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Roviditések jegyzéke

ACN Acetonitril

DAD Diodasoros detektor (Diode array detector)

DMA N,N-dimetilanilin

HPLC Nagyhatékonysaga  folyadékkromatografia  (High-performance liquid

chromatography)
IE Izotopeftektus
Kap Deuteralt vegyiilet savi disszociacids allandoja
Kan Nem deuteralt vegyiilet savi disszocidcios allandoja
K Neutralis bazis (amin) retencids tényezdje
kgy+ Protonalt bazis (amin) retencios tényezdje
Kp Deuteralt vegyiilet retencids tényezdje
Ky Nem deuteralt vegytilet retencids tényezdje
kp Deuteralt vegytilet reakcidsebességi allandoja
ki, Nem deuteralt vegyiilet reakcidsebességi allandoja
Ink Retencios tényez6 természetes alapu logaritmusa
logD Latszo6lagos megoszlasi hanyados logaritmus értéke
mtsali Munkatarsai

NH4AC Ammonium-acetat

NMR Magneses magrezonancia-spektroszkopia

pPKa Savi disszociacios allando negativ tizes alapu logaritmusa (pKa=-1gKy)
PNP p-Nitrofenol

RP Forditott fazis (Reversed phase)

Rs Felbontas

SIE Fajlagos izotopetfektus

TIE Ossz izotopeffektus

tr Retencios id6 (Retention time)

ULIPA  Uliprisztal-acetat

uv Ultraibolya (Ultraviolet) fény
o Szelektivitas

AH° Entalpia

AS° Entrépia

¢ Fazisarany



1. Bevezetés

Mind a radioaktiv, mind a stabil izotopok alkalmazisa széles korben elterjedt és

egyarant nagy jelentdségii az ¢élettudomanyok és az alkalmazott tudomanyok teriiletén:

e kémia teriiletén: reakciokinetikai vizsgalatok, jelzett belsé standard mennyiségi
meghatarozasra.

e biologia teriiletén: immunvalasz vizsgalatok, enzim mikodés kovetése, receptor
kotodés vizsgalata, szcintillacios technikak.

e orvostudomany teriiletén (ahol altaldban radioaktiv izotdopokat hasznalnak):

képalkotd technikak (MRI, CT, PET).

Munkank kiinduldépontjat Béni és mtsai-nak kozleménye adta: egy tisztasagvizsgalat
céljara fejlesztett forditott fazisu folyadékkromatografias modszerrel sikeriilt a szerzOknek
elvalasztaniuk egy N,N-dimetilanilin egységet tartalmazo szteroid hatéanyag, az uliprisztal-
acetat mono-deuteralt izotopoldgjat (1. abra) [1]. Meglep6 eredményiik, miszerint az anilin
nitrogénatomjahoz kapcsolodd metilcsoport hidrogénatomjanak deutériumra torténd cseréje
kromatografidsan mérhet6 effektussal bir, felkeltette érdeklddésiinket. Ennek értelmében célul
tiztik ki, hogy HPLC-mddszeriiket reprodukéljuk, és a kérdéses elvalasztas legfObb

termodinamikai és kinetikai paramétereit részletesen megvizsgaljuk és optimalizaljuk.

R=H : ULIPA; R=D : D-ULIPA

1. abra Az uliprisztal-acetat (ULIPA) és mono-deuteralt izotopologjanak (D-ULIPA)
szerkezeti képlete, pirossal kiemelve az N,N-dimetilanilin részegységet.



2. lrodalmi attekintés

2.1 Izotopeffektus (IE) altalanos értelmezése

A reakcidkinetikai vizsgalatok altal szerezheté informaciok az egyes kémiai reakciok
mechanizmusdra nézve Aaltalaban korlatozottak. A kinetika tanulményozasa kozben nem
kaphatunk informaciot arrol, hogy a sebesség-meghatarozo 1épésben az adott vegyiilet mely
kotése alakul at, illetve hogy, hogyan és mely atomnak valtozik a hibridallapota. Ezt csak az
izotopeffektus vizsgalatok soran tudhatjuk meg. Egy izotop cseréje a reakciocentrumon vagy
kozel ahhoz jellemzden a reakcidsebesség megvaltozasat eredményezi. Amikor egy kotés
szakadasdba vagy atalakuldsdba bevonhat6 a hidrogén, akkor az effektus hidrogénatom
deutériumra vald cseréjével gyakran novelhetd és rutinszerlien mérhet6. A Kinetikai
izotopeffektusok a konnyli elemeknél jelentkeznek nagyobb mértékben, mivel itt nagyobb a
kiilonb6z6é izotdpok tomegének, illetve az izotopmolekulak redukalt tomegének fajlagos
eltérése, ami a molekulak rotacios és vibracids energiajaban jelentkezik. Kiilondsen jelentds

ez az eltérés a H, C, N, O és S kiilonb6z6 izotopjai esetében [2].

Az izotopologok, azaz az olyan molekuldk, amelyek csak izotdpos 0Osszetételiikben
kiilonboznek, eltérd sebességgel reagalhatnak. Az eltérés mértékét a reakcid mechanizmusa
befolyasolja, tehat a Kkinetikai izotopeffektusok reakciomechanizmusok vizsgalatara
teremtenek lehet6séget. Az izotopeffektus nagysaga (a ky/kp hanyados eltérése 1-t6l, ahol
ky és kp a nem deuteralt és deuteralt parok reakciosebességi allanddja) mutatja meg a reakcio
mechanizmusat. Amennyiben ky, /kp értéke 1, akkor arra kovetkeztethetiink, hogy az a kotés
ahol az izotop csere tortént nem vesz részt a sebesség-meghatarozo 1épésben, de az is lehet,
hogy az effektus kis mértéke nem mérheté precizen. Akkor vonhatunk le messzemend

kovetkeztetéseket az izotopeffektussal kapcsolatban, ha a ky, /k, arany jelent6sen eltér 1-t6l.

A kinetikai izotopeffektusoknak kiilonb6zd valtozatai lehetségesek. Ha valamely
molekula izotopvaltozatai ugyanazon reakcidoban vesznek részt ugy, hogy a reakcid soran a
sebesség-meghatarozd tényezd az izotopatomok kdotésének megvaltozasa, akkor elsddleges,
azaz primer izotopeffektusrol beszéliink (pl.: X—H/X-D). A primer effektusok ugyancsak
kétfélek lehetnek: az intermolekularis izotopeffektus egymastdl izotop-Osszetételben
kiilonboz6 két molekula reakcidsebességének kiilonbségét értjiik, mig az intramolekularis eset
ugyanazon molekula két egyforma, egymastdl csak izotop-Osszetételben kiilonbozo
csoportjanak egymastol eltérd reakciosebességeként értelmezheto.
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Szekunder, vagy masodlagos izotopeffektusrol akkor beszéliink, amikor a sebesség-
meghatarozo reakcidlépés soran nem hasadd kotés valamely elemét helyettesitjiik izotdpjaval.
Ennek tobb tipusa ismert, attol fiiggden, hogy az izotopcsere a reakciocentrumtdl egy-, két-,

haromatomnyi tavolsagra torténik a-, f-, y-helyzetii izotopetfektusnak nevezziik.

Az izotopologok egymashoz viszonyitott viselkedése alapjan normal, illetve inverz
izotopeffektusrol beszélhetiink. Normalnak nevezziik azt az esetet, amikor a kj, /kp, értéke
nagyobb, mint 1. Ekkor a jelolt, deuteralt vegyiilet lassabban reagal az adott reakcioban.
Inverz izotopeffektusnak pedig azt, amikor a kj /kp hanyados kisebb, mint 1. Ekkor a

jeldletlen vegyiilet reagal lassabban a kérdéses reakcioban.

Egyensulyi reakcidk esetében, amikor az izotdpcsere az egyensuly helyzetére gyakorol
hatast, egyensulyi (termodinamikai) izotopeffektusrol beszéliink. Amennyiben az izotopcsere
egyensulyi allanddinak hanyadosa 1, akkor izotopeffektus nem 1ép fel, az izotopok eloszlasa
mindkét vegyiiletben azonos. Ha azonban az izotopcsere egyensulyi allandoinak hanyadosa 1-
tol eltér, akkor egyenstlyi izotopeffektus all fenn. Az izotopcserékhez rendelt egyensulyi
allandok hényadosa altaldban kevéssé tér el az egységtdl, elméleti és gyakorlati jelentdségiik
azonban mégis nagy, mivel lehetdséget adnak az elemek ¢és molekuldk izotdpjainak
elvalasztasara és szamos természeti (geoldgiai, bioldgiai) jelenség értelmezésére, nyomon

kovetésére.

A vizsgalatunk targyat képezd izotopeffektus egyensulyi, normal irdnyt, masodlagos f—

helyzetiiként jellemezhetd.
2.2 Izotopeffektus a folyadékkromatografiaban

A folyadékkromatografias izotopeffektus kis molekulatomegli szerves vegyliletek
korében ismert, de relativ ritka jelenségnek tekinthetd. Az izotopoldogok kromatografias
viselkedésének kiilonbozdségét a kovetkezd két paraméter fejezi ki (nem deuteralt és deuteralt

parok ebben a példaban):

Ossz Izotopeffektus (Total Isotope Effect): TIE% = kp/kp (szelektivitas)
Fajlagos Izotopeffektus (Single Isotope Effect): SIE% = 100[(ku/kp)""—1]

ahol ky és kp a nem deuteralt és deuteralt parok retencios tényezdje, n a deutériumra cserélt

hidrogénatomok a szamat jeloli.



Jelen targyalast a C-H/C-D kotésrendszerre sziikitve, az alabbi altalanos
tulajdonsagokat vonhatjuk le a kisérleti adatok és a molekuldk fizikai tulajdonsagainak

elemzése alapjan [3]:

e A C-D kotés rovidebb, mint a C—H kotés (pl. etdnban a C-H kotés 111,2 pm;
hexadeuteroetanban a C—D kotés 110,7 pm) €s nagyobb az elektronstirtisége is, mint
a H kotésnek. A deutériumatom kisebb, mint a hidrogénatom. Ez csekély, de a
dip6lus momentumban mérhetd kiilonbség (pl. n(CHz—D)=3,7 x 102 C-m, p(HC1)—
u(DCI=1,7 x 10 % C-m).

e A C-D kotés kevésbé polarizalhato, mint a C—H kotés.

o A C-D kotés rezgési frekvencidja (~2200 cmﬁl) alacsonyabb, mint a megfelel6 C—H

kétés frekvencija (~3000 cm ™).

NN Nitrogen

. N

Hydrogen C-D kotés rezgeési frekvenciaja Deuterium
alacsonyabb, mint a C-H kétés

frekvenciaja: C-D kétés rovidebb/
erdsebb a C—H kotésnel

2. abra A C—H ¢és C-D kotés tulajdonsagainak illusztracioja N-metil csoporton.

Egy adott molekula egyetlen atomjanak izotopjaval valo helyettesitése (pl.: H/D,
%0/%0, “N/*N) folyadékkromatografias elvalasztisban jellemzéen nem nyilvanul meg,
kifejez6déséhez extrém magas kinetikus hatékonysag (N>100000) sziikséges. A
szakirodalomban ko6zolt esetekben kevesebb, mint 1 SIE%-ot értek el tisztan hidrofob
kiilonbségen alapuld elvalasztasokban [4-7]. E példakban, nem ionizalhato, tipikusan
perdeuteralt aromas és alifas szénhidrogének izotop frakcionalasat kozolték (pl.: benzol-
He/Dg, toluol-Hg/Dg). Ennél magasabb, 2—7 SIE%-ot sikeriilt elérni ionizacio-kontrollalt
modszerrel néhany proton-disszociacidra képes (ionizalhatd) vegyiiletnél, kihasznalva az
izotopologok pK, kiilonbségébdl fakado eltérd retencios viselkedésiiket [8—15]. Az ionizacio-

kontrollalt izotop elvalasztas koncepciojat a kovetkezo fejezetben fejtem ki részleteiben.
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2.3 Ionizacio-kontrollalt izotop elvalasztas

Tanaka és mtsai dolgoztak ki az ionizacio-kontrollalt forditott fazisu izotdp elvalasztas
elméletét ¢és gyakorlatat [8]. Munkajuk f6 célja olyan nagy teljesitményi
folyadékkromatografias technika kidolgozasa volt, amivel nitrogén és oxigén izotopokat
tartalmazé vegyiiletek egyes izotopologjainak kozvetlen dusitasa elvégezhetd olyan
ionizalhato vegyiiletekben, mint példaul aminok, fenolok vagy karbonsavak. Az elvalasztasi
modszer (szelektivitas) az izotopeffektus gyenge savak és bazisok disszociacids egyensulyara
gyakorolt hatasan alapszik. Igy, amennyiben a megfeleld disszociacids egyensily létezik,
standard technikdk alkalmazasaval a kozvetlen izotopdusitas elérhetdé lehet, komplex
szintézisutak kidolgozasa nélkiil. A hagyomanyos izotop elvalasztasi modszerekkel szemben,
pl.: desztillacio, gazdiffuzio, centrifugalas, elektromagneses szeparacio, elektrolizis, kémiai
izotopcsere, 1ézeres modszerek és ioncserés kromatografia, az ionizacio-kontrollalt modszer
elénye, hogy a rendelkezésre 4ll6 nagyteljesitményli kolonnékat haszndlja, relativ gyors és a
vegyiiletek széles korében alkalmazhato.

A forditott fazisu folyadékkromatografidban az ionizalhatdé vegyiiletek neutralis
form4jat a hidrofob all6fazis jobban visszatartja, mint az ionos format, amely toltése révén
sokkal hidrofilebb, igy gyengébb kolcsonhatast képes csak kialakitani az allofazissal. Ezek
szerint a savak pK, értékiiknél alacsonyabb pH-n, a bazisok pedig pK, értékiiknél magasabb
pH-n visszatartottabbak. Az alabbi abra két, bazikus, egymastdl csak pK, értékiikben

kiilonboz6 vegyiilet retencidjanak pH szerinti lefutasat szemlélteti (3. abra).

b

k

pH

3. abra lonizacio-kontrollalt elvalasztas alapelve H/D1 paron bemutatva.



A disszociacios egyensulyt aminokra felirva (B):

Kq
BH* + H,0 = B+ H;0% (1. egyenlet)

illetve a retencids tényezo:

K. . +Kg- K,
e BHT kBl e T
T[BH+[B] [BHI[B] 4, K. (& caventet
[H']

ahol kg és k. az adott amin neutralis és protonalt formdjanak retencios tényezdje.

Az ionizéacio-kontrollalt forditott fazisu folyadékkromatografidban az egyes pH
értékeken kialakuld ionizacio mértéke hatarozza meg a visszatartast. Az alabbi irodalmi abra
az N,N-dimetilanilin (DMA) és a p-nitrofenol (PNP), illetve ezek izotopologjai retencios

tényez6jének (K) és a szelektivitasi tényez6 («) pH fiiggését mutatja (4. abra).

3,0F
=
% 20 F
~~
1.0 41,01
=
0 A 1,00

4. abra Retenicos tényez6k pH fiiggése N,N-dimetilanilin (DMA-"'N, o) és p-
nitrofenol (PNP-'°OH, A), az a szelektivitasi tényez6k pH fiiggése DMA-'*N és DMA-"N
() kozott és PNP-"°0OH és PNP-®0OH (a) kozott. A k értékek a 3-fenilpropanol és a benzil-
alkohol k értékeivel DMA-re és PNP-ra normalizaltak. [8] hivatkozasbol.



A disszociacio a proton és a nehezebb izotop kozott némileg kedvezdtlenebb, mint a
proton és a konnyebb izotop kozott, ezért a K, disszociacios allando kisebb a nehezebb
izotopologra nézve. Ez az izotopeffektus vezet az ionizacido mértékének kiillonbségéhez, ami
az izotopolog vegyliletek eltérd kromatografias viselkedéséhez vezet a pK, értékiikhoz kozeli
pH-n. Ezért azt a kovetkeztetést vontak le, hogy gyenge sav izotopologok elvalasztasat
jellemzden a pK, értékiik felett 0,5-1 pH egységgel, gyenge bazis izotopologok elvalasztasat a
pK, értékiik alatt 0,5-1 pH egységgel célszeri elvégezni.

Az izotopeffektus és az elvalasztas szelektivitasa kozott tehat a kovetkezd Osszefliggés

irhato fel:

Ka,H

TIE =
Ka,D

k
= i (pHopt) = a(max)

rrrrr

Az irodalomban fellelhetd cikkek alapjan Perrin és mtsai foglalkoztak behatéan f-
helyzetii deutérium izotopeffektusanak kiilonb6z6 aminok bézicitdsara gyakorolt hatdsanak

vizsgalataval, ami alapvet6 segitséget nyujtott a mi kutatasi témankhoz [16].

Allitasuk szerint a S-helyzetii izotopeffektus értelmezése sokkal bonyolultabb lehet,
mint az a-helyzetli eseté. Szolvolizisben a p-helyzetli izotopeffektus hatasa altalaban
hiperkonjugacionak tulajdonitott, ahol a C—H kotésben résztvevd delokalizalt elektronok
stabilizaljak a képzddd karbokationt. Ezt dsszevetve a C—D kotéssel, aminek alacsonyabb a
zérusponti energiaja és erésebb, tehat a delokalizacio mértéke is kisebb. Ezekkel alatamasztva
kizarhato az induktiv effektus hatasa, tovabba a Born—Oppenheimer-kozelités is kimondja,
hogy az elektron hullamfiiggvénye fliggetlen a molekula tomegétdl, tehat csak a negativ

hiperkonjugacid befolyésolja a f-helyzetli izotopeffektust.

Kiilonb6z6 aromas ¢és alifas aminok és egyszeres, kétszeres ¢€s haromszoros
izotopologjainak (pl.: dimetil-amin, N,N-dimetilanilin) bazicitasat hataroztdk meg nagy
pontossagi NMR titralas segitségével, azzal a céllal, hogy kideritsék a f-helyzetli deutérium
milyen irdnyban és mértékben befolyasolja az aminok bdazicitdsat. A nagy pontossagi
modszer szolgaltatta adatok alapjan megallapitottak, hogy a f-helyzetii deutérium egységesen
noveli a vizsgalt aminok bazicitasat. A szdmunkra is fontos N,N-dimetilanilin és egyszeresen

deuteralt izotopoldgja kozott ApK,=0,014 szignifikans értéket kozoltek.
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Vizsgaltak tovabba, a dimetilamin és haromszorosan deuteralt izotopoldg parjan az
izotopeffektus homérsékletfiiggését is. A kapott eredmények azt mutattdk, hogy az
izotopeffektus hdmérsékletfliggd, azonban az eltérés nagyon kicsi, 30 °C csokkenés kevesebb,

mint 2%-kal noveli az effektus mértékét, azaz a savi disszociacios allandok hanyadosat

(Ku/Kp).

Osszegezve Perrin és mtsai eredményeit:

e a f-helyzeti deutérium noveli az aminok bazicitdsat negativ hiperkonjugécid révén,
induktiv effektus teljesen kizarhato.

¢ N,N-dimetilanilin metil csoportjdn egyszeresen deuteralt izotopologra extrapolalt
ApK,=0,014 érték rendkiviil kicsi, de szignifikans kiilonbség a nagy pontossagi
NMR titralasnak kdszonhetden.

e 30 °C csokkenés kevesebb, mint 2% novekedést eredményez a savi disszociacios

allandok hanyadosaban.
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Célkitiizés

Munkénk soran az alabbi konkrét célkitizéseket fogalmaztuk meg:

o Els6 1épésben Béni és mtsai altal kozolt uliprisztal-acetat (ULIPA) elvalasztas
reprodukaléasat terveztilk elvégezni a megfeleld6 DMA izotopologokat haszndlva

gradiens, majd izokratikus eltcidval.

e Munkank alapvet6 célja volt, hogy a mozgéfazist minden folyadékkromatografias
paraméterre nézve (pl.: szelektivitas, felbontas, szimmetria, csucsszélesség)
optimalizaljuk. Ezért terveztiilk a mozg6fazis hatasat kiilonb6z6 szerves tartalom, pH,

ionerdsség ¢és puffer (ellenanion) mellett megvizsgalni.

e Tovabba célul tiiztiik ki az izotdopeftektus hdmérsékletfiiggésének vizsgalatat is.

e Célunk volt a hémérséklet (T) retencios tényezore (k) gyakorolt hatasat is
megvizsgalni, illetve a van 't Hoff-elemzést (Ink—1/T) elvégezni, és az igy szerezhetd

kiilonb6z6 termodinamikai €s kinetikai paramétereket megvizsgalni és optimalizalni.

e Bizonyitani, hogy az izotop elvalasztast kizardlag az ionizacid szabalyozza, tehat
valdban csak és kizarolag az izotopologok pK, értékei kozti kiilonbség hatdrozza meg

az elvalasztast.

o Végil pedig az optimalt rendszeren kiilonb6zé C18 allo6fazist oszlopok tesztelését

terveztiik elvégezni.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Izotopolég N,N-dimetilanilinek eléallitasa

A kisérletekben tesztelt 5 db N,N-dimetilanilin (DMA) izotopoldgot (5. abra) a Richter
Gedeon Nyrt. Szteroid Szintetikus Laboratoriumban allitottak eld a megfeleld prekurzor
vegyliletekbdl kiindulva metil-jodiddal. A dolgozat tovabbi részeiben rendre a D6, D3, D1,

N és H elnevezéssel jelolve.

H

DD D HoOH HoH H o H

D D D H D H H H H H

><w>< 7/\'4)( %MX >/15N>< %HX
H H

D D D H H H H H

D6 D3 D1 5N H

5. abra A kromtografiasan vizsgalt N,N-dimetilanilin izotopologok szerkezeti képlete,

kiemelve pirossal a D és >N atomokat.

Erdemes itt megjegyezni, hogy az elvalasztandé vegyiiletek koziil a D1/H izotopolog

par esetén csak egyetlen darab neutron jelenti a kiilonbséget a két molekula kozott.
4.2 Savi allandék (pK,) potenciometrikus meghatarozasa

A tesztvegyiiletek (D6, D3, D1, 15N, H) pK, értékeit a Richter Gedeon Nyrt.
Szintézistdmogaté Laboratdriumaban hataroztdk meg UV—pH titralassal. A méréseket egy T3
Sirius™ (Sirius Analytical Instrument Ltd., Forest Row, UK) tipusu automata pKj érték méré-
késziilékkel végezték. A késziilék egy kombinalt Ag/AgCl pH mérd tlivegelektroddal volt
szerelve, amit az egyensulyi allandd (K,) meghatirozasara hasznaltak. A pK, értékeket a
készilléket vezérld és a mérési adatokat feldolgozé RefinementPro™ (Sirius Analytical
Instrument Ltd., Forest Row, UK) nevii szoftverrel szamoltak. Minden kisérletben a mérend6
megsavanyitottak 0,5 M HCI oldattal pH=2,0 értékig, majd ezt titraltak 0,5 M KOH oldattal
egészen pH=12,0 értékig. A titralast nitrogén atmoszféra alatt végezték, allandd ionerdsség

(0,15 M KCl) és homérséklet mellett (25,0 £ 0,1 °C).
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4.3 Kromatografias kisérletek
4.3.1 Altalanos kisérleti koriilmények

Minden mérést egy Agilent 1100 tipusat HPLC berendezéssel végeztem, ami egy
Agilent 1200-as biner pumpaval és gazmentesitével, valamint diddasoros detektorral (DAD)
volt szerelve. Az elvalasztas szerves modosito tartalma (10-18% ACN, izokratikus elucioval),
ionerdsség (5, 10, 20 és 50 mM), hémérséklet (5-60 °C) és pH (3,6-6,0) fliggését vizsgaltam.
Kiilonbozd pufferek (ammonium-formiat, -acetat, -propionat, -citrat) elvalasztasra gyakorolt
hatasat is tanulmanyoztam. Az elvalasztasok egy Kinetex XB—C18 kolonnan (150 x 4,6mm
méretli; 2,6 um szemcseatmér6jii, Phenomenex) torténtek. Minden mas esetben kiilon
nézve) ACN-ben oldott D6, D3, D1, H-bdl késziilt keveréket 5 ul injektalasi térfogat és 0,75
ml/perc aramlasi sebesség mellett vizsgaltam. A kromatogramokat 248 + 4 nm-en rogzitettem,
a vegyliletek UV elnyelésének maximumaban.

A vizes oldatok pH-jat, illetve a szerves mddositd (ACN) mellett mérhetd latszolagos
pH (psH) értékét egy METTLER TOLEDO SevenEasy™ S20 tipusu pH-méré késziilékkel

crer

mérések soran azt tapasztaltam, hogy a szerves oldoszer ndveli a mozgo6tazis pH értékét.
4.3.2 Egyedi kisérleti koriilmények—oszloptesztelés

Az optimalizalt paraméterekkel az alabbi 0szlopon végeztem elvalasztast:

° Kinetex® XB-C18 (150 x 4,6mm; 2,6 um, Phenomenex) (3 kiilonboz6 sarzs)
° Kinetex® C18 (150 x 4,6mm; 2,6 um, Phenomenex)

e  Accucore® C18 (150 x 4,6mm; 2,6 um, Thermo)

] Hypersil® BDS C18 (150 x 4,6mm; 2,4 um, Thermo)

] Cortecs® C18 (150 x 4,6mm; 2,7 um, Waters)

Ahol az alacsony homérsékletbél (jellemzéen 5-10 °C) és az eluens magas
viztartalmabol (90%) fakadé nyomésesés nem érte el a maximum 400 baros hatarértéket, ott

magasabb aramlasi sebesség (0,75-1,2 ml/perc) mellett is végeztem elvalasztast.
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5.  Eredmények és megvitatasuk
5.1 N,N-Dimetilanilinek pK, értékeinek meghatarozasa

Perrin és mtsai kimutattak, hogy a f-helyzetii deutérium ndveli az anilin nitrogénjének
bazicitasat, ugynevezett negativ hiperkonjugacio révén [16]. Ezt a jelenséget kisérletes uton a
tesztvegyiileteink UV—pH titralasaval nekiink is sikeriilt visszaigazolni: lasd H/D3; H/D6
parok (6. abra). A D1/H par esetén a nominalisan 0,017 pK; egység kiilonbség azonban nem

adddott szignifikansnak.

5,27 = <
21'g .
. Q15
5,25 fi,(»ans

5,23 -
nem szignifikans

5,21

PKa

5,19 -
517 A

5,15 - Y ' T
D6 D3 D1 15N H

6. abra A vizsgalt N,N-dimetilanilin izotopologok potenciometrikusan meghatarozott
savi allandoi (n=6).

Kérésiinkre a pK, értékek meghatarozasat kiilonb6z6 szerves tartalom mellett
(0-30% ACN) és kiilonb6z6é hémérsékleteken (10 és 25 °C) is elvégezték. Méréseikbdl azt a
kovetkeztetést vontam le, hogy a szerves oldoszer egységesen csokkenti, a csokkend
hémérséklet pedig noveli a kérdéses savi allandokat, a koztiik mért kiillonbségek azonban a

mérés pontatlansaga miatt trendszeriien nem valtoztak.
5.2 Gradiens mérés reprodukalasa

Els6ként egy, a kutatocsoportban fejlesztett gradiens elicioval végzett mérés
reprodukalasat végeztem el 5 °C-on. Ehhez A eluensként 10 mM NH4AC:ACN=9:1 (v/v)
(1 M NHsAc pH=4,0) B eluensnek ACN:10 mM NH;Ac=9:1 (v/v) hasznaltam 0-54 perc
0-40% B gradiens elucioval. Sikeriilt reprodukalnom a mérést, ezért ezek utan izokratikusan

végeztem a méréseket.
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5.3 Eluens acetonitril tartalmanak optimalizalasa

A fent emlitett A és B eluenseket hasznaltam valtoz6 B% (0-10%) mellett izokratikusan
5 °C-on. Itt azt figyeltem meg, hogy a novekvé ACN tartalom hatasara csokkent a retencios
tényez6 (K), magasabbak és keskenyebbek lettek a csucsok, de romlott a felbontas (Rs). Ezért

a kovetkez6 méréseket 10% ACN tartalom mellett végeztem el.
5.4 Eluens ionerdsségének optimalizalasa

A 10 mM-os NHjAc eluens mellett 5, 20 és 50 mM-os toménységli pufferrel is
végeztem Kkisérleteket. Azt tapasztaltam, hogy a ndvekvO puffer koncentracidval kissé
csOkkent a retencidés id6, javult a csucsszimmetria, és a felbontds 20 és 50 mM-0s
ionerésségnél volt a legjobb (7. dbra). Igy a tovabbiakban a pH— és hdmérsékletfiiggés

méréseknél 20 mM-0s ionerdsség mellett dolgoztam.

45 1 —+ ——D3-D6
4

3,5 1

3 1 —a —8—D1-D3

D:m
2,5 4
2 .
10 20

1,5 - H-D1

1

30 40 50
ionerdsség (mM)

0

7. abra Eluens ionerdsségének hatésa a felbontasra (Rs).
5.5 Aramlasi sebesség hatisa

A hasznalt oszlopdimenzié mellett (150 x 4,6 mm) az optimalis aramlasi sebesség
tipikusan 1,5 ml/perc koriil vagy a felett adodna. Az alkalmazott alacsony homérséklet
(5-10 °C) és az eluens magas viztartalma (90%) miatt azonban nem tudtam 1,2 ml/perc
aramlasi sebesség feletti méréseket végezni a nagy nyomadsesés miatt (~370 bar), holott a
novekvd aramlasi sebesség novelte az elvéalasztds kinetikai hatékonysagat (ndvekvd Rg

értékeket nyertem).
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5.6 Hémérséklet és pH optimalizalasa — van’t Hoff-elemzés

A homérséklet hatasat széles tartomanyban, 5-10-60 °C-ig 10 °C-onként mértem
minden pH-n. Az adatok abrazolasa ¢és elemzése ramutatott, hogy alacsony pH-n a
hémérséklet emelkedésével az Rs né, magas pH-n viszont csokken, a ketté kozott pedig
maximumot ad. A legjobb elvalasztast 5 °C-on 4,4-es pH-n értem el (Rs=1,51), de a kolonna-
temperalds nehézkes technikai kivitelezése miatt inkabb a 10 °C mellett dontottem.

A pH hatasanak vizsgalata soran 0,2-es (magasabb pH-n 0,4-es) 1éptékekkel dolgoztam
3,6-6,0-0s tartomanyban. A pH novekedésének hatdsara a cstcsok ,,frontingosbol”
»tailingesbe” hajlottak at, tehat javult a csticsszimmetria és a pH=3,6—4,4 tartomanyban nott
az Rs értéke, az afolotti pH-kon azonban csokkent. A tovabbi méréseket igy az optimumban,

pH=4,4-en végeztem (8. abra).

4,5 +
4,0 -
3,5 1
30 - Hémérséklet (°C)
L *5
—.—1
o 25 - 0
la) =t=2()
~
8 2,0 4 =30
s —x—40
o
15 - —o—5(0
60
1,0 4 2=
0,5 T T v v T '
35 4 4,5 5 55 6 6,5
psH

8. abra Homérséklet és pH hatasa a D3/D6 izotopoldg parok kozotti felbontasra (Rs).
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A 9. abra teljes mértékben hasonlit Tanaka és mtsai altal kozolt cikkben fellelhetd
ionizéacio-kontrollalt elvalasztashoz tartozo abrdhoz (4. abra), tovabba visszakdszon az a
kijelentésiik is miszerint a gyenge bazisok elvalasztasat a pK, értékiik alatt 0,5-1 pH
egyseéggel célszerl elvégezni [8]. Az abrardl leolvashatd a maximalis szelektivitashoz tartozo
optimalis pH érték (pHop= 4,46), tovabba a H és D1 izotopolégokhoz tartozo pK, érték
(pK+=5,2).

70 - - 1,025
60 -
- 1,02
50 -
K 40 - | - 1,015
E U,:kl.[}'rknl
- 1
30 ! - 1,01
1
1
20 - i
i i - 1,005
10 - ! !
1 1
1 1
v v
0 446 52 1
2 3 4 5 6 7 8
pH

9. abra A retenciods tényezok (ky és kp) illetve a szelektivitas (o) pH fliggése.

A 2. egyenletbe behelyettesitve a mért kg, kg + és K, értékeket.

Az Ink-1/T—pH diagram igazolja Horvdth és mtsai fundamentalis elméletét, miszerint a
pKa-nal alacsonyabb pH értékeken (endoterm tartomény) kationként eludlodnak a vizsgalt
anilinek ¢€s jellemzden a mobilfazissal vald kdlcsonhatas eredményezi a retencidjukat [17]. A
pK, értékiik koril (termoneutrdlis tartomany) a mozgd ¢és az alloéfazissal egyarant
kolcsonhatnak, végiil pK, értékiiknél magasabb pH-n (exoterm tartomany) semleges
allapotban elualodnak és az allofazissal valdo kolcsonhatas valik dominanssa (10. abra).
Tovabba a mért pontokra egyenest illesztve és az R? értékek segitségével linearitasvizsgalatot
végezve arra kovetkeztethetiink, hogy a termoneutralis tartomanyban egyszerre tobb retencios
mechanizmus szabja meg a visszatartast. Az illesztett egyenesek meredekségébdl és
tengelymetszetébdl az elvalasztas entalpiajat (AH) és entropidjat (AS®) is meg lehetett

hatarozni.
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van't Hoff-egyenlet:

AH®  As©
Ink = — — + — + Ing (3. egyenlet)

0
ahol ¢ a fazisarany, R az egyetemes gazallandé (8,314 J'mol™1-K~1), — ARLT az egyenes

0
meredeksége és % pedig a tengelymetszete, ebbdl az kovetkezik:

AH® = —R x meredekség (4. egyenlet)

AS® = R * tengelymetszet (5. egyenlet)
45 s
R2=0,9292

40 - T exoterm pH=6.0
35 — ——— R*=01523

s - termoneutralis
J e pH=52

3,0 - R2=09215
—s—pH=48

S25
= R2=09815 =e=—pH=44
2,0 4 R?=0,992 ——pH=42
- endoterm
- R?=10,9963 ——pH=40
R2=0,9987
¥ —I—pH=3)8
1,0 -
R?=0,9995
—+—pH=36
0,5 . . . . : \
0,0030 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036
1T (1/K)
60 50 40 30 20 10 5
T (°C)

10. abra A van’t Hoff-elemzés 6sszefoglald abrazolasa a D6 izotopologra nézve, pirossal
kiemelve a pH=4,4 optimumot.

Jol lathatd, hogy az optimalis pH-n (pH=4,4) végzett elvélasztds az endoterm
szakaszban van, tehat a k retenciods tényezét a van 't Hoff-egyenlet (3. egyenlet) entropia (AS°)

tagja hatdrozza meg.

19



1,30 +
1,25 -
1,20 - w=t==H/D6
—e—D1/D6
3 L15 1 —— —»—D3/D6
——
1,10 - . ‘“\u\* =>=H/D3
= - _, —*=—D1D3
1054 g - . _, —=HDI
1,00 v - v y * * +— H/15N
0 10 20 30 40 50 60
T(°C)

11. abra Szelektivitasi tényez6 (o) hémérsékletfiiggése.

A kapott eredményekbdl elvégeztem a hémérséklet—szelektivitasi tényezé (T—a)

grafikus abrazolasat, amibdl arra kovetkeztettem, hogy a csokkend homérséklet egységesen

noveli a szelektivitast (a) (11. abra).

—HD§
0.25
——D1/D6
0.20
0.15
- ——D3D6
—
g HD3
0.10
s ——DID3
0.05
—a  —a—HDI
—* ——H/5N
0,00
0,0030 0.0031 0,0032 0.0033 0,0034 0,0035 0,0036
UT (UK)
60 50 40 30 20 10 5
T (°C)

12. abra A van’t Hoff-elemzés 6sszefoglald abrazolasa az izotopeffektusra/szelektivitasra
(6sszes izotopolog parra nézve) pH=4,4 optimumon (50 mM ammoénium-citrat puffer mellett).
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A 12. abran a pontok az egyes izotopolog parokra nézve egy egyenesre illeszkednek és
ezen egyenesek meredeksége pozitiv, tehat maga az izotopeffektus exoterm jellegli, azaz
entalpia-vezérelt. A két van’ Hoff-elemzésbol (10., 11. és 12. abra) egy ritka, de érdekes
jelenséget figyelhetiink meg, miszerint a csokkené homérséklet hatasara n6 a szelektivitas («),
de egyuttal csokken a visszatartas (k). A 12. abran 5 és 10 °C-hoz tartozo értékek kis
mértékben rontjak az egyenes illesztésének josagat (R?), ez az eltérés valosziniileg a nehézkes
oszloptemperalasbol adodik, ami a H/*®N pérra nézve a legszembetiindbb, de a tobbi esetben
is lathatd kiilonbség. Ezért a termodinamikai paraméterek meghatarozasakor ezeket az
adatokat kihagytam és igy végeztem el (4. és 5. egyenlet) a paraméterck meghatarozasat (1.
tablazat)

1. tablazat Az egyes izotopoldg parokra szamolt izotopeffektusok termodinamikai
paraméterei (N=3).

n (H/D csere) izotopolég parok AH (cal/mol) AS (cal/mol*K)
6 H/D6 -274,15 + 0,30 -0,4504 + 0,0009
5 D1/D6 -227,10 + 0,06 -0,3698 + 0,0002
3 D3/D6 -134,77 0,20 -0,2162 + 0,0007
3 H/D3 -139,38 + 0,32 -0,2342 + 0,0011
2 D1/D3 -92,33+ 0,16 -0,1537 + 0,0005
1 H/D1 -47,05 + 0,25 -0,0806 + 0,0009
- H/®N 223,50 + 0.99 -0,0558 + 0,0031

Itt érdemes megjegyezni, hogy ezen adatok grafikus abrazoléasa (n-AHO vagy n-ASO) §
egyenesekhez vezet, ami viszont ennél is érdekesebb az a H/D3 és D3/D6 termodinamikai
paraméterei kozotti szignifikans kiilonbség, mert az elmélet szerint ezeknek az adatoknak

egyeznilk kellene. A dolgozat ezen eltérés megvitatdsara nem tér ki.
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5.7 Puffer fajtajanak hatasa az elvalasztasra

A retencids adatok van 't Hoff-elemzésébdl megallapitottuk, hogy az elérheté maximalis
szelektivitas mellett az elvalasztast dontden a tesztvegyiiletek és a mozgodfazis kozotti
kolcsonhatas befolyasolja (endoterm tartomany), tehat az izotopok elvélasztasa ionizacio-
kontrollalt és a retencidt elsddlegesen a mozgo6fazis szabja meg. Ezért elengedhetetlennek
éreztik az ammonium-acetat (pK;=4,75) mellett mas puffereket, mint ellenanionokot is
megvizsgalni, hogy tisztazzuk az ionpar-képzés hatasat az elvalasztasban:

e ammonium-formiat (pK,=3,75)

e ammonium-propionat (pK,=4,88)

e ammonium-citrat (pKy1=3,15; pKy2=4,77)

e ammonium-benzoat (pK;=4,21)

Az ellenanionok kivalasztasanal arra torekedtiink, hogy a pK, értékiikk a pH optimum
(pPHop=4,4) kozelében legyen, igy biztositva a megfeleld pufferkapacitist. Az ammonium-
benzoatot csekély vizbeli oldhatosaga miatt nem tudtuk lemérni. A pufferek 6sszehasonlitasa
soran minden vizsgalatot 10 °C-on 50 mM-os ionerdsséggel ¢s a 10% ACN melletti 4,46-0s
latszolagos pH-n (psH) végeztem. A kovetkezé abran az egyes pufferek retencids tényezoére

gyakorolt hatasat mutatom be (13. abra).

ED6 ED3 =D1 EH
10,0 1

9,0 4

7,0 -

6,0 -

citrat formiat acetat propionat

13. abra Retencios tényezok ellenanion fiiggése (10 °C, 50 mM, psH=4,46).
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A legkisebb visszatartast a citrat esetében mértiik, mig legnagyobb retenciot a propionat
puffer szolgaltatott. A kapott retencidkat az ellenanionok psH értéken vett latszdlagos
megoszlasi hanyadosanak (clogDy46) fliggvényében abrazolva mind a 4 tesztvegyiiletre jo
korrelaciot kaptunk (14. abra). Ez az 6sszefliggés is megerdsitette, hogy a 4,46-o0s pH értékii

eluensben ionparképzés torténik.

1 -
X
M xH
0,95 D1
[ ]
/ =D3
0,9 -
o . L
8 085 8 EE
20 g 3 2
= E S &
08{ S g
o
0,75 . . . . . . . .
35 3 25 2 15 1 05 0 0,5

clogD, 46

14. abra Puffer ellenanionjanak latszolagos megoszlasi hanyadosanak (10gDpa 46) hatasa a
retencios tényezore (k).

Az egyes pufferek  folyadékkromatografias  elvalasztast ~ meghatarozo
teljesitményjellemzokre (felbontds, szelektivitas, csucsszélesség, csucsszimmetria) gyakorolt

hatasat a kovetkez6 abra szemlélteti (15. abra).
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formiat propionat acetat citrat formiat propionat acetat citrat
15. abra A, felbontas ellenanion fiiggése B, szelektivitas ellenanion fiiggése
C, szimmetria ellenanion fliggése D, csucsszélesség ellenanion fliggése

Az adatok grafikus elemzésébdl lathatd, hogy a tesztvegyiileteink elvalasztasara az

ammonium-citrat a legjobb, tobb szempontbdl is:

e legkisebb visszatartas

e egyik legjobb felbontas

o cgyik legjobb szelektivitas
e legjobb csucsszimmetria

o legkisebb csticsszélesség

Az ammonium-formiat viszonylag magas szelektivitasi értéke (a=1,0411) valoszintileg
hibas és a gyenge csucsszimmetria értékbdl szdrmazik, a gyenge csucsszimmetria értéke
pedig az ezen a pH-n valé alacsony pufferkapacitasbol adodhat (16. abra). Osszegezve teht,

a kovetkezd méréseket 50 mM-os ammonium-citrat pufferrel végeztem.
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16. abra Az egyes pufferek pufferkapacitasanak felbontoképességre gyakorolt hatésa.
5.8 Optimalis paraméterek

A legnagyobb R értéknél alkalmazott és egyben jol reprodukalhaté paramétercket
valasztottunk optimalisnak (2. tablazat). Tovabba ezeken az értékeken kiilonbozé forditott
fazis kromatografids oszlopon méréseket végeztem, hogy a kolonndk hatékonysagat

Osszehasonlithassam.

2. tablazat A HPLC elvalasztas optimalis paraméterei.

Paraméter Erték
ACN % 10
ionerésség (mM) 50
aramlasi sebesség (ml/perc) 0,9
psH 4,46
Homérséklet (°C) 10
puffer (ellenanion) ammonium-citrat

Ezeken az értékeken tobb kiilonbozo gyartotol szarmazo, am nagyon hasonld karakteri
C18 allofazisu oszlopon végeztem méréseket (3. tablazat). (Béni és mtsai altal kozzétett
cikkben nem kozolték, &m tobb kiilonbozo allofazisu oszlopon végeztek méréseket, de a C18
allofazisu oszlopon kaptak a legjobb elvalasztast [1]. Ezért mi csak C18 allofazisu oszlopokat

teszteltiink.)
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3. tablazat A tesztelt oszlopok paraméterei.

Gyarto Név Méret (mm) | Szemcseatméré (um) Toltet tipusa
Kinetex XB-C18 150 x 4,6 2,6 mag-héj
Phenomenex
Kinetex C18 150 x 4,6 2,6 mag-héj
Hypersil BDS C18 150 x 4,6 2,4 teljesen porozus
Thermo
Accucore C18 150 x 4,6 2,6 mag-héj
Waters Cortecs C18 150 x 4,6 2,7 mag-héj

Az egyes oszlopokra nyert felbontast és retencids tényezoket a kovetkezd abran

szemléltetem (17. abra).

m Hypersil BDS C18 E Kinetex XB-C18 E Kinetex C18 = Accucore C18 m Cortecs C18
1,65 = 11,5 1
1,60 - 11,0 -
1,55 - 105
1,50 - '
o’ 1,45 - ~ 10,0 1
1,40 - 9,5 -
1,35 -
1,30 - 9.0 1
1,25 - 8,5
H/D1 H

17. abra Az egyes oszlopok felbontasa a H/D1 izotopoldgokra és retencios tényezo értékei a
H komponensre nézve.

A nagyon hasonlé geometriai tulajdonsagaikbol fakadoan a vizsgalt oszlopok nagyon
hasonld eredményeket értek el az elvalasztasban is. A varakozasoknak megfelelden a
gyengébb kinetikai-hatékonysagu, teljesen porozus Hypersil BDS C18 oszlopon volt
legrosszabb a felbontés és a visszatartas is. A tobbi oszlop kozel azonos teljesitménnyel tudta
elvalasztani a H és D1 izotopologokat, amiket a Cortecs C18 kolonna kiemelkedéen nagy
felbontassal valasztott el (18. abra). Mivel a Cortecs C18 kolonna ilyen jo
teljesitményjellemzokkel rendelkezik, ezért végeztem rajta méréseket kiillonbozé homérséklet
(5-10 °C) és aramlasi sebesség mellett (0,75-1,2 ml/perc).
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18. abra A Waters Cortecs C18 kolonnan elért legjobb elvalasztas kromatogramja 5 °C-
on 0,9 ml/perc aramlasi sebesség mellett. Kiemelve a H/D1 és H/®N parokra kapott
szelektivitas és felbontas értékét, illetve a H csucsra szamolt elméleti tanyérszamot.
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6. Osszefoglalas

Munkéam sordn tobb paraméter (eluens Osszetétel, ionerdsség, pH, T, aramlési sebesség,
ellenanion ¢és oszlop) optimalizalasa soran sikeriilt a deuteralatlan (H) és a metilcsoporton
egyszeresen deuteralt N,N-dimetilanilint (D1) elvalasztani egymastol (Rs=1,63) forditott
fazisu nagy hatékonysagu folyadékkromatografias (RP—HPLC) mddszerrel egy hagyomanyos,
400 baros HPLC késziiléken. Részeredményeinket az alabbi pontok foglaljak Gssze:

e Reprodukaltuk az uliprisztal-acetait (ULIPA) elvalasztasat N,N-dimetilanilin

izotopologokon el0szor gradiens, majd izokratikus elucioval is.

e A mozgbfazisra fokuszalva vizsgalatainkat olyan optimalt rendszert kaptunk,
amelyben majdnem az 0Osszes folyadékkromatografids paraméter (szelektivitas,

felbontas, szimmetria, csucsszélesség, retencios tényezo) a lehetd legjobb.

¢ Bizonyitottuk, hogy a csokkend hémérséklet ndveli az izotopeffektus mértékét, azaz

az elérhetd kromatografias szelektivitast.

¢ Bizonyitottuk tovabba, hogy a masodlagos f-helyzetii deutérium koriilbeliil négyszer

nagyobb effektussal bir, mint a primer helyzetii *°N (ay/1sy ax QH/D1)-

e A hémérséklet (T) retencios tényezore (K) gyakorolt hatasat megvizsgaltuk, illetve az
adatok van 't Hoff-elemzését (Ink—1/T) elvégeztiik, és az igy nyerhet6 termodinamikai

adatokat meghataroztuk.

e Az optimalis paraméterek van’t Hoff-elemzése segitségével bizonyitottuk, hogy az
izotopologok elvalasztasat kizarolag az ionizécid szabalyozza, tehat a mozgofazissal
valo kolcsonhatasuk a meghatarozd. Tovabba, hogy a savi allandok kiillonbozdseége
teljes mértékben kiaknazhato 1onizéacio-kontrollalt forditott fazisu

folyadékkromatografiaval.

o A fejlesztett modszer univerzalis (Ap < 400 bar), és segitségével tobb kiilonbozo C18

allofazisa oszlop tesztelését végeztem el a kolonndk hatékonysdganak jellemzésére.
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Habar az eredményeink elméleti jelentdségliek tigy gondoljuk, hogy az analitikai kémia
mas teriiletein is felhasznalasra keriilhetnek. A vizsgdlt izotdpeffektus homérséklet és pH

fliggésének kihasznalasat a kovetkez0 metodikdkban tartjuk relevansnak:

e Nagy pontossagu kvantitativ folyadékkromatografiaval kapcsolt
tomegspektrometrias mérésekben meghatarozni kivant vegyiiletek izotopologjainak

retencios id6 eltolodasanak jobb kontroljara [18].

e Izotépeloszlas mérésen alapuld analitikai modszereknél (pl.: i1onizalhato,
kornyezetszennyezd vegyliletek szildrd fazist extrakcidjakor) fellépd izotopeloszlas-

torzulas elkertilése [19].

e Kvantitativ fehérje analizisben deuteralt dimetil jelz6 csoportok hasznalatakor [20].

A késObbiekben tervezziik még egy 0 °C alatti (kb.:-10-15 °C) mérés elvégzését és
ennek a nagyon alacsony homérsékletnek a hatdsidt vizsgalni az elvélasztisra és az

izotopeftektusra.
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