszlopon, ¢és ezek molekulanként egymdashoz képest is nagyobb

mértékben valtoztak.

Ak A Ak B Ak C
2,57
0,64 0,64
2,01
044 0.4 1,51
1,01
02+ 02+
05
0,0 0,0 0,01
46 47 48 49 50 51 52 56 57 58 60 46 47 48 49 50 51 52 56 57 58 60 46 47 48 49 50 51 52 56 57 58 60
Vegyiiletek Vegyiiletek Vegyiiletek
’
32. dbra

Szelektiv kdlcsonhatasok alakuldsa 3*-aminosavak esetén
Kromatografias koriilmények: kolonna: A: Chirobiotic T, B: Chirobiotic T2, C: Chirobiotic TAG
mozgo6fazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (30/70 v/v); aramlasi sebesség: 0,5 mL perc’!

Az enantioszelektiv és a nemenantioszelektiv kolcsonhatasok hozzajarulasat a
retenciohoz a Ak/k; hanyadoson keresztiil is vizsgalhatjuk (33. abra). A 3°-aminosavak
esetén mindharom kolonndn a 46, 47 ¢s 50 molekuldk mutattdk a legkisebb Ak/k; értéket,
vagyis a nemenantioszelektiv kdlcsdnhatasra jutd enantioszelektiv hozzajarulas viszonylag
kicsi, mig az 51, 52, 57 és 60 vegyiiletek esetén nagyobb szerepet kapnak a szelektiv

kolcsonhatasok, melyek nagyobb enantioszelektivitasban is megmutatkoztak [E22].
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33. abra

Szelektiv kdlcsénhatasok alakuldsa 3*-aminosavak esetén
Kromatografias koriilmények: kolonna: A: Chirobiotic T, B: Chirobiotic T2, C: Chirobiotic TAG;
mozgo6fazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (30/70 v/v); aramlasi sebesség: 0,5 mL perc’

Az azonos kiralis szelektorral rendelkezd Chirobiotic T és T2 oszlopokon a Ak/k;
értékek hasonloak voltak, bar a Chirobiotic T esetén kicsit nagyobbak. A Chirobiotic TAG
oszlopon ez a hanyados mar jelentésen nagyobb volt, és emellett a Ak/k; értékek is
nagyobb mértékben valtoztak az egyes molekuldkra nézve. A kiilonb6z6é Ak és o értékek,
melyeket az 52, 56 és 57 vegyiilet esetében tapasztaltunk a Chirobiotic TAG oszlopon,
valoszintileg sztérikus okokkal magyardzhatok. Az 56 ¢s 57 molekuldn 1évé —OH-csoport
sztérikusan gatolja vagy éppenséggel eldsegiti a molekula és a szelektor kozott kialakulo
H-hid kolcsonhatdst, és ezaltal segitheti vagy akaddlyozhatja a kirdlis felismerést.
Mindhérom kolonnan a legnagyobb retencids tényezd kiilonbségeket azok a vegyliletek
adtak, melyek egy aromds gytirtivel ¢és egy tovabbi —OH, C,Hs—O- vagy —O-csoporttal
rendelkeznek, igy képesek 7, H-kotés, dipdlus—dipodlus, illetve hidrofob kolcsdnhatas

kialakitasara az allofazissal.

5.2.2. A szerkezet—retencios tulajdonsagok osszefiiggései Chirobiotic allofazisokon

A makrociklusos antibiotikum alapti all6fazisok enantiomerfelismerd-képességét
alapvetden befolydsolja az elvalasztand6 molekula azon sajatsdga, hogy miként tud
illeszkedni a kiralis szelektor kosaraba. A hidrofob zsebbe valo illeszkedés mellett a 7=, a
dip6lus—dipdlus, a H-hid, az elektrosztatikus kolcsonhatasok és a sztérikus gatlas jatszik
donto szerepet.

f3-Laktamok (132-138) forditott fazisu koriilmények kozotti vizsgdlata soran azt
tapasztaltuk, hogy az aromds gytirin végrehajtott metil-, Cl- vagy Br-szubsztitacié mindkét
allotazison ndvelte a retenciot [E18]. A retencid novekedését azonban nem feltétlentil
kisérte hatékonyabb elvalasztas (F9. Tablazat). A CI atom helyzetének valtozéasa (135—
137) jelentds hatast gyakorolt a retencids tulajdonsagokra; a para helyzet (137), kedvezve

az enantiomerfelismerés kialakuldsdnak, eredményezte a legnagyobb enantioszelektivitést
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¢s felbontast (F9. Tablazat). A T és TAG oszlopokat Osszevetve elmondhatd, hogy az
aglikon szelektor minden esetben nagyobb visszatartast és szelektivitast eredményezett,
vélhetden a szénhidrategységek gatldé hatdsanak hidnya miatt, amint azt korabban
elemeztem. Az enantiomerek elucios sorrendje a két allofazison megegyezett (S<R)
minden vizsgalt molekulanal, tehat se a kirdlis szelektor szénhidrategységeinek, se az
aromas gylrli szubsztituensének nem volt hatdsa az elicios sorrendre.

Biciklusos  f-aminosavak (94-96) ¢és  triciklusos  f-laktdmok  (127-129)
enantioszelektiv elvalasztasat Chirobiotic T, TAG, R, V és VAG kolonndkon vizsgaltuk
forditott fazisu, polaris-szerves ¢és polaris-ionos modozatban [E19]. Forditott fazist
koriilmények kozott az elsdként elualodd enantiomerek retencids tényezdit 7 illetve TAG
allofazison allandd6 mozgotazisosszetétel mellett Gsszehasonlitva elmondhato, hogy
teikoplanin és teikoplanin aglikon szelektorokon a f-aminosavak nagyobb visszatartassal
elualodtak, mint a hasonld szerkezetli f-laktdmok (F10. Tablazat). Ez a hatarozott
kiilonbség a két vegyiiletcsoport kozott az allofazissal kialakult kolcsonhatasok
kiilonbségébdl adodik, és ravilagit arra a fontos tényre, hogy a f-aminosavak esetében az
ionos funkcids csoportok altal 1étrehozott elektrosztatikus kolcsonhatasok meghatarozé
szerepet toltenek be a retencios tulajdonsagok kialakulasaban.

A polaris-szerves €s a polaris-ionos koriilmények kdzott meghatarozott kromatografias
adatok alapjan (F11. Tablazat) megallapithat6, hogy a teikoplanin alapt szelektorok az
esetek tobbségében nagyobb visszatartassal rendelkeznek poléris-ionos modban mind a /3-
laktdmok, mind a f-aminosavak esetében. Sav illetve bazis jelenléte az eluensben
meghatdrozza az elvélasztand6 vegyiilet és a szelektor, valamint az all6fazison talalhato
szabad szilanolcsoportok protonaltsagi allapotat is, igy befolyasolja a létrejovo
elektrosztatikus kolcsonhatdsok kialakuldsat és erdsségét. Az eluensben az ecetsav
mennyiségét 0,01 v%-r6l 0,1 v%-ra novelve és a TEA 0,01 v% érteken tartasaval f3-
aminosavaknal dltalaban a visszatartds csokkenését figyeltiik meg, ami a karboxilcsoportok
deprotonaldodasanak visszaszoruldsaval, igy az ionos kolcsonhatasok csokkenésével
értelmezhetd. Amint azt az F11. Tablazat adatai is megerdsitik, a nemszelektiv ionos
kolesonhatasok csokkenése nem okozott szamottevd valtozast az enantioszelektivitasban.

Mind poléris-szerves, mind polaris-ionos modban adott eluensdsszetételnél a 96
vegyiiletre kapott k; értékeket kiillonbozd oszlopokon dsszehasonlitva megallapithatd, hogy
a legkisebb visszatartast a V' és VAG kolonndkon kaptuk. Ez azzal magyarazhat6, hogy a
viszonylag nagy térkitoltésti biciklusos aminosav a V' és VAG harom makrociklusa altal

formalt kisebb kosarban nem tud megfeleléen elhelyezkedni, szemben a 7 illetve TAG
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négy makrociklusa 4ltal Iétrehozott nagyobb kosaraval. A V és VAG oszlopok
alkalmazasakor kapott retencids adatokat 6sszehasonlitva a 94 vegyiilet esetén nem latunk
jelentds kiilonbségeket, mig a 96 vegyiiletnél a szelektivitas és felbontas szempontjabol a
szénhidrategységeket tartalmazo V' tiinik elonyOosebbnek. A risztocetin A szelektort
tartalmazd R oszlop esetében tapasztalt kisebb visszatartds a 7 és TAG oszlopokhoz
viszonyitva az allofazis polarisabb jellegével (tobb cukorrész, nincs nonillanc), illetve a
szabad karboxilcsoport hidnyaval magyarazhato.

Azokban az esetekben, amikor az elvalasztas lehetdvé tette (Rs>0,4), meghataroztuk
az enantiomerek elucios sorrendjét is (F11. Tablazat). A Chirobiotic T és TAG
allofazisoknal egységesen R,R<S,S sorrendet kaptunk mind a hat vegyiiletre vonatkozoan.
Ettdl eltéréen a V' és VAG kolonnan a 94 vegyiiletnél, mig R oszlopon a 95 ¢és 96
vegyliletnél ellentétes elucids sorrendet figyeltiink meg.

Ertékes szekezeti Osszefiiggéseket tartunk fel teikoplanin és teikoplanin aglikon
szelektorokon ﬁz-aminosavak enantioszelektiv elvalasztdsdnak tanulmanyozasaval [E22].
A rovid alkillanccal rendelkezO 46 ¢és 47 vegyiiletek esetén tapasztaltuk a legkisebb
szelektivitast és felbontast (F12. Tablazat), ami azt mutatta, hogy ugyan elegend6
visszatartds alakult ki (k>2), de a rovid oldallanc nem tudott megfelelden erds szelektiv
kolesonhatdsokat biztositani. Bar a retencids tényezokben inkabb csokkenés figyelhetd
meg, a szelektivitds és felbontas értékek jelentésen javulnak a hosszabb alkillanccal
rendelkezd 48—51 vegyiiletek esetén. Az 50 vegyiiletnél tapasztalt viszonylagosan kisebb
enantioszelektivitasokbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a 2-propilszubsztituens nem
kedvez az enantiomerek felismerésének. Az elagazd lanccal rendelkezé 50 ¢és 51
vegylileteknél egy metiléncsoport beépitése mindharom kolonnan nagyobb visszatartast és
szelektivitast eredményezett. Az alifas (46-51) és az aromas (52—60) szubsztituenst
tartalmazo vegyiiletek kromatografids adatait elemezve kijelenthetd, hogy ugyanazon az
allofazison a visszatartdsokban nincs igazan jelentds kiilonbség. Az enantioszelektivitas és
a felbontds altaldban nagyobb az aromdas szubsztituenst tartalmazod aminosavaknal,
vélhetden a 7—x kolcsonhatdsoknak €s a sztérikus hatdsoknak kdszonhetden. Az 56 és 57
vegylileteknél az 52 vegyiilethez képest kisebb, mig az 58 és 59 vegyiileteknél
megnovekedett visszatartast tapasztaltunk. A jelenségre egyértelmli magyardzat nem
adhato, de vélhetden a H-hid kialakitasara képes O atom és a sztérikus hatasok egyiittese
eredményezi a tapasztalt viselkedést.

Chirobiotic T, T2 és TAG kolonnakon &sszehasonlitd analizist végeztiink izobar - és

/#-aminosavak segitségével [E20]. Tapasztalataink azt mutattak, hogy a $’-aminosavak
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mindharom all6fazison nagyobb retencidval és enantioszelektivitassal eludlodtak, mint a
/F-analogok (F13. Tablazat). A f’-aminosavak enantiomereit altaldban a teikoplanin
aglikon, mig a f’-analogok enantiomereit a teikoplanin szelektor ismerte fel nagyobb
szelektivitassal.

Ciklusos mono- és dihidroxi--aminosavak (110-113) kromatografids viselkedését
kiilonb6zé makrociklusos antibiotikum alapu szelektorokon (7, 72, TAG, R)
tanulmanyoztuk [E21]. Az F14. Tablazatban bemutatott adatok alapjan kijelenthetd, hogy
a szelektorok koziil altalaban a risztocetin A kisebb visszatartassal rendelkezett, és ezt
kisebb enantioszelektivitas kisérte. Vélhetéen a vizsgélt vegyiiletek aminocsoportjaval
ionos kolesonhatast kialakitani képes szabad karboxilcsoport hidnya okolhatd a tapasztalt
viselkedésért. A legnagyobb visszatartast minden esetben a teikoplanin aglikon szelektor
biztositotta és ez — a Il0ab ¢és 110cd enantipomerparok kivételével — egyben a
leghatékonyabb enantiomerfelismerést is jelentette. A 72, a TAG és az R oszlop altalaban
nagyobb enantioszelektivitdst mutatott a cisz-izomerek esetében. A szerkezeti analdgokat
Osszevetve  elmondhatdo, hogy a  legnagyobb  visszatartast  altaldban a
monohidroxiszarmazékoknal (Z110ab, 110cd) tapasztaltuk, viszont érdekes modon
ugyanezeknél a  vegyliletnél kaptuk a legkisebb enantioszelektivitast. A
dihidroxiszdrmazékok kisebb visszatartdssal, de nagyobb enantioszelektivitdssal voltak
elvalaszthatok. Ujabb hidroxilcsoport beépitése tehat kedvezett a szelektiv kolcsonhatasok
elotérbe kertilésének. A gylrii szénatomszamanak novelésével (111ab vs. 112ab, 111cd
vs. 112c¢d) minden esetben csokkentek a retenciok, amit altalaban az enantioszelektivitas
csOkkenése kisért. A hidroxilcsoportok molekulan beliili elhelyezkedése (112 vs. 113)
kisebb mértékben befolyasolta a kromatografias viselkedést, altalanosan érvényes
megallapitds nem fogalmazhaté meg.

Ciklusos y-aminosavak (139-141) elvalasztasat Chirobiotic T, T2, TAG és R
oszlopokon tanulmanyoztuk [E23]. Eredményeink (F15. Tablazat) azt mutattak, hogy a
vizsgalt y-aminosavak ugyan erés kolcsonhatast tudtak kialakitani a szelektorokkal, de a
visszatartdsban a nemszelektiv kdlcsonhatasok voltak a meghatarozok (a viszonylag nagy
vissztartast altalaban kicsi szelektivitas kisérte). A kettds kotés jelenléte (140 vs. 139)
miatt kialakuldé merevebb szerkezet altaldban kisebb visszatartast eredményezett, az
enantioszelektivitdshoz valdé hozzdjaruldsa azonban mar erdsen fiiggdtt az alkalmazott
szelektortol. Az aglikon szelektorral polaris-ionos moédban mindharom vegyiilet esetén
szokatlanul erds kolcsonhatdsok alakultak ki, de ezek csak ritkan vezettek hatékony

enantiomerfelismeréshez.
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Izoxazolingylriivel kondenzalt ciklusos f-aminosavak kromatografias viselkedését
tanulmanyoztuk Chirobiotic T, T2, TAG, V és VAG oszlopokon forditott fazisu, polaris-
szerves ¢€s polaris-ionos modban [E25]. Az F16. Tablazatban forditott fazisu koriilmények
kozott meghatarozott kromatografias adatokat mutatok be, melyek alapjan kijelenthetd,
hogy a transz-izomerek jellemzden erdsebb kolcsonhatast alakitottak ki a makrociklusos
antibiotikum alapti szelektorokkal (nagyobb retencidval elualddtak), de kevésbé
hatékonyan ismerték fel Oket a szelektormolekuldk, mint a cisz-izomereket. A geometriai
izoméria tehat mind a szelektiv, mind a nemszelektiv kdlcsonhatasokat befolyasolta, de
ellentétes modon. A metil- (102, 104) és az etilszubsztitualt (103, 105) analdégok
kromatografias viselkedését dsszevetve elmondhatd, hogy az etilszubsztitucid valamennyi
allofazison szinte mindig kisebb retencidkat eredményezett, mikézben a szelektorok
enantiomerfelismerd-képességét szdmottevdé modon nem befolyasolta. A metilcsoport (102
vs. 104) illetve az etilcsoport (103 vs. 105) helyzete ugyan mind a retencids
tulajdonsagokat, mind a szelektor enantiomerfelismerd-képességét befolyasolta, de
altalanosan érvényes iranyvonal nem fedezhet6 fel.

Izoxazolingytirivel kondenzalt ciklusos f-aminosavak esetén a teikoplanin alapt
szelektorok koziil tobbségében az aglikon hatékonyabban tudta megkiilonboztetni az
enantiomereket. A vankomicin alapu szelektorok jellemzden kisebb enantiomerfelismero-
képességgel rendelkeztek, mint a teikoplanin alapu szelektorok. A vankomicin és a
vankomicin aglikon szelektorok nagyon hasonléan viselkedtek, a szénhidrategységek
ezeknél a rendszereknél nem mutattak jelentds befolyast a kromatografias jellemzdkre. Az
enantiomerek elticios sorrendjét meghatarozva elmondhatd, hogy a cisz-izomerek a 7 és 72
szelektorokon a<b sorrendben eludlodtak, ez a sorrend a TAG oszlopon, illetve a
vankomicin alapu szelektorokon tobb esetben is megfordult. A transz-izomerek eliicios
sorrendje a T és T2 oszlopokon megyezett, mig TAG oszlopon minden esetben ellentétes
sorrendet tapasztaltunk. Hasonléan a monoterpénvézas ciklusos f-aminosavak esetén
tapasztalt viselkedéshez [E24] ebben az esetben is elmondhato, hogy a kromatografids mod
valtoztatasa tobb esetben is megvaltoztatta az eliciés sorrendet, azaz az abszolut
konfiguraciok mellett mas, az alkalmazott mozgo6fazistol fliggd hatasok is jelentésen
befolyasoltdk az enantiomerek allofazissal kialakitott kolcsonhatdsainak ereddjeként
kialakulo elucids sorrendet.

Ugyan a makrociklusos antibiotikum alapu allofazisokon kapott eredményeink

meglehetdsen szerteagazdak, néhany altalanos megallapitas mégis tehetd.
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iii)

1v)

vi)

Az esetek tobbségében a teikoplanin aglikon szelektor hatékonyabb elvalasztast tett
lehetévé, mutatva azt, hogy a szelektor enantiomerfelismerd-képessége erdsen fligg
az aglikonvazon elhelyezkedd szénhidrategységekt6l. A szénhidrategységek
sztérikus gatld hatdsa tobbszor érvényesiil, az altaluk nytjtott tovabbi kdlcsonhatasok
vegyiiletspecifikusan  jarulnak  hozza  tovabbi  szelektiv ~ kolcsonhatasok
kialakulaséhoz.

Ionos kolcsonhatasok kialakitasdra képes funkcids csoportokkal rendelkez6
vegyliletek altaldban erdsebb kolcsonhatast hoznak Iétre a makrociklusos
antibiotikum alapu  szelektorokkal. Az ionos kolcsonhatasok jelentdsen
hozzéjarulnak a retencid kialakuldsdhoz, de az enantiomerfelismerd-képességet
meghatarozo szelektiv kolcsonhatdsokra kifejtett hatasuk a szelektor és a vegyiilet
szerkezetétdl fiiggd modon valtozik.

A geometriai izomerek kromatografids tulajdonsagai kozott igen erds kiillonbségek
tapasztalhatok mind a retencié, mind az enantioszelektivitas kapcsan. A transz-
izomerek a teikoplanin alapi szelektorokkal az esetek tobbségében erdsebb
kolcsonhatast tudtak kialakitani, de ezt a kolcsonhatast a nemszelektiv Osszetevok
hataroztdk meg. A szelektorok enantiomerfelismerd-képessége cisz-izomerek esetén
kedvezdbben alakult.

Nagyfokt szerkezeti azonossagot mutatd f-aminosavak homoldg sorozatan beliil a
szubsztituens alifas illetve aromas jellege nem befolyasolja szdmottevéen a nem
szelektiv kolcsonhatasokat, de az aromas szubsztituens z—m koOlcsOnhatasok
kialakitasan keresztiil ndveli a szelektiv kolcsonhatasok erdsségét.

Ellentétben az ioncser¢ld tulajdonsagu allofazisokkal, makrociklusos antibiotikum
alaptu szelektoroknal az enantiomerek elicids sorrendje nem josolhato, a mozgdfazis
Osszetételétdl fiiggd hatasok is jelentdsen befolyasolhatjak a kialakuld sorrendet.

Az egyes antibiotikum alapu szelektorok komplementer tulajdonsaguak, azaz ha
valamelyik oszlopon legaldbb részleges elvalasztast sikeriil elérni, j6 esély van ra,
hogy a szerkezeti hasonlosagok miatt, egy masik oszlopon megfeleld elvalasztast

érjlink el.
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5.2.3. A homérséklet hatasa az enantioszelektiv elvalasztasokra Chirobiotic
oszlopokon

Amint azt az ioncseréld tulajdonsagi alloéfazisokndl targyaltam, a hdémérséklet
Osszetett modon képes befolydsolni a kiralis felismerési folyamatokat, mind a retencids
tulajdonsagokra, mind az enantioszelektivitidsra jelentds hatast fejthet ki. A korabban
targyaltaknak megfeleléen a makrociklusos antibiotikum alapu allofazisoknal is vizsgaltuk
a hoémérséklet hatasat és termodinamikai jellemzoOket hataroztunk meg. Az esetek
tulnyomod tobbségében a kordbban emlitett megszokott viselkedést tapasztaltuk, azaz a
homérséklet ndvelésével mind a visszatartas, mind az enantioszelektivitas csokkent. Errol
szamoltunk be f-laktamoknal [E18, E19], #°- és ’-aminosavaknal [E19, E20, E22], y-
aminosavaknal [E23], monoterpénvazas [-aminosavaknal [E24], izoxazolingylrivel
kondenzalt ciklusos f-aminosavakndl [E25], biciklusos f[-aminosavaknal [E26],
fenilizoszerinszarmazékoknal [E27] ¢és limonénvazas f-aminosavaknal [E28]. A
kovetkezOkben a szokasostdl eltérd viselkedésre mutatok be néhany példat, amikoris a
hémérséklet ndvekedésével a csokkend retenciot novekvo enantioszelektivitas kisérte.

Monoterpénvazas f-aminosavak koziil a 101ab vegyiiletnél Chirobiotic T oszlopon
0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (10/90 v/v) eluenst alkalmazva — a vegyiiletcsoport tobbi
tagjatol eltéréen — a homérséklet novekedésével kismértékben nétt az enantioszelektivitas
[E24]. A szadmolt termodinamikai adatok Osszevetésébdl kitlinik, hogy csak a I01ab
vegyliletre kaptunk pozitiv A(AH 9) és A(AS 9) értékeket (F17. Tablazat). Ebben az esetben
tehat a nagyobb entropiatag hozzéjaruldsa révén a folyamat entrdpiavezéreltnek tekinthetd.

Izoxazolingylriivel kondenzalt ciklusos f-aminosavaknal a 105ab vegyiiletnél
Chirobiotic TAG oszlopon 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (10/90 v/v) eluenst alkalmazva
novekvé homérséklettel ndvekvo enantioszelektivitast figyeltiink meg [E25]. Ennél a
vegyiiletcsaladnal is egyetlen képviselonél (105ab) tapasztaltunk entropiavezérelt
elvalasztast, minden mas esetben a A(AH) és A(AS9) negativ értékei entalpiavezérelt
folyamatra utaltak (F18. Tablazat).

Biciklusos f-aminosavaknal (92, 93) Chirobiotic R oszlopon 0,1% TEAA
(pH=4,1)/MeOH (50/50 v/v) eluenst alkalmazva ndvekvd hdémérséklettel novekvd
enantioszelektivitast figyeltiink meg a 92ab vegyiiletnél [E26]. A szamolt termodinamikai
adatok (F19. Tablazat) az el6z6 példakhoz hasonléan itt is az eltéréen viselkedd
enantiomerparra mutattak pozitiv A(AH 9) és A(AS 9) értékeket.

Limonénvazas f-aminosavaknal Chirobiotic TAG oszlopon tobb esetben is

entropiavezéreltnek tekinthetd folyamatot figyeltiink meg [E28]. A 97ef ¢és a 97gh
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enantiomerparok MeOH/AcOH/TEA 100/0,01/0,01 (v/v/v) eluenssel, mig a 97cd
enantiomerpar mind MeOH/AcOH/TEA 100/0,01/0,01 (v/v/v), mind MeOH/AcOH/TEA
100/0,1/0,1 (v/v/v) 0Osszetételii eluenssel rendhagydan viselkedett, a hdémérséklet
novekedéssel csokkend retenciot ndvekvd enantioszelektivitas kisérte. Az F20.
Tablazatban bemutatott A(AH ) és A(AS9) értékek minden ilyen esetben pozitivnak
adodtak, entropiavezérelt folyamatok domindltak az elvélasztdsban. A makrociklusos
antibiotikum alapu oszlopokon meghatdrozott termodinamikai jellemzok [A(AH ), A(AS 9,
A(AG9)] nagysagrendileg hasonldéan alakultak, mint az ioncseréld tulajdonsag

oszlopokon.

5.2.4. Az ioncseréldo ¢és a makrociklusos antibiotikum alapu alléfazisok
enantiomerfelismero-képességének osszehasonlitasa

Az el6z6 fejezetekben lattuk, hogy az ionos kodlcsonhatd csoportjaik elvalasztasban
betoltott meghatarozo szerepe miatt a kordbbiakban targyalt ioncseréld tulajdonsagu és a
makrociklusos antibiotikum alapti all6fazisok hasonlosdgokat mutatnak. Ezek a
hasonlésadgok ugyan korlatozottan, de mégis alapul szolgalhatnak a két allofazis csalad
Osszevetésére.

Ciklusos szekunder a-aminosavak esetén a makrociklusos antibiotikum alapu
oszlopok tipikusan kisebb visszatartdssal és nagyobb szelektivitdssal rendelkeztek (F21.
Tablazat), vagyis sokkal kedvezdbb volt az antibiotikum alapu szelektorral kialakitott
szelektiv és a nemszelektiv kdlcsonhatasok aranya. S-Aminosavak esetén a makrociklusos
antibiotikum alapu oszlopok csaktigy, mint a-aminosavaknal kevésbé tartottdk vissza az
enantiomereket, de az eldzdekkel ellentétben a kisebb retencidt altalaban Kkisebb
enantioszelektivitas kisérte. Néhany kiragadott példat a F22. Tablazatban mutatok be. /-
Aminosavak enantiomereivel tehat az ioncseréld oszlopok erdsebb szelektiv
kolesonhatasokat tudtak kialakitani.

A makrociklusos antibiotikum alapi kolonnakkal kapott jellemzé enantioszelektiv

elvalasztasra az F6. abran mutatok be példat.

5.3. Elvalasztasok poliszacharid alapu all6fazisokon
5.3.1. A mozgofazis alkotoinak hatasa az elvalasztasra
5.3.1.1. Az eluenst alkoto olddszerek hatasa az elvalasztasra
A poliszacharid alapu allofazisok modositott amiloéz vagy celluloz szelektora foként 7—

7, dipolus—dipolus, illetve hidrogénhidas kdolcsonhatdsokat alakit ki az elvalasztando
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vegyiiletekkel. A kiralis felismerésben mindemellett fontos szerepet jatszhat a nagyobb
méretli aromas gylrli(k) sztérikus hatasa is. A viszonylagosan merev, nagy térkitoltésii
aromas szubsztituensek jelenléte igen erds sztérikus hatast fejthet ki, ez akar kivételesen
nagy enantioszelektivitast is eredményezhet. Ha az aromds gylirlin szubsztituensként
elektronkiildé, vagy elektronvonz6 csoport helyezkedik el, akkor a szelektor és az
elvalasztand6 vegylilet kozott 7y, ~7pi.is kOlcsonhatds alakulhat ki. Amint az irodalmi
attekintésben emlitettem, a poliszacharid oszlopok fejlesztésekor a karbamat-szarmazékok
alkalmazasa soran tapasztalt megnovekedett enantioszelektivitas jelentdsen segitette az
allofazisok elterjedését. A poldris karbamatcsoport fontos szerepet tolthet be az
elvélasztasban, H-hid, illetve dipolus-dipolus kdlcsonhatas kialakitasat teszi lehetové.

Poliszacharid alapu kolonnakat leggyakrabban normdl fazisu koriilmények kozott
szokas alkalmazni. Altalanos tapasztalat, hogy a hordozo6 szilikagél feliiletén 1évé szabad
szilanolcsoportok erds adszorptiv sajatsdga miatt az aminocsoportot tartalmazé vegyiiletek
aszimmetrikus, ,.tailing”-es csucs formdjaban eludlédnak. A csticsok ilyen torzulasanak
elkeriilése érdekében méréseink soran (tipikusan 0,1 v%) alkilamint adtunk a
mozgofazishoz.

Poliszacharid alapti 4llofazisokon szamos esetben vizsgaltuk az alkohol, mint
eluensalkotdé anyagi mindségének hatasat a kromatografias jellemzokre [E29-E36]. Az
aldbbiakban egy kiragadott, tipikusnak mondhat6 példan keresztiil, glicinészter anal6gok
esetén mutatom be az alkohol anyagi mindségének hatasat [E33]. A 34. abran a 184
vegyiilettel Lux Cellulose-1 ¢és Cellulose-2 oszlopokon kapott eredményeinket
szemléltetem, melyekbdl kivaloan tiikr6zodik, hogy a kiilonb6zé anyagi mindségi
alkoholokat allandé molaris koncentracioban (0,261 M) alkalmazva az alkohol, mint
eluensmodositdé mind a retenciot, mind a szelektivitast, mind a felbontast erdsen
befolyasolta. Az alkalmazott vizsgalati koriilmények kozott a retencids tényez6 az alkohol
apolaris jellegének novekedésével mindkét allofazison nétt. A ndvekvd szénatomszam a
polaris jellegi minta és az apolarisabba valé mozgdfazis kozotti kolcsonhatasok

kialakitasat gatolva noveli a retenciot. Ez a viselkedés kiilondsen kifejezett --BuOH esetén.
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BuOH t-BuOH PrOH BuOH t-BuOH

34. abra
Az alkohol, mint eluens 0sszetevd anyagi mindségének hatdsa a kromatografias adatokra

Lux Cellulose-1 és Cellulose-2 kolonnan

Kromatografias koriilmények: kolonna: A: Lux Cellulose-1, B: Lux Cellulose-2; mozgofazis: n-hexan/alkohol
(0,261 M) /DEA (0,1 v%); aramlasi sebesség: 0,5 mL perc'l; vegyiilet: 184; £33k, E.:a, 2 Ry

Wang és Wenslow az alkohol anyagi mindségének hatasat poliszaharid alapu
allofazisokon tanulméanyozva kozvetlen (spektroszkopiai) bizonyitékokkal szolgalt arrél,
hogy az alkohol anyagi mindségétdl és koncentracidjatol fiiggden befolyasolja az allofazis
szerkezetét [193]. Eredményeik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az alkohol a
hexant fokozatosan kiszoritva beéplil az allofazis szerkezetébe. Az egyenes szénlancu,
illetve az elagazd lancu alkoholok a poliszacharid lancot felépitd gliikozegységekre eltérd
modon hatnak, igy a szelektor szerkezetében kialakuld valtozasok fiiggeni fognak mind az
alkohol szerkezetétdl, mind a koncentracigjatol. A szelektor szerkezeti valtozasa a kiralis
felismerésben is valtozasokat eredményezhet. Természetesen itt sem szabad elfejtkezni
arrol, hogy az elvélasztani kivant vegyiilet szolvatacioja is fiigghet az alkohol anyagi
mindségétdl, illetve koncentraciojatol.

Az alkohol anyagi mindségének enantiomerfelismerd-képességre kifejtett hatdsa
tehat meglehetdsen Osszetett folyamatokon keresztiil alakul ki. Vélhetéen ez all annak
hatterében, hogy az enantioszelektivitds és a felbontds alkohol anyagi mindségétdl valo
fliggésére egyértelmii és altalanosithaté megallapitas nem fogalmazhat6 meg. Amint azt a
34. abra is mutatja, az alkoholok polaritisa nem hozhatdo kozvetlen kapcsolatba a
szelektivitas, illetve a felbontas valtozasaval. A modellvegyiiletek és a poliszacharid alapt
allofazisok  szélesebb  korét  vizsgalva  [E29-E36]  kijelenthetd, hogy az
enantioszelektivitast, illetve a felbontast tekintve leginkdbb az IPA alkalmazasa biztositja
az optimalis elvalasztast, bar itt is fontosnak tartom hangsulyozni, hogy a modellvegytilet
¢s a szelektor szerkezetében, valamint a szolvatacids koriilményekben bekovetkezd
valtozasok jelenleg még nem josolhatdé modon befolyasoljak a kiralis felismerést.

Az eluens alkoholtartalmanak elvalasztasra gyakorolt hatasat a 35. abran [-laktamok

amildz alapu allofazison tortént elvalasztasan keresztiil mutatom be [E31].
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35. abra

Az eluens IPA-tartalménak hatdsa a kromatografids adatokra Kromasil AmyCoat kolonnan
Kromatografias koriilmények: mozgofazis: n-hexan/IPA (98/2-80/20); aramlasi sebesség: 0,5 mL perc ';
vegyiletek: m:121, @: 128, A: 130, V: 132

Amint azt a 35. abra is szemlélteti, tapasztalataink szerint a viszatartasi tényezd
erdsen fligg az eluens alkoholtartalmétol. Minden esetben tipikus normal fazisa viselkedést
mozgofazist alkotd polaris modositd ardnyanak novelése kedvez az eleunssel kialakulod
kolcsonhatasoknak; csokken az allofazis visszatarto ereje.

Az eluens Osszetétele nemcsak a retencidt befolyasolja, hatdsa van a szelektivitasra és
felbontasra is. Az esetek tobbségében az eluens ndvekvd alkoholtartalmaval kisebb-
nagyobb mértékben csokkend szelektivitast és felbontast tapasztaltunk, de amint azt mar
korabban is emlitettem, az eleunsmodositd adalékok enantioszelektivitasra kifejtett hatasa

nagyon erdsen fiigg mind a szelektor, mind a vizsgalt modellvegyiilet szerkezetétdl.

5.3.2. A szerkezet-retencios tulajdonsagok oOsszefiiggései poliszacharid alapu
allofazisokon

A HPLC alapt kirdlis elvalasztasok teriiletén a modositott poliszacharidok a
napjainkban leggyakrabban alkalmazott all6fazisok. Ezeknél a kolonndknal a kiralis
felismerésben a 7—r kolcsonhatasok kiilondsen fontos szerepet toltenek be, aromas gytrtit
tartalmazo semleges vegyiiletek enantiomereinek elvalasztdsa esetén a poliszacharid alapi
allotazisok szinte mindig jo valasztasnak bizonyulnak. Vizsgalt vegyiileteink egy jelentds
csoportjat képezték a naftol analogok. A fentiecknek megfelelden ezeknél az aromas gytiriit
tartalmazo vegyltileteknél vizsgaltuk a vegyiilet szerkezete és a kromatografids jellemzok
Osszefliggéseit.

Ugyanazon szubszituenst tartalmazo 1- és 2-naftol analdogok enantiomereinek
elvalasztasat celluloz alapu CelluCoat és Chiralcel OD-H oszlopon vizsgaltuk [E29].
Mindkét oszlop allofazisa szilikagélen rogzitett celluloz-trisz-(3,5-dimetil-fenilkarbamat).

A két oszlopot 0sszehasonlitva az F23. és F24. Tablazat adatainak tiikrében kijelentheto,
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hogy az elséként elualédé enantiomerek mind az 1-naftol (k;=1,07-1,98), mind a 2-naftol
analdgok (k;=0,60—1,17) esetén viszonylag kicsi visszatartassal egy igen keskeny retencios
tartomanyban elualodtak mindkét all6fazison. A CelluCoat kolonnan az elsdként elualodo
enantiomerekre bar csak kis mértékben, de kisebb retencidkat tapasztaltunk. A
nemszelektiv kolcsonhatasok szempontjabol tehat nincs igazan jelentds kiilonbség a két
kolonna kozott. A vegyiiletek szerkezeti eltérései ennél a rendszernél nem okoztak
drasztikus kiilonbségeket a visszatartas szempontjabol meghatarozé koélcsonhatasokban. A
masodikként elualodd enantiomerek kromatografids adatai mar jelentdsebb eltéréseket
mutatnak. A CelluCoat oszlop a masodikként elualodo 2-naftol sztereoizomereket kevésbé,
mig az l-naftol sztereoizomereket altalaban erdsebben visszatartotta, vagyis a szelektiv
kolcsonhatasok kapcsan mar hatarozottabb kiilonbségek 1éptek fel a két oszlop kozott. Az
1- és 2-naftol analdogok kozott az enantioszelektivitas kapcsan markans eltérés rajzolodik
ki; az 1-naftolokra a CelluCoat, a 2-naftolokra a Chiralcel OD-H oszlop mutatott nagyobb
enantioszelektivitast. Ennek ellenére a felbontds minden esetben a CelluCoat oszlopon volt
nagyobb, vélhetden azért, mert a nemszelektiv kdlcsonhatasok okozta csucskiszélesedés
kevésbé volt meghataroz6 a CelluCoat oszlopon.

Az elézdekben targyalt 1- és 2-naftol analdgok kromatografids viselkedését dsszevetve
elmondhat6, hogy az 1-naftol analdogok erdsebb kolcsonhatast alakitottak ki a vizsgalt
allofazisokkal, de kisebb enantioszelektivitassal elualodtak [E29]. Az aromas gytriit
tartalmazo 1- €s 2-naftol analogok (191-200 és 201-211) esetén a gyliri helyzete mind a
retenciét, mind a kiralis felismerés kialakulasat befolyasolta. Az aromds gyiiriin
elhelyezkedd szubsztituensek hatdsat vizsgdlva elmondhatd, hogy a metilszubsztiticio
(191 vs. 192; 201 vs. 202) alig fejtett ki hatast a visszatartasra, de markansan csokkentette
az enantioszelektivitast. A metoxicsoport jelenléte (193 vs. 191; 203 vs. 201) jelentdsen
novelte a retencidt, de csokkentette az all6fazisok enantiomerfelismerd-képességét. A
halogénszubsztituensek F<CI<Br sorrendben novelték ugyan a visszatartast, vélhetden a
vegyiiletek 7-sav jellegének valtoztatdsan keresztiil, de ezzel parhuzamosan az
enantiomerfelismerd-képesség csokkent. A leginkabb n-savas karaktert eredményezd
nitrocsoport jelenléte erésen megndvelte a visszatartast ¢€s csokkentette az
enantioszelektivitast. Az aromas illetve heterociklusos szubsztituensek jellemzdinek
Osszevetése (191 vs. 199, 200 illetve 201 vs. 210, 211) azt mutatja, hogy a visszatartas
szempontjabol az 1- és 2-naftol alapvézzal kialakul6 kdlcsonhatasok a meghatarozok, de az
enantioszelektivitdsra a szubsztituens is jelentds hatassal lehet. Az alifads oldallanccal

rendelkezd vegyiiletek (212-216) kromatografids viselkedését Osszevetve az aromas
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gytriivel rendelkez6 szubsztituensekével (201-209) elmondhatd, hogy a retenciok kozott
nem volt jelentds kiilonbség, ellenben az enentioszelektivitisok Iényegesen nagyobbak az
aromds gyurlit tartalmazo szubsztituensek esetén. Az alloéfazisok enantiomerfelismerd-
képességét szamottevOen javithatjak a 1étrejovo 7—r kdlesonhatésok.

Poliszacharid alapu all6fazisoknal a sztérikus hatasok is fontos szerepet tolthetnek be a
kiralis felismerés kialakuldsaban. Hasonléan a mar targyalt ioncseréld tulajdonsag
allofazisokhoz, a szubsztituensek kromatografias viselkedésre gyakorolt hatasat ebben az
esetben is a Meyer-paraméterrel fennallo 0sszefiiggés vizsgalatan keresztiil jellemezhet;jiik.
Allandd eluensdsszetétel mellett aminonaftol analogok esetén Chiralcel OD-H és
CelluCoat kolonndkon vizsgaltuk az alkilszubsztituens hatasat [E29]. A 36. abran
bemutatott adatok kivaldéan szemléltetik, hogy az alkilszubsztituens méretét jellemzd
Meyer-paraméter és a retencio, illetve a szelektivitas kozott linearis kapcsolat all fonn. Az
alkilszubsztituens méretének novekedésével mindkét vizsgalt allofazison csokkent a

visszatartas és novekedett az enantioszelektivitas.

k o
! 1,84
0,70 [}
1,74
0,65
1,6 4
0,60 1.5 °
0,554 1,44
0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
V* [nm’/molekula] V* [nm’/molekula]
36. abra
A szubsztituens méretének hatdsa a kromatografias jellemzokre aminonaftol analogok
esetén

Kromatografias koriilmények: allofazis: B: Chiralcel OD-H; ®: CelluCoat; mozgo6tazis: n-heptan/IPA/DEA
(40/60/0,1 v/v/v); aramlasi sebesség: 0,5 mL perc '; vegyiiletek: 212-216

Elmondhat6 tehat, hogy az alkilszubsztituens méretének novekedése csokkentette a
nemszelektiv kolcsonhatasok eredményezte visszatartast és novelte a vizsgalt allofazisok
enantiomerfelismerd-képességét, hasonléoan, mint az ioncseréld tulajdonsagu allofazisok
esetében.

A fentiekhez hasonloan glicinészter naftol analdogok esetében is vizsgaltuk az alkillanc
méretének hatasat [E33]. Mind az 6t poliszacharid alapu all6fazisnal hasonld viselkedést
tapasztaltunk, az alkillanc méretének novekedése (182-185; 187-190) gatolta az

allofazissal kialakulo retenciot eredményez6 kolcsonhatasokat [E33].
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Aromads gytiriivel szubsztitualt 2-naftoloknal, amennyiben az aromés szubsztituens N-
atomot tartalmazott, a N-atom helyzete erdsen befolydsolta a kiralis felismerést [E30]. A
kiralis szénatom kozelében, orfo helyzetben elhelyezkedd N-atom (217 vs. 219) gatolta a
molekula és az amiloz-, illetve celluloz-trisz-(3,5-dimetil-fenilkarbamat) szelektorok
kozotti  kolesonhatasok kialakuldsat. Az esetek tobbségében kisebb visszatartast,
enantioszelektivitast és felbontast tapasztaltunk (F25. Tablazat). Az aszimmetrias
szénatomtol tavolabbi meta (220) vagy para (221) helyzetli N-atom viszont jelentdsen
kedvezett mind a szelektiv, mind a nemszelektiv kolcsonhatasok kialakulasanak. A
naftolvaz fenilszubsztituensének naftilgytirivel torténd helyettesitése (217 vs. 218) a
celluléz alapu allofazison mind a retencidban, mind az enantiomerfelismerd-képességben
jelentds novekedést eredményezett. Az amiloz alapu allofazis ettdl eltérden viselkedett, a
retencio csOkkent, mig az enantioszelektivitas itt is novekedett. A naftilgylrt altal kinalt
m—n koOlcsonhatasok tehat jelentdsen hozzdjarulnak a kiralis felismeréshez. A nagyobb
térkitoltésii szubsztituens hatdsa a celluloz és az amiléz eltérd szerkezete miatt
eltéréképpen jelentkezik.

f3-Laktamok enantiomereinek amiloz ¢és celluloz alaptt allofazisokon torténd
elvalasztasa soran Osszefiiggést figyeltiink meg a laktdmgyliriihoz kapcsolodd gylirii
mérete és a retencids tulajdonsagok kozott [E31]. A gytiri méretének ndvekedése (120 vs.
121 vs. 124 vs. 125) sztérikus hatasokon keresztiil egy ideig (hét szénatomig) segitette az
amiloz-  ¢és  celluloz-trisz-(3,5-dimetil-fenilkarbamat)  szelektorokkal  kialakulo
visszatartasért felelds kolcsonhatdsokat (F26. Tablazat). A sztérikus hatds Osszetett
szerepére kivaloan ravilagit az a tapasztalat, hogy a megnovelt visszatartast nem kisérte
minden esetben nagyobb enantioszelektivitas, vagyis a gyiiri méretének enantioszelektiv
kolcsonhatasokra kifejtett hatasa erdsen fliggott az alkalmazott koriilményektol.
Megegyez0 tagszamu gytirtik esetén a kettos kotés (121 vs. 122 és 123; 125 vs. 126; 130
vs. 131) megjelenése altalaban nagyobb visszatartashoz vezetett, ezt azonban nem minden
esetben kisérte nagyobb enatioszelektivitds. A kondenzalt aromas gyiiriis vegyiileteknél
(120 vs. 127; 121 vs. 128; 124 vs. 129) az aromas gyurli minden esetben jelentdsen
megnovelte mind a visszatartdst, mind az enantiomerfelismerd-képességet, ravilagitva
ezzel a m—r kolcsonhatasok fontos szerepére. Az aromas gylri halogénszubsztitucidjaval
(134, 137, 138) F<CI<Br sorrendben novekedett a visszatartas. A halogénatom mérete,
polarizalhat6saga tehat a polaris kdlcsonhatasokon keresztiil befolyadsolta a szelektorral
kialakuldé kolcsonhatasokat. A klorszubsztituens helyzete (135, 136, 137) egy adott

allofazison a nemszelektiv kolcsonhatasokat nem befolyédsolta szdmottevden, ellenben az
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enantioszelektivitasban €s a felbontasban jelentds kiilonbségek mutatkoztak. Mig a para
helyzetben szubsztitualt 137 vegyliletet mindkét allofazis hasonld szelektivitassal ismerte
fel, addig az orto helyzetii klorszubsztituenst tartalmaz6 enantiomerpart (135) csak a
celluloz, a meta helyzetben szubsztitualt enantiomerpart (136) pedig csak az amiloz
allofazis kiilonboztette meg. Ez a tapasztalat kivaldan tiikrozi, hogy a kiralis felismerés
folyamataban a poliszacharidlanc milyen fontos szerepet tolthet be.

Ciklusos f-aminosavszarmazékok enantiomereinek elvalasztasat ugyanazon
gyartotol szarmazo, megegyezO fizikai méretekkel jellemezhetd, kiilonbozd szelektort
amiloz és celluldz alapu kolonnékon vizsgaltuk [E36]. A szerkezet-retencié kapcsolatokat
illetéen fontos megemliteni, hogy a kettds kotés megléte hogyan befolyasolja a visszatartas
alakulasat (F27. Tablazat). Ezt a 116cd vs. 114ab illetve a 117gh vs. 115ab vegyiiletek
kromatografias viselkedésének Osszehasonlitasdval tehetjik meg. Valamennyi celluloz
alapu kirdlis allofazison nagyobb visszatartast kaptunk azon vegyiiletek esetén, melyek
kettds kotést tartalmaztak. A nagyobb visszatartds azonban csak egyetlen szelektorndl (a
dimetil-fenilkarbamattal modositott celluloznal) parosult hatékonyabb
enantiomerfelismeréssel. Tapasztalataink szerint a —CO,Et és -NHBoc csoportok cisz vagy
transz elrendezddése jelentds hatdssal van a kromatografias viselkedésre. A transz allas a
legtobb esetben nagyobb visszatartast, szelektivitast €s felbontdst eredményezett mind a
celluloz, mind az amil6z alapti kolonnakon. Ennek feltehetdleg az az oka, hogy a —CO,Et
¢s —NHBoc csoportok transz allasa jobb illeszkedést biztosit mind a linearis, mind a
helikalis szerkezetii poliszacharid alapu allofézis esetén. Erdemes réviden targyalni a
fluorszubsztitucié hatdsat is a szelektorral kialakuldo kolcsonhatasokra. A gylriin
elhelyezkedd fluor hatdssal van a polaritdsra €s a sztérikus elrendezddésre, melynek
koszonhetden a szelektor €és a vizsgalt vegyiiletek kozotti kolecsonhatasok modosulhatnak.
Az F27. Tablazat adatai alapjan kijelenthetjiik, hogy a fluorozott szarmazékokat
hatékonyabban tudtdk visszatartani a vizsgalt allofazisok. Tapasztalataink szerint a
fluorozott szarmazékoknal a nagyobb retencid nagyobb a €s Ry értékekkel jart egyiitt.
Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a fluorozott analégok vélhetéen H-kotés
kialakitasara képesek a szelektor karbamatcsoportjaval.

Adataink alapjan elmondhat6, hogy a vizsgélt ciklusos -aminosavak és fluorozott
szarmazékaik esetén a celluloz alapu allofazisok koziil a celluloz-4-metil-benzoat volt a
legkevésbé hatékony. A trisz-3-klor-4-metil-fenilkarbamattal (Cellulose-2) illetve a trisz-4-
klor-3-metil-fenilkarbamattal (Cellulose-4) modositott oszlopokkal kapott eredményeket

Osszevetve megfigyelhetd, hogy a Cellulose-4 kolonnan tapasztalt visszatartasok
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nagyobbak voltak, am o és Ry értékei a Cellulose-2 oszlopnal bizonyultak nagyobbnak. Az

eredményeink azt mutatjak, hogy mind a fluorozott, mind a fluort nem tartalmazo ciklusos

f3-aminosavszarmazékok erdsebb nemszelektiv kolcsonhatasok kialakitasara képesek a

Cellulose-4 kirélis allofazissal, viszont a Cellulose-2 oszlopnal az enantioszelektiv

kolcsonhatasok erdsebbek. A celluldz és az amildz alapa szelektorok Osszehasonlitdsakor

elmondhat6, hogy a retenci6 altaldban nagyobb volt az amiléz alapu oszlopokon. Az

Amylose-1 kolonna altalaban nagyobb szelektivitdssal ismerte fel az enantiomereket, mint

a Cellulose-1 oszlop. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a helikdlis szerkezettel

rendelkezé amildz alapu szelektorokkal vald kolcsonhatds kedvezObb a vizsgalt

modellvegyiiletek esetében. Osszességében elmondhato, hogy a ciklusos /3>-aminosavak és
fluorozott analogjaik elvalasztasara alkalmazott hat poliszacharid alapu kiralis kolonna
tulajdonsagaik tekintetében kiegészitik egymast, hisz mindegyik rendelkezik bizonyos
foku elvalasztasi képességgel, és a hat koziil legalabb egy hatékonynak bizonyult.

A poliszacharid alapt all6fazisokat normal fazist koriilmények kozott vizsgélva, az
alabbi altalanosabb megallapitasok tehetdk.

1. Kiilonb6z6 gyartok szilikagélen rogzitett celluloz-trisz-(3,5-dimetil-fenilkarbamat)
szelektorral rendelkezd kollonndin 1- és 2-naftol analdogok vizsgédlata soran a
szelektorokkal kialakul6 szelektiv kolcsonhatasokban hatarozott eltérést figyeltiink
meg. A tanulmanyozott modellvegyiileteknél a naftol alapvaz és a szelektor kozott
kialakulé kolcsonhatasok meghatarozdak, mindemellett az alapvazhoz kapcsolodo
aromas gyiri helyzete, illetve a gylirin elhelyezkedd szubsztituensek mindsége ¢és
helyzete is befolyasolhatja mind a retenciot, mind az enantioszelektivitast.

il. A sztérikus hatasok kiilondsen fontos szerepet jatszanak ezen allofazis-csalad esetén.
Naftol analdogoknal az alapvazon elhelyezkedd szubsztituens mérete, mig -laktamok
esetén a laktdmgylirthoz kapcsolodd gytiri tagszama befolyasolja a szelektorral
kialakul6 kolcsonhatasokat. Ciklusos f-aminosavszarmazékok esetén a —CO,Et és
—NHBoc csoportok transz elrendezddése kedvezett mind az amiloz, mind a celluléz

alapu allofazisokkal kialakul6 kélesonhatasoknak.
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5.3.3. A homérséklet hatasa az enantioszelektiv elvalasztasokra poliszacharid alapu
allofazisokon

A termodinamikai viselkedés jellemzdinek megismerése érdekében a poliszacharid
alapu alléfazisokon is vizsgaltuk a homérséklet hatasat az elvalasztasra. A makrociklusos
antibiotikum alapt allo6fazisokhoz hasonloan, ezeknél az allofazisoknal is tobbségében a
korabban emlitett megszokott viselkedést tapasztaltuk, azaz a hémérséklet novelésével
mind a visszatartas, mind az enantioszelektivitas csokkent [E32—-E36]. A kovetkezOk soran
az ettdl eltérd viselkedésre mutatok be néhany példat.

Poliszacharid alapu all6fazisokon tobb esetben is azt tapasztaltuk, hogy a hdmérséklet
emelkedésével a csokkend visszatartdst novekedd enantioszelektivitds kisérte. 2-
Naftolszarmazékok koziil a 218 vegyiiletnél Lux Cellulose-1 kolonnan n-heptan/IPA/DEA
(98/2/0,1 v/v/v) eluenssel 20 °C f6lotti hdmérsékleten az enantioszelektivitas ndvekedett
novekvd hdémérséklettel [E32]. A szamolt termodinamikai jellemzék a tobbi 2-naftol
analogtol eltéréen a 218 vegyiiletnél entropiavezérelt elvalasztasra utaltak. Az izoeluotrop
homérsékletek meghatdrozasa sordn azt tapasztaltuk, hogy az analogok tobbségénél a
szobahdmérséklettdl joval magasabb homérsékleten (77,>80 °C) varhatd az enantiomerek
egyiittes elucidja. Ezzel ellentétben szamolasaink az izoeluotrop homérsékletre a 218
vegyliletnél 22 °C-ot josoltak. Amint azt a 37. abra szemlélteti a kisérleti tapasztalatok jo
egyezést mutattak a szamolt értékkel; 20 °C koriili hdmérsékleten az enantiomerek egyiitt
elualodtak. Alacsonyabb, illetve magasabb homérsékleten (ellentétes elucios sorrenddel) az

enantiomerek jol megkiilonboztethetdk voltak.

IOOC ¢ 2OOC c+d 4OOC C
d d
9 10 i 2 13 14 s 9 10 n 1 13 4 Is 9 10 i 2 3 14 s
t [perc] t [perc] t [perc]
37. abra

A homérséklet hatdsa a 218ab enantiomerpar elvalasztasara
Kromatografias koriilmények: kolonna: Lux Cellulose-1; mozgo6fazis: n-heptan/IPA/DEA (98/2/0,1 v/v/v);
aramlési sebesség: 0,5 mL perc

Glicinészter analdogokndl Lux Cellulose-1 kolonnan a 185, 187, 189 ¢és 190
vegyiiletnél, mig Cellulose-2 kolonnan a 184 ¢és 185 vegyiileteknél megtigyeltiik, hogy n-
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heptan/IPA/DEA (80/20/0,1 v/v/v) eluens alkalmazisaval a hémérséklet novelésével
novekedett az enantioszelektivitas [E33]. A 9. Tablazatban a szamolt termodinamikai
jellemzoket foglaltam Ossze. Amint azt a termodinamikai adatok mutatjak az emlitett
vegyiileteknél pozitiv A(AH ) és A(AS ) értékeket kaptunk, ahol az entrdpiatag nagyobb

hozzajarulasa eredményzi a negativ A(AG ) értékeket.

9. Tablazat
Glicinészter analogok néhany jellemz6 termodinamikai adata

Vegyilet A(AH 9 [kJ mol ] AASY [T mol ' KT | ACAG 908k [KJ mol ]
Cellulose-1| Cellulose-2 | Cellulose-1 | Cellulose-2 | Cellulose-1 | Cellulose-2

182 -7,3 — -19,6 — ~1,4 _

184 -10,1 2,1 -31,5 10,5 -0,7 -1,0
185 6,2 1,8 22,5 10,4 —0,5 -1,3
187 1,3 -1,5 5,7 -33 0,4 0,5
189 1,1 -1,6 6,3 -3,7 -0,7 —0,4
190 1,5 -1,1 8,2 -2,1 0,9 —0,4

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: n-heptan/IPA/DEA (80/20/0,1 v/v/v);
aramlasi sebesség: 0,5 mL perc '

Naftolszubsztitualt tetrahidroizokinolin analdgok esetén Lux Cellulose-1 kolonnan n-
heptan/IPA/DEA (80/20/0,1 v/v/v) eluenssel a 168, 169, 171 és 173 vegyiilet, mig a
Cellulose-2 kolonnan n-heptan/IPA/DEA (60/40/0,1 v/v/v) eluenssel a 169 és 174 vegylilet
viselkedett a szokdsostdl eltéréen. Valamennyi emlitett esetben pozitiv A(AH ) és A(AS )
értékeket kaptunk, a negativ A(AG 9) értékeket itt is az entropiatag nagyobb hozzajarulasa
eredményezte [E34].

Lux Cellulose-1 kolonnan a tetrahidroizokinolinvazas aminoalkohol analégok koziil n-
hexan/IPA/DEA  (90/10/0,1 v/v/v), n-hexan/EtOH/DEA (93/7/0,1
hexan/ButOH/DEA  (88/12/0,1  v/v/v) 160
hexan/EtOH/DEA (93/7/0,1 v/v/v) eluenssel a 163 vegyiiletnél [E35], ciklusos S-aminosav
szarmazeékok koziil pedig a 114 vegyiiletnél n-hexan/IPA/DEA (95/5/0,1 v/v/v) eluenssel

v/vIlv) és n-

eluenssel a vegyliletnél, mig n-

allapitottunk meg entropiavezérelt elvalasztast [E36].
A poliszacharid alapu kolonnakkal kapott jellemz6 enantioszelektiv elvalasztasra az

F7. abran mutatok be példat.
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6. Osszefoglalas

A kiralités jelensége kiilondsen fontos szerepet jatszik a foldiinkon kialakult életben. A
molekularis szintli aszimmetria a biologiai jelentdséggel rendelkez6 természetes molekulak
igen jelentés hanyadanal megjelenik. Ezen molekulak és a beldliik felépiild komplex
rendszerek az ¢loszervezetekben fontos élattani szerepet toltenek be. Ezt a szerepet
felismerve a gyogyszeripar mar évtizedek ota fejleszt olyan kiralis molekulakat, amelyek
valamilyen pozitiv élettani hatdssal rendelkeznek. Barmilyen Uton is torténik a kiralis
molekula eldallitisa, a kiralis tisztasdg ellenérzése elengedhetetlen feladat. Ertheté igy,
hogy az utobbi idében az enantioszelektiv elvalasztistechnikai modszerek fejlesztése az
analitikai kémia egyik igen gyorsan fejlodo teriilete lett. Szamos kedvezd tulajdonsaga
miatt napjainkban erre a célra a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia az egyik legjobb
valasztas.

Ertekezésemben kiralis  allofazisok alkalmazasara épiild, nagyhatékonysagi
folyadékkromatografias enantioszelektiv elvalasztasok soran kapott eredményeinket
mutattam be. Az eredményeket az alkalmazott all6fazisok alapjan csoportositva harom

fejezetben targyaltam, az Osszefoglalds sordn is ezt a felépitést kovetem.

6.1. Elvalasztasok ioncseréld tulajdonsagu allofazisokon

mellett vizsgaltuk az eluensalkot6 olddszerek hatasat. Megallapitottuk, hogy a MeCN ¢és a
MeOH kiilonb6z6 aranyt elegye az esetek tobbségében kivalo lehetdséget biztosit ionos
vegyiiletek enantioszelektiv elvalasztdsira. A MeCN-tartalom novekedésével ikerionos
allofazisokon minden vizsgalt vegyiiletnek novekedett a visszatartdsa. A tapasztalt
viselkedést a MeCN aprotikus karakterével, a szolvatacidra €s az ionos kodlcsonhatdsokra
kifejtett hatdsaval értelmeztiik. Polaris vegyiiletek esetén kijelenthetd, hogy a MeCN-
tartalom novelése kedvez az ioncseréld tulajdonsagh  allofazisokkal kialakulo
kolesonhatasoknak.

Anioncseréld oszlopokon apoléaris véddcsoportot tartalmazod a-aminosavaknal a
MeCN-tartalom novekedésével csokkend visszatartast észleltiink. Az anioncseréld és az
ikerionos allofazisok kiilonb6zd retencids viselkedését az anioncseréld szelektor eltérd
szolvatéacios tulajdonsagaval értelmeztiik. Ikerionos és anioncseréld alléfazisokon anionos
karakteri vegyiiletek retencios tulajdonsagainak Osszevetésébdl megallapitottuk, hogy az
ikerionos szelektor kationcseréld funkciés csoportja taszitd hatast gyakorol az

elvalasztand6 vegyiiletekre, csokkentve azok visszatartasat.
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Az eluens MeCN-tartalmanak novekedésével az enantioszelektivitas altalaban nétt. Az
enantioszelektivitds valtozasat a MeCN ionos és H-hid kolcsonhatasokra gyakorolt
hatasaval értelmeztiik. Aromas oldalldnccal rendelkezd ciklusos aminosavakndl a ndvekvd
MeCN-tartalommal megfigyelt csokkend enantioszelektivitist a MeCN az aromads
oldallancok ¢és a szelektor kozott kialakuld 7— & kdlcsonhatasokra kifejtett gatld hatasaval
értelmeztiik.

Vizsgaltuk a viz, mint eleunsalkotd adalék enantioszelektiv elvalasztasokra kifejtett
hatasat. Az esetek tobbségében ndvekvd viztartalml eluensekben jelentdsen csokkend
visszatartast ~¢és  kismértékben  csokkend  enantioszelektivitast  tapasztaltunk.
Megallapitottuk, hogy kisebb (1-2 v%) viztartalmu eluens bizonyos esetekben kedvez az
elvalasztasnak; a retencid szamottevo csokkenését csak kismértéki szelektivitascsokkenés
kiséri. A viz, mint eluensalkotd szerepét az ionos €s a H-hid kolcsonhatdsokra kifejtett
hatasaval, illetve a sav-bazis karakterek valtozasan keresztiil értelmeztiik. Nagyobb (20 v%
feletti) viztartalomndl megfigyelt kisebb elucids erdsséget a retenciés mechanizmusban
bekdvetkezd valtozassal, a forditott fazisu elvélasztasokra jellemz6 kolcsonhatasok
elotérbe keriilésével magyaraztuk.

Az ioncseréld tulajdonsaght allofazisokndl a mozgofazishoz adott sav és bazis
modositokkal lehetséges a retencios tulajdonsagok hangoldsa. Az alkalmazott sav és bazis
a szolvataciés viszonyokra, a szelektor és az elvalasztani kivant vegyiilet ionizaltsagara,
illetve az ionerdsségre €s a sav-bazis folyamatokra egyarant hatassal lehet. Vizsgaltuk,
hogy a sav és bazis aranya miként befolyasolja az elvélasztast. Ikerionos szelektorokon
kapott eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a retencio, a szelektivitas és a felbontas
egyarant az 1:1-2:1 sav:bazis tartomanyban éri el maximalis értékét. A tapasztaltakat
kettdsionpar képzodésén alapuldé mechanizmussal értelmezni tudtuk. A HPLC
koriilmények kozott tipikusan alkalmazott pH-tartomanyban (3—8) mind a szelektorok,
mind az altalunk legtobb esetben vizsgalt aminokarbonsavak ikerionos forméaban vannak
jelen. Nagy savfelesleg a karboxilcsoport deprotonaldodasat visszaszoritva, mig a
bazisfelesleg az aminocsoport, illetve a szelektor anioncseréld funkcids csoportjanak
ionizaltsagat visszaszoritva csokkenti az ionos kolcsonhatasok kialakuldsat. Vizsgaltuk a
sav ¢és a bazis anyagi mindségének hatdsat az elvalasztisra. A bazis anyagi mindségétol
valo fliggés tanulmdnyozdsakor megallapitottuk, hogy a bazis anyagi mindsége
szamottevoen befolydsolja a retencids tulajdonsdgokat. A visszatartasban észlelt
valtozasokat Osszefiiggésbe tudtuk hozni a modositoként alkalmazott bazisok kiilonféle

szerkezeti jellemzbivel. A béazisok anyagi mindsége az enantioszelektivitdsra nem
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gyakorolt igazan jelentds hatdst. A sav, mint modositdé anyagi mindsége tapasztalataink
szerint nem befolyasolta szamottevfen sem a retencids tulajdonsagokat, sem az
enantioszelektivitast.

Valamennyi vizsgalt ioncseréld tulajdonsagti alloéfazison elemeztiik az ellenionok

crer

crer

helyettesitési modell josolja. Erds kationcseréld szelektorok esetén az lgk — lgceienion
figgvény meredeksége (abszolut értékben) egy koriil alakult. Anioncseréldknél apolaris
csoporttal védett a-aminosavaknal 0,7 koriili meredekséget hataroztunk meg. A modell
altal josolt értéktdl valo eltérést az apolaris véddcsoport retencios tulajdonsagokra kifejtett
hatasaval értelmeztiik. Ikerionos szelektorokat monoionos modban, kationcseréloként
alkalmazva abszolut értékben 0,5-0,8 kozotti, mig ikerionos modellvegyiileteknél 0,2—0,3
kozotti meredekségeket hataroztunk meg. Megéllapitottuk, hogy az ikerionos szelektorok a
monoionos szelektoroktol eltéréen viselkednek; az ellenionok koncentraciojatol kevésbé
fligg a retencid. A monoionos ¢és az ikerionos szelektorok retencids tuljadonsagainak
eltérését az ikerionos szelektormolekuldk ellenionhatasaval értelmeztiik. Megallapitottuk,
hogy az ellenionok koncentracidja szamottevoen nem befolyasolja az enantioszelektivitast.
Kijelenthetd, hogy az ikerionos allofazisok retencids tulajdonsagai hangolhatok az ellenion
megvaltozna.

Vizsgalatainkban meghatarozo szerepet jatszik a szerkezet-retencids tulajdonsagok
kozotti Osszefiiggések feltarasa. Ikerionos szelektoroknal tobb fontos, altalanosithato
megallapitast tettiink. Az alkillanc hosszanak névelése aliciklusos 3°- és °-aminosavaknal
sztérikus hatasokon keresztiil csokkenti a retencioért felelos kolcsonhatasokat, ellenben
kedvezoen hat a kiralis felismerésre. Alkillanccal szubsztitualt 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin
analogok esetén a novekvé méretli alkillinc kedvezdtleniil befolydsolja a kiralis
felismerést. Aromds rendszert tartalmazo aliciklusos ﬁz- és ﬁj-aminosavak 7
kolcsonhatas révén erdsebben kotddnek az allofazishoz, de ez nem vezet hatékonyabb
enantiomerfelismeréshez. Az aromas gytrin elhelyezkedé —OCHj3;, —OH, —O-, illetve
halogénszubsztituensek a szelektorral torténd H-hid kialakitdsdn keresztiill nagyobb
visszatartdst eredményeznek. Metoxiszubsztitualt 1,2,3,4-tetrahidroizokinolinszarmazékok
esetén a kialakulo H-hid pozitiv hatdsa mind a retencidban, mind a szelektivitdsban

megmutatkozik. Az aromas gyliriin 1évd szubsztituensek helyzete jelentdsen befolyasolja a
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kromatografias viselkedést. A meta helyzetli szubsztiticiohoz képest a fesziiltebb
molekulaszerkezetet eredményezd orto helyzetli szubsztiticid kisebb visszatartashoz és
szelektivitashoz vezet. Ciklusos f-aminosavak esetén a transz helyzet altalaban kedvezdbb
az allofazissal valo kolcsonhatas kialakitasa szempontjabol. Biciklusos f-aminosavak
esetén az exo-endo ¢s a diexo elhelyezkedés kedvezdbb a kirdlis felismerés 1étrejottéhez a
diendo konfiguracidhoz képest. A kettds kotés jelenléte polaris kdlcsonhatasokon keresztiil
befolyasolhatja a visszatartast és a szelektivitast. Az ikerionos kinin és kinidin alapt
allofazisokat Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy altaldban a kinidin alapu alléfazis
szerkezete kedvezobb a molekula-szelektor komplex kialakuldsa szempontjabol, nagyobb
retenciot és szelektivitast eredményezve.

A pszeudoenantiomer viszonyban levd kinin €s kinidin alapu szelektorok lehetdséget
biztositanak — a mindségi €s mennyis€égi meghatarozasok soran kiilondsen fontos — eliicios
sorrend megvaltoztatasara. Sok esetben bizonyitékkal szolgaltunk ezen tulajdonsag
érvényesiilésére.  Tanulmanyoztuk az  ikerionos szelektort felépitd  kationos
(kinuklidingytirii) és anionos (ACHSA) alegység retencios sorrendre kifejtett hatasat. Tobb
f3-aminosav esetén is bizonyitottuk, hogy a kationcserél6 ACHSA alegység konfiguracidja
a meghataroz6 az elicids sorrend szempontjabol. transz-Paroxetin esetén a varttal
ellentétesen a ZWIX(+) és ZWIX(-) oszlopon megegyezd elicios sorrendet hataroztunk
meg. In silico kisérletekkel virtudlis szelektor-enantiomer rendszereket jellemeztiink. A
szamitasos eredmények eltértek a tapasztalt elacidos sorrendtdl, ravilagitva ezzel
modellszamités korlataira.

A hoémérséklet hatdsanak vizsgéalatakor ioncseréld tulajdonsagu allofazisoknal a
visszatartast és az enantioszelektivitast figyelembe véve valamennyi elméletileg lehetséges
viselkedésre talaltunk példat. Ertekezésemben az atlagostol eltérd viselkedéseket
elemeztem. A termodinamikai paraméterek meghatarozasara altalunk alkalmazott modell
nem képes a szelektiv és nemszelektiv kolcsonhatasok megkiilonboztetésére. A szamolt
termodinamikai adatok alkalmazhatosagi korlatait szem el6tt tartva kvalitativ

kovetkeztetéseket vontunk le a lejatszodé folyamatokrol.

6.2. Elvalasztasok makrociklusos antibiotikum alapu alléfazisokon

Makrociklusos antibiotikum alapt allofazisokon vizsgaltuk az alkohol, mint
eluensalkotd anyagi mindségének hatdsat az elvalasztasra. A vizsgalt alkoholokat azonos
molaris koncentracidban (eltéré v%-ban) alkalmazva limonénvazas f-aminosavaknal

megfigyeltiik, hogy ugyan a kromatografids jellemzOk valtoztak az alkohol anyagi
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mindségével, de kozvetlen kapcsolatot nem taldltunk az alkohol polaritdsa és a
kromatografias viselkedés kozott. Tobb esetben is tanulmanyoztuk a MeOH, mint
eluensalkotd hatasat az elvalasztasra. Megallapitottuk, hogy a makrociklusos antibiotikum
alapt kolonnak RP koriilmények kozott a megszokottol eltérden viselkedtek. Az eluens
MeOH-tartalmanak ndvekedésével ndtt a vizsgalt vegyiiletek visszatartdsa. Ezt a
viselkedést azzal értelmeztiik, hogy a poldris aminosavak kevésbé szivesen tartozkodnak a
MeOH-tartalom novekedésével egyre apolarisabba vald eluensben. Enantioszelektivitas
tobb esetben is csak nagyobb (60 v% feletti) MeOH-tartalom esetén alakult ki, vagyis az
allofazis enantiomerfelismerd-képessége erdsen fliggdtt a szolvatacids viszonyoktol.
Hidrofobabb karakterti vegytileteknél a fentiektdl eltéréen azt figyeltik meg, hogy a
MeOH-tartalom novekedésével minimum gorbe szerint valtozott a visszatartas. Ezekre az
esetekre magyarazatként adtuk, hogy a kisebb MeOH-tartalom esetén a hifrofob—hidrofob
kolcsonhatasok hatdrozzak meg a retenciot, mig nagyobb MeOH-tartalmak esetén (a PI
modhoz  kozelitve) az  elektrosztatikus — kolcsonhatasok — keriilnek — eldtérbe.  f3-
Laktamszarmazékok esetén — az el6zdéektdl eltérden — tipikus forditott fazisu viselkedést
figyeltiink meg, amit a polaris funkcids csoportok hianyaval, illetve sztérikus hatasokkal
értelmeztiink.

Az eluenst alkotod vizes fazis pH-jat véltoztatva tanulmanyoztuk a mozgédfazis pH-
janak elvalasztasra kifejtett hatasat. A pH csokkenésével valamennyi esetben novekvo
visszatartast figyeltiink meg, mig a szelektivitds ¢és a felbontds leggyakrabban maximum
gorbe szerint valtozott. Megallapitottuk, hogy a pH csokkentése kedvez a visszatartasért
felelds ionos kdlcsonhatasoknak, de ezek a kdlcsonhatasok tipikusan nemszelektivek, az
enantiomerfelismerd-képességre nem josolhato modon hatnak. Az ionos kdlcsonhatasok
retencids mechanizmusban betoltott szerepének jellemzésére Chirobiotic TAG oszlopon
vizsgaltuk limonénvazas f-aminosavak elvalasztasait. TEAA-t alkalmazva ellenionként
megallapitottuk, hogy a vizsgalt teikoplanin aglikon szelektoron az Igk; — 1gceienion
figgvények meredeksége az ikerionos allofazisokon ikerionos vegyiileteknél tapasztalt
meredekségekhez hasonloan alakult. Ezzel bizonyitottuk az ionos kdlcsonhatasok retencios
mechanizmusban bet6ltott meghatarozo szerepét.

Chirobiotic T ¢és Chirobiotic TAG oszlopokon adott enantiomerparra szamolt
szabadentalpia-valtozds kiilonbségekkel jellemeztik a cukoregységek hatisat az
elvalasztasra. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt °-aminosavak, f-laktamok, ciklusos -
aminosavak és szarmazékaik, valamint y-aminosavak enantiomereinek tobbségénél a

teikoplanin szelektoron 1évé cukoregységek sztérikus gatat jelentenek, csokkentve igy az
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enantiomerfelismerd-képességet. Ezzel ellentétben /33-aminosavakné11 a cukoregységekkel
valé kolcsOnhatds segiti az enantiomerek kirdlis megkiilonboztetését. Megallapitottuk,
hogy a cukoregységek Osszetett szerepet jatszanak a felismerés folyamataban; elfedve a
makrociklusos tiregeket gatolhatjak a kiralis felismerést, masrészt viszont a cukorrészek
kiralitdscentrumai illetve kolcsonhato helyei segithetik a kiralis megkiilonboztetést.

A szerkezet ¢és a retencios tulajdonsagok kozotti Osszefiiggéseket vizsgalva
megallapitottuk, hogy a tramsz-izomerek a teikoplanin alapu szelektorokkal az esetek
tobbségében erdsebb kolcsonhatast tudtak kialakitani, de ebben a kolcsonhatdsban a
nemszelektiv Osszetevok a meghatarozok. A szelektorok enantiomerfelismerd-képessége
cisz-izomerek esetén kedvezObben alakult. Megfigyeltiik, hogy f-aminosavak homolog
sorozatan beliil a szubsztituens alifas illetve aromas jellege nem befolyasolja szamottevéen
a nemszelektiv kolcsonhatasokat, de az aromas szubsztituens z—m kolcsonhatasok
kialakitasan keresztiil noveli a szelektiv kdlesonhatdsok erdsségét. Megallapitottuk, hogy
makrociklusos antibiotikum alapti szelektorokndl a mozgotazis Osszetételétdl fliggd
hatasok befolyasoljak az enantiomerek elticids sorrendjét.

Tanulméanyoztuk a homérséklet enantioszelektiv elvalasztasi folyamatokra gyakorolt
hatasat. Tobb esetben is a megszokottol eltérd viselkedést tapasztaltunk. Termodinamikai
szamitasokkal bizonyitottuk az entropiavezérelt folyamatok kiralis elvalasztasban betoltott

szerepét.

6.3. Elvalasztasok poliszacharid alapu allofazisokon

A poliszacharid alapti oszlopokon normal fazisu koriilmények kozott vizsgaltuk az
alkohol, mint eluensalkoté anyagi mindségének hatasat a kromatografids jellemzokre.
Megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6 anyagi mindségli alkoholokat allandd6 molaris
koncentracioban alkalmazva az alkohol anyagi mindsége jelentds hatast fejtett ki az
elvalasztasra. Osszefiiggést talaltunk az alkoholok polaritdsa és a retencidra kifejtett
hatdsuk kozott; polaris karakteri vegyiileteknél csokkent a visszatartds az alkohol
polaritdsanak novekedésével. Megallapitottuk, hogy az alkohol anyagi mindségének
enantiomerfelismerd-képességre kifejtett hatasa 0sszetett folyamatokon keresztiil alakul ki.

Az eluens IPA-tartalmanak elvalasztasra gyakorolt hatsat vizsgalva minden esetben
normadl fazisu viselkedést figyeltiink meg; a polaris mdodosité ardnyanak novelése kedvez a

mozgofazissal kialakul6 kdlesonhatasoknak, csokken a visszatartas.
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A szerkezet és a kromatografias adatok kozotti Osszefliggések vizsgalataval
megallapitottuk, hogy az 1-naftol anal6gok erdsebb kdlcsonhatést alakitottak ki a vizsgalt
celluloz alapu allofazisokkal, de kisebb enantioszelektivitassal elualédtak, mint a 2-naftol
analogok. Megfigyeltiik, hogy az alapvdzhoz kapcsol6do aromas gytirti helyzete mind a
retencidt, mind az enantioszelektivitast befolyasolta. Az aromés gytiriin elhelyezkedd
szubsztituensek daltalaban kisebb mértékben, de hatdssal voltak a kromatografids
jellemzokre. A szubsztituensek hatdsat a z-sav—sm-bazis karakterre kifejtett hatassal
értelmeztiilk. Az alapvazhoz kapcsolédd alifas és aromds szubsztituensek hatasat
Osszevetve megallapitottuk, hogy a retencid szempontjabol a naftolvazzal kialakulod
kolcsonhatasok a meghatarozok. A poliszacharid alapu allofazisok enantiomerfelismerd-
képességét a naftolvazon megjelend aromas gytirii(k) 7~z kdlcsonhatasokon keresztiil
befolyasolni tudjak. A fenilszubsztituens naftilgytirtivel torténd helyettesitése mind az
amiléz, mind a celluloz alapt all6fazisokon ndvelte az enantioszelektivitast. Novekvo
méretli alkilszubsztituenssel rendelkezd naftolszarmazékoknal sztérikus hatdsok fellépését
igazoltuk. Linearis kapcsolatot talaltunk a szubsztituens térkitoltését jellemzé Meyer-
paraméter €s a visszatartas, illetve az enantioszelektivitas kozott. S-Laktamok vizsgalatanal
Osszefliggést figyeltiink meg a laktamgytiriihoz kapcsolodd gyliri mérete és a retencids
tulajdonsdgok kozott, melyet sztérikus hatdsokkal értelmeztiink. Az aromds gylrl
jelenlétében ennél a vegyiiletcsaladnal is kimutattuk a 77 kolcsOnhatasok szerepét.
Ciklusos f-aminosavszarmazékoknal a kettds kotés visszatartdsra gyakorolt hatdsat
figyeltiik meg. A kettds kotést tartalmazo vegyiiletek erdsebb kolcsonhatast alakitottak ki a
celluloz alapu allofazissal, mint a kettds kotést nem tartalmazd analogjaik.
Megallapitottuk, hogy a megndvekedett kolcsonhatasok foként nemszelektiv 6sszetevokbol
allnak.  Fluorozott  f-aminosav  szarmazékokndl  nagyobb  visszatartast  ¢és
enantioszelektivitast észleltiink. Ebbdl a H-hid szerepére vontunk le kovetkeztetést. Az
amiloz és celulluloz alapt oszlopokon elvégzett méréseink alapjan a poliszacharidlancok
elvalasztasi mechanizmusban betdltott jelentdségérdl nyertiink informéciot.

A homérséklet elvalasztasra gyakorolt hatdsanak vizsgalatakor a vizsgalt rendszerek
tobbségénél megszokott viselkedést tapasztaltunk; a homérséklet novekedését csokkend
visszatartds és csOkkend enantioszelektivitds kisérte. Az ettl eltérd viselkedések
termodinamikai elemzése soran entropiavezérelt folyamotokat irtunk le. Példat mutattam
be az irodalomban igen ritkdn kozolt szobahOmérséklet koriili hdmérsékleten

megfigyelhetd elucids sorrend megvaltozasara.
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7. Koszonetnyilvanitas

Tudomanyos palyafutaisom ¢és elért eredményeim teljes egészében a Szegedi
Tudomanyegyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékéhez kotddnek. Egyetemi
hallgaté koromban Prof. Burger Kalman, fiatal oktatoként Prof. Kiss Tamas, az utdbbi
nénany €vben Dr. Galbacs Gabor tanszékvezetdi tamogatasa jelentette azt a hatteret, ami
elengedhetetlen egy akadémiai doktori értekzés eléréséhez. Valamennyidjliknek
koszondm, hogy eddig eljuthattam.

Egyetemi  hallgatoként  Prof. Dombi  Andrds  vezetésével  készitettem
diplomamunkédmat, majd PhD-0sztondijasként mellette ismerhettem meg az analitikai
kémia legalapvetobb szakmai fogasait. Az elsd kiilfoldi tanulmanyut, az elsé elfogadott
kozlemény, az elsd sikeres, 6nalld palyazat, az els6 miiszerbeszerzések munkéval teli, de
eredményes, szép iddszakot jelentettek, amelyre o6rommel emlékezem vissza. A
»valamibol majdcsak kifizetjiik” optimizmust probalom sosem elfelejteni. Nagyon szépen
kosz6ndm a toretlen tAmogatast.

A Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék természetesen sokat véltozott az elmult
negyedszazad soran. Tobb kollégank is 6rokre eltdvozott, de szerencsére a tanszéki bulikon
a még koztiink levokkel fel lehet eleveniteni a ,,régi szép idoket”. Kdszondm valamennyi
aktiv ¢és nyugdijas tanszéki kollégdmnak, hogy folyamatos tdmogatasukat élvezve a
lehetéségekhez képest jo hangulatban telhetett el ez a tobb mint két évtized.

Mindannyian tudjuk, hogy egy ilyen volumenli értekezés nem sziilethet egyetlen
ember munkdjabol. A hattérben szamos projektmunkas, szakdolgozo, diplomamunkas és
legfoképpen PhD hallgato all. Valemennyidjiiknek koszondm, hogy bizalmukkal
megtiszteltek. Azt hiszem abban, hogy nap mint nap jo kedvvel menjen be az ember a
munkahelyére, a kozvetlen munkatarsainak van a legfontosabb szerepe. Olyan szerencsés
helyzetben voltam és vagyok, hogy csoportunk volt és jelenlegi PhD hallgat6i szakmailag
eredményessé, emberileg otthonossa tették ezt az iddszakot. Dr. Torok Rolandnak, Dr.
Sipos Laszlonak, Gecse Zsanettnek, Dr. Berkecz Robertnek, Dr. Pataj Zoltannak, Dr.
Aranyi Anitanak, Dr. Grecs6 Noranak, Lajko Gyuldnak, Orosz Timeanak és Bajtai
Attilanak nagyon szépen koszondm aldozatos munkdjat és baratsagat.

Palyafutasom soran szamos olyan kutatdsi projektben vettem részt, amely soran a
Kémiai Intézet munkatarsaival egyiittmiikodve dolgozhattam. Emellett sok esetben oktatasi
feladatok kapcsan kértem intézeti kollégak segitségét, jegyzetirasndl szakmai lektorként,

orarendkészitésnél vagy éppen birdld bizottsdgi tagként tapasztalataikat megosztva
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tamogattak. Ezaton is koszonetemet fejezem ki valamennyi kollégdnak a Kémiai
Intézetbdl. Kiilon koszondm a Kémiai Intézet vezetdjének, Prof. Konya Zoltannak, hogy
tobb sikeres palyazatban is részt vehettem, valamint azt, hogy szakmai palyafutdsomat
tevOlegesen tamogatta.

Koszondm szépen Prof. Palinko Istvannak, hogy a ,,nulladik” valtozatot atnézve épitd
kritikdval segitette az értekezés elkészitését. Nagyon szépen koszondm Prof. Felinger
Attilanak és Prof. Jandky Tamasnak, hogy a dolgozat eldbirdlatat elvallaltak és értékes
megjegyzéseikkel, kiegészitéseikkel segitettek a végleges valtozat elkészitésében.

Kutatocsoportunkat évtizedes szalak flizik a Gyodgyszerkémiai Intézethez. Az
értekezésben targyalt anyagok jelent0s részét a Prof. Fiilop Ferenc akadémikus altal
vezetett kutatocsoport munkatarsai allitottak eld. A szintetikus munkan tal minden esetben
fordulhattunk hozzajuk szakmai segitségért. Hasonldan sikeres folytatdsban bizva
szeretném megkdszonni az eddigi gylimolcs6z6 egyiittmiikodést.

Azt gondolom, hogy az emeberi 1étezés alapja a csalad. Ugyan napjainkban a ,,szingli
1ét” meglehetdsen divatos, de megfeld csalddi hattér nélkiil nem lehet hosszi tavon
sikereket elérni. Nagyon szépen koszonom feleségemnek és lanyaimnak tiirelmiiket,
tdmogatasukat. Ugyan sziileim mar régota nem lehetnek veliink, de azért jol esik nekik is
megkodszonni. Koszondm szépen! Koszondm testvéremnek, hogy soha nem adja fel.
Andrisnak koszondm, hogy a kulturat még mindig probalja belém csepegtetni.

Végezetiil annak szeretném megkdszonni a tdmogatasat, aki jobban hitt az értekezés
elkésziilésében, mint jdomagam. 2005 0szén kapcsolédtam be a Prof. Péter Antal vezette
kutatocsoport munkéjadba. Ugyan a tudomanyteriilet nem volt teljesen ) szdmomra, de
nagyon sokat kellett tanulni ahhoz, hogy helytallhassak. Szamos kutatasi palyazat, tobb
K+F feladat sikeres megvaldsitasan dolgoztunk egyiitt. Valemennyi, az értekezéshez
kapcsolodo kozlemény kozos munkankbol sziiletett. Nagyon szépen koszondm azt
tengernyi (vagy inkabb Ocednnyi) segitséget, amit téle kaptam. A szakmai mellett a

barkacs tippek is sokszor segitettek a nehéz pillanatokban.
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Fiiggelék
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Az értekezésben targyalt vegyiiletek
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N-védett fehérjealkoto a-aminosavak
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Szekunder a-aminosavak

23
HO COOH OOH
Do ™ol (94 @i
N N
N H H
H )
Cclsz transz
a:25,4S c:254R
b'2R4R d: 2RAS
24
COOH COOH COOH
COOH
NN
COOH COOH COOH COOH
% : %r CFQ
-
33 35
COOH COOH
O QCOOH ﬁj\
O COOH
37 39
U | T [ol
COOCH [Nj\COOH COOH N COOH
H H
40 42 43
S COOH
COOH
NH
N~ COOH NH
H COOH
45

\©ij/COOH

A cisz- és transz-konfiguraci6 a karboxil- és az aminocsoport helyzetére vonatkozik.
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2 .
p -Ammosavak
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COOH
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COOH
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COOH
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COOH

} _COOH

COOH
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54 55 7
COCH COOH COOH COOH
H2N /H(El\ij/ /<ij/ H2N
N
T Cl
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58 59 60
COOH COOH COOH
HoN H,N HyN HoN
COOH
o ~o L\
OH
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/f -Aminosavak
62 63 65
COOH COOH COOH COOCH
/ENHz \)iNHZ \HiNHZ X[NHZ
66 67 69
COOH COOH COOH COOH
70 71 73
COOH COOH
COOH
NH,
NH, NH, NH;
74 75 76 77
COOCH | CI COOH
COOH
F
NH,
78 79 81
COOH COOH
|\ COOH | N~ X COOH
= NH2 | NH2
N = NH, | \
82 83 85
S COOH HO_ COOH
QG .
2
N COOH N NH; COOH
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Ciklusos ff-aminosavak

86 QCOOH

<iiz//COOH
NH,

: .COOH

NH,
cisz: transz: cisz: cisz: transz.
a: (1S2R) c: (18,2S) . - a: (1R2S) ¢: (15.2S)
'(1R2S) d: (1R2R) a:(152R)  b: (1R.25) '(1S2R) d: (1IR2R)
COOH |90
@( COOH COOH
X N
cisz: transz.' _ .NHZ diexo:
a: (1S2R) ¢: (15,28) _ cisz. a: (15,2R,35,4R)
b: (1R2S) d: (IR2R) a: (1S2R)  b: (1R2S) b: (1R 2S,3R,4S)
92
/ COOH
2 5 1
Hooc” 2 4 Hooc” |2 4
HoN
cisz: transz. diendo: exo-endo:
a: (2R,3S) ¢: (253S) |a: (15,2R,3S,4R) c: (15,25,3S,4R)
b: (253R) d: 2R,3R) |b: (1R,2S,3R,4S) d-: (1R,2R,3R,4S)
95 COOH
COOH
COOH
cisz transz
NH2 a: (1S2R,45) e: (15,25,4S)
b: (1R,2S,4R) f: (1R,2R,4R)
c: (1S,2R,4R) g: (1S2S.4R)
d: (1R,25,4S) h: (1R,2R,4S)
Monoterpénvazas ciklusos fj-aminosavak
98 99
. COOH COOH
ClSZ: transz:

a: (1R,2R,35,5R)
b: (15,25,3R,5S)

c: (1R,2R,3R,5R)
d: (15,25,3S5,5S)

a: (1R,2R,35,5R)

cisz

b: (18,28,3R,5S)

100

cisz

a: (IR 2R 3S,4R,5R)

%

b: (15,25,3R 45,5S)

NH; 101

COOH

a: (15,25,3S,5R)

I COOH
NH

2
transz

b: (1R2R3R,5S)
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Izoxazolingyiiriivel kondenzalt ciklusos f-aminosavak

102
O-_6ba
N/ COOH
N\
3a
NH,

cisz
a: (3aS,4R,5S5,6aS)
b: (3aR,4S,5R,6aR)

transz
c: (3aS,4R,5R, 6aS)
d: (3aR,4S,5S,6aR)

103

0O-_6a
/
N COOH
Lo
3a
NH,

cisz transz
a: (3aS,4R,55,6aS) c: (3aS,4R,5R,6aS)
b: (3aR,45,5R,6aR) d: (3aR,4S,55,6aR)

104

2

NH
0 6a
N/ COOH
N\
3a

cisz
a: (3aR,55,6S8,6aS)
b: (3aS,5R,6R,6aR)

transz
c: (3aR,58,6R,6aS)
d: (3aS,5R,6S,6aR)

105
NH,
0. 6a
N/ COOH
\
3a

cisz transz
a: (3aR,55,65,6aS) c: (3aR,55,6R,6aS)
b: (3aS,5R,6R,6aR) d: (3aS,5R,6S5,6aR)

N-metilszubsztitualt ciklusos f-aminosavak

106 107
COOH COOH
:NH/ :NH/
cisz cisz
a: (1R,2S) b: (1S5,2R) a: (1R,2S) b: (15,2R)
108 109
COOH
(X
NH/ Nli
cisz: transz: diexo
a: (1R,2S) «c: (15,2S) a: (15,2R,35,4R) b: (1R,2S,3R,4S)

b: (1S2R) d: (1R2R)
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Ciklusos mono- és dihidroxi-fi-aminosavak
110 111
COOH HO
Q COOH
HO
HO
‘ NH, NH,
cisz fransz cisz transz
s fﬁﬁﬁf “ iff;;g; a: IR2R3SAR ¢ 1S2R3RAS
T T b: 15,253RAS d: 1R2S53S54R
112 113
COOH HO COOH
HO ! NH, HO: '! :NHZ
OH
cisz transz cisz fransz
a:1R2R,3S,4R c¢:1S,2R,3S,4R a: 1R2S5,4S,5R ¢: 15,25,4S,5R
b: 1S2RA4AR5S d: 1R2RAR,SS

b: 15,283R4S  d: 1R,25,3R,4S

A cisz és transz konfiguracid a karboxil- és az aminocsoport helyzetére vonatkozik.

Fluorozott f-aminosavszarmazékok
114 115
CO,Et F CO,Et
NHBoc NHBoc
transz transz:
a:1R2R  b: 15,28 a: I1R2RSR  b: 15,258,585
116 117
EE(COZEt F CO,Et
NHBoc NHBoc
cisz transz cisz transz
a: 15,2R c: IR2R a: 15,2R,5S8 a: 1R2R,5S
b: 1R2S  d:1§5,28 b: 1R,2S,5R b: 1S,2S,5R
c: 1S8,2R,5R c: IR2R,5R
d: 1R2S5,58 d: 15,25,55
Ciklusos fi-aminohidroxamsavak
118 119

CONHOH
NH,

diexo: diendo:
a: (1S2R,3S,4R) ¢ (15,2S,3R4R)
b:(1R,25,3R,4S) d: (1R,2R,35,4S)

CONHOH
/ NH;

diexo: diendo:
a: (1R2R,354S) c: (1R 2S,3R4S)
b: (15,2S8,3R,4R) d: (1S,2R,3S,4R)
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p-Laktamszarmazékok
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rAminosavak
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H,N. :: _COOH

transz-Paroxetin

142

F

4
o 0 3 NH
transz(+)-(4S, 3R)
transz(—)-(4R, 35)
p-Karbolin analégok
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\ NBoc \ NH
N OH N OH
H H
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N H OH
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1,2,3,4-Tetrahidroizokinolin analégok

149 150 151
MeO MeO
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Naftolszubsztitudlt tetrahidroizokinolinszarmazékok

167 168
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NH ~ NH
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Glicinészter analogok
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2-Naftol analégok (folytatds)

216

217

-_—
=z -_—
T -

l OH

a: (18,1°S vagy 1R,1°S*)
b: (IR,1’R vagy 15,1’R¥)
¢: (IR,1°S vagy 18,1°S*)
d: (1S,1’R vagy 1R,1’R¥)

218

a: (15,1°S vagy 1R,1°S*)
b: (1R,1I’R vagy 1S,1°’R¥)
¢: (1R,1°S vagy 18,1°5%)
d: (1S,1’R vagy 1R,1I’R¥)

219

a: (15,1°S vagy 1R,1°S*)
b: (1R,1’R vagy 15,1’R¥)
¢: (1R,1°S vagy 18,1°5%)

d: (1S,1’R vagy 1R,1I’R¥)

220

=
A

®)
T

a: (18,1°S vagy 1R,1°S*)
b: (1R,1’R vagy 15,1’R¥)
¢: (IR,1°S vagy 18,1°S*)

d: (15,1’R vagy 1R,1’R¥)

221

1'

a: (15,1°S vagy 1R,1°S*)
b: (IR,1I’R vagy 1S,1°’R¥)
¢: (1R,1°S vagy 18,1°5%)
d: (1S,1’R vagy 1R,1’R¥)

* C.LP. konvencio szerint
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Tablazatok
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F1. Tablazat

Ciklusos f-aminosavak kromatografias adatai ZWIX(+) és ZWIX(—) kolonndkon

Kolonna
Vegyiilet Mozgoéfazis ZWIX(+) ZWIX(-) Irodalom
k; a R k; o R,
ciklusos fS-aminosavak és N-metilezett szarmazékaik
cisz-86ab a 2,35 | 1,09 | 0,90 | 2,81 | 1,00 | 0,00
transz-86cd a 3,0 1,27 | 2,18 | 3,76 | 1,07 | 0,20
cisz-88ab a 222 | 1,17 | 1,60 | 2,90 | 1,28 | 1,83
transz-88cd a 3,22 | 1,00 | 0,00 | 3,93 | 1,33 | 2,58 E9
cisz-89ab a 2,71 | 1,17 | 1,00 | 3,58 | 1,23 | 1,37
transz-89cd a 2,72 | 1,17 | 1,14 | 3,33 | 1,40 | 2,83
cisz-86ab b 3,13 | 1,00 | 0,00 | 6,59 | 1,07 | 0,52
cisz-106ab b 2,55 | 1,71 | 7,07 | 3,34 | 1,70 | 6,45
cisz-87ab b 2,82 | 1,00 [ 0,00 | 3,36 | 1,04 | 0,30
cisz-107ab b 1,60 | 1,54 | 3,75 | 1,78 | 1,63 | 3,41
cisz-88ab b 396 | 1,21 | 1,31 | 433 | 1,35 | 2,17
cisz-108ab b 2,13 | 1,50 | 3,59 | 2,55 | 1,35 | 2,30 Eld4
transz-88cd b 6,22 | 1,12 | 0,99 | 8,42 | 1,41 | 2,83
transz-108cd b 2,46 | 2,00 | 9,24 | 2,55 | 2,23 | 8,74
diexo-91ab b 3,39 | 1,05 | 0,50 | 3,69 | 1,16 | 0,95
diexo-109ab b 1,47 | 1,38 | 3,37 | 1,23 | 1,64 | 3,29
biciklusos f-aminosavak
cisz-92ab c 2,74 | 1,20 - 3,24 | 1,50 | 4,10
transz-92cd c 7,77 | 1,24 - 7,18 | 1,46 -
diendo-93ab c 3,17 | 1,01 - 3,37 | 1,30 - o
exo-endo-93cd c 420 | 1,19 | 1,30 | 4,64 | 1,23 -
monoterpénvazas ciklusos -aminosavak
cisz-98ab c 297 | 1,23 | 2,20 | 3,68 | 1,40 | 3,10
transz-98cd c 10,25 | 1,12 | 1,80 | 10,59 | 1,30 | 2,25 E2
transz-101ab c 9,35 | 1,00 | 0,00 | 8,01 | 1,31 | 1,05

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: a: MeOH/MeCN (75/25 v/v) és AcOH (50 mM) és TEA (25
mM), b: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és AcOH (50 mM) és DEA (25 mM), ¢: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és
AcOH (50 mM) és TEA (25 mM); aramlasi sebesség: 0,6 mL perc’!
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F1. Tablazat (folytatés)
Ciklusos f-aminosavak kromatografias adatai ZWIX(+) és ZWIX(—) kolonndkon

Kolonna
Vegyiilet Mozgoéfazis ZWIX(+) ZWIX(-) Irodalom
k; a R k; o R,
izoxazolingytirtivel kondenzalt ciklusos f-aminosavak

cisz-102ab c 420 | 1,40 | 2,71 | 7,03 | 1,36 | 3.43
transz-102cd c 542 | 1,46 | 3,00 | 7,34 | 1,16 | 2,32

cisz-103ab c 3,50 | 1,25 | 1,71 | 6,96 | 1,20 | 2,47
transz-103cd c 4,74 | 1,63 | 2,73 | 5,36 | 1,55 | 1,92 ES

cisz-104ab c 3,02 | 1,61 | 6,00 | 4,16 | 1,57 | 6,16
transz-104cd c 1,93 | 2,33 | 4,62 | 4,57 | 1,25 | 1,55

cisz-105ab c 2,84 | 1,64 | 5,54 | 4,08 | 1,54 | 6,08
transz-105cd c 1,80 | 2,42 | 6,00 | 2,77 | 2,00 | 5,66

Kromatografias koriilmények: mozgoéftazis, ¢: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és AcOH (50 mM) és
TEA (25 mM); aramlési sebesség: 0,6 mL perc

F2. Tablazat

Ciklusos f-aminohidroxamsavak kromatografids adatai ZWIX(+) és ZWIX(—) kolonnakon

Kolonna
Vegyiilet Mozgoéfazis ZWIX(+) ZWIX(-) Irodalom
k; a R k; o R,
diexo-118ab c 4,06 | 2,17 | 2,80 | 549 | 2,30 | 2,44
diendo-118cd c 4,60 | 1,87 | 2,42 | 4,66 | 1,86 | 2,43 B2
diexo-119ab c 4,38 | 2,43 | 3,51 | 4,40 | 2,83 | 3,59
diendo-119cd c 4,14 | 1,67 | 2,37 | 458 | 1,58 | 1,97

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: ¢: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és AcOH (50 mM) és TEA (25
mM); aramlasi sebesség: 0,6 mL perc”'
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F3. Tablazat

1,2,3,4-Tetrahidroizokinolinszarmazékok kromatografias adatai ZWIX(+) és ZWIX(—)

kolonnakon
Kolonna
Vegyiilet Mozg6tazis ZWIX(+) ZWIX(-) Irodalom

ki o R ki o Ry
146 d 6,50 | 1,20 | 2,22 | 4,44 | 1,38 | 2,07
150 d 8,02 | 1,25 | 4,17 | 6,73 | 1,48 | 3,10
151 d 4,04 | 439 | 1,09 | 2,66 | 1,18 | 1,14
152 d 6,25 | 1,04 | 0,87 | 518 | 1,22 | 1,53
153 d 385 | 1,07 | 1,17 | 2,24 | 1,12 | 0,50
154 d 593 | 1,03 | 0,53 | 2,24 | 1,15 | 0,60 E6
155 d 7,14 | 1,01 | <02 | 4,73 | 1,00 | 0,00
156 d 5,51 | 1,08 | 0,40 | 3,55 | 1,16 | 1,55
157 d 485 | 1,23 | 3,31 | 2,99 | 1,29 | 2,82
158 d 533 | 1,08 | 1,29 | 4,04 | 1,09 | 1,00
159 e 1,16 | 1,18 | 1,80 | 0,61 | 1,19 | 1,00

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: d: MeOH/MeCN (75/25 v/v) és AcOH (25 mM) és TEA (12,5
mM), e: MeOH/MeCN (25/75 v/v) AcOH (25 mM) és TEA (12,5 mM); aramlasi sebesség: 0,6 mL perc’!

F4. Tablazat
Izoxazolingytirtivel kondenzalt ciklusos f-aminosavak néhéany jellemzd termodinamikai

adata
Vegyillet A(AH 9 [kJ mol '] AASY T mol ' KT | ACAG 998k [k mol ]
A B A B A B
102ab -33 -1,9 -8.3 42 -0,7 -0,6
103ab 20,8 -1,7 72,0 4.0 -0,7 -0,5
104cd 4,6 8,7 -8,9 30,8 -2,0 -0,5
105¢d -17.9 -3,6 -55,1 -6,8 -1,5 -1,5

Kromatografias koriilmények: kolonna: A: ZWIX(+), B: ZWIX(—); mozgofazis: MeOH/MeCN (75/25 v/v) és
AcOH (50 mM) és TEA (25 mM); dramlasi sebesség: 0,6 mL perc '
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F5. Tablazat
Ciklusos -aminosavak néhany jellemz0 termodinamikai adata

Vegyiilet Mozgbfazis [13( i]?l] . r;‘gff %1] ‘[‘S‘?ang’ff]K
ZWIX(+)
cisz-86ab a -0,6 -1,3 -0,2
cisz-87ab b -0,9 -1,3 -0,5
transz-88cd b -0,6 -1,2 -0,2
transz-89cd a -0,7 -1,2 -0,3
cisz-90ab a 2,2 —4.,7 -0,8
ZWIX(-)
cisz-86ab c 1,1 4,0 -0,1
transz-86cd c -1,3 -3,8 -0,2
transz-88cd a -1,7 -3,7 -0,6
transz-89cd a -1,7 -3.8 -0,6
cisz-90ab a 2,2 —4.,5 -0,9

Kromatografias koriilmények: kolonna: ZWIX(+) és ZWIX(-); mozgotazis: a: MeOH/MeCN (75/25 v/v) és
AcOH (50 mM) és TEA (25 mM), b: MeOH/MeCN (75/25 v/v) és AcOH (50 mM) és NH; (25 mM),
¢: MeOH/MeCN (25/75 v/v) és AcOH (50 mM) és TEA (25 mM); aramlasi sebesség: 0,6 mL perc'

F6. Tablazat
Szekunder a-aminosavak néhany jellemz6 termodinamikai adata

Vegyillet A(AH 9 [kJ mol™] AASY [T mol ' KT | ACAG 908k [KJ mol ]
A B A B A B
20 2.4 -3,5 2,7 4,7 -1,6 2,1
21ab 1,1 ~1,1 4,4 -0,9 -0,2 -0,8
2lcd 2,7 3,4 3.6 4.9 -1,7 -1,9
22 -3,0 -4,0 —4.4 ~7,1 -1,7 -1,9
25 -1,5 -4,0 -1,3 ~7,7 -1,1 -1,7
27 -1,3 -33 ~1,4 -6,0 -0,9 -1,5
28 -1,8 3,4 2,1 -6,7 -1,2 -1,5
30 -1,8 2,9 2,5 -53 -1,1 -1,3
31 ~1,4 -2,7 ~1,1 —4,0 ~1,1 -1,5
34 -0,7 -1,5 -1,0 2,9 —0,4 -0,6
39 -0,5 -1,0 -0,6 ~1,1 -0,3 -0,7
40 - -0,3 - -0,1 - -0,2
42 -1,0 -1,2 -1,3 ~1,1 -0,6 -0,8
43 -0,7 -1,3 -1,0 -1,3 —0,4 -0,9
45 -0,9 ~1,1 ~1,7 ~1,2 -0,4 -0,7

Kromatografias koriilmények: kolonna: A: ZWIX(+), B: ZWIX(—); mozgofazis: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és
FA (50 mM) és DEA (25 mM); aramlési sebesség: 0,6 mL perc ™'
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F7. Tablazat
1,2,3,4-Tetrahidroizokinolinszarmazékok néhany jellemz6 termodinamikai adata

Vegyilet A(AH 9 [kJ mol '] AAS9 [Tmol ' K1 | A(AG 9298k [KJ mol ]
A B A B A B
149 -1,9 2.4 -52 -5.6 -0,4 -0,7
150 -2,0 -3,0 -52 72 -0,5 -0,8
153 ~1,2° 0,3 -3,6" 1,72 -0,1° —0,2°
156 -0,4 -0,8 0,8 -1,8 -0,2 -0,3
157 -1,0 -1,5 2.1 3.4 —0,4 -0,5
158 -0,7 -0,8 -1,9 2.0 -0,1 -0,2

Kromatografias koriilmények: kolonna: A: ZWIX(+), B: ZWIX(—); mozgofazis: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és
AcOH (25 mM) és DEA (12,5 mM); aramlasi sebesség 0,6 mL perc
hémérséklet tartomany: *: 10-30 °C, ®: 30-50 °C

F8. Tablazat
Biciklusos f—aminosavak néhany jellemz6 termodinamikai adata

Vegyillet A(AH 9 [kJ mol ] AASY T mol ' KT | ACAG 98k [KJ mol ]
A B A B A B
93ab 0,6 -1,3 2,2 22 -0,1 -0,6
93cd -0,8 1,6 -1,1 7,0 -0,5 -0,5
92ab -1,6 -1,9 4,2 -3,0 -0,3 -1,0
92¢d ~1,1 -1,6 -1,9 2,4 -0,5 -0,9

Kromatografias koriilmények: kolonna: A: ZWIX(+), B: ZWIX(—); mozgofazis: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és
AcOH (50 mM) és TEA (25 mM); dramlasi sebesség: 0,6 mL perc '

F9. Tablazat
p—Laktamok kromatografias adatai Chirobiotic T és TAG kolonnakon

Vegyiilet Kolonna Sorrend
Chirobiotic T Chirobiotic TAG
k; a R, k; a R,

132 2,79 1,48 4,64 10,04 1,69 3,31 S<R
133 3,34 1,52 3,67 12,51 1,78 4,21 S<R
134 2,63 1,64 4,59 8,10 1,99 5,56 S<R
135 3,32 1,46 3,14 13,16 1,63 3,84 S<R
136 3,50 1,39 3,00 12,31 1,63 4,28 S<R
137 3,69 1,56 3,95 13,44 2,03 6,27 S<R
138 3,42 1,52 2,78 16,19 1,99 3,91 -

Kromatografias korilmények: mozgofazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (60/40 v/v);
aramlasi sebesség: 0,5 mL perc '
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F10. Tablazat
Biciklusos -aminosavak és tricikluosos f3-laktamok kromatografias adatai Chirobiotic T és
TAG kolonndkon forditott fazisu koriilmények kozott

Vegyiilet | Mozg6fazis Allofazis k; a R, Sorrend

a T 3,31 1,03 0,50

94 1R,2R<1S,28
b TAG 3,21 1,17 1,14
a T 3,12 1,27 2,85

95 1R,2R<1S,2S
b TAG 3,58 1,70 5,00
a T 2,89 1,37 4,00

96 1R,2R<1S,2S
b TAG 3,80 1,33 2,57
a T 0,98 1,19 1,71

127 1R,5R<1S,58
b TAG 1,81 1,46 2,81
a T 0,89 1,00 0,00

128 -
b TAG 1,57 1,00 0,00
a T 0,87 1,07 0,70

129 1R, 7R<1S,7S
b TAG 1,64 1,63 4,00

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: a: 0,1% TEAA (pH=6,5)/MeOH (10/90 v/v), b: 0,1% TEAA
(pH=6,5)/MeOH (30/70 v/v); aramlési sebesség: 0,5 mL perc

F11. Tablazat
Biciklusos 3-aminosavak és triciklusos f3-laktdmok kromatografias adatai Chirobiotic

kolonnakon poldaris-szerves ¢és polaris-ionos koriilmények kozott
Vegyiilet | Mozgofazis Allofazis k; a R, Sorrend

a T 6,24 1,06 0,68

b T 6,41 1,06 0,76

a TAG 6,33 1,11 0,67
b TAG 9,44 1,10 0,98 1R,2R<1S,2S

94 c TAG 8,20 1,11 1,00

a R 2,41 1,16 0,86

b R 1,92 1,18 1,08

b V 0,99 1,09 0,91
15,2S<1R,2R

b VAG 1,05 1,13 1,67

a T 5,02 1,25 1,95

b T 5,19 1,34 2,10
a TAG 6,03 1,90 4,33 1R,2R<1S,2S

95 b TAG 7,84 1,71 3,85

c TAG 6,77 1,77 3,92

a R 2,80 1,78 4,25
1S,28<1R,2R

b R 2,32 1,92 4,00
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F11. Tablazat (folytatas)
Biciklusos 3-aminosavak és triciklusos f3-laktdmok kromatografias adatai Chirobiotic

kolonnakon poldaris-szerves ¢és polaris-ionos koriilmények kozott
Vegyiilet | Mozgoéfazis Allofazis k; a R, Sorrend
a T 5,42 1,46 3,46
b T 4,66 1,40 2,00
a TAG 8,55 1,29 1,18 1R,2R<1S,2S
b TAG 8,55 1,27 1,65
c TAG 8,64 1,27 1,70
96 a R 3,55 1,05 <0.40 -
b R 2,57 1,05 <0,40 | 1S,25<1R,2R
a V 1,74 1,47 3,15
b V 1,32 1,56 3,18
1R,2R<1S,2S
a VAG 0,79 1,24 2,08
b VAG 1,60 1,12 2,50
a T 1,00 1,15 0,70
b T 1,00 1,16 1,17
127 1R,5R<1S,5S
a TAG 1,27 1,76 4,57
b TAG 1,36 1,74 5,54
a T 0,87 1,00 0,00 —
b T 0,95 1,00 0,00 —
128 a TAG 1,09 1,09 1,09
1R,6R<1S,6S
b TAG 1,12 1,08 0,50
b R 0,19 1,21 0,52 —
a T 0,88 1,09 0,77
b T 0,95 1,08 <0,40
c T 0,95 1,08 0,80
129 1R, 7R<1S,7S
a TAG 1,11 1,58 3,56
b TAG 1,13 1,60 1,79
c TAG 1,14 1,59 2,93

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: a: MeOH 100%, b: MeOH/AcOH/TEA=100/0,01/0,01 (v/v/v),
¢: MeOH/AcOH/TEA=100/0,1/0,01 (v/v/v); aramlasi sebesség: 0,5 mL perc’1
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-Aminosavak kromatografias adatai Chirobiotic T, T2 és TAG kolonnékon

F12. Tablazat

Vegyiilet Allofazis ki o R,

T 2,58 1,15 1,40

46 72 2,26 1,11 0,65
TAG 4,66 1,07 0,70

T 2,34 1,15 1,20

47 72 2,00 1,08 1,00
TAG 3,71 1,16 1,65

T 2,33 1,28 2,90

48 72 2,04 1,20 2,05
TAG 4,32 1,31 2,75

T 2,33 1,26 1,90

49 72 2,09 1,17 1,30
TAG 4,36 1,28 1,40

T 2,10 1,14 1,45

50 72 1,63 1,15 1,60
TAG 3,36 1,22 3,00

T 2,20 1,32 2,10

51 72 1,89 1,27 2,20
TAG 3,87 1,40 2,95

T 2,35 1,31 2,50

52 72 1,95 1,21 1,65
TAG 4,64 1,38 3,10

T 2,22 1,25 2,95

56 72 2,14 1,14 1,45
TAG 3,94 1,25 1,25

T 2,07 1,30 3,00

57 72 1,94 1,24 2,15
TAG 3,66 1,76 3,20

T 2,58 1,25 2,85

58 72 2,40 1,19 1,75
TAG 5,24 1,25 1,85

T 2,60 1,27 3,20

60 72 2,53 1,24 1,95
TAG 5,40 1,44 3,35

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (30/70 v/v);

aramlasi sebesség: 0,5 mL perc '
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F13. Tablazat
3’- &s 8- Aminosavak kromatografias adatai Chirobiotic T, T2 és TAG kolonnakon

) ki a
Vegyilet T 12 TAG T 12 TAG
46 2,58 2,26 4,66 1,14 1,00 1,07
62 2,00 1,52 3,30 1,00 1,00 1,00
47 2,34 2,00 3,71 1,15 1,08 1,16
63 2,50 1,44 3,32 1,04 1,06 1,00
50 2,10 1,63 3,36 1,14 1,14 1,20
64 1,97 1,29 3,23 1,07 1,06 1,00
52 2,35 1,95 4,64 1,32 1,19 1,40
70 2,10 1,66 3,83 1,00 1,07 1,00

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (30/70 v/v);
aramlasi sebesség: 0,5 mL perc '

F14. Tablazat
Ciklusos mono- ¢s dihidroxi-f-aminosavak kromatografias adatai Chirobiotic T, T2, TAG
¢s R kolonnékon

k] a

Vegyiilet
= T 12 TAG R T 12 TAG R

110ab 2,73 2,39 5,11 1,92 1,18 1,15 1,05 1,10

110cd 3,56 2,61 5,09 1,97 1,04 1,05 1,00 1,00

111ab 2,43 1,76 3,26 1,81 1,13 1,22 1,55 1,06

111cd 2,96 2,76 4,66 2,11 1,14 1,08 1,28 1,00

112ab 2,27 1,67 3,34 1,59 1,10 1,22 1,30 1,04

112cd 2,13 1,61 3,02 1,75 1,17 1,15 1,28 1,00

113ab 2,73 1,80 4,01 1,84 1,08 1,21 1,11 1,10

113cd 2,20 1,57 2,93 1,79 1,18 1,14 1,29 1,24

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (20/80 v/v);
aramlasi sebesség: 0,5 mL perc '

F15. Tablazat
y-Aminosavak kromatografias adatai Chirobiotic T, T2, TAG és R kolonnakon

k] a
Vegyiilet
T 12 TAG R T 12 TAG R
139 8,96 3,46 19,75 2,87 1,07 1,13 1,00 1,00
140 6,65 5,85 11,90 4,47 1,00 1,00 2,67 1,04
141 5,70 5,68 31,90 6,45 1,25 1,25 1,00 1,19

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: MeOH/AcOH/TEA (100/0,1/0,1 v/v/v);
aramlasi sebesség: 0,5 mL perc '
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F16. Tablazat
Izoxazolingytirtivel kondenzalt ciklusos f3-aminosavak kromatografias adatai Chirobiotic
T, T2, TAG, V és VAG kolonnakon forditott fazisu koriilmények kozott

Vegyiilet Allofazis k; a R, Sorrend
T 4,76 1,07 0,80
102ab T2 2,96 1,16 1,65 a<b
TAG 4,76 1,33 3,25
T 7,51 1,01 0,20
d<c
102c¢d T2 8,16 1,04 0,65
TAG 8,20 1,02 0,20 c<d
T 3,75 1,07 1,00
103ab T2 2,28 1,24 2,60 a<b
TAG 6,95 1,03 0,40
T 6,52 1,00 0,00 -
103cd T2 6,64 1,03 0,6 d<c
TAG 6,95 1,03 0,4 c<d
T 5,01 1,17 1,45 a<b
T2 3,66 1,00 0,00 -
104ab TAG 5,66 1,09 0,85
V 0,98 1,36 2,95 b<a
VAG 1,18 1,31 2,70
T 5,71 1,02 0,30
d<c
T2 3,23 1,14 1,65
104cd TAG 5,75 1,24 2,15 c<d
V 0,78 1,13 0,80
d<c
VAG 1,63 1,06 0,60
T 4,82 1,17 1,65 a<b
T2 3,72 1,00 0,00 -
105ab TAG 491 1,18 2,15
|14 0,92 1,35 2,60 b<a
VAG 1,08 1,31 3,00
T 4,50 1,08 1,10
d<c
T2 2,88 1,14 1,55
105¢d TAG 4,60 1,27 2,50 c<d
|14 0,71 1,08 0,50
d<c
VAG 1,47 1,05 0,55

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: a: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (10/90 v/v);
aramlasi sebesség: 0,5 mL perc '
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F17. Tablazat

Monoterpénvazas ciklusos -aminosavak néhany jellemz0 termodinamikai adata
Chirobiotic T és TAG oszlopon

Vegyilet | AAHI I mol} | A4S [Tmol 'KY | A(AG 9agu [kJ mol ']
T TAG T TAG T TAG
98ab -0,6 -1,0 -1,2 2,2 -0,3 0,4
98cd -0,6 0,0 -1,9 0,0 -0,1 0,0
99ab -0,9 -0,8 2,2 -1,3 -0,3 0,4
100ab -0,5 -1,0 -1,5 2,7 -0,1 -0,2
101ab 1,5 =33 6,1 -10,2 -0,3 -0,3

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (10/90 v/v);
aramlési sebesség 0,5 mL perc '

F18. Tablazat
Izoxazolingylriivel kondenzalt ciklusos f-aminosavak néhany jellemz6 termodinamikai
adata Chirobiotic T és TAG oszlopon

Vegyillet A(AH 9 [kJ mol '] AASY T mol ' KT | ACAG 98k [K] mol ]

T TAG T TAG T TAG
102ab -1,2 -3,5 -3,7 95 -0,2 -0,8
102¢d -0,7 -0,2 22 -0,4 <0,1 -1,0
103ab -1,6 -2,1 4,7 -5.8 0,2 -0,5
103cd -0,6 -0,2 2.0 0,5 <0,1 -0,1
104ab 3.2 1,2 —9.4 4,7 -0,5 -0,2
104cd -0,3 -0,8 -1,0 -0,7 -0,1 -0,5
105ab -2,0 -0,6 -6,2 0,6 -0,3 -0,4
105¢d 0,8 1,0 2,2 1,3 0,2 0,6

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (10/90 v/v);
aramlasi sebesség: 0,5 mL perc '

F19. Tablazat
Biciklusos f-aminosavak néhany jellemz6 termodinamikai adata Chirobiotic R oszlopon
Vegyiilet A(AH 9 [kI mol™'] | A(AS9 [J mol™' K™ | A(AG 929sx [kJ mol ']
92ab 0,1 2,3 -0,6
92cd -0,9 -1,4 -0,5
93cd -0,5 -0,2 -0,4

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (50/50 v/v);
aramlasi sebesség: 0,5 mL perc '
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F20. Tablazat

Limonénvazas f-aminosavak néhany jellemz6 termodinamikai adata Chirobiotic TAG

oszlopon
. o A(AH 9) A(AS9) A(AG 9298
Vegytilet | Mozgéfdzis | 1y 1 17y [J mol ' K] [kJ mol ']
97ab a 22 6,3 04
b 1,9 7,2 0,2
97cd
a 0,4 6,3 0,2
97ef b 0,5* 2,8% —0,3*
97gh b 2,5 11,3 0,8

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: MeOH/AcOH/TEA, a: 100/0,01/0,01 (v/v/v), b: 100/0,1/0, 1
(v/vIv); aramlési sebesség: 0,8 mL perc™'; *: 25 °C felett volt elvalaszthato

szekunder a-aminosavak enantiomereinek elvalasztasan keresztiil

F21. Tablazat
Cinkona alkaloid és makrociklusos antibiotikum alapu kolonnék 6sszehasonlitasa

Vegyiilet | Kolonna | £; a Rg Mozg6tazis Irodalom
MeOH/MeCN (50/50 v/v)
ZWIXCE) | LT L16 L30 1 o s mM DEA és SOomMFA | B
ZWIX(~) | 133|130 | 1,70 MeOH/MeCN (50/50 v/v) E5
¢s 25 mM DEA és 50 mM FA
T 1,28 | 1,07 | 0,53 H,0/MeOH (20/80 v/v) [104]
36
0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH
T 0,75 | 1,35 | 1,42 (20/80 v/v) [103]
0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH
TA 1 1,1 ’ ’ 1
G ,85 1 1,10 | 0,70 (60/40 viv) [103]
R 0,39 | 1,57 | 1,46 H,O/MeOH (50/50 v/v) [104]
ZWIX(+) | 0.62 | 1.00 | 0,00 MeOH/MeCN (50/50 v/v) E5
¢s 25 mM DEA és 50 mM FA
ZWIX(~) | 0,40 | 1,00 | 0,00 MeOH/MeCN (50/50 v/v) E5
¢s 25 mM DEA és 50 mM FA
0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH
T 1,31 | 14 ’ ’ 104
37 0551 1.3 A3 (60/40 v/v) [104]
0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH
T 6,96 | 1,32 | 1,70 (20/80 v/v) [103]
0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH
TA 1 2,4 ’ ’ 1
G 6,63 | 1,68 | 2,40 (60/40 v/v) [103]
0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH
R 2,09 | 1,32 | 1,03 (30/70 v/v) [104]
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F21. Tablazat (folytatas)
Cinkona alkaloid és makrociklusos antibiotikum alapt kolonnak sszehasonlitasa
szekunder a-aminosavak enantiomereinek elvalasztdsan keresztiil

Vegyiilet | Kolonna | k; a Rs Mozgoéfazis Irodalom
ZWIX(+) | 1,03 | 139 | 1,60 MeOH/MeCN (50/50 v/v) E5
és 25 mM DEA and 50 mM FA
: MeOH/MeCN (50/50 v/v) + 25
ZWIX(-) | 0,43 | 1,00 | 0,00 M DEA és 50 mM FA E5
0,1% TEAA(pH 6,5)/MeOH
i T 0,59 | 1,80 | 2,72 (60/40 v/v) [104]
0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH
T 2 1 1 ’ ’ 1
331 1,391 1,70 (60/40 v/v) [103]
0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH
TAG 2,54 | 2,00 | 2,30 (60/40 vA) [103]
0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH
R 1,64 | 1 1,4 ’ ’ 104
-6 33 | 1,40 (20/80 v/v) [104]
ZWIX(+) | 1,96 | 1,15 | 1,20 MeOH/MeCN (50/50 v/v) E5
¢s 25 mM DEA és 50 mM FA
ZWix() | 167 | 129 | 1.00 |  MEOH/MECN (50/50 viv) Es
és 25 mM DEA és 50 mM FA
T 1,24 | 1,88 | 3,19 H,O/MeOH (20/80 v/v) [104]
39
0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH
T 21 | 2 2 ’ ’ 1
0 761 2,56 (60/40 v/v) [103]
TAG | 186|224 | 2.80 0,1% TEAA (pH 6,5)/ [103]
MeOH (60/40 v/v)
R 0,51 | 1,44 | 1,60 H,O/MeOH (40/60 v/v) [104]
ZWIX(+) | 2,34 | 1,00 | 0,00 MeOH/MeCN (50/50 v/v) E5
¢s 25 mM DEA és 50 mM FA
2wt | 2.14 | 1.14 | 1.40 MeOH/MeCN (50/50 v/v) Es
és 25 mM DEA és 50 mM FA
0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH
40 T 0,45 ] 1,96 | 2,24 (60/40 v/v) [103]
0,1% TEAA (pH 6,5)/MeOH
TA 2 14 2 ’ ’ 1
G 8013, 3,26 (60/40 v/v) [103]
0,1% TEAA(pH 6,5)/MeOH
R 0,74 | 1,57 | 2,23 (50/50 /) [104]
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F22. Tablazat
Cinkona alkaloid és makrociklusos antibiotikum alapu kolonnak &sszehasonlitasa /3-
aminosavak enantiomereinek elvalasztdsan keresztiil

Vegyiilet | Kolonna ki a Rs Mozgofazis Irodalom
ZWIXE-) | 6,02 | 134 | 432 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E2)
25 mM TBA és 50 mM AcOH
ZWIX(+) | 6.80 | 1,05 | 1,04 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
25 mM TEA és 50 mM AcOH
0,1 % TEAA (pH 4,1)/MeOH
. T 338 | 1,69 | 2,62 (20180 v/¥) [119]
TAG | 401 | 1,11 | 048 MeOH/ACOH/TEA [119]
(100/0,1/0,1 v/v/v)
R 3,47 | 1,16 | 1,48 MeOH/ACOH/TEA [120]
(100/0,4/0,1 v/v/v) (5 °C)
v 0,70 | 1,13 | 0,80 MeOH/ACOH/TEA [121]
(100/0,1/0,1 v/v/v)
ZWiXe) | 5.55 | 142 | 535 |  MeOHMECN (50/50 viv) 22
és 25 mM TPA és 50 mM
MeOH/MeCN (50/50 v/v) és 25
ZWIX(+) | 591 | L14 | 2,11 | 0 e e M AL E10
63 T 2,85 | 1,16 | 1,05 H,0/MeOH (5/95 v/v) [120]
TAG | 2,06 | 1,64 | 1,26 MeOH/ACOH/TEA [119]
(100/0,1/0,1 v/v/v)
R 2,66 | 1,23 | 1,52 MeOH/ACOH/TEA [120]
(100/0,4/0,1 v/v/v) (5 °C)
ZWIx() | 481 | 149 | 419 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E2)
25 mM TBA és 50 mM AcOH
Zwixs) | 499 | 132 | 2,78 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
25 mM TEA és 50 mM AcOH
64 T 1,91 | 1,23 | 1,55 H,O/MeOH (10/90 v/v) [119]
TAG 1,97 | 1,21 | 0,75 MeOH/ACOH/TEA [119]
(100/0,1/0,1 v/v/v)
R 0,93 | 1,23 | 1,38 | H,O/MeOH (95/5 v/v) (5 °C) [120]
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F22. Tablazat (folytatas)

Cinkona alkaloid és makrociklusos antibiotikum alapu kolonnak &sszehasonlitasa /3-
aminosavak enantiomereinek elvélasztasan keresztiil

MeOH/MeCN (50/50 v/v) és

ZWIX(—) | 3,29 | 1,86 | 5,50 E10
25 mM TEA és 50 mM AcOH
Zwix(+) | 337 | 154 | 6,49 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
25 mM TEA és 50 mM AcOH
0,1 % TEAA (pH 4,1)/MeOH
65 T 1,44 | 1,19 | 1,47 (10/9 v/¥) [119]
TAG 577 | 1,06 | 0,40 H,0/MeOH (0/100 v/v) [119]
R 126 | 125 | 1,43 H>O/MeOH (95/5 v/v) [120]
ZWIX(-) | 464 | 157 | 5.25 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
25 mM TEA és 50 mM AcOH
ZWIX(+) | 455 | 127 | 1.72 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
o 25 mM TEA és 50 mM AcOH
T 22711211093 MeOH/AcOH/TEA [119]
(100/0,1/0,1 v/v/v)
TAG 2,06 | 1,10 | 0,47 MeOH/AcOH/TEA [119]
(100/0,1/0,1 v/v/v)
Zwix(—) |3.90 | 1.73 | 530 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
25 mM TEA és 50 mM AcOH
Zwix(+) | 475 | 140 | 4,29 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
25 mM TEA és 50 mM AcOH
T 326 | 1,13 | 1,35 H,O/MeOH (0/100 v/v) [120]
67
T 326 | 1,13 | 1,35 H,0/MeOH (0/100 v/v) [119]
TAG 1,90 | 1,11 | 0,71 MeOH/ACOH/TEA [119]
(100/0,1/0,1 v/v/v)
R 1,17 | 1,17 | 1,00 H>O/MeOH (90/10 v/v) [120]
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F22. Tablazat (folytatas)

Cinkona alkaloid és makrociklusos antibiotikum alapu kolonnak &sszehasonlitasa /3-
aminosavak enantiomereinek elvélasztasan keresztiil

ZWIx() | 520 | 145 | 3,17 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
25 mM TEA és 50 mM AcOH
Zwixes) | 553 | 119 | 2.62 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
25 mM TEA és 50 mM AcOH
68 T 1,60 | 1,16 | 1,45 H>O/MeOH (10/90 v/v) [120]
TAG | 2,11 1,08 | 0,50 MeOH/AcOH/TEA [119]
(100/0,1/0,1 v/v/v)
2 127 | 107 | <04 MeOH/AcOH/TEA [120]
(100/0,4/0,1 v/v/v)
ZWIX-) | 539 | 1,08 | 0.70 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
25 mM TEA és 50 mM AcOH
ZWIX(+) | 6,04 | 106 | 1.05 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
25 mM TEA és 50 mM AcOH
69 T 2,66 | 1,24 | 0,97 MeOH/AcOH/TEA [119]
(100/0,1/0,1 v/v/v)
TAG 339 | 1,15 | 0,40 MeOH/AcOH/TEA [119]
(100/0,1/0,1 v/v/v)
R 1,93 | 1,11 | 0,63 H,0/MeOH (95/5 v/v) [120]
ZWIXE) | 5.14 | 1.60 | 5.73 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
25 mM TEA és 50 mM AcOH
Zwixe+) | 670 | 125 | 3.69 MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
25 mM TEA és 50 mM AcOH
T 3,90 | 1,06 | 0,83 H,0/MeOH (10/90 v/v) [118]
70
MeOH/AcOH/TEA
2 2,08 | 1171 1,00 (100/0,01/0,01 v/v/v) [121]
TAG | 2,99 | 1,00 | 0,00 MeOH/ACOH/TEA [119]
(100/0,1/0,1 v/v/v)
R 2,61 | 1,25 | 1,54 MeOH/AcOH/TEA [120]
(100/0,4/0,1 v/v/v) (5 °C)
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F22. Tablazat (folytatas)

Cinkona alkaloid és makrociklusos antibiotikum alapu kolonnak &sszehasonlitasa /3-

aminosavak enantiomereinek elvalasztasan keresztil

MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
ZWIX() | 6,92 | 1,36 | 3,57 25 mM TEA és 50 mM AcOH
MeOH/MeCN (50/50 v/v) és E10
- ZWIXet) | 7,62 1,10 | 1,35 25 mM TEA és 50 mM AcOH
T 1,72 | 2,53 | 2,88 H,0/MeOH (10/90 v/v) EI10
[119]
TAG 7,98 | 1,20 | 1,37 H,0/MeOH (10/90 v/v)

F23. Tablazat

1-Naftol anal6gok kromatografias adatai CelluCoat és Chiralcel OD-H kolonnakon

CelluCoat Chiralcel OD-H
Vegyiilet

ki k> o Rg ki k> o Rg
191 1,39 4,00 2,87 13,40 1,43 3,96 2,77 9,95
192 1,39 3,14 2,25 8,70 1,45 3,12 2,15 7,45
193 1,95 3,31 1,70 7,10 1,98 3,19 1,61 5,10
194 1,07 2,36 2,20 8,45 1,09 2,26 2,07 6,45
195 1,32 2,62 1,98 8,00 1,39 2,59 1,86 5,75
196 1,44 2,88 2,00 8,55 1,52 2,86 1,88 5,40
197 1,39 3,81 2,74 13,4 1,44 3,91 2,72 9,95
198 1,63 2,71 1,66 5,30 1,67 2,69 1,61 4,30
199 1,28 2,77 2,16 8,30 1,40 2,96 2,11 6,35
200 1,37 2,66 1,94 8,40 1,57 3,13 1,99 7,15

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: n-hexan/IPA/DEA (40/60/0,1 v/v/v);
aramlasi sebesség: 0,5 mL perc '
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F24. Tablazat

2-Naftol anal6gok kromatografids adatai CelluCoat és Chiralcel OD-H kolonnakon

CelluCoat Chiralcel OD-H
Vegyiilet
ki k> a Rs ki k> a Rg
201 0,74 2,22 2,97 11,2 0,75 2,51 3,35 4,15
202 0,70 1,96 2,80 9,30 0,71 2,25 3,17 8,10
203 0,98 2,39 2,43 8,90 0,98 2,73 2,79 8,00
204 0,67 2,01 3,00 10,9 0,68 2,33 3,43 9,00
205 0,73 2,11 2,87 9,30 0,75 2,43 3,24 8,45
206 0,79 2,21 2,80 9,90 0,81 2,55 3,15 8,6
207 1,11 2,57 2,31 9,25 1,17 2,98 2,55 6,65
208 0,80 2,03 2,53 9,25 0,81 2,29 2,83 7,90
209 1,07 2,13 1,97 6,70 1,07 2,32 2,17 5,35
210 0,84 2,09 2,49 9,25 0,89 2,55 2,87 8,50
211 0,85 2,14 2,52 8,60 0,90 2,49 2,77 7,70
212 0,71 1,00 1,41 2,05 0,72 1,07 1,49 1,95
213 0,65 0,99 1,53 3,00 0,67 1,07 1,59 2,40
214 0,63 1,01 1,60 3,15 0,65 1,08 1,67 3,00
215 0,60 1,01 1,68 2,95 0,62 1,09 1,76 2,90
216 0,55 1,00 1,82 4,30 0,57 1,06 1,86 3,70
Kromatografias koriilmények: mozgofazis: n-hexan/IPA/DEA (40/60/0,1 v/v/v);
aramlasi sebesség: 0,5 mL perc’l;
F25. Tablazat
2-Naftol anal6gok kromatografias adatai AmyCoat és CelluCoat kolonndkon
CelluCoat AmyCoat
Vegyiilet
ki a Rs k; a Ry
217ab 0,87 1,08 0,50 1,02 1,12 1,15
217cd 1,00 1,18 0,85 1,49 1,84 8,75
218ab 1,68 1,72 5,40 0,95 1,25 2,60
218cd 1,81 1,38 3,75 1,26 1,53 4,10
219ab 0,59 1,12 0,70 1,39 1,16 1,75
219cd 0,97 1,06 0,45 1,02 1,15 1,10
220ab 3,61 1,85 10,00 3,07 1,07 0,80
220cd 5,64 1,34 5,50 3,62 1,19 1,45
221ab 8,27 1,29 5,00 1,78 2,18 9,55
221cd 9,79 1,58 9,70 2,82 3,32 16,05

Kromatografias korilmények: mozgofazis: n-heptan/IPA/DEA (95/5/0,1 v/v/v);
aramlési sebesség: 0,5 mL perc ';
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F26. Tablazat
f3-Laktdmok kromatografids adatai AmyCoat és CelluCoat kolonnakon

CelluCoat AmyCoat
Vegyiilet
ki a Rs k; a Ry
120 1,28 1,00 0,00 1,65 1,24 2,40
121 1,54 1,05 <0,1 1,74 1,00 0,00
122 2,11 1,09 1,15 1,97 1,09 0,90
123 1,71 1,00 0,00 1,74 1,13 1,50
124 1,63 1,00 0,00 1,81 1,14 1,45
125 1,54 1,05 <0,1 1,49 1,40 3,75
126 1,72 1,04 0,30 1,66 1,25 2,70
127 2,50 1,31 4,00 2,46 1,98 11,30
128 2,23 1,11 1,45 2,39 1,30 3,80
129 2,50 1,52 7,40 3,79 1,56 8,65
130 1,24 1,15 1,55 2,00 1,02 <0,1
131 1,47 1,13 1,50 1,95 1,07 0,80
132 3,30 1,00 0,00 2,40 1,02 <0,1
133 2,55 1,20 2,80 2,21 1,05 0,45
134 3,03 1,10 1,40 2,01 1,21 2,75
135 3,33 1,12 1,85 2,33 1,00 0,00
136 3,64 1,00 0,00 2,55 1,13 1,80
137 3,67 1,06 1,15 2,43 1,09 1,25
138 3,96 1,06 0,90 2,60 1,15 2,15

Kromatografias koriilmények: mozgofazis: n-heptan/IPA (90/10 v/v); aramlési sebesség 0,5 mL perc '
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F27. Tablazat
Ciklusos 3-aminosavak ¢és fluorozott szarmazékaik kromatografias adatai poliszacharid
alapt kolonnakon

0 . A S S—

AF1 AF2 AF3 AF4 AF5 AF1 AF2 AF3 AF4 AF5
114ab 0,47 1,13 0,33 1,13 1,48 3,06 1,08 1,00 1,22 1,36
115ab 0,71 1,11 0,71 1,26 1,87 1,48 2,42 1,26 1,59 1,39
116ab | 0,25 0,29 0,17 0,40 0,88 1,00 1,00 1,00 1,00 1,57
116cd | 0,34 0,37 0,18 0,56 1,95 1,00 1,40 1,00 1,29 1,38
117ab 0,60 0,42 0,41 0,52 1,08 1,00 1,79 1,00 1,00 1,14
117¢d | 0,46 0,41 0,58 1,01 2,91 1,21 2,06 1,00 1,00 1,88
117e¢f | 0,59 0,61 0,47 0,81 2,16 1,00 3,01 1,00 1,77 1,79
117gh 0,67 0,80 0,40 0,91 2,53 1,00 1,00 1,00 1,00 1,12

Kromatografias korilmények: mozgdfazis: n-hexan/IPA/DEA (90/10/0,1 v/v/v);
aramlasi sebesség: 1 mL perc”l; AFI1: Lux Cellulose;l, AF2: Lux Cellulose-2, AF3: Lux Cellulose-3,
AF4: Lux Cellulose-4, AF5: Lux Amylose-1
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Kromatogramok
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F1. abra

Izomer szennyezést (0,01 %) tartalmazo N-védett fehérjealkotéo aminosavak
kromatogramjai anioncserélé QN-AX és QD-AX kolonnakon
Kromatografias koriilmények: mozgofazis: MeOH/MeCN (75/25 v/v) és FA (30 mM) és TEA (15 mM);
aramlési sebesség: 0,6 mL perc™'; UV-detektalas: 262 nm;
folyamatos vonal: kereskedelmi forgalomban kaphat6 vegytilet kromatogramja;
szaggatott vonal: 0,01%-nyi hozz4adott izomert tartalmazé minta kromatogramja
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12 13 14 15 16 17 12 14 16 18
t [perc] t [perc]
F2. abra
S-Karbolinok elvalasztasa DCL-RR kationcserélé alléfazison
Kromatografias koriilmények: mozgotazis: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és AcOH (100 mM) és TEA (50 mM),
vegyiilet: A: 144; B: 148

B
L A v
D
D
' ' ' 6 7 g 9 10 1 12
5 10 t [perc] 15 20 t [perc]
F3. abra

N-védett fehérjealkoto aminosavak elvalasztasa QD-AX anioncserélo allofazison
Kromatografias koriilmények: mozgofazis: MeOH/MeCN (75/25 v/v) és FA (60 mM) és TEA (30 mM),

A:2;B: 8
A o B
6
)
)
5 10 15 2 3 4 5 6 7
t [perc] t [perc]
F4. abra

Paroxetin elvalasztasa ikerionos alléfazisokon
Kromatografias koriilmények: kolonna: A: ZWIX(+A); B: ZWIX(—A); mozgofazis: A: MeOH/THF (20/80
v/v) és FA (50 mM) és DEA (25 mM); B: (80/20 v/v) és FA (50 mM) és DEA (25 mM)
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A B
10 1 12 13 14 15 16 12 13 14 s 6 17 I8 19
t [perc] t [perc]
FS. abra

*-aminosavak elvalasztasa ikerionos all6fazisokon
Kromatografias koriilmények: kolonna: A: ZWIX(+), B: ZWIX(-); mozgdfazis: MeOH/MeCN (50/50 v/v) és
AcOH (50 mM) és TEA (25 mM), vegyiilet: A: 51; B: 52

A B

10 12 14 16 18 20 14 16 18 20 2 24 26 28
t [perc] t [perc]
F6. abra
Monoterpénvazas ciklusos f-aminosavak elvalasztasa makrociklusos antibiotikum
alapu alléfazisokon

Kromatografias koriilmények: A: kolonna: Chirobiotic T, mozgéfazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (10/90

v/v); vegyiilet: 98ab;B: kolonna: Chirobiotic TAG, mozgéfazis: 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (40/60 v/v);
vegyiilet: 99

3
= A £, B
= z SIS

g N

%)
2 2 >
T T T T T T T T T T T T 1
20 25 30 35 5 6 7 8 9 10 11 12 13
t [perc] t [perc]

F7. abra

2-Naftol analogok elvalasztasa poliszacharid alapu alléfazisokon
Kromatografias koriilmények: A: kolonna: CelluCoat; mozgofazis: n-heptan/MeOH/DEA (98/2/0,1 v/v/v);
vegyiilet: 220, B: kolonna: AmyCoat, mozg6fazis: n-heptan/IPA/DEA (95/5/0,1 v/v/v); vegyiilet: 219
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