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1. BEVEZETES

A molekularis felismerés egy gyakran el6fordulo jelenség a természetben, amely alatt azt
értjiik, amikor egy molekula egy azt koriilvevé halmazbdl képes szelektiven kivalasztani egy
masik molekuldt vagy iont, és azzal rendezett szerkezetet alkotni. A jelenség specidlis esete az
enantiomer-felismerés, amely egy vendégmolekula enantiomerjeinek kiralis gazdamolekulaval
torténd megkiilonboztetését jelenti, vagyis kiilonbozo stabilitasi komplexek képzddnek az
enantiomerekkel  (termodinamikus  kontroll), illetve a  komplexképzés vagy a
komplexdisszociacid sebessége (kinetikus kontroll) kiilénbozhet. Az igy 1étrejott komplexeket
intermolekularis masodlagos kotderdk tartjak ossze, melyek tobb ponton hatnak. J6 példa erre a
szubsztrat specifikus kapcsolédasa az enzim aktiv centrumdhoz vagy az immunrendszer
mikodésének alapjat képezd antigén—antitest kdlcsonhatas.

Az 1960-as évekig a molekularis felismerést kizarolag biologiai jelenségként tartottak
szamon, mely elképzelést C. J. Pedersen a koronaéterek szintézisével és komplexképzésiik
vizsgalataval valtoztatta meg [1].

Az enantiomerkeverékek szétvalasztisa kiemelkedd fontossagu a gydgyszeriparban.

A kirdlis koronaéterek enantiomer-felismerésérdl elsdként Cram és munkatarsai szdmoltak be
protonalt primer aminok enantiomerjeinek sikeres elvalasztasat kovetden [2]. Ma a kiralis
koronaétereket szelektiv komplexképzésiik miatt széles korben alkalmazzak mesterséges
szelektormolekulakként. Szamos tudomanyos kdzlemény vizsgalja a piridino-18-korona-6-éter
tipust ligandumok protonalt primer aminok, valamint aminosavak ¢és szarmazékaik
enantiomerjei esetén mutatott megkiilonboztetd képességét.

Jelen dolgozat témaja az (S,S)-1 enantiomertiszta piridino-18-korona-6-éter Gj modon
torténd szilikagélhez kotésével eléallitott kiralis allofazis [(S,S)-CSP-2] (1. dbra) kromatografias
tulajdonsdgainak LC/DAD mddszerrel végzett vizsgalatanak és eredményeinek bemutatasa .

Munkdm soran tizenét analittal végeztem a kromatografias rendszer optimalis
paramétereinek meghatarozasat. Ezen legfontosabb paraméterek a mozgodfazis Osszetétel,
valamint a savas és bazikus modositok koncentracidja voltak.

Ily médon torekedtem olyan modszer kifejlesztésére, amely a vizsgalt anyagok lehetd

legszélesebb korére jol alkalmazhato.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

A kromatografia napjaink legszélesebb korben alkalmazott analitikai elvalasztasi
modszere. Ezen beliil is a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia kiemelt jelentdségili, amit a
gyogyszeriparban foként a mindségbiztositas soran hatéoanyag, illetve szennyez6 anyag tartalom
meghatarozasban alkalmazzak. Felhasznaljak tovabba az élelmiszeranalitikdban tartdsitoszerek,
adalékok, toxinok és vitaminok mennyiségi vizsgalatdban, valamit kornyezetanalitikai mérések
soran.

Szintén nagy jelentdségli az optikailag aktiv vegyliletek enantiomerjeinek elvalasztasa
kiralis allofazisokkal, esetenként hasznéljdk preparativ méretben is egyes elegyek tisztitasara

vagy tiszta enantiomerek eléallitasara.

A gybgyszeripar szamdra kiemelten fontos az egyes enantiomerelegyek elvalasztdsa,
valamint mennyiségi meghatdrozdsa, hiszen a kiilonbozd sztereoizomerek gyakran eltérd
biologiai hatast, aktivitast mutathatnak, sok esetben a hasznos izomerek tiikorképi parja nem
kivant mellékhatassal is rendelkezhet. Emiatt a gyartasok soran kovetelmény a kivalasztott
terapias célponton kevésbé hatasos, esetleg hatastalan enantiomerek eltavolitisa a
készitményekbdl.

Az enantiomerek analitikai megkiilonboztetésére gyakran alkalmazzak a kiralis allofazisa
HPLC-s rendszereket, ezek koziil szamos tipus a kereskedelmi forgalomban is kaphatd [3]
ilyenek a:

- poliszacharid alapu
-ciklodextrinekkel modositott
-aminosav-szarmazékokkal modositott
-makrociklusos antibiotikum alapu
-szintetikus polimer alapt

-koronaéter alapt.



2.1. Koronaéter alapu kiralis allofazisok eldallitasa és alkalmazasuk

enantiomerek elvalasztasara

A fentickben leirt, szélesebb korben hasznalt koronaéterek szilard fazishoz torténo
kotését kovetden 1987-ben Shinbo és munkatdrsai D,L-a-aminosavak elvalasztasarol szamoltak
be az axialis kiralitassal rendelkez6 (3,3’-difenil-1,10-binaftil)-20-korona-6-éter alkalmazasaval,
mely CSP-3 ,,dinamically coated” tipust volt. Ebben az esetben a hidrofob koronaéter nem volt
kovalens kotéssel rogzitve az oktadecilcsoportokkal boritott szilikagél feliilethez, hanem csak az

apolaris részek kozott fellépd masodlagos kotderdk tartottak a felszin kozelében (2. dbra).

S S S /

Oktadecil-szilikagél matrix

2. abra A kereskedelmi forgalomban is kaphato CROWNPACK CR(+) CSP-3

Az allofazis és a koronaéter kozotti apolaros—apolaros kolcsonhatds ebben az esetben
hatart szabott az alkalmazhatd eluens Osszetételnek, mely viz és szervetlen modositokon tul
legfeljebb 15% metanolt tartalmazhatott [4].

Ezen problémara kinalt megoldast Machida munkatdirsaival. Ugyanis az eddig
alkalmazott modszerrel til hosszl ideig tartott az altaluk vizsgalt alanin-g-naftilamid (Ala-5-NA)
és 1-(1-naftil)-etilamin (1-NEA) elvalasztasa. Az 0j moddszerrel viszont ezt az idot sikeriilt
mintegy harmadara csokkenteni a mozgofazisban S-ciklodextrin (-CD) alkalmazasaval Ala-f-
NA esetében, valamint kalium sok alkalmazésaval 1-NEA esetében. A CD alkalmazasa esetén az
analit a mozg6fazisban 1évé CD-vel, valamint az allofazis makrociklusaval is képes komplexet
képezni.Ennek koszonhetéen kompeticié alakul ki a két komplexképzd tulajdonsaghi anyag

kozott és a CD nélkiili esettel 6sszehasonlitva ardnyosan tobb 1d6t tolt az analit a mozgdfazisban,
6



ami Osszességében rovidebb retencidos idét eredményez. A kaliumion esetén a makrociklussal
torténd komplexképzés soran alakul ki versengés az analit és a kaliumion kozott, ezaltal az analit
ugyancsak kevesebb id6t tolt az alloéfazison, ami szintén retencios id6 csokkenéshez vezet [5].

El6szor 1999-ben szamoltak be (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav alapia CSP-4
szelektorként torténd alkalmazasarol (3.dbra) [6].

Ezt kovetden Jin és munkatarsai CSP-5 esetében a mozgdfazishoz adott trietilamin
hatasat vizsgaltak az elvalasztas hatékonysagara és a szelektivitasra vonatkozoan [7].

Ugyanezen makrociklus alapit CSP-6 kromatografias vizsgalatat végezte Choi
munkatarsaival szekunder aminoalkoholok esetében. Az analitokat két csoportba soroltdk az
alapjan, hogy a kiralitdscentrumhoz a hidroxilcsoport vagy a szekunder amin nitrogénatomja van
kozelebb, ugyanis ez utobbi csoportba tartozd vegyiiletek esetében sokkal jobb elvalasztast
tapasztaltak. Megfigyelték tovabba, hogy ezen két vegyiiletcsoport esetén a szelektivitas eltéréen

valtozott a kolonnatér hémérsékletének valtoztatasara [8].

OMe
CSP-4: RyR,= -NH-(CH2)3-Siko—
O_
OEt
CSP-5: RyR,= -NH-(CH2)3-SkO—
ﬁo/\ o o
(@] (@) C

O—
CSP-6: Ry R,= -NH-(CH,)ySi=O

., R
o) o)

OQ O_§
K/ CSP-7: =

Ri,Rs= 'S'(CH2)3'3i<8_

o_
CSP-8: Ry,Ry= -NH-(CH,);1-SK0
O_

3. abra (+)-18-korona-6-2,3,11,12-tetrakarbonsav alapu kiralis allofazisok

2009-ben Cho és munkatarsai szamoltak be egy (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-
tetrakarbonsav alapti CSP-7 eldallitasarol, ahol a makrociklus rogzitéséhez tioészter kotést
tartalmazd egységet hasznaltak a kordbban leirt amid egység helyett. Racém aminok és
aminoalkoholok esetében rendre jobb elvalasztast értek el, mint a korabban el6éallitott allofazis

esetén. o-Aminosavak esetén a metionin, szerin €s treonin kivételével szintén jobb elvalasztast



tapasztaltak. Vizsgaltak tovabba az elucids sorrendeket is, amikbol arra kovetkeztettek, hogy a
kiralis felismerés mechanizmusat nem befolyasolta az allofazishoz rogzités modjanak valtozasa
[9].

Egy évvel késobb llisz és munkatarsai tizenegy metilén egységet tartalmazoé ,,spacer-rel”
rogzitett CSP-8-at hasznaltak eredményesen nem természetes f-aminosavak elvalasztiséra.
Meéréseik soran megallapitottak, hogy a retenciot leginkabb befolydsold tényezok a savas és
bazikus moédositok mindsége €s mennyisége, az eluens Osszetétel, valamint a homérséklet.
Bizonyos esetekben az elucids sorrendet is vizsgaltak, ahol azt talaltak, hogy mindig az S-
enantiomer elualédott hamarabb [10].

A kozelmultban Lee és munkatdrsai szekunder aminok, biologiailag fontos 1-aril-1,2,3,4-
tetrahidro-izokinol  analogonok  elvalasztasara  vizsgaltdk a CSP-6  tulajdonsagait.
Mozgobfazisként 30:70:0,5 metanol-acetonitril-trietilamin elegy bizonyult a leghatékonyabbnak,
ebben a rendszerben a vizsgalt analogonokra 0,99 és 6,32 kozotti felbontas értékeket kaptak [11].

Hyun és munkatdrsai kiilonbdz6 racém aminok, aminoalkoholok és a-aminokarbonil
vegyiiletek, koztiik gyogyaszatilag fontos vegyiiletek pl.: amfetamin analogonok, norefedrin
enantiomerjeinek elvalasztasat vizsgaltak difenil-szubsztitualt 1,1'-binaftil koronaéter alaptt CSP-
9 alkalmazasaval (4. abra). Méréseik soran négy kivalasztott vegyiileten vizsgaltak a vizes
eluens szerves, savas ¢és kationos modositéinak mennyiségi €s mindségi valtoztatasa esetén
fellépd retenciod valtozasokat, valamint a hdmérséklet valtoztatasanak hatasat. Ily modon jutottak
el a 80:20 acetonitril-viz + H,SO4 (10mM) + CH3COONH, (ImM) eluens 6sszetételhez 20°C-0S
kolonna homérséklet mellett, mely modszer alkalmazasaval a legtobb analit esetében igen jo

elvalasztast tapasztaltak [12].

4. abra Difenil-szubsztitualt 1,1'-binaftil-koronaéter alapa CSP-9



Lakatos és munkatarsai beszamoltak egy dimetil-szubsztitualt akridino-18-korona-6-éter
eléallitasarol és annak szilikagélhez kotésével 1étrehozott allofazisrol [(R,R)-CSP-10] (5.dbra),
mely hatékonynak bizonyult az 1-NEA- és a 2-NEA-hidrogén-perklorat sok enantiomerjeinek

elvalasztasara [13].

_ szférikus
CONH(CHp)3S(CHp)sSI_O—¢ HhLC |
o
/
~
N

M e//, 1, O

[ Oj/Me
O O
o

5. abra Akridin egységet tartalmazo (R,R)-CSP-10

2008-ben Cho és munkatarsai sikeresen szintetizaltak kétféle kiralis egységet tartalmazo
koronaéter szarmazékot, melyeket szilikagél feliiletére kotve kaptak az (R,R,R)-CSP-11,
valamint az (R,S,S)-CSP-11 alléfazisokat (6. dbra), melyeket kiralis primer aminok,
aminoalkoholok és tokaidin analogonok elvalasztasa esetén vizsgaltak. Méréseik soran érdekes

moddon az (R,R,R)-CSP-11 alkalmazasakor minimalis enantiomerfelismerést tapasztaltak, mig a

diasztereomer esetében megfeleld felbontasra vonatkozo értékeket kaptak eredményiil [14].

(R,R,R)-CSP-11 (R,S,S)-CSP-11

6. abra Cho és munkatarsai altal eldallitott allofazisok

9



Els6ként Bradshaw és munkatarsai szamoltak be optikailag aktiv dimetil szubsztitualt
piridino-18-korona-6-éterek szintézisérél és normal szilikagélhez torténd rogzitésérdl [(S,S)-
CSP-12] (7. abra). A kromatografias tulajdonsagok vizsgalata soran elséként metanol-aceton
elegyet hasznaltak eluensként, viszont ezzel a modszerrel nem sikeriilt megfeleld elvalasztast
elérni. Késdbb racém 1-NEA esetén tisztdn metanolos mozgofazis alkalmazéasaval, 1égkori

nyomason j6 elvalasztast értek el [15, 16].

csP R X
) O normal
(5,5)-CSP-12 Me O(CH2)3S|<O szilikagél
O_
. O normal
(R,R)-CSP-13 Ph O(CH);SKO—3 srlikagel
O_
. O normal
(RR)-CSP-14  tBu O(CH2)3SI<O szilikagél
O_
0 HPLC
(RR)-CSP-15  tBU  OCH,CONH(CH,):8i€0—3 minoséq
O—5 szilikagel
) o szférikus
(R,R)-CSP-16 Me OCHZCONH(CH2)38|<Q HPLC
O—5 szilikagél

7. abra Piridino-koronaéter alapt kiralis allofazisok
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A késobbi kutatasok soran eldallitottak a difenil-piridino-18-korona-6-étert, valamint
normal szilikagél feliiletére kotésével kaptak a (R,R)-CSP-13-at. Sajnalatos moédon a
kromatografias vizsgalatok soran gyenge enantiomerfelismerd képességet tapasztaltak [16].
Ennek az lehet a f6 oka, hogy a fenilcsoport planaris szerkezete miatt az egyszeres szén—szén
kotés kortili elforduldssal minimalizalni tudja a sztérikus fesziiltséget, aminek koszonhetden
csokken az enantioszelektivitas.

A Kiralitascentrumok kialakitasahoz hasznalt alkilcsoportok szelektivitasra gyakorolt
hatasat vizsgalva azt tapasztaltak, hogy a nagyobb térkitoltésii gombszimmetrikus csoportokkal
szubsztitualt koronaéterek a jelentkez6 fokozott sztérikus taszitds miatt megndvekedett

enantioszelektivitassal, viszont ezzel egyiitt csokkent komplexstabilitassal birnak [17].

Az enantiomertiszta di-terc-butilpiridino-18-korona-6-éter szarmazékot els6ként 1999-
ben kototték normal szilikagélhez [(R,R)-CSP-14]. Az 1-NEA, az 1-PEA, valamint a fenilalanin-
¢és a fenilglicin-metilésztereket 1égkéri nyomason vizsgalva megfelelé elvalasztas értékeket

tapasztaltak [18,19].

A késdbbiekben az enantiomer elvéalasztds hatékonysaganak novelése céljabol HPLC
mindségl szilikagél feliiletére kototték a di-terc-butilpiridino-18-korona-6-éter szarmazékot oly
modon, hogy a piridingylirGi 4-es helyzetében kapcsolodd kar savamid kotést is tartalmazott
[(R,R)-CSP-15]. Magas nyomason racém 1-NEA ¢és PEA esetén nagy fokt elvalasztast
tapasztaltak, mig aminosav szarmazékok esetén csak kis hatékonysaggal miikodott a toltet [20].

Farkas és munkatarsai az aminszarmazékok enantiomerjeivel stabilabb komplexet képzd,
a kiralitas centrumok kialakitasahoz metilcsoportokat tartalmazd enantiomertiszta piridino-
koronaéter szarmazékot rogzitettek szférikus, HPLC mindségi szilikagél feliiletén [(S,S)-CSP-
16]. Az eldallitott allofazison az 1-NEA, a 2-NEA, a PEA és az aromads oldallanci aminosav-
szarmazékok enantiomerjei esetén, HPLC-s mddszer alkalmazasa mellett hatékony elvalasztast

tapasztaltak [21, 22].

Az eddig felsorolt piridino-egységet tartalmazd koronaéterek a piridingyiri 4-es
helyzetében oxigén atomon keresztiil kapcsolodtak a szilard hordozohoz (pl.: szilikagél,
Merrifield-féle polimer gyanta). Kutatocsoportunkban korabban sikeres allitottak elé olyan
allofazisokat, melyek esetében a piridingyliri 4-es helyzetében szén vagy nitrogén atomon
keresztiil kapcsolodik a szelektormolekula a szilikagélhez. Ilyen a dimetil-szubsztitualt (S,S)-

CSP-17, ahol a piridingytirti 4-es szénatomja egy karbamid-szarmazék nitrogénatomjan keresztiil

11



kapcsolodik a szilikagélhez, mely alkalmasnak bizonyult aromas egységet tartalmazdé primer

aminok enantiomerjeinek elvalasztasara (8. abra) [23].

O
Bu\ )L /\/\ /O_ Szferikus
N N Si-0— e

H ~ S szilikagel
N S
| P
Me,,, O O Me
O O
o
(S,5)-CSP-17

8. abra
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3. ELMELETI RESZ

3.1. Enantiomer elvalasztas

A enantiomerek elvalasztdsa minden esetben arra vezethetd vissza, hogy valamilyen
moddon diasztereomer asszociatumokat képziink, melyek eltérd tulajdonsagokkal rendelkeznek.

Az enantiomerek folyadékkromatografids elvalasztasara a kirdlis allofazisokat
alkalmazzak a gyakorlatban, ugyanis igy nincs sziikség a vizsgalt anyagok eldzetes asszociatum
képzésére, kiralis segédanyagok alkalmazasara A modszer tovabbi el6nye, hogy a vizsgalt
mintak roncsolasmentesen eredeti formajukban visszanyerhetok. Ezaltal lehetdség nyilik az
enantiomerkeverékek preparativ méretben torténd elvalasztasara is.

Az enantioszelektiv komplexképzés feltétele harom egymastol fiiggetlen kdlcsonhatas
kialakulasa a gazda- és a vendégmolekula ko6zott. A komplexstabilitas szempontjabodl fontosak a
vonz6 kdlesonhatasok, melyek koziil az egyik altalaban a (i) hidrogénkdotés, egy tovabbi pedig az
aromas rendszerek kozott fellépd (i) m—m kolcsonhatas. A szelektivitast mértékét viszont
dontéen a (iii) taszitdo kolcsonhatasok szabjak meg, melyek a vendégmolekuldk enantiomerjei
kozott eltéréd mértékben 1épnek fel. A koronaéterek esetében a taszitd kdlcsonhatasok tobbségéért
a makrogytri kiralitascentrumaiban szubsztitualt csoportok a felelések. Ha tl nagy térkitoltési
kiralis csoportot visziink be a makrogyiriibe, azzal novelhetjiik a szelektivitast, viszont
csokkentjitk a komplexstabilitast. A szelektivitast befolyasolja még a gazdamolekula, valamint a
képz6do komplexek szerkezetének merevsége, ugyanis a merevebb szerkezet csokkenti az olyan
konformaéciok kialakuldsanak valdsziniiségét, melyek kikiiszobolik a sztérikus taszitast.

Koronaétereket Kiralis szelektorként alkalmazva megfeleld elvalasztasokat értek el primer
aminok, aminoalkoholok és aminosav szarmazékok esetén. A felsorolt vendégmolekulak
mindegyike tartalmaz bézikus aminocsoportot, mely a feltételezett mechanizmus szerint
protonalt forméban képes a koronaéterekkel harompontos hidrogénké6tés kialakitasara. Hyun és
munkatarsai vizsgaltak az eluenshez adott savas modositok hatasat [24]. Méréseik soran
ecetsavat, kénsavat, perklorsavat és trifluorecetsavat hasznaltak 1,0-20,0 mM koncentracidban,
melyek koziil a kénsav bizonyult a legjobbnak, mennyiségének novelésével javult a felbontas és

no6tt a retencios 1d6.
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3.2. Vendégmolekulak

Az (S,5)-CSP-2 kromatografias tulajdonsagainak vizsgalatat tizenot kiralis primer
aminocsoportot tartalmazo vegyiilettel végeztem. A vendégmolekuldk kivélasztdsa sordn az
elobbi megfontolasok alapjan harom f6 szempontot vettem figyelembe:

— a molekulak rendelkezzenek bazikus primer aminocsoporttal a harompontos
hidrogénkotés kialakitasa érdekében

— tartalmazzanak aromads gytrit a n—n kdlcsonhatés érvényesiilése érdekében

— az elobbi két molekularész legyen egymashoz kozel, hogy a sztérikus hatasok

érvényesiilhessenek (két-harom atomnyi tavolsagra).

A felsorolt szempontokat kovetve valasztottam ki a fenil- és naftilcsoportokat tartalmazé
primer aminokat, illetve soikat (9.dbra): az 1-feniletanamin-hidrogén-perkloratot, az 1-(4-
bromfenil)etanamint, az 1-(4-nitrofenil)etinamin-hidrogén-kloridot, 1-(naftalin-1-il)etanamin-
hidrogén-perkloratot és az 1-(naftalin-2-il)etanamint. Az eddig felsorolt aminok mellett tovabbi
két eltéré szerkezetii amint: az (1S,25)- és (1R,2R)-1,2-bisz(2-hidroxifenil)etiléndiamin és az 1-

aminoindan elvalasztasat is vizsgaltam az 01j kolonnan.

Br NO,
i NH,
HzN CH3 H,N CHs

OH H,oN
o= CI—O
|
1-feniletanamin-hidrogén-perklorat  1-(4-brémfenil)etdnamin  1-(4-nitrofenil)etanamin-hidrogén-klorid 1-aminoindan
OH H,N
0= CI—
|
0]
1-(naftalin-1-il)etanamin-hidrogén-perklorat 1-(naftalin-2-il)etanamin (1S,2S) és (1R,2R)-1,2-bisz(2-hidroxifenil)etiléndiamin

9. &bra Primer aminok
Az aminosavak tobbsége nem rendelkezik aromas résszel, ezért tobbségében azok benzil-

észtereit vizsgaltam. Az észteresités egyuttal maszkiroz6 szerepet is betolt, igy a fenilalanin és a
14



fenilglicin esetén is sziikségesnek lattuk a karboxilcsoport védését, azonban ezekben az
esetekben nem volt sziikség az aromas gylirli bevitelére a molekulaba, igy a két aminosav metil-
észterét vizsgaltuk. Az aminosav-észterek szerkezete a /0. dbrdn lathato. A vizsgalt aminokat és

aminosav-észtereket a tovabbiakban a szisztematikus neviik helyett az . tdbldzatban talalhatd

roviditések jeldlik.
NH, OH /\O NH; OH /\O
o= CI— o= CI—
O
alanin-benzilészter-hidrogén-perklorat aszparaginsav-dibenzilészter-hidrogén-perklorat
o}
CH
6) o/ s
NH, OH NH, ?H
o= CI— O=(|:|I=O
O
fenilalanin-benzilészter-hidrogén-perklorat fenilalanin-metilészter-hidrogén-perklorat
OYH\O/ )‘\/\H‘\
NH, OH NHZOH
o= CI—O o= CI—
|
fenilglicin-metilészter-hidrogen-perklorat glutaminsav-dibenzilészter-hidrogén-perklorat
NH; OH /\O NH, OH /\O
o= C|— o= C|_
szerin-benzilészter-hidrogén-perklorat valin-benzilészter-hidrogén-perklorat

10. Abra Aminosav észterek
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Név

Rovidités

1-feniletinamin-hidrogén-perklorat
1-(4-bromfenil)etanamin
1-(4-nitrofenil)etanamin-hidrogén-perklorat
1-(naftil-1-il)etanamin-hidrogén-perklorat
1-(naftil-2-il)etanamin

(1S,2S) és (1R,2R)-1,2-bisz(2-hidroxifenil)etiléndiamin
1-aminoindan

alanin-benzilészter hidrogén-perklorat
aszparaginsav-dibenzilészter-hidrogén-perklorat
fenilalanin-benzilészter-hidrogén-perklorat
fenilalanin-metilészter-hidrogén-perklorat
fenilglicin-metilészter-hidrogén-perklorat
glutaminsav-dibenzilészter-hidrogén-perklorat
szerin-benzilészter-hidrogén-perklorat
valin-benzilészter- hidrogén-perklorat

PEA
brom-PEA
nitro-PEA
1-NEA
2-NEA
biszamin
1-aminoindan
Ala-OBn
Asp-diOBn
Phe-OBn
Phe-OM
PhGly-OM
Glu-diOBn
Ser-OBn
Val-OBn

1. tablazat: Az aminok és az aminosav-észterek elnevezése
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4. KiISERLETI RESZ

4.1. A kromatografias modszer fejlesztése

A kutatocsoport munkajaba bekapcsolodva az uj (S,S)-CSP-2 vizsgalatait megel6z6en
rovid ideig az (S,S)-CSP-17 kromatografids tulajdonsagainak meghatarozasaval is foglalkoztam.
A szelektormolekuldban megegyezd, kordbban vizsgalt allofazis esetén a kromatografias
mérések alapjan a miikodési paraméterek optimumat izokratikus eluciot alkalmazva, polar-

organikus modban talaltak.

Ilyen el6zményeket kdvetden az Gj (S,S)-CSP-2 allofazison elséként az 1-NEA, 1-PEA és
a 2-NEA tiszta enantiomerjeinek retenciojat vizsgaltam acetonitril:metanol 20:80, 0,2%
hangyasav, 0,1% trietil-amin eluens alkalmazasa mellett. A kapott eredményeket a /1. dbra és a
2. tablazat tartalmazza. A savas €s bazikus modositokat minden esetben az acetonitrilben

oldottam. A kolonnahdmérséklet minden mérés soran 25°C-ra volt termosztalva.

Analit neve tr1 K

(R)-1-NEA 67,90 38,48
(S)-1-NEA 27,10 14,75
(R)-1-PEA 42,05 23,45
(S)-1-PEA 21,55 11,53
(R)-2-NEA 37,63 20,88
(S)-2-NEA 27,07 14,74

2. tabldzat 1-NEA, 1-PEA és 2-NEA enantiomerek retencidja acetonitril:metanol 20:80,
0,2% hangyasav, 0,1% trietil-amin eluens alkalmazasa esetén

A 2. tabldzat és a 11. abra alapjan lathatd, hogy mindhdrom anyag enantiomerjei esetén
viszonylag nagy retencids idoket kaptunk, tovabba mindegyik esetben az S-enantiomerek esetén
kaptuk a kisebb retencios idéket. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a (S,S)-CSP-2 jelent6s
enantioszelektivitassal rendelkezik, valamint a primer aminok R-enantiomerjei és az (S,S)-CSP-2

altal képzett heterokiralis komplexek stabilitdsa nagyobb a homokiralis komplexek stabilitdsanal.

Az irodalomban is hasonld eredményrdl szamoltak be Gérczei és munkatarsai, akik 1-

naftil-etanamin és  (R,R)-dimetilfenazino-18-korona-6-éter komplexképzédését vizsgaltak
17



rontgendiffrakcios modszerrel. Méréseik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a

heterokiralis (R,R)-(S) komplex sokkal stabilabb a homokiralis (R,R)-(R) komplexnél [25].

(R)-1-NEA (S)-1-NEA
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11. dbra R-1-NEA, S-1-NEA, R-1-PEA, S-1-PEA retencioja az (S,S)-CSP-2 allofazison.
Eluens: acetonitril:metanol 20:80, 0,2% hangyasav, 0,1% trietil-amin.

A savas és bazikus modositok aranyanak megtartasa mellett az eluens acetonitril-metanol
aranyanak valtoztatasaval tovabbi méréseket végeztem az el6bbi harom amin enantiomerjei
esetén. A kapott eredmények a 3. tabldzatban és a 12., 13. abrdn talalhatok. Az alkalmazott
modszerekben az eluensosszetételek a kovetkezdk voltak:

— acetonitril:metanol 15:85, 0,2% hangyasav, 0,1% trietil-amin
— acetonitril:metanol 25:75, 0,2% hangyasav, 0,1% trietil-amin
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acetonitril:metanol 15:85 acetonitril:metanol 25:75
Analit neve 1R k R k
(R)-1-NEA 62,153 35,14 78,013 44,36
(S)-1-NEA 20,833 11,11 34,133 18,84
(R)-1-PEA 37,847 21,00 48,460 27,17
(S)-1-PEA 13,983 7,13 31,213 17,15
(R)-2-NEA 41,440 23,09 52,773 29,68
(S)-2-NEA 26,463 14,39 34,850 19,26

3. tablazat Az 1-NEA, 1-PEA ¢és a 2-NEA enantiomerek retencidja

(R)-1-NEA
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12. dbra R-1-NEA, S-1-NEA, R-1-PEA, S-1-PEA retencigja az (S,S)-CSP-2 allofazison.
Eluens: acetonitril:metanol 15:85, 0,2% hangyasav, 0,1% trietil-amin.
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A 2. és 3. tablazatokban szerepld adatok alapjan megéllapithatd, hogy az eluensosszetétel
valtoztatasaval nem valtoztak meg az egyes enantiomerek retencids sorrendjei, valamint
megfigyelhetd, hogy a mozg6fazis metanol tartalméanak novelése rendre csokkent retencios
idoket eredményezett. EbbOl arra kdvetkeztethetlink, hogy a vizsgalt aminok esetén a metanol
eluenserdssége nagyobb a savas és bazikus modositokat tartalmazo acetonitrilhez viszonyitva.

(R)-1-NEA (8)-1-NEA
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13.dbra R-1-NEA, S-1-NEA, R-1-PEA, S-1-PEA retencidja az (S,S)-CSP-2 allo6fazison.
Eluens: acetonitril-metanol 25:75, 0,2% hangyasav, 0,1% trietil-amin.

A fenti méréseket kdvetden a kromatografias rendszer vizsgalatat kiterjesztettem. E16szor
a savas ¢s bazikus modositok aranyat valtozatlanul hagyva a tovabbi tizenkét vegyiilet esetén
mutatott kromatografias tulajdonsagokat vizsgaltam (5. tdbldzat). A vizsgalt vegyiiletek koziil
harom primer amint és harom aminosav-észtert emeltem ki, melyek esetén a kiilonb6zo
modszerekkel kapott kromatogramokat a kovetkezdkben dbrazoltam (7/4., 15., 16. abra) és a

kromatografias jellemzoiket a 4. tabldzatban foglaltam Gssze.
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Az alkalmazott modszerekben az eluensosszetételek a kovetkezok voltak:
— acetonitril:metanol 20:80, 0,2% hangyasav, 0,1% trietil-amin
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2004

—200

— acetonitril:metanol 15:85, 0,2% hangyasav, 0,1% trietil-amin

— acetonitril:metanol 10:90, 0,2% hangyasav, 0,1% trietil-amin
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14. abra bréom-PEA, Ala-OBn, Glu-diOBn, Phe-OM elvalasztasa az (S,S)-CSP-2 allofazison.

Eluens: acetonitril:metanol 20:80, 0,2% hangyasav, 0,1% trietil-amin
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acetonitril:metanol 20:80 | acetonitril:metanol 15:85 | acetonitril:metanol 10:90
(AlaOBn esetén:

acetonitril:metanol 17:83)

Analit neve tr1 a R tr1 o R, tr1 a R
brom-PEA 28,74 1,53 3,79 25,18 1,53 3,71 23,11 1,52 3,43
Ala-OBn 12,28 1,18 1,96 12,45 1,15 1,82 12,90 1,18 1,83
Glu-diOBn 17,95 1,18 2,16 16,27 1,18 2,09 15,62 1,18 2,08
Phe-OM 10,97 1,18 2,33 9,86 1,19 2,22 9,42 1,18 2,14

4. tablazat Az eluensOsszetétel valtoztatasanak hatasa

brom-PEA Ala-OBn
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15. adbra  brom-PEA, Ala-OBn, Glu-diOBn, Phe-OM elvalasztasa az (S,S)-CSP-2 all6fazison.

Eluens: acetonitril:metanol 15:85, 0,2% hangyasav, 0,1% trietil-amin.
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16. adbra  brém-PEA, Ala-OBn, Glu-diOBn, Phe-OM elvalasztasa az (S,S)-CSP-2 allofazison.
Eluens: acetonitril:metanol 10:90, 0,2% hangyasav, 0,1% trietil-amin.

A 4. tablazat adatai alapjan megallapithatd, hogy a mozgéfazis metanol tartalméanak
novelésével az Ala-OBn kivételével a retencios idOk csokkentek. A szelektivitas €s felbontas
értékekre nem hatott jelentdsen a mozgofazis olddszeraranyanak valtoztatasa, viszont
megfigyelhetd, hogy a legjobb felbontas értékeket az acetonitril:metanol 20:80 dsszetételli eluens
alkalmazéasa mellett kaptuk. Az 5. tdbldzat alapjan lathat6, hogy a legtobb analit a fent
megallapitottaknak megfelelden viselkedik. A retencids 1d6 valtozasat figyelembe véve kivételt
képeznek ez alol az Ala-OBn,az Asp-diOBn, a PhGly-OM és a Val-OBn. Ugyanakkor az Asp-

diOBn esetében egyaltalin nem, mig a Ser-OBn esetén csekély enantioszelektivitdst

tapasztaltam.
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acetonitril:metanol 20:80

acetonitril:metanol 15:85

acetonitril:metanol 10:90

Analit neve tr1 a R tr1 a R tr1 a R,
biszamin 10,06 151 0,84 9,26 152 0,87 9,50 1,50 0,83
brom-PEA 28,74 153 3,79 25,18 153 3,71 23,11 152 3,43
Glu-diOBn 17,95 1,18 2,16 16,27 1,18 2,09 15,62 1,18 2,08
Phe-OBn 12,78 1,21 2,24 11,45 1,21 2,09 10,63 1,21 2,01
Phe-OM 10,97 1,18 2,33 9,86 1,19 2,22 9,42 1,18 2,14
Ser-OBn 13,15 1,02 0,00 11,60 1,02 0,00 10,96 1,02 0,00
acetonitril:metanol 17:83
Ala-OBn 12,28 1,18 1,96 12,45 1,15 1,82 12,90 1,18 1,83
Asp-diOBn 13,41 n.é. né 15,16 n.é. né 15,50 n.é. né
PhGly-OM 26,22 1,22 1,25 27,53 1,22 1,29 28,38 1,21 1,22
Val-OBn 7,20 1,08 0,70 781 1,07 0,69 8,06 1,07 0,69
acetonitril:metanol 25:75
1-aminoindan 27,38 1,30 1,02 23,95 1,30 0,99 31,33 1,31 1,06
nitro-PEA 28,86 1,39 2,77 25,59 1,38 2,64 32,03 1,40 2,60
5. tablazat Az eluensosszetétel valtoztatasanak hatasa 0,2% hangyasav és 0,1% trietil-amin

modositok alkalmazasa esetén (n.é.: nincs értékelhetd adat).

Az allotazis vizsgalatat az acetonitrilhez adott hangyasav és trietil-amin aranyanak

valtoztatasaval folytattam, majd a kromatografias jellemzdéket minden esetben haromféle

metanol-acetonitril arany mellett hasonlitottam Gssze. Az altalam alkalmazott modszerekben a

kovetkezd eluensosszetételek szerepeltek:

— acetonitril:metanol 20:80, 0,2% hangyasav, 0,2% trietil-amin (/7. dbra)

— acetonitril:metanol 15:85, 0,2% hangyasav, 0,2% trietil-amin (/8. dbra)

— acetonitril:metanol 10:90, 0,2% hangyasav, 0,2% trietil-amin (/9. dbra)

— acetonitril-metanol 20:80, 0,4% hangyasav, 0,1% trietil-amin (20. dbra)

— acetonitril-metanol 15:85, 0,4% hangyasav, 0,1% trietil-amin (21. dbra)

— acetonitril-metanol 10:90, 0,4% hangyasav, 0,1% trietil-amin (22. abra).

A kapott kromatografias értékeket a 6. és 7. tabldzatok tartalmazzak.
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1-NEA, 1-PEA, bréom-PEA, Ala-OBn, Phe-OM, Glu-diOBn elvalasztasa az (S,S)-
CSP-2 alloéfazison. Eluens: acetonitril:metanol 20:80, 0,2% hangyasav, 0,2% trietil-
amin.
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1-NEA, 1-PEA, brom-PEA, Ala-OBn, Glu-diOBn clvalasztasa az (S,S)-CSP-2

allofazison. Eluens: acetonitril:metanol 15:85, 0,2% hangyasav, 0,2% trietil-amin.
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19. abra: 1-NEA, 1-PEA, brom-PEA, Ala-OBn, Phe-OM, Glu-diOBn elvalasztasa az (S,S)-
CSP-2 alloéfazison. Eluens: acetonitril:metanol 10:90, 0,2% hangyasav, 0,2% trietil-

amin.
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1-NEA, 1-PEA, brom-PEA, Ala-OBn, Phe-OM, Glu-diOBn elvalasztasa az (S,S)-
CSP-2 alloéfazison. Eluens: acetonitril:metanol 20:80, 0,4% hangyasav, 0,1% trietil-

amin.
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21. abra  1-NEA, 1-PEA, brom-PEA, Ala-OBn, Phe-OM, Glu-diOBn elvalasztasa az (S,S)-

CSP-2 allofazison. Eluens: acetonitril:metanol 15:85, 0,4% hangyasav, 0,1% trietil-
amin.
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.abra 1-NEA, 1-PEA, brom-PEA, Ala-OBn, Phe-OM, Glu-diOBn elvalasztasa az (S,S)-

CSP-2 allofazison. Eluens: acetonitril:metanol 10:90, 0,4% hangyasav, 0,1% trietil-

amin.
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acetonitril:metanol 20:80

acetonitril:metanol 15:85

acetonitril:metanol 10:90

Analit neve

tRl o Rs

tRl o RS

tR]_ o RS

1-aminoindan
1-NEA
2-NEA
Ala-OBn
Asp-diOBn
biszamin
brom-PEA
Glu-diOBn
nitro-PEA
PEA
Phe-OBn
Phe-OM
PhGly-OM
Ser-OBn
Val-OBn

29,52 1,31 1,02
37,09 2,39 7,75
36,49 158 3,96
15,26 1,19 2,03
13,94 n.é. n.é.
11,16 1,43 0,47
30,77 153 372
16,73 1,18 2,14
29,67 1,39 2,30
32,44 165 4,85
11,74 1,21 2,08
10,30 1,19 221
32,85 1,20 1,24
12,86 1,02  n.é.
9,07 1,07 0,79

26,19 1,31 0,93
33,81 2,38 7,21
33,80 157 3,46
14,40 1,18 1,85
14,12 n.é. n.é.
10,82 142 041
26,27 154 247
16,39 1,19 19
n.é. n.¢é. n.¢é.
29,69 165 441
11,38 1,22 1,83
n.é. n.é. n.é.
27,86 121 1,24
12,20 1,02 n.é.
8,64 1,08 0,76

25,03 1,31 0,93
32,42 241 7,07
32,21 158 3,44
14,15 1,18 1,80
14,27 n.é. n.é.
11,88 1,36 0,00
26,29 153 3,32
16,16 1,19 1,98
25,88 1,37 1,90
28,17 165 4,14
11,03 1,22 1,86
9,65 1,19 2,02
26,21 121 1,14
10,91 1,27  n.é.
8,44 1,07 0,71

6. tablazat Az eluensosszetétel valtoztatasanak hatasa 0,2% hangyasav és 0,2% trietil-amin
modositok alkalmazasa esetén (n.é.: nincs értékelhetd adat).

acetonitril:metanol 20:80

acetonitril:metanol 15:85

acetonitril:metanol 10:90

Analit neve

tr1 o Rs

tr1 a Rs

tr1 o Rs

1-aminoindan
1-NEA
2-NEA
Ala-OBn
Asp-diOBn
biszamin
brom-PEA
Glu-diOBn
nitro-PEA
PEA
Phe-OBn
Phe-OM
PhGly-OM
Ser-OBn
Val-OBn

21,30 1,29 1,15
24,65 2,40 8,73
25,00 159 435
20,46 154 3,27
15,26 n.é. n.é.
9,44 1,47 1,09
20,27 153 3,28
14,22 1,18 1,97
21,09 1,40 3,23
22,51 166 570
10,23 1,21 2,36
8,91 1,18 221
25,10 1,21 1,43
10,19 1,01 né.
7,33 1,07 0,75

21,26 1,29 1,18
26,36 241 8,73
25,92 159 4,38
11,62 1,18 191
15,75 n.é. n.é.

8,68 147 1,07
21,03 153 3,19
15,17 1,18 1,79
22,04 1,39 2,95
21,40 1,64 3,96
11,10 1,21 2,38
8,74 1,18 2,16
19,78 1,25 1,44
10,09 1,01 né.

7,33 1,08 0,77

17,18 1,28 1,07
21,54 242 797
21,57 159 4,09
10,28 1,18 1,89
13,46 n.é. n.é.
7,74 1,46 0,97
17,71 152 3,06
15,10 1,18 2,01
18,67 1,37 2,66
17,61 163 3,66
10,60 1,21 2,33
7,48 1,18 1,92
19,24 1,21 1,14
8,59 n.é. n.é.
6,37 1,07 0,65

7. tablazat Az eluensosszetétel valtoztatasanak hatasa 0,4% hangyasav és 0,1% trietil-amin
modositok alkalmazasa esetén (n.€.: nincs értékelhetd adat).
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A 6. és a 7. tablazatban szerepld retencids idok alapjan megfigyelhetd, hogy minden
esetben volt visszatartds. A 0,2% hangyasav és 0,2% trietil-amin modositok alkalmazasa mellett
(6. tdbldzat) az aminok esetén —a biszamin kivételével— az eluens metanol tartalmanak
novelésével csokkentek a retencidos idok (a biszamin esetén nem allapithatdo meg ilyen
tendencia). Az aminosav-észterek esetén, egyediiliként az enantiomer elvalasztas jelét sem
mutatd Asp-diOBn kivételével, az eluens metanol tartalménak novekedésével szintén retencios
id6t csokkentd hatast figyelhetiink meg. A szelektivitas és a felbontas értékek a legtobb esetben a
metanol:acetonitril 80: 20 arany mellett voltak a legmagasabbak. A PhGly-OM felbontas értéke
megegyezik a 20:80 és a 15:85 eluens aranyok alkalmazasa esetén, viszont a metanol arany
tovabbi novelésére jelen esetben is alacsonyabb felbontas értékeket kaptunk. A Val-OBn esetén
15:85 metanol eluens arany mellett kaptam a legjobb felbontas értéket. A Ser-OBn esetén
csekély enantioszelektivitast tapasztaltam.

Savas és bazikus modositoként 0,4% hangyasavat és 0,1% trietil-amint alkalmazva
acetonitril:metanol 20:80 arany mellett a legtobb amin esetében az Osszes altalam alkalmazott
modszerhez képest a legjobb elvalasztasi értékeket kaptuk. Az 1-aminoindan és a 2-NEA, esetén
a 15:85 oldoszer arany alkalmazasaval kaptam a legjobb elvalasztas értékeket (7. tabldazat). Az
aminosav-észterek koziil az Asp-diOBn ebben az esetben sem, mig a Szerin-OBn minimalis
enantiomer elvalasztast mutatott. Az Ala-OBn viszont a tobbi Osszetétel esetén mért
elvalasztashoz képest kiemelkedden jo elvalasztast mutatott. A Glu-diOBn esetében 10:90
acetonitril:metanol eluens arany mellett kaptam a legnagyobb felbontas értéket. A retencids idék
valtozasaban 0,4% hangyasav és 0,1% trietil-amin modositokat tartalmazo eluensek alkalmazasa

esetén nem tapasztalhat6 vegyiiletcsoportonként fennallé tendencia.
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5. ALKALMAZOTT KESZULEKEK, MODSZEREK

A vizsgalataimhoz hasznalt HPLC berendezés tipusa: VWR HITACHI ELITE LaChrom
Pump L-2310, Autosampler L2200, Column Oven L-2300, Diode Array Detector L-2450,
Organizer. Vezérl6 és kiértékeld szoftver: EZChrom ELITE.

5.1 A kromatografias oszlop eloallitasa

Az (S,S)-CSP-2 kiralis allofazist Dr. Kupai Jozsef a megfeleld trietoxiszilil-végesoportu
koronaéterbdl szférikus HPLC mindségii szilikagéllel toluolban mechanikusan kevertetve 20
oraig forrashdmérsékleten allitotta eld. A kirdlis allofazis feliileti boritottsdgat elemanalizissel
hataroztak meg.

Mintat vettek a HPLC mindségli szférikus szilikagélbdl, és ugyanolyan koriilmények
kozott kezelték, mint az eldbbi kiralis allofazist. A mintabol felvett elemanalizis vizsgalatok a
kovetkezd eredményt adtak: C, 0,32; H, 1,28; N, 0,00.

Az (S,S)-CSP-2 elemanalizis vizsgalatai pedig a kovetkez6 eredményt adtak:
C, 1,79; H, 1,45; N, 0,13. A két elemanalizis vizsgalat eredménye alapjan megadhato, hogy az
(S,S)-CSP-2 grammonként 0,045 mmol (C%-bol szamolva), 0,046 mmol (H%-bdl szamolva) és
0,046 mmol (N%-bol szamolva) kiralis koronaétert tartalmazott [26].

A kromatografias oszlop toltését 500 bar nyomason, Haskel pumpaval, ,slurry packing”
modszerrel végezték. A toltet alapanyaga Superspher” (Si 60, Cat. No. 119609, Merck) a normal
fazist kromatografiaban hasznalt gomb alaki HPLC szilikagél szorbens, melynek geometriai
paraméterei: 4 um-es részecskeméret, 60 A-6s porusatmerd. Az oszlop hossza 150 mm, atmérsje

4 mm, anyaga rozsdamentes acél.
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5.2. Kromatografia

Oldatkészités:

Kolonnahémérséklet:
Injektalasi térfogat:
Aramlasi sebesség:

Detektalas:

a kromatografias vizsgalatokhoz a vendégmolekulakbdl 2 mg/ml
koncentraciojua metanolos oldatokat készitettem. A
rendelkezésemre allo tiszta enantiomerekbdl (1-NEA, 2-NEA,
nitro-PEA, PEA, biszamin) R:S 2:1 aranya keverékeket
készitettem, igy a kapott kromatografids csucsteriiletek ardnyabol

megallapithat6 volt az egyes enantiomerek elicids sorrendje.
25°C

2l

1 ml/min

190—800 nm kozott diodasoros detektorral, értékelés anyagonként

az optimalis hullamhosszon.
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6. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Munkdm soran az (S,S)-CSP-2 piridino-koronaéter alapu kiralis  allofazis
enantioszelektivitasat vizsgaltam elséként a rendelkezésemre allo tiszta 1-NEA, 2-NEA, 1-PEA,
nitro-PEA, biszamin enantiomerekkel végzett kromatografias mérések soran. Megallapitottam,
hogy a nagymértékben eltéré szerkezetli biszamin kivételével az R-enantiomerek elualodtak
késébb az eluensként acetonitril:metanol 20:80, 0,2% hangyasavat, 0,1% trietil-amint alkalmazo

modszer esetén.

Kerestem a vizsgalt vegyiiletek lehetd legszélesebb korében jol alkalmazhato
kromatografias paramétercket. Méréseimet polar-organikus modban hangyasav és trietil-amin

modositok alkalmazasaval végeztem.

A primer aminok és az aminosav-észterek esetén vizsgiltam a savas és bazikus
modositok, valamint az eluens acetonitril:metanol ardnyvaltozasanak hatasat. A legtobb analit
esetében az eluens metanol tartalménak novelésével retencids id0 csokkenést tapasztaltam
azonos savas és bazikus modositod arany mellett. Osszességében a legtdbb analit estén a legjobb
elvalasztas értékeket —az azonos acetonitril:metanol arany mellett a legalacsonyabb retencios
idoket eredményez6— acetonitril:metanol 20:80, 0,4% hangyasav, 0,1% trietil-amin eluens

alkalmazasa esetén kaptam.

Ily médon a vizsgalt (S,S)-CSP-2 allofazishoz sikeriilt kidolgoznom egy olyan kvalitativ
analitikai modszert, ami relativ széles korben alkalmazhatd aromds gylriit tartalmazo kiralis

primer aminok enantiomerparjainak elvalasztasara.
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