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Wykaz skrotow

WYKAZ SKROTOW

Zwiqzki

AA - Kwas octowy

ACN - Acetonitryl

AGP - Kwasna a - glikoproteina

CD - Cyklodekstryna

DMSO - Dimetylosulfotlenek

EtOH - Etanol

IPA - 2-propanol (izopropanol)

TEA - Trietyloamina

TFA - Kwas trifluorooctowy

Symbole

(o} - Wspétczynnik rozdzielenia (dla enancjomeréw enancjoselektywnosé)
CPS - Chiralna faza stacjonarna (ang. Chiral Stationary Phase)

CP-MAS - Polaryzacja skrosna (ang. Cross Polarisation)

AG° - Réznica entalpii swobodnej (energii Gibbsa)

AAG°® - Roznica zmian entalpii swobodnej kompleksowania dla dwoch
enancjomerow

AH° - Standardowa entalpia przejscia analitu z fazy ruchomej do fazy
stacjonarnej

AAH° - Roznica zmian entalpii kompleksowania dla dwoch enancjomerow

k - Wspolczynnik retencji

K - Stata podziatu

Nt - Efektywna liczba potek

R - Rozdzielczo$¢ pikoéw

AS° - Standardowa entropia przejScia analitu z fazy ruchomej do fazy
stacjonarnej

AAS° - R6znica zmian entropii kompleksowania dla dwéch enancjomeréw



Wykaz skrotow

Metody instrumentalne

HPLC

LSER

NMR

TLC
QSRR

- Chromatografia cieczowa wysokosprawna (ang. High Performance Liquid
Chromatography)

- Liniowe zaleznosci energii solwatacji (ang. Linear Solvation Energy
Relationship)

- Magnetyczny rezonas jadrowy (ang. Nuclear Magnetic Resonance)

- Chromatografia cienkowarstwowa (ang. Thin Layer Chromatography)

- Ilosciowa zaleznos$¢ struktura - retencja (ang. Quantitative Structure -

Retention Relationships)
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CZESC LITERATUROWA

1. Chiralnos¢ i jej znaczenie

1.1 Podstawowe pojecia

Termin chiralno$¢ (pochodzi od greckiego slowa cheir - regka) oznacza
wlasciwos¢ przedmiotu polegajacq na tym, ze nie jest on identyczny ze swoim odbiciem
w lustrze. Jedynymi elementami symetrii, jakie moze posiada¢ przedmiot chiralny sa
osie C, Natomiast przedmiot achiralny, czyli identyczny ze swoim odbiciem
lustrzanym posiada Srodek symetrii, plaszczyzn¢ symetrii, o§ przemienng lub
inwersyjna [1,2].

Chiralne pary zwiazane relacja przedmiot i jego odbicie lustrzane, ktérych nie da
si¢ na siebie natozy¢ nazywamy enancjomerami (Rys.l1). Maja one takie same
wilasciwosci fizyczne i chemiczne w srodowisku achiralnym. To, co je réznicuje to
obecnos¢ czynnikow chiralnych, np. skrecaja one plaszczyzng swiatla spolaryzowanego
o t¢ samg wartos¢, lecz w przeciwne strony stad nazywane sa réwniez izomerami
optycznymi. Natomiast mieszanina enencjomeréw w stosunku 1:1 nazywana racematem
jest optycznie nieaktywna.

Najprostszym przyktadem chiralnej czasteczki jest atom wegla z czterema
réznymi podstawnikami (Rys. 1). Mowimy wtedy o chiralnosci centrycznej, a taki
asymetryczny atom nazywamy centrum chiralno$ci czasteczki. Atomem
asymetrycznym moze by¢ nie tylko wegiel, ale rowniez azot, siarka, fosfor, krzem,

arsen 1 inne.

Rys. 1. Czasteczka chiralna i jej odbicie lustrzane.
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Uproszczony wzor czasteczki zawierajacej centrum chiralne mozna przedstawic
za pomocg wzoréw projekcyjnych Fischera. Czasteczkg przedstawiamy rysujac krzyz a
do jego czterech ramion przylaczamy podstawniki. Przecigcie ramion krzyza okresla
potozenie atomu chiralnego. Linia pionowa przedstawia wiazania podstawnikow lezace
poza plaszczyzna rysunku, natomiast linie poziome przedstawiaja wigzania wychodzace
przed plaszczyzng rysunku (Rys. 2). Tak utworzone wzory mozemy obraca¢ w
plaszczyznie papieru tylko o 180°. Obrdcenie o 90° zmienia konfiguracje centrum

chiralnosci na przeciwna.

] = H~Jl~,CH, = H + CH,
H o }\ CH3 é
ot 5. OH

Wigzania wychodzace
za plaszczyzng Wigzania wychodzace
przed plaszczyzng

Rys. 2. Schemat obrazujacy zasady projekcji Fischera.

W przypadku, kiedy czasteczki posiadaja wigcej niz jedno centrum chiralnosci,
liczba izomer6w jest réwna 2", gdzie ,,n” to liczba centréw chiralnosci. Stereoizomery
(izomery przestrzenne), ktére nie sa wzgledem siebie enancjomerami nazywamy
diastereoizomerami. R6znia si¢ one wlasciwosciami chemicznymi i fizycznymi np.
temperatura wrzenia, topnienia, rozpuszczalnoscia itp.

Czasteczki z jednym asymetrycznym atomem sg zawsze asymetryczne. Jednakze
wsérod  diastereoizomerow, ktore posiadaja  kilka asymetrycznych atomow z
jednakowymi podstawnikami wystgpuje réwniez tzw. forma mezo. Jest to forma
nieaktywna optycznie, gdyz efekty centréw chiralno$ci wzajemnie si¢ kompensuja.
Klasycznym przykladem jest kwas winowy. Wzory 1 i II (Rys. 3) przedstawiaja
enancjomery kwasu winowego, ktére po zmieszaniu daja optycznie nieczynna odmiang
racemiczng. Natomiast wzory 111 i [V sa identyczne. Zwigzek IV mozna otrzymaé przez

obrot 111 o 180° w ptaszczyzZnie rysunku, jest to wigc ten sam stereoizomer. Zwiazek ten
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tworzy form¢ mezo, gdyz w czasteczce wystepuje plaszczyzna symetrii czyniac ja

achiralna. Pary [ 1[Il oraz II 1 III s3 wzgl¢gdem siebie diastereoizomerami.

COOH COOH COOH COOH
H-—— |t OHOH | H H 1 “OH OH | H
OH——+—H H—F—OHH A—tvOH OH————H
COOH COOH COOH COOH

I 11 11 v

Rys. 3. Stereoizomery kwasu winowego: 1 i II para enancjomerdw, I1I = IV forma mezo.

Jednakze asymetryczny atom nie jest warunkiem koniecznym, aby wystgpowata
chiralnos$¢. Réwniez czasteczki, ktorych jedynymi elementami symetrii sa proste osie
symetrii C, sg chiralne. Taki rodzaj chiralnos$ci nazywany chiralno$cig aksjaing;
wystepuje ona np. w chiralnych allenach czy tez bifenylach. Czasteczki allenu sa
asymetryczne podstawione wzgledem osi zwanej osia chiralnosci biegnacej przez uktad

skumulowanych wiazan podwojnych (Rys. 4).

R R,
> Qe==g=—(
R 1 R 3
X
A ;
S A\\\\i\' ______
/ A \\ \ of chiralnosci
NN
HOOCCH,0CO _CeHs CeHs - Croly
C:C:C\ /C:C—_—C\
C6H5/ CioH7 CioH; CeHs

Rys. 4. Chiralnos¢ aksjalna. Struktura allenow [2].
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Chiralno$¢ czasteczek moze wystgpowac rowniez wzgledem wyrdznionej
plaszczyzny nazywanej plaszczyzna chiralnosci. Mamy w tym przypadku tzw.
chiralno§¢ planarng. Zwiazki posiadajace taki typ chiralnosci to np. pochodne
ferrocenu zawierajace co najmniej dwa nieidentyczne podstawniki w jednym

pierscieniu (Rys. 5) [2].

CH,

d—COOH
Fe
7

Rys. 5. Przyktad chiralnosci planamej. Pochodne ferrocenu [2].

H,C

HOOC
Fe

Innym  przykladem s3  pochodne  cyklopentadienylotrikarbonylomanganu,
benzenotrikarbonylochromu i rutenocenu (Rys. 6). Wymienione zwigzki roznig si¢
podstawnikami lezacymi w plaszczyznie pierScienia, co schematycznie zostalo

pokazane na Rys. 7 [2].

R, R,

Mn . Cr
CcoO CcoO (6{0) Cco
(0{0) CO

Rys. 6. Przyklad chiralnosci planarnnej. Pochodne benzenotrikarbonylochromu

i cyklopentadienylotrikarbonylomanganu [2].

Rys. 7. Schemat obrazujacy chiralno§¢  planarna w  pochodnych

cyklopentadienylotrikarbonylomanganu, benzenotrikarbonylochromu [2].

10
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Jeszcze innym rodzajem chiralno$ci czasteczek jest helikalno§¢. Wchodzace w
sktad czasteczki atomy rozlozone sa wzdluz linii srubowej (helisy). Wyrézniamy helisy
prawe (P) i lewe (M) w zaleznosci od tego czy kierunek skrgtu helisy jest zgodny czy
przeciwny do ruchu wskazoéwek zegara (Rys. 8) [1,2]. Struktury helikalne tworza si¢ w
wyniku braku mozliwosci koplanarnego rozmieszczenia skrajnych fragmentéw uktadu
ze wzgledu na zawadg¢ steryczna. Wystgpuja czgsto w makroczasteczkach np.

polisacharydy, proteiny.

(P)
Rys. 8. Helisa prawoskretna (P) i lewoskretna (M) [2].

M)

Jednakze nalezy zauwazyc, ze w 1990r. Dodziuk i Mirowicz [3] wprowadzili
modyfikacje do powszechnie uznawanej klasyfikacji chiralnosci wedtug Cahn, Inglod
i Prelog. Autorzy twierdza, iz chiralne zwiazki mozna podzielic tylko na dwie
grupy:chiralno$¢ centryczna i helikalne osie.

Enancjomery 1 zwiazki optycznie czynne czg¢sto opisujemy za pomoca znaku
skrecalnosci swiatla spolaryzowanego (+) dla prawoskretnych lub (-) dla lewoskretnych
zwiazkow umieszczajac go, jako przedrostek przed nazwa. Jednakze nalezy pamigtac, iz
na podstawie skrecalnosci nie jesteSmy w stanie okresli¢ konfiguracji czasteczki.

Do opisu absolutnej konfiguracji zwiazkoéw zawierajacych centra chiralne
stosuje si¢ konwencj¢ wprowadzong przez Cahna, Ingolda i Preloga, tzw. system R, S
(R z fac. rectus - prawy i S sinister - lewy) [4]. Ustalanie konfiguracji danego centrum

chiralnosci przeprowadza si¢ w nastgpujacy sposob:

11
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1. Ustalamy kolejno$¢ pierwszenstwa podstawnikow wokoét centrum chiralnego
zgodnie z regutami pierwszenstwa oméwionymi ponizej.

2. Ustawiamy czasteczke¢ tak, aby podstawnik o najmniejszej waznosci byt jak
najbardziej oddalony od nas.

3. Nastgpnie okreslamy kierunek, w jakim maleje pierwszenstwo poszczegdlnych
grup. Jesli kierunek jest zgodny z ruchem wskazéwek zegara to konfiguracje
oznaczamy symbolem R. Jesli przesuwamy si¢ przeciwnie do ruchu wskazéwek

zegara to konfiguracje okreslamy symbolem S (Rys. 9).

Br
)\ Cl
H

R

Br

CI/!\I) I
H
S

Rys. 9. Konfiguracje S i R bromochlorojodometanu.

Reguly pierwszenstwa:

1. Pierwszenstwo uzyskuja atomy o najwigkszej liczbie atomowej. W przypadku
izotopéw tego samego pierwiastka pierwszenstwo uzyskuje atom o wigkszej
liczbie masowe)j. Porzadek pierwszenstwa dla niektérych atomoéw wyglada
nastgpujaco:

[>Br>ClI>S>P>0>N>C>D>H

2. Jezeli nie mozna na podstawie reguly 1 ustali¢ pierwszenstwa grup to
poréwnujemy atomy oddalone o jeden atom dalej od centrum chiralnos$ci. Jesli
taka operacja nie przyniesie rozwigzania to przesuwamy si¢ o kolejny atom az
dojdziemy do takiej pary atomow, z ktérych jeden ma wigksza liczb¢ atomowa
niz drugi.

3. W przypadku atoméw z wiazaniami wielokrotnymi (podwdjnymi, potréjnymi)
sprowadza si¢ je do wigzan pojedynczych dodajac ,,wirtualne” atomy tego
samego rodzaju, co krotnie zwigzany partner (Rys. 10).

Zgodnie z ta regula:
- COOH > - CHO > - CH,OH

12
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poniewaz rozwinigty wzoér grupy karboksylowej zawiera trzy atomy tlenu,

aldehydowej dwa a alkoholowej jeden.

—C—A
—C=—A == | |
A C
F A o
|
—C=A i —C—A
|
A C

Rys. 10. Zamiana wiazan podwojnych i potréjnych na pojedyncze wedlug trzeciej

reguly pierwszenstwa.

Do opisu weglowodanéw oraz a-hydroksykwaséw i a-aminokwaséw stosuje si¢
réwniez konwencj¢ Fischera — system D, L. Metoda ta polega na poréwnaniu wzoru
projekcyjnego wybranego enancjomeru ze wzorem projekcyjnym wzorca. Wzorcem w

tym przypadku jest aldehyd glicerynowy (Rys. 11).

CHO CHO
H + OH OH + H
CH,OH CH,OH
aldehyd D-(+) glicerynowy aldehyd L-(-) glicerynowy

Rys. 11. Wzory projekcyjne enancjomeréw aldehydu glicerynowego.

W przypadku weglowodor6w oznaczenie ustala si¢ na podstawie polozenia grup:

-OH i -H polozonych przy centrum chiralno$ci znajdujacym si¢ najblizej grupy
CH,OH, (czyli na dole we wzorze czasteczki). Jesli po lewej stronie wzoru znajduje si¢
grupa -OH to mamy konfiguracje¢ L natomiast, jesli grupa -OH jest potozona po prawej
stronie centrum chiralnego to mamy konfiguracj¢ D.

13
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Ustalajac konfiguracje dla a-hydroksykwasow i a-aminokwaséw poréwnujemy goérna
czgs¢ wzoru projekcyjnego. Czasteczki ustawiamy tak, aby grupa -COOH znajdowata
si¢ w miejscu grupy -CHO, a grupa -NH;, w przypadku aminokwaséw w miejscu grupy
-OH. Jesli grupa -OH dla a-hydroksykwaséow a grupa -NH, dla a-aminokwasow
znajduje si¢ po lewej stronie atomu chiralnego znajdujacego si¢ najblizej grupy -COOH

to mamy konfiguracj¢ L, a jesli znajduje si¢ po prawej to mamy konfiguracje D.

Podstawowe pojecia
Chiralnos¢
Wiasciwo$¢ przedmiotu polegajaca na tym, ze nie jest on identyczny ze swoim

odbiciem w lustrze. Jedynymi elementami symetrii sg osie C,,.

Achiralnos$¢
Wiasciwosé przedmiotu polegajaca na tym, ze jest on identyczny ze swoim odbiciem

w lustrze. Posiada $rodek symetrii, plaszczyzng symetrii, 0§ przemienna lub inwersyjna.

Stereoizomery
Nieidentyczne obiekty czasteczkowe posiadajace t¢ samg konstytucje tzn. ten sam

sposob i kolejnos¢ powiazania atomdw, ale réznigce si¢ budowa przestrzenna.

Enancjomery
Chiralne zwiazki (stereoizomery) zwiazane relacja przedmiot i jego odbicie lustrzane,

ktorych nie da si¢ na siebie natozy¢.

Diasteroeizomery

Pozostale stereoizomery niezwiazane relacja przedmiot i jego odbicie lustrzane.

Racemat

Mieszanina enancjomeréw w stosunku 1:1. Opytcznie nieaktywna.

14
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1.2 Znaczenie chiralnosci w ukladach biologicznych

Chiralnos¢ jest cecha organizméw zywych. Wigkszos¢ zwiazkéw bioracych
udziat w procesach zyciowych jest optycznie aktywna i wystgpuje na ogot w postaci
jednego enancjomeru. Dotyczy to biatek zlozonych z L-aminokwaséw, D-cukréw,
kwasow nukleinowych, enzyméw, witamin i1 innych. W konsekwencji m.in. reakcje
enzymatyczne, procesy metaboliczne, oddzialywania efektor-receptor sa bardzo czute
na stereochemig.

Enanacjomery w $rodowisku chiralnym moga wykazywac¢ rézne wlasciwosci.
Ciekawym przyktadem sa ludzkie receptory wechowe, ktore potrafig rozrézni¢ parg

enancjomerow (Tabela 1).

Tabela 1. Wlasciwosci wybranych enanacjomerdéw [1].

Zapach
Zwiazek
(-)enancjomer (+)enancjomer
Mentol migtowy stechlizny
Limonen cytrynowy pomaranczowy
Karwon migtowy kminkowy

Znajomos¢ wlasciwosci poszczegélnych enancjomerdw staje si¢ niezwykle
wazna w przypadku wprowadzania do organizmu chiralnych lekéw. Poczatkowo
stosowano leki tylko w postaci racematow. Okazalo si¢ jednak, ze poszczegdlne
enancjomery moga rozni¢ si¢ wilasciwosciami farmakodynamcznymi jak réwniez
farmakokinetycznym (czyli szybkoscia wchianiania, dystrybucji i eliminacji leku).
Zwykle tylko jeden z enancjomeréw wykazuje efekt terapeutyczny, drugi posiada
mniejszy efekt, nie wykazuje efektu lub moze by¢ toksyczny [5-7]. Przyklady
chiralnych lekéw, ktérych enancjomery wykazuja rézne dziatanie przedstawione zostaly
w Tabeli 2.

W ostatnich latach zwigkszylo si¢ zainteresowanie produkcja lekow w postaci
jednego enancjomeru. Rozwija si¢ metoda nazywana ,.chiral switch”, ktora polega na

wdrazaniu leku w postaci pojedynczego enancjomeru z leku, ktéry jest stosowany na
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rynku w postaci racematu. Metoda ta jednakze czasami shuzy jedynie przedtuzaniu
patentéw [7,8]. Zastapienie racematu jednym enencjomerem moze si¢ wiazaé z
poprawieniem skutecznosci leku, ze zmniejszeniem objaw6éw ubocznych, zwigkszeniem
bezpieczenstwa. W niektérych przypadkach leki w postaci pojedynczego enancjomeru
ujawniaja nowe wlasciwosci. Takim przykladem jest (S)-fluoksetyna, ktéra ma
dziatanie przeciwmigrenowe, natomiast podawana w postaci racematu, jako lek
antydepresyjny, takich wlasciwosci nie ma [6].

Nalezy jednak pamietaé, iz wprowadzenie leku w postaci jednego enancjomeru
nie zawsze jest dobrym rozwiazaniem, gdyz w organizmie moze nastapi¢ jego
racemizacja, inwersja (np. ibuprofen). Dlatego tez w przypadku rejestracji leku w
postaci enancjomeréw wymagana jest pelna dokumentacja  wlasciwosci
farmakodynamicznych, farmakokinetycznych, toksykologii leku i jego metabolitow, dla
poszczegblnych enancjomerdw oraz ich mieszaniny [6].

Wraz z rozwojem metod otrzymywania zwigzkow chiralnych jako potencjalnych
lekéw istnieje rowniez konieczno$¢ opracowania metod analitycznych zar6wno w celu

rozdzielania enancjomeréw jak réwniez do oznaczania ich czysto$ci enancjomeryczne;.

Tabela 2. Wiasciwosci enanacjomerow wybranych lekow [8].

Zwiagzek Izomer Dzialanie
) S uspokajajace
Barbiturany i
R wywolujacy drgawki
: _ S teratogenne
Talidomid .
R uspokajajace
S,R a-bloker
Labetalol
R,R B-bloker
S silnie znieczulajace
Ketamina R stabo znieczulajace
i halucynogenne
_ ) D antyreumatyczne
Penicylamina
L toksyczne

16



Czes¢ literaturowa

2. Metody otrzymywania i analizy enancjomeréw

Pierwszego w historii rozdzielenia mieszaniny racemicznej dokonat Ludwik
Pasteur w 1848r. Rozdzielit on mechanicznie (rgcznie) krysztaly winianu amonowo-
sodowego, ktore byly wzgledem siebie jak przedmiot i jego odbicie w lustrze [2].
Obecnie otrzymywanie zwigzkéw w postaci pojedynczego enancjomeru nabiera coraz
wigkszego znaczenia szczegolnie w przemysle farmaceutycznym.

Enanacjomery w przyrodzie czgsto wystgpuja w czystej postaci. Mozna, wigc
cze$¢ zwiazkow optycznie czynnych uzyskaé poprzez wyodrebnienie ich ze zrodet
naturalnych (np. z ro$lin: terpeny, morfina, atropina). Wykorzystuje si¢ rowniez
zdolnos¢ ukladéw enzymatycznych mikroorganizméw (np. plesn Penicillium glaucum)
do wybidérczego reagowania z jednym z enanancjomerdw, ktéry w ten sposob ulega
destrukcji - metoda biochemiczna. Metoda ta czgsto jest stosowana do otrzymywania
optycznie czynnych aminokwasow. [2,9,10].

Jednakze wigkszo$¢ wykorzystywanych zwiazkéw chiralnych sg to zwiazki
syntetyczne. Otrzymuje si¢ je na drodze syntezy stereospecyficznej, ktéra prowadzi do
otrzymania pojedynczego enancjomeru lub jego nadmiaru w stosunku do drugiego, jak
rowniez w wyniku rozdzielana mieszaniny racemicznej [2,6,9-12]. Wspoélczesne
metody rozdzielania racematéow wykorzystywane zaréwno analitycznie jak
i preparatywnie przedstawione sg na schemacie (Rys. 12) [6].

Enancjomery w srodowisku achiralnym posiadajg takie same wlasciwosci
chemiczne i fizyczne i nie mozna ich rozdzieli¢ bezposrednio za pomoca destylacji,
krystalizacji itp. Dlatego tez we wszystkich metodach otrzymywania enancjomeréw
warunkiem niezb¢dnym jest obecno$¢ czynnika homochiralnego, czyli pojedynczego
enanacjomeru. Bardzo wazne jest dobranie odpowiedniego czynnika homochiralnego.
Powinien on wielkoscig i struktura odpowiada¢ rozdzielanym zwiazkom tak, aby doszio
do oddzialywan prowadzacych do powstawania diasteroizomeréw, ktore réznia si¢ juz

wlasciwos$ciami.
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Biotransformacja
Kataliza asymetryczna

| Ekstrakcja_l
ciecz-ciecz | '
S ek 1 METODY ROZDZIELANIA
[y oy | G ENANCJOMEROW —-
Elektroforeza kapilama -

Rys. 12. Techniki analityczne wykorzystywane do separacji enancjomerow [6].

L] analityczne, M analityczne/preparatywne,

czgsto uzywane, ------ rozwijajace techniki.

2.1 Metody chromatograficzne

Metody chromatograficzne wykorzystywane do enancjoseparacji mozna
podzieli¢ na dwie kategorie [5,13]:

= Metody bezpoSrednie - oparte s3a na tworzeniu tymczasowych
diastereoizomeréw w trakcie analizy na chiralnych fazach stacjonarnych
(kolumny polisacharydowe, cyklodekstrynowe, proteinowe i inne) lub w fazie

ruchomej poprzez dodanie do niej czynnika chiralnego (np. cyklodestryny,
proteiny itp).

= Metody poSrednie - w ktorych najpierw racemat jest przeksztalcany si¢ w

mieszaning diastereoizomeréw za pomoca chiralnego czynnika pomocniczego, a

nastgpnie rozdzielany na kolumnach achiralnych lub chiralnych.

Metody chromatograficzne czg¢sto maja przewage nad synteza stereospecyficzna

w poczatkowej fazie badan jeszcze w skali laboratoryjnej. Duzg zaleta tej metody jest
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to, iz dostarcza ona oba enancjomery o wysokim stopniu czystosci optycznej. Jest to
szczegélnie wazne w badaniach biomedycznych jak réwniez w przemysle
farmaceutycznym, gdyz do badan wstgpnych oba enancjomery sa niezbgdne. Ponadto
skraca to czas i1 koszty otrzymywania optycznie czystych zwiazkow. Najczgsciej stosuje
si¢ wtedy metody bezposrednie z wykorzystaniem chiralnych faz stacjonarnych.
Zastosowanie chiralnych selektoréw w fazie ruchomej napotyka na dodatkowe
trudnosci w odzyskiwaniu selektora po rozdzieleniu enencjomeréw, co zwigksza
znacznie koszty analizy. Ponadto metody chromatograficzne wykorzystywane sa w
badaniach wst¢gpnych do uzyskiwania wzorcOw zanim jeszcze zostanie opracowana
synteza stereospecyficzna. Umozliwia to opracowanie analitycznej metody
kontrolowania czystosci enanacjomerycznej substratow oraz powstatych potproduktow
1 produktéw [6,14,15].

2.2 Mechanizmy rozdzielania enanacjomeréw w chromatografii
cieczowej

Poszukiwanie mechanizméw odpowiedzialnych za chiralne rozr6znienie jest
bardzo wazne nie tylko w celu lepszego zaplanowania eksperymentu, ale réwniez w
projektowaniu nowych, chiralnych selektoréw. Rozdzielenie enancjomeréw za pomoca
chromatografii jest mozliwe dzigki tworzeniu si¢ odwracalnych diastereomeréw mig¢dzy
enancjomerami a chiralnym selektorem. Mechanizm rozdzielania enanacjomeréw
oparty na tréjpunktowym modelu oddziatywan po raz pierwszy zostat opisany w 1933r.
przez Eassona i Stedmana w celu wyjasnienia réznic w farmakologicznym
oddzialywaniu stereochemicznych lekéw z chiralnymi receptorami biologicznymi [16].
Pb6zniej model ten zostal wykorzystany przez Ogstona w 1948r. do wyjasnienia
chiralnych reakcji enzymatycznych [17]. W 1952r. zostal zaadaptowany przez
Dalgliesha w chromatografii cienkowarstwowej (TLC) do opisu rozdzielania
aromatycznych aminokwasow na celulozie [18].

Model tréjpunktowego oddzialywania pomigedzy enancjomerami a chiralnym
selektorem (zobrazowany za pomoca rak w pracy Meyer i Rais (Rys. 13 i 14) [19])
oparty jest na nastgpujacych zalozeniach: aby nastgpito chiralne rozr6znienie wymagane
s3 przynajmniej trzy oddzialywania przyciagajace (Rys. 13) lub dwa przyciagajace
i jedno odpychajace (Rys. 14) pomigdzy chiralnym selektorem i jednym z
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enancjomeréw. Co najmniej jedno z tych oddzialywan musi réwniez zaleze¢ od
stereochemii centrum chiralnego zar6wno enancjomeru jak i chiralnego selektora
[5,19]. Enancjomer, ktéry z chiralnym selektorem wiaze si¢ trojpunktowo tworzy
bardziej trwaly diasteroizomer, czyli silniej oddzialuje z faza stacjonarng i jest

wymywany jako drugi.

Rys. 13. Trojpunktowe oddzialywania przyciagajace pomigdzy selektorem S (lewa
reka) i enancjomerem R (prawa rgka). Oddzialywania selektora S (lewa
rgka) z enancjomerem S (lewa r¢ka) prowadza tylko do dwupunktowych
oddziatywan [19].

Rys. 14. Trojpunktowe oddziatywania dwa przyciagajace: MM™ i FF' i jedno
odpychajace TT" pomigdzy selektorem S (lewa rgka) i enancjomerem R
(prawa rgka). Oddziatywania selektora S (lewa rgka) z enancjomerem S

(lewa reka) prowadzace tylko do dwupunktowych oddziatywan [19].
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Trojpunktowy mechanizm rozdzielania znalazt szerokie zastosowanie do opisu
rozroznienia chiralnego na tzw. fazach Pirkle’a. Pierwsze fazy tego typu to
3,5-dinitrobenzoilofenyloglicyna lub 3,5-dinitrobenzoiloleucyna powleczona na Zzelu
krzemionkowym. Natomiast wiele selektorow szczegdlnie pochodzenia naturalnego jest
duzo bardziej skomplikowanych i mechanizmy odpowiedzialne za chiralne rozréznienie
nie sa dotad calkowicie poznane. Dodatkowa trudno$¢ stanowi fakt, ze wplyw
czynnikéw achiralnych jest réwniez nie bez znaczenia, o czym bedzie mowa w
rozdziale 3. Dlatego tez powszechnie akceptowany mechanizm tréjpunktowego
rozdzielania zaczal by¢ przez niektérych kwestionowany. Mesecar i Koshland
wyjasniajag zdolnosci proteiny do rozréznienia L i1 D izomerdw izocytrynianu
czteropunktowym modelem oddziatywania [20]. Natomiast Davankov [21] oraz Booth
i inni [22] twierdza, iz w przypadku duzych selektorow takich jak biopolimery (np.
polisacharydy czy proteiny), kiedy chiralna powierzchnia (wngka, rowek, kieszen)
oddziatywania jest duza o rozroéznieniu chiralnym czgsto decyduje steryczne
dopasowanie selektora z enanacjomerem. Nie jest wtedy mozliwe wyszczegélnienie
trzech wyraznie aktywnych punktéw lub grup funkcyjnych na oddzialujacej
powierzchni, z reguly jest ich wigcej niz trzy. W takich przypadkach Booth i inni [22]
zaproponowali og6lny model chiralnego oddzialywania oparty na czterech krokach:

1. Formowanie kompleksu pomig¢dzy selektorem i selektandem.

2. Wzajemnie przemieszczenie si¢ selektora i selektanda w celu zoptymalizowania
oddziatywan (konformacyjne dostosowanie sig¢).

3. Formowanie si¢ dodatkowych wiazacych oddziatywan (aktywacja kompleksu).

4. W wyniku, czego nastgpuje chiralne rozréznienie.

2.3 Chiralne fazy stacjonarne

Chiralne fazy stacjonarne zbudowane s z chiralnego selektora zwigzanego lub
obsadzonego na nosniku stalym. Chiralne selektory posiadaja specyficzng strukturg
przestrzenng zbudowana z rowkdw, wnegk, wglgbien itp., z ktéra enancjomery moga
oddziatywac¢ stereospecyficznie. Oddzialywania te sg stabilizowane za pomocg wiazan
wodorowych,  oddzialywan =w-m, oddzialywan  dipol-dipol, = oddzialywan
elektrostatycznych, van der Waalsa, sil dyspersyjnych itp. [23,24]. W Tabeli 3
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przedstawiono charakterystyk¢ wiazan. W zaleznosci od selektora wplyw

poszczegdlnych wigzan moze by¢ rézny.

Tabela 3. Charakterystyka oddziatywan molekularnych [24].

Typ oddzialywan Sita Kierunek Zasigg (d)
Kulombowskie Bardzo silne  Przyciagajace Sredni (1/d%)
lub elektrostatyczne lub
odpychajace
Wiazanie wodorowe Bardzo silne  Przyciagajace Dlugi
Zawada steryczna Bardzo silne ~ Odpychajace  Bardzo krétki
-1 Silne Przyciagajace Sredni
(donor lub
akceptor) lub
odpychajace
Jon-dipol Silne Przyciagajace Kroétki
Dipol-dipol Srednie Przyciagajace Krotki (1/d°)
Dipol-indukowany dipol Stabe Przyciagajace Bardzo krétki (1/d°)
Oddzialywania dyspersyjne Bardzo stabe  Przyciagajace Bardzo krétki (1/d°)

Pierwsza komercyjnie dostgpna chiralna faza stacjonarna (CSP) dla HPLC
zostala wprowadzona przez Pirkla w 1981r [25]. Obecnie istnieje ponad 200
komercyjnie dost¢gpnych kolumn. Ze wzgledu na budowg i zasad¢ dziatania fazy
stacjonarne mozemy podzieli¢ na kilka grup. Weiner zaproponowal podziat faz
stacjonarnych w  zaleznosci od sposobu tworzenia kompleksow pomigdzy
chromatografowana substancja a faza stacjonarna [26]:

= Typ I: kompleksy substancja rozpuszczona-CSP tworzone sa poprzez
kombinacje oddziatywan takich jak wigzania wodorowe, oddziatywania m-m
i zawada steryczna. Do tej grupy naleza fazy Pirkle'a.

» Typ II: mechanizm rozdzielania enancjomeréw oparty jest na formulowaniu
wigzan wodorowych, oddziatywan n-m, oddzialywan dipol-dipol jak rowniez
tworzeniu komplekséw inkluzyjnych. Do tej grupy zaliczamy fazy
polisacharydowe (pochodne amylozy i celulozy).
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= Typ III: selektory posiadajace chiralne wneki, dzigki czemu gtéwny mechanizm
rozdzielania zwiazkéow polega na tworzeniu kompleksow inkluzyjnych.
Zaliczamy do nich cyklodekstryny, glikopeptydy, chiralne etery koronowe.

= Typ IV: fazy tworzace potaczenia kompleksowe na zasadzie wymiany
ligandow.

* Typ V: mechanizm chiralnego rozr6zniania oparty na kombinacji oddziatywan

hydrofobowych i polarnych. Do tej grupy naleza fazy proteinowe.
Przykladowy schemat rozdzielania racematu na fazach stacjonarnych
przedstawiony jest na Rys. 15 [23]. Chiralne fazy stacjonarne wykorzystywane w

niniejszej pracy zostaly szerzej oméwione w nast¢pnych punktach.

Enancjomery

Mniej l Bardziej
stabilny adsorbat stabilny adsorbat

Rys. 15. Schemat mechanizmu rozdzielania racematu na chiralnych fazach

stacjonarnych [23].
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2.3.1 Polisacharydowe fazy stacjonarne

Polisacharydy sa to naturalnie wystgpujace polimery, ktore dzigki swojej
asymetrycznej strukturze wykorzystywane s3 jako chiralne selektory. Do
najwazniejszych z nich naleza celuloza i amyloza. Zbudowane sa one z jednostek
D-glukozy potaczonych w dlugie nierozgal¢zione tancuchy wiazaniami
1,4-glikozydowymi o konfiguracji a w przypadku amylozy i o konfiguracji B w
przypadku celulozy (Rys. 16) [27,28]. Ponadto amyloza tworzy struktur¢ heliakalng z

dobrze zdefiniowanymi rowkami (grooves), a celuloza posiada struktur¢ bardziej ptaska

1 sztywna (Rys. 17).

H,OH
-0 CH,OH

"‘;ﬁ\uw QR
OH 4o 0
OH Hmo)f
OH
(a) wigzanie B-1,4-glikozydowe
CH,OH &

HO H oH,0H

HOO 0

H
HO CH,OH
HO -0

(o)
Vihiaenr >

(b) wiazanie a-1,4-glikozydowe

Rys. 16. Chemiczna struktura (a) celulozy i (b) amylozy [29].

Rys. 17. Tréjwymiarowa struktura (a) amylozy i (b) celulozy [29].

24



Czes¢ literaturowa

Jednakze naturalne polisacharydy nie sa wykorzystywane jako komercyjne
chiralne fazy stacjonarne z powodu ich niskiej enancjoselektywnosci i probleméow z
mechaniczng obrobka (nieodporne na $ciskanie). W celu zwigkszenia wiasciwosci
rozdzielczych polisacharydéow grupy hydroksylowe zostaly zastapione réznymi
podstawnikami [30,31]. Pierwsza uzyteczna pochodna celulozy - triacetyloceluloza
zostala opisana przez Heese i Hagel w 1973r. [32]. Inne popularne pochodne to
benzoesany oraz fenylokarbamaniany celulozy i amylozy. Kolejnym krokiem byto
obsadzenie pochodnych polisacharydéw na krzemionce makroporowatej, co po raz
pierwszy zostato wykonane przez grup¢ profesora Okamoto w 1984r. [33]. Dzigki temu
fazy Okamoto charakteryzuja si¢ wigksza stabilnoscia i efektywnoscia. Powstate w ten
sposob fazy zostaty skomercjonalizowane przez firm¢ Daicel pod nazwami Chiralcel
i Chiralpack odpowiednio dla pochodnych celulozy i amylozy. Natomiast w celu
zwigkszenia trwalosci na organiczne rozpuszczalniki, a takze mozliwosci zastosowania
szerszego zakresu rozpuszczalnikow opracowano nowa technologie unieruchomiania
(immobilization) na silikazelu. Jednakze proces ten moze powodowaé zmiang w
strukturze polisacharydéw i fazy te moga rozni¢ si¢ selektywnoscia w stosunku do ich
obsadzonych na silikazelu odpowiednikéw [34,35]. Fazy polisacharydowe zostaty
zaprojektowane do zastosowania ich w ukladzie faz normalnych. Okazalo si¢, ze rownie
efektywne rozdzielenia mozna na nich uzyska¢ w ukladzie faz odwréconych. Kolumny
do faz odwrdconych oznaczone sa litera R na koncu nazwy. Pojawily sie rowniez
badania wykorzystujace polarng fazg¢ organiczna do rozdzielania zwiazkow na fazach
polisacharydowych [36-38]. Wybrane fazy stacjonarne pochodnych polisacharydow
zostaty przedstawione w Tabeli 4.

Komercyjne fazy polisacharydowe maja szeroki zakres zastosowan.
Wykorzystywane sa do rozdzielania alifatycznych i1 aromatycznych zwiazkow,
ketonéw, amin i ich pochodnych, alkoholi i ich pochodnych, eterow, alkaloidow,
B-blokeréw i1 wielu innych [29,39,40].

Jednymi z najbardziej popularnych i wszechstronnych faz sa karbaminiany
tri (3,5-dimetylofenylowe) celulozy i amylozy: powleczone na silikazelu Chiralcel OD
i Chiralpak AD oraz ich unieruchomione odpowiedniki - Chiralcel IB i Chiralpak IA.
Niektére enancjomery na kolumnie Chiralcel OD eluuja w odwrdconej kolejnosci w
poréwnaniu do kolumny Chiralpak AD, badz rozdzielaja si¢ tylko na jednej z nich, co

moze sugerowac, ze sa to wzajemnie uzupehniajace si¢ chiralne selektory [30,41]. W
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przypadku kolumn Chiralpak AD i Chiralpak IA, ktdre r6znia si¢ sposobem osadzenia
na silikazelu (powleczona, unieruchomiona) rdwniez zauwazono Wwzajemnie
uzupetniajace si¢ wilasciwosci [35,42,43]. Okamoto i Kaida [44] przebadali 510
racematéow na kolumnie Chiralcel OD i Chiralpak AD. Z ich badan wynika, iz 186
racematow rozdziela si¢ tylko na kolumnie Chiralcel OD i 85 tylko na kolumnie
Chiralpak AD oraz 129 zwiazkéw na obu kolumnach. Tak wigc 400 racematéw, co
stanowi 78% badanych zwiazkéw rozdziela si¢ na przynajmniej jednej z tych dwoch

kolumn.

Tabela 4. Wybrane fazy stacjonarne pochodnych polisacharydow.

Pochodne polisacharydow R= Nazwa komercyjna
R
°=(0 —CH; Chiralcel OA
/gg;%/o\ —o Chiralcel OB
o~ Yo
R>- o 0>_ R -O-cu, Chiralcel OJ
Bitry skl 'C“‘C*"O Chiralcel OK
D Chiralcel OC
R CHy .
= _Q Chiralcel OD
0’(0 CHj -
é 0 o _O'C' Chiralcel OF
o~ ‘o
mz-o o)\,',,, - Chiralcel OG
R R :f
Karbaminiany celulozy a
=7 -
R, Y, ]
NH CHj .
0"(0 Chiralpak AD
/%O/ _C;l_‘ :
o~ o a -
"N)=o 0)\'1"" 21y} '
R R /KO Chiralpak AS
Karbaminiany amylozy = -
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Mechanizm rozdzielania enancjomerow na mikrokrystalicznej
triacetylocelulozie (CTA-I) zostal zaproponowany przez Hesse i Hagel [45]. Wedlug
autorow enancjomery moga by¢ inkludowane w chiralnych rowkach fazy stacjonarne;.
Rozréznienie chiralne zalezy od dopasowania ksztaltow molekuly do wngk fazy
stacjonarnej. Mechanizm ten zostat rOwniez pdzniej potwierdzony przez Francotte i inni
[46].

Generalnie przyjmuje si¢, ze na fazach powleczonych na silikazelu bgdacych
estrowymi pochodnymi celulozy gléwnymi miejscami adsorpcji sa polarne grupy
karbonylowe estru, ktére oddzialuja ze zwiazkami rozdzielanymi przez wigzania
wodorowe oraz oddziatywania dipol-dipol, a w przypadku pochodnych benzoesanu
moga rowniez wystepowaé oddzialywania n-m [30,39,44]. Wainer i inni [47,48]
opierajac si¢ na eksperymentach nad grupa aromatycznych amidéw i alkoholi na
kolumnie Chiralcel OB zaproponowali kolejny mechanizm. Autorzy twierdza, iz
najpierw tworza si¢ diastereomeryczne kompleksy migdzy enancjomerami a faza
stacjonarng dzigki oddziatywaniom przyciagajacym (takim jak wigzania wodorowe,
oddzialywania dipol-dipol, oddzialywania n-m). Po6zZniej nastgpuje stabilizacja
kompleks6w poprzez dopasowanie asymetrycznych czgsci enancjomeréw do chiralnych
wnek, otworéow fazy stacjonarnej. W wyniku réznic w sterycznym dopasowaniu
enancjomerdw do chiralnych wnek nastgpuje chiralne rozréznienie.

Na fazach stacjonarnych zbudowanych z fenylokarbaminanowych pochodnych
celulozy i amylozy przyjmuje si¢, ze gléwne miejsca adsorpcji znajduja si¢ na
polarnych grupach karbaminianowych. Grupy te moga oddzialywaé z enancjomerami
tworzac wiazania wodorowe poprzez grupy -NH- i >C=0 (Rys. 18) oraz oddziatywania
dipol-dipol z grupg >C=0. Moga réwniez wystgpowa¢ oddzialywania n-m pomi¢dzy
fenylowymi pierScieniami  zwiazkow racemicznych 1 fazy stacjonarnej
[23,29,31,39,44,49-51]. Ponadto podstawniki na grupie fenylowej pochodnych celulozy
i amylozy moga wptywac na polarnos¢ grupy karbaminianowej a przez to zmieniac jej
wlasciwosci  rozdzielcze [30,31,50]. Fazy stacjonatmne z  podstawnikami
elektrodonorowymi (np. grupy alkilowe) lub podstawnikami elektonoakceptorowymi
(np. grupy halogenowe) zwykle wykazuja wigksze zdolnosci rozdzielcze w poréwnaniu
do faz z niepodstawionym pierscieniem fenylowym. Jednakze wprowadzenie polarnych
podstawnikéw takich jak CH3;0, NO, powodowato, iz reagowaly one z polarnymi

racematami, co wptywalo na obnizenie zdolnosci rozdzielczych fazy stacjonarnej [44].
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Istotna jest tez liczba i roztozenie podstawnikow. W przypadku grup metylowych
i chlorowych najlepsze wilasciwosci rozdzielcze uzyskano, gdy podstawniki znajdowaty
si¢ w polozeniu meta i/lub para. [30,31,41,49,50]. Przykladem takich kolumn sg
Chiralcel OD i Chiralpak AD.
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Rys. 18. Schematyczne oddzialywanie racematu z reszta karbaminianowg [44].

W celu lepszego zrozumienia mechanizméw rozréznienia chiralnego na fazach
polisacharydowych zostaly wykonane badania struktur karbaminianu trifenylowego
celulozy 1 amylozy. Wykazaly one, iz pochodna celulozy posiada konformacje
lewoskrgtnej helisy potréjnej (3/2), a reszty glukozowe sa regularnie roztozone wzdhiz
osi helisy. Chiralne kanaly z polarnymi resztami karbaminianowymi rozlokowane sa
rownolegle wzdhuz gléwnego lancucha. Przy czym grupy karbaminianowe leza w
srodku, a hydrofobowe grupy aromatyczne na zewnatrz tancucha polimerowego (Rys.
19) [30,44]. Tak wigc polarne grupy enancjomerdw musza wnika¢ w chiralne kanaty
fazy stacjonarnej, aby w ten sposob poprzez wigzanie wodorowe laczy¢ si¢ z grupa
karbaminianowa. Takie oddzialywania wydaja si¢ istotne w rozréznieniu chiralnym
szczegOlnie w ukladzie faz normalnych. Natomiast struktura karbaminianu
trifenylowego amylozy ma konformacj¢ lewoskretnej helisy poczwdrnej (4/1). Réznice
w enanacjoselektywnosci pochodnych amylozy i celulozy thumaczy si¢ ich r6znica w

konformac;ji helisy [44].
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Rys. 19. Struktura karbaminianu trifenylowego celulozy; na gérze - wzdluz osi

faricucha, na dole - prostopadle do osi taricucha [44].

Na podstawie badan nad grupg kwaséw o-alkiloarylokarboksylowych Booth i Wainer
zaproponowali mechanizm chiralnego rozréznienia na kolumnie Chiralpak AD [52].
Autorzy wyr6zniaja kilka etapéw. Najpierw wstepne formowanie si¢ kompleksu
analit - faza stacjonarna za pomoca wigzaf wodorowych. Nast¢pnie wprowadzenie
analitu do kanaléw fazy stacjonarnej i konformacyjnie dopasowanie si¢ ich do siebie
nawzajem. Nastgpuje stabilizacja kompleksu w wyniku tworzenia dodatkowych wiazan
wodorowych wewnatrz kanatéw fazy stacjonarnej. Oba enanacjomery moga tworzy¢
takie same wiagzania z faza stacjonarna jednakze w trakcie ich tworzenia ulegaja
zmianom konformacyjnym. Zmiany te zaleza od chiralnej budowy fazy stacjonarnej,
dlatego tez jeden z enancjomeréw musi wnosi¢ wigksza ilo§¢ energii do tworzenia si¢
kompleksu, przez co nast¢puje réznica w ich stabilnoSci i nastgpuje rozréznienie
chiralne.
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2.3.2 Cyklodekstrynowe fazy stacjonarne

Cyklodekstryny (CD) sg to cykliczne oligosacharydy powstajace w wyniku
enzymatycznej degradacji skrobi. Najcze$ciej wykorzystywane cyklodekstryny skiadaja
si¢ z szesciu (a-CD), siedmiu (B-CD), badZ o$miu (y-CD) jednostek D-glukozy
potaczonych wigzaniami a - 1, 4 glikozydowymi (Rys. 20) [23,29,51,53-56]. Zazwyczaj
schematycznie usredniona struktura cyklodekstryny przedstawiana jest za pomoca
Scigtego stozka z wneka (Rys. 21). We wngce CD znajduja si¢ atomy H3 i HS oraz
niezwigzane elektrony z tlenéw glikozydowych lezacych w jej plaszczyznie, co nadaje
luce charakter hydrofobowy. Natomiast grupy hydroksylowe znajdujace si¢ na brzegach
cyklodekstryny powoduja, iz jej powierzchnia wykazuje charakter hydrofilowy [55,56].
Pierwszorzgdowe grupy hydroksylowe (w pozycji C-6) lezace wokét wezszego brzegu
moga swobodnie si¢ obraca¢ i czgSciowo blokowaé wnegke CD. Natomiast
drugorzedowe grupy hydroksylowe (w pozycji C-2 i C-3) zlokalizowane sa wokét
szerszego brzegu stozka cyklodekstryny. Nalezy pamigtac, iz struktura cyklodekstryny
nie jest sztywna. Za elastyczno$¢ CD odpowiedzialne sa glukozydowe mostki C10C4
znajdujace si¢ pomi¢dzy sztywnymi jednostkami glukopiranozowymi [56]. Ta
elastyczno$¢ cyklodekstryny a takze jej hydrofobowo-hydrofilowy charakter umozliwia

jej tworzenie komplekséw inkluzyjnych typu ,.,gospodarz - go$¢”, co ma zastosowanie

w rozréznieniu enancjomerow.
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Rys. 20. Wzory kolejno a-, B-, y- cyklodekstryny.
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Rys. 21. Schematyczny wyglad pierécienia glukopiranozowego z numeracjg atomow,
rozmiary  niepodstawiomych  cyklodekstryn i  $redniej  orientacji

najwazniejszych atoméw i grup OH [55].

Cyklodekstryny wykorzystywane s jako chiralne selektory zarowno w postaci
dodatku do fazy ruchomej jak réwniez jako fazy stacjonarne. Zastosowaniem CD jako
chiralnego dodatku do fazy ruchomej na achiralnej fazie stacjonarnej w ukladzie faz
odwréconych zajmowata si¢ grupa prof. Sybilskiej [57,58]. Pozniejsze prace z
cyklodekstrynami i ich pochodnymi wykazaly, iz moga si¢ rOwniez obsadza¢ na
achiralnej kolumnie (np. RP-18) tworzac fazg pseudostacjonarng [59,60]. W pracy
Pawltowskiej i Lipkowskiego [61] przedstawiono réwniez wykorzystanie cyklodekstryn
w chromatografii podziatowej do generowania fazy stacjonarnej przez eluent.

Pierwsza stabilna chiralna faza stacjonarna zawierajaca B-CD przylaczong
chemicznie do silikazelu zostala wykonana przez Armstronga i De Mond w 1984r. [62].
Nastgpnie faza ta zostala skomercjalizowana przez firm¢ Advances Separation
Technologies (Astec). Obecnie dostgpne sa fazy z a, 3,y cyklodekstryng nazwane
kolejno Cyclobond III, Cyclobond I, Cyclobond II. W celu zwigkszenia wtasciwosci
rozdzielczych cyklodekstryn, a takze mozliwosci zastosowania szerszego rodzaju
rozpuszczalnikow grupy hydroksylowe na brzegu cyklodekstryny w pozycjach 2, 3
zostaly zastapione réznymi podstawnikami. W pierwszej kolejnosci wykorzystuje si¢
grupe w pozycji 2, gdyz jest bardziej reaktywna. Nastgpnie jedna badz dwie grupy
hydroksylowe w pozycji 6 wykorzystywane sa do przylaczenia cyklodekstryny do
silikazelu (Rys. 22) [53]. Zwykle nie podstawia si¢ wszystkich grup hydroksylowych z
powodu zawady sterycznej podstawnikow, co moze powodowaé ostabienie separacji

enancjomerow [63].
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Pozycje 2 i 3 podstawiane pochodnymi
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Pozycje 6 uzywane do przylaczenia CD do silikazelu
Rys. 22. Miejsca wiazace na cyklodekstrynie [53].

Komercyjnie dostgpne kolumny cyklodekstrynowe staly si¢ kolejna grupa
jednych z najbardziej popularnych chiralnych faz stacjonarnych. Mozna je podzieli¢ na
trzy grupy: niepodstawione cyklodekstryny, podstawione cylkodekstryny
i aromatycznie podstawione cyklodekstryny [40]. Pochodne CD zwykle oparte s3 na
B-CD, gdyz wykazuje ona enancjoselektywnos$¢ dla duzej grupy zwiazkéw. Wybrane
fazy stacjonarne zostaly przedstawione w Tabeli 5. Fazy cyklodekstrynowe
wykorzystywane sa do rozdzielania wielu klas zwiazkéw takich jak P - blokery,
barbiturany, aminokwasy, alkohole, alkany, amidy, etery koronowe, flawony i wiele
innych [29,40,53,64].

Poczatkowo wykorzystywano cyklodekstryny tylko w fazach odwréconych,
pézniej réwniez w polarnych fazach organicznych i fazach normalnych. Niektdre
kolumny nazywane ,multi-mode” chiralnymi selektorami mozna stosowaé we
wszystkich trzech ukladach faz ruchomych. Przykladem takiej kolumny jest Cyclobond
[ DMP (karbaminian 3, 5 - dimetylofenylowy B-cyklodekstryny) [34,63-65]. Zmiana
ukladu faz ruchomych np. z faz normalnych na fazy odwrécone moze wptywaé na
zmian¢ mechanizmu retencji i enancjoseparacji analizowanych zwiazkéw. Efekt ten jest

thumaczony przez reorganizacj¢ oddziatywan w zaleznosci od uzytego eluentu.
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Tabela 5. Wybrane fazy stacjonarne pochodnych -cyklodekstryny.

Pochodna B-CD R= Nazwa komercyjna

——OCH, Cyclobond I DM

——COCH, Cyclobond I AC

OH Cyclobond I SP

——CH,CHCH, g
Cyclobond [ RSP
R,
——CONHQH B //—\> Cycloblzr]:d I RN

\ /> Cyclobond I SN
CH

Silikazel

— CONH 4/ Cyclobond I DMP

CH,

W ukladzie faz odwréconych przyjmuje si¢, ze gtéwny mechanizm retencji
i enancjoseparacji polega na tworzeniu komplekséow inkluzyjnych z cyklodekstryna
typu ,,gospodarz - go$¢”. Niepolarne molekuly badz ich fragmenty wnikaja do
hydrofobowej luki cyklodekstryny [34,40]. Zatem analizowany zwiazek powinien
posiadaé przynajmniej jeden aromatyczny pierscien lub fancuch weglowodorowy, ktory
réwniez moze wnika¢ do wneki CD (Rys. 23) [34,64]. Analizowane zwiazki powinny
by¢ Scisle dopasowane do wielkosci luki, dlatego tez w zaleznosci od ich wielkosci
stosuje si¢ odpowiednia cyklodekstryng. Enancjomery posiadajace pierscienie
fenylowe, naftylowe, bifenylowe zwykle rozdzielane sa na B-CD, mniejsze zwiazki na
a-CD, a anality posiadajace w swojej strukturze od 3 do 5 pierscieni np. steroidy
najlepiej rozdzielane sa na y-CD. Ponadto Armstrong w swoich pracach [66-68] podaje,
iz dodatkowym czynnikiem poza sterycznym dopasowaniem si¢ molekuly do wneki
cyklodekstryny jest oddzialywanie jej chiralnego centrum badz podstawnika na
chiralnym centrum z grupami hydroksylowymi na brzegu cyklodekstryny. Powstate
wigzania wodorowe analitu z grupami hydroksylowymi CD sg niezbgdne do uzyskania

rozroznienia chiralnego. W przypadku pochodnych CD oprécz wiazan wodorowych
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moga rowniez wystgpowa¢ oddzialywania dipol-dipol, oddzialywania =-w,

enancjomerow z podstawnikami u ujscia cyklodekstryny [40].
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Rys. 23. Schematyczne przedstawienie kompleksu inkluzyjnego z cyklodekstryna [64].

W ukladzie faz normalnych tworzenie tradycyjnych kompleksow z
cyklodekstryna jest utrudnione, poniewaz niepolarny rozpuszczalnik (heksan, heptan)
zajmuje wneke CD i nie moze by¢ tatwo wyparty przez analit [63,66,67,69]. W tym
przypadku mechanizmy odpowiedzialne za retencjg¢ i chiralne rozréznienie pochodza od
oddzialywan z polarng powierzchnia CD oraz oddzialywan z jej podstawnikami.
Jednakze do rozréznienia chiralnego w ukladzie faz normalnych najbardziej efektywne
sa fazy stacjonarne z aromatycznie podstawionymi cyklodekstrynami (np. Cyclobond I
DMP, Cyclobond I RN lub SN) [40]. Analizowane zwiazki moga oddzialywac z faza
stacjonarng poprzez tworzenie wiazan wodorowych, oddziatywania dipol-dipol,
oddzialywania n-nm mi¢dzy aromatycznymi pierscieniami zwiazkow i fazy stacjonarnej
[70,71]. Prace Armstronga i innych [70,72] pokazuja, iz w tym ukladzie faz istotng
czgscia w strukturze analitu jest obecno$¢ aromatycznego pierscienia, a zatem
oddzialywania n—n pomigdzy analizowanym zwiazkiem a faza stacjonarng odgrywaja
tu istotna role.

Polarne fazy organiczne sa to fazy, ktére skladaja si¢ polarnych skladnikow
takich jak acetonitryl, metanol ale nie zawieraja wody. Gubitz i Schmid uwazaja, iz
organiczny solwent zajmuje wngke cyklodekstryny, co uniemozliwia tworzenie
komplekséw inkluzyjnych [40]. Mechanizm oddzialywania zwiazkéw z faza
stacjonarng w tej fazie ruchomej jest powierzchniowy. Anality obejmuja wejscie do
wneki cyklodekstryny tworzac nad nig ,,wieczko” jak to przedstawiono na Rys. 24.

[29,64,73,74]. Chiralne rozréznienie zwiazkdow nastgpuje gléwnie poprzez
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oddzialywania wodorowe z grupami hydroksylowymi badZ pochodnymi na brzegach
CD, chociaz oddziatywania dipol-dipol i czynniki steryczne réwniez mogg odgrywac
istotna rol¢. Zwiazki rozdzielane w polarnych fazach organicznych powinny posiadac¢
co najmniej dwie grupy tworzace wigzania wodorowe, przy czym jedna z nich musi by¢
zlokalizowane na lub blisko centrum chiralnego. Korzystne jest réwniez, jesli analit
posiada duzy fragment czasteczki taki jak grupy aromatyczne lub rozgal¢ziony tancuch
weglowodorowy znajdujacy si¢ blisko centrum chiralnego [34,64,74,75].

Rys. 24. Oddziatywanie migdzy propranololem a 3-CD z w polarnej fazie organiczne;.
Analit oddziatuje z grupami hydroksylowymi na wejsciu do cyklodekstryny,

podczas gdy polarny organiczny rozpuszczalnik zajmuje jej wneke [40].
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3. Wplyw achiralnego srodowiska na rozréznienie chiralne

Chiralne rozréznienie jest wypadkowa oddzialywan migdzy enancjomerami
a faza ruchoma i faza stacjonarng dobranymi tak, aby zachodzilo oddzialywanie
stereoselektywne. Jednakze nie jest proste stwierdzenie, ktére z oddzialywan stanowig
kluczowa role¢ w tworzeniu chiralnych kompleksow pomig¢dzy analitem a selektorem.
Ponadto zaobserwowano, iz achiralne srodowisko ma réwniez wplyw na rozréznienie
chiralne.

Pierwsze informacje na ten temat pojawily si¢ w pracach Davankov'a
i wspoétautorow dotyczacych chromatografii wymiany ligandu. Zauwazono, ze achiralne
skfadniki fazy stacjonarnej badZ ruchomej moga bra¢ udzial w chiralnym rozréznieniu
poprzez udziat w formowaniu diastereomerycznych komplekséw mig¢dzy enancjomerem
a selektorem lub przez oddzialywanie z jednym z diastereoizomeréw stabilizujac je w
ten sposdb w réznym stopniu [76-79]. Autorzy sugeruja, iz do rozréznienia chiralnego
wystarcza dwa oddzialywania enancjomeru z chiralnym selektorem i jedno z
achiralnym czynnikiem. Jednakze warunkiem jest, aby trzecie oddzialywanie
achiralnego czynnika bylo réwnoczesne dla enancjomeru i selektora. Obrazowo zostato
to przedstawione uzywajac prawej (R) i lewej reki (S), jako prostego modelu chiralnych
obiektow. Lewa r¢ka jednej osoby przedstawia chiralny selektor natomiast obie rgce
drugiej osoby symbolizuja dwa enancjomery. Oddzialywania przyciagajace zachodza,
jesli dwa palce tego samego rodzaju dotykaja si¢ [77]. Wyrdzniono nastgpujace
przypadki:

Pierwszy, w ktorym powierzchnia achiralna posredniczy w rozréznieniu
chiralnym. Zaréwno chiralny selektor jak i rozdzielane enancjomery adsorbuja si¢ na
sztywnej powierzchni achiralnego adsorbentu. Taka sytuacja przedstawiona jest za
pomoca rak lezacych na stole, gdzie wewngtrzna strona dloni jest przyciagana przez
powierzchni¢ lub zewngtrzna odpychana przez otoczenie. Dzigki temu dwupunktowe
oddzialywanie jest wystarczajace, aby nastapito chiralne rozréznienie (Rys. 25). W tym
przypadku tylko lewa i prawa rgka moga dotyka¢ si¢ dwoma palcami tworzac
kompleksy RS. Natomiast utworzenie komplekséw RR i SS za pomoca wigcej niz
jednego punktu jest niemozliwe, dlatego tez sa one mniej stabilne niz kompleksy RS
[77].
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Rys. 25. Dwa punkty oddzialywan wystarczajace do chiralnego rozréznienia w
przypadku dtoni lezacych na powierzchni [77].

Takie oddzialywania s dobrze widoczne szczegdlnie w odwréconym ukladzie
faz w roztworach wodnych, gdzie czynnik chiralny jest dodawany do fazy ruchome;.
Przyklad takiej sytuacji jest przedstawiony na Rys. 26.

OH

Rys. 26. Chiralne rozréznienie indukowane przez achiralng powierzchnig [77].

Wystepuja tu hydrofobowe oddziatywania pomigdzy achiralng faza stacjonarna C-18 a
weglowodorowymi grupami utworzonego diastereoizomeru. D-aminokwas jest silniej
zatrzymywany dzigki dodatkowemu oddziatywaniu grupy R z faza stacjonarna.
Wystepuje tu trzypunktowe oddziatywanie, przy czym dwa przyciagajace
oddziatywania mi¢dzy enancjomerem a jonem miedzi chiralnego selektora oraz trzecie

oddziatywanie z achiralng faza stacjonarna [76,77].
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W drugim przypadku molekuly achiralne uczestnicza w rozroznienieniu
chiralnym. Zobrazowane jest to za pomoca rak trzymajacych pitke, ktorej rozmiar jest
porownywalny lub mniejszy z rozmiarami dioni. Pitka wypelnia tylko przestrzen
miedzy nimi i utrzymujac je na przeciwko siebie. Odpowiednia orientacja dioni
umozliwia dwupunktowe oddzialywanie wystarczajace do chiralnego rozréznienia

(Rys. 27) [77].

Rys. 27. Dwa punkty oddzialywan wystarczajace do chiralnego rozréznienia w
przypadku dloni trzymajacych pitke [77].

Przykladem takiego oddziatywania jest molekuta wody, ktéra jest
koordynowana w pozycji aksjalnej jonu miedzi (II) chiralnego selektora (Rys. 28). W
ten sposéb posredniczy w sterycznych oddzialywaniach migdzy enancjomerem
(proling) a chiralnym selektorem (L-proling lub L-hydroksyprolina). W tym przypadku
czasteczka wody obniza stabilno$§¢ L-L komplekséw, czyli zmniejsza retencj¢ L-Pro
[78].

X
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Rys. 28. Chiralne rozréznienie posredniczone przez achiralng czasteczke [78].
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Trzecia sytuacja pokazuje mozliwos¢ polaczenia wplywu kilku achiralnych
czynnikéw posredniczacych w chiralnym rozréznieniu. Przedstawione to zostalo za
pomocg dwoch dloni lezacych na skraju dwéch ptaszczyzn o réznych wiasciwosciach
adsorpcyjnych (Rys. 29). Kompleks RS jest silniej adsorbowany niz kompleks SS. W
takim ukladzie pomimo jednego punktu oddziatywania migdzy dwoma chiralnymi

czasteczkami réwniez zachodzi rozréznienie chiralne [77].
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Rys. 29. Jeden punkt oddziatywania wystarczajacy do rozréznienia chiralnego w

przypadku dtoni lezacych na skraju dwoch powierzchni [77].

Taka sytuacja moze wystgpowaé w przypadku polaczenia wptywu achiralnej

powierzchni sorpcyjnej i molekut solwenta na rozréznienie chiralne [77].

3.1 Wplyw modyfikatoréw organicznych na rozroznienie chiralne

Organiczne modyfikatory wykorzystywane sa w ukladach faz normalnych jak
réwniez w fazach odwréconych jako czynniki regulujace retencj¢ badanych zwiazkéw.
Zwykle wykorzystuje si¢ alkohole np. metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol,
1- butanol, ale rdwniez acetonitryl i inne. W trakcie badan przeprowadzonych na wielu
réznych fazach stacjonarnych okazalo sig, iz mogg one wptywac nie tylko na retencjg,

ale i na enancjoseparacj¢ badanych zwiazkow.
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Badania wykonane na fazach Pirkla przez Ziefa i wspoétautorow [80] oraz
Peschera i wspoétautorow [81] dotycza wplywu alkoholi (etanol, 2-propanol, tert-
butanol, n-butanol) w mieszaninie z heksanem na retencj¢ i rozréznienie chiralne
badanych zwiazkow. Otrzymane wyniki pokazuja, iz enancjoseparacja wzrasta wraz z
wielko$cia (objgtoscia) zastosowanych modyfikatoréw. Dobrze jest to widoczne w
pracy Ziefa i1 innych [80]. Wspodiczynniki rozdzielenia 2,2,2-trifluoro-1-(9-
antrylo)etanolu wrastaja wraz z wielkoscia zastosowanego alkoholu i wynosza a=1,33
dla etanolu, a=1,56 dla 2-propanolu, a=1,63 dla tert-butanolu. Autorzy uwazaja, iz
otrzymane roéznice w rozroznieniu chiralnym spowodowane sg struktura alkoholi, gdyz
polarnosci faz ruchomych byly podobne. Tak wigc enancjoselektywnosé uktadu wzrasta
wraz z wzrastajaca zawada steryczng alkoholu [80,81].

Kolejng faza, na ktdrej zaobserwowano silny wpltyw dodatkow achiralnych do
fazy ruchomej w ukladzie faz odwr6conych jest kolumna z kwasna a-glikoproteing
(AGP). Hermansson [82] dzigki zamianie modyfikatora z 1-propanolu na acetonitryl
uzyskat rozdzielenie enancjomeréw werapamilu (Rys. 30). Natomiast dodanie
2-propanolu do fazy ruchomej umozliwilo enancjoseparacj¢ metylofenylobarbitalu
(Rys. 31).

o ;
0 15 min 0 15 min

Rys. 30.Wplyw organicznego modyfikatora na enancjoseparacj¢ werapamilu [82]:
(A) 10% acetonitrylu w 0,01 M buforze fosforowym, pH=7,0,
(B) 4% 1-propanolu w 0,01 M buforze fosforanowym, pH=7,0.
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Rys. 31. Rozdzielenie enancjomeréw metylofenylobarbitalu przez dodanie 2-propanolu
do fazy ruchome;j [82]
(A) 0,01 M bufor fosforanowy, pH=7,0,
(B) 2% 2-propanolu w 0,01 M buforze fosforanowym, pH=7,0.

W kolejnych pracach Enquist i Hermansson [83,84] zaobserwowali, ze poza
odpowiednim dobraniem modyfikatora fazy ruchomej wazne jest rOwniez jego st¢zenie.
Zbyt duze st¢zenie modyfikatora moze powodowaé zmniejszenie wspotczynnika
rozdzielenia (o) jak to przedstawiono dla mefenytoiny i metylofenylobarbitalu na
Rys. 32 i Rys. 33. Badano réwniez wplyw réznych alkoholi (metanol, etanol,
1-propanol, 1-butanol, 2-propanol, (R,S)-2-butanol, (S)-2-butanol) na rozdzielenie
chiralne tych dwoch zwiazkéw. Wyniki pokazuja, ze dodatek alkoholu z wyjatkiem
metanolu wplywa na powstawanie enancjoseparacji badanych zwiazkéw. Ponadto w
przypadku metylofenylobarbitalu zauwazono, iz wspoiczynnik rozdzielenia zwigksza
si¢ wraz ze wzrostem dtugosci tancucha alkoholu badz dodatku alkoholu z tancuchem

rozgalezionym.
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Rys. 32. Wplyw zwigkszenia stgzenia modyfikatora w 0,01 M buforze fosforowym
(pH=7,2) na wspodtczynnik rozdzielenia mefenytoiny:
B 1-propanol, [J 2-propanol, € acetonitryl.
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Rys. 33. Wplyw zwigkszenia st¢zenia modyfikatora w 0,01 M buforze fosforowym
(pH=7,2) na wspdtczynnik rozdzielenia metylofenylobarbitalu:
B 1-propanol, (] 2-propanol, 4 acetonitryl.

Hermansson J and Hermansson 1. [85] badali wptyw pigciu modyfikatoréw: metanolu,
etanolu, 1-propanolu, 2-propanolu, acetonitrylu na retencj¢ i enancjoseparacj¢
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych. Stwierdzili, ze organiczne modyfikatory
poza tym, iz skracaja czasy retencji moga rowniez nieznacznie wpltywac na zwigkszenie
badz zmniejszenie rozdzielenia badanych zwiagzkéw w poréwnaniu do fazy bez dodatku
modyfikatora. Ciekawy wynik otrzymano dla tiaprofenu, ktérego enancjomery
rozdzielajg si¢ jedynie w fazie z dodatkiem 1-propanolu lub 2-propanolu. Przy czym
stgzenie 2-propanolu nie powinno by¢ wigksze niz 2%.

Autorzy sugeruja dwa wyjasnienia omowionych wyzej przykladow: pierwsze, ze
modyfikatory moga wspolzawodniczy¢ z badanymi enancjomerami poprzez
oddziatywania z wigzacymi miejscami proteiny. Natomiast rézna hydrofobowos¢
i r6zne wlasciwosci w tworzeniu wigzan wodorowych (akceptor, donor) organicznych
modyfikatorow powoduja, ze w odmienny sposob wplywaja one na
enancjoselektywnos¢. Drugie wyjasnienie opiera si¢ na tym, iz organiczne dodatki
adsorbuja si¢ na proteinie indukujac w ten sposéb odwracalne zmiany w jej konformacji
[82-85].

W celu potwierdzenia, iz organiczne modyfikatory fazy ruchomej w sposob
odwracalny adsorbuja si¢ silnie na fazie AGP Enquist i Hermansson do bardziej
szczegolowych badan wybrali 1-propanol i acetonitryl [83]. Modyfikatory te r6znig si¢
hydrofobowos$cia i posiadaja rézne wilasciwosci w tworzeniu wiazan wodorowych
(1-propanol - akceptor i donor w tworzeniu wigzania wodorowego, acetonitryl -

akceptor w tworzeniu wiazania wodorowego). Badania wykazaly, ze bardziej
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hydrofobowy 1-propanol silniej adsorbuje si¢ na kolumnie niz acetonitryl.
Rozpuszczalniki te tworza monowarstwe, gdy st¢zenia 1-propanolu jest 1,3 M (10%
v/v) a acetonitrylu 2,8 M (15% v/v). Natomiast przy wigkszych stgzeniach powstaje
wielowarstwa, ktéra nie jest jednak przeszkoda do tego, aby nastapilo rozréznienie
chiralne np. zwiazki trimipramina i alprenolol rozdzielaja si¢ przy 7,61 M (40% v/v)
stezeniu acetonilrylu w fazie ruchomej (wspodtczynnik rozdzielenia odpowiednio a=1,12
i 1,25). Natomiast w celu sprawdzenia oddzialywania organicznego modyfikatora na
konformacj¢ proteiny zmierzono widma dichroizmu kotowego dla AGP w buforze
fosforanowym (pH=7) z i bez 2-propanolu. Widma w obu przypadkach byly identyczne
nawet, jesli stgzenie 2-propanolu zwigkszono do 40%. Na tej podstawie wysnuto
przypuszczenie, iz zmiany enacjoselektywnosci wywolywane przez modyfikatory
organiczne wynikaja gldwnie z ich wspélzawodniczenia w obsadzaniu miejsc
aktywnych z enancjomerami. Jednakze autorzy podkreslaja, ze nie mozna zaniedbywac
niewielkich zmian w konformacji proteiny, ktére powoduja powstawanie nowych
miejsc wiazacych. Zmiany te moga by¢ istotne w przypadku oddzialywania pomigdzy
matymi molekutami i biatkiem, ktérych nie mozna rozpozna¢ za pomocg metody
dichroizmu kotowego [83].

Natomiast Gyimesi-Forras 1 inni [86,87] do pomiaréw wplywu modyfikatoréw
na konformacjg biatka wybrali acetonitryl i dioksan ze wzgledu na rézne wlasciwosci w
oddzialywaniu z powierzchnig proteiny (acetonitryl jest stabym, natomiast dioksan
silnym akceptorem wigzania wodorowego). Wyniki ich prac pokazuja, ze oba
modyfikatory adsorbuja si¢ na powierzchni proteiny z tym, ze acetonitryl silniej przy
pH=7,2, a dioksan przy pH=4. Ponadto w pH=4 po nasyceniu miejsc wigzacych ilos¢
zaadsorbowanych czasteczek obu modyfikatorow zwigksza si¢ prawie dwukrotnie, co
moze wskazywaé na tworzenie si¢ drugiej warstwy organicznych rozpuszczalnikow na
powierzchni AGP badZz nastgpuja zmiany w konformacji selektora umozliwiajace
oddzialywania z wczesniej niedostgpnymi grupami wigzacymi. Zmierzone widma
dichroizmu kotowego dla AGP w acetonitrylu o réznych st¢zeniach (0%, 10%, 15%,
20%) w pH=4 pokazuja, iz ze wzrostem st¢Zzenia zmienia si¢ intensywnos¢
1 przesuniecie pasm odpowiadajacych fragmentom AGP, co wskazuje na stopniowe
zmiany w jej strukturze. Radykalne zmiany wystepuja przy zmianie st¢zenia
acetonitrylu z 20% na 30% co juz wyraznie wskazuje na zamiany w drugorzedowe;j

strukturze proteiny. Natomiast przy zmianie pH z 4 na 7,2 widma dichroizmu kotowego
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dla AGP w acetonitrylu w réznych stgzeniach niewiele si¢ r6znia, nawet w przypadku
zwigkszenia jego stezenia do 30%. Swiadczy to o tym, iz zachodzace niewielkie zmiany
w mikrosrodowisku biatka zachodzace przy pH=7,2 nie prowadza do wigkszych zmian
w jego strukturze [86]. Wykonano réwniez badania zaleznosci stalej wygaszania (Kgy)
fluorescencji dla AGP w acetonitrylu przy réznych stgzeniach (0%, 10%, 15%, 20%,
30%) w roztworze o pH=4 1 pH=7. Jako hydrofobowego wygaszacza fluorescencji
uzyto trichloroetanolu, ktéry okreslat stopien dostgpnosci reszt tryptofanowych w AGP.
W pH=7 nie zauwazono znaczacych zmian nawet w obecnosci 30% acetonitrylu, co
wskazuje, iz nie zachodza strukturalne zmiany w mikrosrodowisku reszt
tryptofanowych. Moze to by¢ spowodowane tym, iz fluorofory nie sa zlokalizowane w
hydrofobowej czgsci molekutly lub sa one niedostepne dla wygaszacza. W tym wypadku
reszty tryptofanu sa prawdopodobnie utrzymywane wewnatrz proteiny za pomoca
silnych oddzialywan wewnatrzmolekularnych stabilizujacych jej konformacjg. W pH=4
dodatek acetonitrylu wyraznie zwigkszyl warto$¢ statej wygaszania (Ksy), co wskazuje
na zwigkszenie dostgpnosci reszt tryptofanu dla wygaszacza. Wyniki te sugeruja, iz
zmiana konformacji AGP indukowana jest przez organiczny modyfikator — acetonitryl
[87]. Znaczyloby to, iz w przypadku tej fazy zmiany konformacji wywolwane przez
organiczny modyfikator oraz pH fazy ruchomej wplywaja na zmiang
enanacjoselektywnosci.

Z kolei A. Karlsson i A. Nystrom [88] badajac wptyw réznych modyfikatorow
(metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, acetonitryl i dimetylosulfotlenek (DMSO)) na
enancjoselektywnos¢ clevidipine zauwazyli zmian¢ kolejnosci wymywania
enanacjomeréw w przypadku zastosowania 1-propanolu w poréwnaniu do pozostatych
modyfikatrow. Wyniki ich pracy pokazuja, ze zmiana ta pojawia si¢ wraz ze
zwigkszeniem dlugosci tancucha alkoholi pierwszorzedowych (w 2-propanolu zwiazek
nie dzieli si¢) natomiast zastosowanie acetonitylu oraz DMSO nie prowadzi do tego
efektu. Autorzy sugeruja, iz powodem wystgpowania tego zjawiska moze by¢ zmiana
konformacji AGP w zaleznosci od zastosowanego modyfikatora w fazie ruchomej badz
analit hydrofobowy moze tworzy¢ kompleksy z modyfikatorem organicznym, ktére w
rézny sposob adsorbuja si¢ na powierzchni proteiny.

Fazy polisacharydowe rowniez naleza do grupy kolumn, ktore sa bardzo czute
na zmian¢ Srodowiska achiralnego. W ukfadzie faz normalnych na tych kolumnach

retencj¢ badanych zwiazkow reguluje si¢ poprzez dodatek alkoholi zwykle 2-propanolu,
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etanolu, a takze metanolu, 1-propanolu, 1- butanolu, itp. do heksanu. Podobnie jak i dla
wczesniej omowionych selektorow zauwazono, iz zmiana skladu fazy ruchome;j
prowadzi do zmiany nie tylko retencji, ale i enancjoselektywnosci uktadu.

Balmer i wspoélautorzy [89] poréwnali wplyw alkoholi (metanol, etanol,
1-propanol, 2-propanol) na rozroznienie chiralne omeprazolu i jego strukturalnego
analogu timoprazolu na kolumnie Chiralpak AD. Zastapienie etanolu 1-propanolem lub
2-propanolem spowodowalo nie tylko zmniejszenie wspoétczynnika rozdzielenia (o)
omeparazolu z 1,8 na 1,1-1,3, ale rowniez i zmian¢ kolejnosci wymywania
enancjomeréw. Dodatek etanolu i propanolu w odpowiednich proporcjach (4% etanolu
i 10 % propanolu) powoduje zanik rozdzielenia enancjomeréw (a=1,0). Natomiast
dodatek metanolu (uzytego razem z 2-propanolem z powodu stabej rozpuszczalnosci w
heksanie) powoduje ta sama kolejno$¢ wymywania enanacjomeréw jak w przypadku
etanolu. Ciekawy efekt zauwazono w przypadku rozdzielania timoprazolu stosujac
stopniowo dodatek metanolu od 0 do 20% do fazy 2-propanol/heksan (20/80 v/v).
Stezenie metanolu do ok. 6% powodowalo niewielki wplyw na wspélczynnik
rozdzielenia (o~1,2). Natomiast wraz ze zwigkszeniem stgzenia metanolu od 6% do 8%
wspotczynnik rozdzielenia wzrést do okolo 2,2 i utrzymywal si¢ na podobnym
poziomie nawet gdy stg¢zenie metanolu wzrosto do 20%. Zauwazono, iz dodatek
metanolu powoduje zwigkszenie retencji tylko (+) enancjomeru, podczas gdy
(-) enancjomer zachowuje si¢ tak jak przy zwigkszaniu polarnosci fazy ruchome;j, czyli

wraz ze wzrostem ilosci metanolu w fazie jego wspoétczynnik retencji maleje (Rys. 34).

A A A A

' f " 15 2 % metanol

Rys. 34. Wplyw dodatku metanolu do fazy ruchomej 2-propanol/heksan (20/80, v/v) na
wspolczynnik retencji enancjomerdw timoprazolu na kolumnie Chiralpak AD:

O - (+) enancjomer, O - (-) enancjomer [89].
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Autorzy interpretujg to zjawisko jako wspolzawodnictwo pomiedzy alkoholami
zawartymi w fazie ruchomej w adsorbowaniu si¢ na fazie stacjonarnej. Metanol w
wyzszym stgzeniu wypiera 2-propanol zaadsorbowany na fazie stacjonarne;.
Poszczegélne enancjomery oddzialuja z réznymi miejscami wiazacymi na chiralnej
fazie stacjonarnej. Dodatek modyfikatora moze wpltywaé na miejsca wigzace tylko dla
jednego z enanacjomeréw zmieniajac jego retencj¢ a tym samym i wplywajac na
enancjoselektywnos¢.

Kunath i inni badali wplyw alkoholi (2-propanol, etanol, mieszanina etanol-
metanol) a takze ich stezenia (20%, 10%, 5%, 2%) na rozrOznienie chiralne na
kolumnach Chiralcel OD i Chiralpak AD [90,91]. Wyniki ich prac pokazuja, ze badane
zwiazki lepiej rozdzielaja si¢ na kolumnie AD. Ponadto na tej kolumnie
zaobserwowano, ze chociaz wyzsza polarnos¢ alkoholu powinna prowadzi¢ do
ostabienia wigzania wodorowego pomiedzy analitem i faza stacjonarng to zamiana
2-propanolu na etanol badZz mieszaning etanol-metanol prowadzita do znacznego
zwigkszenia wspoélczynnika retencji i separacji dla wigkszosci zwigzkéw. Natomiast
zmniejszenie st¢zenia modyfikatora moze prowadzi¢ zar6wno do zmniejszenia jak
i zwigkszenia enancjoseparacji badanych zwiazkow. Autorzy wzigli pod uwage dwie
mozliwosci takiego wplywu polarnych modyfikator6w na chiralne rozréznienie. W
zaleznosci od zastosowanego modyfikatora moze zmienia¢ si¢ solwatacja albo
konformacja zaréwno analitu jak i fazy stacjonarnej. BadZ tez modyfikator wywotuje
zmiang w sterycznym otoczeniu chiralnej wngki fazy stacjonarnej. Jednakze wykonane
widma dichroizmu kotowego dla wybranych zwiazkéw w 2-propanolu i metanolu byty
identyczne, co potwierdzito, ze modyfikatory nie wplywaja na konformacje badanych
zwiazkéw. Zaobserwowany wpltyw modyfikatoréw jest prawdopodobnie zwigzany ze
zmiang geometrii lub/i rozmiaru chiralnych kanaléw fazy stacjonarnej w zaleznosci od
rodzaju uzytego alkoholu.

Wang i1 wspoétautorzy poréwnali wplyw modyfikatoréw (etanol, 2-propanol) na
retencj¢ i separacj¢ trzech par strukturalnie powiazanych enancjomerdéw z jednym,
dwoma 1 trzema centrami chiralnosci [92] oraz wybranych potproduktéw
farmaceutycznych [93] na celulozowej kolumnie Chiralcel OD i jej amylozowym
odpowiedniku Chiralpak AD. W pracach tych réwniez zauwazono, iz na kolumnie
Chiralpak AD polarnos¢ fazy ruchome;j nie jest czynnikiem dominujacym w okreslaniu

wspolczynnika retencji badanych zwiazkéw 1 zamiana 2-propanolu na etanol powoduje
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zwigkszenie retencji badanych zwiazkéw. W wigkszosci przypadkéw enancjomery
rozdzielaja si¢ dobrze na obu kolumnach w obu fazach ruchomych. Jednakze
zauwazono interesujace zjawisko, iz enancjomery wymywaja si¢ na kolumnie Chiralpak
AD w odwroconej kolejnosci w poréwnaniu do kolumny Chiralcel OD (Rys. 35, 36).
Ponadto na kolumnie Chiralpak AD zmiana kolejnosci wymywania kilku
enancjomerow spowodowana byla zamiana modyfikatora fazy ruchomej z etanolu na
2-propanol. Autorzy sugeruja, iz roznice w retencji, separacji i kolejnosci wymywania
badanych zwiazkow na kolumnach Chiralcel OD i Chiralpak AD sg wynikiem réznic w
konformacji pomigdzy tymi selektorami. Natomiast efekty na kolumnie Chiralpak AD
takie jak zamiana kolejno$ci wymywania enanacjomeréw w zaleznosci od
zastosowanego modyfikatora czy tez zwigkszona retencja zwiazkéw poprzez dodatek
etanolu do fazy ruchomej jest prawdopodobnie spowodowana zmiang sterycznych

wlasciwosci chiralnej wngki na fazie stacjonarnej przez dany alkohol.
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Rys. 35. Zmiana kolejnosci wymywania enancjomeréw w ukladzie heksan-IPA [92]:
(a) kolumna Chrialpak AD, heksan/IPA (98/2, v/v),
(b) kolumna Chiralcel OD, heksan/IPA (90/10, v/v).
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Rys. 36. Zmiana kolejnosci wymywania enancjomerow w ukfadzie heksan-etanol [92]:
(a) kolumna Chrialpak AD, heksan/etanol (98/2, v/v),
(b) kolumna Chiralcel OD, heksan/etanol (92/8, v/v).
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W pracy Bielejewskiej i innych [94] badany byt wptyw alkoholi (etanolu,
1-propanolu, 2-propanolu) na rozdzielanie linezolidu na kolumnach Chiralpak AD
i Chiralcel OD. Otrzymane wyniki wskazuja, iz lepsza enanacjoseparacj¢ i krotsze
czasy retencji otrzymano na fazie Chiralpak AD. Ponadto enancjomery wymywaja si¢
w odwréconej kolejnosci na obu kolumnach. Jednakze zmiany kolejnosci
enancjomeréw mozna tez dokona¢ zamieniajac modyfikator fazy ruchomej z etanolu na
2-propanol lub 1-propanol. Zmiana retencji i enancjoseparacji powodowana jest
prawdopodobnie wptywem alkoholi na steryczne otoczenie chiralnych wngk i kanatow
faz stacjonarnych. Autorzy zwracaja rOwniez uwage na to, ze obie fazy posiadaja ten
sam podstawnik a zatem to struktura chiralnego selektora moze odgrywaé giéwna role
w chiralnym rozrdéznieniu.

Wang i wspotautorzy [95,96] za pomoca NMR-u ciala stalego badali
strukturalne zmiany fazy Chiralpak AD w zaleznosci od skladu fazy ruchome;
zawierajacej mieszaning heksanu z alkoholem (etanol, 1-propanol, 2-propanol,
1-butanol, #-butanol). W pierwszej pracy [95] poréwnali widma CP-MAS Chiralpak AD
dla fazy suchej, przemytej 100% heksanem oraz mieszaninami heksan:etanol
i heksan:2-propanol w réznych st¢zeniach. Wyniki wskazuja, iz heksan wbudowuje si¢
w strukturg fazy stacjonarnej. Zastosowanie fazy ruchomej z dodatkiem alkoholowych
modyfikatoréw pokazuje, iz stopniowo wypieraja one heksan i wbudowuja si¢ w
struktur¢ Chiralpak AD. Przy czym 2-propanol silniej niz etanol wypiera heksan z fazy
stacjonarnej. Ponadto alkohole te daja wyraznie r6zny wklad w konformacyjny rozklad
fazy Chiralpak AD, co jest prawdopodobnie spowodowane réznica w obszernosci
czasteczek etanolu i 2-propanolu. W drugiej pracy [96] zbadano kolejne alkohole:
1-propanol, 1-butanol, -butanol. Wyniki pokazuja, ze te alkohole rowniez wbudowuja
si¢ w faze stacjonarng. Zostalo potwierdzone, ze struktura fazy Chiralpak AD rézni sig
w zaleznosci od zastosowanego alkoholu. Alkohole o budowie rozgal¢zionej
(2-propanol, t-butanol) w poréwnaniu do alkoholi o budowie linowej (etanol,
1-propanol, 1-butanol) powoduja wigksze skrecenie jednostek glukozy w helikalnej
strukturze fazy stacjonarnej. R6znice w chiralnym rozréznieniu autorzy przypisuja
zaobserwowanym strukturalnym zmianom spowodowanym przez przestrzenne roznice
poszczegllnych alkoholi. Zmiany te tworza specyficzne stereootoczenie chiralnej
wneki, co wplywa na enancjoselektywno$¢ badanych zwiazkéw. Autorzy nie

wykluczaja jednak mozliwosci solwatacji analitu przez alkohole. Zwiazki solwatowane
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réznymi alkoholami moga posiada¢ r6zng wielkos¢ i ksztalt, przez co w inny sposob
dopasowuja si¢ do chiralnej wngki powodujac réznice w ich enancjoseparacji.
Aboul-Enein i Ali [97] badali wplyw alkoholi (metanol, etanol, 1-propanol,
2-propanol, 1-butanol) na rozréznienie chiralne nebiwololu w uktadzie faz normalnych
na kolumnie Chiralpak AD i w ukladzie faz odwréconych na kolumnie
Chiralpak AD-RH. Autorzy twierdza, iz rozdzielenie nebiwololu jest kontrolowane
zarowno przez polarmmos$¢é jak 1 lepkos¢ zastosowanych alkoholi. Najbardziej
odpowiednie sa etanol, 1-propanol, 2-propanol jako modyfikatory fazy ruchome;j, gdyz
tylko w tych przypadkach uzyskano rozdzielenie enancjomeréw do linii bazowej. W
ukladzie faz normalnych zamiana modyfikatora: metanolu, etanolu badz 1-propanolu na
2-propanol lub 1-butanol spowodowala zmiang kolejnosci wymywania enanacjomerow.
Natomiast w ukladzie faz odwrdoconych takiej sytuacji nie zaobserwowano. Moze to
wynikaé z faktu, ze alkohole silniej oddziatuja z faza stacjonarna w ukladzie faz
normalnych niz w ukladzie faz odwréconych. Stabsze oddziatywania alkoholi na
kolumnie Chiralpak AD-RH moga by¢ spowodowanie obecnoscia odpychania migdzy
alkilowymi tancuchami alkoholi i alkilowymi tancuchami fazy stacjonarnej nadajacymi

jej whasciwosci fazy odwréconej.

3.2 Woda jako modyfikator faz normalnych

Balmer i wspoétautorzy [98,99] badali wplyw zawartosci wody w fazie
organicznej na enancjoseparacj¢ aminoalkoholi. Zauwazyli, iz sterujac zawartoscia
wody w fazie organicznej mozna znaczaco wplyna¢ na retencj¢ oraz chiralne
rozdzielenie zwigzkow na kolumnie Chiralcel OD. Zwigkszenie zawartosci wody w
fazie ruchomej z 200 do 1400 mg/l wptynelo gléwnie na enancjomer S metoprololu,
ktorego retencja zmniejszyla si¢ o polowe natomiast retencja enancjomeru R prawie si¢
nie zmienita. Spowodowalo to zmniejszenie wspoélczynnika rozdzielenia z 2,4 do 1,4
[98]. Podobna zalezno$¢ zaobserwowano dla analogu metroporolu dla ktérego
zwigkszanie zawartosci dodatku wody od 0 do 1600 mg/l réwniez silnie oddziatywato
na retencj¢ tylko jednego enancjomeru (S), podczas gdy retencja drugiego (R) pozostata
prawie bez zmian. W tym przypadku nie tylko zmienily si¢ wsp6iczynniki rozdzielenia,

ale nastapila zmiana kolejnosci wymywania enancjomeréw. Autorzy sadza, ze
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aminoalkohole wymywane sa dzigki oddzialywaniu z dwoma réznymi miejscami
chiralnymi fazy stacjonarnej. Wiasciwosci wiazace jednego z nich silnie zaleza od
tworzenia wigzan wodorowych i jego wptyw na selektywnos¢ oraz zmiang kolejnosci
wymywania enanacjomeré6w moze by¢ kontrolowany przez zawarto$¢ wody w fazie
ruchomej [99].

Interesujacy efekt zauwazono w pracach omawianej wczesniej przy wplywie
alkoholi na kolumnie Chiralpak AD [89,94]. W pierwszej dodatek wody (1 g/l) do fazy
ruchome;j, w ktorej zastosowano 1-propanol jako modyfikator zmniejsza wspotczynnik
retencji badanego zwiazku, natomiast dla 2- propanolu jako modyfikatora wspotczynnik
retencji zwigksza si¢. Podobne efekty zostaly zauwazone w pracy Bielejewskiej
i innych [94]. Dodatek niewielkiej ilo$ci wody (0,2%) do fazy ruchomej z
1-propanolem lub 2-propanolem na kolumnie Chiralpak AD powodowal zwigkszenie
wspoélczynnika retencji jednakze wptywal na obnizenie enancjoseparacji badanego
zwiazku. Natomiast w fazie z etanolem dodatek wody obnizat zarwno wspotczynnik
retencji jak i wspolczynnik rozdzielenia badanego zwiazku. Z kolei na kolumnie
Chiralcel OD dodatek wody do fazy ruchomej wywolywal efekt odwrotny.
Wspblczynniki retencji badanych enancjomeréw w fazie z 1-propanolem
i 2-propanolem zmniejszaty si¢ natomiast w fazie z etanolem zwigkszaly. Po dodaniu
wody do fazy ruchomej w fazie z etanolem i 2- propanolem enencjoselektywnos¢
zwigkszyla sig.

Ning [100] rozdzielajac chiralne analogi 2-okso-3-piperydynoacetamidu na
kolumnie Chiralcel OD wykorzystat wode jako polarny modyfikator faz normalnych.
Ilo$¢ dodanej wody jest ograniczona jej rozpuszczalnoscia w fazie ruchomej, jednakze
w tym przypadku niewielki dodatek do fazy: etanol/heksan/TFA (10/90/0,01 v/v/v) jest
niezb¢dny, aby otrzymac rozdzielenie enanacjomeréw. Wzrost zawartosci wody z
0,01% przez 0,18%, 0,28%, do 0,38% powoduje zwigkszenie rozdzielczosci pikow od 0
do warto$ci 1,45. Zaobserwowano takze, podobnie jak w poprzednio omoéwionych
pracach, iz dodatek wody silniej wplywa na zmniejszenie retencji tylko jednego z
enancjomeréw poprawiajac w ten sposob wspoétczynniki rozdzielenia. Autor przedstawit
nast¢pujaca propozycj¢ prawdopodobnego mechanizmu separacji. Poniewaz woda jest
bardziej polarnym rozpuszczalnikiem niz etanol jej niewielki dodatek do fazy ruchome;j
znacznie zwigksza jej hydrofilowo$é. W ten sposob powstaje bardziej polarne

srodowisko zaréwno dla analitu jak i fazy stacjonarnej. Zwigkszona hydrofilowosé

50



Czes¢ literaturowa

moze umozliwia¢ aminie zawartej w analicie tworzenie par jonowych z kwasem
trifluorooctowym w fazie ruchomej. Dzigki czemu enancjomery réznie oddzialuja z

faza stacjonarna i nastgpuje ich rozdzielenie.

4. Badania temperaturowe w chromatografii

Temperatura jest parametrem, ktéry moze wplywaé zarowno na
enacjoselektywnos¢ jak i na retencj¢ badanych zwiazkéw. Badania wplywu temperatury
na rozdzielenie chiralne moga pomoc w dobraniu optymalnych warunkéw analizy jak
rébwniez moga dostarczy¢ informacji ulatwiajacych zrozumienie fizykochemicznych
podstaw tworzenia si¢ kompleksow pomi¢dzy faza stacjonarna i analizowanym
zwiazkiem. W tym celu wyznacza si¢ parametry termodynamiczne.

Temperatura moze wplywac na rozdzielenie badanych substancji na dwa rézne
sposoby. Pierwszy to efekt kinetyczny, w ktorym temperatura wplywa na popraweg
sprawnosci ukladu (szerokos¢ piku). Wynika on z jej wplywu na lepkos¢
i wspotczynnik dyfuzji. Wzrost temperatury obniza lepkos¢ fazy ruchomej i zwigksza
wspolfczynnik dyfuzji analitu zaréwno w fazie ruchomej jak i w fazie stacjonarnej
[101,102]. Drugi, nazywany efektem termodynamicznym, zwiazany jest ze zmiana
wspoélczynnika rozdzielenia a (gdyz AAG® = -RT In ). Wspélczynnik rozdzielenia na
ogél maleje ze wzrostem temperatury, chociaz znane sa tez przypadki wzrostu
enancjoselektywnosci ze wzrostem temperatury [101,102].

Wplyw temperatury w chromatografii cieczowej badany byl na wielu réznych
fazach stacjonarnych z cyklodekstryna, a-glikoproteina, pochodnymi celulozy
i amylozy [94,103-108].

4.1 Termodynamiczne parametry rozdzielania enancjomeréw

W ukladzie chromatograficznym 2z chiralnymi fazami stacjonarnymi
wspotczynnik retencji analizowanej substancji zalezy od procesu jej podzialu pomigdzy

faze mobilng i stacjonarng. Stala podzialu (K) analitu jest funkcja réznicy entalpii
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swobodnej (energii Gibbsa) (AG°) analitu w tych dwoch fazach, co mozemy

przedstawi¢ za pomoca wzoru [101,106,107]:

AG°=-RTIn K (1N
gdzie:
R - stata gazowa [J/mol*K]

T - temperatura [K]
K — stala podzialu

Podstawiajac k/¢ w miejsce K zgodnie ze wzorem:

K=k/¢ 2

gdzie:

k — wspotczynnik retencji

@ —stosunek faz (stosunek objetosci fazy stacjonarnej do objetos¢ fazy ruchomej)

oraz wyrazajac AG® za pomoca réwnania:

AG® = AHP — TAS® 3)

gdzie:

AHP - standardowa entalpia przejécia analitu z fazy ruchomej do fazy stacjonarne;j

AS° - standardowa entropia przejscia analitu z fazy ruchomej do fazy stacjonarnej

otrzymujemy:

-RT In (k/§) = AH® — TAS® (@)

co przeksztalcajac daje nam rownanie van't Hoffa dla procesu chromatograficznego:

In k = -(AH°/RT) + (AS®/R) + In ¢ (5)
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Jesli AH®, AS°, ¢ s niezalezne od temperatury, to wtedy wedtug réwnania (5) zaleznos¢
Ink od 1/T jest liniowa. Z nachylenia prostej otrzymujemy -AH°/R a z przecigcia
AS°/R + In ¢.

Wspotczynnik retencji & jest sumg achiralnych i chiralnych oddziatywan analitu
z faza stacjonarna. Natomiast wspéfczynnik rozdzielenia (a) dla pary enancjomerow
jest miara enancjoselektywnosci i jest waznym parametrem mierzacym wzgledne

chiralne réznice retencji pomigdzy enancjomerami [106].

o =ki/k; ©)

Wspotczynnik rozdzielenia (o) jest powiazany z réznica zmian entalpii swobodnej

oddziatywan enancjomerdw z faza stacjonarna (AAG®) za pomoca réwnania:

AAG® =-RT In @ (7

Wykorzystujac rownanie (3) otrzymujemy:

Ina = - AAG®/RT = - (AAH®/RT) + (AAS®/R) (8)

gdzie:

AAG?® - rdznica zmian entalpii swobodnej kompleksowania dla dwoch enancjomeréw
)

AAH?® - réznica zmian entalpii kompleksowania dla dwoch enancjomeréw

AAS? - roznica zmian entropii kompleksowania dla dwoch enancjomeréw

Parametry termodynamiczne AAH°® i AAS° mozemy otrzymaé¢ dwoma sposobami:
obliczajac réznicg AH,° - AH,° 1 AS;°- AS,° badz jesli zaleznos$¢ Ina od 1/T jest liniowa
to wyliczajac z nachylenia prostej (-AAH°/R) oraz przecigcia (AAS®/R). Wartosci
otrzymane obiema metodami powinny by¢ identyczne z uwzgl¢dnieniem biedu

eksperymentalnego [101].

53



Czes¢ literaturowa

Rownanie (8) wskazuje ponadto, ze istnieje teoretyczna temperatura Tis,, W

ktorej enacjoselektywnos¢ zanika (a=1):

Tiso = AAH®/AAS® )

W temperaturze powyzej Tis, kolejnos¢ elucji enancjomerow zostaje odwrocona. Z
praktycznego punktu widzenia T, jest czgsto zbyt wysoka do osiagnigcia w
chromatografii cieczowej z uwagi na ograniczenie temperaturowe dla stosowanych
kolumn [106,109].

Liniowa zalezno$§¢ réwnania van't Hoffa sugeruje, iz konformacja fazy
stacjonarnej jest sztywna oraz ze mechanizm rozréznienia chiralnego nie zmienia si¢ w
zakresie temperatur zastosowanych w eksperymencie [110]. Jednakze nie we
wszystkich przypadkach zaleznos¢ van't Hoffa jest liniowa. Zaleznosci nieliniowe byly
obserwowane w badaniach temperaturowych na fazach stacjonarnych w odwréconym
ukiadzie faz (Rys. 37 i Rys. 38). Moga by¢ one przejawem zmian w mechanizmie
retencji [101,111-113].
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Rys. 37. Zalezno$¢ van't Hoffa dla benzenu w uktadzie faz odwrdoconych w fazie

ruchome;j: acetonitryl/woda (60/40 v/v) [113].
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Rys. 38. Zaleznos¢ van't Hoffa dla benzenu w ukladzie faz odwrdéconych w fazie

ruchomej: woda/1-propanol (95/5 v/v) [111].

Aby zachodzilo rozréznienie chiralne enancjomeréw, AG° tworzonych
kompleksow analitu z faza stacjonarng musi by¢ rézna dla poszczegélnych
enancjomerow. Nawet niewielkie zmiany entalpii swobodnej kompleksowania dwoch
enancjomeré6w sg wystarczajace do ich rozdzielenia AAG=0,024 kJ/mol odpowiada
o=1,01 [79]. Jednakze rozdzielenie zwiazkéw do lini podstawowej (rozdzielczos¢
pikow Rs=1,5) przy enancjoselektywnosci a=1,01 wymagatoby zastosowania kolumny
o bardzo wysokiej sprawnosci (efektywna liczba polek teoretycznych Ner = 367000).

Kusters i inni [103] w badaniach temperaturowych przeprowadzonych na
kolumnach Chiralcel OB i Chiralcel OD sugeruja, iz na podstawie wielkosci AAH
mozna stwierdzi¢, jakie oddzialywania sa odpowiedzialne za rozréznienie chiralne.
Autorzy wyrdznili trzy grupy. W pierwszej, w ktorej wartosci AAH mieszcza si¢ migdzy
-0,05 a -0,1 kcal/mol za rozroznienie chiralne odpowiedzialne sa zawady steryczne.
Wartosci AAH migdzy -0,5 i -1,0 kcal/mol wklad zawady sterycznej jest wzmacniany
przez drugi rodzaj oddziatywan takich jak stabe oddzialywania n-m lub stabe
oddziatywania wodorowe. Trzecia grupa, gdy wartosci AAH sa wigksze od -1,0
kcal/mol wtedy rozréznienie chiralne wydaje si¢ by¢ rezultatem dodatkowych silnych
oddzialywan mn-m lub wiazan wodorowych dla enancjomeru wymywanego w drugiej

kolejnosci.
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5. Ilosciowa zalezno$¢ struktura - retencja (QSRR)

Jedng z rozwijajacych si¢ w ostatnich czasach metod jest przewidywanie z
parametrow stukturalnych zwiazku chemicznego jego wiasciwosci fizykochemicznych
i biologicznych. Ilo$ciowe zaleznosci struktura — retencja (QSRR) (ang. Quantitative
Structure - Retention Relationships) jest statystycznie wyprowadzonym modelem, ktory
opisuje zalezno$¢ migdzy retencja a fizykochemicznymi wiasciwosciami zwiazku jak
rowniez fazy stacjonarnej i ruchomej. Jedne z pierwszych doniesien zastosowania tej
metody w chromatografii pojawily si¢ w 1977 roku. Dotyczyly one korelacji
parametrow retencji z indeksami topologicznymi [114,115].

Metoda QSRR w chromatografii cieczowej polega na korelacji parametréw
retencji odpowiednio duzej strukturalnie reprezentatywne;j serii analitow testowych oraz
odpowiednio dobranych deskryptorow molekularnych. Jesli otrzymane wyniki sg
statystycznie i fizycznie wiarygodne to metodg¢ ta mozemy zastosowac¢ do [116,117]:

= przewidywania retencji nowych analitow i identyfikacji nieznanych analitow,
* wyjasnianiu mechanizméw retencji i separacji w danym ukladzie
chromatograficznym,
= okreslania wlasciwosci faz stacjonarnych oraz ztozonych fizykochemicznych
wlasciwosci analitu,
» identyfikacji deskryptorow najbardziej uzytecznych pod wzgledem wtasciwosci
strukturalnych,
= ilosciowego poréwnywania wlasciwosci separacyjnych réznych typow
wypehien kolumn chromatograficznych.
Metodologia i zastosowanie badan QSRR przedstawione zostaly schematycznie na Rys.
39[116].

Jednym z zasadniczych probleméw jest odpowiednie przedstawienie struktury
molekularnej w modelu QSRR. W tym celu wykorzystywane sa deskryptory.
Deskryptory molekularne sa to parametry bezposrednio odnoszace si¢ do wlasciwosci
molekuly, ktére moga byé obliczone lub wyznaczone eksperymentalnie. Deskryptory
mozemy podzieli¢ na kilka grup: fizykochemiczne (np. parametry rozpuszczalnosci,
temperatury wrzenia, wartosci pK,), zwigzane z polarnoscia czasteczki (np. momenty
dipolowe), zwiazane z wielkoscia czasteczki (np. objetos¢ van der Waalsa,

polaryzowalnos¢) topologiczne i wiele innych [116].
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wlasciwoéci fizykochemicznych aktywnosci biologicznych

Rys. 39. Metodologia i zastosowanie badan QSRR [116].

Drugim powaznym problemem jest wyselekcjonowanie z szeregu deskryptoréw
najbardziej wiarygodnie opisujacych oddzialywania pomigdzy fazami (stacjonarna,
ruchoma) i analitem w kazdym konkretnym przypadku. Ze wzgledu na sposéb wybrania
kompletu odpowiednich deskryptoréw w metodzie QSRR mozna wyréznié trzy gléwne
podejscia [116-119]:

Najprostsze sklada si¢ z regresji parametréw retencji (np. log k) w stosunku do
teoretycznie obliczonego logarytmu wspétczynnika podzialu n-oktanol/woda (clogP).
Wartosci logP obliczone sa ze strukturalnego wzoru analitu. Proste rOwnanie regres;ji

przedstawia si¢ nast¢pujaco:
logk = k; + klogP (10)
gdzie k; 1 k; sa to wspbtczynniki regresji.
Drugi typ réownan QSRR wiaze retencje z parametrami kwantowo-chemicznymi

(np. moment dipolowy, polaryzowalno$¢) i/lub innymi strukturalnymi deskryptorami

analitéw z chemii obliczeniowej. Réwnania te s z powodzeniem wykorzystywane dla
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opisu uktadu RP-HPLC przy wykorzystaniu nastgpujaceych deskryptoréw: moment
dipolowy (w), nadmiar fadunku elektronowego najbardziej ujemnie natadowanego
atomu (Omin), obszar powierzchni molekularnej dostgpnej dla wody (Awas). Kazdy z
tych parametrow jest powiazany z fizykochemicznymi wlasciwosciami czasteczki.
Parametr p opisuje oddzialywania dipol-dipol i dipol-dipol indukowany pomig¢dzy
analitem i skladnikami fazy ruchome;j lub fazy stacjonamej, omin odzwierciedla lokalng
czeSciowg polarno$¢ analitu i wskazuje na jego zdolno$¢ do brania udzialu w
oddzialywaniach polarnych z faza (np. przeniesienie fadunku albo tworzenie wigzania
wodorowego). Natomiast parametr Awas opisuje oddziatywania dyspersyjne analitu

i faz chromatograficznych. Ogolne réwnanie przyjmuje nastgpujaca postac:
logk = k; "+ k2" + k3 Omin + ks Awas (11)
gdzie k; - k4" sa to wspolczynniki regresji.

Trzeci typ rownan zostat opisany przez Abrahama i wspoélautorow [120-122].
Metoda ta nazywana liniowymi zalezno$ciami energii solwatacji (ang. LSER: Linear
Solvation Energy Relationship) jest oparta na polaczeniu teorii solwatochromizmu z

metoda QSRR. Ogolne rownanie LESR przestawia si¢ w nastgpujacej formie:
logk=c+eE +sS+aA+bB+vV (12)

gdzie:
k — wspolczynnik retencji

c - stala, zalezna od uktadu chromatograficznego, ale niezalezna od natury analitu

Deskryptory:
E - nadmiarowa refrakcja molowa (R3),

S - stosunek dipolarnosci do polaryzowalnosci mi,",

A - kwasowos¢ wigzania wodorowego (H-donor) Zaz" :
B - zasadowos¢ wigzania wodorowego (H-akceptor) Z B,

V — charakterystyczna obj¢tosé molekularna McGowanana Vy
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e, s, a, b, v - wspdtczynniki regresji przedstawiajace réznice w oddziatywaniu analitu z
faza ruchoma i faza stacjonarna:

e - wskazuje na tendencj¢ oddzialywania fazy ruchomej i stacjonarnej z analitem za
pomoca oddzialywan wynikajacych z polaryzowalnos$ci czasteczki,

s - opisuje oddzialywania elektrostatyczne dipol-dipol oraz dipol-dipol indukowany,

a - opisuje réznice w zasadowo$ci wigzania wodorowego mi¢dzy fazami i kwasowym
analitem,

b - opisuje réznice w kwasowosci wigzania wodorowego migdzy fazami i zasadowym
analitem,

v - opisuje réznic¢ w energii tworzenia wnegki pomigdzy faza ruchoma a stacjonarna.

Dodatnie warto§ci wspétczynnikéw regresji wskazuja na silniejsze oddzialywania
analitu z faza stacjonarng a zatem wplywaja na zwigkszenie jego czasu retencji.
Natomiast ujemne warto§ci wspéiczynnikéw regresji odpowiadaja silniejszym

oddziatywaniom analitu z faza ruchoma i powoduja zmniejszenie czaséw retencji.

Berthod i wspétautorzy [123,124] wykorzystali metode LSER w celu uzyskania
informacji o mechanizmie rozdzielania zwiazkéw chiralnych. Metoda LSER przewiduje
identyczny zestaw deskryptoréw do opisu enancjomeréw. Jednakze enancjomery
oddziatuja z réznymi domenami chiralnej fazy stacjonarnej tworzac dwa rézne
diastereomeryczne kompleksy z CSP. Na tej podstawie autorzy opisali

enancjoselektywno$¢ (o) za pomoca wzoru:

logk; - logk; = loga = (Ae)E + (As)S + (Aa)A + (Ab)B + (Av)V (13)
gdzie:
ki ik, sato wspbiczynniki retencji pierwszego i drugiego wymywanego enancjomeru,

parametry A odnosza si¢ do zmian energii oddzialywarii odpowiedzialnych za

obserwowang enancjoselektywnos$¢.
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Jak staralam si¢ wyjasni¢ w czgéci literaturowej, zasadniczym problemem
nowoczesnej chromatografii zwiazkéw chiralnych jest opanowanie mechanizméw
regulujacych przebieg rozdzielania mieszanin enancjomeréw. Przy tym jest to problem
zlozony i nie ogranicza si¢ bynajmniej do oddzialywan pomigdzy czynnikami
chiralnymi w kolumnie: na fazie stacjonarnej czy w fazie ruchomej. Bardzo istotna role
pelnia czynniki achiralne, ktére moga by¢ znacznie latwiej dostgpne i tafisze w
stosowaniu. Dlatego analiza tego problemu wydaje si¢ by¢ szczeg6lnie aktualna
i zaslugujaca na szczeg6towe przebadanie.

Do badaii wybrane zostaly pochodne 1-[2-hydroksy-3-(4-fenylopiperazyn-1-
ylo)-propylo]-pirolidyn-2-onu, substancje wazne ze wzglegdu na ich potencjalne
zastosowania farmakologiczne. Zadaniem gtéwnym bylo zanalizowanie molekularnych
mechanizméw rozdzielania enancjomeréw tych zwigzkéw. W tym celu
przeprowadzilam badania parametréw chromatograficznych w funkcji skladu fazy
ruchomej i w funkcji temperatury. Za§ zadaniem praktycznym byto zaproponowanie
szczegblowej procedury, jaka nalezy zastosowa¢ w pracach nad optymalizacja
rozdzielen w wybranych ukladach faza stacjonarna/eluent. Nie wymaga bowiem
dodatkowego uzasadnienia potrzeba prac nad mikropreparatywnymi wariantami
rozdzielern chromatograficznych w przypadku zwiazkéw nowo syntezowanych: w
rozmaitych zastosowaniach trudno obejs$¢ si¢ bez wzorcéw enancjomerycznie czystych,
nie méwiac juz o potrzebie badafi czynnoSci farmakologicznych kazdego z
enancjomeréw z osobna. Zadanie dla analityka w tych kwestiach polega na osiagnig¢ciu

umiejetnosci skutecznego i wydajnego rozdzielenia ztozonych mieszanin.
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CZESC DOSWIADCZALNA

1. Aparatura

Badania zostaly wykonane na dwoéch ukladach: chromatografie cieczowym
firmy Waters (Wieden, Austria) zlozonego z pompy Model 590, detektora UV-vis
Model 490, probki dozowane za pomoca reodyny z petla 5 pl oraz chromatografie
cieczcowym firmy Waters (Wieden, Austria) zlozonego z dwoéch pomp Model 515,
detektora UV-vis Model 2487 oraz autosamplera Model 717 plus.

W badaniach temperaturowych wykorzystywany byl termostat firmy WO

Industrial Electronics (Langenzersdorf, Austria) Typ Jetstream 2.

2. Badane zwiazki

Zwiazki modelowe w postaci racematéw i wybranych enancjomeréw zostaly
zsyntezowane w Zakladzie Fizykochemicznej Analizy Leku Katedrze Chemii
Farmaceutycznej Uniwersytetu Jagielloniskiego Collegium Medicum przez dr Katarzyng
Kulig i dr hab. Barbar¢ Malawska. Wykazuja aktywno$¢ farmakologiczng i s3 badane
jako potencjalne nowe leki na arytmi¢ i nadcisnienie.

Zwiazki modelowe sa to pochodne pirolidyn-2-onu, ktére zostaly zsyntezowane
przez modyfikacje struktury podstawowej 1-[2-hydroksy-3-(4-fenylopiperazyn-1-ylo)-
propylo]-pirolidyn-2-on (Phl) [125-127]. Roéznig si¢ podstawnikami R; (grupa
hydroksylowa, grupa acetoksylowa i grupa N-alkilokarbamailoksowa) przy centrum
chiralnym oraz podstawnikami R; na pierscieniu fenylowym (H, Cl, OMe) (Rys. 40).

Grupa zwiazkow wykorzystana w badaniach zostata przedstawiona w Tabeli 6.

(0] R,
N
\{EN/\{\N% ®/
OR,

Rys. 40. Struktura badanych zwiazkow.
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Tabela 6. Badane zwiazki.

R,=H R,=0OCH; R;=Cl
? o ik B |
d /\/N\O d /\/N\é d /\/N\é
N/\/ N/\/ N/\/
Phl R1=H MeOl R1=H Cl1 R1=H

Ph2 TN Me02 RN o R N

o o) (o)

H
Ph3 R,= \n/N\/CHa MeO3 R \n/n\/CHs

P4 T \n/n\/\CH, MeO4 R \"/n\/\CHg

H
Ph5 R1=\[]/H\/\/CH3 Ri= N~ CHs
o MeO5 o)

Ri=~_N._cH Ry=~_N-_CH = _N__cH
P6 Y Y ° |MeOs Y Y * |cl6 Y Y °

o CH, (0] CH, (0] CH,

Badane probki zostaly przygotowane przez rozpuszczenie odpowiedniej nawazki

w etanolu, st¢zenie probki ok. 1 mg/ml.

3. Kolumny

W badaniach wykorzystane zostaty kolumny polisacharydowe firmy Daicel
(Chiral Technologies Europe, Cedex, Francja) o wymiarach 25 cm x 0,46 cm oraz
kolumna cyklodekstrynowa firmy Astec (Advanced Separation Technologies Inc.) o
wymiarach 25 cm x 0,46 cm:

» Chiralcel OD — karbaminian tri(3,5-dimetylofenylowy) celulozy powleczony na
silikazelu (grubos¢ ziarna 10 pm),
= Chiralpak AD — karbaminian tri(3,5-dimetylofenylowy) amylozy powleczony na

silikazelu (grubos¢ ziarna 10 pm),
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* Chiralpak A -  karbaminian  tri(3,5-dimetylofenylowy) amylozy
unieruchomiony na silikazelu (grubo$¢ ziarma 5 pm),
* Cyclobond I beta DMP — karbaminian 3,5-dimetylofenylowy

B-cyklodekstryny unieruchomiony na silikazelu.

Przeptyw fazy ruchomej wynosit 0,8 ml/min na kolumnach Chiralpak AD,
Chiralpak IA i Cyclobond I beta DMP oraz 1,2 ml/min na kolumnie Chiralcel OD.
Kolumny byly kondycjonowane faza ruchoma przez godzing przed rozpoczeciem
pomiaréw chromatograficznych. Chromatogramy rejestrowano przy dwéch dtugosciach

fali 220 nm i 240 nm w temperaturze 20°C - 23°C w klimatyzowanym pokoju.

4. Odczynniki

Stosowano nast¢gpujace odczynniki: n- heksan do HPLC firmy POCH, Gliwice,
Polska; 2-propanol cz.d.a. (IPA), etanol cz.d.a. (EtOH), acetonitryl cz.d.a. (ACN), kwas
octowy cz.d.a. (AA), trietyloamina cz.d.a (TEA) z firmy Chempur, Piekary Slaskie,
Polska.

S. Sklad fazy ruchomej

Skfady faz ruchomych dla poszczegdlnych kolumn przedstawione sa ponize;j.
Fazy sporzadzono przez zmieszanie podanej objetosci poszczegélnych skladnikow.

Przed zastosowaniem fazy zostaty przesaczone i odgazowane.

Kolumny Chiralpak AD i Chiralcel OD:
= n-heksan/EtOH (85/15 v/v)
= n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v)
= n-heksan/IPA (90/10 v/v)
= n-heksan/IPA/H,0 (90/10/0,2 v/v/v)
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Kolumna Chiralpak IA:
» n-heksan/EtOH (85/15 v/v)
= n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v)
* n-heksan/IPA (80/20 v/v)
* n-heksan/IPA/H,0 (80/20/0,2 v/v/v)

Kolumna Cyclobond I beta DMP:
1. Fazy normalne:
» n-heksan/EtOH (85/15 v/v)
= n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v)
= n-heksan/IPA (60/40 v/v)
* n-heksan/IPA/H,0 (60/40/0,2 v/v/v)

2. Fazy odwrdcone:
=  woda/ACN (95/5 v/v) + 0,1% trietyloamina + kwas octowy pH=3,2
=  woda/ACN+(90/10 v/v) + 0,1% trietyloamina + kwas octowy pH=5,2

3. Polarne fazy organiczne:
= ACN + 0,2% kwasu octowego

= ACN +0,1% trietyloamina + 12 ml kwasu octowego

6. Badania temperaturowe

Badania temperaturowe zostaly wykonane dla szesciu zwiazkéw: Phl, Ph2,
MeOl, MeO2, Cll, CI2. Temperatura byla zmieniana co 5 stopni w zakresie
20°C - 40°C. Pomiary zostaly wykonane na kolumnach polisacharydowych:

Chiralcel OD, Chiralpak AD w uktadach:
» n-heksan/EtOH (85/15 v/v)
= n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v)
= n-heksan/IPA (90/10 v/v)
* n-heksan/IPA/H,0 (90/10/0,2 v/v/v)
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oraz na Chiralpak IA w ukladach:
= n-heksan/EtOH (85/15 v/v)
» n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v)

7. Mikropreparatywne rozdzielanie enancjomerow

W celu sprawdzenia kolejnosci wymywania enanacjomeréw rozdzielono
mikropreparatywnie sze$¢ zwiazkow: Phl, Ph2, MeO1l, MeO2, Cl1, CI2.

Zwiazki: Phl, Ph2, MeOl, Cl1, CI2 zostaly rozdzielone na kolumnie Chiralpak
IA w ukladzie n-heksan/EtOH (85/15 v/v). Natomiast zwiazek MeO2 zostat rozdzielony
na kolumnie Chiralpak AD w ukladzie n-heksan/EtOH (85/15 v/v). Obj¢tosé nastrzyku
poszczegollnych probek o stgzeniu Smg/ml wynosita 20 pl. Poszczegélne frakcje
rozdzielanych enancjomeréw zbierane byly do osobnych kolbek a nastgpnie
rozpuszczalnik zostal odparowany na wyparce. Czystos¢ enancjomeryczna uzyskanych

w ten sposob probek zostata sprawdzona chromatograficznie.

8. IloSciowe zaleznosci struktura-retencja QSRR

Badania ilosciowych zaleznosci struktura - retencja (QSRR) zostaly oparte na
metodzie Liniowych zaleznosci energii solwatacji (ang. LSER Linear Solvation Energy
Relationship) poszerzonej o dodatkowe deskryptory: logP oraz moment dipolowy.
Obliczenia QSRR zostaly wykonane w Pracowni Chemii Kwantowej, Zaktad Chemii
Teoretycznej i Krystalografii, Uniwersytet Warszawski przez prof. dr. hab. Andrzeja

Lesia.

Deskryptory molekularne zwiazkéw modelowych: A, B, L, S, E, V (gdzie: A -
kwasowe  wiazania  wodorowe Zaz" ,B - zasadowowe  wiazania
wodorowe Z B, L — wspblczynnik podzialu faza gazowa - heksadekan,

S - stosunek dipolarnosci do polaryzowalnosci 7z, , E - nadmiarowa refrakcja molowa

(R2), V — charakterystyczna obj¢tos¢ molekularna McGowana V) uzyskano za pomoca

programu ADME z Advanced Chemistry Devenlopment, Toronto Ontario, Kanada.
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Deskryptory logP zostaly otrzymane eksperymentalnie. Wykorzystano w tym celu

kolumng RP-18 (Waters Symmetry 15 x 0,46 cm, grubos¢ ziarna 3 pm), na ktorej

mierzono parametry retencji badanych zwiazkéw w roznych stgzeniach acetonitrylu.

Nastepnie logP zostal wyznaczony poprzez ekstrapolacj¢ logarytmu retencji do

zerowego st¢zenia acetonitrylu. Natomiast momenty dipolowe badanych zwiazkow

zostaly obliczone z rozkladu gestosci elektronowej czasteczek. Geometri¢ 15 badanych

zwiazkOw (w postaci monochlorowodorkéw) uzyskano za pomoca kwantowo

mechanicznej metody obliczeniowej RHF/6-31G*, ktora zostala zrealizowana w

programie Gausian GO3 [128]. Otrzymane deskryptory molekularme zwiazkéw

modelowych zostaly przedstawione w Tabeli 7.

Tabela 7. Deskryptory molekularne zwiazkéw modelowych.

moment | Ekspery-
Zwiagzek A B L S E \' dipolowy | mentalny

[Debye] logP
Ph1 0,19 2,10 13,189 2,16 2,03 2,4229 7,22 1,29
Ph2 0,00 2,02 13,808 2,38 1,84 2,7204 10,83 1,81
Ph3 0,21 2,22 15,593 2,69 2,03 2,9611 10,38 21
Ph4 0,21 2,22 16,087 2,69 2,03 3,1020 10,47 2,43
Ph5 0,21 2,23 16,582 2,69 2,02 3,2429 10,46 3,06
Ph6 0,21 2,25 15,973 2,67 2,04 3,1020 10,22 2,2
MeO1 0,19 2,30 14,154 2,26 2,08 2,6225 7,84 1,49
MeO2 0,00 2,22 14,773 2,48 1,88 2,9200 9,45 1,95
MeO3 0,21 242 16,558 2,79 2,07 3,1607 10,65 2,26
MeO4 0,21 242 17,052 2,79 2,07 3,3016 9,82 2,69
MeO5 0,21 2,43 17,547 2,79 2,07 3,4425 9,85 3,31
MeO6 0,21 2,45 16,938 2,77 2,08 3,3016 9,68 2,68
ci1 0,19 2,09 13,937 2,24 2,16 2,5453 8,99 2,02
Cl2 0,00 2,00 14,556 2,46 1,96 2,8428 10,79 2,22
Cl6 0,21 2,24 16,721 2,76 2,16 3,2244 12,00 3,14

Korelacja pomi¢dzy parametrami retencji k;, ky i deskryptorami molekularnymi

X zostaly opisane za pomoca réwnan:

k =exp (do + Zdix,.)

lub

log(k)=d, + Zd,.xi
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Liniowe wspodiczynniki d w réwnaniu zostaly wyznaczone za pomoca metody
najmniejszych kwadratéw z eliminacja nieistotnych statystycznie cztonéw z poziomem
istotnosci a=0,10 za pomoca programu do obliczen statystycznych SAS 9.1 [129].

Uzyskane wyniki dla badanych kolumn w zaleznosci od zastosowanej fazy
ruchomej zostaly przedstawione w rozdziale: Wyniki badan i dyskusja w Tabelach 11,
15, 18.

9. Badania NMR

Badania NMR zostaly wykonane na wypelnieniach kolumn: Chiralpak AD
i Chiralcel OD w uk}adach z: n-heksanem, etanolem, izopropanolem, woda, mieszaning
etanol/woda (90/10 v/v) oraz mieszaning izopropanol/woda (90/10 v/v). Badane probki
zostaly przygotowane dzien przed pomiarem poprzez mieszanie zloza z badanym
roztworem na mieszadle magnetycznym przez okoto 5 godzin. Roztwér zostal
zdekantowany bezposrednio przed pomiarem.

Widma NMR zostaly zmierzone w Laboratorium Specjalistycznym
Magnetycznego Rezonansu Jadrowego do Badan Ciala Stalego Zaklad Fizykochemii
Kompleksow Supramolekularmych Instytut Chemii Fizycznej PAN przez dr Mariusza
Pietrzaka.

Seria widm '*C NMR w ciele stalym zostala wykonana na aparacie Bruker
Avance II 500. Widma uzyskano stosujac standardowa sekwencj¢ impulsowa CP/MAS
przy czgstosci rotacji 6 kHz. Parametry akwizycji:

- czas kontaktu — 2 ms
- zwloka relaksacyjna (d1) — Ss
Widma "C NMR zostaly skalibrowane wzgledem sygnalu glicyny w temperaturze

pokojowe;j.

Wykonano nastepujace widma '>C NMR:
= Chiralpak AD , temp. pokojowa
= Chiralpak AD + n-heksan, temp. pokojowa
= Chiralpak AD + etanol, temp. pokojowa
* Chiralpak AD + izopropanol, temp. pokojowa
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Chiralpak AD + H,O

Chiralpak AD + etanol/H,0O (90/10 v/v), temp. pokojowa
Chiralpak AD + izopropanol/H,0 (90/10 v/v), temp. pokojowa
Chiralcel OD + heksan, temp. pokojowa

Chiralcel OD + etanol, temp. pokojowa

Chiralcel OD + izopropanol, temp. pokojowa

Chiralcel OD + etanol/H,O (90/10 v/v), temp. pokojowa
Chiralcel OD + izopropanol/H,O (90/10 v/v), temp. Pokojowa
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WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

W pracy zbadano zmiany retencji oraz enancjoseparacji serii 15 racemicznych
zwiazkéw - pochodnych prolidyn-2-onu (Tabela 6) w zaleznosci od skladu fazy
ruchomej (patrz czg$¢ doswiadczalna, punkt 5) na kolumnie cyklodekstrynowe;:
Cyclobond I DMP oraz na kolumnach polisacharydowych: Chiralcel OD, Chiralpak
AD, Chiralpak IA.

Badane zwiazki roznia si¢ podstawnikami R; (grupa hydroksylowa, grupa
acetoksylowa i grupa N-alkilokarbamailoksowa) oraz podstawnikami R, (H, Cl, OMe) -
Rys. 40. W zaleznosci od podstawnika R, badane zwiazki zostaly podzielone na trzy
grupy: Ph, Cl, OMe.

W celu lepszego zrozumienia mechanizméw retencji i enancjoseparacji
badanych zwiazkéw zachodzacych na wymienionych wyzej fazach stacjonarnych
zostata przeprowadzona analiza QSRR (patrz czg¢$¢ doswiadczalna, punkt 8). Korelacja
wspolczynnikow retencji logk (k po transformacji logarytmicznej) z deskryptorami
zwiazkéw modelowych (Tabela 7) dla poszczegélnych uktadow chromatograficznych
na kolumnach Cyclobond I DMP, Chiralpak AD, Chiralpak IA, Chiralcel OD zostata

wyliczona na podstawie réwnania:
logk=dg + aA + bB + IL + sS + eE + vV + gDIP +plogP (16)

gdzie:
dp - staly wyraz
deskryptory (czynniki) to :

A - kwasowe wigzania wodorowe Zaz“ y

B - zasadowe wiazania wodorowe z B,
L - wspotczynnik podziatu faza gazowa - heksadekan,
S - stosunek dipolarnoéci do polaryzowalnosci 7,

E - nadmiarowa refrakcja molowa (R>),
V — charakterystyczna obj¢tos¢ molekularna McGowan Vy,

DIP - moment dipolowy,
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logP - wartos¢ eksperymentalna, wyznaczona poprzez ekstrapolacj¢ logarytmu
wspotczynnika retencji do zaniku st¢zenia modyfikatora w fazie ruchomej,
a, b, I, s, e, v, q, p sa to parametry korelacji wyznaczone za pomocg metody

najmniejszych kwadratéw z eliminacja czlonéw statystycznie nieistotnych.

Oba enancjomery posiadaja identyczne deskryptory jednakze ich separacja jest
mozliwa dzigki temu, iz tworza dwa rézne diastereomeryczne kompleksy z faza
stacjonarng. W zwiazku z tym wspoétczynnik rozdzielania (o) moze by¢ przedstawiony

za pomoca roéwnania :

logk; - logk; = loga = (Aa)A + (Ab)B + (AL + (As)S + (Ae)E + (Av)V + (Aq)DIP +
(Ap)logP a7

Na tej podstawie wyliczone zostaly parametry A odnoszace si¢ do zmian czynnikéw

energii oddziatywan odpowiedzialnych za obserwowana enancjoselektywnos¢.

1. Wplyw Srodowiska achiralnego na rozréznienie chiralne
pochodnych pirydyno-2-onu na kolumnie
cyklodekstrynowej

W pierwszej czgéci pracy wyznaczono parametry chromatograficzne dla
zwigzkéw modelowych na kolumnie cyklodekstrynowej Cyclobond I DMP. Jak podano
w czgsei literaturowej, kolumna ta moze by¢ stosowana w trzech réznych uktadach faz
ruchomych: fazach normalnych, fazach odwréconych i polarnych fazach organicznych.
Uzyskane wyniki dla ré6znych faz ruchomych ukazujace wptyw zmiany skiadu eluentu
na retencj¢ i selektywnos¢ przedstawione zostaly w dalszej czesci tego rozdziatu.
Poadto zamieszczone zostaly parametry korelacji wspétczynnikéw retencji logk z
deskryptorami zwiazkow modelowych dla  poszczegdélnych uktadow
chromatograficznych wyliczone na podstawie rownania (16) oraz parametry
A odnoszace si¢ do zmian czynnikdbw odpowiedzialnych za obserwowana

enancjoselektywnos$¢ wyliczone na podstawie réwnania (17).
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1.1 Fazy normalne

W uktadach faz normalnych stosowano mieszaning n-heksanu z modyfikatorami
organicznymi izopropanolem (IPA) lub etanolem (EtOH). Badano réwniez wplyw
niewielkiego dodatku wody (0,2%) dla kazdego z dwoch uktadéw n-heksan : alkohol.
Wyniki zostaly przedstawione w Tabeli 8.

Retencja

Zamiana etanolu na izopropanol w mieszaninie z n-heksanem spowodowata
znaczne wydluzenie czaséw retencji badanych zwiazkow. Etanol jest bardziej polarnym
rozpuszczalnikiem i jego sita elucji jest wigksza od izopropanolu. Dlatego tez w celu
uzyskania podobnej retencji badanych zwiazkéw dla obu modyfikatoréw stosowano
wigksze stgzenie izopropanolu niz etanolu (40% IPA i 15% EtOH). Kolejnosé
wymywania badanych zwiazkéw z kolumny cyklodekstrynowej jest w przyblizeniu
jednakowa dla obu alkoholi, jak rowniez dla faz z niewielkim dodatekiem wody.

Na postawie analizy QSRR (patrz czes¢ doswiadczalna, punkt 8) mozna
zauwazyc¢, iz dominujace oddziatywania w mechanizmie retencji badanych zwiazkow w
ukladzie faz normalnych to wigzania wodorowe. Wskazuja na to dodatnie wartosci
parametrow regresji a i b (patrz Tabela 11, str 86). Poza tym rowniez oddzialywania
hydrofobowe reprezentowane przez wklady v i / jak rowniez oddzialywania zalezne od
polaryzowalnosci czasteczek czgéciowo reprezentowane przez refrakcj¢ molowa ()
moga wplywac na retencj¢ badanych zwigzkow.

W fazach ruchomych z etanolem i izopropanolem jako modyfikatorami fazy
ruchome;j udalo si¢ dobrze skorelowa¢ dane wykorzystujac tylko dwa czynniki: dodatni
czynnik b reprezentujacy zasadowe wiazania wodorowe analitu z faza stacjonarng oraz
ujemny czynnik v. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, iz mechanizm oddzialywania
analitu z faza stacjonarng w tych dwoch fazach ruchomych moze by¢ podobny.
Prawdopodobnie polarne czasteczki fazy ruchomej (etanol, izopropanol) adsorbuja si¢
na fazie stacjonarnej tworzac wiagzania wodorowe z grupa C=0 reszty karbaminianowej
fazy stacjonarnej. Unieruchomienie grupy C=0 powoduje, iz badane zwiazki oddziatuja
z faza stacjonarna tworzac wiazania wodorowe z grupa NH reszty karbaminianowe;j

fazy stacjonarnej, o czym moze swiadczy¢ dodatni wspotczynnik regres;ji b.

71



Wyniki badan i dyskusja

Tabela 8. Parametry retencji i enancjoselektywnosci zwiazkéw modelowych na kolumnie Cyclobond I DMP w ukladzie faz normalnych.

. n-heksan/EtOH n-heksan/EtOH/H,0 n-heksan/IPA n-heksan/IPA/H,0
If‘ri“!lzek (85/15 vIv) (85/15/0,2 v/vIv) (60/40 v/v) (60/40/0,2 v/v/v)

. ki, k, a o teoret. | Kk k, o a teoret. | k; k, a a teoret. | Kk k, a a teoret.
Phl 10,3 10,8 1,05 1,04 99 10,3 1,04 1,02 114 11,7 1,03 1,02 11,7 12,1 1,03 1,01
Ph2 6,6 70 1,06 1,06 6,8 72 1,06 1,07 5.1 53 1,04 1,03 5,6 59 1,05 1,06
Ph3 70 72 1,03 1,04 6,5 6,6 1,02 1,03 5,4 54 1,00 1,01 49 49 1,00 1,00
Ph4 6,0 6,1 1,02 1,04 5.3 54 1,02 1,04 4,5 45 1,00 1,01 40 40 1,00 1,00
Ph5 50 51 1,02 1,05 44 45 1,02 1,04 4,5 45 1,00 1,01 3,7 3,7 1,00 1,00
Phé6 89 92 1,03 1,04 70 7,6 1,08 1,03 Tl 7,1 1,00 1,01 59 59 1,00 1,00
MeOl 13,2 13,2 1,00 1,02 12,5 12,5 1,00 1,01 18,5 18,5 1,00 1,00 17,1 17,1 1,00 1,01
MeO2 70 7,6 1,09 1,04 6,2 6,6 1,06 1,06 6,5 6,8 1,05 1,01 5,9 6,2 1,05 1,05
MeO3 9.1 94 1,03 1,02 7,7 79 1,03 1,02 74 74 1,00 0,99 6,5 6,5 1,00 1,00
MeO4 69 7,1 1,03 1,02 6,3 64 1,02 1,03 5,2 52 1,00 1,00 3,2 52 1,00 1,00
MeO5 58 6,0 1,03 1,03 5,2 55 1,06 1,03 4,5 45 1,00 1,00 4,3 43 1,00 1,00
MeO6 57 59 1,04 1,02 5,8 59 1,02 1,03 49 49 1,00 0,99 5,0 50 1,00 1,00
Cl1 93 95 1,02 1,04 76 71,7 1,01 1,02 10,6 10,6 1,00 1,02 8,8 8,8 1,00 1,01
CI2 48 53 1,10 1,07 42 45 1,07 1,07 3,7 39 1,05 1,03 3,0 32 1,07 1,06
Clé 42 43 1,02 1,04 34 3,5 1,03 1,03 3.3 3,3 1,00 1,01 2,9 2,9 1,00 1,00

a teoret.- zostaly uzyskane z obliczen k; i k; z rownania regresji (16) (deskryptory Tabela 7) oraz ze wzoru a=ky/k;.
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Natomiast ujemny parametr v sugeruje, ze oddziatywania hydrofobowe oraz wielko$¢
czasteczki analizowanego zwiazku moga wplywa¢ na zmniejszenie jego retencji.
Niewykluczone, ze ma to zwiazek z zaadsorbowanymi na fazie stacjonarnej
czasteczkami etanolu i izopropanolu, ktére w ten sposob moga zwigksza¢ jej polarnosé,
badz tez z solwatacja analitu przez czasteczki z fazy ruchomej, przez co dostgp do
miejsc wigzacych staje si¢ utrudniony.

Niewielki dodatek wody do faz normalnych powoduje wzrost polarnosci fazy
ruchomej. Mozna, wigc oczekiwac, iz w pewnym stopniu bedzie wpltywac¢ na obnizenie
wspotczynnika retencji k. W przypadku fazy z etanolem niewielki dodatek wody (0,2%)
powoduje obnizenie wspolczynnikéw retencji wigkszosci badanych zwiazkéw (z
wyjatkiem Ph2 i MeO6). Natomiast w fazie z izopropanolem powyzsza sugestia nie
sprawdza si¢ dla zwiazkow Phl, Ph2, MeO4, MeO6, ktorych retencja jest dtuzsza w
ukladzie z dodatkiem wody. Tak wigc dodatek wody wplywa zaréwno na skrécenie jak
i wydtuzenie czasOw retencji, a zatem jego wptywu nie da si¢ wyjasni¢ jedynie zmiang
polamosci fazy ruchome;.

Analiza rownan QSRR pokazuje, iz w przypadku niewielkiego dodatku wody do
fazy ruchomej ujawniaja si¢ roznorodne oddzialywania wplywajace na mechanizm
retencji badanych zwiazkéw. Woda w fazie ruchomej powoduje, iz oba typy wiazan
wodorowych (okreslane jako zasadowe, kwasowe [122,130]) majg znaczenie w
objasnieniu retencji badanych zwiazkow, o czym $wiadcza dodatnie parametry a i b.
Natomiast oddzialywania hydrofobowe oraz oddzialywania zwiazane z
polaryzowalnoscia czasteczki (parametry /, e¢) wplywaja na zmniejszenie parametrow
retencji. Podobnie jak czasteczki etanolu i izopropanlu czasteczki wody moga réwniez
konkurowaé¢ w obsadzaniu miejsc aktywnych na fazie stacjonarnej. Moga one tworzyc
wigzania wodorowe zaréwno z grupg C=0 jak i z grupa NH reszty karbaminianowe;j
fazy stacjonarnej. Zaadsorbowane czasteczki wody moga oddzialtywac z analizowanymi
zwiazkami zaréwno jako akceptory jak i donory wigzania wodorowego z wyjatkiem
zwiazkow Ph2, MeO2, CI2, ktére nie maja grupy, ktéra mogtaby by¢ donorem wiazania
wodorowego.

Pierwsze w kolejnosci zwiazki z kazdej grupy oznaczone Phl, MeOl, Cl1 maja
najdluzsze retencje we wszystkich czterech fazach ruchomych. Zwiazki te najsilniej
oddziatuja z faza stacjonarng prawdopodobnie dzigki tworzeniu silniejszego wiazania

wodorowego poprzez grup¢ hydroksylowa znajdujaca si¢ w pozycji Ry w poréwnaniu
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do wigzan wodorowych tworzonych przez pozostale zwiazki. Ponadto wielkos¢
(objetos¢ czasteczki) i geometria (ksztatt 3-D) czasteczki nie moga by¢é pominigte.
Rozpatrujac pozostale zwiazki w grupach wymywaja si¢ one w kolejnosci wzrostu
wielkosci czasteczek (wyjatek stanowi zwiazek Ph6).

Poréwnujac badane zwiazki w grupach: Ph, OMe, Cl mozna zauwazy¢, ze
zwiazki z grupa metoksylowa maja wigksze wartosci wspdlczynnikéw retencji,
natomiast zwiazki posiadajace grupe Cl maja mniejsze wartosci wspolczynnikow
retencji w stosunku do odpowiednich zwiazkéw z grupy Ph. Wyjatek stanowi tu MeO6,
(substancja z rozgal¢zionym lancuchem jako podstawnikiem w pozycji R;). Wzrost
wspolczynnika retencji moze by¢ spowodowany obecnoscia dodatkowego wiagzania
wodorowego, ktére moze tworzy¢ si¢ pomigdzy grupa metoksylowa a faza stacjonarng
[71]. W rezultacie poréwnania wkladow bB do réwnan QSRR poszczegdlnych
zwiazkéw mozna stwierdzi¢, iz najwigkszy wkiad w tworzenie wigzan wodorowych
wykazuja zwiazki z grupy OMe.

Dla zwiazkéw z grupy Ph i OMe z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym
w pozycji R; wspolczynniki retencji zmniejszaja si¢ wraz ze zwigkszeniem dlugosci
faficucha w podstawniku. Zwigkszenie si¢ hydrofobowosci czasteczki moze sprzyjaé
lepszej solwatacji przez hydrofobowy rozpuszczalnik i w ten sposéb blokowaé
oddzialywania z faza stacjonarng i skraca¢ czas retencji. Wyjatek stanowi zwiazek z
rozgaltezionym tancuchem: Phé, dla ktérego wspdtczynnik retencji jest najwigkszy we

wszystkich fazach.

Enacjoselektywnosé

Zastosowanie fazy ruchomej n-heksanu z izopropanolem jako alkoholowym
modyfikatorem fazy ruchomej daje w wyniku rozréznienia chiralne tylko dla czterech
zwiazkéw: Phl, Ph2, MeO2, Cl2. Zamiana IPA na etanol powoduje rozroznienie
chiralne wszystkich zwiazkéw z wyjatkiem MeOl.

Maly dodatek wody do fazy ruchomej z etanolem w niewielkim stopniu obniza
enacjoseparacj¢ Phl, Ph3, MeO2, MeO4, MeO6, Cll, CI2 natomiast zwigksza
enancjoseparacj¢ pozostatych zwiazkow. W przypadku fazy z izopropanolem dodatek
wody powoduje lepsze rozdzielenie dwdoch zwiazkéw Ph2 i CI2. Ponadto ksztalt pikéw

wskazuje, 1z po dodaniu wody do fazy ruchomej wzrasta sprawnos¢ uktadu.
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Analiza parametrow A (Tabela 12, str 87) pokazuje iz dominujacy wpltyw na
enancjoseparacj¢ badanych zwiazkéw w ukladzie z etanolem i izopropanolem maja
oddzialywania miedzyczasteczkowe okreslane jako zasadowe wigzania wodorowe
[122,130] oraz w mniejszym stopniu oddziatywania hydrofobowe. Jednakze w
przypadku fazy z izopropanolem wartoéci te sa znacznie mniejsze. Oznacza to, iz
réznice oddzialywan enancjomeréw w tej fazie z faza stacjonarng sa niewielkie. W
przypadku faz z niewielkim dodatkiem wody istotny wklad do enancjoseparacji wnosza
réznice w tworzeniu kwasowych wiazan wodorowych enancjomerow z faza
stacjonarna.

W ukladzie faz normalnych najlepsze rozdzielenia uzyskano dla zwiazkow z
grupg acetoksylowa w pozycji R; (Ph2, MeO2, CI2). Na Rys. 41 przedstawiono wplyw
zmiany modyfikatora organicznego i dodatku wody w fazie ruchomej na
enancjoselektywno$é zwigzku MeO2.

Chociaz wigkszy wspélczynnik retencji oznacza silniejsze oddziatywanie
zwiazku z faza stacjonarng, nie zawsze jest to zwiazane z lepsza selektywnoscia.
Przykladem sa zwiazki Cl2, MeO6 i Ph2, ktére mimo iz wymywaly si¢ stosunkowo
szybko z kolumny rozdzielaly si¢ lepiej (a=1,1; 1,04; 1,06 odpowiednio w ukladzie faz
z etanolem); niz zwiazki Cl1, MeO3, MeOl, ktére dluzej oddzialywaly z faza
stacjonarng (o =1,02; 1,03; 1,00 odpowiednio w ukladzie faz z etanolem).
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A B
4. Ao
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
C D
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

Rys. 41. Zwigzek MeO2 w ukladzie faz normalnych w czterech réznych fazach
ruchomych:
(A) n-heksan/EtOH (85/15 v/v),
(B) n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v),
(C) n-heksan/IPA (90/10 v/v),
(D) n-heksan/IPA/H,0 (90/10/0,2 v/v/v).

1.2 Fazy odwrdécone

W ukladzie faz odwréconych przebadano zwiazki modelowe w dwoch fazach
ruchomych woda : acetonitryl w pH=3,2 i pH=5,2. W fazie o wyzszym pH retencja
zwiazkéw byla duzo wigksza, wigc aby ja zmniejszy¢ zwigkszono st¢zenie acetonitrylu
z 5% do 10%. Wyniki zostaly przedstawione w Tabeli 9.

Retencja

Badane zwiazki w ukladach faz odwréconych wymywaja si¢ w odwrdconej
kolejnosci w poréwnaniu do faz normalnych. Tak, wigc np. zwiazki Phl, MeOl
wymywane jako ostatnie w ukladzie faz normalnych w fazach odwréconych wymywaja

si¢ teraz w pierwszej kolejnosci.
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Tabela 9. Parametry retencji i enancjoselektywnosci zwiazkéw modelowych na

kolumnie Cyclobond I DMP w ukladzie faz odwréconych.

H,0/ACN (95/5 v/v) H;O/ACN (90/10 v/v)
: 0,1% trietyloamina+kwas octowy | 0,1% trietyloamina+kwas octowy
Zwigzek H=3.2 H=5.2
modelowy il P
a a
ki ka = teoret. ks ks * teoret.

Phl 15 1,7 1,13 1,09 2.3 24 1,04 1,04
Ph2 3,8 43 1,13 1,15 195 16,2 1,05 1,05
Ph3 2,9 3.2 1,10 1,11 T8 7,4 1,03 1,03
Ph4 6,2 6,8 1,10 1,09 13,4 13,9 1,04 1,04
Ph5 12,1 13,4 111 1,07 253 26,9 1,06 1,05
Phé6 2,7 3,0 1,10 1,08 - - - 1,03
MeOl1 0,9 0,9 1,00 1,03 1,7 1,7 1,00 1,00
MeO2 2,1 2.2 1,05 1,08 6,5 6,7 1,03 1,02
MeO3 2,2 24 1,09 1,04 4,6 4,6 1,00 0,99
MeO4 4.4 44 1,00 1,02 7,8 7,8 1,00 1,01
MeO5 8,8 8,8 1,00 1,00 13,6 13,9 1,02 1,02
MeO6 3.7 3,7 1,00 1,01 6,7 6,7 1,00 1,00
Cl1 3,0 3,3 111 1,09 4,5 4,7 1,03 1,05
Cl12 7,4 8,4 1,14 1,15 22,0 23,4 1,06 1,07
Clé 10,3 10,7 1,04 1,08 29,3 30,2 1,03 1,03

a teoret.- zostaly uzyskane z obliczen k; i k, z réwnania regresji (16) (deskryptory

Tabela 7) oraz ze wzoru a=ky/k;.

Dla obu uktadow faz odwréconych uzyskano bardzo dobra korelacje
parametréw regresji (R*> = 0,94-0,99 patrz Tabela 11, str 86). Uzyskane wyniki
pokazuja, iz w fazach odwréconych oddzialywania odpowiedzialne za retencje
badanych zwiazkéw znacznie réznia si¢ od oddzialywan w fazach normalnych.
Roéwniez zmiana pH fazy ruchomej wptywa na zmian¢ oddzialywan migdzy analitem a
fazami ruchoma i stacjonarng. W fazie ruchomej o wyzszym pH zwigksza si¢
réznorodno$¢ oddziatywan wplywajacych na retencje badanych zwiazkow.

Analiza QSRR pokazuje, ze zasadowe wiazanie wodorowe oraz oddzialywania
dipol-dipol w fazach odwrdéconych wptywaja na skrécenie czaséw retencji (ujemne

warto$ci wspolczynnikow b i s). Analizowane zwiazki tworza silniejsze wigzania
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wodorowe ze skladnikami fazy ruchomej niz fazy stacjonarnej. Prawdopodobnie woda
Iaczy si¢ z polarnymi czg¢$ciami czasteczki za pomoca wigzan wodorowych solwatujac
polarna czg$é czasteczki i wplywajac w ten sposdb na skrdocenie czaséw retencji
analitow. Mechanizm retencji w ukladzie faz odwrdconych oparty jest na koncepcji
tworzenia si¢ komplekséw inkluzyjnych niepolarnych fragmentéw czasteczki z
cyklodekstryng. Jest to dobrze widoczne w przypadku zwiazkéw z podstawnikiem
N-alkilokarbamailoksowym w pozycji R;. Wzrost retencji dla zwiazkéw o coraz
dhuzszym tancuchu w pozycji R, sugeruje, ze weglowodorowe tancuchy inkluduja we
wnegce cyklodekstryny powigkszajac wzajemne oddzialywanie. Wraz ze wzrostem
dlugosci tancucha w podstawniku zwigkszaja si¢ czasy retencji zwigzkéw (odwrotnie
niz w fazach normalnych Rys. 42, 43). Natomiast zwiazki z podstawnikiem z
fancuchem rozgal¢zionym zachowuja si¢ inaczej. Ich czasy retencji sg krotsze, co moze
swiadczy¢ o zawadzie przestrzennej, ktéra utrudnia wejscie czasteczki do wneki
cyklodekstryny.

Pierwsze w kolejnosci zwiazki z kazdej grupy Phl, Cll, MeO1 maja najkrétsze
czasy retencji w obu fazach ruchomych (odwrotnie niz w fazach normalnych). Moze
by¢ to spowodowane tym, iz zwiazki te, silniej oddziatuja z faza ruchoma za pomoca
wigzan wodorowych i oddziatywan dipol-dipol. Oddzialywania niepolarnych
fragmentéw czasteczek z wngka cyklodekstyny (w tych przypadkach grupy
aromatycznej) sa duzo stabsze w poréwnaniu do oddziatywan z faza ruchoma.

Poréwnujac badane zwiazki w grupach Ph, Cl, OMe wida¢, ze obecnos¢ grupy
metoksylowej wplywa na zmniejszenie wspétczynnikéw retencji (z wyjatkiem zwiazku
MeO6 w pH=3,2), natomiast obecno$¢ grupy Cl wplywa na zwigkszenie
wspolczynnikow retencji w stosunku do zwiazkéw grupy Ph. Silniejsze oddzialywanie
zwiazkow z podstawnikiem Cl na pierscieniu fenylowym z faza stacjonarng moze by¢
spowodowane silniejszym powinowactwem tej grupy do wneki cyklodekstyny [65].
Ponadto grupa metoksylowa moze tworzy¢ wigzania wodorowe z czasteczkami wody z
fazy ruchomej, co moze utrudnia¢ inkluzj¢ grupy aromatycznej do wneki
cyklodekstryny.

Enacjoselektywnos¢

Badane zwiazki duzo lepiej rozdzielaja si¢ w fazie ruchomej w pH=3,2 z

wyjatkiem zwiazku MeOS5.
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Najlepiej rozdzielaja si¢ zwiazki z grupy Ph, natomiast zwiazki z grupy OMe nie
rozdzielaja si¢ z wyjatkiem MeO2, MeO3 w pH=3,2 i MeO2 i MeO5 w pH=5,2.
Prawdopodobnie przyczyng sa wlasciwosci grupy metoksylowej, ktéra moze tworzy¢
wigzanie wodorowe ze skladnikami fazy ruchomej. W ten sposéb moze powstawac
zawada steryczna uniemozliwiajaca tworzenie wiazania odpowiedzialnego za
rozroznienie chiralne. Obecno$¢ grupy aromatycznej w zwiazkach modelowych
prawdopodobnie ma znaczenie dla ich rozréznienia chiralnego.

Na postawie analizy parametrow A (Tabela 12, str. 87) mozna zauwazy¢, iz dla
fazy ruchomej w pH=3,2 dominujace oddzialywania wplywajace na zréznicowanie
oddzialywan enancjomeréw zwiazkéw modelowych to oddziatywania elektrostatyczne
dipol - dipol indukowany oraz oddzialywania okreslane jako zasadowe wigzania
wodorowe. W fazie ruchomej o pH=5,2 oddzialywaniami wplywajacymi na
rozroznienie chiralne sa zasadowe wigzania wodorowe, natomiast oddzialtywania dipol -
dipol indukowany mozna zaniedba¢. Moze to wskazywac, iz zmiana pH fazy ruchomej
wplywa na zmiang¢ proporcji wkladéow do oddzialywan odpowiedzialnych za
rozroznienie chiralne badanych zwiazkow.

W ukladach faz odwrdconych diuzszy czas retencji nie koreluje si¢ z lepsza
selektywnoscia. Separacja zwiazkow MeO3, MeO2, Phl (0=1,09; 1,05; 1,13 w fazie
H>O/ACN (95/5 v/iv) + TEA +AA pH=3,2) ktére szybciej wymywane sa z kolumny jest
lepsza niz zwiazkow MeO4, MeO5, Cl6 (0=1,00; 1,00; 1,04 w fazie H,O/ACN (95/5
v/v) + TEA +AA pH=3,2), ktore dluzej oddzialuja z faza stacjonarna.

W fazach odwréconych uzyskano wigksze wspoétczynniki enancjoselektywnosci
badanych zwiazkow niz w ukladach faz normalnych z wyjatkiem zwiazkow z grupy
MeO.
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Fazy normalne
n-heksan/EtOH (85/15 viv)
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Fazy odwrécone
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Polarne fazy organiczne
ACN + 0,2% kwasu octowego
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Rys. 42. Poréwnanie wspolczynnikow retencji k, zwigzkéw modelowych z grupy Ph w

trzech ukladach faz ruchomych.
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Fazy normalne
n-heksan/EtOH (85/15 viv)
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Bk2

14
12
10

o N A OO ®

MeO1 MeO2 MeO3 MeO4 MeO5 MeO6

Rys. 43. Poréwnanie wspoétczynnikéw retencji k, zwiazkéw modelowych z grupy OMe

w trzech uktadach faz ruachomych.
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Fazy normaline
n-heksan/EtOH (85/15 viv)
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Rys. 44. Por6wnanie wspolczynnikow retencji k; zwiazkéw modelowych z grupy Cl w

trzech uktadach faz ruchomych.
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1.3 Polarne fazy organiczne

Zwiazki modelowe badane byly w dwoch ruchomych polamych fazach
organicznych: acetonitryl z dodatkiem kwasu octowego oraz acetonitryl z dodatkiem
trietyloaminy 1 kwasu octowego. Wyniki dla tych faz zostaly umieszczone
w Tabeli 10.

Tabela 10. Parametry retencji i enancjoselektywnosci zwiazkéw modelowych na

kolumnie Cyclobond I DMP w polarnych fazach organicznych.

ACN + 0,1% trietyloamnia
Zwinzek ACN + 0,2% kwas octowy ey i ttgvy
modelowy
a a
ke ks = teoret. i ks - teoret.

Phl 10,9 12,1 1,11 1,07 1,5 1,5 1,00 0,97
Ph2 3,6 3,6 1,00 1,02 0,6 0,7 1,13 1,24
Ph3 9,2 9,4 1,02 1,02 0,8 0,8 1,00 1,00
Ph4 7.5 7,7 1,03 1,03 0,7 0,7 1,00 1,01
Ph5 8,8 9,3 1,06 1,03 0,7 0,7 1,03 1,03
Phé6 - - - 1,03 1,4 1,4 1,00 1,01
MeOl 10,0 10,4 1,03 1,06 1,0 1,0 1,00 0,99
MeO2 8.7 6,0 1,06 1,05 0,5 0,7 1,23 1,27
MeO3 12,8 13,0 1,02 1,02 0,7 0,7 1,00 1,02
MeO4 13,4 13,9 1,04 1,04 0,5 0,5 1,00 1,03
MeO5 9,4 10,0 1,07 1,05 0,6 0,7 1,06 1,05
MeO6 11,3 11,5 1,02 1,05 0,4 0,4 1,00 1,03
Cll - - - 1,04 1,0 1,0 1,00 0,98
cl2 3,5 3,6 1,05 1,02 0,5 0,6 1,22 1,26
Clé 7,3 7,3 1,00 1,00 0,4 0,4 1,00 1,02

a teoret.- zostaly uzyskane z obliczen k; i k, z réwnania regresji (16) (deskryptory

Tabela 7) oraz ze wzoru a=ky/k;.

Retencja
Wspbélczynniki retencji badanych zwiazkéw maja mniejsze wartosci w
przypadku fazy z trietyloaming i kwasem octowym niz w fazie z dodatkiem tylko kwasu

octowego. Trietyloamina prawdopodobnie blokuje oddziatywania niespecyficzne, co z

83




Wyniki badan i dyskusja

kolei wptywa na poprawg ksztaltu pikéw i sprawnos$¢ uktadu. Niestety, wptywa rowniez
na znaczne obnizenie wartosci wspotczynnikéw retencji wszystkich zwiazkéw.

Analiza QSRR (Tabela 11, str. 86) wykazala dobra korelacj¢ tylko dla uktadu
ACN + kwas octowy (R?=0,94-0,95). W przypadku drugiej fazy ACN + 0,1%
trietyloamnia + kwas octowy korelacja jest stabsza (R>=0,64-0,73). Moze to wynika¢ z
bardzo krétkich czaséw retencji i wystgpowania znacznych rozrzutéw wynikow.

Jak to bylo oméwione w czgéci literaturowej, w polarnych fazach organicznych,
podobnie jak w fazach normalnych, rozpuszczalnik fazy ruchomej zajmuje wneke
cyklodekstryny, przez co anality nie tworza zwigzk6w inkluzyjnych z CD. Jednakze, co
potwierdzaja réwniez badania QSRR, za retencj¢ zwiazkéw modelowych odpowiadaja
inne rodzaje oddziatywan w poréwnaniu do faz normalnych. Gtéwny wklad w retencje
zwigzkéw w fazie ACN + kwas octowy maja prawdopodobnie oddziatywania
elektrostatyczne dipol-dipol oraz zesp6t oddziatywan odpowiedzialnych za lipofilowos¢
czasteczek (dip i /). Natomiast oddzialywania hydrofobowe oraz wielko$¢ (objgtosc)
czasteczki, jak réwniez oddzialywania zalezne od polaryzowalnosci czasteczki
powoduja zwigkszenie oddzialywan badanych zwiazkéw z faza ruchoma, przez co
wplywaja na zmniejszenie czas6w retencji (ujemnie wartosci e i v).

Podobnie jak w fazach normalnych zwigzki Phl, MeOl1, Cll maja najdluzsze
czasy retencji. Jednakze pozostale zwiazki wymywaja si¢ w innej kolejnosci niz dla faz
normalnych (Rys. 42, 43, 44), co sugeruje wystgpowanie innego typu oddzialywan
odpowiedzialnych za retencje¢ badanych zwiazkéw.

Enacjoselektywnos¢

Trietyloamina wplywa silnie na obnizenie enacjoseparacji w wigkszosci
przypadkéw. Jednakze dla trzech zwiazkéw Ph2, MeO2, CI2 powoduje najlepsza
separacj¢ nie tylko w uktadzie faz polarnych (Rys. 45), ale rowniez we wszystkich
badanych uktadach faz.

Enacjoselektywnos$¢ zwiazkéw z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w
pozycji R; w fazie acetonitryl z kwasem octowym wzrasta wraz z dtugoscia prostego
fancucha w podstawniku, natomiast separacja zwigzku z podstawnikiem rozgat¢zionym
Zmniejsza sig.

Zwiazek MeOl rozdziela si¢ tylko w jednej fazie ruchomej: acetonitryl z

kwasem octowym.
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Obliczone wartosci parametru A (Tabela 12, str. 87) wskazuja, iz rdznice
oddziatywan wplywajacych na chiralne rozréznienie w fazie ACN + kwas octowy sa
niewielkie, natomiast w fazie ACN + trietyloamina + kwas octowy dominujacy wpltyw

na enacjoselektywnos¢ uktadu maja kwasowe wigzania wodorowe.

A) Ph2 D) Ph2

B) MeO2 E) CI2

c)cCi2 F) MeO2

Rys. 45. Poréwnanie wynikéw chromatograficznych dla zwiazkéw w polarnych fazach
ruchomych:
(A, B, C) zwiazki w ukladzie ACN + 0,2 % kwasu octowego,
(D, E, F) zwiazki w uktadzie ACN + 0,1% trietyloamina + kwas octowy.
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Tabela 11. Parametry regresji dla kolumny Cyclobond I DMP w uktadach faz normalnych, fazach odwréconych, polarnych organicznych fazach.

Wspélczynniki liniowego réwnania regresji (16)

Uklad log(k) do a b 1 s e v q p R’
n-heksan/EtOH log(ky) | 1,462 1,973 -1,303 0,81

(85/15 vIv) log(k,) | 1,227 2,099 -1,332 0,81
n-heksan/EtOH/H,0 | log(k,) | 4,512 | 1,896 | 2,346 | -0,356 -1,312 0,91
Fazy (85/15/0,2 viviv) | log(k:) | 4,314 | 2,011 | 2,403 | -0,364 -1,242 0,93
normalne n-heksan/IPA log(ky) | 1,361 2,953 -2,058 0,90
(60/40 v/v) log(k;) | 1,155 3,046 -2,062 0,89
n-heksan/IPA/H,0 | log(ks) | 2,230 | 1,425 | 3,483 | -0,549 0,95
(60/40/0,2 viviv) | log(ks) | 2,117 | 1,653 | 3,501 [ -0,547 0,94
Fazy H,O/ACN (95/5) | log(ky) | 4,267 -7,219 | 1,354 [ -3,015 0,95
s pH=3 log(k;) | 3,689 -6,955 | 1,387 | -3,249 0,94
H,O/ACN (90/10) |log(k,) [ 5,664 | 1,523 | -6,187 -3,381 5728 | 0,233 | -0272 | 0,99
pH=5 log(ki) | 5,230 | 1,483 | -5,953 -3,375 5671 | 0,240 | -0,283 [ 0,99
log(k,) | 2,011 1,666 2,265 | -6,464 [ -0,187 0,95
Orzzz?;e ACN#AN log(,) | 1,812 1,682 2,265 | 6,561 | -0,167 0,94
g ACN+ log(ky) | 7,877 | 4,525 -0,248 -2,490 0,64
TEA +AA log(k;) | 7,914 | 5,702 -0,271 -2,455 0,73




Tabela 12. Parametry A odnoszace si¢ do zmian energii oddziatywan odpowiedzialnych za obserwowang enancjoselektywno$é dla kolumny

Cyclobond I DMP w uktadach faz normalnych, fazach odwréconych, polarnych organicznych fazach.

Parametry A, rownanie (17)
Uklad log Aa Ab Al As Ae Av Aq Ap
n-heksan/EtOH
(85/15 i) loga -0,127 0,029
n-heksan/EtOH/H,0
Fazy (85/15/0,2 vIvIv) loga | -0,116 | -0,057 | 0,008 -0,070
normalne
n-heksan/IPA
(60/40 viv) loga -0,093 0,004
n-heksan/[PA/H,0
(60/40/0,2 VIVIY) loga | -0,228 | -0,017 | -0,002
Ha0 ACI:J (57 loga. -0,264 | -0,033 | 0,234
Fazy pH—3
odwrocone
HZO/A;CHIigO/IO) loga | 0,040 | -0,235 -0,006 0,056 | -0,007 | 0,011
Polarne ACN+AA loga -0,017 0,000 | 0,097 | -0,020
organiczne G
faz N ¥
¥ TEA +AA loga | -1,178 0,023 0,035
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1.4 Podsumowanie i wnioski

Z przedstawionych wynikéw widaé, ze w celu efektywnego rozdzielenia
enancjomeréw dobor odpowiedniej fazy ruchomej jest niezwykle wazny, poniewaz faza
ruchoma moze wplywac¢ nie tylko na retencjg, ale i na enancjoselektywnos$¢ badanych
zwiazkow.

W ukladzie faz normalnych dominujace oddzialywania w mechanizmie retencji
zwiazkéw modelowych to wigzania wodorowe. Zastosowanie etanolu jako
modyfikatora fazy ruchomej powoduje znaczne skrécenie czaséw retencji w
poréwnaniu do fazy z IPA. W ukladzie faz normalnych zwiazki lepiej si¢ rozdzielaja,
kiedy organiczny modyfikator izopropanol zastapimy etanolem. Natomiast dodatek
wody wplywa w niewielkim stopniu na retencje jak réwniez i na selektywnosé
badanych zwiazkéw powodujac w niektérych przypadkach zwigkszenie, a w innych
zmniejszenie wartosci obu parametréw. Tylko cztery zwiazki: Phl, Ph2, MeO2, CI2
rozdzielaja si¢ we wszystkich fazach. Uzyskane réznice nie tylko w retencji, ale i w
enancjoselektywnosci badanych zwiazkow moga by¢ spowodowane adsorpcja
polarnych sktadnikéw fazy ruchomej (etanol, izopropanol, woda) na fazie stacjonarne;.
Moga one w rézny sposob zmienia¢ geometri¢ jej centrow aktywnych a przez to
powodowa¢ zmian¢ oddzialywan migdzyczasteczkowych w tworzeniu sig¢
diastereomerycznych komplekséw analitéw z cyklodekstryna.

Zmiana chromatograficznego systemu z ukladu faz normalnych na ukiad faz
odwréconych powoduje zmiang kolejnosci wymywania badanych zwiazkéw. To
zjawisko jest prawdopodobnie spowodowane tworzeniem kompleksow inkluzyjnych z
cyklodekstryna w ukladzie faz odwrdconych. Jezeli badane zwiazki tworza kompleksy
inkluzyjne z CD obecno$¢ grupy -OMe przylaczonej do pierscienia fenylowego
odgrywa znaczaca rol¢ w rozréznieniu chiralnym. Prawdopodobnie grupa ta tworzac
wigzania wodorowe ze skladnikami fazy ruchomej blokuje oddzialywania wplywajace
na enancjoselektywnos¢ analitow. Retencja i enacjoselektywnos$¢ zalezy od pH fazy
ruchome;j 1 w nizszym pH zwiazki rozdzielajg si¢ lepie;.

W ukladach polarnych faz organicznych mechanizm retencji zwiazkéw
modelowych, podobnie jak i w fazach normalnych, nie jest oparty na tworzeniu
kompleksow inkluzyjnych z cyklodekstryna. Jednakze kolejnos¢ wymywania zwigzkow

jest calkiem inna niz w powyzej oméwionych fazach. Dominujace oddzialywania w
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polarnych fazach organicznych to prawdopodobnie oddzialywania elektrostatyczne
dipol-dipol. Dodatek trietyloaminy wprawdzie prowadzi do poprawienia sprawnosci
systemu, jednakze w wigkszosci przypadkéw obniza separacj¢ badanych zwiazkow.

Poréwnujac wszystkie uklady najlepszy wynik zostal otrzymany dla zwiazku
MeO2 w fazie acetonitryl z trietyloaming i kwasem octowym (0=1,23). Zwiazek MeO1
rozdziela si¢ tylko w jednej fazie: acetonitryl z kwasem octowym. Ze wszystkich
badanych zwiazkéw CI2 i MeO2 wykazuja najlepsza enacjoseparacj¢ - rozdzielaja si¢
we wszystkich badanych uktadach faz ruchomych.

Przedstawione wyniki retencji 1 enanacjosepacji otrzymane w trzech réznych
ukladach faz ruchomych uzupeinione analiza QSRR potwierdzaja, ze badane zwiazki
moga oddzialywa¢ z faza stacjonarng w roézny sposob. Rozne sa zatem mechanizmy
odpowiedzialne za retencje oraz enancjoseparacj¢ w zaleznosci od zastosowanego
uktadu faz. Obliczone parametry wspétczynnikéw rozdzielenia (a) dla wszystkich
uktadéw chromatograficznych dobrze koreluja si¢ ze wspélczynnikami uzyskanymi
eksperymentalnie.

Niestety, z powodu uzyskania wzglednie stabej enacjoselektywnosci badanych
zwiazkéw, kolumny Cyclobond I DMP nie mozna zastosowaé do praktycznej analizy

oznaczania czystosci enancjomerycznej pochodnych pirolidyn-2-onéw.
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2. Wplyw alkoholi na rozréznienie chiralne pochodnych
pirolidyno-2-onu na kolumnach polisacharydowych

Retencj¢ i enancjoselektywnos$¢ zwiazkéw modelowych sprawdzono na trzech
fazach polisacharydowych: Chiralpak AD i Chiralpak IA (pochodne amylozy) oraz
Chiralcel OD (pochodna celulozy). Badania prowadzono w ukladzie faz normalnych
stosujac mieszaning n-heksanu z etanolem lub izopropanolem. Dodatkowo dla obu
alkoholi stosowano niewielki dodatek wody (0,2%) jako modyfikatora fazy ruchome;.
Jak juz wczesniej omoéwiono w czeéci literaturowej alkohole i woda moga
wspotzawodniczy¢ z analitami w obsadzaniu miejsc aktywnych, jak réwniez moga
zmienia¢ steryczne $rodowisko chiralnych wngk i kanaléw na polisacharydowych
fazach stacjonarnych. Uzyskane wyniki wplywu zmiany skladu eluentu na parametry
chromatograficzne zwiazkéw modelowych, parametry korelacji wspétczynnikow
retencji (logk) z desktyptorami zwigzkéw modelowych w badanych uktadach wyliczone
na podstawie rownania (16) oraz parametry A odnoszace si¢ do zmian czynnikow
odpowiedzialnych za obserwowang enancjoselektywno$¢ wyliczone na podstawie

réwnania (17), przedstawione zostaty w dalszej czgsci tego rozdziatu.

2.1 Kolumny amylozowe: Chiralpak AD i Chiralpak 1A

Fazy stacjonarne Chiralpak AD i Chiralpak IA sg to pochodne amylozy, ktére
rézniag si¢ sposobem obsadzenia czynnika enancjoselektywnego na silikazelu
(Chiralpak AD - powleczony, natomiast Chiralpak IA - unieruchomiony). Otrzymane
wyniki wplywu modyfikatorow na retencj¢ i enacjoselektywnosé jak réwniez sposobu
obsadzenia czynnika enancjoselektywnego przedstawiono w Tabelach 13 i 14.
Natomiast Tabele 15 1 16 przedstawiaja wliczone parametry regresji oraz parametry

A dla poszczegdlnych uktadow na obu kolumnach.
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Tabela 13. Parametry retencji i enancjoselektywnosci zwiazkéw modelowych na kolumnie Chiralpak AD w ukladzie faz normalnych.

Chiralpak AD
. n-heksan/EtOH n-heksan/EtOH/H,O n-heksan/IPA n-heksan/IPA/H,0
Zwigzek (85/15 viv) (85/15/0,2 v/vIv) (90/10/ v/v) (90/10/0,2 v/v/iv)
modelowy
k; k; a oateoret. | kg k; a ateoret. | ki k> a o teoret. | Kk k; o o teoret.
Phl 89 31,1 3,49 2,84 7,5 220 293 2,26 50 54 1,08 0,99 10,6 10,8 1,02 1,05
Ph2 32 53 1,65 1,26 33 52 1,55 1,73 36 43 1,21 1,12 64 80 1,26 1,22
Ph3 40 4,1 1,18 1,41 33 58 176 1,95 46 54 1,16 1,33 83 9,2 1,11 1:12
Ph4 37 43 1,17 1,36 30 54 1,81 1,94 42 48 1,14 1,26 72 82 1,13 1,16
PhS5 36 48 1,35 1,31 2,8 6,1 215 1,94 42 4,7 1,13 1,20 68 80 1,17 1,21
Ph6 40 50 1,25 1,31 36 6,6 1,83 1,80 46 5,6 1,22 1,24 10,7 13,3 1,24 1,18
MeOl 58 6,6 1,13 1,37 58 5,8 1,00 1,40 6,1 6,1 1,00 1,01 99 99 1,00 1,01
MeO2 32 42 1,31 1,32 28 3,6 1,30 1,09 3,7 4,1 1,11 1,14 80 88 1,11 1,18
MeO3 30 3,0 1,00 0,77 30 3,0 1,00 1,23 37 52 141 1,36 91 10,1 1,11 1,08
MeO4 29 29 1,00 1,07 1,2 1,7 143 1,23 34 49 1,44 1,29 6,8 81 1,19 1,13
MeOS5 26 29 1,11 1,02 22 28 1,25 1,20 33 4,7 144 1,22 64 7,6 1,19 1,17
MeO6 22 22 100 1,03 1,8 2,0 1,09 1,14 27 34 1,25 1,26 54 6,1 1,13 1,14
Cll 50 9,7 1,92 1,80 49 9,7 1,98 1,76 46 4,6 1,00 1,02 72 7,2 1,00 0,96
€12 23 29 126 1,67 20 26 1,29 1,40 26 29 1,11 1,16 40 4,7 1,19 1,13
Clé 2,1 21 1,00 0,87 1,6 24 1,52 1,43 25 3,1 1,24 1,29 45 45 1,00 1,09

a teoret.- zostaty uzyskane z obliczen k; i k, z réwnania regresji (16) (deskryptory Tabela 7) oraz ze wzoru a=k/k;.
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Tabela 14. Parametry retencji i enancjoselektywnosci zwigzkow modelowych na kolumnie Chiraplak IA w ukfadzie faz normalnych.

Chiralpak IA

) n-heksan/EtOH n-heksan/EtOH/H,0 n-heksan/IPA n-heksan/IPA/H,0

rf:;‘g?" (85/15 viv) (85/15/0,2 vIvIv) (80/20/ v/v) (80/20/0,2 v/vIv)
akd k; k a a teoret. ki ka a a teoret. k; ka a ki k; a

Phl 7,3 12,7 1,74 1,63 6,7 11,0 1,64 1,40 5,7 Sy 1,00 6,6 6,6 1,00
Ph2 3,7 43 1,17 1,06 34 4,0 1,19 1,10 59 5,9 1,00 3.1 3,1 1,00
Ph3 4,2 5,4 1,28 1,41 4,2 4,2 1,00 1,06 3.5 3.5 1,00 33 33 1,00
Ph4 3,8 5,1 1,32 1,43 4,0 4,0 1,00 1,04 2,9 2,9 1,00 3,0 30 1,00
Ph5 3,6 4,6 1,26 1,30 3,9 3,9 1,00 1,03 2,8 2,8 1,00 29 29 1,00
Phé6 3,6 4,4 1,22 1,20 3,5 3,7 1,07 1,13
MeOl 6,0 10,4 1,72 1,63 5.7 7,6 1,33 1,52 5,1 3.1 1,00 6,2 62 1,00
MeO2 3.2 3,3 1,04 1,13 2,8 3,0 1,06 1,19 22 2,2 1,00 2,5 2,5 1,00
MeO3 3,0 4,1 1,37 1,49 2,9 3.5 1,22 1,14 3,4 34 1,00 3,9 39 1,00
MeO4 3,0 4,1 1,37 1,45 2,7 3.2 1,19 1,13 2,6 2,6 1,00 3,0 30 1,00
MeOS5 2,9 3,9 1,35 1,28 2.5 3,0 1,19 1,12 2,8 2,8 1,00 2,9 29 1,00
MeO6 24 3.1 1,31 1,11 2,2 2,6 1,16 1,22 2,0 2,0 1,00 2,5 2,5 1,00
Cl1 6,2 7,4 1,19 1,37 53 6,9 1,31 1,35 3,7 3,7 1,00 4,6 4,6 1,00
CI2 2,6 2,8 1,07 1,07 2,4 2,6 1,08 1,05 2,0 2,0 1,00 22 22 1,00
Clé 23 33 1,47 0,94 2,3 2,6 1,16 1,08 2,1 2,1 1,00 2,2 2,2 1,00

a teoret.- zostaly uzyskane z obliczen k; i k; z réwnania regresji (16) (deskryptory Tabela 7) oraz ze wzoru a=ky/k;.




Tabela 15. Parametry regresji dla kolumn Chiralpak IA i Chiralpak AD w uk}adach faz normalnych.

Kolumna Uklad Wspoélczynniki liniowego réwnania regresji (16) i
log do a b 1 s e v q p R

n-heksan/EtOH | log(ky) | 13,127 | 3,400 | -1,282 | 2,129 | -4,109 | -5,741 | -6,403 -0,423 | 0,99

Chiralpak 1A (85/15 viv) log(k;) | 8,889 | 3,942 -1,645 | -1,972 0,94
n-heksan/EtOH/H,0 | log(ky) | 10,539 | 3,783 0,733 | -1,963 | -3,322 | -3,131 0,99

(85/15/0,2 viviv) | log(k;) | 11,480 | 3,614 | -0,885 | 1,046 | -1,654 | -4,204 | -4,117 0,97
n-heksan/EtOH | log(ky) | 17,677 | 5,284 | -3,442 -2,680 -0,391 0,92

(85/15 v/v) log(k,) | 11,354 | 5,360 -1,789 | -3,135 0,94
n-heksan/EtOH/H,0 | log(kz) | 18,900 | 9,502 | -1,858 | -0,379 4,374 0,89

Chiralpak AD (85/15/0,2 viviv) | log(k,) | 10,778 | 5,275 -0,374 2,335 0,84
n-heksan/IPA log(ky) | 7,180 | 3,747 2,524 | -0,384 0,68

(90/10 v/v) log(k,) | 8,298 | 3,900 -0,959 | -2,522 0,76
n-heksan/IPA/H,0 | log(ky) | 9,289 | 4,325 | 1,080 |-0,179 3,711 0,72

(90/10/0,2 v/v/v) | log(k;) | 7,999 | 3,725 | 1,188 -3,225 | -0,916 0,77
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Tabela 16. Parametry A odnoszace si¢ do zmian energii oddziatywan odpowiedzialnych za obserwowana enancjoselektywnosé dla kolumn

Chiralpak IA i Chiralpak AD w uk}adach faz normalnych.

Kolumna Uklad Parametry A, réwnanie (17)
log Aa Ab Al As Ae Av Aq Ap
n'heés;nljf)to}l log(a) | -0,543 | -1,282 | 2,129 | -2,465 | -3,768 | -6,403 0,423
Chiralpak IA T
n-heksa; 2
(85/15/0.2) log(e) | 0,169 | 0,885 | -0,313 | -0,309 | 0,882 | 0,986
n-heksan/EtOH
(85/15) log(a) | -0,076 | -3,442 1,789 | 0,455 0,391
n'helzzz%]gfoogl)mzo log()) | 4,226 | -1,858 | -0,005 2,039
Chiralpak AD v an/;PA
n-nekKs
(90/10) log(a) | -0,152 0,959 | -0,003 | -0,384
n-heksan/IPA/H,0
(90/10/0,2) log(a) | 0,600 | -0,108 | -0,179 -0,486 | 0916
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Retencja

W celu uzyskania podobnych czaséw retencji zwiazkéw modelowych
zastosowano st¢zenie 10% IPA na kolumnie Chiralpak AD, 20% IPA na kolumnie
Chiralpak IA, natomiast stezenie etanolu wynosito 15% dla obu faz. Otrzymano
podobng kolejnos¢ wymywania zwiazkéw dla obu alkoholi na kolumnie Chiralpak AD
z wyjatkiem zwiazkéw MeO3 i Cll. Natomiast na kolumnie Chiralpak IA zamiana
etanolu na izopropanol w mieszaninie z n-heksanem powoduje zmiang kolejnosci elucji
dla wigkszej liczby zwiazkéw (MeO2, PhS, Ph4, MeO3, Ph2). Dodatek wody do obu
faz na obu kolumnach wprowadza liczne zmiany z wyjatkiem zwiazkow: Cl6, MeO6,
Cl12 wymywanych z kolumn w pierwszej kolejnosci we wszystkich fazach ruchomych
oraz zwiazkow MeOl i Phl, ktére wymywane sa, jako ostatnie. Poréwnujac dwie
kolumny Chiralpak AD i Chiralpak IA kolejnos¢ elucji zwiazkéw (z wyjatkiem zwiazku
Ph6) jest taka sama tylko w fazie z etanolem. Na obu fazach stacjonarnych rozrzut
retencji jest duzo szerszy w przypadku zastosowania etanolu zamiast izopropanolu, jako
modyfikatora fazy ruchome;.

Analiza QSRR (patrz cz¢s¢ doswiadczalna, punkt 8) pokazuje, iz na mechanizm
retencji badanych zwiazkéw na kolumnach amylozowych wplywa wiele réznych
oddziatywan. Naleza do nich przede wszystkim wiazania wodorowe (czynniki a i b), ale
rébwniez oddzialywania elektrostatyczne dipol-dipol lub dipol - dipol indukowany,
o czym swiadcza wklady s 1 ¢, oddzialywania zalezne od polaryzowalnosci
reprezentowane przez refrakcj¢ molowa (e) oraz oddziatywania hydrofobowe (czynniki
v i /) (patrz Tabela 15). Warto zauwazyc¢, iz na kolumnach amylozowych odwrotnie niz
w ukladzie faz normalnych na kolumnie cyklodekstrynowej oddzialywania okreslane
jako kwasowe wigzania wodorowe odgrywaja dominujaca role w mechanizmie retencji.

Retencja zwiazkéw modelowych na kolumnie Chiralpak AD w fazach
ruchomych zaréwno w fazie z etanolem jak i izopropanolem zalezy gidéwnie od
tworzenia wigzan wodorowych (dodatni parametr a) natomiast oddzialywania zwiazane
z polaryzowalnoscig czasteczki (czynnik e) wptywaja na obnizenie wspotczynnikow
retencji. Analiza rownan QSRR pokazuje, iz réwniez sposob obsadzenia czynnika
chiralnego wptywa na zmian¢ oddziatywan badanych zwiazkéw z faza stacjonarng. Na
kolumnie Chiralpak IA w fazie z etanolem dodatkowo oddzialywania hydrofobowe

(czynniki / i v) jak réwniez oddzialywania dipol - dipol indukowany reprezentowane

b



Wyniki badan i dyskusja

przez czynnik s zaczynaja odgrywac istotna rol¢ w mechanizmie retencji badanych
zwiazkow.

Dodatek wody do fazy ruchome;j, jak juz wczesniej wspomniano omawiajac fazg
cyklodekstrynowa, zwigksza polarno$¢ ukladu faz normalnych w wyniku czego moglby
wplywac¢ na zmniejszenie wartosci wspolczynnikow retencji. Taka sytuacj¢ mozemy
zaobserwowa¢ w przypadku fazy ruchomej z etanolem na obu kolumnach. Jednakze
1 tutaj wystepuja wyjatki. Dodatek wody dla zwiazkéw Ph2, Ph3, Ph4, PhS, Phé, CI16 na
kolumnie Chiralpak AD oraz Ph4, PhS a na kolumnie Chiralpak IA powoduje, iz jeden
z enancjomerow zachowuje si¢ inaczej i warto$¢ jego wspolczynnika retencji si¢
zwigksza. Natomiast niewielka ilo§¢ wody w fazie z izopropanolem zwigksza wartosci
wspolczynnikéw retencji badanych zwiazkéw na obu kolumnach z wyjatkiem Ph2, Ph3
na kolumnie Chiralpak IA. Wyniki te potwierdzaja stwierdzenie Koller i inni [131], iz
polarnos¢ eluentu nie jest czynnikiem determinujacym site elucji na polisacharydowych
fazach stacjonarnych. Zaré6wno woda jak i alkohole moga w rézny sposoéb wpltywac na
steryczne srodowisko chiralnych wnek i kanatow fazy stacjonarnej i w ten sposob
wplywa¢é na zmiany retencji badanych zwiazkow.

Analiza réwnan QSRR pokazuje, iz dodatek wody do faz ruchomych z etanolem
na obu kolumnach amylozowych wplywa na zmian¢ oddzialywan obu enancjomeréw z
faza stacjonarna. Dobrze widoczne jest to w przypadku wigzan wodorowych. Obecno$é
wody w fazie ruchomej wplywa korzystniej na tworzenie kwasowych wigzan
wodorowych przez enancjomer wymywany w drugiej kolejnosci (dla k, parametr a
zwigksza si¢) 1 mniej korzystnie dla enancjomeru wymywanego w pierwszej kolejnosci
(dla k; warto$¢ a zmniejsza si¢). Ponadto na kolumnie Chiralpak AD w fazie z
izopropanolem dodatek wody powoduje, iz oba typy wiazan wodorowych wplywaja na
zwigkszenie retencji (dodatnie parametry a i1 b). Zaobserwowano réwniez, iz
hydrofobowo$¢ (czynnik /) wptywa na zmniejszenie retencji badanych zwiazkéw w
fazach ruchomych z dodatkiem wody na kolumnie Chiralpak AD. Niewykluczone, ze
czasteczki wody moga adsorbowac si¢ we wnekach fazy stacjonarnej zmieniajac

wlasciwosci jej centrow aktywnych.
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Pierwsze w kolejnosci zwiazki z kazdej grupy (Phl, MeOl, Cl1) maja
najwigksze wartosci wspotczynnikéw retencji na obu kolumnach we wszystkich
czterech fazach ruchomych (Rys. 46 i 47) (Wyjatek na kolumnie Chiralpak IA w fazie z
20% IPA czas retencji Ph2 diluzszy niz Phl). Zwiazki prawdopodobnie najsilniej
oddzialuja z faza stacjonarna poprzez tworzenie wiazania wodorowego za pomoca
grupy hydroksylowej znajdujacej si¢ w pozycji R;. W tym przypadku nie bez znaczenia
moze byé zaréwno polarnosé jak i wielkos¢, objgtosé czasteczek gdyz, jak to bylo
wczesniej omoéwione w czgsci literaturowej, amyloza tworzy kanaly, wnegki do
wewnatrz ktérych skierowane sa grupy polarne odpowiedzialne migdzy innymi za
tworzenie wigzan wodorowych oraz oddziatywan dipol-dipol. Zwiazki Ph1, MeOl, ClI
charakteryzuja si¢ najmniejsza objgtoscia w swoich grupach i prawdopodobnie dzigki
temu atwiej wnikaja do kanatéw i diuzej oddziatujg z faza stacjonarna.

W poréwnaniu do zwigzkéw modelowych z grupy Ph, zwiazki z grup OMe oraz
Cl maja z reguly krotsze czasy retencji na obu kolumnach (Rys. 46 i 47). Wyjatki
stanowia zwiazki: MeOl w fazie z izopropanolem, MeO2 i MeO3 w fazie z
izopropanolem i woda na kolumnie Chiralpak AD oraz MeO3 w fazie izopropanolem
i wodg na kolumnie Chiralpak IA. Wyniki pokazuja, ze obecno$¢ podstawnikéw na
grupie fenylowej wplywa w wigkszosci przypadkéw na zmniejszenie wartosci
wspotczynnikéw retencji. Moga one wplywaé na zmiang oddzialywan n-m, ale rowniez
moga tworzy¢é zawadg steryczna uniemozliwiajaca zwigzkom odpowiednie
dopasowanie si¢ do fazy stacjonarnej. Wigzanie wodorowe, ktére moze tworzy¢ grupa
metoksylowa, jak to prawdopodobnie ma miejsce na kolumnie cyklodekstrynowej, w
tym przypadku moze nie mie¢ miejsca gdyz grupy aromatyczne zwrocone sa na

zewnatrz tancucha polisacharydowego (Rys. 19 w czgéci literaturowe; str. 29).
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Rys. 46. Poréwnanie wspélczynnikéw retencji k; w ukladzie faz normalnych na
kolumnie Chiralpak AD.
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Chiralpak IA
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Rys. 47. Porownanie wspolczynnikow retencji k; w ukladzie faz normalnych na

kolumnie Chiralpak IA.
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Wartosci wspdtczynnikow retencji zwiazkow z grup Ph 1 OMe z podstawnikiem
N-alkilokarbamailoksowym w pozycji R; maleja wraz ze wzrostem dtugosci fancucha
weglowodorowego we wszystkich czterech fazach ruchomych na kolumnie
Chiralpak IA. Na kolumnie Chiralpak AD tylko w przypadku faz z izopropanolem
i izopropanolem z woda, jako modyfikatorami fazy ruchomej oraz zwiazki z grupy
OMe w fazie z etanolem. Moze by¢ to zwiazane ze zwigkszaniem si¢ hydrofobowosci
zwiazkéw wraz ze wzrostem dlugosci tancucha w podstawniku, dzigki czemu zwiazki
chetniej oddzialuja z mniej polarna faza ruchoma. Ciekawy przypadek stanowia
poszczegdlne enancjomery zwiazkow z grupy Ph w fazach z etanolem oraz etanolem z
niewielkg ilosciag wody na kolumnie Chiraplak AD. W tych fazach tylko wspétczynniki
retencji k; maleja, natomiast wspdiczynniki k, zwigkszaja si¢ wraz ze wzrostem
dhugosci tancucha weglowodorowego (Rys. 48). Zwiazki z lancuchem rozgal¢zionym
(Ph6 i MeO6) na kolumnie Chiralpak IA maja mniejsze wartosci wspoiczynnikow
retencji w poréwnaniu ze zwigzkami z prostym lancuchem we wszystkich fazach
ruchomych. Natomiast na kolumnie Chiralpak AD wartosci wspdlczynnikéw retencji
dla zwigzku Ph6 sa wigksze a dla zwiazku MeO6 mniejsze niz dla zwiazkoéw z prostym

fancuchem weglowodorowym.

Chiralpak AD
15% EtOH
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‘; | okt
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Rys. 48. Poréwnanie wspdiczynnikow retencji k; i k, zwiazkéw z grupy Ph

z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w pozycji R;.
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W trakcie eksperymentéw zaobserwowano réwniez, iz zamiana etanolu na
izopropanol w mieszaninie z n-heksanem i odwrotnie na kolumnie Chiralpak IA w
przeciwienstwie do kolumny Chiraplak AD wymaga dlugiego czasu ustalania
rownowagi (Rys. 49). Przyczyna tego moze by¢ sposob obsadzenia czynnika
enancjoselektywnego na silikazelu, ktory w przypadku kolumny unieruchomionej moze
wplywaé¢ na wolniejsza zmiang¢ jej konformacji molekularnej w trakcie zamiany

alkoholowych modyfikatoréw fazy ruchome;.
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Rys. 49. Chromatogramy zwiazku Ph3 na kolumnie Chiralpak IA (A) w ukladzie faz z

etanolem (B-D) z izopropanolem odpowiednio po 0, 5, 8 godzinach.

101



Wyniki badan i dyskusja

Enanacjoselektywnos¢

Na kolumnach amylozowych uzyskano rozréznienie chiralne dla wszystkich
badanych zwiazkéw. Jednakze wyniki réznia si¢ znacznie na poszczegllnych
kolumnach. Na kolumnie Chiralpak IA otrzymano rozdzielenie wszystkich zwiazkéw w
ukladzie faz z etanolem, jako modyfikatorem fazy ruchomej, natomiast w fazie z
izopropanolem oraz izopropanolem i woda zwiazki w ogodle nie rozdzielaja si¢. W
przypadku zastosowania kolumny Chiralpak AD uzyskanie enancjoselektywnosci dla
wszystkich badanych zwiazkéw wymaga zmiany skladu fazy ruchomej. W tym celu
nalezy zamieni¢ modyfikator z etanolu na izopropanol, (aby rozdzieli¢ np. MeO4) lub
odwrotnie (np. Cl1) badz tez dodaé niewielka ilo$§¢ wody do fazy ruchome;j (np. Cl16).

Uzyskane wyniki pokazuja, iz zamiana izopropanolu na etanol w mieszaninie z
n-heksanem powoduje w wigkszosci przypadkéw lepsza separacj¢ zwiazkéw na obu
kolumnach. Wyjatek na kolumnie Chiralpak AD stanowia zwiazki z grupy MeO z
podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w pozycji R;: MeO3, MeO4, MeOS5, MeO6
oraz zwiazek Cl6, ktore lepiej rozdzielajq si¢ w fazie z izopropanolem.

Dodatek niewielkiej ilosci wody do fazy z etanolem na kolumnie Chiralpak AD
znaczaco zwigksza rozroznienie chiralne wigkszosci zwiazkow, a zmniejsza tylko Phl,
Ph2, MeOl, MeO2. Natomiast na kolumnie Chiralpak IA tendencja jest odwrotna -
dodatek wody =zmniejsza separacj¢ wigkszosci zwiazkébw a  zwigksza
enancjoselektywno$¢ tylko czterech zwiazkéw: Ph2, MeO2, Cll, CI12. W fazie z
izopropanolem na kolumnie Chiralpak IA dodatek wody nie wplywa na
enancjoselektywnos¢ badanych zwiazkéw natomiast na kolumnie Chiraplak AD
poprawia rozréznienie chiralne tylko dla czterech zwiazkéw: Ph2, PhS, Ph6 i CI2.
Wptyw dodatku wody do fazy ruchomej na enancjoselektywnos$¢ zwigzku Ph3 na
kolumnie Chiralpak AD przedstawiono na Rys. 50.

W niektorych przypadkach dodatek wody do fazy ruchome;j jest niezbgdny, aby uzyskaé
rozroznienie chiralne, ale rowniez jego obecnos¢ moze znie$¢ enacjoselektywnosc.
Przykladem jest tu zwiagzek Cl6, ktory na kolumnie Chiralpak AD w fazie etanol :
n-heksan nie rozdziela si¢ (a=1,00) natomiast po dodaniu wody wspoiczynnik
rozdzielenia wzrasta do a=1,52. W fazie izopropanolem jest odwrotnie po dodaniu do

fazy niewielkiej ilosci wody nie ma rozdzielenia enancjomeréw (bez wody 0=1,24).
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Rys. 50. Wplyw dodatku wody na rozréznienie chiralne zwiazku Ph3 na kolumnie
Chiralpak AD w czterech réznych fazach ruchomych:
(A) n-heksan/IPA (90/10 v/v),
(B) n-heksan/IPA/H,0 (90/10/0,2 v/v/v),
(C) n-heksan/EtOH (85/15 v/v),
(D) n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v).

Analiza parametréw A (Tabela 16) pokazuje, iz na rozréznienie chiralne
zwigzkéw modelowych na kolumnie Chiralpak IA w ukladzie z etanolem jako
modyfikatorem fazy ruchomej wplywa wiele oddzialywan. Do najbardziej istotnych
naleza oddzialywania hydrofobowe, oddzialywania zwiazane z polaryzowalno$cia
czasteczki oraz w mniejszym stopniu wigzania wodorowe. Niewielki dodatek wody do
fazy ruchomej z etanolem powoduje, ze w zasadzie te same réznice w oddziatywaniach
enanacjomeréw z faza stacjonarna wplywaja na enancjoseparacj¢ badanych zwiazkow.
Jednakze warto$ci te s3 znacznie mniejsze, a zatem 1 rdéznice oddzialywan
enancjomer6w z faza stacjonarng sa mniejsze, co odzwierciedlaja wyniki uzyskane
eksperymentalnie. Natomiast na kolumnie Chiralpak AD obliczone wartosci
parametrow A (Tabela 16) wskazuja iz dominujace oddzialywania w uktadach faz z
etanolem oraz etanolem z dodatkiem wody to przede wszystkim wigzania wodorowe

oraz oddziatywania zwiazane z polaryzowalnoscia czasteczki. W fazie z izopropanolem
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jako modyfikatorem fazy ruchomej rdéznice oddzialywan enancjomeréw z faza
stacjonarng wplywajace na enancjoseparacj¢ to oddziatywania elektrostatyczne dipol -
dipol indukowany, oddzialywania hydrofobowe oraz kwasowe wigzania wodorowe.
Niewielki dodatek wody do fazy z izopropanolem powoduje, ze oddzialywania te
zmieniaja si¢. Najbardziej istotne dla rozréznienia chiralnego wydaja si¢ oddzialywania
hydrofobowe, kwasowe i zasadowe wigzania wodorowe oraz oddziatywania zwigzane z
polaryzowalnoscia czasteczki.

Rozpatrujac grupy zwiazkow z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w
pozycji R;, mozna zauwazy¢, iz na kolumnie Chiralpak AD w fazie z etanolem oraz
etanolem z woda zwiazki z grupy Ph rozdzielaja si¢ lepiej w poréwnaniu do zwiazkow
z grupy OMe (Rys. 51). Jednakze dla obu grup dla fazy z etanolem widzimy dodatni
wplyw niewielkiej ilo$ci wody na uzyskanie enancjoselektywnosci. Natomiast w fazach
z izopropanolem lepsza enancjoselektywnos¢ uzyskano dla zwiazkow z grupy OMe w
poréwnaniu do zwiazkéw z grupy Ph (Rys. 52). Dla fazy z izopropanolem dodatek
wody na rozroznienie chiralne jest dla zwiazkéw z grupy OMe zdecydowanie
niekorzystny. Jednakze na kolumnie Chiralpak IA, sytuacja przedstawia si¢ inacze;j.
Enancjoselektywnos¢ grupy zwiazkow OMe w fazie z etanolem oraz etanolem z woda
jest wigksza niz uzyskana dla zwiazkéw z grupy Ph (Rys. 53). Natomiast w obu fazach

z izopropanolem nie otrzymano zadnego chiralnego rozréznienia badanych zwiazkow.
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Rys. 51. Poréwnanie enancjoselektywnosci na kolumnie Chiralpak AD dla grupy
zwigzkow Ph 1 OMe z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w

ukladzie faz n-heksan/EtOH (85/15 v/v) oraz n-heksan/EtOH/H,O

(85/15/0,2 v/viv).
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Rys. 52. Poréwnanie enancjoselektywnosci na kolumnie Chiraplak AD dla grupy
zwigzkéw Ph i OMe z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w
ukladzie faz n-heksan/IPA (90/10 v/v) oraz n-heksan/IPA/H,O (90/10/0,2

v/IvIv).
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Rys. 53. Poréwnanie enancjoselektywnosci na kolumnie Chiralpak IA dla grupy
zwigzkéw Ph i OMe z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w
ukladzie faz n-heksan/EtOH (85/15 v/v) oraz n-heksan/EtOH/H,0O
(85/15/0,2 viviv).

Na kolumnie Chiralpak AD lepsza enancjoseparacj¢ uzyskano dla zwiazkow z
grupy Ph w fazach z etanolem oraz etanolem i woda, jako modyfikatoréw fazy
ruchomej w poréwnaniu ze zwigzkami z grup OMe i Cl. Wplyw budowy zwiazku na
zmian¢ rozréznienia chiralnego dla kolumn Chiralpak AD i Chiralpak IA poprzez
zmiang podstawnika R; jest szczegé6lnie dobrze widoczny dla pierwszych w kolejnosci
zwiazkéw z kazdej grupy Phl, MeOl, Cll. Zmiana podastawnika R, prawdopodobnie
wplywa na zmian¢ oddzialywan m-n co odzwierciedla si¢ w enancjoselektywnosci
a=3,49; 1,13; 1,92 w fazie ruchomej etanol : n-heksan na kolumnie Chiralpak AD,
a=1,74; 1,72; 1,19 w fazie ruchomej etanol : n-heksan na kolumnie Chiralpak IA (Rys.
54, 55). Ponadto wyniki pokazuja, iz sposob obsadzenia czynnika enancjoselektywnego

ma istotny wplyw na uzyskanie rozréznienia chiralnego.
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Rys. 54. Chromatogramy zwiazkéw Phl, Cl1, MeOl na kolumnie Chiralpak AD w
fazie ruchomej n-heksan/EtOH (85/15 v/v).
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Rys. 55. Chromatogramy zwiazkéw Phl, Cl1, MeO1 na kolumnie Chiralpak IA w fazie
ruchome;j n-heksan/EtOH (85/15 v/v).

Dobrym przykladem obrazujacym wplyw sposobu obsadzenia czynnika
chiralnego na silikazelu na enacjoselektywnos¢ jest zwiazek MeO3. Na kolumnie
Chiralpak AD (powleczonej) w fazach z etanolem oraz etanolem z niewielkim
dodatkiem wody nie uzyskano rozdzielenia zwiazku (a=1,00). Wystarczylo zmienic¢
kolumng¢ na Chiralpak IA (unieruchomiona) i osiagni¢to a=1,37 w fazie z etanolem
oraz o=1,22 w fazie z etanolem i dodatkiem wody. Natomiast w fazach z
izopropanolem sytuacja jest odwrotna zwiazek MeO3 nie rozdziela si¢ na kolumnie
Chiralpak IA (a=1,00), natomiast na kolumnie Chiralpak AD o=1,41 w fazie z

izopropanolem oraz a=1,11 w fazie z izopropanolem i woda.
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2.2 Kolumna Chiralcel OD

Faza stacjonarna Chiralcel OD jest to pochodna celulozy powleczona na
silikazelu. Jest ona celulozowym odpowiednikiem kolumny Chiralpak AD. Uzyskane
wyniki wplywu modyfikatoréw na retencj¢ i enanacjoselektywnos¢ przedstawiono w
Tabeli 17. Natomiast wyliczone parametry korelacji wspolczynnikow retencji z
deskryptorami badanych zwiazkéw oraz parametry A dla poszczego6lnych ukladéw faz

ruchomych przedstawiono w Tabelach 181 19.

Retencja

St¢zenie modyfikatorow fazy ruchomej etanolu, izopropanolu oraz dodatku
wody zastosowano takie samo jak w przypadku kolumny Chiralpak AD (15% etanol,
10% izopropanol, 0,2% woda). Jednakze wartosci wspotczynnikow retencji badanych
zwiazkow w fazie z etanolem oraz etanolem z woda sa duzo mniejsze na kolumnie
Chiralcel OD w poréwnaniu do kolumny Chiralpak AD. Natomiast dla fazy z
izopropanolem tendencja jest odwrotna i wartosci wspotczynnikow retencji na kolumnie
Chiralcel OD sa wigksze. Zamiana etanolu na izopropanol na kolumnie Chiralcel OD w
zasadzie nie zmienia kolejnosci wymywania zwigzkdw modelowych z wyjatkiem
zwigzkow Ph6 i Ph3. Niewielki dodatek wody przyspiesza elucj¢ zwiazku Ph6 w fazie
etanol : woda natomiast w fazie izopropanol : woda przyspiesza wymywanie zwiazkow
PhS i1 Ph3 a opdznia MeO4. Uzyskana kolejnos¢ wymywania zwiagzkéw na kolumnie
Chiralcel OD rézni si¢ od kolejnosci elucji otrzymanej na kolumnie Chiralpak AD.

Na podstawie analizy QSRR (patrz cz¢$¢ doswiadczalna, punkt 8) mozna,
zauwazy¢, iz mechanizm retencji zwiazkéw modelowych zalezy od wielu oddziatywan
takich jak wiazania wodorowe (czynniki a i b), oddzialtywania elektrostatyczne dipol -
dipol indukowany (parametr s), oddziatywania zalezne od polaryzowalnosci czasteczek
reprezentowane przez refrakcje molowa (e) oraz oddziatywania hydrofobowe (v i /). Na
wzrost wartosci wspoOlczynnikéw retencji badanych zwiazkéw oddzialywania
mig¢dzyczasteczkowe okreslane jako zasadowe wiazania wodorowe odwrotnie niz dla
faz amylozowych a podobnie jak dla fazy cyklodekstrynowej odgrywaja istotng rolg
(dodatni parametr b).

109



Wyniki badan i dyskusja

Tabela 17. Parametry retencji i enancjoselektywnosci zwiazkéw modelowych na kolumnie Chiralcel OD w uktadzie faz normalnych.

Chiralcel OD
. n-heksan/EtOH n-heksan/EtOH/H,O n-heksan/IPA n-heksan/IPA/H,O
rf:;‘;f)ek (85/15 vIv) (85/15/0,2 v/vIv) (90/10 v/v) (90/10 v/vIv)
o ki k2 a o teoret. | K ka (v ] a teoret. | ki k2 a o teoret. | K k; a a teoret.

Phl 28 28 1,00 0,98 26 2,7 1,06 1,03 82 82 1,00 0,98 84 84 1,00 1,01
Ph2 2,5 2,7 1,08 1,03 24 26 1,07 1,04 68 7,7 1,14 1,10 60 6,6 1,10 1,04
Ph3 1,7 1,7 1,00 1,05 1,7 1,7 1,00 1,00 57 57 1,00 1,05 4,1 43 1,05 1,07
Ph4 LS 1,5 1,00 1,00 1,6 1,6 1,00 1,00 49 49 1,00 1,02 43 46 1,07 1,10
Ph5 1,6 1,6 1,00 1,03 L5 1,5 1,00 1,01 42 46 1,11 1,08 3,7 4,0 1,10 1,13
Ph6 1,6 1,6 1,00 0,95 LS L,5 1,00 0,96 43 45 1,05 1,06 42 44 1,05 0,96
MeOl1 2,8 3,0 1,09 1,07 26 29 1,13 1,16 87 93 1,07 1,05 94 10,0 1,07 1,09
MeO2 28 3,0 1,08 1,10 26 29 1,11 1,17 89 10,0 1,13 1,14 76 8,6 1,13 1,14
MeO3 1,8 1,9 1,07 1,13 L7 1,9 1,10 1,13 56 62 1,10 1,09 54 61 1,13 1,18
MeO4 LS 1,7 1,12 1,10 1. 17 1,18 1,13 47 54 1,14 1,10 46 53 1,16 1.21
MeO5 14 1,6 1,16 1,14 14 1,6 1,16 1,13 42 50 1,19 1,18 4,1 49 1,18 1,23
MeO6 14 1,6 1,15 1,11 14 1,6 1,16 1,09 41 4,7 1,15 1,21 39 46 1,18 1,05
Cll 20 23 1,12 1,16 19 22 1,16 1,12 69 82 1,19 1,21 58 6,7 1,16 1,14
CI2 1,9 2,0 1,09 1,10 1,7 1,9 1,07 1,14 56 6,7 1,18 1,21 43 49 1,12 1,20
Clé6 LI 1,1 1,00 1,20 1,1 1,1 1,00 1,05 3,1 3.5 1,16 1,38 26 29 1,10 1,09

a teoret.- zostaty uzyskane z obliczen k; 1 k; z rownania regresji (16) (deskryptory Tabela 7) oraz ze wzoru a=k,/k;




Tabela 18. Parametry regres;ji dla kolumny Chiralcel OD w uktadach faz normalnych.

Wspélcezynniki liniowego réwnania regresji (16)

Kolumna Uklad log de . b ] : . = 5 )
n-heksan/EtOH log(ks) | 3,693 | -1,115 | 1,934 -1,422 | -1,640 0,272 | 098

(85/15 v/v) log(k;) | 5,186 1,173 -0,617 | -1,844 | -0,626 0,97

n-heksan/EtOH/H,O | log(ks) | 5,014 | -1,684 | 1,153 | 0,874 | -1,331 | -2,863 | -3.687 0,99

Chiraleel OD (85/15/0,2 vIviv) | log(k;) | 5,988 0,912 | 0380 | -0,811 | -2,676 | -1,955 0,98
n-heksan/IPA log(ky) | 3,941 | -2,746 | 1,767 | 0,622 -1,641 | -4,237 0,305 | 0,97

(90/10 v/v) log(k;) | 6,840 | -2,105 | 0,891 | 1,339 | -1,105 | -3,579 | -5,849 0,97

n-heksan/IPA/H,O | log(kz) | 5,669 | -1,995 | 1,778 | 1,127 | -1,926 | -3,179 | -4,589 0,98

(90/10/0,2 v/v/v) | log(ki) | 5,169 2,183 -0,940 | -1,784 | -0,805 0,96

111




Wyniki badan i dyskusja

Tabela 19. Parametry A odnoszace si¢ do zmian energii oddziatywan odpowiedzialnych za obserwowana enancjoselektywnosé dla kolumn
Chiralcel OD w ukladach faz normalnych.

Kolumna Uklad Parametry A, réwnanie (17)
log Aa Ab Al As Ae Av Aq Ap
n-heksan/EtOH
(85/15 vIv) log(a) | -L,115 | 0,760 0,617 | 0,423 | -1,014 0,272
gt i log(a) | -1,684 | 0,241 | 0,494 | -0,520 | -0,186.( -1,732
y (85/15/0,2 v/viv)
Chiralcel OD E—
n-he
(90/10 v/v) log(a) | -0,641 0,876 | -0,717 | 1,105 1,937 1,612 0,305
n-heksan/IPA/H,0
(90/10/0,2 v/v/v) log(a) | -1,995 -0,405 | 1,127 | -0,986 | -1,395 | -3,784
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W fazach ruchomych z etanolem jak i izopropanolem jako modyfikatorami fazy
ruchomej mechanizm retencji zwigzkéw modelowych zalezy gltéwnie od zasadowych
wigzan wodorowych (dodatni parametr b). Dodatkowo w fazie z izopropanolem
lipofilowos¢ (parametr /) rowniez wplywa na zwigkszenie retencji. Natomiast
oddziatywania hydrofobowe (parametr v), oddzialywania zwiazane z polaryzowalnoscia
czasteczki (czynniki s i e) oraz kwasowe wigzania wodorowe (ujemny parametr a)
wplywaja na zmniejszenie retencji badanych zwiazkow.

Wyniki uzyskane na kolumnie Chiralcel OD najbardziej potwierdzaja
stwierdzenie, iz dodatek wody wplywajac na zwigkszenie polarnosci fazy zmniejsza
warto$ci wspotczynnikéw retencji. Tylko jeden zwiazek (Ph4) w fazie etanol z woda
oraz dwa w fazie izopropanol z woda (Phl, MeOl) zachowuja si¢ inaczej. Wartosci
wspotczynnikow retencji pozostalych zwiazkow zmniejszajg si¢ w fazie ruchomej z
dodatkiem wody.

Analiza réwnan QSRR (Tabela 18) pokazuje, ze dodatek wody wplywa na
zmian¢ oddzialywan poszczegélnych enanacjomerdow z faza stacjonarna. Najbardziej
istotny wydaje si¢ wplyw na wiazania wodorowe, ktére sa dominujacymi
oddziatywaniami w mechanizmie retencji badanych zwiazkéw. Dodatek wody obniza
parametry regresji zasadowego wigzania wodorowego obu wspolczynnikoéw retencji w
fazie ruchomej z etanolem natomiast zwigksza w fazie ruchomej z izopropanolem.
Ponadto w fazie z etanolem dodatek wody sprawia, iz lipofilowos¢ wptywa na
zwigszenie retencji badanych zwiazkow (parametr /).

Tak jak na wszystkich omowionych wczesniej kolumnach tak i w przypadku
Chiralcel OD w fazach normalnych pierwsze zwiazki z kazdej grupy (Phl, MeOl, Cl1)
maja najwigksze wartosci wspolczynnikéw retencji (Rys. 56). Wyjatek w fazie z
izopropanolem: jako pierwszy wymywa si¢ MeO2 (MeOl jako drugi). Zwiazki: Phl,
MeOl, Cl1 moga tworzy¢ wiazanie wodorowe dzigki grupie hydroksylowej w pozycji
R;, co prawdopodobnie tak jak na fazie cyklodekstrynowej i fazach amylozowych jest

powodem ich najdtuzszego oddzialywania z faza stacjonarna.

113



Wyniki badan i dyskusja
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Rys. 56. Poréwnanie wspofczynnikow retencji k; w ukladzie faz normalnych na

kolumnie Chiralcel OD.
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Poréwnujac retencj¢ badanych zwiazkéw w grupach: Ph, OMe, Cl zachowuja
si¢ one odwrotnie niz dla kolumny amylozowej a podobnie jak dla kolumny
cyklodekstrynowej w fazach normalnych. Zwiazki z grupy OMe maja wigksze wartosci
wspolczynnikow retencji przynajmniej dla jednego z enanacjomeréw danego zwiazku,
natomiast zwiazki z grupy Cl maja mniejsze we wszystkich fazach ruchomych w
poréwnaniu do zwiazkow z grupy Ph. Wyjatek stanowia zwiazki MeOS5 i MeO6 w fazie
z etanolem, jako modyfikatorem fazy ruchomej. Moze to by¢ spowodowane r6znica w
konformacji lancucha celulozy i amylozy. Prawdopodobnie dzigki temu grupa
metoksylowa moze tworzy¢ wiazanie wodorowe podobnie jak na kolumnie
cyklodekstrynowej zwigkszajac wspélczynniki retencji dla zwiazkow z tej grupy.
Uzyskane wyniki pokazuja, iz podobnie jak i na amyzolowych fazach stacjonarnych,
podstawnik na pierscieniu fenylowym moze wptywaé na oddzialywania n-n przez co
réwniez i na retencj¢ badanych zwiazkow.

Wspolczynniki retencji zwiazkéw z grupy OMe z podstawnikiem,
N-alkilokarbamailoksowym w pozycji R; maleja wraz ze wzrostem dlugosci tancucha
we wszystkich fazach ruchomych. Natomiast zwiazkéw z grupy Ph z tym samym
podstawnikiem tylko w fazie etanol z woda oraz w fazie z izopropanolem.
Wspotczynniki retencji zwiazkéw z tancuchem rozgatezionym (Ph6 i Me6) sa takie
same badz mniejsze niz dla zwiazku z najdluzszym tancuchem prostym z wyjatkiem

zwiazku Ph6 w fazie izopropanol : woda.

Enanacjoselektywnos¢

Na kolumnie celulozowej Chiralcel OD uzyskano gorsze wyniki rozroznienia
chiralnego zwiazkéw modelowych (zakres wspoétczynnika rozdzielania 1,00 - 1,19) w
poréwnaniu do jej amylozowwgo odpowiednika (zakres wspolczynnika rozdzielania
1,00 - 3,49). Podobnie jak na kolumnie Chiraplak AD rozdzielenie wszystkich
zwiazkéw wymaga zmiany modyfikatora (etanol, izopropanol, dodatek wody) fazy
ruchome;.

W przeciwienstwie do kolumn amylozowych na kolumnie Chiralcel OD
zamiana modyfikatora fazy ruchomej z etanolu na izopropanol powoduje na ogét
zwigkszenie enancjoseparacji badanych zwiazkow.

W przypadku fazy z etanolem dodatek niewielkiej ilosci wody wplywa na
zwigkszenie enancjoseparacji dla 7 zwiazkéw (Phl, MeO1l, MeO2, MeO3, MeO4,

MeO6, Cl11). Rozréznienie chiralne Ph2, Cl2 zmniejsza si¢, a pozostalych zwiazkéw
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pozostaje bez zmian. W fazie z izopropanolem obecno$¢ wody réwniez wplywa
zarébwno na zwigkszenie (Ph3, Ph4, MeO3, MeO4, MeOS5, MeO6) jak i pogorszenie
(Ph2, PhS, MeOS5, Cl1, Cl12, C16) enancjoseparacji badanych zwiazkéw.

Analiza parametrow A (Tabela 19) wskazuje, iz otrzymana enancjoseparacja
zwiazkéw modelowych na kolumnie Chiralpak OD we wszystkich fazach ruchomych
zalezy od wielu réznych oddzialywan. Naleza do nich oddzialywania hydrofobowe,
kwasowe 1 zasadowe wigzania wodorowe oraz oddzialywania zwigzane 2z
polaryzowalnoscia czasteczki.

Rozpatrujac wplyw struktury zwigzkéw modelowych na rozrdéznienie chiralne
mozna zauwazy¢, iz zwiazki z grupy OMe i Cl w wigkszosci przypadkow rozdzielaja
si¢ lepiej w we wszystkich fazach ruchomych w poréwnaniu do zwiazkéw z grupy Ph
(wyjatek zwiazek MeO2 w ukladzie faz izopropanol : n-heksan). Wydaje sig, ze dla
fazy celulozowej obecnos¢ podstawnika R, na pierscieniu fenylowym moze wplywac
na poprawe¢ enancjoseparacji badanych zwiazkéw (Rys. 57). Pierwsze w kolejnosci
zwiazki z grup (Phl, MeOl) nie wykazuja na tej kolumnie najlepszej
enancjoselektywnosci (tak jak to byto dla kolumny amylozowej) z wyjatkiem zwiagzku
Cl1, ktéry rozdziela si¢ najlepiej w grupie w kazdym ukladzie faz.

Chiralcel OD

010% IPA: 85% heksan

1,20 —_—
1,18 |
1,16 -
1,14 -
1,12 =
1,10
1,08
1,06

1,04
1,02
1,00

Pht Ph2 Ph3 Ph4 Ph5 Ph6 MeO1 MeO2 MeO3 MeO4 MeO5 MeO6 Cit Cl2 Cié

alfa

[T 1]

L[] ]
[ T 1]

Rys. 57. Poréwnanie enancjoselektywnosci na kolumnie Chiralcel OD w ukladzie faz
n-heksan/EtOH (85/15 v/v).
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Dla grupy zwiazkow z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w pozycji R,
wigksza enancjoselektywno$¢ uzyskano dla grupy zwigzkéw OMe w poréwnaniu do
zwiazkow z grupy Ph. Zaobserwowano wzrost wspotczynnikéw rozdzielczosci wraz ze
zwigkszaniem dtugosci tancucha weglowodorowego w podstawniku (Rys. 58). Wyjatek
stanowig zwiazki z grupy Ph, ktére nie rozdzielaja si¢ w ukladzie faz etanol i etanol z
dodatkiem wody. Natomiast enancjoselektywnos¢ zwiazkow z podstawnikiem z
fancuchem rozgalezionym jest mniejsza badz taka sama jak dla zwiazku z najdluzszym

fancuchem prostym.

Chiralcel OD
B 15% EtOH B 15% EtOH+0,2% H20 010% IPA B10% IPA+0,2% H20

1,20
1,18
1,16
1,14
1,12 |
1,10 |
1,08 |
1,06
1,04
1,02
1,00

alfa

MeO3 MeO4 MeO5 MeO6

Rys. 58. Poréwnanie enancjoselektywnosci na kolumnie Chiralcel OD dla zwiazkow z

grupy OMe z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w pozycji R;.
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2.3 Badania NMR faz polisacharydowych

W celu sprawdzenia, jak modyfikatory wptywaja na strukturg fazy stacjonarne;j,

na podstawie publikacji Wang i Wenslow [96] zostaly wykonane badania NMR ciata

stalego dla ztoza Chiralpak AD w rozpuszczalnikach: n-heksan, etanol, izopropanol

i woda oraz mieszaninie tych alkoholi z woda.

Najpierw sprawdzono oddziatywanie Chiralpak AD z n-heksanem oraz z

alkoholami etanolem i izopropanolem. Otrzymane widma zostaly przedstawione na

Rys. 60. Zaobserowano nast¢gpujace sygnaty/grupy sygnatow (atomy wegli przypisane
do stukury wedtug Rys. 59):

okoto 153 ppm - C=0

okoto 138 ppm, 123ppm i 117 ppm - sygnaly C(a-d) = aromatyka sygnatu
fenylowego

okoto 98 ppm — sygnaty C1 = wegiel alfa grupy cukrowe;j

okoto 65-75 ppm — sygnaly C2-C6 = wegle grupy cukrowe;j.

Waskie sygnaty pochodza od alkoholi. Piki przy 90 i 105 ppm to satelity rotacyjne.

Rys. 59. Struktura Chiralpak AD z ponumerowanymi atomam wegla [96]
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Rys. 60. Widma ">C NMR kolejno od gory:

= Chiralpak AD,

*  Chiralpak AD z n-heksanem,

= Chiralpak AD z etanolem,

*  Chiralpak AD z izopropanolem.

Sygnaty w widmie Chiralpak AD sa najszersze co wskazuje na nieuporzadkowanie
struktury (badz poszerzenie wynikajace z dynamiki). Natomiast sygnaly Chiralpak AD
w n-heksanie sg nieco wezsze, a w alkoholach - znaczaco wezsze. Oznacza to, iz

oddziatywanie Chiralpak AD z alkoholami jest silniejsze niz z n-heksanem.
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Sprawdzono réwniez oddziatywania czystego Chiralpak AD z woda (Rys. 61).

Oba widma s3 identyczne co sugeruje, ze czysta woda nie oddziatuje z Chiralpak AD.

[ *1e3]
ol

T v T T v
120 100 80 60 [ppm]

Rys. 61. Widma *C NMR kolejno od gory:
= Chiralpak AD,
=  Chiralpak AD z woda.

Nastepnie zbadano rol¢ wody w oddziatywaniu alkoholi z Chiralpak AD. Na
Rys. 62 przedstawiono widma Chiralpak AD z: etanolem, etanolem/H,O (90/10 v/v),
izopropanolem oraz izopropanolem/H,O (90/10 v/v). Pierwsze dwa widma dotycza
etanolu, dwa nastepne izopropanolu. W obu przypadkach po dodaniu wody do alkoholu
obserwujemy niewielkie zmiany w widmie. Najwigksza zmiana (zwezenie linii,
zwigkszenie intensywnosci) ma miejsce na sygnatach 98 ppm oraz 67 ppm, ktére

zostaly przypisane do wegli C1 i C6 cukru [96].
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Rys. 62. Widma ">C NMR kolejno od gory:

Chiralpak AD z etanolem,

Chiralpak AD z mieszaning etanol/H,O (90/10 v/v/),
Chiralpak AD z izopropanolem,

Chiralpak AD z mieszaning izopropanol/H,O (90/10 v/v).

Dla ztoza Chiralcel OD réwniez wykonano badania NMR ciala stalego w

rozpuszczalnikach z: n-heksanem, etanolem, izopropanolem oraz mieszaning tych

alkoholi z woda na podstawie publikacji Wang i Wenslow [96].

Widma Chiralcel OD z heksanem, etanolem i z izopropanolem przedstawiono na

Rys. 63. Sygnaly przypisano analogicznie jak w widmach z Chiralpak AD. Waskie

sygnaly pochodza od alkoholi. Brak satelitow rotacyjnych, dzigki zastosowaniu

sekwencji TOSS. Niektore sygnaly Chiralcelu OD w alkoholach sa wezsze niz w

n-heksanie, w szczegolnosci sygnaly jader wegla w grupie cukrowej (okoto 105 ppm —
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sygnaly Cl1, okoto 65-85 ppm — sygnaly C2-C6). Natomiast widma Chiralcelu OD w

etanolu i izopropanolu sg identyczne.

[rel]

f\

:WWMM“VJ ad Mwﬂ\mwf \J/\AWM

O

T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 140 120 100 80 [ppml

Rys. 63. Widma *C NMR kolejno od géry:
. Chiralcel OD z n-heksanem,

B Chiralcel OD z etanolem,

. Chiralcel OD z izopropanolem.

Nastgpnie zbadano role¢ wody w oddzialywaniu alkoholi ze zlozem Chiralcel
OD. Widma Chiralpak OD z etanolem, etanolem/H,O (90/10 v/v), izopropanolem, oraz
z izopropanolem/H,O (90/10 v/v) zostaly przedstawione na Rys. 64. Pierwsze dwa
widma dotycza etanolu, dwa nastgpne izopropanolu. W obu przypadkach po dodaniu
wody do alkoholu widma pozostaja praktycznie niezmienione. Jedyna widoczna zmiang
jest rozszczepienie sygnalu przy 158 ppm, ktéry odpowiada jadrom wegla w grupach
C=0.
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[rel]
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Rys. 64. Widma ">C NMR kolejno od gory:

Uzyskane wyniki NMR dla Chiralpak AD i Chiralcel OD potwierdzaja wptyw
alkoholi na zmiang struktury fazy stacjonarnej (ré6zne widma dla heksanu i alkoholi).
Dla Chiralpak AD wida¢ réznicg dla etanolu i izopropanolu. Na Chiralcel OD nie wida¢

réznicy dla obu alkoholi. Dodatek wody do alkoholi w niewielkim stopniu wplywa na

Chiralcel OD z etanolem,
Chiralcel OD z mieszaning etanol/H,O (90/10 v/v/),
Chiralcel OD z izopropanolem

Chiralcel OD z mieszaning izopropanol/H,O (90/10 v/v).

zmiang widma jedynie dla Chiralpak AD.
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2.4 Kolejno$¢ wymywania enancjomerow

Rozdzielono mikropreparatywnie (w skali mg) nastgpujace zwiazki: Phl, Ph2,
MeOl, MeO2, CIl, CI2 (patrz czg$¢ doswiadczalna, punkt 7). Czystos$¢
enancjomeryczna uzyskanych probek zostala sprawdzona chromatograficznie.
Przyktadowe chromatogramy dla wybranych zwiazkow przedstawiono na Rys. 65 - 66.

Kolejnos¢ wymywania rozdzielonych enancjomeréw zostala zbadana na
poszczegblnych fazach stacjonarnych we wszystkich fazach ruchomych. Wyniki
przedstawione zostaly w Tabeli 20. Konfiguracja R, S zostala ustalona na podstawie

WZOrcOw enancjomerow.

0101

008

006

=2

<

00+

0021

000 A s Y S
i e N R S R ———
100 200 300 400 500 800 700 800 800 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

Mnutes

100 200 300 40 50 600 700 80 9;:‘“ 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Rys. 65. Sprawdzenie kolejnosci wymywania rozdzielonych enancjomeréw w ukladzie:
kolumna Chiralcel OD, faza ruchoma: n-heksan/EtOH (85/15 v/v). Wykresy
przedstawiaja nalozenie dwoch chromatogramow:
(A) recemat zwiazku MeOl i enancjomerl (S) zwigzku MeOl,
(B) racemat zwiazku MeOl i enancjomer2 (R) zwiazku MeOl.
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Rys. 66. Sprawdzenie kolejnosci wymywania rozdzielonych enancjomeréw w ukladzie:
kolumna Chiralpak IA, faza ruchoma: n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v).
Wykresy przedstawiaja nalozenie dwoch chromatogramow:

(A) racemat zwiazku Cl1 i enancjomerl (R) zwiazku Cl1,

(B) racemat zwiazku Cl11 i enancjomer2 (S) zwiazku Cl1.
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Tabela 20. Kolejnos¢ wymywania enancjomeréw Phl, Ph2, Mel, Me2, Cl1, CI2 na
kolumnach Chiralpak IA, Chiralpak AD, Chiralcel OD w ukladach faz

normalnych.
Kolejnos¢ wymywania enancjomeréw
Kolumna Uklad Phl | Ph2 | MeOl1 | MeO2 | Cl1 | C12
1 2(1 2|1 2]1 2]1 21 2
HhelommoH [R s|R s|s R|R s[R s|i2
Chiralpak 1A Lo
n-heksan/EtOH/H,0 giele wie wiw ale ali 2
(85/15/0,2 v/viv)
n-heksan/EtOH
2
@snsvvy |R S|R S|S R|R SR 8|12
n-heksan/EtOH/H,0
chicalal ATy | B0 wry (B BB ) - =R B W OB
. n-heksan/IPA ndls ol <iw &1 |1 8
(90/10 v/v)
n-heksan/IPA/H,0
NSy - SR B =K A« s3] 3
n-heksan/EtOH
(85/15 v/v) - -|S R|S RS R|S Rf2 1
n-heksan/EtOH/H,O
Chiralcel OD |—(85/15/0:2 Viviv) * &[S KIS ki & KIS Bk ]
n-heksan/IPA -
(90/10 v/v) - -|S R|{S R|S R|S R|2 1
n-heksan/IPA/H,0
BERNS vivih |- T3 B8 CEp R EIS R{2 A

Konfiguracja R, S zostala ustalona na podstawie wzorcéw enancjomerow.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze zmiana modyfikatorow fazy ruchomej na
poszczegllnych kolumnach nie wplywa na zmiang kolejnosci wymywania
enancjomeréw. Natomiast, jesli porownaé fazy stacjonarne to kolejnos¢ wymywania
poszczegoblnych enancjomeréw na kolumnie celulozowej Chiralcel OD jest odwrotna (z
wyjatkiem zwiazku MeO1) w poréwnaniu do kolumn amylozowych. Informacja ta jest
szczegllnie wazna w analizie czystosci enancjomerycznej, kiedy istotne jest aby mate

ilosci zanieczyszczen wychodzily przed glownym pikiem.
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2.5. Badania temperaturowe

Badania temperaturowe zostaly przeprowadzone dla 6 wybranych zwigzkéw
(Phl, Ph2, MeOl1, MeO2, Cll, CI2) w zakresie temperatur 20°C - 40°C na kolumnach
polisacharydowych: Chiralpak AD, Chiralcel OD we wszystkich badanych uktadach faz
ruchomych. Natomiast na kolumnie Chiralpak IA tylko w fazie ruchomej z etanolem
oraz z etanolem i niewielkim dodatkiem wody.

Otrzymane wyniki pokazuja, iz czasy retencji jak rowniez enancjoselektywnosé
badanych zwiazkow maleja wraz ze wzrostem temperatury (Rys. 67). Wyjatkiem jest
zwiazek CI2 na kolumnie Chiralpak AD w fazie ruchome;j: n-heksan/EtOH (85/15 v/v)
oraz zwiazki MeOl, Ph2 na kolumnie Chiralpak IA w fazie ruchome;j
n-heksan/EtOH/H,O (85/15/0,2 v/v/v), dla ktéorych mimo zmniejszajacych si¢
wspolczynnikow retencji wraz ze wzrostem temperatury enancjoselektywno$é

nieznacznie si¢ zwigksza.

0,60
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0.50
045

0,40 1

20°C

035

w0 | 25°C

N

.
N L\
o | 30°C
oo { 35°¢ R
" aoec % J_L

0,00

000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 20,00 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400
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Rys. 67. Wplyw temperatury na retencje i rozdzielenie chiralne zwiazku MeOl na
kolumnie Chiralpak AD w fazie ruchomej n-heksan/EtOH/H,O (85/15/0,2

VIVIV).
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Otrzymano liniowe zaleznosci van't Hoffa w badanym zakresie temperatur dla
wszystkich badanych uktadéw (zakres wspolczynnika korelacji 0,92-1,00). Dzigki temu
na podstawie wzoréw oméwionych w rozdziale 4.1 w czgsci literaturowej wyliczono
funkcje termodynamiczne przejScia enancjomerow pomigdzy faza ruchoma
i stacjonarng. Wyniki zostaly przedstawione w Tabelach 21-30. Liniowe zaleznosci
$wiadcza o tym, iz w badanym zakresie temperatur nie ma zmiany mechanizmu
retencji. Ponadto w celu uzyskania dodatkowych informacji o oddzialywaniach
enancjomeréow z faza stacjonarng w zaleznosci od skiadu fazy ruchomej sprawdzono
kompensacj¢ entalpowo-entropowa dla badanych ukladéw (Rys. 68-83). Uzyskanie
liniowych wykreso6w kompensacji entalpowo-entropowej AH od (AS/RT + In ¢) moze
oznacza¢, iz enancjomery oddzialuja z faza stacjonarna wedlug tego samego
mechanizmu [132]. Natomiast wykresy zaleznosci AAH od TAAS pozwalaja nam na

uzyskanie informacji o fizykochemicznej naturze rozréznienia chiralnego.

2.5.1 Kolumna Chiralpak AD

Wyniki badanych zwiazkéw na kolumnie Chiralpak AD przedstawione w
Tabelach 21-24 pokazuja, iz zmiana fazy ruchomej wptywa na zmiang entalpii i entropii
przejscia enanacjomeréw migdzy faza ruchoma i stacjonarna. Zmiany entalpii przejscia
z fazy ruchomej do fazy stacjonarnej we wszystkich fazach ruchomych sg z reguly
bardziej ujemne dla enancjomeru wymywanego w drugiej kolejnosci. Zatem
oddziatywania pomig¢dzy faza stacjonarng i drugim enancjomerem sg bardziej korzystne
entalpowo. Natomiast zmiany entropii przejscia pierwszego enanacjomeru dla
wigkszosci zwiazkéw we wszystkich fazach ruchomych sa mniej ujemne dla
pierwszego enanacjomeru. Oznacza to iz zmiany entropii sprzyjaja dtuzej retencji dla
enancjomeru wymywanego w pierwszej kolejnosci. Wyjatek stanowi zwiazek CI2 w
fazie ruchomej n-heksan/EtOH (85/15 v/v), dla ktérego entalpia przejscia do fazy
stacjonarnej jest korzystniejsza dla pierwszego enancjomeru, a wigc jego retencja
powinna by¢ dluzsza. Jednakze bardziej niekorzystne zmiany entropii powodujg
skrdcenie retencji. Wyjatki zostaly zaznaczone w tabelach kolorem czerwonym.

Poréwnujac wartosci termodynamiczne w zaleznosci od fazy ruchomej mozna

zauwazy¢, iz zamiana alkoholu z etanolu na izopropanol powoduje zmniejszenie zmian
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entalpii 1 entropii badanych zwiazkow. Wynika z tego, ze dla fazy ruchome;j z etanolem
oddzialywania zwiazkéw z faza stacjonarna sa korzystniejsze entalpowo natomiast
mniej korzystne entropowo w poréwnaniu do fazy z izopropanolem.

Niewielki dodatek wody do fazy ruchomej z etanolem powoduje zmniejszenie
zmian entalpii i entropii przejscia z fazy ruchomej do fazy stacjonarnej badanych
zwiazkow. Natomiast w fazie ruchomej z izopropanolem jest odwrotnie: zmiany
entalpii i entropii badanych zwiazkéw nieznacznie zwigkszyly si¢ po dodaniu
niewielkiej ilosci wody do fazy ruchomej. Wynika z tego, iz w przypadku fazy z
etanolem woda powoduje ostabienie oddzialywan z faza stacjonarng, a w fazie z
izopropanolem dodatek wody wplywa na zwigkszenie oddzialywan enencjomerow z
faza stacjonarna. Odzwierciedla si¢ to we wspétczynnikach retencji, ktore w fazie z
etanolem po dodaniu niewielkiej ilosci wody skracajg si¢ natomiast w fazie z

izopropanolem dodatek wody zwigksza wspotczynniki retenc;i.

Tabela 21. Termodynamiczne dane badanych enancjomeréw na kolumnie Chiralpak
AD w fazie ruchomej n-heksan/EtOH (85/15 v/v).

Chiralpak AD
n-heksan/EtOH (85/15 v/v)
Kolejnos¢
, \ AH AAH | TAAS | AAG | AAG
s T e::':f)’v‘v’ (kd/moty [ASRHNG 4 ob)|(kJ/mob)|(kd/mol)|(=RTIna)
Meor | 2R [208£02]62x041 Lo | o | o6 | .06
1(S) |-18,5+0,1/-5,6+0,3
2(S) |-23,4+0,4/-80+09
MeO2 AENANGIENT 6 | -1 | 05 | 05
5 1(R) |-21,8+04]-75+09]
2(S) |-19,6+0,1]-5,5+0,3
Cll OLOL 10003 8 | (15 | <14 | -14
1(R) |-16,8+0,03]-4,9+0,1
2 [-205+02]-7.0+05
CI2 ’ ; g ’ 1,4 1,7 -0, -0,
1 |-219+05[77+1,2 ) .
Phl 2 (S) ‘24,0 i 0,1 '6,6 i 0,3 _7’1 _4’5 -2,6 _2’5
1(R) |-16,940,02]-4,7+0,1
2(S) |-22,5+0,1]-7,4%0,1
Ph2 DENLAENY 30 | 20 | -10 | 4
1(R) [-19,5+0,1]-6,6+0,2 ’ ) ’ 0
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Tabela 22. Termodynamiczne dane badanych enancjomeréw na kolumnie Chiralpak

AD w fazie ruchomej n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v).

Chiralpak AD
n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v)
Zwinzek{ o T AHAS/R+InG| AAH | TAAS | AAG | AAG
ok B (kJ/mol) (kJ/mol)|(kJ/mol)|(kJ/mol){(=RTIna)
MeOl 2 -17,5+0,1{-5,3+£0,2 24 23 0,1 0,1
1 -15,2+0,1 |-44+0,1
MeO2 ) ) - - - -
2(S) |-17,0+0,1|-4,6+0,3
Cll ’ 3 4 2,3 -0,7 -1,6 -1,6
1(R) |-14,7+0,03|-4,3+0,1
CI2 ¥ ) ) - - - -
2(S) |[-19,4%0,1(-4,7£0,2
P 9 b ) b b _4 1 -1 b _
a1 1(R) |-153+0,1]-4,1£0,2 ! ,6 25 s
2(S) [-209%0,1/|-6,8+0,2
Ph2 : . 3 1 23 -1,3 -1,0 -1,0
1(R) [-18,6+0,1][-6,3+0,3

AD w fazie ruchome;j n-heksan/IPA (10/90 v/v).

Tabela 23. Termodynamiczne dane badanych enancjomeréw na kolumnie Chiralpak

Chiralpak AD
n-heksan/IPA (10/90 v/v)
Zwigzek!' 1) :j‘:f_é AH |AS/R+Ing| AAH | TAAS | AAG | AAG
cmertine (kJ/mol) (kJ/mol)|(kJ/mol)|(kJ/mol)[(=RTIna)
MeO1 3 - ' - - : .
2(S) [15,7+0.2-46+04
MeO2 P ELAOENA 13 | 09 | 04 | -04
© 1(R) |-14,4+03/-43+07 .
Cll - ) ! - : ; -
2 [13,0+02[-3,9+06
2 b > : J b - o = h
cl I |lizotozl37zoe | 07 | 04 0.3
2(S) [102+02-2,4+0,5
Phl eV et S0l 07 | 05 | B2 |, 02
1(R) |-96+02[-22+05
2(S) [12,4+0,1[-33+0,2
h2 bl b 9 L, = o ol <
5 I®R) l15+01|32+02] | 4 | 03 0.6
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Tabela 24. Termodynamiczne dane badanych enancjomeréw na kolumnie Chiralpak

AD w fazie ruchomej n-heksan/IPA/H,0 (90/10/0,2 v/v/v).

Chiralpak AD
n-heksan/IPA/H,0 (90/10/0,2 v/v/v)
Kolejnos¢
: : AH AAH | TAAS | AAG | AAG
Lwigzek enancjo-| oy AS/RHING 5 o)j(kd/mol)(kJ/mol)(=R Tinc)
merow
MeOl1 ) ) ) - - - -
2(S) [20,6+0,2-6,0+0,5
MeO2 DIVAONINS o8 | 05 | 03 | 03
a 1(R) |19,8+0.2-58+0.4
e | T
i~ 2 heszod48x04l 4 [ o9 | 05 | -0
1 F15,140,1-45403
w | | o]
2(S) [172+02]-4,7+0.4
Ph2 e 04404 41 | 05 | -06 | -0,6
1(R) |16,1+0,1/-4,5+0,4

2.5.1.1 Kompensacja entalpowo-entropowa

Uzyskane wyniki przedstawiono na wykresach jako AH=f(AS/R + In¢) (Rys. 68-
70). Dla badanych ukladéw uzyskano rézne zaleznosci mogace swiadczy¢ o zmianie
fizykochemicznych mechanizméw retencji w zaleznosci od zastosowanego eluentu. W
przypadku faz z izopropanolem oraz izopropanolem z niewielka ilosciag wody uzyskano
dobre liniowe korelacje dla obu enancjomeréw (Rys. 70). Moze to wskazywac na
podobny mechanizm oddzialywania pomig¢dzy enancjomerami i faza stacjonarng w
poszczegolnych fazach ruchomych. Natomiast dla fazy z etanolem, jako organicznym
modyfikatorem oraz etanolem i woda lepsze korelacje zostaly uzyskane wykreslajac
wykresy dla poszczegélnych enancjomeréw. Z tym, ze korelacje poprawily si¢ i sa
linowe w obu przypadkach tylko dla enancjomeréw wymywanych w pierwszej
kolejnosci (Rys. 71-72). Moze to oznaczaé, iz fizykochemiczne oddzialywania
enancjomerow z faza stacjonarng sa rozne dla obu enancjomerow, ale podobne dla
enancjomerow wymywanych w pierwszej kolejnosci zaréwno w fazie z etanolem jak

i w fazie z etanolem i dodatkiem wody.
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Chiralpak AD

& 15% EtOH m10% IPA

9,0 8,0 7,0 -6,0 5,0 4,0 -3,0 2,0 -1,0 0,0

5,0 -

-10,0 -

T y = 1,7935x - 8,8674 ey
< R? = 0,7095 y = 2,2873x - 4,4475 0

R? = 0,945

-20,0 -

. 25,0

-30,0 J

ASIR + In¢

Rys. 68. Wykres zaleznosci AH od AS/R+In¢ badanych zwigzkéw na kolumnie
Chiralpak AD w fazach ruchomych:
¢ n-heksan/EtOH (85/15 v/v),
8 n-heksan/IPA (90/10 v/v).

Chiralpak AD

¢ 15% EtOH @ 15% EtOH + H20

-9,0 -8,0 -7,0 -6,0 -5,0 4,0 -3,0 -2,0 1.0 ., 400

y = 1,8245x - 8,078 -16,0 -
R%=0,6755

AH

y = 1,7935x - 8,8674 -26,0
R? = 0,7095 ASIR + Ind

Rys. 69. Wykres zaleznosci AH od AS/R+In¢ badanych zwiazkéw na kolumnie
Chiralpak AD w fazach ruchomych:
¢ n-heksan/EtOH (85/15 v/v),
B n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v).

132



Wyniki badan i dyskusja

Chiralpak AD

€ 10% IPA ®m10% IPA + H20

T T B o E—

-7,0 -6,0 -5,0 4,0 -3,0 -2,0 -1,0

T y = 2,2873x - 4,4475

y =3,1338x - 1,7914 R? = 0,945

R%=0,9434

ASIR = In¢

-5’0 y

-10,0

-15,0 -

-20,0

-25,0 -

Rys. 70. Wykres zaleznosci AH od AS/R+In¢ badanych zwigzkéw na kolumnie

Chiralpak AD w fazach ruchomych:
¢ n-heksan/IPA (90/10 v/v),
® n-heksan/IPA/H,0 (90/10/0,2 v/v/v).

Chiralpak AD
15% Etanol
® enancjomer 1 @ enancjomer 2

-9,0 -8,0 -7,0 -6,0 -5,0 -4,0 -3,0 -2,0 -1,0

enancjomer 1
y =1,7174x - 8,6004
R?=0,9798

enancjomer 2
y =1,2705x - 13,155
R? = 0,3991

ASIR + In¢

AH

10.6
12,020
14,0 -
-16,0 -
18,0 -
-20,0 -
220 -
24,0 |
26,0 1

Rys. 71. Wykres zaleznosci AH od AS/R+Iné poszczegélnych enancjomerow badanych

zwigzkow na kolumnie Chiralpak AD w fazie ruchomej n-heksan/EtOH

(85/15 v/v):
¢ enancjomer 1,

B enancjomer 2.
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Chiralpak AD
15% Etanol + 0,2% H20

@ enancjomer1 M enancjomer2

-8,0 7.0 6,0 5,0 4,0 -3,0 2,0 1,0 0,0

-12,0 -
enancjomer 1 -14,0 -
y = 1,6946x - 7,8539
o

3 R? = 0,9554 -16.0 1
- |
’ -18,0 -

enancjomer 2

= y = 1,3141x - 11,657 -20,0
R? = 0,5692 1
-22,0 -
ASIR + In$

Rys.72. Wykres zalezno$ci AH od AS/R  + In¢ poszczeg6lnych
enancjomeréw badanych zwiazkéw na kolumnie Chiralpak AD w fazie
ruchomej ruchomej n-heksan/EtOH/H,0 (85/ 15/0,2 vIvIv):
¢ cnancjomer 1,

M cnancjomer 2.

Przedstawione wyniki kompensacji entalpowo - entropowej (AAH od TAAS)
(Rys. 73-75) pokazuja, iz fizykochemiczna natura rozréznienia chiralnego zalezy od
zastosowane] fazy ruchomej. W przypadku fazy z etanolem, jako organicznym
modyfikatorem uzyskano liniowa korelacje, co moze oznacza¢, iz mechanizm
rozroznienia chiralnego jedynie w tej fazie jest taki sam dla wszystkich zwiazkow.
Natomiast w pozostatych uktadach faz ruchomych mechanizm rozréznienia jest duzo

bardziej skomplikowany.

134



Wyniki badan i dyskusja

Chiralpak AD

& 15% EtOH B 10% IPA

y=07149x+03318  y=0,7632x+0,13772
R? = 0,9771 R? = 0,6692 . 4
1

TAAS

Rys. 73. Wykres zaleznosci AAH od TAAS enancjomeréw badanych zwigzkéw na
kolumnie Chiralpak AD w fazach ruchomych:
¢ n-heksan/EtOH (85/15 v/v),
B n-heksan/IPA (90/10 v/v).

Chiralpak AD

© 15% EtOH ®15% EtOH + H20

y = 0,7149x + 0,3318 y =0,1358x - 1,082 2 ¢
R?=0,9771 R? = 0,0334 g

1:0 /

-6,0

TAAS

Rys. 74. Wykres zaleznosci AAH od TAAS enancjomeréw badanych zwiazkow na
kolumnie Chiralpak AD w fazach ruchomych:
¢ n-heksan/EtOH (85/15 v/v),
B n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v).

135



Wyniki badan i dyskusja

Chiralpak AD
¢ 10% IPA ®10% IPA + H20

faWal
\*n- g

-1,6 1,4 42 -1,0 0,8 -0,6 -0,4 02 -0,10{0
y =0,7632x + 0,377 y=06322x+0,076 0.2 1

R = 0,6692 R? = 0,7062 03 1

-0,4
Ll © 05 |
-0,6 -

_0'7 1

_0'8 4

AAH

1,0 -
TAAS

Rys. 75. Wykres zaleznosci AAH od TAAS enancjomeréw badanych zwiazkéw na
kolumnie Chiralpak AD w fazach ruchomych:
¢ n-heksan/IPA (90/10 v/v),
® n-heksan/IPA/H,0 (90/10/0,2 v/v/v).

2.5.2 Kolumna Chiralpak IA

Wyliczone dane termodynamiczne uzyskane dla kolumny Chiralpak IA
przedstawione zostaly w Tabelach 25-26. Rowniez i na tej kolumnie wielkosci entalpii
1 entropii zmieniaja si¢ w zaleznosci od zastosowanej fazy ruchomej. Podobnie jak na
kolumnie Chiralpak AD w fazie ruchomej z etanolem zmiany entalpii przejscia
enancjomerow z fazy ruchomej do fazy stacjonarnej sa wigksze dla drugiego
enancjomeru. Oznacza to, ze silniej oddzialuja z faza stacjonarng i dlatego tez
wymywane sa W drugiej kolejnosci. Natomiast zmiany entropii przejscia zwiazkow z
fazy ruchome;j do fazy stacjonarnej sprzyjaja dluzszej retencji pierwszego enancjomeru.

Dodatek wody do fazy ruchomej z etanolem na kolumnie Chiralpak 1A wplywa
(odwrotnie niz na kolumnie Chiralpak AD) na zwigkszenie entalpii dla zwigzkow
MeO2, Cl1, Phl, co oznacza ich silniejsze oddzialywanie z faza stacjonarng. Jednakze
ich wspoélczynniki retencji tego nie potwierdzaja, gdyz zmniejszaja si¢ w fazie ruchome;j
z dodatkiem wody. Prawdopodobnie zwigkszenie zmian entropowych po dodaniu wody
do fazy ruchomej powoduje ostabienie oddzialywan zwiazkéw z faza stacjonarna.

Natomiast w przypadku zwiazkow MeOl oraz Ph2 entalpia pierwszego enancjomeru
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jest wigksza niz drugiego, co sugeruje, iz bardziej niekorzystne zmiany entropowe

powoduja wymywanie si¢ tych enancjomeréw w pierwszej kolejnosci.

Tabela 25. Termodynamiczne dane badanych enancjomeréw na kolumnie Chiralpak 1A

w fazie ruchomej n-heksan/EtOH/ (85/15/ v/v).

Chiralpak IA
n-heksan/EtOH/ (85/15/ v/v)

Kolejnos¢
T el':;‘;?v‘v’ (kJA/l}tlml) asEing (kﬁ/Anll{ol)(lIl?tﬁgl)(k?/Anﬁ)l)(ﬂg?ﬁm)
Meo1 | 2R [2L6£0,11-65%031 51 | o | 5 |

1(S) [-18,5+03]|-57+0,7
weon | 20 TH2031 35207 a0 | aa | 02 | o2

s + 5.4 +

— f((lsi)) -1186’,67;06?12 ?4?9::06?34 0 Dl i
o | 2 [mrorersol s | x| 0z | o
Pl | TR |ises0s|assis] S0 | 30| 20 | 49
M2 | T [issros|essro] 04 | 99 | 04 | o4

w fazie ruchomej n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v).

Tabela 26. Termodynamiczne dane badanych enancjomeréw na kolumnie Chiralpak 1A

Chiralpak IA
n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v)
Kolejnos¢
. ; AH AAH | TAAS | AAG | AAG
Lwiazelq enancjo- |, 5/moty (AR 5/mot)(a/mob)|(k/mol) (=R Ting)

Meol | 2B [206202-62+05] 12 | 05 | -0s
1(S) |-21,3+03]-6,6+0,7
2(S) [20,0+0,2]-69+0,5

MeO2 DELAIIN 07 | 05 | 02 0,2

s 1(R) |-19,3+0.2/-6,8+0,5 5

2(S) [-18,8+0,4]-55+0,9

Cl1 AEDHDODENI 18 | 09 | -09 | 08
1(R) [-17,1+03|-5,1 £0,9
2 [17,6+03[-6,108

c12 OZHI01EUS 01 | 00 | 02 | -02
1 |17,5+03/-6,1+08

i | 2O [2roxo2e2xosl o oo | s | 4
1(R) |-20,6+0,1)-6,2 +0,3

ph2 | 20 [147z07l44x19 o o I o e

I(R) |157+05/-51+1
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2.5.2.1 Kompensacja entalpowo-entropowa

Na kolumnie Chiralpak IA zaréwno w fazie ruchomej z etanolem jak i etanolem
z dodatkiem wody nie otrzymano liniowych zaleznosci AH=f(AS/R + In¢) (Rys. 76).
Moze to oznaczad, iz enancjomery w rozny sposob oddziatuja z faza stacjonarng w obu
fazach ruchomych badz, iz mechanizm jest duzo bardziej skomplikowany.

Zaleznosci AAH=f(TAAS) (Rys. 77) pokazaly, iz badane zwiazki w fazie
ruchomej z etanolem prawdopodobnie rozdzielaja si¢ wedlug tego samego
mechanizmu. W przypadku fazy ruchomej etanol z dodatkiem wody (odwrotnie w
poréwnaniu do kolumny Chiralpak AD) nie uzyskano liniowej korelacji, co moze
wskazywa¢, iz woda wplywa na zmian¢ mechanizmu rozrézniana enancjomerow.
Wynik ten pokazuje, ze roznica miedzy kolumna Chiralpak AD i Chiralpak IA
polegajaca na sposobie obsadzenia selektora na silikazelu (unieruchomiony,

powleczony) moze wplywac na zmiang enancjoselektywnosci ukladu.

Chiralpak IA

© 15% EtOH B 15% EtOH + H20

-7,5 -7,0 -6,5 -6,0 -5,5 -5,0 -4,5 -4,0 35 7030

y = 1,7207x - 8,4047 y =2,3369x - 4,8854

9,0
R? = 0,3974 R?=0,6156

-11,0 |
-13,0
-15,0
-17,0 -
-19,0 -
-21,0

-23,0 -

AH

ASIR + In¢

Rys. 76. Wykres zaleznosci AH od AS/R+In¢ badanych zwiazkéw na kolumnie
Chiralpak IA w fazach ruchomych:
# n-heksan/EtOH (85/15 v/v),
B n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v).
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Chiralpak IA

¢ 15% BOH m 15% BOH + H20

y =0,9972x - 0,6373
R?=0,7882

R alie

1,0 2,0

y =1,5703x - 0,155 !
R2 = 0,991 10

AAH

-6,0

TAAS

Rys. 77. Wykres zaleznosci AAH od TAAS enancjomeréw badanych zwiazkéw na
kolumnie Chiralpak IA w fazach ruchomych:
¢ n-heksan/EtOH (85/15 v/v),
B n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v).

2.5.3 Kolumna Chiralcel OD

Podobnie jak na fazach amylozowych uzyskane wyniki termodynamiczne
szesciu badanych zwiazkéw na kolumnie Chiralcel OD (Tabele 27-30) r6znig si¢ w
zaleznoSci od zastosowanej fazy ruchomej. Zmiana entalpii przejscia zwiazkow z fazy
ruchomej do fazy stacjonarne;j tak jak i na poprzednich kolumnach na ogét jest wigksza
dla drugiego enanacjomeru we wszystkich fazach ruchomych. Natomiast zmiana
entropii przejscia zwiazkow z fazy ruchomej do fazy stacjonarne;j jest korzystniejsza dla
pierwszego enancjomeru Wyjatek tu stanowig zwiazki: Ph2 w fazie ruchome;j
n-heksan/EtOH (85/15 v/v) oraz CI2 w fazie n-heksan/EtOH/H,O (85/15/0,2 v/v/v).
Prawdopodobnie w tych przypadkach bardziej niekorzystne zmiany entropii dla
pierwszego enancjomeru powoduja, iz wymywaja si¢ one w pierwszej kolejnosci
pomimo wigkszej entalpii, ktora wskazuje na silniejsze oddzialywania z faza
stacjonarna.

Zamiana organicznego modyfikatora fazy ruchomej z etanolu na izopropanol
wplywa na zwigkszenie zmian entalpii przejscia z fazy ruchomej do stacjonarnej dla

wigkszosci zwiazkéw (odwrotnie niz na fazie stacjonarnej Chiralpak AD). Wyjatkiem
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jest tu zwiazek Ph2. Oznacza to silniejsze oddziatywania zwiazkow z faza stacjonarng
w fazie ruchomej z izopropanolem, jako organicznym modyfikatorem w poréwnaniu z
etanolem. Zmiany entropii przejscia zwiazkow z fazy ruchomej do fazy stacjonarnej sa
bardziej korzystne w fazie ruchomej z etanolem dla MeO2, CIl natomiast w fazie z
izopropanolem dla MeO1,CI2, Ph2.

Dodatek wody do faz ruchomych zaréwno z etanolem jak i izopropanolem
wplynal na zmniejszenie entalpii i entropii dla wigkszosci badanych zwiazkéw. Wyjatek
stanowi zwigzek Ph2 w uk}adzie n-heksan/IPA/H,0 (90/10/0,2 v/v/v). Uzyskane wyniki
pokazuja, ze dodatek wody wplywa na ostabienie oddziatywan zwiazkow z faza
stacjonarng. Odzwieciedla si¢ to we wspoélczynnikach retencji, ktére w wigkszosci

przypadkow zmniejszaja si¢ w fazach z dodatkiem wody.

Tabela 27. Termodynamiczne dane badanych enancjomeréw na kolumnie Chiralcel OD
w fazie ruchomej n-heksan/EtOH/ (85/15/ v/v).

Chiralcel OD
n-heksan/EtOH/ (85/15/ v/v)
Kolejnosé¢
: s AH AAH | TAAS | AAG | AAG
e e e:;':z{‘v’ (kJ/mol) [AS/RHING 1/ ob)|(kJ/mol)|(kJ/mol)(=R TIna)

2(R) [-17,5+0,1[-62+0,4

MeOl SELMRAEON B | B2 [ o2 | 02
¢ 1(S) |17,0+0,1/-6,1+03
2(R) [202+0,1[-7,1 £0,3

MeO2 ve TUALENI) g9 | b7 | 02 | 02
© 1(S) |-193+0,1]-6,8+0,3
2(R) [13,7+0,1]-48+0.2

Cll o IO NS a7 [ 04 | 03 | 03
1(S) |-13,0+0,1/-4,6 0,2
2 172+0,1]-6,3 0,3

c12 U002 03 1 01 | 03 | 02
1 |-169+0,1]-62403

m | -]

2(R) [17,7+0,2]-6,4 0,6

Ph2 ) O 05 07 | 02 | -02
1(S) |-18.2£0.2/-6,740.5
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Tabela 28. Termodynamiczne dane badanych enancjomeréw na kolumnie Chiralcel OD

w fazie ruchomej n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v).

Chiralcel OD
n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v)
Kolejnos¢
. : AH AAH | TAAS | AAG | AAG
e enaneso” | (moly AS/RHNG 4 5/mol)(k/mol)j(kJ/mol)(=R TInc)

Mool | 2@« Bsz0t a5zl oo e s [
1(S) |-13,0+0,1]-43+02
2(R) |-164+03|-56+09

MeO?2 A42031-56£091 48 | 05 | 02 | -02
3 1(S) |-156+04|-54+1,0
2(R) |-112+0,1|-3,8+0,1

cll ALTUUSSEQY 46 | 07 | 04 | 04
1(S) |-10,1+0,1]-3,5+0,1

cn & ROEUWATEON. 5y | g3 | g5 | 02
1 L1301 +004-48+0.1
2(R) |-11,0£0,1]-35+0,2

Phl WERLSSE0AL 520 | 05 | 02 | -02
1(S) |-103+0,1]-33+0.2
2(R) |-11,4+0,1]3.6+0.4

Ph2 AL013.6£041 o4 | 02 | 02 | 02
1(S) |-11,0+03]|35+07

Tabela 29. Termodynamiczne dane badanych enancjomeréw na kolumnie Chiralcel OD

w fazie ruchomej n-heksan/IPA (90/10 v/v).

Chiralcel OD
n-heksan/IPA (90/10 v/v)
Kolejnos¢
. ; AH AAH | TAAS | AAG | AAG
Sl el"':';f)‘v‘v’ (kJ/mot) [PS/RHNO 5/mol) (kJ/mol)|(kJ/mol) (=R TInar)

meor | 2® [2rozoal62x03l o [ o5 | oo | 2
1(S) |-20340,1/-6,0%02

Mooz | 2R [248+03l79x07 oo 1 oo | o3 | 43
1(S) |-243+03]-7,8+0.8
2(R) [17,3+0,1]-5,1+0,3

¢ 3 b b b _1 - o 4 -

il 1(S) [157+01]-a6+02 8 1.2 0, 04

. 2 11832125930 oo | o0 | o4 | 04
1 |17,6+12-57429

m | o -]

2(R) [13,8+04[-3,5+1,0

Ph2 AEOMDDELY 07 | 03 | -03 | -03
1(S) |-13,2+04/-3,4409
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Tabela 30. Termodynamiczne dane badanych enancjomeréw na kolumnie Chiralcel OD

w fazie ruchomej n-heksan/IPA/H,0 (90/10/0,2 v/v/v).

Chiralcel OD
n-heksan/IPA/H,0 (90/10/0,2 v/v/v)
Kolejnos¢
. : AH AAH | TAAS | AAG | AAG
S ";Z‘:g{‘v’ (kJ/mol) (SR 5/mo1)|(kJ/mol)|(kJ/mol)|(=R Tina)
sy | 2 |-1682021 465058 on | ps | 0z |
1(S) |-168+02]-47+0,5
2(R) [20,6+0.2[-63 0,4
MeO2 DU IO 03 | 00 | 03 | -03
X 1(S) |-203+0.2/-63+04
2(R) |[-13,2+0,1/-3,6 £0,2
ll b b b b - =i = 4 5 4
G 1(8) |l22+01/33+02 0| 0| O 0,
2 |16,120,1[-50+03
C12 o WU ERS 93 | 06 | 03 | -0
1 |158+0,1/-50+03 ;
m | ]
2(R) [17,9+0,1]-54+02
Ph2 P ERMREL AL 9o | 0p [ w2 | -2
1(S) |17,7+0,1]-55+02

2.5.3.1 Kompensacja entalpowo-entropowa

Otrzymane liniowe zaleznosci przedstawione na wykresie jako AH=f(AS/R +
Ind) (Rys. 78) na kolumnie Chiralcel OD dla modyfikatoréw fazy ruchomej etanolu
1 izopropanolu wskazuja, iz fizykochemiczne oddzialywania enancjomeréw badanych
zwiazkow z faza stacjonarng sa rézne dla obu alkoholi.

Dodatek wody do faz ruchomych prawdopodobnie nie powoduje istotnych
réznic w mechanizmie oddzialywania enancjomerdw z faza stacjonarng. Otrzymane
kompensacje entalpowo - entropowe (AH od AS/R + In¢) (Rys. 79-80) dla faz
ruchomych: etanol z dodatkiem wody oraz izopropanol z dodatkiem wody sg réwniez
liniowe 1 praktycznie pokrywaja si¢ z uzyskanymi kompensacjami dla poszczegélnych
alkoholi. Moze to oznacza¢, iz w przypadku fazy Chiralcel OD dodatek wody nie
wplywa znaczaco na sposob oddzialywania enancjomeréw z faza stacjonarna.

Wykresy zaleznosci AAH=f(TAAS) (Rys. 81-83) we wszystkich fazach
ruchomych wykazuja liniowa korelacj¢ a ponadto praktycznie nakfadaja si¢ na siebie.
Moze wskazywa¢ to, iz mechanizm rozrdznienia chiralnego na kolumnie Chiralcel OD

jest podobny dla obu alkoholi i nie wptywa rowniez na nan niewielki dodatek wody.
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Chiralcel OD
y =2,6737x-0,7273 @ 15% EtOH m 10% IPA y = 2,583x - 4,0993
R?=0,978 R®=0,9723
- : T — w —0,0—
-9,0 -8,0 -7,0 -6,0 -5,0 -4,0 -3,0 -2,0 -1,0 0j0

-5'0 3
-10,0 4
= J

S / 150
-20,0 -
-25,0 -
-30,0 -

ASIR + Ing

Rys. 78. Wykres zaleznosci AH od AS/R + In¢ badanych zwiazkow na kolumnie

Chiralcel OD w fazach ruchomych:
& n-heksan/EtOH (85/15 v/v),
B n-heksan/IPA (90/10 v/v).

Chiralcel OD
y =2,6737x - 0,7273 ©15% EtOH B15% EtOH + H20 Y = 24502 - 2,1549
R*=0,978 R?=0,9363
‘ - . 50
-8,0 7.0 -6,0 -5,0 -4,0 -3,0 2,0 7010
-9’0 =
-11,0
- -13,0
< 150 -
170 -
-19,0
-21,0 -
-23,0 -
AS/R +In¢
Rys. 79. Wykres zaleznosci AH od AS/R+In¢ badanych zwiazkéw na kolumnie

Chiralcel OD w fazach ruchomych:
¢ n-heksan/EtOH (85/15 v/v),
® n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v).
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Chiralcel OD

y = 2,583x - 4,0993 ©10% IPA B 10% IPA + H20 y=2,6193x - 3,703
R?=0,9723 R?=0,9433

 ~a)

9,0 8,0 7.0 -6,0 5,0 4,0 -3,0 2,0 10 .7,0000
9,0 -

11,0 -

13,0 -

15,0 -

3 -17,0 -

-19,0 -

-21,0 -

-23,0 -

-25,0 -

AH

ASIR + Ing

Rys. 80. Wykres zaleznosci AH od AS/R+In¢ badanych zwiazkéw na kolumnie
Chiralcel OD w fazach ruchomych:
¢ n-heksan/IPA (90/10 v/v),
® n-heksan/IPA/H,0 (90/10/0,2 v/v/v).

Chiralcel OD

y=1,0173x-0,2208 ®15% EtOH B10% IPA y=1,0551x - 0,2851
R? = 0,9957 R? = 0,9766

1,0

TAAS

Rys. 81. Wykres zaleznosci AAH od TAAS enancjomeréw badanych zwiazkéw na
kolumnie Chiralcel OD w fazach ruchomych:
¢ n-heksan/EtOH (85/15 v/v),
B n-heksan/IPA (90/10 v/v).
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Chiralcel OD

y =1,0173x - 0,2208 ¢ 15% EtOH B 15% EtOH + H20

y = 1,1564x - 0,1808
R? = 0,9957

R?=0,9714
06 -

04 !
02 !

0,0

0.4 0,6 0.8
04
-0,6 -
..0,8 3
E -1,0 -
-1,2
TAAS

Rys. 82. Wykres zaleznosci AAH od TAAS enancjomeréw badanych zwiazkow na
kolumnie Chiralcel OD w fazach ruchomych:
¢ n-heksan/EtOH (85/15 v/v),
® n-heksan/EtOH/H,O (85/15/0,2 v/v/v).

Chiralcel OD
y = 1,0651x - 0,2851 ©10% IPA B 10% IPA + H20 y= 1.12817X-0,2514
25 ' R? = 0,9975
R® =0,9766 0.2
" . . 0,0 - .
1,4 -1,2 -1,0 -0,8 -0,6 -04 02 .02 0,2 0,4

AAH

TAAS

Rys. 83. Wykres zaleznosci AAH od TAAS enancjomeréw badanych zwiazkéw na
kolumnie Chiralcel OD w fazach ruchomych:

¢ n-heksan/IPA (90/10 v/v),
® n-heksan/IPA/H,0 (90/10/0,2 v/v/v).
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2.6 Okreslanie czystosci enancjomerycznej

pirolidyno-2-onéw

pochodnych

Uzyskane wyniki dla faz polisacharydowych zostaly wykorzystane do

opracowania analitycznej metody oznaczania czystosci enancjomerycznej wybranych

zsyntezowanych zwiazkow (Phl, Ph2, MeO1, MeO2, CI1).

Rozpatrujac badane uklady pod wzgledem czasu analizy badanych zwiazkéw

1 uzyskanej enancjoselektywnosci wybrano nast¢pujace uktady:

. Zwiazki z grupy OMe oraz Ph2, Cl1, CI2 - kolumna Chiralcel OD, faza

ruchoma: n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v).

. Pozostale zwiazki (Ph1, Ph3, Ph4, Ph5, Ph6, CI6) - kolumna Chiralpak

IA, faza ruchoma n-heksan/EtOH (85/15 v/v).

Badania przeprowadzono w temperaturze 25°C.

Przykladowe chromatogramy dla dwoch zwiazkow przedstawiono ponizej na

Rys. 84-85.
0,40
0,354
0,304
ln U
P~
0,25+ M~
3. /
20-20‘ | _)'
48 T A8
0,154 T

0,00 AL

T | LI L l LI L Ll l L L] £ § ] T ¥ L
12,00 13,00 14,00 15,00
0,101
0,05 J E \//
N /

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

—rTT T T T T Ty I
1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 1000 1100 (1200 1300

T T
1600 1700 180C

Rys. 84. Sprawdzenie czystosci enancjomeru MeOl (R) kolumna Chiralcel OD , faza
Wykres

ruchoma: n-heksan/EtOH/H,O (85/15/0,2 v/v/v).

przedstawia

natozenie dwoch chromatogramow racematu zwiazku MeOl i enancjomeru

(R) zwiazku MeOl.
enancjomer | Czas retencji | Czystos¢ enancjomeryczna w %
MeOl (S) 12,8 0,04
MeOl (R) 13,8 99,96
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Rys. 85. Sprawdzenie czystosci enancjomeru Cl1 (R) kolumna Chiralcel OD, faza

ruchoma: n-heksan/EtOH/H,O (85/15/0,2 v/v/v). Wykres przedstawia

nalozenie dwoch chromatograméw racematu zwiazku Cl1 1 enancjomeru (R)

zwiazku Cl.

enancjomer | Czas retencji | Czysto$¢ enancjomeryczna w %
Cl1 (S) 10,3 0,16
Cll (R) 11,3 99,84
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2.7 Podsumowanie i wnioski

Na kolumnie Chiralcel OD otrzymano duzo nizsza enancjoselektywnosé¢ w
poréwnaniu do jej amylozowych odpowiednikdw. Zakres wspéiczynnika rozdzielenia a
wynosi 1,00-1,19 na Chiralcel OD, natomiast na kolumnach amylozowych: Chiralpak
AD, Chiralpak IA wynosi odpowiednio 1,00-3,49; 1,00-1,74. Wyniki pokazuja, iz
wszystkie badane zwiazki moga zosta¢ rozdzielone na kolumnie Chiralpak IA stosujac
jako fazg¢ ruchoma mieszaning n-heksanu z dodatkiem etanolu, jako modyfikatora fazy
ruchomej. Rozdzielenie zwiazkow na pozostalych fazach stacjonarnych: Chiralpak AD
i Chiralcel OD wymaga zmiany modyfikatorow (etanol, izopropanol, niewielka ilos$¢
wody) fazy ruchomej. Najlepszy wynik otrzymano dla zwiazku Phl na kolumnie
Chiralpak AD w fazie ruchome;j: n-heksan/EtOH (85/15 v/v) (a=3,49).

Zamiana izopropanolu na etanol jest korzystna w przypadku faz amylozowych
Chiralpak AD i Chiralpak IA. Powoduje ona w wigkszosci przypadkéw zwigkszenie
rozroznienia chiralnego badanych zwiazkéw. Szczegdlnie jest to istotne dla kolumny
Chiralpak IA, dla ktérej w fazie z izopropanolem nie uzyskano zadnego rozdzielenia.
Natomiast na kolumnie celulozowej Chiralcel OD jest odwrotnie: to zamiana etanolu na
izopropanol powoduje wzrost enancjoselektywnosci dla zwiazkéw modelowych.

Dodatek wody do fazy ruchomej moze wptywaé zardwno na polepszenie jak i na
pogorszenie enancjoselektywnosci. Na 90 przeprowadzonych eksperymentow (15
zwiazkéw na 3 kolumnach , 2 alkohole) niewielki dodatek wody (0,2%) wplywa na
poprawe rozdzielenia enancjomerdw w 9 przypadkach dla fazy ruchomej z IPA jako
modyfikatorem fazy ruchomej i w 23 przypadkach dla fazy z etanolem. Pogarsza
enancjoselektywnosé dla 15 zwiazkéw w fazie z IPA 1 16 w fazie z etanolem. Natomiast
nie ma wptywu na 21 przypadkéw z IPA, (z czego 15 na kolumnie Chiralpak 1A) 17 w
przypadku faz z etanolem. Natomiast dla 6 zwiazké6w obecno$é¢ wody w fazie ruchome;j
jest niezb¢dna, aby uzyskaé rozroznienie chiralne. Dodatek wody jest bardziej
zauwazalny na kolumnach amylozowych w poréwnaniu do kolumny celulozowe;.
Przeprowadzone badania NMR wykazaly, ze dodatek wody moze zmieniaé strukturg
fazy amylozowej, jednakze zmiany te nie byly widoczne dla zloza celulozy.

Kolumny Chiralpak AD i Chiralcel OD moga by¢ wzajemnie uzupetniajacymi
si¢ selektorami. Potwierdza to zmiana kolejnosci wymywania poszczegoélnych

enancjomeréw na obu kolumnach zbadana dla 6 wybranych zwiazkéw. Ponadto na
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kolumnie Chiralcel OD z etanolem jako modyfikatorem fazy ruchomej grupy zwiazkéw
OMe, Cl rozdzielajg si¢ lepiej od grupy zwiazkéw Ph, natomiast na kolumnie Chiralpak
AD w tej samej fazie zachowuja si¢ odwrotnie i enancjoseparacja zwiazkow z grupy Ph
jest lepsza w poréwnaniu do zwigzkow z grup OMe i Cl.

Wzrost temperatury w wiekszosci przypadkéw wplywa na zmniejszenie
wspolczynnikéw retencji jak i enancjoseparacji badanych zwigzkéw. Uzyskane liniowe
zaleznosci van't Hoffa zwiazkow modelowych $wiadcza, Zze nie ma zmiany
mechanizmu retencji zwiazkéw modelowych w badanym zakresie temperatur.
Wyliczone na tej podstawie funkcje termodynamiczne wskazuja, iz zmiana sktadu fazy
ruchomej (etanol, izopropanol, dodatek wody) wptywja na zmiang¢ entalpii i entropii
przejscia enancjomeréw z fazy ruchomej do fazy stacjonarnej. W wigkszosci
przypadkéw wielkos¢ AH jest bardziej ujemna dla enancjomeru dtuzej przebywajacego
na fazie stacjonarnej, a rozréznienie chiralne badanych zwiazkéw wynika z réznic
entalpowych (czyli proces retencji oraz enancjoselektywnosci jest kontrolowany
entalpowo).

Uzyskane wyniki kompensacji entalpowo-entopowych pokazuja, iz mechanizmy
retencji oraz rozroznienia chiralnego badanych zwigzkéw na kolumnach
polisacharydowych roznig si¢ w zaleznosci od zastosowanego w fazie ruchomej
alkoholu. Najbardziej widoczne jest to na kolumnie Chiralcel OD, na ktérej otrzymano
liniowe zaleznosci dla poszczegolnych faz alkoholowych. Dodatek wody nie wptywa
znaczaco na mechanizmy retencji i enancjoselektywnosci (kompensacje pokrywaja si¢ z
uzyskanymi dla odpowiednich alkoholi). W przypadku faz amylozowych (Chiralpak
AD i Chiralpak IA) otrzymane wyniki pokazuja, iz mechanizmy retencji oraz
enancjoseparacji zwiazkow w poszczegélnych uktadach sa duzo Dbardziej
skomplikowane (liniowg retencj¢ uzyskano tylko dla faz z etanolem).

Otrzymane wyniki analizy QSRR pokazuja, iz dominujacymi oddzialywaniami
na polisacharydowych fazach stacjonarnych wplywajacymi na retencj¢ badanych
zwiazkOw sa wiaznia wodorowe oraz oddzialywania zwiazane z polaryzowalnoscia
czasteczek. Przy czym na kolumnach amylozowych sg to oddziatywania okreslane jako
kwasowe wigzania wodorowe, a na kolumnie celulozowej sg to zasadowe wiazania
wodorowe. Proces enancjoseparacji na fazach polisacharydowych jest wynikiem
licznych, ale stabych oddziatywan. Analiza QSRR wykazala, ze zalezy on od wielu
parametré6w i nie jest mozliwe okreslenie, ktére z nich stanowig kluczowa rol¢ w

rozréznieniu chiralnym.
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Kolumny polisacharydowe mozna wykorzystac w oznaczaniu czystosci
enancjomerycznej badanych zwiazkéw. Wydaje sig¢, ze najlepsze pod wzglgdem czasu
analizy oraz enancjoseparacji badanych zwiazkéw w temperaturze nie wigkszej niz
25°C sa nastgpujace metody: - kolumna Chiralcel OD, faza ruchoma:
n-heksan/EtOH/H,0 (85/15/0,2 v/v/v) dla zwiazkéw z grupy OMe oraz Phl, Ph2, Cl1,
CI2 oraz kolumna Chiralpak IA, faza ruchoma: n-heksan/EtOH (85/15 v/v) dla
pozostatych zwiazkéw (Ph3, Ph4, PhS, Ph6, Cl16).
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PODSUMOWANIE KONCOWE

Technicznie najlatwiejszym a zarazem najtanszym sposobem modyfikowania
selektywnosci i efektywnosci rozdzielen chromatograficznych jest zmiana skladu fazy
ruchomej. Jednoczesnie jednak jest to sposob najtrudniejszy, gdyz nie poddaje si¢, w
wigkszosci przypadkow, intuicyjnemu przewidywaniu skutkéw. Modyfikatory bowiem
moga wptywac nie tylko na retencjg, ale i na enancjoseparacj¢ poprzez oddzialywania z
badang substancja w fazie ruchomej badz tez konkurowa¢ z nig w sorpcji na miejscach
aktywnych fazy stacjonarnej. Finalny obraz jest wigc zlozony, czego znakomita
ilustracja jest np. wptyw czynnikéw achiralnych na enancjoseparacjg.

Temu zagadnieniu poswigcona jest niniejsza praca, w ktorej przedstawiono
analiz¢ wptywu srodowiska achiralnego na rozdzielenie enancjomeréw grupy zwiazkow
modelowych, pochodnych pirolidyn-2-onu. Do badan wykorzystano chiralne kolumny
polisacharydowe (Chiralpak AD, Chiralpak IA, Chiralcel OD) oraz kolumng
cyklodekstrynowa (Cyclobond I DMP), ktérych cechga wspolng jest posiadanie tego
samego podstawnika karbamanianu 3,5-dimetylofenylowego. Analiza QSRR pozwolila
na statystyczng ocen¢ zachodzacych oddzialywan w badanych ukladach. Za pomoca
wybranych deskryptorow molekularnych i prostego modelu udalo si¢ dos¢ dobrze
odwzorowac retencj¢ i enancjoselektywnos¢ zwigzkéw w badanych ukladach. Badania
pokazuja jak bardzo oddzialywania te moga si¢ zmienia¢ w zaleznosci od zastosowanej
fazy fuchome;.

W oparciu o doswiadczenia praktyczne zebrane w trakcie wykonywania
doswiadczen (dla substancji podobnych do zbadanych w niniejszej pracy) mozna podaé
kilka wskazéwek praktycznych w celu opracowania efektywnej metody rozdzielania
enancjomeréw. Postgpowanie dla faz Chiralpak AD i Chiralcel OD przedstawiono na
Rys. 86. Na fazie stacjonarnej Chiralpak AD w pierwszej kolejnosci zaleca sig
zastosowanie etanolu w mieszaninie z n-heksanem jako modyfikatora fazy ruchomej. W
przypadku uzyskania niewystarczajacego rozdzielenia badZ nie uzyskania go w ogoéle
nalezy do fazy ruchome;j etanol : n-heksan doda¢ niewielka ilo§¢ wody (okoto 0,2%).
Jezeli nadal nie uzyskamy rozdzielenia zamieniamy modyfikator z etanolu na
izopropanol. Kolejnym krokiem jest dodatek wody do fazy ruchomej izopropanol :
n-heksan. Jezeli mimo to nie uzyskamy rozdzielenia nalezy zmieni¢ selektor na inny,

np. na Chiralcel OD. Na kolumnie Chiralcel OD schemat postgpowania jest odwrotny
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(Rys. 86). Zaczynamy od izopropanolu jako modyfikatora fazy ruchomej. W nastgpne;j
kolejnosci odpowiednio dodatek wody, zamiana izopropanolu na etanol i na koncu
dodatek wody do fazy etanol : n-heksan. W przypadku nie uzyskania rozdzielenia
nalezy poszukaé innego selektora. Nalezy tu zaznaczy¢, iz niewielki dodatek wody do
fazy ruchomej na fazach polisacharydowych moze nam postuzy¢ réwniez jedynie jako

czynnik do optymalizacji uzyskanego rozdzielenia.

CHIRAPLAKAD CHIRALCEL OD
TAK TAK
EtOH : n-heksan IPA : n-heksan
NIE NIE
L
T dodatek H,0 TAK dodatek H,0
do EtOH : n-heksan do IPA : n-heksan
NIE NIE
TAK ! TAK
IPA : n-heksan EtOH : n-heksan
TAK NIE TAK NIE
X
dodatek H,0 dodatek H,0
| do IPA : n-heksan do EtOH : n-heksan
]
i NIE NIE
¥ y
TRALCEL, ROZDZIELENIE C HImR“f:i:l;’?\nl:AD
CHIRALCEL OD
E,‘iﬁ,ﬁg}g‘%&g‘{fw lub ENANCJOMEROW ~ lub
inny selektor inny selektor

Rys. 86. Schemat kolejnosci stosowania modyfikatorow na fazach Chiralpak AD
i Chiralcel OD

Ciekawym przypadkiem jest kolumna Chiralpak IA, w ktorej zastosowanie
techniki unieruchomiania selektora na silikazelu miato na celu zwiekszenie trwatos$ci
jak réwniez zakresu zastosowan rozpuszczalnikéw. Doswiadczenie pracy z ta kolumna
wskazuje, ze zastosowanie izopropanolu jako modyfikatora fazy ruchomej nie jest
najlepszym wyborem, wrgcz nalezy go unika¢. Zamiana modyfikatora fazy ruchomej z
izopropanolu na etanol powoduje dlugi czas ustalania rownowagi. Ponadto w fazach

ruchomych z izopropanolem nie uzyskano zadnego rozdzielenia. Jednakze w przypadku

152



Podsumowanie koncowe

zastosowania etanolu jako modyfikatora fazy ruchomej kolumna Chiralpak IA
wykazuje rownie dobre wlasciwosci rozdzielcze jak Chiralpak AD.

Na kolumnach polisacharydowych zauwazono zmiang kolejnosci wymywania
enancjomeré6w co moze zosta¢ wykorzystane w analizie czystosci enancjomerycznej,
gdyz wtedy istotne jest aby zanieczyszczenia wychodzily przed gtéwnym pikiem. W
przypadku badanych zwiazkéw mozna to uzyska¢ zamieniajac kolumn¢ amylozowa
(Chiralpak AD lub Chiralpak IA) na kolumng¢ celulozowa (Chiralcel OD) lub
odwrotnie.

W przypadku fazy cyklodekstrynowej (Cyclobond I DMP) nie uzyskano
zadowalajacego rozdzielenia badanych zwiazkow. Jednakze pewne wnioski z pracy z ta
faza si¢ nasuwaja. Przede wszystkim praca w ukladach normalnych pokazuje, iz wptyw
modyfikatora organicznego jak réwniez dodatek wody nie jest tu tak efektywny jak na
fazach polisacharydowych. Dodatek wody w zasadzie gldwnie poprawia sprawnos¢
uktadu, tylko w nieznacznym stopniu wplywa na polepszenie enancjoseparacji
badanych zwiazkoéw. Zastosowanie odpowiedniego uktadu faz ruchomych zmienia
mechanizm oddzialywania zwiazkow z faza stacjonarna. Mozna to wykorzystaé w
praktyce jesli retencja zwiazku jest bardzo dluga. Nalezy wtedy zmieni¢ uklad faz
normalnych na fazy odwrécone lub odwrotnie.

Nalezy jednakze podkresli¢, ze nie jest mozliwe na podstawie wzoru czasteczki
okreslenie, na ktorej fazie na pewno uzyskamy satysfakcjonujace nas rozdzielenie.
Réznorodnosé¢ oddziatywan, jak to pokazata analiza QSRR, na badanych fazach jest
bardzo duza co umozliwia nam jedynie wyciagni¢cie raczej ogdlnych wnioskow
dotyczacych mechanizméw retencji i enancjoseparacji. Rozréznienie chiralne zalezy od
wielu parametréw. Przede wszystkim nalezy dobra¢ odpowiedni selektor. Jednakze
wplyw achiralnego otoczenia na stabe oddziatywania, jakie wystgpuja na kolumnach
polisacharydowych, a w konsekwencji na rozroznienie chiralne réwniez nie moze
zosta¢ pominigty. Praca z kolumnami polisacharydowymi pokazuje, jak bardzo zlozony
jest to proces. Sadzg¢, ze w przysztosci mozliwe bedzie wykorzystanie metod typu
QSRR jako podstawy komputerowego projektowania optymalnych metod rozdzielania
izomeréw optycznych w uktadach supramolekularnych. Niezb¢dne do tego bedzie
uzupelnienie wiedzy empirycznej o szereg faktow malo dotad zbadanych, np.
deksryptory molekularne dla biopolimeréw w zaleznosci od $rodowiska, ktére moga
przyczyni¢ si¢ do lepszego zaplanowania eksperymentu jak rowniez zwigkszenia

zakresu zastosowan chromatografii chiralnej. Dotychczasowe deskryptory opieraja si¢
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na statystycznej analizie charakteru chemicznego zwiazku. Wydaje si¢, ze zastosowanie
metody dokowania molekularnego daje nadziej¢ na lepsze wyjasnienie oddziatywan
zachodzacych w poszczegélnych uktadach. Poznanie i zrozumienie mechanizmoéw
oddzialywan zachodzacych mig¢dzy badanym zwiazkiem z faza stacjonarng a takze
wplywu otoczenia jest bardzo wazny, gdyz daje mam to podstaw¢ do odniesienia do
bardziej skomplikowanych ukladéw biologicznych. Problem ten jest wciaz

przedmiotem badan i wielkim wyzwaniem dla badaczy.
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STRESZCZENIE

Chromatograficzna analiza chiralnych zwigzkéw nabiera ciagle coraz wigkszego
znaczenia. Bez watpienia najbardziej istotna jest ona w przemyS§le farmaceutycznym
oraz w badaniach kilnicznych, gdzie analiza czystoSci optycznie czynnych lekéw,
toksyn oraz ich metabolitéw ma bardzo duzy wplyw na ludzkie zdrowie czy tez na
efektywna terapi¢. Ze wzglegdu na duze zdolno$ci rozdzielcze do analizy lub
rozdzielenia enancjomeréw czg¢sto wykorzystuje si¢ fazy stacjonarne cyklodekstrynowe
i polisacharydowe. Wiedza odno$nie mechanizméw oddzialywan zwiazkéw na tych
fazach stacjonarnych jest wciaz niewystarczajaca. Odpowiednie dobranie fazy ruchomej
jest niezwykle wazne w chromatografii cieczowej, gdyz moze ona oddzialywaé z
badanymi zwiazkami jak réwniez z faza stacjonarng. Wydaje si¢ to szczeg6lnie wazne
w przypadku faz polisacharydowych, na ktérych rozréznienie chiralne jest wynikiem
licznych, ale stabych oddzialywan. Dodatkowym utrudnieniem jest obserwacja, ze
czynniki achiralne moga wplywaé nie tylko na retencjg, ale réwniez i na
enancjoselektywnos¢ uktadu.

Celem pracy bylo zbadanie wplywu sktadu fazy ruchomej na rozr6znienie
chiralne grupy zwiazkéw modelowych w ukiladach chromatografii cieczowej z
wykorzystaniem cyklodekstrynowej (Cyclobond I DMP) i polisacharydowych
(Chiralpak AD, Chiralpak IA, Chiralcel OD) faz stacjonarnych. Do badan wykorzystano
grupe 15 zwiazkéw pochodnych 1-[2-hydroksy-3-(4-fenylopiperazyn-1-ylo)-propylo]-
pirolidyn-2-onu, ktére zostaly zsyntezowane w trakcie poszukiwania nowych lekéw na
arytmi¢ i nadci$nienie w Zakladzie Fizykochemicznej Analizy Leku Katedrze Chemii
Farmaceutycznej Uniwersytetu Jagiellofiskiego Collegium Medicum. Podj¢to prébe
wyjasnienia molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za rozdzielanie
enancjomeréw w badanych uktadach z pomoca metody QSRR opartej na iloSciowe;j
korelacji pomigdzy deskryptorami molekularnymi a parametrami chromatograficznymi
badanych zwiazkéw.

W pierwszej czgéci pracy wykonano badania w ukladzie HPLC na kolumnie ze
zwiazang cyklodekstryng Cyclobond I DMP. Kolumna ta umozliwia zastosowanie
trzech réznych uktadéw: faz normalnych, polarnej organicznej fazy oraz ukladu faz
odwréconych. Uzyskane wyniki retencji i enancjoseparacji zwiazkéw modelowych

uzupelnione analiza QSRR potwierdzaja, iz zmieniaja si¢ mechanizmy retencji,
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separacji enancjomeréw, a takze kolejno§¢ wymywania zwiazkéw z kolumny w
zaleznoSci od zastosowanego uktadu faz ruchomych. Analiza QSRR wykazuje dobra
korelacj¢ parametréw regresji dla badanych uktadéw (R? powyzej 0,8). Obliczone
warto§ci  wspdlczynnik6w  rozdzielenia  (Oueor) dla  wszystkich  uktadéw
chromatograficznych dobrze koreluja si¢ ze wspélczynnikami uzyskanymi
eksperymentalnie.

Druga cz¢$¢ pracy dotyczyla faz polisacharydowych: Chiralpak AD, Chiralpak
IA, Chiralcel OD. W ukladach normalnych zbadano wptyw alkoholi: etanolu
i 2-propanolu oraz niewielkiego dodatku wody na retencj¢ i enancjoselektywnos¢
badanych zwiazkéw. Otrzymane wyniki pokazuja, iz na polisacharydowych fazach
stacjonarnych czynniki takie jak sktad fazy ruchomej, struktura zwigzkéw modelowych
jak réwniez sposéb obsadzenia czynnika enancjoselektywnego na silikazelu moga
wplywaé na zmiang intermolekularnych oddziatywan odpowiedzialnych za retencjg, a
takze rozréznienie chiralne zwigzkéw modelowych. Zmiana sktadu fazy ruchomej moze
réwniez prowadzi¢ do zupetnie nowych wiasciwos$ci kolumny. Uzyskanie tak duzych
réznic w enancjoselektywnosci zwigzkéw modelowych w réznych fazach ruchomych
moze by¢ wynikiem wplywu modyfikatoréw na zmiang otoczenia chiralnych wngk
i kanaléw na fazach polisacharydowych. Prawdopodobnie modyfikatory w rézny
spos6b oddzialuja z faza stacjonarng prowadzac do zmiany badZ tez blokady
oddzialywan odpowiedzialnych za chiralne rozréznienie. Moze by¢ to powodem
uzyskania lepszej, gorszej lub nie uzyskania w ogéle enancjoseparacji badanych
zwiazkow tak jak w przypadku faz z izopropanolem na kolumnie Chiralpak IA. Analiza
QSRR dla faz polisacharydowych potwierdza jak bardzo skomplikowane sa to ukfady i
jak wiele réznych oddziatywan moze wplywac na uzyskana retencj¢ i enancjoseparacje
badanych zwigzkéw. Powoduje to, ze nawet niewielkie zmiany sktadu fazy ruchome;j
moga w znaczacym stopniu wplywaé na uzyskanie rozdzielenia badanych substancji.
Dlatego tez odpowiednie dobranie fazy ruchomej w przypadku tych faz jest niezwykle
istotne.

W zwiazku z tym, ze do badan wykorzystano zwiazki o potencjalnym znaczeniu
farmakologicznym opracowanie metody analizy czystoSci enancjomerycznej ma
znaczenie praktyczne. Przeprowadzone badania wskazuja, ze do tego celu najlepiej

nadajg si¢ fazy polisacharydowe.
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