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A homérséklet hatasa a Kkiralis elvalasztasra
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1. Bevezetés

A mai modern analitikai kémia egyik legfontosabb feladata a
kiralis vegyiiletek, kiilondsen a bioldgiai és gyogyszerészeti
jelentdséggel bird anyagok enantiomerjeinek elvalasztasa.

Ha egy racém gyogyszermolekula a kiralisan szelektiv €16
szervezetbe kerlil, annak enantiomerjei kiillonbdzhetnek
a biologiai hasznosithatosag, megoszlas, metabolizmus,
kilirtilés vagy a hatas tipusaban és mértékében. Ilyen példaul
gyulladascsokkentd hatéanyag, mig (R) enantiomer parja
toxikus (1. abra).
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1. Abra. Penicillamin.

Erthetd tehat, hogy sztereoizomer keveréket
gyogyszerhatdoanyagként csak indokolt esetben lehet
forgalomba hozni. Napjainkra a szabalyozas olyannyira
szigorodott, hogyha racemat hatéanyagot kivanunk
bevezetni, akkor mindkét enantiomerre, és a racematra is el
kell végezniink az 6sszes klinikai és toxikoldgiai vizsgalatot.
gy egyértelmii, hogy a racemat forgalomba hozatala
tobbletkiadassal jar, tehat a fejlesztések mara mar kizarélag
enantiomer tiszta vegyiiletek iranyaba folynak.!

A kirdlis vegyiiletek izomerjeinek elvalasztasara tobb
lehetdség adodik, melyek kozil a kristalyositas (rezolvalas),
a kromatografia kiilonbozé fajtait, ¢és a kapillaris
elektroforézist alkalmazzak leggyakrabban.

A folyadékkromatografia a mozgo-, illetve az allofazisok
egyszerl valtoztatasa révén (igen sok eltérd jellegt allofazis
kaphat6é napjainkban kereskedelmi forgalomban) a kiralis
vegyiiletek  elemzésének leggyakrabban alkalmazott
analitikai médszere. Barmilyen kromatografids modszernél
az elvalasztas ugy torténik, hogy a vizsgalt vegylilet
id6legesen diasztercomer part képez az allofazis vagy a
mozgotazis optikailag aktiv komponensével.?

2. Poliszacharid alapi kiralis szelektorok

A poliszacharid alapt kolonndk kiralis all6fazisként torténd
alkalmazéasanak nagy hagyomanya van a folyadékkromato-

grafidban. A mikrokristalyos celluloz-triacetat alkalmazasa
(MCTA) - mint vaz nélkili polimer szelektor — az 1970-
es ¢vekre nyulik vissza. Napjainkban makropdrusos
szilikagélre felvitt poliszacharid szarmazékokat hasznalnak,
amelyeknek jobb a mechanikai stabilitisa. A 2. abran
lathato, hogy a gliikoz egységek harom szénatomjanak OH-
csoportjat modositva, kiilonbozé kolesonhatasra alkalmas
észter és karbamat csoportokat épithetiink be a molekulaba.
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2. Abra. A kiilonbozé celluléz alapt kolonnak szerkezete a, Chiralcel OJ;
Lux Cellulose-3 b, Chiralcel OD, Kromasil CelluCoat, Lux Cellulose-1,

RegisCell, Nucleocel Delta, Eurocel 01; ¢, Chiralpak IC; d, Chiralcel OZ;
Lux Cellulose-4 ¢, Lux Cellulose-2;

Az ilyen alléfazisokat a Daicel (Tokid, Japan) cég tervezte
¢s hozta elészor forgalomba, de az utdbbi években szamos
uj cég jelentkezett hasonlo tipusu kolonnakkal. Ezek az
allofazisok a hordozo szilikagél mindségében, az amiloz
és celluloz lanc polimerizacios fokaban, és az allofazishoz
valo rogzités modjaban jelentésen  kiilonbozhetnek
egymastol, ezért szelektivitasukban is jelentds kiilonbségek
jelentkezhetnek.

Ha a polimerek csak fizikailag kotottek az allofazis feliiletén,
akkor a hordozorol vald lemosas lehetésége miatt nem
alkalmazhat6é minden oldoszer. Ezaltal jelent6s elérehaladast
jelentett a kémiailag kotott poliszacharid fazisok bevezetése.
A szilikagélhez torténd kémiai kotés lehetévé teszi a
mozgofazisként szoba johetd oldoszerek mindségének
kiterjesztését az Ugynevezett nem-standard oldoészerekre,
példaul a diklérmetan, kloroform, tetrahidrofuran, dioxan,
stb. Erdemes azt is megemliteni, hogy ezek a fazisok
manapsag forditott fazisu rendszerként is alkalmazhatok,
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azonban tudnunk kell, hogy a fazisok kozotti valtassal némi
hatékonysag csokkenést tapasztalhatunk.

Apoliszacharid alapu kiralis all6fazisok optikai szelektivitasa
harom f6 szerkezeti tulajdonsagbol tevédik dssze:

* molekularis kiralitds: amely a glilkdéz csoportokon
elhelyezkedd kiralitascentrumoknak tulajdonithato,

* konformacios  kiralitdas: amely a  szénhidratlanc
lindris (celluloz alapt), vagy helikélis (amil6éz alapt)
konformacids szerkezetének tulajdonithatd, és

* szupramolekularis  kiralitds: amely a szomszédos
polimerldncok kiralis rendezettségébdl adodik.

A poliszacharid allofazisok esetében az izomerekkel z-
sav z-bazis, dipol-dipol és hidrogénhidas kdlcsonhatasok
alakulhatnak ki. Mindemellett fontos szerepet jatszhat
a nagyobb terjedelmli aromds oldallincok sztérikus
hatdsa is. A merev, viszonylag nagy térkitoltésti aromas
szubsztituensek ebben az esetben a feliileten helyezkednek
el, és jelentésen befolyasoljak a H-hid kotés kialakulasat,
ugyanis az ,,mélyen elrejtett” a szénlanc mentén.

A 7m-m kolcsonhatds szamos kiralis allofazisnal jatszik
dontd szerepet. Ha az aromas részen elektronkiildd, vagy
elektronhidnyos csoport van szubsztituensként, akkor a
két aromas gyiri kozott kolcsonhatas alakulhat ki, Az
allofazist, amelynél elektron hiany van, nevezhetjiik az
altalanos sav-bazis elmélet értelmében Lewis savnak,
amelynél az elektronslirliség megndvekszik Lewis
bazisnak. A vizsgalando6 vegyiileteknél altalaban az aromas
gytrti elektron hidnyos vagy elektron tobblete van, ez
az alapja, hogy egy elektron hidnyos aromas rész és egy
elektron tobblettel rendelkezé enantiomer kozott z -, .
kolcsonhatas alakulhat ki. A karbamat és észter funkcios
csoportok stabilizaljadk a molekula-szelektor komplexet,
illetve erdsitik a 7-7 kdlcsonhatast.

A poliszacharid allofazisoknak ezt az  altalanos
kotésmechanizmusat IR és NMR mérések is alatamasztjak.’

3. A hémérséklet kiralis kromatografias elvalasztasra
gyakorolt hatisanak rovid irodalmi attekintése

A kromatografias paraméterek homérséklet fiiggésének
vizsgalata a kiralis kromatografias retenciés mechanizmus
feltérképezésének egyik lehetséges modja is lehet. Ennek
soran kapott termodinamikai adatok ugyan egyensulyi
rendszerekre igazak - mely nem feltétlen teljesiil a
kromatografids folyamatok dinamikus rendszereire -
azonban megfeleld becslést tudnak nyujtani az elvélasztasi
folyamatok értelmezésénél.

Egy, a termodinamikabol ismert &sszefliggés kapcsolatot
teremt a standard szabadentalpia valtozasa és az egyensulyi
allandé (ami kromatografias retencié esetén a megoszlasi
hanyados) kozott, mikdzben az adott komponens az egyik
fazisbol a masikba kertil:

RT InK = -4G® (1)

Ha megvizsgaljuk a két enantiomer standard szabadentalpia
valtozasanak a kiilonbségét, kovetkeztetéseket tudunk

levonni a mechanizmusrol:
AG,°-AG °=A(4AG°) 2)

A mar ismert Gibbs-Helmholtz formulat (1), az el6zd
egyenletbe behelyettesitve a kovetkezd 0Osszefliggéshez
jutunk:

-A(AG®)=RT In (k /k ) 3)

Ak, és ak, akét enantiomer retencios faktorat jeloli, ezaltal
az o elvalasztasi tényezd a két enantiomer cstics egymashoz
viszonyitott helyzetét adja meg. Az elvalasztasi tényezot
behelyettesitve az el6z6 egyenletbe a kdvetkezo kifejezést
kapjuk:

-A(4G°)=RT In “4)

Ismerjik még a standard szabadentalpia
kiilonbségének definicidjat is a Gibbs-fiiggvénybdl:

valtozas

A(AG®) = A(4H®)- TA(4S®) (5)

fgy In a egyszerisitések utan kifejezheté a kovetkezd
formulaval, melyet kromatografidban hasznalatos van’t Hoff
egyenletnek is hivunk:

AAH")  A(AS”
_AGH) | AGBS) ©
RT R
Tehat az egyenlet szerint In a-t 1/T fiiggvényében abrazolva

egyenest kapunk, melynek meredeksége -A(4H°)/R,
tengelymetszete, pedig 4(4S°)/R.

Ina=

A kiralis kromatografidban a van’t Hoff abrazolasok
gyakran eltérnek az egyenest6l, ami a feliilet inhomogén
jellegére utal és vegyes retencios mechanizmust feltételez.*>
Raadasul egy kiralis molekula retencidja nembkiralis és
kiralis kolcsonhatasok eredménye, melyek aranya jelentésen
valtozhat a kromatografias kortiilményekkel.

Ha a A(4H)° ¢és A4(4S)° értéke negativ, a folyamat
entalpiavezérelt, mint a legtobb esetben. A masodikként
elualodd enantiomer stabilisabb komplexet képez a
szelektorral, mint az elsOként elualodd, kedvezotlen
entropiatagot eredményezve. Az elvalasztasi tényezd
csokken a homérséklet emelkedésével. Ha az elvalasztas
hémérséklete eléri azt a pontot (7, ) ahol az entalpia tagot
az entropia tag kiegyenliti, ezen a hémérsékleten o = 1,0,
azaz a két enantiomer egyiitt elualodik. 7, ~szamithaté az
Ink vs 1/T egyenesekbdl. A 7, homérseklet felett a folyamat
entropiavezérelt ¢és forditott elucids sorrend figyelhetd
meg. Az elvalasztasi faktor novekszik a homérséklet
emelkedésével, egyiitt a kolonna hatékonysaganak
novekedésével. Ez a két kedvezd hatds teszi az
entropiavezérelt elvalasztasokat kiilonlegessé.

A T hémérséklet létét els6ként Koppenhoefer and Bayer
valoszintsitette.* Az els6 kozvetlen kisérleti bizonyiték Gil-
Av és mtsai.” valamint Schurig és mtsai.® gazkromatografias
munkaibol ismert.

A folyadékkromatografidban alkalmazhat6 szitk hémérséklet
tartomany miatt az entropiavezérelt kiralis elvalasztas és
az elicios sorrend valtozasa a hémérséklettel csak ritkan
figyelhetdé meg. Az elucidos sorrend valtozasa mellet
alapvonalra torténd elvalasztas kis és nagy homérsékleten
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3. Abra. Az aminonaftol enantiomerek szerkezete:
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: (1) 1-{N-(1-fenilmetil)[ I -fenil(aminometil)]} -naftalin-2-ol; (2) 1-{N-(1-naftilmetil)[1-

fenil(aminometil)] }-naftalin-2-ol; (3) 1-{N-(1-piridin-2-ilmetil)[ 1-fenil(aminometil)] }-naftalin-2-ol; (4) 1-{N-(1-piridin-3-ilmetil)[ 1-fenil(aminometil)]}-
naftalin-2-ol; (5) 1-{N-(1-piridin-4-ilmetil)[ 1 -fenil(aminometil)]}-naftalin-2-ol.

szintén ritkan volt észlelhet6. Egyedil Fulde és Frahm’
szotalol enantiomerek elvalasztasa esetén Cellubiohydrolase-
I-tipusti kolonnan figyeltek meg alapvonalra torténd (R >1,5)
elvalasztast mind kis mind nagy hdmérsékleteken.

Yao ¢és mtsai'® tapasztalata szerint az izo-enantioszelektiv
hémerséklet (7, ) kornyekén nem mindig sikertil elvéalasztani
az enantiomer vegyiletpart. A szerzoék ezt Ugynevezett
,Hhomérséklet indukalt lathatatlan régidé”-nak nevezték
(,,temperature-induced blind zone”) mely néhany tiz fok
hémérséklet tartomanyra terjed ki.

4. A homérséklet hatasa az aminonaftol enantiomerek
kiralis kromatografias elvalasztasara

A vizsgalt 6t aminonaftol analog szerkezeti képletét a 3.
abran tiintettiik fel. Ezek az anyagok két kiralitéscentrumot
tartalmaznak, igy a  kovetkezd 10jU
sztereoizomerek léteznek: 15,1°S (a)- 1R,1’R, (b) és 1R,1’S
(¢)- 1S,1°R (d). A Cahn-Ingold-Prelog szabaly kévetkeztében
a 3 vegyiilet konfigurdcidja a nitrogén orfo helyzete miatt
megvaltozik- 1R,1’S (a)- 1S,1’R (b); 15,1’S (¢)- 1R,I’R,
(d). Az 1S,1’S és 1R,1I’R valamint az 1S,1’R és 1R,1’S
konfiguraciok enantiomer viszonyban, mig a konfiguraciok
tobbi parositasaban ezek a sztereoizomerek diasztereomer
viszonyban 4llnak egymassal. A diaszteromerek elvileg
akirdlis kornyezetben is elvalaszthatdak, viszont a fent
emlitett enantimer parok elvalasztasahoz feltétleniil kiralis
kornyezet sziikséges.

A hoémérséklet kromatografids paraméterekre gyakorolt
hatasat Lux Cellulose-1 oszlopon vizsgaltuk, mind az o6t
aminonaftol analdg esetén 5 °C — 40 °C tartomanyban, a
2c¢-2d enantiomerpar esetén -5 °C — 80 °C hoémérséklet
tartomanyban is (1. Tablazat).

Egy adott eluens 0Osszetételnél - heptan/2-PrOH/DEA=
90/10/0,1 (v/v/v) - a hémérséklet emelkedésével a retencids

faktor minden altalunk vizsgalt anyagnal csokkent. Ez
annak tulajdonithaté, hogy nagyobb hdomérsékleten a
rendszer belsd energidja nagyobb, ezaltal a vegyiiletek
hémozgasa nd, igy konnyebben legydzik az allofazissal
kialakitott kolcsonhatasokat. A szelektivitds illetve
felbontas a hdmérséklet emelkedésével a retencios faktorral
parhuzamosan csokkent

A heptan/2-PrOH/DEA=90/10/0,1 (vv/v) eluens
Osszetételnél kivételt képezett a 2¢c-2d analdg, melyre -5°C
— 15°C tartomanyban a szelektivitds és felbontds eldszor
csokkent, majd 70 °C utan kismértékben nétt a hdmérséklet
emelkedésével (1. Tablazat).

Az elvalasztast kisérd standard entalpia, standard entropia
¢és standard szabadentalpia valtozas értékeit a van’t Hoff
egyenlet segitségével grafikus uton hataroztuk meg, ahol
a -4H°/R az egyenes meredekségével, mig a AS°/R+In¢
a tengelymetszettel egyezik meg. A hémérsékletfiiggésbol
szamolt termodinamikai adatokat a 2. Tablazatban foglaltuk
Ossze. A AH® és AS°" (4S°"=AS°+R In®) értékek minden
vegyiiletnél negativnak adodtak.

A kialakuldé kolcsonhatasok standard entalpiavaltozas
szempontjabol  kedvezményezettek, de a standard
entropiavaltozas szempontjabol mar nem. A negativ standard
entropia a rendezettség novekedését fejezi ki (a molekula
tobb ponton kotddik az alléfazishoz) de ezt a standard
entalpiavaltozds mértéke meghaladta, igy a standard
szabadentalpia valtozas is negativnak adodott (kivétel a 3c-
3d enantiomerjei, ahol nem tapasztaltunk elvalast).

A 2. Tablazat adatai alapjan a masodikként elualodott
enantiomer esetében a AH® értékek negativabbak, mint
az elsoként eludlodott enantiomeré, azaz a masodikként
elualéddé komponens kolcsonhatisa az  allofazissal
energetikailag kedvezobb. Az entropia értékeket tekintve
a nagyobb —AS°" értékek azt jelentik, hogy a jobban
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visszatartott enantiomer joval stabilabb atmeneti komplexet
képez az allofazissal, mozgasaban erésebben korlatozott.

1. Téblazat. Az els6ként elualodo enantiomer retencios faktora (k,”), az
elvalasztasi tényez0 (a) és a felbontas (R,) véltozasa aminonaftol analogok
esetén kiilonbozo hémérsékleten

Hoémérséklet (°C)

Minta Eluens k&, a, Ry
5 10 15 20 30 40

k, 122 1,10 1,04 095 0,78 0,66
1a,1b a o 139 132 127 125 1,17 1,12
R, 343 2,73 248 225 133 0,99
k, 148 133 123 1,10 092 0,74
1c,1d a o 129 128 127 126 124 123
R, 2,86 2,79 2,77 226 221 2,14
k, 2,69 223 209 1,77 1,50 1,23
2a,2b a a 1,76 1,68 1,65 1,54 1,52 141
R, 514 512 497 470 449 4,08
Kk, 1,51 133 1,17 1,16 098 0,82
2¢,2d a a 1,12 1,06 1,00 1,00 1,00 1,00
R, 1,54 0,78 0,00 0,00 0,00 0,00
k, 2,80 248 - 223 1,9 1,70
2¢,2d b a 1,09 1,08 - 1,00 1,03 1,09
R, 1,I6 093 - 000 0,60 1,18
k, 081 0,75 068 0,63 0,554 0,47
3a,3b a o 1,22 120 118 1,17 1,15 1,13
R, 1,88 1,49 138 124 1,00 0,84
k, 1,61 143 127 1,16 098 0,82
3¢,3d a o 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
R, 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
k, 3,50 3,30 3,13 291 2,52 2,16
4a,4b a o 207 1,99 1,93 1,85 1,74 1,65
R, 766 764 761 7,58 7,53 7,35
k, 6,16 562 515 4,65 3,84 3,17
4c,4d a a 140 137 135 132 127 123
R, 411 4,08 4,05 3,96 3,84 3733
Kk, 8,06 7,50 6,95 6,57 545 4,78
5a,5b a a 1,17 1,16 1,15 1,13 1,11 1,09
R, 1,79 1,76 1,74 1,67 1,64 1,06
k, 892 828 748 682 592 501
5¢,5d a o 1,88 183 1,79 1,75 1,69 1,60
R 9,66 7,66 7,10 7,04 7,00 6,60

Kolonna, Lux Cellulose-1; Eluens, a, heptan/2-PrOH/DEA=90/10/0,1
(v/v/v), b, heptan/ /2-PrOH/DEA=98/2/0,1 (v/v/v); aramlasi sebesség, 0,5
mL/perc; detektalas 230 nm.

1. Tablazat. (folytatas) Az els6ként elualddo enantiomer retencios faktora
(k,’), az elvalasztasi tényez0 (a) és a felbontds (Ry) valtozasa aminonaftol
analogok esetén kiilonbozo hémérsékleten

k' a, Hoémérséklet (°C)

Minta Eluens 11’2
s -5 0 50 60 70 80

k 1,80 1,67 0,69 0,60 0,50 043
2¢,2d a o 1,16 1,15 1,00 1,00 1,05 1,12

R, 1,75 1,60 0,00 000 037 044

k- 297 147 - - -
2¢2d b a L3 L5 - - -
R - 1% 19 - - -

Kolonna, Lux Cellulose-1; Eluens, a, heptan/2-PrOH/DEA=90/10/0,1
(v/v/v), b, heptan/2-PrOH/DEA=98/2/0,1 (v/v/v); aramlasi sebesség, 0,5
mL/perc; detektalas 230 nm

A két enantiomerre vonatkozo entalpia- €s entropiavaltozas
kiilonbségeket tekintve, a 4a-4b kolcsonhatasa a Lux
Cellulose-1 allofazissal a legnagyobb -A(4H®) értéket
eredményezte, mig lc-1d enantiomerparra a legkisebb
-A(4H°®) adodott. A -4(4S°) értéke a 2a-2b és 4a-4b analogok
esetén volt a legnagyobb (2. Tablazat). A A(4S°) értékét
nagyrészt az allofazishoz kotott két enantiomerre vonatkozo
szabadsagi fokok kiilonbsége valamint az allofazishoz vald
kotédés soran felszabaduld oldészer molekuldk szama
hatarozza meg.

A -A(AG®),,, értéke azt sugallja (2. Tablazat), hogy a 2a-
2b (naftilgytiriit tartalmazo analdg) €s a 4a-4b és az 5c-5d
analogok (piridil-csoportot tartalmazd enantiomerpar ahol a
N-atom 3 vagy 4 helyzetben van) igen hatékonyan kdtédnek
a szelektorhoz.

A heptan/2-PrOH/DEA=90/10/0,1 (v/v/v) eluens &sszetétel-
néla?2. Tablazatadatai alapjan szamoltuk a 7, hdmersékletet,
ahol az enantioszelektivitdis megszinik ¢és az elucids
sorrend megfordul. A legtobb esetben a 7, ~hémérséklet
joval meghaladta a szobahdmérsékletet; entalplavezerelt
elvalaszast tapasztalunk. A 2c-2d enantiomerparra a 7T,
homérséklet 38 °C (4.A. abra, 2. Tablazat). -5 °C- t61
kezdddben a csokkent a hdmérseklet emeleésével majd a 7,
hémérséklet kozelében, egy tartomanyban elvalasztast nem
tapasztaltunk.

Tovabb emelve a hdmérsékletet azonban a ijra nott. A 2c-2d
aminonaftol analég esetében heptan/2-PrOH/DEA=90/10/
0,1 (v/v/v) eluens dsszetételnél ez a tartomany 20 C és 60 'C
kozott volt (4.A. abra).

Ha megnézzik a 2. Tablazatban szerepld A(4H°) és
A(4S°) értékeket, lathatjuk, hogy negativak, vagyi az
elvalasztasoknal az entalpiavaltozds domindl. A 2c-2d
analog esetén azonban a T hémérseklet alatt negativ, a 7,
hémérséklet felett pedig pozmv értékeket kapunk. Ha elérjiik
a T, homérsékletet az entalpia hozzajarulast az entropia
véltozasa kompenzélja. Ekkor az a=1 tehét a két enantiomer
nem valaszthato el. A T, hOmérséklet feletti tartomanyban
azonban a folyamatot az entropiavaltozas hatdrozza meg, az
enantiomerek ujra elvalaszthatdak, az elucids sorrend pedig
megfordul. Ezt a jelenséget mutatja az 5.A. abra.
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2. Tablazat. Termodinamikai paraméterek, AH°, AS®", A(AH®), A(AS®), A(AG®), korrelacios koefficiens (R?) és T hdmérsékletnértékei Lux Cellulose-1

iso

kolonnan.
£| & |Satereo- | -AHP -AS” | Korr. koeff. | -A(AH®) -A(AS®) -AAGO),,, | T,
=| =
= | & | izomer | (kJmol') | (J mol'K") (RY) (kJ mol™) (J mol' K) (kJ mol) | (°C)
b(1) 14,0 48,2 0,9955
a 3,0 8,7 0,5 80
a(2) 17,0 56,9 0,9991
1
c(1) 14,1 47,2 0,9961
a 1,0 1,6 0,5 373
dQ2) 15,1 48,8 0,9966
a(1) 15,6 48,1 0,9911
a 43 11,0 1,0 121
b(2) 20,0 59,1 0,9904
c(1)* 12,6* 41,8%* 0,9970 >0,2% )
2| a 2,0%/-2,0%* 6,5%/-6,5%* 38
d2)* 14,6* 48,3* 0,9997 0,1 k)
c(1)* 8,1%* 20,8* 0,9908 >0,2% )
b 3,7%/-3,7%% | 12,7%/-12,7%* ' 22
d(2)* 11,8* 33,5% 0,9965 0.4%* i)
b(1) 11,4 42,8 0,9997
a 1,6 4,0 0,4 117
a(2) 13,0 46,8 0,9995
3
c(1) 13,8 45,8 0,9988
a - - - -
d(2) 13,8 45,8 0,9988
b(1) 10,0 25,4 0,9980
a 4,7 10,8 1,5 160
a(2) 14,7 36,3 0,9987
4
c(1) 13,8 343 0,9903
a 2,8 72 0,7 114
d(2) 16,6 41,5 0,9964
b(1) 11,0 22,0 0,9947
a 1,5 4,1 0,3 93
a(2) 12,5 26,1 0,9963
5
d(1) 12,0 24,7 0,9983
a 32 6,1 1,4 244
c(2) 15,1 30,8 0,9984

Kolonna, Lux Cellulose-1; mozgoéfazis, a, heptan/2-PrOH/DEA=90/10/0,1 (v/v/v), b, heptan/2-PrOH /DEA=98/2/0,1 (v/v/v); (1) és (2), elsoként és
masodikként elualodd enantiomer; aramlasi sebesség, 0,5 mL/perc; detektalas 230 nm; AS°" = AS°+R In @ ahol @ a fazisarany; R°, In k&’ -1/T figgvény
korrelacios koefficiense. A vizsgalt hdmérséklettartomany: 5 °C - 40 °C; 2¢-d esetén: -5 °C - 80 °C; * T, homérséklet alatt; ** 7' hémérséklet felett.

Az 4.A. dbran és a 4. Tablazatban bemutatott adatok
alapjan az emlitett enantiomerek a vizsgalt hdmérséklet
tartomanyban kis felbontassal, rovid idokiilonbséggel
elualodtak, igy a retencios idok szorasabol adoddan az elucios
sorrend egyértelmli meghatarozasa is kétséges. Heptan/2-
PrOH/DEA=98/2/0,1 (v/v/v) eluens 6sszetételnél kiilonbozo
hémérsékleteken megismételve a 2c-2d enantiomerpar
elvalasztasat mind kis, mind nagy hémérsékleten
a szelektivitas (és felbontas) jelentésen javult és a
,.homérséklet indukalt lathatatlan régi¢” jelentésen szikdilt
(4.B. é4bra). A racém mintdhoz 2c enantiomert keverve a
cstcsteriiletek aranyabol egyértelmiien bizonyithatd volt az
eltcios sorrend valtozasa a T, hodmérséklet kornyezetében.
A heptan/2-PrOH/DEA=98/2/0,1 (v/v/v) eluens Osszetételnél
kivitelezett mérésekkel ujabb példan bizonyitottuk, hogy
lehetséges az enantiomerek alapvonalra torténd elvalasztasa
mind az enatalpia-, mind az entrépiavezérelt homérséklet

tartomanyban. Ezen mérésekhez tartozé kromatogramokat
a 5. abran mutatjuk be.

Osszegezve az eredményeket kijelentheté, hogy az
intermolekularis kolcsonhatdsok kialakulasa az allofazis
¢és a mintavegyiiletek kozott energia felszabadulasaval jar,
ezek a kolesonhatasok altalaban exotermek, ¢s a megfeleld
entropiavaltozasok — bizonyos eseteket kivéve - negativak.
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4. Abra. A 2 aminonaftol analég c-d enantiomerjeinek Ink’ értékei 1/7
fiiggvényében; Kolonna, Lux Cellulose-1; eluens, A, heptan/2-PrOH/
DEA=90/10/0,1 (v/v/v), B, heptan/2-PrOH/DEA=98/2/0,1 (v/v/v); aramlasi
sebesség, 0,5 mL/perc; detektalas 230 nm.
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Aminonaphthol enantioseparation by high performance
liquid chromatography: The effect of temperature on
chiral separation

1. Introduction

The separation of enantiomers of chiral compounds by
chromatography methods and related techniques is one of the most
important tasks in modern analytical chemistry, especially in the
analysis of compounds of biological and pharmaceutical interest.

On a molecular level of living organisms, chirality is an important
property of the building blocks of life, such as amino acids and
sugars, and therefore peptides, and proteins. In biological systems,
these biomolecules exist in only one of the possible enantiomeric
forms and display different responses to one of a pair of enantiomers
of drugs, agrochemicals, food additives, fragrances, etc.
Accordingly chirality is also a major concern in the pharmaceutical
industry. When the enantiomers of a drug are administered into
a chiral selective living system, these enantiomers often exhibit
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5. Abra. A hémérséklet hatasara bekdvetkezd elticids csere; Kolonna: Lux Cellulose-1, eluens, heptan/2-PrOH/DEA=98/2/0,1 (v/v/v); aramlasi sebesség, 0,5

mL/perc; detektalas, 230 nm; hdmérséklet, 0-50°C.
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differences in distribution, metabolic and excretion behavior, and
action. The differences in biological properties of enantiomers arise
from the differences in protein transport and binding, the kinetics of
their metabolism and their stability in the environment.

As a result, the pharmaceutical industry has raised its emphasis
on the generation of enantiomerically pure compounds in the
search for safer and more effective drugs. The US Food and Drug
Administration (FDA) has required evaluation of each enantiomer
in the development of stereoisomeric drugs.

There are several possibilities for the preparation of pure
enantiomers, e.g. using enantioselective synthetic routes or the
separation of enantiomers after the preparation of racemic mixtures.
The chromatographic processes play an important part not only in
the production of the enantiomers, but also in the quality control of
the chiral products.

The present paper describes normal-phase HPLC methods for the
enantioseparation of new racemic 1-(phenylethylamino)methyl-
2-naphthol or 1-(naphthylethylamino)methyl-2-naphthol analogs
possessing two chiral centers (Fig. 4). These HPLC methods rely
on the use of recently commercialized polysaccharide-based chiral
CSP:  tris-(3,5-dimethylphenyl)-carbamoylated cellulose (Lux
Cellulose-1).

In chromatographic enantioseparations, the van’t Hoff plot shows
the relationship between the chromatographic data and the column
temperature. This relationship is useful in order to study the
retention mechanism.

The van’t Hoff plots often deviate from linearity, possibly as a
result of the inhomogeneity of the CSP surface, leading to a mixed
retention mechanism. Additionally, there are both achiral and chiral
contributions to retention that can vary with a wide variety of
experimental parameters.

IfA(4H)° and 4(4S)° values are both negative, the enantioseparation
is enthalpically driven, as in the common case. The second-eluted
enantiomer forms a more stable complex with the selector than
does the first-eluted enantiomer, with a more unfavorable entropy
for enantioseparation. The separation factor decreases with
increasing temperature. When the column temperature reaches
a point referred to as the enantioselective temperature (7, ), the
enthalpy contribution is wholly compensated by the entropy term.
At this point a = 1.0, and the two enantiomers coelute. 7, can be
calculated from In k vs 1/T curves. Above T, , the enantioseparation
is entropically driven, and a reversal of the elution sequence for
a pair of enantiomers is observed. The separation factor increases
with increasing temperature in this domain, and the column

efficiency increases concurrently. These two features make
entropically driven enantioseparation especially attractive.

2. Results

In order to investigate the effects of temperature on the
chromatographic parameters, a variable-temperature study was
carried out Lux Cellulose-1 column, usually over the temperature
range 5-40 °C (Table 1).

A comparison of the retention factors in Table 1 reveals that all of
the recorded values decreased with increasing temperature (similar
tendencies were measured at other mobile phase compositions). In
most cases an increase of the separation temperature lowered the
separation factor, o, and the resolution, R, while for 1a,1b and
2¢,2d at high temperature increase, in a and R, were observed.

The second-eluting enantiomers have more negative 4S° values,
and it is likely that they have fewer degrees of freedom on the CSP,
i.e. they are held at more points or are less able to move or rotate.
It is widely accepted that both enantiomers undergo the same
nonspecific interactions, whereas the more strongly retained one is
subject to additional stereospecific interactions.

The differences in the changes in enthalpy and entropy, 4(4H®) and
A(4S°), are presented in Table 2. The interactions of 4a,4b on the
Lux Cellulose-1 were characterized by the highest negative A4(4H®)
value, while 1c,1d exhibited the least negative A(4H®).

The data were used to calculate the temperature, 7, , at which
the enantioselectivity balanced out and the elution sequence
changed (Table 2). In most cases, 7, was considerably higher
than room temperature; enthalpically driven enantioseparation
was obtained. For 2¢,2d, T, was 38 °C (Fig. 4). From -5 °C, a
decreased with increasing temperature; then after a domain where
no separation occurred, a increased with increasing temperature
(Table 2). In a domain around the isoenantioselective temperature,
enantioseparation could not be obtained. This domain may
be referred to as a “temperature-induced blind zone” in chiral
recognition'®. A “temperature-induced blind zone” was similarly
observed for la,1b in the temperature range 60-90 °C (Table 2).
The essence of this phenomenon is enthalpy-entropy compensation.
Outside the blind zone, enthalpically- or entropically-driven
enantioseparation can be observed. Farther away from the blind
zone, better molecular recognition should be obtained and the
elution sequence also changes, as can be seen in the case of 2¢,2d
with change of the column temperature (Fig. 5).

The elution sequence was determined in all cases, but no general
rule could be found.
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