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Wykaz skr6t6w 

WYKAZ SKROTOW 

Zwiqzki 

AA - K was octowy 

ACN - Acetonitryl 

AGP - K wasna a - glikoproteina 

CD - Cyklodekstryna 

DMSO - Dimetylosulfotlenek 

EtOH - Etanol 

IPA - 2-propanol (izopropanol) 

TEA - Trietyloamina 

TFA - K was trifluorooctowy 

Symbole 

a - Wsp61czynnik rozdzielenia (dla enancjomer6w enancjoselektywnosc) 

CPS - Chiralna faza stacjonama (ang. Chiral Stationary Phase) 

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

L\G0 
- R6znica entalpii swobodnej ( energii Gibbsa) 

- R6znica zmian entalpii swobodnej kompleksowania dla dw6ch 

enancjomer6w 

L\H0 
- Standardowa entalpia przejscia analitu z fazy ruchomej do fazy 

stacjonarnej 

- R6znica zmian entalpii kompleksowania dla dw6ch enancjomer6w 

k - Wsp6lczynnik retencji 

K - S tala podzialu 

- Efektywna liczba p6lek 

- Rozdzielczosc pik6w 

- Standardowa entropia przejscia analitu z fazy ruchomej do fazy 

stacjonamej 

L\L\S 0 
- R6znica zmian entropii kompleksowania dla dw6ch enancjomer6w 
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Wykaz skr6t6w 

Metody instrumentalne 

HPLC - Chromatografia cieczowa wysokosprawna ( ang. High Performance Liquid 

Chromatography) 

LSER 

NMR 

TLC 

QSRR 

- Liniowe zaleznosci energii solwatacji (ang. Linear Solvation Energy 

Relationship) 

- Magnetyczny rezonas jadrowy ( ang. Nuclear Magnetic Resonance) 

- Chromatografia cienkowarstwowa (ang. Thin Layer Chromatography) 

- Ilosciowa zaleznosc struktura - retencja ( ang. Quantitative Structure -

Retention Relationships) 
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Cz~sc literaturowa 

CZ~SC LITERATUROWA 

1. Chiralnosc i jej znaczenie 

1.1 Podstawowe poj~cia 

Termin chiralnosc (pochodzi od greckiego slowa cheir - r~ka) oznacza 

wlasciwosc przedmiotu polegaj(\.CC\. na tym, ze nie jest on identyczny ze swoim odbiciem 

w lustrze. Jedynymi elementami symetrii, jakie moze posiadac przedmiot chiralny SC\. 

osie Cn. Natomiast przedmiot achiralny, czyli identyczny ze swoim odbiciem 

lustrzanym posiada srodek symetrii, plaszczyzn~ symetrii, os przemienn(\. lub 

inwersyjn(\. [ 1 ,2]. 

Chiralne pary zwi(\.zane relacj(\. przedmiot i jego odbicie lustrzane, kt6rych nie da 

st~ na siebie nalozyc nazywamy enancjomerami (Rys.1 ). Maj(\. one takie same 

wlasciwosci fizyczne i chemiczne w srodowisku achiralnym. To, co je r6znicuje to 

obecnosc czynnik6w chiralnych, np. skr~caj(\. one plaszczyzn~ swiatla spolaryzowanego 

o t~ sam(\. wartosc, lecz w przeciwne strony st(\.d nazywane SC\. r6wniez izomerami 

optycznymi. Natomiast mieszanina enencjomer6w w stosunku 1:1 nazywana racematem 

jest optycznie nieaktywna. 

Najprostszym przykladem chiralnej cz(\.steczki jest atom w~gla z czterema 

r6znymi podstawnikami (Rys. 1 ). M6wimy wtedy o chiralnosci centrycznej, a taki 

asymetryczny atom nazywamy centrum chiralnosci cz(\.steczki. Atomem 

asymetrycznym moze bye nie tylko w~giel, ale r6wniez azot, siarka, fosfor, krzem, 

arsen i inne. 

Rys. 1. Cz(\.steczka chiralna i jej odbicie lustrzane. 

7 

htttp://rcin.org.pl



Cz~sc literaturowa 

Uproszczony wz6r cz~steczki zawieraj~cej centrum chiralne mozna przedstawic 

za pomoc~ wzor6w projekcyjnych Fischera. Cz~steczk~ przedstawiamy rysuj~c krzyz a 

do jego czterech ramion przyl~czamy podstawniki. Przeci~cie ramion krzyza okresla 

polozenie atomu chiralnego. Linia pionowa przedstawia wi~zania podstawnik6w lez~ce 

poza plaszczyznct rysunku, natomiast linie poziome przedstawiaj~ wi~zania wychodz~ce 

przed plaszczyzn~ rysunku (Rys. 2). Tak utworzone wzory mozemy obracac w 

plaszczyznie papieru tylko o 180°. Obr6cenie o 90° zmienia konfiguracje centrum 

chiralnosci na przeciwn~. 

COOH 

H ····~ CH3 

OH 

Wiqzania \\ ychodz.(\cc 
'" plas.zcLyzn~ 

Rys. 2. Schemat obrazuj~cy zasady projekcji Fischera. 

COOH 

H+CH3 

OH 

Wi(\tania wychodzqce 
prtcd plaszczytn" 

W przypadku, kiedy cz~steczki posiadajct wi~cej niz jedno centrum chiralnosci, 

liczba izomer6w jest r6wna 2", gdzie ,n" to liczba centr6w chiralnosci. Stereoizomery 

(izomery przestrzenne), kt6re nie s~ wzgl~dem siebie enancjomerami nazywamy 

diastereoizomerami. R6zni~ si~ one wlasciwosciami chemicznymi i fizycznymi np. 

temperatur~ wrzenia, topnienia, rozpuszczalnoscict itp. 

Cz~steczki z jednym asymetrycznym atomem s~ zawsze asymetryczne. Jednak:Ze 

wsr6d diastereoizomer6w, kt6re posiadaj~ kilka asymetrycznych atom6w z 

jednakowymi podstawnikami wyst~puje r6wniez tzw. forma mezo. Jest to forma 

nieaktywna optycznie, gdyz efekty centr6w chiralnosci wzajemnie si~ kompensuj~. 

Klasycznym przykladem jest kwas winowy. Wzory I i 11 (Rys. 3) przedstawiaj~ 

enancjomery kwasu winowego, kt6re po zmieszaniu daj~ optycznie nieczynn~ odmian~ 

racemiczn~. Natomiast wzory Ill i IV s~ identyczne. Zwi~zek IV mozna otrzymac przez 

obr6t Ill o 180° w plaszczyznie rysunku, jest to wi~c ten sam stereoizomer. Zwi~zek ten 
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Cz~sc literaturowa 

tworzy form~ mezo, gdyz w cz~steczce wyst~puje plaszczyzna symetrii czyni~c j~ 

achiraln~. Pary I i Ill oraz 11 i Ills~ wzgl~dem siebie diastereoizomerami. 

COOH COOH COOH COOH 

COOH COOH COOH COOH 

I 11 Ill IV 

Rys. 3. Stereoizomery kwasu winowego: I i 11 para enancjomer6w, Ill= IV forma mezo. 

Jednakze asymetryczny atom nie jest warunkiem koniecznym, aby wyst~powala 

chiralnosc. R6wniez cz~steczki, kt6rych jedynymi elementami symetrii s~ proste osie 

symetrii Cn s~ chiralne. Taki rodzaj chiralnosci nazywany chiralnosci~ aksjaln~; 

wyst~puje ona np. w chiralnych allenach czy tez bifenylach. Cz~steczki allenu s~ 

asymetryczne podstawione wzgl~dem osi zwanej osi~ chiralnosci biegn~cej przez uklad 

skumulowanych wi~zan podw6jnych (Rys. 4). 

~1-Q~~~"~"~------~ 
ol chiralnosci 

Rys. 4. Chiralnosc aksjalna. Struktura allen6w [2]. 
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Chiralnosc czctsteczek moze wyst~powac r6wniez wzgl~dem wyr6znionej 

plaszczyzny nazywanej plaszczyznct. chiralnosci. Mamy w tym przypadku tzw. 

chiralnosc planarn~. Zwictzki posiadajctce taki typ chiralnosci to np. pochodne 

ferrocenu zawierajctce co najmniej dwa nieidentyczne podstawniki w jednym 

pierscieniu (Rys. 5) [2]. 

CH3 

d-cooH 
Fe 

0 
Rys. 5. Przyklad chiralnosci planamej. Pochodne ferrocenu [2]. 

Innym przykladem SC\. pochodne cyklopentadienylotrikarbonylomanganu, 

benzenotrikarbonylochromu i rutenocenu (Rys. 6). Wymienione zwictzki r6znict. si~ 

podstawnikami lezctcymi w plaszczyznie pierscienia, co schematycznie zostalo 

pokazane na Rys. 7 [2]. 

Mn Cr 

/j"-co CO 
/j"-co CO 

CO CO 

Rys. 6. Przyklad chiralnosci planarnnej. Pochodne benzenotrikarbonylochromu 

i cyklopentadienylotrikarbonylomanganu [2]. 

Rys. 7. Schemat obrazujctcy chiralnosc planamct. w pochodnych 

cyklopentadienylotrikarbonylomanganu, benzenotrikarbonylochromu [2]. 
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Jeszcze innym rodzajem chiralnosci czctsteczek jest helikalnosc. Wchodzctce w 

sklad czctsteczki atomy rozlozone set wzdluz linii srubowej (helisy). Wyr6zniamy helisy 

prawe (P) i lewe (M) w zaleznosci od tego czy kierunek skr~tu helisy jest zgodny czy 

przeciwny do ruchu wskaz6wek zegara (Rys. 8) [1,2]. Struktury helikalne tworzct si~ w 

wyniku braku mozliwosci koplanamego rozmieszczenia skrajnych fragment6w ukladu 

ze wzg1~du na zawad~ sterycznct. Wyst~pujct cz~sto w makroczc:tsteczkach np. 

polisacharydy, proteiny. 

(P) (M) 

Rys. 8. Helisa prawoskr~tna (P) i lewoskr~tna (M) [2]. 

JednakZe nale:Zy zauwa:lyc, ze w 1990r. Dodziuk i Mirowicz [3] wprowadzili 

modyfikacje do powszechnie uznawanej klasyfikacji chiralnosci wedlug Cahn, Inglod 

i Prelog. Autorzy twierdzct, iz chiralne zwictzki mozna podzielic tylko na dwie 

grupy:chiralnosc centrycznct i helikalne osie. 

Enancjomery i zwictzki optycznie czynne cz~sto opisujemy za pomocct znaku 

skr~calnosci swiatla spolaryzowanego ( +) dla prawoskr~tnych lub (-) dla lewoskr~tnych 

zwictzk6w umieszczajctc go, jako przedrostek przed nazwct. JednakZe nalezy pami~tac, iz 

na podstawie skr~calnosci nie jestesmy w stanie okreslic konfiguracji czctsteczki. 

Do opisu absolutnej konfiguracji zwictzk6w zawierajctcych centra chiralne 

stosuje si~ konwencj~ wprowadzonct przez Cahna, Ingolda i Preloga, tzw. system R, S 

(R z lac. rectus- prawy iS sinister- lewy) [4]. Ustalanie konfiguracji danego centrum 

chiralnosci przeprowadza si~ w nast~pujctcy spos6b: 

11 
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1. U stalamy kolejnosc pierwszenstwa podstawnik6w wok6l centrum chiralnego 

zgodnie z regulami pierwszenstwa om6wionymi ponizej. 

2. Ustawiamy cz~steczk~ tak, aby podstawnik o najmniejszej wa:Znosci byl jak 

najbardziej oddalony od nas. 

3. Nast~pnie okreslamy kierunek, w jakim maleje pierwszenstwo poszczeg6lnych 

grup. Jesli kierunek jest zgodny z ruchem wskaz6wek zegara to konfiguracj~ 

oznaczamy symbolem R. Jesli przesuwamy si~ przeciwnie do ruchu wskaz6wek 

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

s R 

Rys. 9. Konfiguracje SiR bromochlorojodometanu. 

Reguly pierwszenstwa: 

1. Pierwszenstwo uzyskuj~ atomy o najwi~kszej liczbie atomowej. W przypadku 

izotop6w tego samego pierwiastka pierwszenstwo uzyskuje atom o wi~kszej 

liczbie masowej. Porz~dek pierwszenstwa dla niekt6rych atom6w wygl~da 

nast~puj~co: 

I > Br > Cl > S > P > 0 > N > C > D > H 

2. Jezeli nie mo:Zna na podstawie reguly 1 ustalic pierwszenstwa grup to 

por6wnujemy atomy oddalone o jeden atom dalej od centrum chiralnosci. Jesli 

taka operacja nie przyniesie rozwi~zania to przesuwamy si~ o kolejny atom az 

dojdziemy do takiej pary atom6w, z kt6rych jeden ma wi~ksz~ liczb~ atomow~ 

niz drugi. 

3. W przypadku atom6w z wi~zaniami wielokrotnymi (podw6jnymi, potr6jnymi) 

sprowadza si~ je do wi~zan pojedynczych dodaj~c ,wirtualne" atomy tego 

samego rodzaju, co krotnie zwi~zany partner (Rys. 10). 

Zgodnie z t~ regul~: 

- COOH > - CHO > - CH20H 

12 
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poniewai: rozwinictty wz6r grupy karboksylowej zawtera trzy atomy tlenu, 

aldehydowej dwa a alkoholowej jeden. 

I 
-C-A 

-C===A • I I 
A C 

A C 

I I 
• -C-A 

I I 
A C 

Rys. 10. Zamiana wii\_Zaii podw6jnych i potr6jnych na pojedyncze wedlug trzeciej 

reguly pierwszenstwa. 

Do opisu wctglowodan6w oraz a-hydroksykwas6w i a-aminokwas6w stosuje sict 

r6wniez konwencjct Fischera- system D, L. Metoda ta polega na por6wnaniu wzoru 

projekcyjnego wybranego enancjomeru ze wzorem projekcyjnym wzorca. Wzorcem w 

tym przypadkujest aldehyd glicerynowy (Rys. 11). 

aldehyd D-( +) glicerynowy aldehyd L-{-) glicerynowy 

Rys. 11. Wzory projekcyjne enancjomer6w aldehydu glicerynowego. 

W przypadku wctglowodor6w omaczenie ustala sict na podstawie polozenia grup: 

-OH i -H polozonych przy centrum chiralnosci znajduj~cym sict najblizej grupy 

CH20H, ( czyli na dole we wzorze cz~steczki). Jesli po lewej stronie wzoru znajduje sict 

grupa -OH to mamy konfiguracjct L natomiast, jesli grupa -OH jest polozona po prawej 

stronie centrum chiralnego to mamy konfiguracjct D. 
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Ustalaj(\_c konfiguracje dla a-hydroksykwas6w i a-aminokwas6w por6wnujemy g6m~ 

CZC(SC wzoru projekcyjnego. Cz~steczki ustawiamy tak, aby grupa -COOH znajdowala 

siC( w miejscu grupy -CHO, a grupa -NH2 w przypadku aminokwas6w w miejscu grupy 

-OH. Jesli grupa -OH dla a-hydroksykwas6w a grupa -NH2 dla a-aminokwas6w 

znajduje siC( po lewej stronie atomu chiralnego znajdujctcego siC( najblizej grupy -COOH 

to mamy konfiguracj(( L, a jesli znajduje siC( po prawej to mamy konfiguracj(( D. 

Podstawowe poj~cia 

Chiralnosc 

Wlasciwosc przedmiotu polegaj(\.c~ na tym, ze nie jest on identyczny ze swoim 

odbiciem w lustrze. Jedynymi elementami symetrii s~ osie Cn. 

Achiralnosc 

Wlasciwosc przedmiotu polegaj~ca na tym, ze jest on identyczny ze swoim odbiciem 

w lustrze. Posiada srodek symetrii, plaszczyzn~ symetrii, os przemienn~ lub inwersyjnCl. 

Stereoizomery 

Nieidentyczne obiekty cz(\_steczkowe posiadaj(\_ce t(( samCl konstytucj~ tzn. ten sam 

spos6b i kolejnosc powi~zania atom6w, ale r6zni(\_ce siC( budow(\_ przestrzennCl. 

Enancjomery 

Chiralne zwiC\_Zki (stereoizomery) zwi~zane relacj~ przedmiot i jego odbicie lustrzane, 

kt6rych nie da si~ na siebie nalozyc. 

Diasteroeizomery 

Pozostale stereoizomery niezwi(\_zane relacjCl przedmiot i jego odbicie lustrzane. 

Race mat 

Mieszanina enancjomer6w w stosunku 1 : 1. Opytcznie nieaktywna. 
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1.2 Znaczenie chiralnosci w ukladach biologicznych 

Chiralnosc jest cechct organizm6w Zywych. Wi~kszosc zwictzk6w biorctcych 

udzial w procesach Z)'ciowych jest optycznie aktywna i wyst~puje na og6l w postaci 

jednego enancjomeru. Dotyczy to bialek zlozonych z L-aminokwas6w, D-cukr6w, 

kwas6w nukleinowych, enzym6w, witamin i inn ye h. W konsekwencji m .in. reakcje 

enzymatyczne, procesy metaboliczne, oddzialywania efektor-receptor set bardzo czule 

na stereochemi~. 

Enanacjomery w srodowisku chiralnym mogct wykazywac r6zne wlasciwosci. 

Ciekawym przykladem set ludzkie receptory w~chowe, kt6re potrafict rozr6znic par~ 

enancjomer6w (Tabela 1 ). 

Tabela 1. Wlasciwosci wybranych enanacjomer6w [1]. 

Zapach 
Zwhtzek 

(-)enancjomer ( + )enancj omer 

Mentol mi~towy st~chlizny 

Limonen cytrynowy pomaranczowy 

Karwon mi~towy kminkowy 

Znajomosc wlasciwosci poszczeg6lnych enancjomer6w staje st~ niezwykle 

wazna w przypadku wprowadzania do organizmu chiralnych lek6w. Poczcttkowo 

stosowano leki tylko w postaci racemat6w. Okazalo si~ jednak, ze poszczeg6lne 

enancjomery mogct r6znic si~ wlasciwosciami farmakodynamcznymi jak r6wniez 

farmakokinetycznym (czyli szybkoscict wchlaniania, dystrybucji i eliminacji leku). 

Zwykle tylko jeden z enancjomer6w wykazuje efekt terapeutyczny, drugi posiada 

mniejszy efekt, nie wykazuje efektu lub moze bye toksyczny [5-7]. Przyklady 

chiralnych lek6w, kt6rych enancjomery wykazujct r6zne dzialanie przedstawione zostaly 

w Tabeli 2. 

W ostatnich latach zwi~kszylo si~ zainteresowanie produkcjctlek6w w postaci 

jednego enancjomeru. Rozwija si~ metoda nazywana ,chiral switch", kt6ra polega na 

wdrazaniu leku w postaci pojedynczego enancjomeru z leku, kt6ry jest stosowany na 
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rynku w postaci racematu. Metoda ta jednaki:e czasami sluey jedynie przedruzaniu 

patent6w [7 ,8]. Zast~ienie racematu jednym enencjomerem moze si~ wi~ac z 

poprawieniem skutecznosci leku, ze zmniejszeniem objaw6w ubocznych, zwi~kszeniem 

bezpieczenstwa. W niekt6rych przypadkach leki w postaci pojedynczego enancjomeru 

ujawniaj~ nowe wlasciwosci. Takim przykladem jest (S)-fluoksetyna, kt6ra ma 

dzialanie przeciwmigrenowe, natomiast podawana w postaci racematu, jako lek 

antydepresyjny, takich wlasciwosci nie ma [6]. 

Naleey jednak pamietac, iz wprowadzenie leku w postaci jednego enancjomeru 

nte zawsze jest dobrym rozwi~aniem, gdyz w organizmie moze nast~ic jego 

racemizacja, inwersja (np. ibuprofen). Dlatego tez w przypadku rejestracji leku w 

postaci enancjomer6w wymagana jest pelna dokumentacja wlasciwosci 

farmakodynamicznych, farmakokinetycznych, toksykologii leku i jego metabolit6w, dla 

poszczeg6lnych enancjomer6w oraz ich mieszaniny [6]. 

Wraz z rozwojem metod otrzymywania zwi~zk6w chiralnych jako potencjalnych 

lek6w istnieje r6wniez koniecznosc opracowania metod analitycznych zar6wno w celu 

rozdzielania enancjomer6w jak r6wniez do oznaczania ich czystosci enancjomerycznej. 

Tabela 2. Wlasciwosci enanacjomer6w wybranych lek6w [8]. 

Zwhtzek lzomer Dzialanie 

s uspokajaj~ce 
Barbiturany 

R wywoluj~cy drgawki 

s teratogenne 
Talidomid 

R uspokajaj~ce 

S,R a-bloker 
Labetalol 

R,R P-bloker 

s silnie znieczulajace 

Ketamina R slabo znieczulajace 

i halucynogenne 

D antyreumatyczne 
Penicylamina 

L toksyczne 
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2. Metody otrzymywania i analizy enancjomerow 

Pierwszego w historii rozdzielenia mieszaniny racemicznej dokonal Ludwik 

Pasteur w 1848r. Rozdzielil on mechanicznie (r~cznie) krysztaly winianu amonowo­

sodowego, kt6re byly wzgl~dem siebie jak przedmiot i jego odbicie w lustrze [2]. 

Obecnie otrzymywanie zwi'l_zk6w w postaci pojedynczego enancjomeru nabiera coraz 

wi~kszego znaczenia szczeg6lnie w przemysle farmaceutycznym. 

Enanacjomery w przyrodzie cz~sto wyst~puj'l_ w czystej postaci. Mozna, wi~c 

cz~sc zwi'\_zk6w optycznie czynnych uzyskac poprzez wyodr~bnienie ich ze zr6del 

naturalnych (np. z roslin: terpeny, morfina, atropina). Wykorzystuje si~ r6wniez 

zdolnosc uklad6w enzymatycznych mikroorganizm6w (np. plesil Penicillium glaucum) 

do wybi6rczego reagowania z jednym z enanancjomer6w, kt6ry w ten spos6b ulega 

destrukcji - metoda biochemiczna. Metoda ta cz~sto jest stosowana do otrzymywania 

optycznie czynnych aminokwas6w. [2,9, 1 0]. 

J ednakZe wi~kszosc wykorzystywanych zwi'\_zk6w chiralnych S'\. to zwi'\_zki 

syntetyczne. Otrzymuje si~ je na drodze syntezy stereospecyficznej, kt6ra prowadzi do 

otrzymania pojedynczego enancjomeru lub jego nadmiaru w stosunku do drugiego, jak 

r6wniez w wyniku rozdzielana mieszaniny racemicznej [2,6,9-12]. Wsp61czesne 

metody rozdzielania racemat6w wykorzystywane zar6wno analitycznie jak 

i preparatywnie przedstawione S'\. na schemacie (Rys. 12) [6]. 

Enancjomery w srodowisku achiralnym posiadaj'l_ takie same wlasciwosci 

chemiczne i fizyczne i nie mozna ich rozdzielic bezposrednio za pomoc'l destylacji, 

krystalizacji itp. Dlatego tez we wszystkich metodach otrzymywania enancjomer6w 

warunkiem niezb~dnym jest obecnosc czynnika homochiralnego, czyli pojedynczego 

enanacjomeru. Bardzo wazne jest dobranie odpowiedniego czynnika homochiralnego. 

Powinien on wielkosci'l i struktur'\_ odpowiadac rozdzielanym zwi'\_zkom tak, aby doszlo 

do oddzialywail prowadz'\_cych do powstawania diasteroizomer6w, kt6re r6zni'l si~ juz 

wlasciwosciami. 
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METODY ROZDZIELANIA 
ENANCJOMEROW 

Elektroforeza kapilarna 

• r:=l 

Rys. 12. Techniki analityczne wykorzystywane do separacji enancjomer6w [6]. 

D analityczne, • analityczne/preparatywne, 

-- cz~sto uZywane, ------ rozwijajctce techniki . 

2.1 Metody chromatograficzne 

Metody chromatograficzne wykorzystywane do enancjoseparacji mo:lna 

podzielic na dwie kategorie [5,13]: 

• Metody bezposrednie oparte set na tworzeniu tymczasowych 

diastereoizomer6w w trakcie analizy na chiralnych fazach stacjonamych 

(kolumny polisacharydowe, cyklodekstrynowe, proteinowe i inne) lub w fazie 

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

proteiny itp ). 

• Metody posrednie - w kt6rych najpierw racemat jest przeksztalcany si~ w 

mieszanin~ diastereoizomer6w za pomoc(\. chiralnego czynnika pomocniczego, a 

nast~pnie rozdzielany na kolumnach achiralnych lub chiralnych. 

Metody chromatograficzne cz~sto maj~ przewag~ nad syntez(\. stereospecyficzn(\. 

w poczcttkowej fazie badan jeszcze w skali laboratoryjnej. Du:Z(\. zalet(\. tej metody jest 
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to, iz dostarcza ona oba enancjomery o wysokim stopniu czystosci optycznej. Jest to 

szczeg6lnie wazne w badaniach biomedycznych jak r6wniez w przemysle 

farmaceutycznym, gdyz do badan wst~pnych oba enancjomery s~ niezb~dne. Ponadto 

skraca to czas i koszty otrzymywania optycznie czystych zwi~zk6w. Najcz~sciej stosuje 

si~ wtedy metody bezposrednie z wykorzystaniem chiralnych faz stacjonamych. 

Zastosowanie chiralnych selektor6w w fazie ruchomej napotyka na dodatkowe 

trudnosci w odzyskiwaniu selektora po rozdzieleniu enencjomer6w, eo zwi~ksza 

znacznie koszty analizy. Ponadto metody chromatograficzne wykorzystywane s~ w 

badaniach wst~pnych do uzyskiwania wzorc6w zanim jeszcze zostanie opracowana 

synteza stereospecyficzna. Umozliwia to opracowan1e analitycznej metody 

kontrolowania czystosci enanacjomerycznej substrat6w oraz powstalych p6lprodukt6w 

i produkt6w [6,14,15]. 

2.2 Mechanizmy rozdzielania enanacjomerow w chromatografii 
cieczowej 

Poszukiwanie mechanizm6w odpowiedzialnych za chiralne rozr6znienie jest 

bardzo wazne nie tylko w celu lepszego zaplanowania eksperymentu, ale r6wniez w 

projektowaniu nowych, chiralnych selektor6w. Rozdzielenie enancjomer6w za pomoc~ 

chromatografii jest mozliwe dzi~ki tworzeniu si~ odwracalnych diastereomer6w mi~dzy 

enancjomerami a chiralnym selektorem. Mechanizm rozdzielania enanacjomer6w 

oparty na tr6jpunktowym modelu oddzialywan po raz pierwszy zostal opisany w 1933r. 

przez Eassona i Stedmana w celu wyjasnienia r6znic w farmakologicznym 

oddzialywaniu stereochemicznych lek6w z chiralnymi receptorami biologicznymi [16]. 

P6zniej 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 aminokwas6w na celulozie [ 18]. 

Model tr6jpunktowego oddzialywania pomi~dzy enancjomerami a chiralnym 

selektorem (zobrazowany za pomoc~ r~k w pracy Meyer i Rais (Rys. 13 i 14) [19]) 

oparty jest na nast~puj~cych zalozeniach: aby nast~ilo chiralne rozr6znienie wymagane 

s~ przynajmniej trzy oddzialywania przyci~aj~ce (Rys. 13) lub dwa przyci(\gaj~ce 

i jedno odpychaj~ce (Rys. 14) pomi~dzy chiralnym selektorem i jednym z 
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enancjomer6w. Co najmniej jedno z tych oddzialywan must r6wniez zalezec od 

stereochemii centrum chiralnego zar6wno enancjomeru jak i chiralnego selektora 

[5,19]. Enancjomer, kt6ry z chiralnym selektorem wi~ze si~ tr6jpunktowo tworzy 

bardziej trwaly diasteroizomer, czyli silniej oddzialuje z faz~ stacjonam~ i jest 

wymywany jako drugi. 

Rys. 13. Tr6jpunktowe oddzialywania przyci~aj~ce pomi~dzy selektorem S (lewa 

r~ka) i enancjomerem R (prawa r~ka). Oddzialywania selektora S (lewa 

r~ka) z enancjomerem S (lewa r~ka) prowadz~ tylko do dwupunktowych 

oddzialywan [19]. 

... ,.. 

Rys. 14. Tr6jpunktowe oddzialywania dwa przyci~aj~ce: MM' i FF' i jedno 

odpychaj~ce TT' pomi~dzy selektorem S (lewa r~ka) i enancjomerem R 

(prawa r~ka). Oddzialywania selektora S (lewa r~ka) z enancjomerem S 

(lewa r~ka) prowadz~ce tylko do dwupunktowych oddzialywan [19]. 
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Tr6jpunktowy mechanizm rozdzielania znalazl szerokie zastosowanie do opisu 

rozr6znienia chiralnego na tzw. fazach Pirkle' a. Pierwsze fazy tego typu to 

3,5-dinitrobenzoilofenyloglicyna lub 3,5-dinitrobenzoiloleucyna powleczona na zelu 

krzemionkowym. Natomiast wiele selektor6w szczeg6lnie pochodzenia naturalnego jest 

duzo bardziej skomplikowanych i mechanizmy odpowiedzialne za chiralne rozr6znienie 

nie sct. dot~d calkowicie poznane. Dodatkow~ trudnosc stanowi fakt, ze wplyw 

czynnik6w achiralnych jest r6wniez nie bez znaczenia, o czym b~dzie mowa w 

rozdziale 3. Dlatego tez powszechnie akceptowany mechanizm tr6jpunktowego 

rozdzielania zaczct.l bye przez niekt6rych kwestionowany. Mesecar i Koshland 

wyjasniajct. zdolnosci proteiny do rozr6znienia L i D izomer6w izocytrynianu 

czteropunktowym modelem oddzialywania [20]. Natomiast Davankov [21] oraz Booth 

i inni [22] twierdz~ iz w przypadku duzych selektor6w takich jak biopolimery (np. 

polisacharydy czy proteiny), kiedy chiralna powierzchnia (wn~ka, rowek, kieszen) 

oddzialywania jest duza o rozr6znieniu chiralnym cz~sto decyduje steryczne 

dopasowanie selektora z enanacjomerem. Nie jest wtedy mozliwe wyszczeg6lnienie 

trzech wyramie aktywnych punkt6w lub grup funkcyjnych na oddzialuj~cej 

powierzchni, z reguly jest ich wi~cej niz trzy. W takich przypadkach Booth i inni [22] 

zaproponowali og6lny model chiralnego oddzialywania oparty na czterech krokach: 

1. F ormowanie kompleksu pomi~dzy selektorem i selektandem. 

2. Wzajemnie przemieszczenie si~ selektora i selektanda w celu zoptymalizowania 

oddzialywan (konformacyjne dostosowanie si~). 

3. Formowanie si~ dodatkowych wict.zct.cych oddzialywan (aktywacja kompleksu). 

4. W wyniku, czego nast~puje chiralne rozr6znienie. 

2.3 Chiralne fazy stacjonarne 

Chiralne fazy stacjoname zbudowane sct. z chiralnego selektora zwi~zanego lub 

obsadzonego na nosniku stalym. Chiralne selektory posiadajct. specyficzn~ struktur~ 

przestrzennct. zbudowan~ z rowk6w, wn~k, wgl~bien itp., z kt6r~ enancjomery mog~ 

oddzialywac stereospecyficznie. Oddzialywania te s~ stabilizowane za pomoc~ wi~zan 

wodorowych, oddzialywan 1t-1t, oddzialywan dipol-dipol, oddzialywan 

elektrostatycznych, van der Waalsa, sil dyspersyjnych itp. [23,24]. W Tabeli 3 
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przedstawiono charakterystyk~ wi~zan. W zalemosci od selektora wplyw 

poszczeg6lnych wi~zan moze bye r6zny. 

Tabela 3. Charakterystyka oddzialywan molekulamych [24]. 

Typ oddzialywan Sila Kierunek Zasi~g (d) 

Kulombowskie Bardzo silne Przych;maj~ce Sredni (lld2
) 

lub elektrostatyczne lub 

odpychaj~ce 

Wi~zanie wodorowe Bardzo silne Przyci(\gaj ~ce Dlugi 

Zawada steryczna Bardzo silne Odpychaj~ce Bardzo kr6tki 

1t-1t Silne Przyci(\gaj~ce Sredni 

(donor lub 

akceptor) lub 

odpychaj~ce 

Jon-dipol Silne Przyci(\ga j ~ce Kr6tki 

Dipol-dipol Srednie Przyci(\gaj ~ce Kr6tki (lld3
) 

Dipol-indukowany dipol Slabe Przyci(\gaj~ce Bardzo kr6tki (l/d6
) 

Oddzialywania dyspersyjne Bardzo slabe Przyci(\gaj~ce Bardzo kr6tki (1/d6
) 

Pierwsza komercyjnie dost<tpna chiralna faza stacjonama (CSP) dla HPLC 

zostala wprowadzona przez Pirkla w 1981r [25]. Obecnie istnieje ponad 200 

komercyjnie dost<tpnych kolumn. Ze wzgl<tdu na budow<t i zasad<t dzialania fazy 

stacjoname mozemy podzielic na kilka grup. Weiner zaproponowal podzial faz 

stacjonamych w zaleznosci od sposobu tworzenia kompleks6w pomi<tdzy 

chromatografowanct substancj~ a faz~ stacjonamct [26]: 

• Typ I: kompleksy substancja rozpuszczona-CSP tworzone set poprzez 

kombinacje oddzialywan takich jak wi~zania wodorowe, oddzialywania 7t-1t 

i zawada steryczna. Do tej grupy nalez~ fazy Pirkle' a. 

• Typ II: mechanizm rozdzielania enancjomer6w oparty jest na formulowaniu 

wictzan wodorowych, oddzialywan 1t-1t, oddzialywan dipol-dipol jak r6wniez 

tworzeniu kompleks6w inkluzyjnych. Do tej grupy zaliczamy fazy 

polisacharydowe (pochodne amylozy i celulozy). 
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• Typ Ill: selektory posiadaj~ce chiralne wn~ki, dzi~ki czemu gl6wny mechanizm 

rozdzielania zwi~zk6w polega na tworzeniu kompleks6w inkluzyjnych. 

Zaliczamy do nich cyklodekstryny, glikopeptydy, chiralne etery koronowe. 

• Typ IV: fazy tworz~ce pol~czenia kompleksowe na zasadzie wymiany 

ligand6w. 

• Typ V: mechanizm chiralnego rozr6zniania oparty na kombinacji oddzialywan 

hydrofobowych i polarnych. Do tej grupy nalez~ fazy proteinowe. 

Przykladowy schemat rozdzielania racematu na fazach stacjonarnych 

przedstawiony jest na Rys. 15 [23]. Chiralne fazy stacjonarne wykorzystywane w 

niniejszej pracy zostaly szerzej om6wione w nast~pnych punktach. 

Enancjomery 

~ 

Mlliej ' Bardziej stabilny adsorbat stabilny adsorbat 

_A.A_ 

Rys. 15. Schemat mechanizmu rozdzielania racematu na chiralnych fazach 

stacjonarnych [23]. 
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2.3.1 Polisacharydowe fazy stacjonarne 

Polisacharydy s~ to naturalnie wyst~puj(\_ce polimery, kt6re dzi~ki swoJeJ 

asymetrycznej strukturze wykorzystywane SC\. jako chiralne selektory. Do 

najwazniejszych z nich nalez~ celuloza i amyloza. Zbudowane s~ one z jednostek 

D-glukozy pol~czonych w dlugie nierozgal~zione lancuchy wi~zaniami 

1,4-glikozydowymi o konfiguracji a w przypadku amylozy i o konfiguracji p w 

przypadku celulozy (Rys. 16) [27 ,28]. Ponadto amyloza tworzy struktur~ heliakaln~ z 

dobrze zdefiniowanymi rowkami (grooves), a celuloza posiada struktur~ bardziej plask~ 

i sztywn~ (Rys. 17). 

(a} willzanie P-1,4-glikozydowe 

CHlOH 

H~HCH20H 
H0 0~o 

HO · H CH20H 

H0 0~ 
/

HO · H 
HO .1( 

(b) wil\Zanie a-1 ,4-glikozydowe 

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

Rys. 17. Tr6jwymiarowa struktura (a) amylozy i (b) celulozy [29]. 
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Jednak.Ze naturalne polisacharydy nte s~ wykorzystywane jako komercyjne 

chiralne fazy stacjoname z powodu ich niskiej enancjoselektywnosci i problem6w z 

mechaniczn~ obr6bk~ (nieodpome na sciskanie). W celu zwi((kszenia wlasciwosci 

rozdzielczych polisacharyd6w grupy hydroksylowe zostaly zastcwione r6znymi 

podstawnikami [30,31]. Pierwsza uzyteczna pochodna celulozy - triacetyloceluloza 

zostala opisana przez Heese i Hagel w 1973r. [32]. Inne populame pochodne to 

benzoesany oraz fenylokarbamaniany celulozy i amylozy. Kolejnym krokiem bylo 

obsadzenie pochodnych polisacharyd6w na krzemionce makroporowatej, eo po raz 

pierwszy zostalo wykonane przez grup(( profesora Okamoto w 1984r. [33]. Dzi((ki temu 

fazy Okamoto charakteryzuj~ si(( wi((ksz~ stabilnosci~ i efektywnosci~. Powstale w ten 

spos6b fazy zostaly skomercjonalizowane przez firm(( Daicel pod nazwami Chiralcel 

i Chiralpack odpowiednio dla pochodnych celulozy i amylozy. Natomiast w celu 

zwi((kszenia trwalosci na organiczne rozpuszczalniki, a tak.Ze mozliwosci zastosowania 

szerszego zakresu rozpuszczalnik6w opracowano now~ technologi(( unieruchomiania 

(immobilization) na silikazelu. JednakZe proces ten moze powodowac zmian(( w 

strukturze polisacharyd6w i fazy te mog~ r6znic si(( selektywnosci~ w stosunku do ich 

obsadzonych na silikazelu odpowiednik6w [34,35]. Fazy polisacharydowe zostaly 

zaprojektowane do zastosowania ich w ukladzie faz normalnych. Okazalo si((, ze r6wnie 

efektywne rozdzielenia mozna na nich uzyskac w ukladzie faz odwr6conych. Kolumny 

do faz odwr6conych oznaczone s~ !iter~ R na koncu nazwy. Pojawily si(( r6wniez 

badania wykorzystuj~ce polam~ faz(( organiczn~ do rozdzielania zwi~zk6w na fazach 

polisacharydowych [36-38]. Wybrane fazy stacjoname pochodnych polisacharyd6w 

zostaly przedstawione w Tabeli 4. 

Komercyjne fazy polisacharydowe maJ~ szeroki zakres zastosowan. 

Wykorzystywane s~ do rozdzielania alifatycznych i aromatycznych zwi~zk6w, 

keton6w, amin i ich pochodnych, alkoholi i ich pochodnych, eter6w, alkaloid6w, 

~-bloker6w i wielu innych [29,39,40]. 

Jednymi z najbardziej populamych i wszechstronnych faz s~ karbaminiany 

tri (3,5-dimetylofenylowe) celulozy i amylozy: powleczone na silikazelu Chiralcel OD 

i Chiralpak AD oraz ich unieruchomione odpowiedniki - Chiralcel IB i Chiralpak lA. 

Niekt6re enancjomery na kolumnie Chiralcel OD eluuj~ w odwr6conej kolejnosci w 

por6wnaniu do kolumny Chiralpak AD, b~dz rozdzielaj~ si(( tylko na jednej z nich, eo 

moze sugerowac, ze s~ to wzajemnie uzupelniaj~ce si(( chiralne selektory [30,41 ]. W 
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przypadku kolumn Chiralpak AD i Chiralpak lA, kt6re r6znict si~ sposobem osadzenia 

na silikazelu (powleczona, unieruchomiona) r6wniez zauwazono wzajemnie 

uzupelniajctce si~ wlasciwosci [35,42,43]. Okamoto i Kaida [ 44] przebadali 510 

racemat6w na kolumnie Chiralcel OD i Chiralpak AD. Z ich badan wynika, iz 186 

racemat6w rozdziela si~ tylko na kolumnie Chiralcel OD i 85 tylko na kolumnie 

Chiralpak AD oraz 129 zwictzk6w na obu kolumnach. Tak wi~c 400 racemat6w, eo 

stanowi 78o/o badanych zwictzk6w rozdziela si~ na przynajmniej jednej z tych dw6ch 

kolumn. 

Tabela 4. Wybrane fazy stacjoname pochodnych polisacharyd6w. 

Pochodne polisacharydow 

R ­
o=( 

0 

~0" 
0 0 
)-o .j-R 

R 0 

Estry celulozy 

Karbaminiany celulozy 

R 
\ 

NH o-< 
0 

#o" 
}=o ~NH 

HN, 0 I 
R R 

Karbaminiany amylozy 

R= 

-o 

-Q l 
--QCH' 

CH, --oa 
--ocH, 
-<i 

Cl 

-..J;::::7 
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Nazwa komercyjna 

Chiralcel OA 

Chiralcel 0 B 

Chiralcel OJ 

Chiralce1 OK 

Chiralcel OC 

Chiralcel OD 

Chiralcel OF 

Chiralcel OG 

Chiralpak AD 

Chiralpak AS 
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Mechanizm rozdzielania enancjomer6w na mikrokrystalicznej 

triacetylocelulozie (CTA-l) zostal zaproponowany przez Hesse i Hagel [45]. Wedlug 

autor6w enancjomery mog~ bye inkludowane w chiralnych rowkach fazy stacjonamej. 

Rozr6znienie chiralne zale:ly od dopasowania ksztalt6w molekuly do wn~k fazy 

stacjonamej. Mechanizm ten zostal r6wniez p6zniej potwierdzony przez Francotte i inni 

[46]. 

Generalnie przyjmuje si~, ze na fazach powleczonych na silikazelu b~d~cych 

estrowymi pochodnymi celulozy gl6wnymi miejscami adsorpcji s~ polame grupy 

karbonylowe estru, kt6re oddzialuj~ ze zwi~ami rozdzielanymi przez whtzania 

wodorowe oraz oddzialywania dipol-dipol, a w przypadku pochodnych benzoesanu 

mog~ r6wniez wyst~powac oddzialywania 1t-1t [30,39,44]. Wainer i inni [47,48] 

opierajctc si~ na eksperymentach nad grup~ aromatycznych amid6w i alkoholi na 

kolumnie Chiralcel OB zaproponowali kolejny mechanizm. Autorzy twierdz~ iz 

najpierw tworz~ si~ diastereomeryczne kompleksy mi~dzy enancjomerami a faz~ 

stacjonam~ dzi~ki oddzialywaniom przyci(\gaj~cym (takim jak wi~zania wodorowe, 

oddzialywania dipol-dipol, oddzialywania 7t-1t). P6zniej nast~puje stabilizacja 

kompleks6w poprzez dopasowanie asymetrycznych cz~sci enancjomer6w do chiralnych 

wn~k, otwor6w fazy stacjonamej. W wyniku r6znic w sterycznym dopasowaniu 

enancjomer6w do chiralnych wn~k nast~puje chiralne rozr6i:nienie. 

Na fazach stacjonamych zbudowanych z fenylokarbaminanowych pochodnych 

celulozy i amylozy przyjmuje si~, ze gl6wne miejsca adsorpcji znajduj~ si~ na 

polamych grupach karbaminianowych. Grupy te mog~ oddzialywac z enancjomerami 

tworz~c wictZania wodorowe poprzez grupy -NH- i >C=O (Rys. 18) oraz oddzialywania 

dipol-dipol z grup~ >C=O. Mog~ r6wniez wyst~powac oddzialywania 1t-1t pomi~dzy 

fenylowymi pierscieniami zwi~zk6w racemicznych fazy stacjonamej 

[23,29,31,39,44,49-51]. Ponadto podstawniki na grupie fenylowej pochodnych celulozy 

i amylozy mog~ wplywac na polamosc grupy karbaminianowej a przez to zmieniac jej 

wlasciwosci rozdzielcze [30,31 ,50]. Fazy stacjoname z podstawnikami 

elektrodonorowymi (np. grupy alkilowe) lub podstawnikami elektonoakceptorowymi 

(np. grupy halogenowe) zwykle wykazuj~ wi~ksze zdolnosci rozdzielcze w por6wnaniu 

do faz z niepodstawionym pierscieniem fenylowym. JednakZe wprowadzenie polamych 

podstawnik6w takich jak CH30, N02 powodowalo, iz reagowaly one z polamymi 

racematami, eo wplywalo na obnizenie zdolnosci rozdzielczych fazy stacjonamej [44]. 
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Istotna jest tez liczba i rozlozenie podstawnik6w. W przypadku grup metylowych 

i chlorowych najlepsze wlasciwosci rozdzielcze uzyskano, gdy podstawniki znajdowaly 

si~ w polozeniu meta i/lub para. [30,31,41,49,50]. Przykladem takich kolumn s~ 

Chiralcel OD i Chiralpak AD. 

o-

···*o-··· o o-

Rys. 18. Schematyczne oddzialywanie racematu z reszt~karbaminianow~ [44]. 

W celu lepszego zrozumienia mechanizm6w rozr6znienia chiralnego na fazach 

polisacharydowych zostaly wykonane badania struktur karbaminianu trifenylowego 

celulozy i amylozy. Wykazaly one, iz pochodna celulozy posiada konformacj~ 

lewoskr~tnej helisy potr6jnej (3/2), a reszty glukozowe s~ regulamie rozlozone wzdruz 

osi helisy. Chiralne kanaly z polamymi resztami karbaminianowymi rozlokowane s~ 

r6wnolegle wzdluz gl6wnego lancucha. Przy czym grupy karbaminianowe lez~ w 

srodku, a hydrofobowe grupy aromatyczne na zewn~trz lancucha polimerowego (Rys. 

19) [30,44]. Tak wi~c polame grupy enancjomer6w musz~ wnikac w chiralne kanaly 

fazy stacjonamej, aby w ten spos6b poprzez wi~zanie wodorowe l~czyc si~ z grup~ 

karbaminianow~. Takie oddzialywania wydaj~ si~ istotne w rozr6mieniu chiralnym 

szczeg6lnie w ukladzie faz normalnych. Natomiast struktura karbaminianu 

trifenylowego amylozy ma konformacj~ lewoskr~tnej helisy poczw6mej ( 4/1 ). R6mice 

w enanacjoselektywnosci pochodnych amylozy i celulozy tlumaczy si~ ich r6znic~ w 

konformacji helisy [44]. 
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Rys. 19. Struktura karbaminianu trifenylowego celulozy; na g6rze - wzdluz osi 

lancucha, na dole - prostopadle do osi lancucha [ 44]. 

Na podstawie badan nad grup~ kwas6w a.-alkiloarylokarboksylowych Booth i Wainer 

zaproponowali mechanizm chiralnego rozr6znienia na kolumnie Chiralpak AD [52]. 

Autorzy wyr6zniaj~ kilka etap6w. Najpierw wst~pne formowanie si~ kompleksu 

analit - faza stacjonarna za pomoc~ wi~zan wodorowych. Nast~pnie wprowadzenie 

analitu do kanal6w fazy stacjonarnej i konformacyjnie dopasowanie si~ ich do siebie 

nawzajem. Nas~puje stabilizacja kompleksu w wyniku tworzenia dodatkowych wictzan 

wodorowych wewn~trz kanal6w fazy stacjonarnej. Oba enanacjomery mog~ tworzyc 

takie same wi(\Zania z faz~ stacjonarn~ jednakZe w trakcie ich tworzenia ulegaj~ 

zmianom konformacyjnym. Zmiany te zalez~ od chiralnej budowy fazy stacjonarnej, 

dlatego tez jeden z enancjomer6w musi wnosic wi~ksz~ ilosc energii do tworzenia si~ 

kompleksu, przez eo nast~puje r6znica w ich stabilnosci i nast~puje rozr6znienie 

chiralne. 
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2.3.2 Cyklodekstrynowe fazy stacjonarne 

Cyklodekstryny (CD) set to cykliczne oligosacharydy powstajctce w wyniku 

enzymatycznej degradacji skrobi. Najcz~sciej wykorzystywane cyklodekstryny skladajct 

si~ z szesciu (a-CD), siedmiu (~-CD), bctdi osmiu (y-CD) jednostek D-glukozy 

polctczonych wictzaniami a- 1, 4 glikozydowymi (Rys. 20) [23,29,51,53-56]. Zazwyczaj 

schematycznie usredniona struktura cyklodekstryny przedstawiana jest za pomocct 

sci~tego stoi:ka z wn~kct (Rys. 21). We wn~ce CD znajdujct si~ atomy H3 i H5 oraz 

niezwictzane elektrony z tlen6w glikozydowych lei:ctcych w jej plaszczyinie, eo nadaje 

luce charakter hydrofobowy. Natomiast grupy hydroksylowe znajdujctce si~ na brzegach 

cyklodekstryny powoduj(l, ii: jej powierzchnia wykazuje charakter hydrofilowy [55,56]. 

Pierwszorz~dowe grupy hydroksylowe (w pozycji C-6) lei:ctce wok6l w~i:szego brzegu 

mogct swobodnie si~ obracac i cz~sciowo blokowac wn~k~ CD. Natomiast 

drugorz~dowe grupy hydroksylowe (w pozycji C-2 i C-3) zlokalizowane set wok6l 

szerszego brzegu stoi:ka cyklodekstryny. Nalei:y pami~tac, ii: struktura cyklodekstryny 

nie jest sztywna. Za elastycznosc CD odpowiedzialne set glukozydowe mostki C 1 OC4 

znajdujctce si~ pomi~dzy sztywnymi jednostkami glukopiranozowymi [56]. Ta 

elastycznosc cyklodekstryny a taki:e jej hydrofobowo-hydrofilowy charakter umoi:liwia 

jej tworzenie kompleks6w inkluzyjnych typu ,gospodarz - gosc", eo ma zastosowanie 

w rozr6znieniu enancjomer6w. 

Rys. 20. Wzory kolejno a-, ~-, y- cyklodekstryny. 
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1 a=ok. 500 pm 

2 a=ok. 620 pm 

3 a=ok. 800 pm 

0 

1 H 

0 

Rys. 21. Schematyczny wygl(\.d pierscienia glukopiranozowego z numeracj(\. atom6w, 

rozmiary niepodstawiomych cyklodekstryn sredniej orientacji 

najwazniejszych atom6w i grup OH [55]. 

Cyklodekstryny wykorzystywane S(\. jako chiralne selektory zar6wno w postaci 

dodatku do fazy ruchomej jak r6wniez jako fazy stacjoname. Zastosowaniem CD jako 

chiralnego dodatku do fazy ruchomej na achiralnej fazie stacjonamej w ukladzie faz 

odwr6conych zajmowala si~ grupa prof. Sybilskiej [57,58]. P6iniejsze prace z 

cyklodekstrynami i ich pochodnymi wykazaly, iz mog(\. si~ r6wniez obsadzac na 

achiralnej kolumnie (np. RP-18) tworzctc faz~ pseudostacjonamct [59,60]. W pracy 

Pawlowskiej i Lipkowskiego [ 61] przedstawiono r6wniez wykorzystanie cyklodekstryn 

w chromatografii podzialowej do generowania fazy stacjonamej przez eluent. 

Pierwsza stabilna chiralna faza stacjonama zawierajctca f3-CD przylctczonct 

chemicznie do silikazelu zostala wykonana przez Armstronga i De Mond w 1984r. [62]. 

Nast~pnie faza ta zostala skomercjalizowana przez firm~ Advances Separation 

Technologies (Astec). Obecnie dost~pne S'l fazy z a.,~' y cyklodekstryn'l nazwane 

kolejno Cyclobond Ill, Cyclobond I, Cyclobond 11. W celu zwi~kszenia wlasciwosci 

rozdzielczych cyklodekstryn, a tak:Ze mozliwosci zastosowania szerszego rodzaju 

rozpuszczalnik6w grupy hydroksylowe na brzegu cyklodekstryny w pozycjach 2, 3 

zostaly zast~ione r6znymi podstawnikami. W pierwszej kolejnosci wykorzystuje si~ 

grup~ w pozycji 2, gdyz jest bardziej reaktywna. Nast~pnie jedna b(\.dz dwie grupy 

hydroksylowe w pozycji 6 wykorzystywane set do przyl'lczenia cyklodekstryny do 

silikazelu (Rys. 22) [53]. Zwykle nie podstawia si~ wszystkich grup hydroksylowych z 

powodu zawady sterycznej podstawnik6w, eo moze powodowac oslabienie separacji 

enancjomer6w [63]. 
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Pozycje 2 i 3 podstawiane pochodnymi 

20H 

\_ 
Pozycje 6 uiywane do przylctczenia CD do silikazelu 

Rys. 22. Miejsca wi~z~ce na cyklodekstrynie [53]. 

Komercyjnie dost~pne kolumny cyklodekstrynowe staly si~ kolejn~ grup~ 

jednych z najbardziej populamych chiralnych faz stacjonamych. Mozna je podzielic na 

trzy grupy: niepodstawione cyklodekstryny, podstawione cylkodekstryny 

i aromatycznie podstawione cyklodekstryny [40]. Pochodne CD zwykle oparte s~ na 

f3-CD, gdyz wykazuje ona enancjoselektywnosc dla duzej grupy zwi~zk6w. Wybrane 

fazy stacjoname zostaly przedstawione w Tabeli 5. Fazy cyklodekstrynowe 

wykorzystywane s~ do rozdzielania wielu klas zwi~zk6w takich jak f3 - blokery, 

barbiturany, aminokwasy, alkohole, alkany, amidy, etery koronowe, flawony i wiele 

innych [29,40,53,64]. 

Pocz~tkowo wykorzystywano cyklodekstryny tylko w fazach odwr6conych, 

p6zniej r6wniez w polamych fazach organicznych i fazach normalnych. Niekt6re 

kolumny nazywane ,multi-mode" chiralnymi selektorami mozna stosowac we 

wszystkich trzech ukladach faz ruchomych. Przyldadem takiej kolumny jest Cyclobond 

I DMP (karbaminian 3, 5 - dimetylofenylowy ~-cyklodekstryny) [34,63-65]. Zmiana 

ukladu faz ruchomych np. z faz normalnych na fazy odwr6cone moze wplywac na 

zmian~ mechanizmu retencji i enancjoseparacji analizowanych zwi~zk6w. Efekt ten jest 

tlumaczony przez reorganizacj~ oddzialywan w zaleznosci od uzytego eluentu. 
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Tabela 5. Wybrane fazy stacjonarne pochodnych P-cyklodekstryny. 

Pochodna P-CD R= Nazwa komercyjna 

Silikazel -CONH-q 
CH3 

Cyclobond I OM 

Cyclobond I AC 

Cyclobond I SP 

lub 

Cyclobond I RSP 

Cyclobond I RN 

lub 

Cyclobond I SN 

Cyclobond I DMP 

W ukladzie faz odwroconych przyjmuje si~, ze gl6wny mechanizm retencji 

enancjoseparacji polega na tworzeniu kompleks6w inkluzyjnych z cyklodekstryn~ 

typu ,gospodarz - gosc". Niepolarne molekuly b~dz ich fragmenty wnikajet do 

hydrofobowej luki cyklodekstryny [34,40]. Zatem analizowany zwi~zek powinien 

posiadac przynajmniej jeden aromatyczny pierscieillub lailcuch w~glowodorowy, kt6ry 

r6wniez moze wnikac do wn~ki CD (Rys. 23) [34,64]. Analizowane zwietzki powinny 

bye scisle dopasowane do wielkosci luki, dlatego tez w zaleznosci od ich wielkosci 

stosuje si~ odpowiedni~ cyklodekstryn~. Enancjomery posiadajetce pierscienie 

fenylowe, naftylowe, bifenylowe zwykle rozdzielane set na P-CD, mniejsze zwi~zki na 

a-CD, a anality posiadajetce w swojej strukturze od 3 do 5 pierscieni np. steroidy 

najlepiej rozdzielane set na y-CD. Ponadto Armstrong w swoich pracach [66-68] podaje, 

iz dodatkowym czynnikiem poza sterycznym dopasowaniem si~ molekuly do wn~ki 

cyklodekstryny jest oddzialywanie jej chiralnego centrum betdZ podstawnika na 

chiralnym centrum z grupami hydroksylowymi na brzegu cyklodekstryny. Powstale 

wietzania wodorowe analitu z grupami hydroksylowymi CD set niezb~dne do uzyskania 

rozr6znienia chiralnego. W przypadku pochodnych CD opr6cz wietzan wodorowych 
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mog'l r6wniez wyst~powac oddzialywania dipol-dipol, oddzialywania 7t-7t, 

enancjomer6w z podstawnikami u ujscia cyklodekstryny [40]. 

'" (\Y 
z 

Rys. 23. Schematyczne przedstawienie kompleksu inkluzyjnego z cyklodekstrynct [64]. 

W ukladzie faz normalnych tworzenie tradycyjnych kompleks6w z 

cyklodekstrynct jest utrudnione, poniewaz niepolamy rozpuszczalnik (heksan, heptan) 

zajmuje wn~k~ CD i nie moze bye latwo wyparty przez analit [63,66,67,69]. W tym 

przypadku mechanizmy odpowiedzialne za retencj~ i chiralne rozr6znienie pochodz£! od 

oddzialywan z polam£! powierzchni'l CD oraz oddzialywan z jej podstawnikami. 

JednakZe do rozr6znienia chiralnego w ukladzie faz normalnych najbardziej efektywne 

SC\. fazy stacjoname z aromatycznie podstawionymi cyklodekstrynami (np. Cyclobond I 

DMP, Cyclobond I RN lub SN) [ 40]. Analizowane zwi(lZki mog'l oddzialywac z faz£! 

stacjonarn£! poprzez tworzenie wictzail wodorowych, oddzialywania dipol-dipol, 

oddzialywania 1t-1t mi~dzy aromatycznymi pierscieniami zwi£tzk6w i fazy stacjonamej 

[70, 71]. Prace Armstronga i innych [70, 72] pokazuj4 iz w tym ukladzie faz istotn'l 

cz~sci'l w strukturze analitu jest obecnosc aromatycznego pierscienia, a zatem 

oddzialywania 1t-7t pomi~dzy analizowanym zwi£tzkiem a faz£! stacjonam£! odgrywaj£! 

tu istotnct rol~. 

Polarne fazy organiczne S£! to fazy, kt6re skladajct si~ polarnych skladnik6w 

takich jak acetonitryl, metanol ale nie zawieraj£! wody. Gubitz i Schmid uwazaj4 iz 

organiczny solwent zajmuje wn~k~ cyklodekstryny, eo uniemozliwia tworzenie 

kompleks6w inkluzyjnych [ 40]. Mechanizm oddzialywania zwi£tzk6w z fazct 

stacjonarn£! w tej fazie ruchomej jest powierzchniowy. Anality obejmuj(\_ wejscie do 

wn~ki cyklodekstryny tworzctc nad ni'l ,wieczko" jak to przedstawiono na Rys. 24. 

[29,64,73,74]. Chiralne rozr6znienie zwictzk6w nast~puje gl6wnie poprzez 
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oddzialywania wodorowe z grupami hydroksylowymi b~dZ pochodnymi na brzegach 

CD, chociaz oddzialywania dipol-dipol i czynniki steryczne r6wniez mogct odgrywac 

istotna rol~. Zwictzki rozdzielane w polarnych fazach organicznych powinny posiadac 

co najmniej dwie grupy tworzctce wictzania wodorowe, przy czym jedna z nich musi bye 

zlokalizowane na lub blisko centrum chiralnego. Korzystne jest r6wniez, jesli analit 

posiada du:Zy fragment czctsteczki taki jak grupy aromatyczne lub rozgal~ziony lancuch 

w~glowodorowy znajduj~cy si~ blisko centrum chiralnego [34,64,74,75]. 

Rys. 24. Oddzialywanie mi~dzy propranololem a ~-CD z w polarnej fazie organicznej. 

Analit oddzialuje z grupami hydroksylowymi na wejsciu do cyklodekstryny, 

podczas gdy polarny organiczny rozpuszczalnik zajmuje jej wn~k~ [40]. 
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3. Wplyw achiralnego srodowiska na rozroznienie chiralne 

Chiralne rozr6znienie jest wypadkow(\_ oddzialywan mi~dzy enancjomerami 

a faz(\_ ruchom(\_ i faz(\_ stacjonam(\_ dobranymi tak, aby zachodzilo oddzialywanie 

stereoselektywne. JednakZe nie jest proste stwierdzenie, kt6re z oddzialywan stanowi'\_ 

kluczow(\_ rol~ w tworzeniu chiralnych kompleks6w pomi~dzy analitem a selektorem. 

Ponadto zaobserwowano, iz achiralne srodowisko ma r6wniez wplyw na rozr6znienie 

chiralne. 

Pierwsze informacje na ten temat pojawily st~ w pracach Davankov'a 

i wsp6lautor6w dotycz(\_cych chromatografii wymiany ligandu. Zauwazono, ze achiralne 

skladniki fazy stacjonamej b'\_dZ ruchomej mog'\_ brac udzial w chiralnym rozr6znieniu 

poprzez udzial w formowaniu diastereomerycznych kompleks6w mi~dzy enancjomerem 

a selektorem lub przez oddzialywanie z jednym z diastereoizomer6w stabilizuj(\_c je w 

ten spos6b w r6znym stopniu [76-79]. Autorzy sugeruj'l., iz do rozr6znienia chiralnego 

wystarcz(\_ dwa oddzialywania enancjomeru z chiralnym selektorem i jedno z 

achiralnytn czynnikiem. JednakZe warunkiem jest, aby trzecie oddzialywanie 

achiralnego czynnika bylo r6wnoczesne dla enancjomeru i selektora. Obrazowo zostalo 

to przedstawione u:lywaj(\_c prawej (R) i lewej r~ki (S), jako prostego modelu chiralnych 

obiekt6w. Lewa r~ka jednej osoby przedstawia chiralny selektor natomiast obie r~ce 

drugiej osoby symbolizuj'\_ dwa enancjomery. Oddzialywania przyci~aj(\_ce zachodz'l., 

jesli dwa palce tego samego rodzaju dotykaj'\_ si~ [77]. Wyr6zniono nast~puj(\_ce 

przypadki: 

Pierwszy, w kt6rym powierzchnia achiralna posredniczy w rozr6mieniu 

chiralnym. Zar6wno chiralny selektor jak i rozdzielane enancjomery adsorbuj'\_ si~ na 

sztywnej powierzchni achiralnego adsorbentu. Taka sytuacja przedstawiona jest za 

pomoc'\_ r(\_k lez(\_cych na stole, gdzie wewn~trzna strona dloni jest przycicmana przez 

powierzchni~ lub zewn~trzna odpychana przez otoczenie. Dzi~ki temu dwupunktowe 

oddzialywanie jest wystarczaj(\_ce, aby nast(ij)ilo chiralne rozr6znienie (Rys. 25). W tym 

przypadku tylko lewa i prawa r~ka mog'\_ dotykac si~ dwoma palcami tworz(\_c 

kompleksy RS. Natomiast utworzenie kompleks6w RR i SS za pomoc(\_ wi~cej niz 

jednego punktu jest niemozliwe, dlatego tez S'\. one mniej stabilne niz kompleksy RS 

[77]. 
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Rys. 25. Dwa punkty oddzialywan wystarczaj~ce do chiralnego rozr6znienia w 

przypadku dloni lez~cych na powierzchni [77]. 

Takie oddzialywania s~ dobrze widoczne szczeg6lnie w odwr6conym ukladzie 

faz w roztworach wodnych, gdzie czynnik chiralny jest dodawany do fazy ruchomej. 

Przyklad takiej sytuacji jest przedstawiony na Rys. 26. 

OH 

(L) R._jt~ 0 , __./'g. L 
* _...Cu ) 

N.......- ' 0 
0 0 

R 

Rys. 26. Chiralne rozr6znienie indukowane przez achiraln~ powierzchni~ [77]. 

Wyst~puj~ tu hydrofobowe oddzialywania pomi~dzy achiraln~ faz~ stacjonam~ C-18 a 

w~glowodorowymi grupami utworzonego diastereoizomeru. D-aminokwas jest silniej 

zatrzymywany dzi~ki dodatkowemu oddzialywaniu grupy R z faz~ stacjonam~. 

Wyst~puje tu trzypunktowe oddzialywanie, przy czym dwa przyct(\gaJ~Ce 

oddzialywania mi~dzy enancjomerem a jonem miedzi chiralnego selektora oraz trzecie 

oddzialywanie z achiraln~ faz~ stacjonam~ [76,77]. 
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W drugim przypadku molekuly achiralne uczestnicz~ w rozr6znienieniu 

chiralnym. Zobrazowane jest to za pomoc~ r~k trzymaj~cych pilk~, kt6rej rozmiar jest 

por6wnywalny lub mniejszy z rozmiarami dloni. Pilka wypelnia tylko przestrzen 

miedzy nimi i utrzymuj~c je na przeciwko siebie. Odpowiednia orientacja dloni 

umozliwia dwupunktowe oddzialywanie wystarczaj~ce do chiralnego rozr6znienia 

(Rys. 27) [77]. 

Rys. 27. Dwa punkty oddzialywan wystarczaj~ce do chiralnego rozr6znienia w 

przypadku dloni trzymajctcych pilk~ [77]. 

Przyldadem takiego oddzialywania jest molekula wody, kt6ra jest 

koordynowana w pozycji aksjalnej jonu miedzi (11) chiralnego selektora (Rys. 28). W 

ten spos6b posredniczy w sterycznych oddzialywaniach mi~dzy enancjomerem 

(prolinct) a chiralnym selektorem (L-prolin~ lub L-hydroksyprolinct). W tym przypadku 

cz~steczka wody obniza stabilnosc L-L kompleks6w, czyli zmniejsza retencj~ L-Pro 

[78]. 

• 

X • H • OH 

Rys. 28. Chiralne rozr6:Znienie posredniczone przez achiraln~ cz~steczk~ [78]. 
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Trzecia sytuacja pokazuje mozliwosc pohtczenia wplywu kilku achiralnych 

czynnikow posredniczctcych w chiralnym rozr6znieniu. Przedstawione to zostalo za 

pomocct dw6ch dloni lezctcych na skraju dw6ch plaszczyzn o r6znych wlasciwosciach 

adsorpcyjnych (Rys. 29). Kompleks RS jest silniej adsorbowany niz kompleks SS. W 

takim ukladzie pomimo jednego punktu oddzialywania mi~dzy dwoma chiralnymi 

czctsteczkami r6wniez zachodzi rozr6znienie chiralne [77]. 

Rys. 29. Jeden punkt oddzialywania wystarczajctcy do rozr6znienia chiralnego w 

przypadku dloni le.Zctcych na skraju dw6ch powierzchni [77]. 

Taka sytuacja moze wyst~powac w przypadku polctczenia wplywu achiralnej 

powierzchni sorpcyjnej i molekul solwenta na rozr6znienie chiralne [77]. 

3.1 Wplyw modyfikatorow organicznych na rozroznienie chiralne 

Organiczne modyfikatory wykorzystywane set w ukladach faz normalnych jak 

r6wniez w fazach odwr6conych jako czynniki regulujctce retencj~ badanych zwictzk6w. 

Zwykle wykorzystuje si~ alkohole np. metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, 

1- butanol, ale r6wniez acetonitryl i inne. W trakcie badan przeprowadzonych na wielu 

r6znych fazach stacjonamych okazalo si~, iz mogct one wplywac nie tylko na retencj~, 

ale i na enancjoseparacj~ badanych zwictzk6w. 
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Badania wykonane na fazach Pirkla przez Ziefa i wsp6lautor6w [80] oraz 

Pes eh era i wsp6lautor6w [81] dotycz~ wplywu alkoholi ( etanol, 2-propanol, tert­

butanol, n-butanol) w mieszaninie z heksanem na retencj~ i rozr6znienie chiralne 

badanych zwi~k6w. Otrzymane wyniki pokazuj~ iz enancjoseparacja wzrasta wraz z 

wielkosci(\. (obj~tosciv zastosowanych modyfikator6w. Dobrze jest to widoczne w 

pracy Ziefa i innych [80]. W sp6lczynniki rozdzielenia 2,2,2-trifluoro-1-(9-

antrylo )etanolu wrastaj~ wraz z wielkosci(\. zastosowanego alkoholu i wynosz~ a= 1,33 

dla etanolu, a= 1,56 dla 2-propanolu, a= 1,63 dla tert-butanolu. Autorzy uwazaj~ iz 

otrzymane r6znice w rozr6znieniu chiralnym spowodowane SC\. struktur(\. alkoholi, gdyz 

polamosci faz ruchomych byly podobne. Tak wi~c enancjoselektywnosc ukladu wzrasta 

wraz z wzrastaj~ca zawad(\. steryczn(\. alkoholu [80,81]. 

Kolejn~ faz~ na kt6rej zaobserwowano silny wplyw dodatk6w achiralnych do 

fazy ruchomej w ukladzie faz odwr6conych jest kolumna z kwasn(\. a-glikoprotein(\. 

(AGP). Hermansson [82] dzi~ki zamianie modyfikatora z 1-propanolu na acetonitryl 

uzyskal rozdzielenie enancjomer6w werapamilu (Rys. 30). Natomiast dodanie 

2-propanolu do fazy ruchomej umozliwilo enancjoseparacj~ metylofenylobarbitalu 

(Rys. 31). 

A 8 

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 enancjomer6w metylofenylobarbitalu przez dodanie 2-propanolu 

do fazy ruchomej [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 wa:lne jest r6wniez jego st~zenie. 

Zbyt du:le st~zenie modyfikatora moze powodowac zmniejszenie wsp6lczynnika 

rozdzielenia (a) jak to przedstawiono dla mefenytoiny i metylofenylobarbitalu na 

Rys. 32 i Rys. 33. Badano r6wniez wplyw r6znych alkoholi (metanol, etanol, 

1-propanol, 1-butanol, 2-propanol, (R,S)-2-butanol, (S)-2-butanol) na rozdzielenie 

chiralne tych dw6ch zwi~k6w. Wyniki pokazujct, ze dodatek alkoholu z wyj(ltkiem 

metanolu wplywa na powstawanie enancjoseparacji badanych zwictzk6w. Ponadto w 

przypadku metylofenylobarbitalu zauwazono, iz wsp6lczynnik rozdzielenia zwi~ksza 

si~ wraz ze wzrostem dlugosci lancucha alkoholu bctdz dodatku alkoholu z lancuchem 

rozgal~zionym. 

1.4 

Cl 

1.3 

1.2 

, 
1.0 

0.1 
0.0 0.2 0 .4 0.8 0.1 

M 

Rys. 32. Wplyw zwi~kszenia st~zenia modyfikatora w 0,01 M buforze fosforowym 

(pH=7 ,2) na wsp6lczynnik rozdzielenia mefenytoiny: 

• 1-propanol, D 2-propanol, + acetonitryl. 
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Rys. 33. Wplyw zwi~kszenia st~zenia modyfikatora w 0,01 M buforze fosforowym 

(pH=7 ,2) na wsp61czynnik rozdzielenia metylofenylobarbitalu: 

• !-propanol, D 2-propanol, + acetonitryl. 

Hermansson J and Hermansson I. [85] badali wplyw pi~ciu modyfikator6w: metanolu, 

etanolu, 1-propanolu, 2-propanolu, acetonitrylu na retencj~ i enancjoseparacj~ 

niesteroidowych lek6w przeciwzapalnych. Stwierdzili, ze organiczne modyfikatory 

poza tym, iz skracaj~ czasy retencji mog~ r6wniez nieznacznie wplywac na zwi~kszenie 

b~dz zmniejszenie rozdzielenia badanych zwi~zk6w w por6wnaniu do fazy bez dodatku 

modyfikatora. Ciekawy wynik otrzymano dla tiaprofenu, kt6rego enancjomery 

rozdzielaj~ si~ jedynie w fazie z dodatkiem 1-propanolu lub 2-propanolu. Przy czym 

st~zenie 2-propanolu nie powinno bye wi~ksze niz 2%. 

Autorzy sugeruj~ dwa wyjasnienia om6wionych wyzej przyklad6w: pierwsze, ze 

modyfikatory mog~ wsp61zawodniczyc z badanymi enancjomerami poprzez 

oddzialywania z wi~z~cymi miejscami proteiny. Natomiast r6zna hydrofobowosc 

i r6:Zne wlasciwosci w tworzeniu wi~zail wodorowych (akceptor, donor) organicznych 

modyfikator6w powoduj~ ze w odmienny spos6b wplywaj~ one na 

enancjoselektywnosc. Drugie wyjasnienie opiera si~ na tym, iz organiczne dodatki 

adsorbuj~ si~ na proteinie indukuj~c w ten spos6b odwracalne zmiany w jej konformacji 

[82-85]. 

W celu potwierdzenia, iz organiczne modyfikatory fazy ruchomej w spos6b 

odwracalny adsorbujct si~ silnie na fazie AGP Enquist i Hermansson do bardziej 

szczeg6lowych badan wybrali !-propanol i acetonitryl [83]. Modyfikatory te r6zni~ si~ 

hydrofobowoscict i posiadaj~ r6zne wlasciwosci w tworzeniu wictzail wodorowych 

(!-propanol - akceptor i donor w tworzeniu wi~zania wodorowego, acetonitryl -

akceptor w tworzeniu wi~zania wodorowego ). Badania wykazaly, ze bardziej 
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hydrofobowy 1-propanol silniej adsorbuje si~ na kolumnie ni:z acetonitryl. 

Rozpuszczalniki te tworz~ monowarstw~, gdy st~zenia 1-propanolu jest 1,3 M ( 10% 

v/v) a acetonitrylu 2,8 M (15o/o v/v). Natomiast przy wi~kszych st~zeniach powstaje 

wielowarstwa, kt6ra nie jest jednak przeszkod~ do tego, aby nast(\pilo rozr6znienie 

chiralne np. zwi~zki trimipramina i alprenolol rozdzielaj~ si~ przy 7,61 M (40o/o v/v) 

st~zeniu acetonilrylu w fazie ruchomej (wsp61czynnik rozdzielenia odpowiednio a=1,12 

i 1 ,25). N atomiast w celu sprawdzenia oddzialywania organicznego modyfikatora na 

konformacj~ proteiny zmierzono widma dichroizmu kolowego dla AGP w buforze 

fosforanowym (pH=7) z i bez 2-propanolu. Widma w obu przypadkach byly identyczne 

nawet, jesli st~zenie 2-propanolu zwi~kszono do 40%. Na tej podstawie wysnuto 

przypuszczenie, iz zmiany enacjoselektywnosci wywolywane przez modyfikatory 

organiczne wynikaj~ g16wnie z ich wsp61zawodniczenia w obsadzaniu miejsc 

aktywnych z enancjomerami. Jednak:Ze autorzy podkreslaj~ ze nie mozna zaniedbywac 

niewielkich zmian w konformacji proteiny, kt6re powoduj~ powstawanie nowych 

miejsc wi~zctcych. Zmiany te mog~ bye istotne w przypadku oddzialywania pomi~dzy 

malymi molekulami i bialkiem, kt6rych nie mozna rozpoznac za pomoc~ metody 

dichroizmu kolowego [83]. 

Natomiast Gyimesi-Forras i inni [86,87] do pomiar6w wplywu modyfikator6w 

na konformacj~ bialka wybrali acetonitryl i dioksan ze wzgl~du na r6zne wlasciwosci w 

oddzialywaniu z powierzchni~ proteiny (acetonitryl jest slabym, natomiast dioksan 

silnym akceptorem wi~zania wodorowego ). Wyniki ich prac pokazuj~ ze oba 

modyfikatory adsorbuj~ si~ na powierzchni proteiny z tym, :le acetonitryl silniej przy 

pH=7 ,2, a dioksan przy pH=4. Ponadto w pH=4 po nasyceniu miejsc wi~z~cych ilosc 

zaadsorbowanych cz~steczek obu modyfikator6w zwi~ksza si~ prawie dwukrotnie, co 

moze wskazywac na tworzenie si~ drugiej warstwy organicznych rozpuszczalnik6w na 

powierzchni AGP b~dZ nast~puj~ zmiany w konformacji selektora umozliwiaj~ce 

oddzialywania z wczesniej niedost~pnymi grupami wi~zctcymi. Zmierzone widma 

dichroizmu kolowego dla AGP w acetonitrylu o r6znych st~zeniach (0%, 10%, 15%, 

20%) w pH=4 pokazuj~ iz ze wzrostem st~zenia zmienia si~ intensywnosc 

i przesuniecie pasm odpowiadaj'l_cych fragmentom AGP, co wskazuje na stopniowe 

zmiany w jej strukturze. Radykalne zmiany wyst~puj~ przy zmianie st~zenia 

acetonitrylu z 20% na 30o/o co juz wyraznie wskazuje na zamiany w drugorz~dowej 

strukturze proteiny. N atomiast przy zmianie pH z 4 na 7,2 widma dichroizmu kolowego 
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dla AGP w acetonitrylu w r6znych st~zeniach niewiele si~ r6zni'l, nawet w przypadku 

zwi~kszenia jego st~zenia do 30%. Swiadczy to o tym, iz zachodzct.ce niewielkie zmiany 

w mikrosrodowisku bialka zachodzct.ce przy pH=7 ,2 nie prowadzct. do wi~kszych zmian 

w jego strukturze [86]. Wykonano r6wniez badania zaleznosci stalej wygaszania (Ksv) 

fluorescencji dla AGP w acetonitrylu przy r6znych st~zeniach (0%, 10%, 15%, 20%, 

30%) w roztworze o pH=4 i pH=7. Jako hydrofobowego wygaszacza fluorescencji 

u:lyto trichloroetanolu, kt6ry okreslal stopien dost~pnosci reszt tryptofanowych w AGP. 

W pH=7 nie zauwazono znaczct.cych zmian nawet w obecnosci 30% acetonitrylu, eo 

wskazuje, iz nie zachodzct. strukturalne zmiany w mikrosrodowisku reszt 

tryptofanowych. Moze to bye spowodowane tym, iz fluorofory nie sct. zlokalizowane w 

hydrofobowej cz~sci molekuly lub SC\. one niedost~pne dla wygaszacza. W tym wypadku 

reszty tryptofanu SC\. prawdopodobnie utrzymywane wewnct.trz proteiny za pomocct. 

silnych oddzialywan wewnct.trzmolekularnych stabilizujct.cych jej konformacj~. W pH=4 

dodatek acetonitrylu wyraznie zwi~kszyl wartose stalej wygaszania (Ksv), eo wskazuje 

na zwi~kszenie dost~pnosci reszt tryptofanu dla wygaszacza. Wyniki te sugerujct., 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 wplywajct. na zmtan~ 

enanacjoselektywnosci. 

Z kolei A. Karlsson i A. Nystrom [88] badajct.c wplyw r6znych modyfikator6w 

(metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, acetonitryl i dimetylosulfot1enek (DMSO)) na 

enancjoselektywnose clevidipine zauwazyli zmtan~ kolejnosci wymywanta 

enanacjomer6w w przypadku zastosowania 1-propanolu w por6wnaniu do pozostalych 

modyfikatr6w. Wyniki ich pracy pokazuj'l, ze zmiana ta pojawia si~ wraz ze 

zwi~kszeniem dlugosci lancucha alkoholi pierwszorz~dowych (w 2-propanolu zwi'lzek 

nie dzieli si~) natomiast zastosowanie acetonitylu oraz DMSO nie prowadzi do tego 

efektu. Autorzy sugeruj'l, iz powodem wyst~powania tego zjawiska moze bye zmiana 

konformacji AGP w zaleznosci od zastosowanego modyfikatora w fazie ruchomej h'ldZ 

analit hydrofobowy moze tworzye kompleksy z modyfikatorem organicznym, kt6re w 

r6zny spos6b adsorbujct. si~ na powierzchni proteiny. 

Fazy polisacharydowe r6wniez nalez'l do grupy kolumn, kt6re sct. bardzo czule 

na zmian~ srodowiska achiralnego. W ukladzie faz normalnych na tych kolumnach 

retencj~ badanych zwict.zk6w 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 om6wionych selektor6w zauwazono, iz zmiana skladu fazy ruchomej 

prowadzi do zmiany nie tylko retencji, ale i enancjoselektywnosci ukladu. 

Balmer i wsp6lautorzy [89] por6wnali wplyw alkoholi (metanol, etanol, 

1-propanol, 2-propanol) na rozr6znienie chiralne omeprazolu i jego strukturalnego 

analogu timoprazolu na kolumnie Chiralpak AD. Zast(ij)ienie etanolu 1-propanolem lub 

2-propanolem spowodowalo nie tylko zmniejszenie wsp6lczynnika rozdzielenia (a) 

omeparazolu z 1,8 na 1,1-1,3, ale r6wniez i zmian~ kolejnosci wymywania 

enancjomer6w. Dodatek etanolu i propanolu w odpowiednich proporcjach ( 4% etanolu 

i 10 % propanolu) powoduje zanik rozdzielenia enancjomer6w (a= 1 ,0). Natomiast 

dodatek metanolu (uzytego razem z 2-propanolem z powodu slabej rozpuszczalnosci w 

heksanie) powoduje tct samct kolejnosc wymywania enanacjomer6w jak w przypadku 

etanolu. Ciekawy efekt zauwazono w przypadku rozdzielania timoprazolu stosujctc 

stopniowo dodatek metanolu od 0 do 20% do fazy 2-propanol/heksan (20/80 v/v). 

St~zenie metanolu do ok. 6% powodowalo niewielki wplyw na wsp6lczynnik 

rozdzielenia (a-- l ,2). Natomiast wraz ze zwi~kszeniem st~zenia metanolu od 6% do 8% 

wsp6lczynnik rozdzielenia wzr6sl do okolo 2,2 i utrzymywal si~ na podobnym 

poziomie nawet gdy st~zenie metanolu wzroslo do 20%. Zauwazono, iz dodatek 

metanolu powoduje zwi~kszenie retencji tylko (+) enancjomeru, podczas gdy 

(-) enancjomer zachowuje si~ tak jak przy zwi~kszaniu polamosci fazy ruchomej, czyli 

wraz ze wzrostem ilosci metanolu w fazie jego wsp6lczynnik retencji maleje (Rys. 34) . 

• • • • •"' metanol 

Rys. 34. Wplyw dodatku metanolu do fazy ruchomej 2-propanol/heksan (20/80, v/v) na 

wsp6lczynnik retencji enancjomer6w timoprazolu na kolumnie Chiralpak AD: 

D- (+) enancjomer, o- (-) enancjomer [89]. 
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Autorzy interpretujct to zjawisko jako wsp6lzawodnictwo pomi~dzy alkoholami 

zawartymi w fazie ruchomej w adsorbowaniu si~ na fazie stacjonamej. Metanol w 

wyzszym st~zeniu wypiera 2-propanol zaadsorbowany na fazie stacjonamej. 

Poszczeg61ne enancjomery oddzialujct z r6znymi miejscami wictzctcymi na chiralnej 

fazie stacjonamej. Dodatek modyfikatora moze wplywac na miejsca wictzctce tylko dla 

jednego z enanacjomer6w zmieniajctc jego retencj~ a tym samym i wplywajctc na 

enancjoselektywnosc. 

Kunath i inni badali wplyw alkoholi (2-propanol, etanol, mieszanina etanol­

metanol) a takze ich st~zenia (20%, 10%, 5%, 2%) na rozr6znienie chiralne na 

kolumnach Chiralcel OD i Chiralpak AD [90,91]. Wyniki ich prac pokazuj~ ze badane 

zwictzki lepiej rozdzielajct si~ na kolumnie AD. Ponadto na tej kolumnie 

zaobserwowano, ze chociaz wyzsza polamosc alkoholu powinna prowadzic do 

oslabienia wictzania wodorowego pomi~dzy analitem i fazct stacjonamct to zamiana 

2-propanolu na etanol bctdz mieszanin~ etanol-metanol prowadzila do znacznego 

zwi~kszenia wsp6lczynnika retencji i separacji dla wi~kszosci zwictzk6w. Natomiast 

zmniejszenie st~zenia modyfikatora moze prowadzic zar6wno do zmniejszenia jak 

i zwi~kszenia enancjoseparacji badanych zwictzk6w. Autorzy wzi~li pod uwag~ dwie 

mozliwosci takiego wplywu polamych modyfikator6w na chiralne rozr6znienie. W 

zaleznosci od zastosowanego modyfikatora moze zmieniac si~ solwatacja albo 

konformacja zar6wno analitu jak i fazy stacjonamej. Bctdz tez modyfikator wywoluje 

zmian~ w sterycznym otoczeniu chiralnej wn~ki fazy stacjonamej. Jednakze wykonane 

widma dichroizmu kolowego dla wybranych zwictzk6w w 2-propanolu i metanolu byly 

identyczne, eo potwierdzilo, ze modyfikatory nie wplywajct na konformacje badanych 

zwictzk6w. Zaobserwowany wplyw modyfikator6w jest prawdopodobnie zwictzany ze 

zmianct geometrii lub/i rozmiaru chiralnych kanal6w fazy stacjonamej w zaleznosci od 

rodzaju uzytego alkoholu. 

W ang i wsp6lautorzy por6wnali wplyw modyfikator6w ( etanol, 2-propanol) na 

retencj~ i separacj~ trzech par strukturalnie powictzanych enancjomer6w z jednym, 

dwoma i trzema centrami chiralnosci [92] oraz wybranych p6lprodukt6w 

farmaceutycznych [93] na celulozowej kolumnie Chiralcel OD i jej amylozowym 

odpowiedniku Chiralpak AD. W pracach tych r6wniez zauwazono, iz na kolumnie 

Chiralpak AD polamosc fazy ruchomej nie jest czynnikiem dominujctcym w okreslaniu 

wsp6lczynnika retencji badanych zwictzk6w i zamiana 2-propanolu na etanol powoduje 
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zwi~kszenie retencji badanych zwi'l_zk6w. W wi~kszosci przypadk6w enancJomery 

rozdzielaj'l_ si~ dobrze na obu kolumnach w obu fazach ruchomych. Jednakze 

zauwazono interesuj'l_ce zjawisko, iz enancjomery wymywaj'l_ si~ na kolumnie Chiralpak 

AD w odwr6conej kolejnosci w por6wnaniu do kolumny Chiralcel OD (Rys. 35, 36). 

Ponadto na kolumnie Chiralpak AD zmiana kolejnosci wymywania kilku 

enancjomer6w spowodowana byla zamian'l_ modyfikatora fazy ruchomej z etanolu na 

2-propanol. Autorzy sugeruj'l, iz r6znice w retencji, separacji i kolejnosci wymywania 

badanych zwi'l_zk6w na kolumnach Chiralcel OD i Chiralpak AD S'l_ wynikiem r6znic w 

konformacji pomi~dzy tymi selektorami. Natomiast efekty na kolumnie Chiralpak AD 

takie jak zamiana kolejnosci wymywania enanacjomer6w w zaleznosci od 

zastosowanego modyfikatora czy tez zwi~kszona retencja zwi~k6w poprzez dodatek 

etanolu do fazy ruchomej jest prawdopodobnie spowodowana zmian'l_ sterycznych 

wlasciwosci chiralnej wn~ki na fazie stacjonamej przez dany alkohol. 

8 

8' 
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Rys. 35. Zmiana kolejnosci wymywania enancjomer6w 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 enancjomer6w w ukladzie 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 byl wplyw alkoholi ( etanolu, 

1-propanolu, 2-propanolu) na rozdzielanie linezolidu na kolumnach Chiralpak AD 

i Chiralcel OD. Otrzymane wyniki wskazujCl., iz lepsz~ enanacjoseparacj~ i kr6tsze 

czasy retencji otrzymano na fazie Chiralpak AD. Ponadto enancjomery wymywaj~ si~ 

w odwr6conej kolejnosci na obu kolumnach. JednakZe zmiany kolejnosci 

enancjomer6w mozna tez dokonac zamieniaj~c modyfikator fazy ruchomej z etanolu na 

2-propanol lub 1-propanol. Zmiana retencji i enancjoseparacji powodowana jest 

prawdopodobnie wplywem alkoholi na steryczne otoczenie chiralnych wn~k i kanal6w 

faz stacjonamych. Autorzy zwracaj~ r6wniez uwag~ na to, ze obie fazy posiadaj~ ten 

sam podstawnik a zatem to struktura chiralnego selektora moze odgrywac gl6wn~ rol~ 

w chiralnym rozr6znieniu. 

Wang i wsp6lautorzy [95,96] za pomoc~ NMR-u ciala stalego badali 

strukturalne zmiany fazy Chiralpak AD w zaleznosci od skladu fazy ruchomej 

zawieraj~cej mieszanin~ heksanu z alkoholem ( etanol, 1-propanol, 2-propanol, 

1-butanol, !-butanol). W pierwszej pracy [95] por6wnali widma CP-MAS Chiralpak AD 

dla fazy suchej, przemytej 100% heksanem oraz mieszaninami heksan:etanol 

i heksan:2-propanol w r6mych st~zeniach. Wyniki wskazujCl., iz heksan wbudowuje si~ 

w struktur~ fazy stacjonamej. Zastosowanie fazy ruchomej z dodatkiem alkoholowych 

modyfikator6w pokazuje, iz stopniowo wypieraj~ one heksan i wbudowuj~ si~ w 

struktur~ Chiralpak AD. Przy czym 2-propanol silniej niz etanol wypiera heksan z fazy 

stacjonamej. Ponadto alkohole te daj~ wyramie r6zny wklad w konformacyjny rozklad 

fazy Chiralpak AD, eo jest prawdopodobnie spowodowane r6znic~ w obszemosci 

cz~steczek etanolu i 2-propanolu. W drugiej pracy [96] zbadano kolejne alkohole: 

1-propanol, 1-butanol, !-butanol. Wyniki pokazujCl., ze te alkohole r6wniez wbudowuj~ 

si~ w faz~ stacjonam~. Zostalo potwierdzone, ze struktura fazy Chiralpak AD r6zni si~ 

w zaleznosci od zastosowanego alkoholu. Alkohole o budowie rozgal~zionej 

(2-propanol, /-butanol) w por6wnaniu do alkoholi o budowie linowej ( etanol, 

1-propanol, 1-butanol) powoduj~ wi~ksze skr~cenie jednostek glukozy w helikalnej 

strukturze fazy stacjonamej. R6znice w chiralnym rozr6znieniu autorzy przypisuj~ 

zaobserwowanym strukturalnym zmianom spowodowanym przez przestrzenne r6znice 

poszczeg61nych alkoholi. Zmiany te tworz~ specyficzne stereootoczenie chiralnej 

wn~ki, eo wplywa na enancjoselektywnosc badanych zwi~zk6w. Autorzy nie 

wykluczaj~jednak mozliwosci solwatacji analitu przez alkohole. Zwi~zki solwatowane 
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r6znymi alkoholami mog~ posiadac r6zn~ wielkosc i ksztalt, przez eo w inny spos6b 

dopasowuj~ si~ do chiralnej wne(ki powoduj~c r6znice w ich enancjoseparacji. 

Aboul-Enein i Ali [97] badali wplyw alkoholi (metanol, etanol, 1-propanol, 

2-propanol, 1-butanol) na rozr6znienie chiralne nebiwololu w ukladzie faz normalnych 

na kolumnie Chiralpak AD i w ukladzie faz odwr6conych na kolumnie 

Chiralpak AD-RH. Autorzy twierdz'l, iz rozdzielenie nebiwololu jest kontrolowane 

zar6wno przez polamosc jak i lepkosc zastosowanych a1koholi. Najbardziej 

odpowiednie s~ etanol, 1-propanol, 2-propanol jako modyfikatory fazy ruchomej, gdyz 

tylko w tych przypadkach uzyskano rozdzielenie enancjomer6w do linii bazowej. W 

ukladzie faz nonnalnych zamiana modyfikatora: metanolu, etanolu b~d.Z 1-propanolu na 

2-propanollub 1-butanol spowodowala zmiane( kolejnosci wymywania enanacjomer6w. 

Natomiast w ukladzie faz odwr6conych takiej sytuacji nie zaobserwowano. Moze to 

wynikac z faktu, ze alkohole silniej oddzialuj~ z faz~ stacjonam~ w ukladzie faz 

nonna1nych niz w ukladzie faz odwr6conych. Slabsze oddzialywania alkoholi na 

kolumnie Chiralpak AD-RH mog~ bye spowodowanie obecnosci~ odpychania mi~dzy 

alkilowymi lancuchami a1koholi i alkilowymi lancuchami fazy stacjonamej nadaj~cymi 

jej wlasciwosci fazy odwr6conej. 

3.2 Woda jako modyfikator faz normalnych 

Balmer i wsp6lautorzy [98,99] badali wplyw zawartosci wody w fazie 

organicznej na enancjoseparacje( aminoalkoholi. Zauwai:yli, iz steruj~c zawartosci~ 

wody w fazie organicznej mozna znacz~co wplyn~c na retencj~ oraz chiralne 

rozdzielenie zwi~zk6w na kolumnie Chiralcel OD. Zwi~kszenie zawartosci wody w 

fazie ruchomej z 200 do 1400 mg/1 wplyne(lo gl6wnie na enancjomer S metoprololu, 

kt6rego retencja zmniejszyla siC( o polow~ natomiast retencja enancjomeru R prawie siC( 

nie zmienila. Spowodowalo to zmniejszenie wsp6lczynnika rozdzielenia z 2,4 do 1 ,4 

[98]. Podobn~ zalei:nosc zaobserwowano dla analogu metroporolu dla kt6rego 

zwie(kszanie zawartosci dodatku wody od 0 do 1600 mg/1 r6wniez silnie oddzialywalo 

na retencje( tylko jednego enancjomeru (S), podczas gdy retencja drugiego (R) pozostala 

prawie bez zmian. W tym przypadku nie tylko zmienily si~ wsp6lczynniki rozdzielenia, 

ale nast'ij)ila zmiana kolejnosci wymywania enancjomer6w. Autorzy s~dz'l, ze 
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aminoalkohole wymywane set dzi~ki oddzialywaniu z dwoma r6:Znymi miejscami 

chiralnymi fazy stacjonamej. Wlasciwosci wictzctce jednego z nich silnie zalezc:t od 

tworzenia wi(\.zan wodorowych i jego wplyw na selektywnosc oraz zmian~ kolejnosci 

wymywania enanacjomer6w moze bye kontrolowany przez zawartosc wody w fazie 

ruchomej [99]. 

Interesujctcy efekt zauwazono w pracach omawianej wczesniej przy wplywie 

alkoholi na kolumnie Chiralpak AD [89,94]. W pierwszej dodatek wody (1 g/1) do fazy 

ruchomej, w kt6rej zastosowano !-propanol jako modyfikator zmniejsza wsp6lczynnik 

retencji badanego zwictzku, natomiast dla 2- propanolu jako modyfikatora wsp6lczynnik 

retencji zwi~ksza si~. Podobne efekty zostaly zauwazone w pracy Bielejewskiej 

i innych [94]. Dodatek niewielkiej ilosci wody (0,2%) do fazy ruchomej z 

1-propanolem lub 2-propanolem na kolumnie Chiralpak AD powodowal zwi~kszenie 

wsp6lczynnika retencji jednak:le wplywal na obnizenie enancjoseparacji badanego 

zwictz:ku. Natomiast w fazie z etanolem dodatek wody obnizal zar6wno wsp6lczynnik 

retencji jak i wsp6lczynnik rozdzielenia badanego zwictz:ku. Z kolei na kolumnie 

Chiralcel OD dodatek wody do fazy ruchomej wywolywal efekt odwrotny. 

Wsp6lczynniki retencji badanych enancjomer6w w fazie z 1-propanolem 

i 2-propanolem zmniejszaly si~ natomiast w fazie z etanolem zwi~kszaly. Po dodaniu 

wody do fazy ruchomej w fazie z etanolem i 2- propanolem enencjoselektywnosc 

zwi~kszyla si~. 

Ning [ 1 00] rozdzielajc:tc chiralne analogi 2-okso-3-piperydynoacetamidu na 

kolumnie Chiralcel OD wykorzystal wod~ jako polamy modyfikator faz normalnych. 

Ilosc dodanej wody jest ograniczona jej rozpuszczalnosci'l w fazie ruchomej, jednak:le 

w tym przypadku niewielki dodatek do fazy: etanollheksan/TFA (1 0/90/0,01 v/v/v) jest 

niezb~dny, aby otrzymac rozdzielenie enanacjomer6w. Wzrost zawartosci wody z 

0,01% przez 0,18%, 0,28%, do 0,38% powoduje zwi~kszenie rozdzielczosci pik6w od 0 

do wartosci 1,45. Zaobserwowano tak:le, podobnie jak w poprzednio om6wionych 

pracach, iz dodatek wody silniej wplywa na zmniejszenie retencji tylko jednego z 

enancjomer6w poprawiaj(\_c w ten spos6b wsp6lczynniki rozdzielenia. Autor przedstawil 

nast~puj(\.C't propozycj~ prawdopodobnego mechanizmu separacji. Poniewaz woda jest 

bardziej polamym rozpuszczalnikiem niz etanol jej niewielki dodatek do fazy ruchomej 

znacznie zwi~ksza jej hydrofilowosc. W ten spos6b powstaje bardziej polame 

srodowisko zar6wno dla analitu jak i fazy stacjonamej. Zwi~kszona hydrofilowosc 
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moze umozliwiac aminie zawartej w analicie tworzenie par jonowych z kwasem 

trifluorooctowym w fazie ruchomej. Dzi~ki czemu enancjomery r6znie oddzialujct z 

fazct stacjonarnct i nast~puje ich rozdzielenie. 

4. Badania temperaturowe w chromatografii 

Temperatura jest parametrem, kt6ry moze wplywac zar6wno na 

enacjoselektywnosc jak i na retencj~ badanych zwictzk6w. Badania wplywu temperatury 

na rozdzielenie chiralne mogC\. pom6c w dobraniu optymalnych warunk6w ana1izy jak 

r6wniez mogct dostarczyc informacji ulatwiajctcych zrozumienie fizykochemicznych 

podstaw tworzenia si~ kompleks6w pomi~dzy fazct stacjonarnct i analizowanym 

zwictzkiem. W tym ce1u wyznacza si~ parametry termodynamiczne. 

Temperatura moze wplywac na rozdzielenie badanych substancji na dwa r6zne 

sposoby. Pierwszy to efekt kinetyczny, w kt6rym temperatura wplywa na popraw~ 

sprawnosci ukladu (szerokosc piku). Wynika on z jej wplywu na lepkosc 

i wsp6lczynnik dyfuzji. Wzrost temperatury obniza 1epkosc fazy ruchomej i zwi~ksza 

wsp6lczynnik dyfuzji analitu zar6wno w fazie ruchomej jak i w fazie stacjonamej 

[101 ,102]. Drugi, nazywany efektem termodynamicznym, zwiCl.zany jest ze zmianct 

wsp6lczynnika rozdzie1enia a. (gdyz MG0 = -RT In a). Wsp6lczynnik rozdzielenia na 

og6l maleje ze wzrostem temperatury, chociaz znane SC\. tez przypadki wzrostu 

enancjose1ektywnosci ze wzrostem temperatury [ 101, 1 02]. 

Wplyw temperatury w chromatografii cieczowej badany byl na wielu r6znych 

fazach stacjonarnych z cyklodekstrynct, a.-glikoproteinct, pochodnymi celulozy 

i amylozy [94,103-108]. 

4.1 Termodynamiczne parametry rozdzielania enancjomerow 

W ukladzie chromatograficznym z chira1nymi fazami stacjonarnymi 

wsp6lczynnik retencji analizowanej substancji zale2:y od procesu jej podzialu pomi~dzy 

faz~ mobilnct i stacjonarnct. Stala podzialu (K) analitu jest funkcjct r6znicy entalpii 
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swobodnej ( energii Gibbsa) (~G0) analitu w tych dw6ch fazach, co mozemy 

przedstawic za pomoc~ wzoru [ 10 1, 106, 1 07]: 

~Go= -RTln K 

gdzie: 

R - stala gazowa [ J/mol *K] 

T - temperatura [K] 

K - stala podzialu 

Podstawiaj~c k/ f/J w miejsce K zgodnie ze wzorem: 

K= k/f/J 

gdzie: 

k - wsp6lczynnik retencji 

f/J- stosunek faz (stosunek obj~tosci fazy stacjonamej do obj~tosc fazy ruchomej) 

oraz wyrazaj~c ~Go za pomoc~ r6wnania: 

gdzie: 

~Ho- standardowa entalpia przejscia analitu z fazy ruchomej do fazy stacjonamej 

~so- standardowa entropia przejscia analitu z fazy ruchomej do fazy stacjonamej 

otrzymujemy: 

-RT In (k/ t/i) = ~Ho - T ~so 

co przeksztalcaj~c daje nam r6wnanie van 't Hoffa dla procesu chromatograficznego: 
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Jesii ~H0, ~so,~ sct niezaiezne od temperatury, to wtedy wedlug r6wnania (5) zaieznosc 

Ink od liT jest Iiniowa. Z nachyienia prostej otrzymujemy -~H0/R a z przeci~cia 

~S0/R +In~-

Wsp6lczynnik retencji k jest sumct achirainych i chirainych oddzialywan analitu 

z fazct stacjonarnct. Natomiast wsp6lczynnik rozdzieienia (a) dla pary enancjomer6w 

jest miarct enancjoselektywnosci i jest waznym parametrem mierzctcym wzgi~dne 

chiralne r6znice retencji pomi~dzy enancjomerami [106]. 

(6) 

Wsp6lczynnik rozdzieienia (a) jest powictzany z r6znicct zmian entalpii swobodnej 

oddzialywait enancjomer6w z fazct stacjonarnct (MG0
) za pomocct r6wnania: 

MG0 = -RT In a 

Wykorzystujctc r6wnanie (3) otrzymujemy: 

gdzie: 

~~Go - r6znica zmian entalpii swobodnej kompieksowania dla dw6ch enancjomer6w 

MH0 
- r6znica zmian entalpii kompleksowania dla dw6ch enancjomer6w 

~~so- r6znica zmian entropii kompleksowania dla dw6ch enancjomer6w 

(7) 

(8) 

Parametry termodynamiczne ~~Ho i ~~so mozemy otrzymac dwoma sposobami: 

obliczajctc r6znic~ ~H2°- ~H1 ° i ~S2°- ~St 0 bctdzjesli zaleznosc lnaod 1/T jest liniowa 

to wyliczajctc z nachyienia prostej (-~~H0/R) oraz przeci~cia (~~S0/R). Wartosci 

otrzymane obiema metodami powinny bye identyczne z uwzgl~dnieniem bl~du 

eksperymentalnego [ 101]. 
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R6wnanie (8) wskazuje ponadto, ze istnieje teoretyczna temperatura Tiso, w 

kt6rej enacjoselektywnosc zanika (a= 1 ): 

(9) 

W temperaturze powyzej Tiso kolejnosc elucji enancjomer6w zostaje odwr6cona. Z 

praktycznego punktu widzenia Tiso jest cz~sto zbyt wysoka do osi(\gni~cia w 

chromatografii cieczowej z uwagi na ograniczenie temperaturowe dla stosowanych 

kolumn [106,109]. 

Liniowa zaleznosc r6wnania van 't Hoffa sugeruJe, iz konformacja fazy 

stacjonarnej jest sztywna oraz ze mechanizm rozr6znienia chiralnego nie zmienia si~ w 

zakresie temperatur zastosowanych w eksperymencie [110]. JednakZe nie we 

wszystkich przypadkach zaleznosc van 't Hoffa jest liniowa. Zaleznosci nieliniowe byly 

obserwowane w badaniach temperaturowych na fazach stacjonarnych w odwr6conym 

ukladzie faz (Rys. 37 i Rys. 38). Mog(\_ bye one przejawem zmian w mechanizmie 

retencj i [ 1 0 1, 111-113]. 
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Rys. 37. Zaleznosc van't Hoffa dla benzenu w ukladzie faz odwr6conych w fazie 

ruchomej: acetonitryl/woda (60/40 v/v) [113]. 
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Rys. 38. Zaleznose van't Hoffa dla benzenu w ukladzie faz odwr6conych w fazie 

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

A by zachodzilo rozr6znienie chiralne enancjomer6w, ~Go tworzonych 

kompleks6w analitu z fazet stacjonamct musi bye r6zna dla poszczeg6lnych 

enancjomer6w. Nawet niewielkie zmiany entalpii swobodnej kompleksowania dw6ch 

enancjomer6w set wystarczajctce do ich rozdzielenia ~~0=0,024 kJ/mol odpowiada 

a= 1,0 I [79]. JednakZe rozdzielenie zwietzk6w do lini podstawowej (rozdzielczose 

pik6w Rs= 1 ,5) przy enancjoselektywnosci a= 1 ,01 wymagaloby zastosowania kolumny 

o bardzo wysokiej sprawnosci ( efektywna liczba p61ek teoretycznych Ner ~ 36 7000). 

Kusters i inni [ 1 03] w badaniach temperaturowych przeprowadzonych na 

kolumnach Chiralcel OB i Chiralcel OD sugerujct, iz na podstawie wielkosci ~~H 

mozna stwierdzie, jakie oddzialywania set odpowiedzialne za rozr6znienie chiralne. 

Autorzy wyr6znili trzy grupy. W pierwszej, w kt6rej wartosci ~~H mieszczet si~ mi~dzy 

-0,05 a -0,1 kcal/mol za rozr6znienie chiralne odpowiedzialne set zawady steryczne. 

Wartosci ~~H mi~dzy -0,5 i -1,0 kcal/mol wklad zawady sterycznej jest wzmacniany 

przez drugi rodzaj oddzialywan takich jak slabe oddzialywania 1t-7t lub slabe 

oddzialywania wodorowe. Trzecia grupa, gdy wartosci ~~H set wi~ksze od -1,0 

kcal/mol wtedy rozr6znienie chiralne wydaje si~ bye rezultatem dodatkowych silnych 

oddzialywan 7t-1t lub wietzan wodorowych dla enancjomeru wymywanego w drugiej 

kolejnosci. 
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5. Ilosciowa zaleznosc struktura- retencja (QSRR) 

Jedn~ z rozwijaj~cych si~ w ostatnich czasach metod jest przewidywanie z 

parametr6w stukturalnych zwi~ku chemicznego jego wlasciwosci fizykochemicznych 

i biologicznych. Ilosciowe zaleznosci struktura- retencja (QSRR) (ang. Quantitative 

Structure - Retention Relationships) jest statystycznie wyprowadzonym modelem, kt6ry 

opisuje zaleznosc mi~dzy retencj~ a fizykochemicznymi wlasciwosciami zwi~zku jak 

r6wniez fazy stacjonamej i ruchomej. Jedne z pierwszych doniesieil zastosowania tej 

metody w chromatografii pojawily si~ w 1977 roku. Dotyczyly one korelacji 

parametr6w retencji z indeksami topologicznymi [114,115]. 

Metoda QSRR w chromatografii cieczowej polega na korelacji parametr6w 

retencji odpowiednio duzej strukturalnie reprezentatywnej serii analit6w testowych oraz 

odpowiednio dobranych deskryptor6w molekulamych. Jesli otrzymane wyniki s~ 

statystycznie i fizycznie wiarygodne to metod~ t~ mozemy zastosowac do [ 116, 117]: 

• przewidywania retencji nowych analit6w i identyfikacji nieznanych analit6w, 

• wyjasnianiu mechanizm6w retencji separacji w danym ukladzie 

chromatograficznym, 

• okreslania wlasciwosci faz stacjonamych oraz zlozonych fizykochemicznych 

wlasciwosci analitu, 

• identyfikacji deskryptor6w najbardziej uzytecznych pod wzgl~dem wlasciwosci 

strukturalnych, 

• ilosciowego por6wnywania wlasciwosci separacyjnych r6znych typ6w 

wypelnieil kolumn chromatograficznych. 

Metodologia i zastosowanie badail QSRR przedstawione zostaly schematycznie na Rys. 

39 [116]. 

Jednym z zasadniczych problem6w jest odpowiednie przedstawienie struktury 

molekulamej w modelu QSRR. W tym celu wykorzystywane s~ deskryptory. 

Deskryptory molekulame s~ to parametry bezposrednio odnosz~ce si~ do wlasciwosci 

molekuly, kt6re mog~ bye obliczone lub wyznaczone eksperymentalnie. Deskryptory 

mozemy podzielic na kilka grup: fizykochemiczne (np. parametry rozpuszczalnosci, 

temperatury wrzenia, wartosci pKa), zwi~zane z polarnosci~ cz~steczki (np. momenty 

dipolowe), zwi~zane z wielkosci~ cz~steczki (np. obj~tosc van der Waalsa, 

polaryzowalnosc) topologiczne i wiele innych [116]. 
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Numeryane deskryptory Chromatograftczne 
struktur anaUt6w parametry retencjl 

~~ ~ 

r 
Komputerowe statystyczne 

przetwarzanie danych 

I 

QSRR 

I , If' , 
Znalezenle odpowlednich .... Okr.Slenle molekularnych ........ lloiclowe porownanie -4+-- .. 

Przewldywanie retencji I 
mechanizm6w separacjl deskryptorow kolumn identyftkacja analitu 

I ~ r 
~ r , 

~...,.nlezloioayeb ~ 
_, Szacowanie WZglfdnych 

o§cl flzykochemlcznych "' ... 
aktywno§cl blologlcznych 

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

Drugim powa.znym problemem jest wyselekcjonowanie z szeregu deskryptor6w 

najbardziej wiarygodnie opisuj~cych oddzialywania pomi~dzy fazami (stacjonarn~ 

ruchomv i analitem w kaZdym konkretnym przypadku. Ze wzgl~du na spos6b wybrania 

kompletu odpowiednich deskryptor6w w metodzie QSRR mozna wyr6Znic trzy gl6wne 

podejscia [116-119]: 

Najprostsze sldada si~ z regresji parametr6w retencji (np. log k) w stosunku do 

teoretycznie obliczonego logarytmu wsp6l:czynnika podzialu n-oktanoVwoda ( clogP). 

Wartosci logP obliczone s~ ze strukturalnego wzoru analitu. Proste r6wnanie regresji 

przedstawia si~ nast~puj~co: 

(10) 

gdzie k1 i k2 s~ to wsp6lczynniki regresji. 

Drugi typ r6wnan QSRR wi~e retencj~ z parametrami kwantowo-chemicznymi 

(np. moment dipolowy, polaryzowalnosc) i/lub innymi strukturalnymi deskryptorami 

analit6w z chemii obliczeniowej. R6wnania te s~ z powodzeniem wykorzystywane dla 
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opisu ukladu RP-HPLC przy wykorzystaniu nast~puj~ceych deskryptor6w: moment 

dipolowy (J.l), nadmiar ladunku elektronowego najbardziej ujemnie naladowanego 

atomu (crMin), obszar powierzchni molekulamej dost~pnej dla wody (AwAs). Kazdy z 

tych parametr6w jest powi~zany z fizykochemicznymi wlasciwosciami czctsteczki. 

Parametr J.l opisuje oddzialywania dipol-dipol i dipol-dipol indukowany pomi~dzy 

analitem i skladnikami fazy ruchomej lub fazy stacjonamej, OMin odzwierciedla lokalnc:t 

cz~sciowc:t polamosc analitu i wskazuje na jego zdolnosc do brania udzialu w 

oddzialywaniach polamych z fazct (np. przeniesienie ladunku albo tworzenie wictzania 

wodorowego). Natomiast parametr AwAs opisuje oddzialywania dyspersyjne analitu 

i faz chromatograficznych. Og6lne r6wnanie przyjmuje nast~pujc:tcct postac: 

(11) 

gdzie k1 '- k4 ' set to wsp6lczynniki regresji. 

Trzeci typ r6wnan zostal opisany przez Abrahama i wsp6lautor6w [120-122]. 

Metoda ta nazywana liniowymi zaleznosciami energii solwatacji (ang. LSER: Linear 

Solvation Energy Relationship) jest oparta na polctczeniu teorii solwatochromizmu z 

metodct QSRR. Og6lne r6wnanie LESR przestawia si~ w nast~pujctcej formie: 

log k = c + eE +sS+ aA + bB + vV 

gdzie: 

k- wsp6lczynnik retencji 

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

Deskryptory: 

E- nadmiarowa refrakcja molowa (R2), 

S - stosunek dipolamosci do polaryzowalnosci 1t2 H, 

A- kwasowosc wictzania wodorowego (H-donor) La2 H, 

B - zasadowosc wic:tzania wodorowego (H -akceptor) L P2 H , 

V - charakterystyczna obj~tosc molekulama McGowanana V x 
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e, s, a, b, v - wsp6lczynniki regresji przedstawiajqce r6znice w oddzialywaniu analitu z 

fazq ruchomq i fazq stacjonarnq: 

e - wskazuje na tendencjct oddzialywania fazy ruchomej i stacjonarnej z analitem za 

pomocq oddzialywan wynikajqcych z polaryzowalnosci czqsteczki, 

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

a- opisuje r6znice w zasadowosci wiqzania wodorowego mictdzy fazami i kwasowym 

analitem, 

b - opisuje r6znice w kwasowosci wiqzania wodorowego mictdzy fazami i zasadowym 

analitem, 

v - opisuje r6znicct w energii tworzenia wnctki pomictdzy fazq ruchomq a stacjonamq. 

Dodatnie wartosci wsp6lczynnik6w regresji wskazujq na silniejsze oddzialywania 

analitu z fazq stacjonamq a zatem wplywajq na zwictkszenie jego czasu retencji. 

Natomiast ujemne wartosci wsp6lczynnik6w regresji odpowiadajq silniejszym 

oddzialywaniom analitu z fazq ruchomq i powodujq zmniejszenie czas6w retencji. 

Berthod i wsp61autorzy [123,124] wykorzystali metodct LSER w celu uzyskania 

informacji o mechanizmie rozdzielania zwiqzk6w chiralnych. Metoda LSER przewiduje 

identyczny zestaw deskryptor6w do opisu enancjomer6w. Jednakze enancjomery 

oddzialuj(l z r6znymi domenami chiralnej fazy stacjonamej tworz(lc dwa r6zne 

diastereomeryczne kompleksy z CSP. Na tej podstawie autorzy opisali 

enancjoselektywnosc (a) za pomocq wzoru: 

logk2- logk1 = loga= (~e)E + (&)S +(~)A+ (~b)B + (~v)V (13) 

gdzie: 

k1 i k2 Sq to wsp61czynniki retencji pierwszego i drugiego wymywanego enancjomeru, 

parametry A odnoszq sict do zmian energii oddzialywan odpowiedzialnych za 

obserwowanq enancjoselektywnosc. 
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Jak staralam sict wyjasnic w czctsci literaturowej, zasadniczym problemem 

nowoczesnej chromatografii zwictzk6w chiralnych jest opanowanie mechanizm6w 

reguluj(\cych przebieg rozdzielania mieszanin enancjomer6w. Przy tym jest to problem 

zlozony i nie ogranicza sict bynajmniej do oddzialywan pomictdzy czynnikami 

chiralnymi w kolumnie: na fazie stacjonarnej czy w fazie ruchomej. Bardzo istotn'l rolct 

pelni'l czynniki achiralne, kt6re mog'l bye znacznie latwiej dostctpne i tansze w 

stosowaniu. Dlatego analiza tego problemu wydaje sict bye szczeg6lnie aktualna 

i zasluguj(\ca na szczeg6lowe przebadanie. 

Do badan wybrane zostaly pochodne 1-[2-hydroksy-3-(4-fenylopiperazyn-1-

ylo)-propylo]-pirolidyn-2-onu, substancje wai:ne ze wzglctdu na ich potencjalne 

zastosowania farmakologiczne. Zadaniem gl6wnym bylo zanalizowanie molekularnych 

mechanizm6w rozdzielania enancjomer6w tych zwi(\zk6w. W tym celu 

przeprowadzilam badania parametr6w chromatograficznych w funkcji skladu fazy 

ruchomej i w funkcji temperatury. Zas zadaniem praktycznym bylo zaproponowanie 

szczeg61owej procedury, jak'l nalezy zastosowac w pracach nad optymalizacj'l 

rozdzielen w wybranych ukladach faza stacjonarnaleluent. Nie wymaga bowiem 

dodatkowego uzasadnienia potrzeba prac nad mikropreparatywnymi wariantami 

rozdzielen chromatograficznych w przypadku zwictZk6w nowo syntezowanych: w 

rozmaitych zastosowaniach trudno obejsc sict bez wzorc6w enancjomerycznie czystych, 

nie m6wi'lc juz o potrzebie badan czynnosci farmakologicznych kai:dego z 

enancjomer6w z osobna. Zadanie dla analityka w tych kwestiach polega na osicmnictciu 

umiejcttnosci skutecznego i wydajnego rozdzielenia zlozonych mieszanin. 
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CZF;SC DOSWIADCZALNA 

1. Aparatura 

Badania zostaly wykonane na dw6ch ukladach: chromatografie cieczowym 

firmy Waters (Wieden, Austria) zlozonego z pompy Model 590, detektora UV-vis 

Model 490, pr6bki dozowane za pomocct reodyny z p~tlct 5 fll oraz chromatografie 

cieczowym firmy Waters (Wieden, Austria) zlozonego z dw6ch 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 zwi~zki 

Zwictzki modelowe w postaci racemat6w i wybranych enancjomer6w zostaly 

zsyntezowane w Zakladzie Fizykochemicznej Analizy Leku Katedrze Chemii 

Farmaceutycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum przez dr Katarzyn~ 

Kulig i dr hab. Barbar~ Malawskct. Wykazujct aktywnosc farmakologicznct i set badane 

jako potencjalne nowe leki na arytmi~ i nadcisnienie. 

Zwictzki modelowe set to pochodne pirolidyn-2-onu, kt6re zostaly zsyntezowane 

przez modyfikacje struktury podstawowej 1-[2-hydroksy-3-( 4-fenylopiperazyn-1-ylo )­

propylo]-pirolidyn-2-on (Ph1) [125-127]. R6znict si~ podstawnikami R1 (grupa 

hydroksylowa, grupa acetoksylowa i grupa N-alkilokarbamailoksowa) przy centrum 

chiralnym oraz podstawnikami R2 na pierscieniu fenylowym (H, Cl, OMe) (Rys. 40). 

Grupa zwictzk6w wykorzystana w badaniach zostala przedstawiona w Tabeli 6. 

jl_ ~N 
\ _ _l~N~ 

~ 

Rys. 40. Struktura badanych zwi'l_Zk6w. 
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Tabela 6. Badane zwictzki. 

R2=H R2=0CH3 R2=CI 

0 
... CH3 

c5~~N-6 c~~N-o ~~P::l-6 
OR1 OR1 OR1 

Phi R1=H MeOl R1=H Cll R1=H 

Ph2 R1= 'I(CH3 Me02 R1= 'I(CH3 Cl2 R1= 'I(CH3 

0 0 0 

Ph3 
H 

R1=yN..........,...CH3 Me03 R1= y~'-/CH3 
0 0 

Ph4 R,= J(~-..../"CH3 Me04 R,=y~-..../" CH3 

0 0 

H R1='1r~~CH3 Ph5 R1='1(N~CH3 

0 Me05 o 

H 
R1=y~yCH3 H 

Ph6 R1=yNyCH3 Me06 Cl6 R1=yNyCH3 

0 CH3 0 CH3 0 CH3 

Badane pr6bki zostaly przygotowane przez rozpuszczenie odpowiedniej nawazki 

w etanolu, st~zenie pr6bki ok. 1 mg/ml. 

3. Kolumny 

W badaniach wykorzystane zostaly 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 (grubosc ziama 10 Jlm), 

• Chiralpak AD- karbaminian tri(3,5-dimetylofenylowy) amylozy powleczony na 

silikazelu (grubosc ziama 10 Jlm), 
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• Chiralpak lA karbaminian tri(3,5-dimetylofenylowy) amylozy 

unieruchomiony na silikazelu (grubosc ziama 5 J.tm), 

• Cyclobond beta DMP karbaminian 3,5-dimetylofenylowy 

~-cyklodekstryny unieruchomiony na silikazelu. 

Przeplyw fazy ruchomej wynosil 0,8 mllmin na kolumnach Chiralpak AD, 

Chiralpak lA i Cyclobond I beta DMP oraz 1,2 ml/min na kolumnie Chiralcel OD. 

Kolumny byly kondycjonowane faz~ ruchom~ przez godzin~ przed rozpocz~ciem 

pomiar6w chromatograficznych. Chromatogramy rejestrowano przy dw6ch dlugosciach 

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

4. Odczynniki 

Stosowano nast~puj~ce 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. 

5. Sklad fazy ruchomej 

Sklady faz ruchomych dla poszczeg6lnych kolumn przedstawione s~ ponizej. 

Fazy sporz~dzono przez zmieszanie podanej obj~tosci poszczeg6lnych skladnik6w. 

Przed zastosowaniem fazy zostaly przes~czone i odgazowane. 

Kolumny Chiralpak AD i Chiralcel OD: 

• n-heksan/EtOH (85/15 v/v) 

• n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v) 

• n-heksan/IPA (90/10 v/v) 

• n-heksan/IPA/H20 (90/10/0,2 v/v/v) 
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Kolumna Chiralpak lA: 

• n-heksan/EtOH (85/15 v/v) 

• n-heksan/EtOHIH20 (85/15/0,2 v/v/v) 

• n-heksan/IPA (80/20 v/v) 

• n-heksan/IP A/H20 (80/20/0,2 v/v/v) 

Kolumna Cyclobond I beta DMP: 

1. Fazy normalne: 

• n-heksan/EtOH (85/15 v/v) 

• n-heksan/EtOHIH20 (85/15/0,2 v/v/v) 

• n-heksan/IPA (60/40 v/v) 

• n-heksan/IPA/H20 (60/40/0,2 v/v/v) 

2. Fazy odwr6cone: 

,. woda/ ACN (95/5 v/v) + 0,1% triety1oamina + kwas octowy pH=3,2 

• woda/ACN+(90/10 v/v) + 0,1% trietyloamina + kwas octowy pH=5,2 

3. Polame fazy organiczne: 

• ACN + 0,2% kwasu octowego 

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

6. Badania temperaturowe 

Badania temperaturowe zostaly wykonane dla szesciu zwi~zk6w: Ph 1, Ph2, 

M eO 1, Me02, Cl1, Cl2. Temperatura by la zmieniana eo 5 stopni w zakresie 

20°C - 40°C. Pomiary zostaly wykonane na kolumnach polisacharydowych: 

Chiralcel OD, Chiralpak AD w ukladach: 

• n-heksan/EtOH (85/15 v/v) 

• n-heksan/EtOHIH20 (85/15/0,2 v/v/v) 

• n-heksan/IPA (90/10 v/v) 

• n-heksan/IP A/H20 (90/1 0/0,2 v/v/v) 
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oraz na Chiralpak lA w ukladach: 

• n-heksan/EtOH (85/15 v/v) 

• n-heksan/EtOWH20 (85/15/0,2 v/v/v) 

7. Mikropreparatywne rozdzielanie enancjomerow 

W celu sprawdzenia kolejnosci wymywania enanacjomer6w rozdzielono 

mikropreparatywnie szesc zwictzk6w: Ph 1, Ph2, M eO 1, Me02, Cll, Cl2. 

Zwictzki: Phi, Ph2, MeOl, Cll, Cl2 zostaly rozdzielone na kolumnie Chiralpak 

lA w ukladzie n-heksan/EtOH (85/15 v/v). Natomiast zwictzek Me02 zostal rozdzielony 

na kolumnie Chiralpak AD w ukladzie n-heksan/EtOH (85/15 v/v). Obj~tosc nastrzyku 

poszczeg6lnych pr6bek o st~zeniu 5mg/ml wynosila 20 fll. Poszczeg6lne frakcje 

rozdzielanych enancjomer6w zbierane byly do osobnych kolbek a nast~pnie 

rozpuszczalnik zostal odparowany na wyparce. Czystosc enancjomeryczna uzyskanych 

w ten spos6b pr6bek zostala 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, Zaklad Chemii 

Teoretycznej i Krystalografii, Uniwersytet Warszawski przez prof. dr. hab. Andrzeja 

Lesia. 

Deskryptory molekulame zwictzk6w modelowych: A, B, L, S, E, V (gdzie: A -

kwasowe Wtctzanta wodorowe L a 2 H , B zasadowowe wictzania 

wodorowe L P2 H , L - wsp6lczynnik podzialu faza gazowa - heksadekan, 

S - stosunek dipolamosci do polaryzowalnosci n~ , E - nadmiarowa refrakcja molowa 

(R2), V - charakterystyczna obj~tosc molekulama McGowana V x) uzyskano za pomocct 

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

kolumn~ RP-18 (Waters Symmetry 15 x 0,46 cm, grubosc ziama 3 11m), na kt6rej 

mierzono parametry retencji badanych zwictzk6w w r6znych st~zeniach acetonitrylu. 

Nastepnie logP zostal wyznaczony poprzez ekstrapolacj~ logarytmu retencji do 

zerowego st~zenia acetonitrylu. Natomiast momenty dipolowe badanych zwictzk6w 

zostaly obliczone z rozkladu g~stosci elektronowej czctsteczek. Geometri~ 15 badanych 

zwictzk6w ( w postaci monochlorowodork6w) uzyskano za pomocct kwantowo 

mechanicznej metody obliczeniowej RHF/6-31G*, kt6ra zostala zrealizowana w 

programie Gausian G03 [128]. Otrzymane deskryptory molekulame zwictzk6w 

modelowych zostaly przedstawione w Tabeli 7. 

Tabela 7. Deskryptory molekularne zwictzk6w modelowych. 

moment Ekspery-
Zwictzek A B L s E V 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 2,1 
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 
Me01 0,19 2,30 14,154 2,26 2,08 2,6225 7,84 1,49 
Me02 0,00 2,22 14,773 2,48 1,88 2,9200 9,45 1,95 
Me03 0,21 2,42 16,558 2,79 2,07 3,1607 10,65 2,26 
Me04 0,21 2,42 17,052 2,79 2,07 3,3016 9,82 2,69 
Me05 0,21 2,43 17,547 2,79 2,07 3,4425 9,85 3,31 
Me06 0,21 2,45 16,938 2,77 2,08 3,3016 9,58 2,68 
Cl1 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 k1, k2 i deskryptorami molekularnymi 

x zostaly opisane za pomocct r6wnan: 

k = exp( d0 + ~d,x,) 

lub 

log(k) = d0 + Ld;X; 
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Liniowe wsp6lczynniki d w r6wnaniu zostaly wyznaczone za pomocct metody 

najmniejszych kwadrat6w z eliminacjct nieistotnych statystycznie czlon6w z poziomem 

istotnosci a=0,10 za pomocctprogramu do obliczen statystycznych SAS 9.1 [129]. 

Uzyskane wyniki dla badanych kolumn w zalei:nosci 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 ukladach z: n-heksanem, etanolem, izopropano1em, wod~ mieszaninct 

etanol/woda (90/10 v/v) oraz mieszaninct izopropanol/woda (90/10 v/v). Badane pr6bki 

zostaly przygotowane dzien przed pomiarem poprzez mieszanie zloi:a z badanym 

roztworem na mieszadle magnetycznym przez okolo 5 godzin. Roztw6r zostal 

zdekantowany bezposrednio przed pomiarem. 

Widma NMR zostaly zmierzone w Laboratorium Specjalistycznym 

Magnetycznego Rezonansu Jctdrowego do Badan Ciala Stalego Zaklad Fizykochemii 

Kompleks6w Supramoleku1amych Instytut Chemii Fizycznej PAN przez dr Mariusza 

Pietrzaka. 

Seria widm 13C NMR w ciele stalym zostala wykonana na aparacie Bruker 

Avance 11 500. Widma uzyskano stosujctc standardowct sekwencj~ impulsowct CP/MAS 

przy cz~stosci rotacji 6kHz. Parametry akwizycji: 

czas kontaktu - 2 ms 

zwloka relaksacyjna (d1)- 5s 

Widma Be NMR zostaly ska1ibrowane wzgl~dem sygnalu glicyny w temperaturze 

pokojowej. 

Wykonano nast~pujctce widma Be NMR: 

• Chira1pak 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 + H20 

• Chiralpak AD+ etanol/H20 (90/10 v/v), temp. pokojowa 

• Chiralpak AD+ izopropanol/H20 (90/10 v/v), temp. pokojowa 

• Chiralcel OD+ heksan, temp. pokojowa 

• Chiralcel OD + etanol, temp. pokojowa 

• Chiralcel OD+ izopropanol, temp. pokojowa 

• Chiralcel OD+ etanol/H20 (90/1 0 v/v), temp. pokojowa 

• Chiralcel OD+ izopropanol/H20 (90/1 0 v/v), temp. Pokojowa 
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WYNIKI BADAN I DYSKUSJA 

W pracy zbadano zmiany retencji oraz enancjoseparacji serii 15 racemicznych 

zwi(\_zk6w - pochodnych prolidyn-2-onu {Tabela 6) w zaleznosci od skladu fazy 

ruchomej (patrz cz~sc doswiadczalna, punkt 5) na kolumnie cyklodekstrynowej: 

Cyclobond I DMP oraz na kolumnach polisacharydowych: Chiralcel OD, Chiralpak 

AD, Chiralpak lA. 

Badane zwi(\_zki r6zni(\_ si~ podstawnikami Rt (grupa hydroksylowa, grupa 

acetoksylowa i grupa N-alkilokarbamailoksowa) oraz podstawnikami R2 (H, Cl, OMe)­

Rys. 40. W zaleznosci od podstawnika R2 badane zwi(\_zki zostaly podzielone na trzy 

grupy: Ph, Cl, OMe. 

W celu lepszego zrozumtenta mechanizm6w retencji i enancjoseparacji 

badanych zwi(\_zk6w zachodz~cych na wymienionych wyzej fazach stacjonamych 

zostala przeprowadzona analiza QSRR (patrz cz~sc doswiadczalna, punkt 8). Korelacja 

wsp6lczynnik6w retencji logk (k po transformacji 1ogarytmicznej) z deskryptorami 

zwi(\_zk6w modelowych (Tabela 7) dla poszczeg61nych uklad6w chromatograficznych 

na kolumnach Cyclobond I DMP, Chiralpak AD, Chiralpak lA, Chiralcel OD zostala 

wyliczona na podstawie r6wnania: 

logk= do+ aA + bB + lL +sS+ eE + vV + qDIP +plogP 

gdzie: 

do - staly wyraz 

deskryptory (czynniki) to: 

A - kwasowe wi(\_zania wodorowe L a 2 H , 

8 - zasadowe wi~zania wodorowe L P2 H , 

L - wsp6lczynnik podzialu faza gazowa - heksadekan, 

S - stosunek dipolamosci do polaryzowalnosci tr~ , 

E - nadmiarowa refrakcja molowa (R2), 

V - charakterystyczna obj~tosc molekulama M eGo wan V x, 

D lP - moment dipolowy, 
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logP - wartose eksperymentalna, wyznaczona poprzez ekstrapolacj~ logarytmu 

wsp6lczynnika retencji do zaniku st~zenia modyfikatora w fazie ruchomej, 

a, b, /, s, e, v, q, p set to parametry korelacji wyznaczone za pomocct metody 

najmniejszych kwadrat6w z eliminacjct czlon6w statystycznie nieistotnych. 

Oba enancjomery posiadajct identyczne deskryptory jednaki:e ich separacja jest 

mozliwa dzi~ki temu, iz tworz~ dwa r6zne diastereomeryczne kompleksy z faz~ 

stacjonam'l_. W zwi'l_zku z tym wsp6lczynnik rozdzielania (a.) moze bye przedstawiony 

za pomoc~ r6wnania : 

logk2- logk1 =log a= (L\a)A + (L\b)B + (L\/)L + (~)S + (L\e)E + (L\v)V + (L\q)DIP + 

(~)logP (17) 

Na tej podstawie wyliczone zostaly parametry L\ odnoszctce si~ do zmian czynnik6w 

energii oddzialywan odpowiedzialnych za obserwowanct enancjoselektywnose. 

1. Wplyw srodowiska achiralnego na rozroznienie chiralne 
pochodnych pirydyno-2-onu na kolumnie 
cyklodekstrynowej 

W pierwszej cz~sci pracy wyznaczono parametry chromatograficzne dla 

zwictzk6w modelowych na kolumnie cyklodekstrynowej Cyclobond I DMP. Jak podano 

w cz~sci literaturowej, kolumna ta moze bye stosowana w trzech r6znych ukladach faz 

ruchomych: fazach normalnych, fazach odwr6conych i polamych fazach organicznych. 

Uzyskane wyniki dla r6znych faz ruchomych ukazujctce wplyw zmiany skladu eluentu 

na retencj~ i selektywnose przedstawione zostaly w dalszej czesci tego rozdzialu. 

Poadto zamieszczone zostaly parametry korelacji wsp6lczynnik6w retencji logk z 

deskryptorami zwi(\;Zk6w modelowych dla poszczeg6lnych uklad6w 

chromatograficznych wyliczone na podstawie r6wnania (16) oraz parametry 

L\ odnosz'l_ce st~ do zmian czynnik6w odpowiedzialnych za obserwowan'l_ 

enancjoselektywnose wyliczone na podstawie r6wnania (17). 
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1.1 Fazy normalne 

W ukladach faz normalnych stosowano mieszanin~ n-heksanu z modyfikatorami 

organicznymi izopropanolem (IPA) lub etanolem (EtOH). Badano r6wniez wplyw 

niewielkiego dodatku wody (0,2%) dla kazdego z dw6ch uklad6w n-heksan : alkohol. 

Wyniki zostaly przedstawione w Tabeli 8. 

Retencja 

Zamiana etanolu na izopropanol w mieszaninie z n-heksanem spowodowala 

znaczne wydluzenie czas6w retencji badanych zwi(\_zk6w. Etanol jest bardziej polamym 

rozpuszczalnikiem i jego sila elucji jest wi~ksza od izopropanolu. Dlatego tez w celu 

uzyskania podobnej retencji badanych zwi(\_Zk6w dla obu modyfikator6w stosowano 

wi~ksze st~zenie izopropanolu niz etanolu (40% IPA i 15% EtOH). Kolejnosc 

wymywania badanych zwi(\_zk6w z kolumny cyklodekstrynowej jest w przyblizeniu 

jednakowa dla obu alkoholi, jak r6wniez dla faz z niewielkim dodatekiem wody. 

Na postawie analizy QSRR (patrz cz~sc doswiadczalna, punkt 8) mozna 

zauwa:lyc, iz dominuj(\_ce oddzialywania w mechanizmie retencji badanych zwi(\.zk6w w 

ukladzie faz normalnych to wi(\_zania wodorowe. Wskazuj(\_ na to dodatnie wartosci 

parametr6w regresji a i b (patrz Tabela 11, str 86). Poza tym r6wniez oddzialywania 

hydrofobowe reprezentowane przez wldady v i I jak r6wniez oddzialywania zalezne od 

polaryzowalnosci cz(\_steczek cz~sciowo reprezentowane przez refrakcj~ molow(\_ (e) 

mog(\_ wplywac na retencj~ badanych zwi(\_zk6w. 

W fazach ruchomych z etanolem i izopropanolem jako modyfikatorami fazy 

ruchomej udalo si~ dobrze skorelowac dane wykorzystuj(\_c tylko dwa czynniki: dodatni 

czynnik b reprezentuj(\_cy zasadowe wi(\_zania wodorowe analitu z faz(\_ stacjonam(\_ oraz 

ujemny czynnik v. Na tej podstawie mozna stwierdzic, iz mechanizm oddzialywania 

analitu z faz(\_ stacjonam(\_ w tych dw6ch fazach ruchomych moze bye podobny. 

Prawdopodobnie polame cz(\_steczki fazy ruchomej ( etanol, izopropanol) adsorbuj(\_ si~ 

na fazie stacj onamej tworz(\_c wi(\_Zania wodorowe z grup(\_ C=O reszty karbaminianowej 

fazy stacjonamej. Unieruchomienie grupy C=O powoduje, iz badane zwi(\_zki oddzialuj'l. 

z faz(\_ stacjonam(\_ tworz(\_c wi(\_zania wodorowe z grup(\_ NH reszty karbaminianowej 

fazy stacjonamej, o czym moze swiadczyc dodatni wsp6lczynnik regresji b. 
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Tabe1a 8. Parametry retencji i enancjose1ektywnosci zwi~6w mode1owych na ko1umnie Cyclobond I DMP w ukladzie faz normalnych. 

n-heksan/EtOH n-heksan/EtOH/H20 n-heksan/IPA n-heksan/IP A/H20 
Zwhtzek (85/15 v/v) (85/15/0,2 v/v/v) (60/40 v/v) (60/40/0,2 v/v/v) 

modelowy 
kt kl kt kl kt kl kt kl a teoret. a a teoret. a a teoret. a a teoret. a 

Ph1 10,3 10,8 1,05 1,04 9,9 10,3 1,04 1,02 11,4 11,7 1,03 1,02 11,7 12,1 1,03 1,01 

Ph2 6,6 7,0 1,06 1,06 6,8 7,2 1,06 1,07 5,1 5,3 1,04 1,03 5,6 5,9 1,05 1,06 

Ph3 7,0 7,2 1,03 1,04 6,5 6,6 1,02 1,03 5,4 5,4 1,00 1,01 4,9 4,9 1,00 1,00 

Ph4 6,0 6,1 1,02 1,04 5,3 5,4 1,02 1,04 4,5 4,5 1,00 1,01 4,0 4,0 1,00 1,00 

Ph5 5,0 5,1 1,02 1,05 4,4 4,5 1,02 1,04 4,5 4,5 1,00 1,01 3,7 3,7 1,00 1,00 

Ph6 8,9 9,2 1,03 1,04 7,0 7,6 1,08 1,03 7,1 7,1 1,00 1,01 5,9 5,9 1,00 1,00 

Me01 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 

Me02 7,0 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 

Me03 9,1 9,4 1,03 1,02 7,7 7,9 1,03 1,02 7,4 7,4 1,00 0,99 6,5 6,5 1,00 1,00 

Me04 6,9 7,1 1,03 1,02 6,3 6,4 1,02 1,03 5,2 5,2 1,00 1,00 5,2 5,2 1,00 1,00 

Me05 5,8 6,0 1,03 1,03 5,2 5,5 1,06 1,03 4,5 4,5 1,00 1,00 4,3 4,3 1,00 1,00 

Me06 5,7 5,9 1,04 1,02 5,8 5,9 1,02 1,03 4,9 4,9 1,00 0,99 5,0 5,0 1,00 1,00 

Cll 9,3 9,5 1,02 1,04 7,6 7,7 1,01 1,02 10,6 10,6 1,00 1,02 8,8 8,8 1,00 1,01 

C12 4,8 5,3 1,10 1,07 ' 4,2 4,5 1,07 1,07 3,7 3,9 1,05 1,03 3,0 3,2 1,07 1,06 

C16 4,2 4,3 1,02 1,04 I 3,4 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 k1 i k2 z r6wnania regresji (16) (deskryptory Tabe1a 7) oraz ze wzoru a=k2/k1. 
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Natomiast ujemny parametr v sugeruje, ze oddzialywania hydrofobowe oraz wielkosc 

czct.steczki analizowanego zwict.zku mogct. wplywac na zmniejszenie jego retencji. 

Niewykluczone, ze ma to zwict.zek z zaadsorbowanymi na fazie stacjonamej 

czct.steczkami etanolu i izopropanolu, kt6re w ten spos6b mogct. zwi«(kszac jej polamosc, 

bct.dz tez z solwatacjCl_ analitu przez czct.steczki z fazy ruchomej, przez eo dost«(p do 

miejsc wict.zct.cych staje si~ utrudniony. 

Niewielki dodatek wody do faz normalnych powoduje wzrost polamosci fazy 

ruchomej. Mozna, wi~c oczekiwac, iz w pewnym stopniu b~dzie wplywac na obnizenie 

wsp61czynnika retencji k. W przypadku fazy z etanolem niewielki dodatek wody {0,2%) 

powoduje obnizenie wsp61czynnik6w retencji wi~kszosci badanych zwict.zk6w (z 

wyjct.tkiem Ph2 i Me06). Natomiast w fazie z izopropanolem powyzsza sugestia nie 

sprawdza si~ dla zwict2k6w Phi, Ph2, Me04, Me06, kt6rych retencja jest dluzsza w 

ukladzie z dodatkiem wody. Tak wi~c dodatek wody wplywa zar6wno na skr6cenie jak 

i wydluzenie czas6w retencji, a zatem jego wplywu nie da si~ wyjasnic jedynie zmianct. 

polamosci fazy ruchomej. 

Analiza r6wnan QSRR pokazuje, iz w przypadku niewielkiego dodatku wody do 

fazy ruchomej ujawniajct si(( r6znorodne oddzialywania wplywajct.ce na mechanizm 

retencji badanych zwictzk6w. Woda w fazie ruchomej powoduje, iz oba typy wict.zan 

wodorowych (okreslane jako zasadowe, kwasowe [122,130]) majct. znaczenie w 

objasnieniu retencji badanych zwict.zk6w, 0 czym swiadczct dodatnie parametry a i b. 

Natomiast oddzialywania hydrofobowe oraz oddzialywania zwiCl_zane z 

polaryzowalnosciCl_ cz(\_steczki (parametry /, e) wplywajct. na zmniejszenie parametr6w 

retencji. Podobnie jak cz(\_steczki etanolu i izopropanlu czct.steczki wody mogct. r6wniez 

konkurowac w obsadzaniu miejsc aktywnych na fazie stacjonamej. MogCl_ one tworzyc 

wictzania wodorowe zar6wno z grup(l C=O jak i z grupct. NH reszty karbaminianowej 

fazy stacjonamej. Zaadsorbowane czCl_steczki wody mog(l oddzialywac z analizowanymi 

zwict.zkami zar6wno jako akceptory jak i donory wi(\Zania wodorowego z wyj(ltkiem 

zwictzk6w Ph2, Me02, Cl2, kt6re nie maj(l grupy, kt6ra moglaby bye donorem wi(lzania 

wodorowego. 

Pierwsze w kolejnosci zwict.zki z kazdej grupy oznaczone Ph 1, M eO 1, Cll maj(l 

najdluzsze retencje we wszystkich czterech fazach ruchomych. ZwiCl_zki te najsilniej 

oddzialujct. z faz(l stacjonamct prawdopodobnie dzi~ki tworzeniu silniejszego wi(lzania 

wodorowego poprzez grup~ hydroksylow(l znajdujct.C'l. si~ w pozycji R1 w por6wnaniu 
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do wiq_zan wodorowych tworzonych przez pozostale zwiq_zki. Ponadto wielkosc 

(obj~tose czq_steczki) i geometria (ksztalt 3-D) cz~steczki nie mogq_ bye pomini~te. 

Rozpatrujq_c pozostale zwiq_zki w grupach wymywaj~ si~ one w kolejnosci wzrostu 

wielkosci czq_steczek (wyjq_tek stanowi zwi~zek Ph6). 

Por6wnujq_c badane zwiq_zki w grupach: Ph, OMe, Cl mozna zauwazye, ze 

zwiq_zki z grup~ metoksylowq_ maj~ wi~ksze wartosci wsp61czynnik6w retencji, 

natomiast zwiq_zki posiadajq_ce grup~ Cl majq_ mniejsze wartosci wsp61czynnik6w 

retencji w stosunku do odpowiednich zwiq_zk6w z grupy Ph. Wyjq_tek stanowi tu Me06, 

(substancja z rozgal~zionym lancuchem jako podstawnikiem w pozycji Rt). Wzrost 

wsp61czynnika retencji moze bye spowodowany obecnosci~ dodatkowego wiq_zania 

wodorowego, kt6re moze tworzye si~ pomi~dzy grupq_ metoksylowq_ a fazq_ stacjonarn~ 

[71]. W rezultacie por6wnania wklad6w bB do r6wnan QSRR poszczeg6lnych 

zwiq_zk6w mozna stwierdzie, iz najwi~kszy wklad w tworzenie wiq_zan wodorowych 

wykazujq_ zwiq_zki z grupy OMe. 

Dla zwiq_zk6w z grupy Phi OMe z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym 

w pozycji Rt wsp6lczynniki retencji zmniejszajq_ si~ wraz ze zwi~kszeniem drugosci 

lancucha w podstawniku. Zwi~kszenie si~ hydrofobowosci czq_steczki moze sprzyjae 

lepszej solwatacji przez hydrofobowy rozpuszczalnik i w ten spos6b blokowae 

oddzialywania z fazq_ stacjonamq_ i skracae czas retencji. Wyjq_tek stanowi zwiq_zek z 

rozgal~zionym lancuchem: Ph6, dla kt6rego wsp6lczynnik retencji jest najwi~kszy we 

wszystkich fazach. 

Enacjoselektywnosc 

Zastosowanie fazy ruchomej n-heksanu z izopropanolem jako alkoholowym 

modyfikatorem fazy ruchomej daje w wyniku rozr6:Znienia chiralne tylko dla czterech 

zwiq_zk6w: Ph1, Ph2, Me02, Cl2. Zamiana IPA na etanol powoduje rozr6znienie 

chiralne wszystkich zwi~zk6w z wyj~tkiem MeO 1. 

Maly dodatek wody do fazy ruchomej z etanolem w niewielkim stopniu obniza 

enacjoseparacj~ Ph1, Ph3, Me02, Me04, Me06, Cll, Cl2 natomiast zwi~ksza 

enancjoseparacj~ pozostalych zwiq_zk6w. W przypadku fazy z izopropanolem dodatek 

wody powoduje lepsze rozdzielenie dw6ch zwi~zk6w Ph2 i Cl2. Ponadto ksztalt pik6w 

wskazuje, iz po dodaniu wody do fazy ruchomej wzrasta sprawnose ukladu. 
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Analiza parametr6w L\ (Tabela 12, str 87) pokazuje iz dominuj(!cy wplyw na 

enancjoseparacj~ badanych zwictzk6w w ukladzie z etanolem i izopropanolem majct 

oddzialywania mi~dzyczC!steczkowe okreslane jako zasadowe wiC!zania wodorowe 

[ 122, 130] oraz w mniejszym stopniu oddzialywania hydrofobowe. JednakZe w 

przypadku fazy z izopropanolem wartosci te SC! znacznie mniejsze. Oznacza to, iz 

r6znice oddzialywan enancjomer6w w tej fazie z fazC! stacjonamC! SC! niewielkie. W 

przypadku faz z niewielkim dodatkiem wody istotny wklad do enancjoseparacji wnoszC! 

r6znice w tworzeniu kwasowych wi(!Zan wodorowych enancjomer6w z fazC! 

stacjonamC!. 

W ukladzie faz normalnych najlepsze rozdzielenia uzyskano dla zwiC!zk6w z 

grupC! acetoksylowC! w pozycji R1 (Ph2, Me02, Cl2). Na Rys. 41 przedstawiono wplyw 

zmiany modyfikatora organicznego i dodatku wody w fazie ruchomej na 

enancjoselektywnosc zwiC!zku Me02. 

Chociaz wi~kszy wsp61czynnik retencji oznacza silniejsze oddzialywanie 

zwiC!zku z fazC! stacjonamC!, nie zawsze jest to zwiC!zane z 1epszC! se1ektywnosciC!. 

Przykladem SC! zwiC!zki Cl2, Me06 i Ph2, kt6re mimo iz wymywaly si~ stosunkowo 

szybko z kolumny rozdzielaly si~ lepiej (a= 1,1; I ,04; I ,06 odpowiednio w ukladzie faz 

z etanolem); niz zwiC!zki Cll, Me03, MeOI, kt6re dluzej oddzialywaly z fazC! 

stacjonamC! (a =1,02; 1,03; I,OO odpowiednio w ukladzie faz z etanolem). 
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A B 

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. Zwi~ek Me02 w uldadzie faz nonnalnych w czterech r6:Znych fazach 

ruchomych: 

(A) n-heksan/EtOH (85/15 v/v), 

(B) n-heksan!EtOHIH20 (85115/0,2 v/v/v), 

(C) n-heksan/IPA (90/10 v/v), 

(D) n-heksan/IPAIH20 (90/10/0,2 v/v/v). 

1.2 Fazy odwrocone 

W uldadzie faz odwr6conych przebadano zwi~ modelowe w dw6ch fazach 

ruchomych woda : acetonitryl w pH=3,2 i pH=5,2. W fazie o wyzszym pH retencja 

zwi~6w byla duzo wi~ksza, wi~c aby j~ zmniejszyc zwi~kszono st~zenie acetonitrylu 

z 5% do 10%. Wyniki zostaly przedstawione w Tabeli 9. 

Retencja 

Badane zwi~ w uldadach faz odwr6conych wymywaj~ si~ w odwr6conej 

kolejnosci w por6wnaniu do faz nonnalnych. Tak, wi~c np. zwi~ Phl, MeOl 

wymywane jako ostatnie w uldadzie faz nonnalnych w fazach odwr6conych wymywaj~ 

si~ teraz w pierwszej kolejnosci. 
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Tabela 9. Parametry retencji i enancjoselektywnosci zwi~6w modelowych na 

kolumnie Cyclobond I DMP w ukladzie faz odwr6conych. 

H20/ACN (95/5 v/v) H20/ACN (90/10 v/v) 

Zwhtzek 
0,1% trietyloamina+kwas octowy 0,1% trietyloamina+kwas octowy 

modelowy 
pH=3,2 pH=5,2 

kt kl 
a 

kt kl 
a a 

teoret. 
a 

teoret. 
Ph1 1,5 1,7 1,13 1,09 2,3 2,4 1,04 1,04 
Ph2 3,8 4,3 1,13 1,15 15,5 16,2 1,05 1,05 
Ph3 2,9 3,2 1,10 1,11 7,2 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 1,11 1,07 25,3 26,9 1,06 1,05 
Ph6 2,7 3,0 1,10 1,08 - - - 1,03 

Me01 0,9 0,9 1,00 1,03 1,7 1,7 1,00 1,00 
Me02 2,1 2,2 1,05 1,08 6,5 6,7 1,03 1,02 
Me03 2,2 2,4 1,09 1,04 4,6 4,6 1,00 0,99 
Me04 4,4 4,4 1,00 1,02 7,8 7,8 1,00 1,01 
Me05 8,8 8,8 1,00 1,00 13,6 13,9 1,02 1,02 
Me06 3,7 3,7 1,00 1,01 6,7 6,7 1,00 1,00 

Cll 3,0 3,3 1,11 1,09 4,5 4,7 1,03 1,05 
Cl2 7,4 8,4 1,14 1,15 22,0 23,4 1,06 1,07 
Cl6 10,3 10,7 1,04 1,08 29,3 30,2 1,03 1,03 
a teoret.- zostaly uzyskane z obliczen kt i k2 z r6wnania regresji (16) (deskryptory 

Tabela 7) oraz ze wzoru a=k2/k1. 

Dla obu uldad6w faz odwr6conych uzyskano bardzo dobr~ korelacjct 

parametr6w regresji (R2 = 0,94-0,99 patrz Tabela 11, str 86). Uzyskane wyniki 

pokazuj~ iz w fazach odwr6conych oddzialywania odpowiedzialne za retencjct 

badanych zwi~zk6w znacznie r6:lni~ sict od oddzialywan w fazach normalnych. 

R6wniez zmiana pH fazy ruchomej wplywa na zmianct oddzialywan mictdzy analitem a 

fazami ruchom~ i stacjonarn~. W fazie ruchomej o wyzszym pH zwictksza stet 

r6morodnosc oddzialywan wplywaj~cych na retencje badanych zwi~k6w. 

Analiza QSRR pokazuje, ze zasadowe wi~anie wodorowe oraz oddzialywania 

dipol-dipol w fazach odwr6conych wplywaj~ na skr6cenie czas6w retencji (ujemne 

wartosci wsp6lczynnik6w b i s). Analizowane zwi~zki tworz~ silniejsze wi~ania 
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wodorowe ze skladnikami fazy ruchomej niz fazy stacjonamej. Prawdopodobnie woda 

l~czy si~ z polamymi cz~sciami cz~steczki za pomoc~ wi~zan wodorowych solwatuj~c 

polam~ cz~se cz~steczki i wplywaj~c w ten spos6b na skr6cenie czas6w retencji 

analit6w. Mechanizm retencji w ukladzie faz odwr6conych oparty jest na koncepcji 

tworzenia si~ kompleks6w inkluzyjnych niepolamych fragment6w cz~steczki z 

cyklodekstryn~. Jest to dobrze widoczne w przypadku zwi~zk6w z podstawnikiem 

N-alkilokarbamailoksowym w pozycji R1• Wzrost retencji dla zwi~k6w o coraz 

dluzszym lancuchu w pozycji Rt sugeruje, ze w~glowodorowe laiicuchy inkluduj~ we 

wn~ce cyklodekstryny powi~kszaj~c wzajemne oddzialywanie. Wraz ze wzrostem 

dlugosci lancucha w podstawniku zwi~kszaj~ si~ czasy retencji zwi~zk6w ( odwrotnie 

niz w fazach normalnych Rys. 42, 43). Natomiast zwi~zki z podstawnikiem z 

laiicuchem rozgal~zionym zachowuj~ si~ inaczej. Ich czasy retencji s~ kr6tsze, co moze 

swiadczye o zawadzie przestrzennej, kt6ra utrudnia wejscie cz~steczki do wn~ki 

cyklodekstryny. 

Pierwsze w kolejnosci zwi~ki z kazdej grupy Ph 1, Cll, M eO 1 maj~ najkr6tsze 

czasy retencji w obu fazach ruchomych (odwrotnie niz w fazach normalnych). Moze 

bye to spowodowane tym, iz zwi~i te, silniej oddzialuj~ z faz~ ruchom~ za pomoc~ 

wi~zaii wodorowych i oddzialywan dipol-dipol. Oddzialywania niepolamych 

fragment6w cz~steczek z wn~k~ cyklodekstyny (w tych przypadkach grupy 

aromatycznej) s~ duzo slabsze w por6wnaniu do oddzialywaii z faz~ ruchom~. 

Por6wnuj~c badane zwi~ki w grupach Ph, Cl, OMe widae, ze obecnose grupy 

metoksylowej wplywa na zmniejszenie wsp6lczynnik6w retencji (z wyj~tkiem zwi~zku 

Me06 w pH=3,2), natomiast obecnose grupy Cl wplywa na zwi~kszenie 

wsp6lczynnik6w retencji w stosunku do zwi~zk6w grupy Ph. Silniejsze oddzialywanie 

zwi~zk6w z podstawnikiem Cl na pierscieniu fenylowym z faz~ stacjonam~ moze bye 

spowodowane silniejszym powinowactwem tej grupy do wn~ki cyklodekstyny [65]. 

Ponadto grupa metoksylowa moze tworzye wi~zania wodorowe z cz~steczkami wody z 

fazy ruchomej, co moze utrudniae inkluzj~ grupy aromatycznej do wn~ki 

cyklodekstryny. 

Enacjoselektywnosc 

Badane zwi~zki duzo lepiej rozdzielaj~ si~ w fazie ruchomej w pH=3,2 z 

wyj~tkiem zwi~zku Me05. 
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Najlepiej rozdzielajet si(( zwietzki z grupy Ph, natomiast zwictZki z grupy OMe nie 

rozdzielajet si(( z wyjettkiem Me02, Me03 w pH=3,2 i Me02 i Me05 w pH=5,2. 

Prawdopodobnie przyczynet set wlasciwosci grupy metoksylowej, kt6ra moze tworzyc 

wietzanie wodorowe ze skladnikami fazy ruchomej. W ten spos6b moze powstawac 

zawada steryczna uniemozliwiajetca tworzenie wietzania odpowiedzialnego za 

rozr6znienie chiralne. Obecnosc grupy aromatycznej w zwietzkach modelowych 

prawdopodobnie ma znaczenie dla ich rozr6znienia chiralnego. 

Na postawie analizy parametr6w ~ (Tabela 12, str. 87) mozna zauwazyc, iz dla 

fazy ruchomej w pH=3,2 dominujetce oddzialywania wplywajetce na zr6znicowanie 

oddzialywan enancjomer6w zwietzk6w modelowych to oddzialywania elektrostatyczne 

dipol - dipol indukowany oraz oddzialywania okreslane jako zasadowe wietzania 

wodorowe. W fazie ruchomej o pH=5,2 oddzialywaniami wplywajetcymi na 

rozr6znienie chiralne set zasadowe wi'l.Zania wodorowe, natomiast oddzialywania dipol -

dipol indukowany mozna zaniedbac. Moze to wskazywac, iz zmiana pH fazy ruchomej 

wplywa na zmian(( proporcj i wklad6w do oddzialywan odpowiedzialnych za 

rozr6znienie chiralne badanych zwietzk6w. 

W ukladach faz odwr6conych dluzszy czas retencji nie koreluje si(( z lepszet 

selektywnosciet. Separacja zwietzk6w Me03, Me02, Ph I (a= I ,09; I ,05; I, I3 w fazie 

H20/ ACN (95/5 v/v) +TEA +AA pH=3,2) kt6re szybciej wymywane set z kolumny jest 

lepsza niz zwietzk6w Me04, Me05, Cl6 (a= 1 ,00; 1 ,00; I ,04 w fazie H20/ ACN (95/5 

v/v) +TEA +AA pH=3,2), kt6re dluZej oddzialujet z fazet stacjonamet. 

W fazach odwr6conych uzyskano wi((ksze wsp6lczynniki enancjose1ektywnosci 

badanych zwietzk6w niz w ukladach faz normalnych z wyjettkiem zwietzk6w z grupy 

M eO. 
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Fazy normalne 
n-heksan/EtOH (85/15 v/v) 

14 ·r-----------------------------------------------~ 
12 ~------------------------------------; 

10 

8 

6 

4 

2 

0 

Ph1 Ph2 Ph3 Ph4 

Fazy odwrocone 
H20/ACN (90/10 v/v) pH=3,2 

. k2 

Ph5 Ph6 

14 ~----------------------------------------------------------~ 
12 1--------------------------
10 1-------------------
8 ~-------------==---

6 1---------------
4 +--------~ 

2 t-----

o 
Ph1 Ph2 Ph3 Ph4 

Polarne fazy organiczne 
ACN + 0,2% kwasu octowego 

Ph5 Ph6 

14 ~---------------------~ 

12 

10 

8 

6 

4 

2 

0 

Ph1 Ph2 Ph3 Ph4 Ph5 Ph6 

Rys. 42. Por6wnanie wsp61czynnik6w retencji k2 zwi'\_zk6w modelowych z grupy Ph w 

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

.k2 

Me02 Me03 Me04 

Fazy odwr6cone 
H20/ACN pH=3,2 

.k2 

Me02 Me03 Me04 

Me05 

Me05 

Polarne organiczne fazy 
ACN + 0,2% kwasu octowego 

14 r=~~~~~~~------

12 t---------
10 

8 

6 

4 

2 
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Me06 

Me06 

Me01 Me02 Me03 Me04 Me05 Me06 

Rys. 43. Por6wnanie wsp61czynnik6w retencji k2 zwi~zk6w modelowych z grupy OMe 

w trzech ukladach faz ruchomych. 
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Fazy normal ne 
n-heksan/EtOH {85/15 v/v) 

Dk2 

r---

Cl2 

Fazy odwrocone 
H20/ACN {90/10 v/v) pH=3,2 

Dk2 

-

Cl2 

Polarne fazy organlczne 
ACN + 0,2°4 kwasu octowego 
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-
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Cl6 

~ -
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Rys. 44. Por6wnanie wsp6lczynnik6w retencji k2 zwi(\_zk6w modelowych z grupy Cl w 

trzech ukladach faz ruchomych. 
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1.3 Polarne fazy organiczne 

Zwictzki modelowe badane byly w dw6ch ruchomych polarnych fazach 

organicznych: acetonitryl z dodatkiem kwasu octowego oraz acetonitryl z dodatkiem 

trietyloaminy i kwasu octowego. Wyniki dla tych faz zostaly umieszczone 

w Tabeli 10. 

Tabela 10. Parametry retencji i enancjoselektywnosci zwictzk6w modelowych na 

kolumnie Cyclobond I DMP w polarnych fazach organicznych. 

ACN + 0,2°/o kwas octowy 
ACN + 0,1 o/o trietyloamnia 

Zwi11zek +kwas octowy 
modelowy 

kt kl 
a 

kt kl 
a 

a 
teoret. 

a 
teoret. 

Ph1 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 
Ph6 - - - 1,03 1,4 1,4 1,00 1,01 

Me01 10,0 10,4 1,03 1,06 1,0 1,0 1,00 0,99 
Me02 5,7 6,0 1,06 1,05 0,5 0,7 1,23 1,27 
Me03 12,8 13,0 1,02 1,02 0,7 0,7 1,00 1,02 
Me04 13,4 13,9 1,04 1,04 0,5 0,5 1,00 1,03 
Me05 9,4 10,0 1,07 1,05 0,6 0,7 1,06 1,05 
Me06 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 
Cl6 7,3 7,3 1,00 1,00 0,4 0,4 1,00 1,02 
a teoret.- zostaly uzyskane z obliczen kt i k2 z r6wnania regresji (16) (deskryptory 

Tabela 7) oraz ze wzoru a=k2/k1. 

Retencja 

Wsp6lczynniki retencji badanych zwictzk6w maj(\_ mniejsze wartosci w 

przypadku fazy z trietyloaminct i kwasem octowym niz w fazie z dodatkiem tylko kwasu 

octowego. Trietyloamina prawdopodobnie b1okuje oddzialywania niespecyficzne, eo z 
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kolei wplywa na popraw~ ksztaltu pik6w i sprawnosc uldadu. Niestety, wplywa r6wniez 

na znaczne obnizenie wartosci wsp6lczynnik6w retencji wszystkich zwi~zk6w. 

Analiza QSRR {Tabela 11, str. 86) wykazala dobr~ korelacj~ tylko dla ukladu 

ACN + kwas octowy (R2=0,94-0,95). W przypadku drugiej fazy ACN + 0,1% 

trietyloamnia + kwas octowy korelacja jest slabsza (R2=0,64-0,73). Moze to wynikac z 

bardzo kr6tkich czas6w retencji i wyst~powania znacznych rozrzut6w wynik6w. 

Jak to bylo om6wione w cz~sci literaturowej, w polarnych fazach organicznych, 

podobnie jak w fazach normalnych, rozpuszczalnik fazy ruchomej zajmuje wn~k~ 

cyklodekstryny, przez co anality nie tworz~ zwi~k6w inkluzyjnych z CD. Jednak:le, co 

potwierdzaj~ r6wniez badania QSRR, za retencj~ zwi~6w modelowych odpowiadaj~ 

inne rodzaje oddzialywaD. w por6wnaniu do faz normalnych. Gl6wny wklad w retencj~ 

zwi~6w w fazie ACN + kwas octowy maj~ prawdopodobnie oddzialywania 

elektrostatyczne dipol-dipol oraz zesp6l oddzialywaD. odpowiedzialnych za lipofilowosc 

cz~steczek (dip i f). Natomiast oddzialywania hydrofobowe oraz wielkosc (obj~tosc) 

cz~steczki, jak r6wniez oddzialywania zalezne od polaryzowalnosci cz~steczki 

powoduj~ zwi~kszenie oddzialywan badanych zwi~6w z faz~ ruchom~ przez co 

wplywaj~ na zmniejszenie czas6w retencji (ujemnie wartosci e i v). 

Podobnie jak w fazach normalnych zwi~ Ph1, Me01, Cl1 maj~ najdruzsze 

czasy retencji. Jednak:le pozostale zwi~i wymywaj~ si~ w innej kolejnosci niz dla faz 

normalnych (Rys. 42, 43, 44), co sugeruje wyst~powanie innego typu oddzialywaD. 

odpowiedzialnych za retencj~ badanych zwi~6w. 

Enacjose/ektywnosc 

Trietyloamina wplywa silnie na obnizenie enacjoseparacji w wi~kszosci 

przypadk6w. JednakZe dla trzech zwi~6w Ph2, Me02, Cl2 powoduje najlepsz~ 

separacj~ nie tylko w ukladzie faz polarnych (Rys. 45), ale r6wniez we wszystkich 

badanych uldadach faz. 

Enacjoselektywnosc zwi~zk6w z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w 

pozycji Rt w fazie acetonitryl z kwasem octowym wzrasta wraz z dlugosci~ prostego 

lancucha w podstawniku, natomiast separacja zwictzku z podstawnikiem rozgal~zionym 

zmniejsza si~. 

Zwi~zek Me01 rozdziela si~ tylko w jednej fazie ruchomej: acetonitryl z 

kwasem octowym. 
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Obliczone wartosci parametru ~ (Tabela 12, str. 87) wskazuj'l., iz r6znice 

oddzialywan wplywaj'l_cych na chiralne rozr6znienie w fazie ACN + kwas octowy S'l 

niewielkie, natomiast w fazie ACN + trietyloamina + kwas octowy dominuj'l_cy wplyw 

na enacjoselektywnosc ukladu maj'l_ kwasowe wi'l_zania wodorowe. 

A) Ph2 D)Ph2 

10 15 20 25 30 35 10 12 14 

B)Me02 E) Cl2 

10 15 20 25 30 35 

C) Cl2 

10 15 20 25 30 35 

Rys. 45. Por6wnanie wynik6w chromatograficznych d1a zwi'l_zk6w w polamych fazach 

ruchomych: 

(A, B, C) zwi'l_zki w ukladzie ACN + 0,2% kwasu octowego, 

(D, E, F) zwi'l_Zki w ukladzie ACN + 0,1% trietyloamina + kwas octowy. 
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Tabela 11. Parametry regresji dla kolumny Cyclobond I DMP w ukladach faz normalnych, fazach odwr6conych, polamych organicznych fazach. 

Wspolczynniki liniowego rownania reg_resji (161 
Uklad log(k) do a b I s e V q p Rz 

n-heksan/EtOH log(k2) 1,462 1,973 -1,303 0,81 
(85/15 v/v) log(kt) 1,227 2,099 -1,332 0,81 

n-heksan/EtOH/H20 log(k2) 4,512 1,896 2,346 -0,356 -1,312 0,91 
Fazy (85/15/0,2 v/v/v) log(kt) 4,314 2,011 2,403 -0,364 -1,242 0,93 

normalne n-heksan/IP A log(k2) 1,361 2,953 -2,058 0,90 
(60/40 v/v) log(kt) 1,155 3,046 -2,062 0,89 

n-heksan/IP A/H20 log(k2) 2,230 1,425 3,483 -0,549 0,95 
(60/40/0,2 v/v/v) log(kt) 2,117 1,653 3,501 -0,547 0,94 

Fazy 
H20/ ACN (95/5) log(k2) 4,267 -7,219 1,354 -3,015 0,95 

pH=3 log(kt) 3,689 -6,955 1,387 -3,249 0,94 
odwr6cone 

H20/ACN (90/10) log(k2) 5,664 1,523 -6,187 -3,381 5,728 0,233 -0,272 0,99 
pH=5 log(kt) 5,230 1,483 -5,953 -3,375 5,671 0,240 -0,283 0,99 

Polarne ACN+AA 
log(k2) 2,011 1,666 -2,265 -6,464 -0,187 0,95 
log(kt) 1,812 1,682 -2,265 -6,561 -0,167 0,94 organtczne 

ACN+ log(k2) 7,877 4,525 -0,248 -2,490 0,64 fazy 
TEA+AA log(kt) 7,914 5,702 -0,271 -2,455 0,73 
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Tabela 12. Parametry ~ odnosz~ce si~ do zmian energii oddzialywail odpowiedzialnych za obserwowan~ enancjoselektywnosc dla kolumny 

Cyclobond I DMP w ukladach faz normalnych, fazach odwr6conych, polarnych organicznych fazach. 

Parametry A, rownanie (17)_ 
Uldad log A a Ab AI As Ae Av Aq Ap 

n-heksan/EtOH 
log a -0,127 0,029 

(85/15 v/v) 

n-heksan/EtOH/H20 
log a -0,116 -0,057 0,008 -0,070 

Fazy (85/15/0,2 v/v/v) 

normalne n-heksan/IPA 
(60/40 v/v) log a -0,093 0,004 

n-heksan/IP A/H20 
log a -0,228 -0,017 -0,002 

(60/40/0,2 v/v/v) 

H20/ ACN (95/5) 
log a -0,264 -0,033 0,234 

Fazy pH=3 

odwr6cone H20/ ACN (90/1 0) 
pH=5 log a 0,040 -0,235 -0,006 0,056 -0,007 0,011 

Polame ACN+AA log a -0,017 0,000 0,097 -0,020 

organiczne 
ACN+ fazy log a -1,178 0,023 -0,035 

TEA+AA 
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1.4 Podsumowanie i wnioski 

Z przedstawionych wynik6w widac, ze w celu efektywnego rozdzielenia 

enancjomer6w dob6r odpowiedniej fazy ruchomej jest niezwykle wazny, poniewaz faza 

ruchoma moze wplywac nie tylko na retencj<(, ale i na enancjoselektywnosc badanych 

zwi~zk6w. 

W ukladzie faz normalnych dominuj~ce oddzialywania w mechanizmie retencji 

zwi~zk6w modelowych to wi~zania wodorowe. Zastosowanie etanolu jako 

modyfikatora fazy ruchomej powoduje znaczne skr6cenie czas6w retencji w 

por6wnaniu do fazy z IPA. W ukladzie faz normalnych zwi~zki lepiej siC( rozdzielaj~ 

kiedy organiczny modyfikator izopropanol zast~imy etanolem. Natomiast dodatek 

wody wplywa w niewielkim stopniu na retencj<( jak r6wniez i na selektywnosc 

badanych zwi~zk6w powoduj~c w niekt6rych przypadkach zwi<(kszenie, a w innych 

zmniejszenie wartosci obu parametr6w. Tylko cztery zwi~zki: Ph 1, Ph2, Me02, Cl2 

rozdzielaj~ siC( we wszystkich fazach. Uzyskane r6znice nie tylko w retencji, ale i w 

enancjoselektywnosci badanych zwi~zk6w mog~ bye spowodowane adsorpcj~ 

polamych skladnik6w fazy ruchomej (etanol, izopropanol, woda) na fazie stacjonarnej. 

Mog~ one w r6zny spos6b zmieniac geometriC( jej centr6w aktywnych a przez to 

powodowac zmian<( oddzialywan mi~dzycz~steczkowych w tworzeniu si~ 

diastereomerycznych kompleks6w analit6w z cyklodekstryn~. 

Zmiana chromatograficznego systemu z ukladu faz normalnych na uklad faz 

odwr6conych powoduje zmian<( kolejnosci wymywania badanych zwi~zk6w. To 

zjawisko jest prawdopodobnie spowodowane tworzeniem kompleks6w inkluzyjnych z 

cyklodekstryn~ w ukladzie faz odwr6conych. Jezeli badane zwi~zki tworz~ kompleksy 

inkluzyjne z CD obecnosc grupy -OMe przyl~czonej do pierscienia fenylowego 

odgrywa znacz~c~ role( w rozr6znieniu chiralnym. Prawdopodobnie grupa ta tworz~c 

wi~zania wodorowe ze skladnikami fazy ruchomej blokuje oddzialywania wplywaj~ce 

na enancjoselektywnosc analit6w. Retencja i enacjoselektywnosc zalezy od pH fazy 

ruchomej i w nizszym pH zwi~zki rozdzielaj~ siC( lepiej. 

W ukladach polarnych faz organicznych mechanizm retencji zwi~zk6w 

modelowych, podobnie jak i w fazach normalnych, nie jest oparty na tworzeniu 

kompleks6w inkluzyjnych z cyklodekstryn~. JednakZe kolejnosc wymywania zwi~zk6w 

jest calkiem inna niz w powyzej om6wionych fazach. Dominuj~ce 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 wi~kszosci przypadk6w obniza separacj~ badanych zwiCl_zk6w. 

Por6wnujCl_c wszystkie uklady najlepszy wynik zostal otrzymany dla zwiCl_zku 

Me02 w fazie acetonitryl z trietyloamin(\_ i kwasem octowym (a=1,23). Zwi(\_zek MeOl 

rozdziela si~ tylko w jednej fazie: acetonitryl z kwasem octowym. Ze wszystkich 

badanych zwi(\_zk6w Cl2 i Me02 wykazuj(\_ najlepsz(\_ enacjoseparacj~ - rozdzielaj(\_ si~ 

we wszystkich badanych ukladach faz ruchomych. 

Przedstawione wyniki retencji i enanacjosepacji otrzymane w trzech r6znych 

ukladach faz ruchomych uzupelnione analiz(\_ QSRR potwierdzajCl, ze badane zwiCl_zki 

mogCl_ oddzialywac z fazCl_ stacjonam(\_ w r6zny spos6b. R6zne SC\. zatem mechanizmy 

odpowiedzialne za retencje oraz enancjoseparacj~ w zaleznosci od zastosowanego 

ukladu faz. Obliczone parametry wsp6lczynnik6w rozdzielenia (a) dla wszystkich 

uklad6w chromatograficznych dobrze koreluj(\_ si~ ze wsp6lczynnikami uzyskanymi 

eksperymentalnie. 

Niestety, z powodu uzyskania wzgl~dnie slabej enacjoselektywnosci badanych 

zwiCl_zk6w, kolumny Cyclobond I DMP nie mozna zastosowac do praktycznej analizy 

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

Retencj~ i enancjoselektywnosc zwi~zk6w modelowych sprawdzono na trzech 

fazach polisacharydowych: Chiralpak AD i Chiralpak lA (pochodne amylozy) oraz 

Chiralcel OD (pochodna celulozy). Badania prowadzono w ukladzie faz normalnych 

stosuj~c mieszanin~ n-heksanu z etanolem lub izopropanolem. Dodatkowo dla obu 

alkoholi stosowano niewielki dodatek wody (0,2%) jako modyfikatora fazy ruchomej. 

Jak juz wczesniej om6wiono w cz~sci literaturowej alkohole i woda mog~ 

wsp6J:zawodniczyc z analitami w obsadzaniu miejsc aktywnych, jak r6wniez mog~ 

zmieniac steryczne srodowisko chiralnych wn~k i kanal6w na polisacharydowych 

fazach stacjonamych. Uzyskane wyniki wplywu zmiany skladu eluentu na parametry 

chromatograficzne zwi~zk6w modelowych, parametry korelacji wsp6lczynnik6w 

retencji (logk) z desktyptorami zwi~zk6w modelowych w badanych ukladach wyliczone 

na podstawie r6wnania ( 16) oraz parametry !:,. odnosz~ce si~ do zmian czynnik6w 

odpowiedzialnych za obserwowan~ enancjoselektywnosc wyliczone na podstawie 

r6wnania ( 1 7), przedstawione zostaly w dalszej cz~sci tego rozdzialu. 

2.1 Kolumny amylozowe: Chiralpak AD i Chiralpak lA 

Fazy stacjoname Chiralpak AD i Chiralpak lA s~ to pochodne amylozy, kt6re 

r6zni~ si~ sposobem obsadzenia czynnika enancjoselektywnego na silikazelu 

(Chiralpak AD - powleczony, natomiast Chiralpak lA - unieruchomiony). Otrzymane 

wyniki wplywu modyfikator6w na retencj~ i enacjoselektywnosc jak r6wniez sposobu 

obsadzenia czynnika enancjoselektywnego przedstawiono w Tabelach 13 i 14. 

Natomiast Tabele 15 i 16 przedstawiaj~ wliczone parametry regresji oraz parametry 

!:,. dla poszczeg6lnych uklad6w na obu kolumnach. 
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Tabe1a 13. Parametry retencji i enancjose1ektywnosci zwi~zk6w mode1owych na ko1umnie Chira1pak AD w ukladzie faz norma1nych. 

Chiralpak AD 

n-heksan/EtOH n-heksan/EtOH/H20 n-heksan/IP A n-heksan/IP A/H20 
Zwh1zek (85/15 v/v) (85/15/0,2 v/v/v) (90/1 0/ v/v) (90/10/0,2 v/v/v) 

modelowy 
kt k2 a a teoret. kt k2 a a teoret. kt k2 a a teoret. kt k2 a a teoret. 

Ph1 8,9 31 '1 3,49 2,84 7,5 22,0 2,93 2,26 5,0 5,4 1,08 0,99 10,6 10,8 1,02 1,05 

Ph2 3,2 5,3 1,65 1,26 3,3 5,2 1,55 1,73 3,6 4,3 1,21 1,12 6,4 8,0 1,26 1,22 

Ph3 4,0 4,1 1,18 1,41 3,3 5,8 1,76 1,95 4,6 5,4 1,16 1,33 8,3 9,2 1 '11 1,12 

Ph4 3,7 4,3 1,17 1,36 3,0 5,4 1,81 1,94 4,2 4,8 1,14 1,26 7,2 8,2 1,13 1,16 

Ph5 3,6 4,8 1,35 1,31 2,8 6,1 2,15 1,94 4,2 4,7 1,13 1,20 6,8 8,0 1,17 1,21 

Ph6 4,0 5,0 1,25 1,31 3,6 6,6 1,83 1,80 4,6 5,6 1,22 1,24 10,7 13,3 1,24 1 '18 

Me01 5,8 6,6 1,13 1,37 5,8 5,8 1,00 1,40 6,1 6,1 1,00 1,01 9,9 9,9 1,00 1,01 

Me02 3,2 4,2 1,31 1,32 2,8 3,6 1,30 1,09 3,7 4,1 1 '11 1,14 8,0 8,8 1' 11 1,18 

Me03 3,0 3,0 1,00 0,77 3,0 3,0 1,00 1,23 3,7 5,2 1,41 1,36 9,1 10,1 1' 11 1,08 

Me04 2,9 2,9 1,00 1,07 1,2 1,7 1,43 1,23 3,4 4,9 1,44 1,29 6,8 8,1 1,19 1' 13 
Me05 2,6 2,9 1' 11 1,02 2,2 2,8 1,25 1,20 3,3 4,7 1,44 1,22 6,4 7,6 1,19 1,17 

Me06 2,2 2,2 1,00 1,03 1,8 2,0 1,09 1,14 2,7 3,4 1,25 1,26 5,4 6,1 1' 13 1,14 

Cll 5,0 9,7 1,92 1,80 4,9 9,7 1,98 1,76 4,6 4,6 1,00 1,02 7,2 7,2 1,00 0,96 

C12 2,3 2,9 1,26 1,67 2,0 2,6 1,29 1,40 2,6 2,9 1' 11 1,16 4,0 4,7 1,19 1 '13 
C16 2,1 2,1 1,00 0,87 1,6 2,4 1,52 1,43 2,5 3,1 1,24 1,29 4,5 4,5 1,00 1,09 

a teoret.- zostaly uzyskane z ob1iczen k1 i k2 z r6wnania regresji (16) (deskryptory Tabe1a 7) oraz ze wzoru a=k2/k1• 
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Tabe1a 14. Parametry retencji i enancjose1ektywnosci zwi~zk6w mode1owych na ko1umnie Chirap1ak lAw ukladzie faz norma1nych. 

Chiralpak lA 

Zwhlzek 
n-heksan/EtOH n-heksan/EtOH/H20 n-heksan/IP A n-heksan/IP A/H20 

(85/15 v/v) (85/15/0,2 v/v/v) (80/20/ v/v) (80/20/0,2 v/v/v) 
modelowy 

kt k2 a a teoret. kt k2 a a teoret. kt k2 a kt k2 a 
Ph1 7,3 12,7 1,74 1,63 6,7 11,0 1,64 1,40 5,7 5,7 1,00 6,6 6,6 1,00 
Ph2 3,7 4,3 1,17 1,06 3,4 4,0 1,19 1,10 5,9 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 3,3 3,3 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 3,0 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 2,9 2,9 1,00 
Ph6 3,6 4,4 1,22 1,20 3,5 3,7 1,07 1,13 

Me01 6,0 10,4 1,72 1,63 5,7 7,6 1,33 1,52 5,1 5,1 1,00 6,2 6,2 1,00 
Me02 3,2 3,3 1,04 1,13 2,8 3,0 1,06 1,19 2,2 2,2 1,00 2,5 2,5 1,00 
Me03 3,0 4,1 1,37 1,49 2,9 3,5 1,22 1,14 3,4 3,4 1,00 3,9 3,9 1,00 
Me04 3,0 4,1 1,37 1,45 2,7 3,2 1,19 1,13 2,6 2,6 1,00 3,0 3,0 1,00 
Me05 2,9 3,9 1,35 1,28 2,5 3,0 1,19 1,12 2,8 2,8 1,00 2,9 2,9 1,00 
Me06 2,4 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 

Cll 6,2 7,4 1,19 1,37 5,3 6,9 1,31 1,35 3,7 3,7 1,00 4,6 4,6 1,00 
C12 2,6 2,8 1,07 1,07 2,4 2,6 1,08 1,05 2,0 2,0 1,00 2,2 2,2 1,00 
C16 2,3 3,3 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 k1 i k2 z r6wnania regresji (16) (deskryptory Tabe1a 7) oraz ze wzoru a=k2/k1• 
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Tabela 15. Parametry regresji dla kolumn Chiralpak lA i Chiralpak AD w ukladach faz normalnych. 

Kolumna Uklad 
Wspolczynniki liniowego rownania regresji (16) 

log do a b I s e V q p R2 

n-heksan/EtOH log(k2) 13,127 3,400 -1,282 2,129 -4,109 -5,741 -6,403 -0,423 0,99 

Chiralpak lA 
(85/15 v/v) log(kt) 8,889 3,942 -1,645 -1,972 0,94 

n-heksan/EtOH/H20 log(k2) 10,539 3,783 0,733 -1,963 -3,322 -3,131 0,99 
(85/15/0,2 v/v/v) log(kt) 11,480 3,614 -0,885 1,046 -1,654 -4,204 -4,117 0,97 

n-heksan/EtOH log(k2) 17,677 5,284 -3,442 -2,680 -0,391 0,92 
(85/15 v/v) log(kt) 11,354 5,360 -1,789 -3,135 0,94 

n-heksan/EtOHIH20 log(k2) . 18,900 9,502 -1,858 -0,379 -4,374 0,89 

Chiralpak AD 
(85/15/0,2 v/v/v) 1og(kt) 10,778 5,275 -0,374 -2,335 0,84 

n-heksan/IPA log(k2) 7,180 3,747 -2,524 -0,384 0,68 
(90/10 v/v) log(kt) 8,298 3,900 -0,959 -2,522 0,76 

n-heksan/IP A/H20 log(k2) 9,289 4,325 1,080 -0,179 -3,711 0,72 
(90/10/0,2 v/v/v) 1og(kt) 7,999 3,725 1,188 -3,225 -0,916 0,77 
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Tabela 16. Parametry A odnosz(\.ce si~ do zmian energii oddzialywan odpowiedzialnych za obserwowan(\. enancjoselektywnosc dla kolumn 

Chiralpak lA i Chiralpak AD w uldadach faz normalnych. 

Kolumna Uklad 
Parametry A, rownanie (17) 

log Aa Ab AI As Ae Av Aq Ap 

n-heksan!EtOH 
log( a.) -0,543 -1,282 2,129 -2,465 -3,768 -6,403 -0,423 

(85/15) 
Chiralpak lA 

n-heksan!EtOWH20 
log( a.) 0,169 0,885 -0,313 -0,309 0,882 0,986 

(85/15/0,2) 

n-heksan!EtOH 
log( a.) -0,076 -3,442 1,789 0,455 -0,391 

(85/15) 

n-heksan/EtOHIH20 
log( a.) 4,226 -1,858 -0,005 -2,039 

(85/15/0,2) 
Chiralpak AD 

n-heksan/lPA I 

-0,152 0,959 -0,003 -0,384 
(90/10) 

, log(a.) 

n-heksanllP A/H20 
log( a.) 0,600 -0,108 -0,179 -0,486 0,916 

(90/1 0/0,2) 
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Retencja 

W celu uzyskania podobnych czas6w retencji zwi(\.zk6w modelowych 

zastosowano st~zenie 10% IPA na kolumnie Chiralpak AD, 20% IPA na kolumnie 

Chiralpak lA, natomiast st~zenie etanolu wynosilo 15o/o dla obu faz. Otrzymano 

podobn(\. kolejnosc wymywania zwi(\.zk6w dla obu alkoholi na kolumnie Chiralpak AD 

z wyjC\_tkiem zwi(\.zk6w Me03 i Cll. Natomiast na kolumnie Chiralpak lA zamiana 

etanolu na izopropanol w mieszaninie z n-heksanem powoduje zmian~ kolejnosci elucji 

dla wi~kszej liczby zwi(\.zk6w (Me02, Ph5, Ph4, Me03, Ph2). Dodatek wody do obu 

faz na obu kolumnach wprowadza liczne zmiany z wyjC\_tkiem zwi(\.zk6w: Cl6, Me06, 

Cl2 wymywanych z kolumn w pierwszej kolejnosci we wszystkich fazach ruchomych 

oraz zwi(\.zk6w M eO 1 i Ph 1, kt6re wymywane SCl., jako ostatnie. Por6wnuj(\.c dwie 

kolumny Chiralpak AD i Chiralpak lA kolejnosc elucji zwi(\.zk6w (z wyjC\_tkiem zwi(\.zku 

Ph6) jest taka sama tylko w fazie z etanolem. Na obu fazach stacjonamych rozrzut 

retencji jest duzo szerszy w przypadku zastosowania etanolu zamiast izopropanolu, jako 

modyfikatora fazy ruchomej. 

Analiza QSRR (patrz cz~sc doswiadczalna, punkt 8) pokazuje, iz na mechanizm 

retencji badanych zwi(\.zk6w na kolumnach amylozowych wplywa wiele r6znych 

oddzialywan. Nalez(\. do nich przede wszystkim wi(\.zania wodorowe (czynniki a i b), ale 

r6wniez oddzialywania elektrostatyczne dipol-dipol lub dipol - dipol indukowany, 

0 czym swiadcz(\. wklady s i q' oddzialywania zalezne od polaryzowalnosci 

reprezentowane przez refrakcj~ molow(\. (e) oraz oddzialywania hydrofobowe (czynniki 

v i l) (patrz Tabela 15). Warto zauwazyc, iz na kolumnach amylozowych odwrotnie niz 

w ukladzie faz normalnych na kolumnie cyklodekstrynowej oddzialywania okreslane 

jako kwasowe wi(\.zania wodorowe odgrywaj(\. dominuj(\.CC\. rol~ w mechanizmie retencji. 

Retencja zwi(\.zk6w modelowych na kolumnie Chiralpak AD w fazach 

ruchomych zar6wno w fazie z etanolem jak i izopropanolem zalezy gl6wnie od 

tworzenia wi(\.zan wodorowych ( dodatni parametr a) natomiast oddzialywania zwi(\.zane 

z polaryzowalnosci(\. cz(\.steczki (czynnik e) wplywaj(\. na obnizenie wsp6lczynnik6w 

retencji. Analiza r6wnan QSRR pokazuje, iz r6wniez spos6b obsadzenia czynnika 

chiralnego wplywa na zmian~ oddzialywan badanych zwi(\.zk6w z faz(\. stacjonam(\_. N a 

kolumnie Chiralpak lA w fazie z etanolem dodatkowo oddzialywania hydrofobowe 

(czynniki I i v) jak r6wniez oddzialywania dipol - dipol indukowany reprezentowane 

95 

htttp://rcin.org.pl



Wyniki badan i dyskusja 

przez czynnik s zaczynaj~ odgrywac istotn~ rol~ w mechanizmie retencji badanych 

zwi~zk6w. 

Dodatek wody do fazy ruchomej, jak juz wczesniej wspomniano omawiaj~c faz~ 

cyklodekstrynow~ zwi~ksza polarnosc uldadu faz normalnych w wyniku czego m6glby 

wplywac na zmniejszenie wartosci wsp6lczynnik6w retencji. Tak~ sytuacj~ mozemy 

zaobserwowac w przypadku fazy ruchomej z etanolem na obu kolumnach. JednakZe 

i tutaj wyst~puj~ wyj~tki. Dodatek wody dla zwi~zk6w Ph2, Ph3, Ph4, Ph5, Ph6, Cl6 na 

kolumnie Chiralpak AD oraz Ph4, Ph5 a na kolumnie Chiralpak lA powoduje, iz jeden 

z enancjomer6w zachowuje si~ inaczej i wartosc jego wsp6lczynnika retencji si~ 

zwi~ksza. Natomiast niewielka ilosc wody w fazie z izopropanolem zwi~ksza wartosci 

wsp6lczynnik6w retencji badanych zwi~zk6w na obu kolumnach z wyj~tkiem Ph2, Ph3 

na kolumnie Chiralpak lA. Wyniki te potwierdzaj~ stwierdzenie Koller i inni [131], iz 

polamosc eluentu nie jest czynnikiem determinuj~cym sil~ elucji na polisacharydowych 

fazach stacjonamych. Zar6wno woda jak i alkohole mog~ w r6zny spos6b wplywac na 

steryczne srodowisko chiralnych wn~k i kanal6w fazy stacjonamej i w ten spos6b 

wplywac na zmiany retencji badanych zwi~zk6w. 

Analiza r6wnan QSRR pokazuje, iz dodatek wody do faz ruchomych z etanolem 

na obu kolumnach amylozowych wplywa na zmian~ oddzialywan obu enancjomer6w z 

faz~ stacjonam~. Dobrze widoczne jest to w przypadku wi~zan wodorowych. Obecnosc 

wody w fazie ruchomej wplywa korzystniej na tworzenie kwasowych wi~zan 

wodorowych przez enancjomer wymywany w drugiej kolejnosci ( dla k2 parametr a 

zwi~ksza si~) i mniej korzystnie dla enancjomeru wymywanego w pierwszej kolejnosci 

( dla kt wartosc a zmniejsza si~). Ponadto na kolumnie Chiralpak AD w fazie z 

izopropanolem dodatek wody powoduje, iz oba typy wi~zan wodorowych wplywaj~ na 

zwi~kszenie retencji ( dodatnie parametry a i b). Zaobserwowano r6wniez, iz 

hydrofobowosc (czynnik I) wplywa na zmniejszenie retencji badanych zwi~zk6w w 

fazach ruchomych z dodatkiem wody na kolumnie Chiralpak AD. N iewykluczone, ze 

cz~steczki wody mog~ adsorbowac si~ we wn~kach fazy stacjonamej zmieniaj~c 

wlasciwosci jej centr6w aktywnych. 
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Pierwsze w kolejnosci zwi~ki z kazdej grupy (Ph 1, M eO 1, Cl1) maj'l_ 

najwi~ksze wartosci wsp6lczynnik6w retencji na obu kolumnach we wszystkich 

czterech fazach ruchomych (Rys. 46 i 47) (Wyj'l_tek na kolumnie Chiralpak lAw fazie z 

20% IPA czas retencji Ph2 dluzszy niz Ph 1 ). Zwi'l_zki prawdopodobnie najsilniej 

oddzialuj'l. z faz'l_ stacjonarn'l_ poprzez tworzenie wi'l_zania wodorowego za pomoc'l_ 

grupy hydroksylowej znajduj'l_cej si~ w pozycji R1. W tym przypadku nie bez znaczenia 

moze bye zar6wno polarnosc jak i wielkosc, obj~tosc cz'l_steczek gdyz, jak to bylo 

wczesniej om6wione w cz~sci literaturowej, amyloza tworzy kanaly, wn~ki do 

wewn'l_trz kt6rych skierowane S'l_ grupy po1arne odpowiedzialne mi~dzy innymi za 

tworzenie wi'l_zan wodorowych oraz oddzialywan dipol-dipol. Zwi'l_zki Ph1, Me01, Cl1 

charakteryzuj'l_ si~ najmniejsz'l_ obj~tosci'l. w swoich grupach i prawdopodobnie dzi~ki 

temu latwiej wnikaj'l. do kanal6w i dluzej oddzialuj'l. z faz'l_ stacjonarn'l_. 

W por6wnaniu do zwi'l_zk6w modelowych z grupy Ph, zwi'l_zki z grup OMe oraz 

Cl maj'l_ z reguly kr6tsze czasy retencji na obu kolumnach (Rys. 46 i 47). Wyj'l_tki 

stanowi'l_ zwi'l_zki: M eO 1 w fazie z izopropano1em, Me02 i Me03 w fazie z 

izopropanolem i wod'l. na kolumnie Chiralpak AD oraz Me03 w fazie izopropanolem 

i wod'l. na kolumnie Chiralpak lA. Wyniki pokazuj'l., ze obecnosc podstawnik6w na 

grupie fenylowej wplywa w wi~kszosci przypadk6w na zmniejszenie wartosci 

wsp6lczynnik6w retencji. Mog'l_ one wplywac na zmian~ oddzialywan 1t-1t, ale r6wniez 

mog'l_ tworzyc zawad~ steryczn'l. uniemozliwiaj'l.C'l. zwi'l.zkom odpowiednie 

dopasowanie si~ do fazy stacjonarnej. Wi~anie wodorowe, kt6re moze tworzyc grupa 

metoksylowa, jak to prawdopodobnie ma miejsce na kolumnie cyklodekstrynowej, w 

tym przypadku moze nie miec miejsca gdyz grupy aromatyczne zwr6cone S'l. na 

zewn'l.trz lancucha polisacharydowego (Rys. 19 w cz~sci literaturowej str. 29). 
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Rys. 46. Por6wnanie wsp6lczynnik6w retencji k1 w ukladzie faz normalnych na 

kolumnie Chiralpak AD. 
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Chiralpak lA 
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Rys. 47. Por6wnanie wsp6lczynnik6w retencj i k1 w ukladzie faz normalnych na 

kolumnie Chiralpak lA. 
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Wartosci wsp6lczynnik6w retencji zwi~zk6w z grup Phi OMe z podstawnikiem 

N-alkilokarbamailoksowym w pozycji R1 malejq_ wraz ze wzrostem dlugosci lancucha 

w~glowodorowego we wszystkich czterech fazach ruchomych na kolumnie 

Chiralpak lA. Na kolumnie Chiralpak AD tylko w przypadku faz z izopropanolem 

i izopropanolem z wod~ jako modyfikatorami fazy ruchomej oraz zwi~zki z grupy 

OMe w fazie z etanolem. Moze bye to zwi~zane ze zwi~kszaniem si~ hydrofobowosci 

zwi~zk6w wraz ze wzrostem dlugosci lancucha w podstawniku, dzi~ki czemu zwiq_zki 

ch~tniej oddzialuj~ z mniej polarn~ fazq_ ruchom~. Ciekawy przypadek stanowi~ 

poszczeg6lne enancjomery zwiq_zk6w z grupy Ph w fazach z etanolem oraz etanolem z 

niewielk~ ilosciq_ wody na kolumnie Chiraplak AD. W tych fazach tylko wsp6lczynniki 

retencji k1 malej~ natomiast wsp6lczynniki k2 zwi~kszaj~ si~ wraz ze wzrostem 

dlugosci lancucha w~glowodorowego (Rys. 48). Zwi~zki z lancuchem rozgal~zionym 

(Ph6 i Me06) na kolumnie Chiralpak IA maj~ mniejsze wartosci wsp6lczynnik6w 

retencji w por6wnaniu ze zwi~zkami z prostym lancuchem we wszystkich fazach 

ruchomych. Natomiast na kolumnie Chiralpak AD wartosci wsp6lczynnik6w retencji 

dla zwiq_zku Ph6 s~ wi~ksze a dla zwi~zku Me06 mniejsze niz dla zwi~zk6w z prostym 

lancuchem w~glowodorowym. 

Chiralpak AD 
15% EtOH 

6 ~-----------------------~ 
5 't-------------= 

4 
~ 3 

2 
1 

0 
Ph3 Ph4 Ph5 

O k1 

Rys. 48. Por6wnanie wsp6lczynnik6w retencji k1 i k2 zwi~k6w z grupy Ph 

z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w pozycji Rt. 
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W trakcie eksperyment6w zaobserwowano r6wniez, iz zamtana etanolu na 

izopropanol w mieszaninie z n-heksanem i odwrotnie na kolumnie Chiralpak lA w 

przeciwienstwie do kolumny Chiraplak AD wymaga dlugiego czasu ustalania 

r6wnowagi (Rys. 49). Przyczynct tego moze bye spos6b obsadzenia czynnika 

enancjoselektywnego na silikazelu, kt6ry w przypadku kolumny unieruchomionej moze 

wplywac na wolniejszct zmian~ jej konformacji molekularnej w trakcie zamiany 

alkoholowych modyfikator6w fazy ruchomej. 

(A) 

-,. 
5 

mn 

(B) 

mtn 

m1n 

Rys. 49. Chromatogramy zwictzku Ph3 na kolumnie Chiralpak lA (A) w ukladzie faz z 

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

Na kolumnach amylozowych uzyskano rozr6:Znienie chiralne dla wszystkich 

badanych zwi~k6w. J ednakZe wyniki r6zni~ si~ znacznie na poszczeg6lnych 

kolumnach. Na kolumnie Chiralpak lA otrzymano rozdzielenie wszystkich zwi~zk6w w 

ukladzie faz z etanolem, jako modyfikatorem fazy ruchomej, natomiast w fazie z 

izopropanolem oraz izopropanolem i wo~ zwi~ki w og6le nie rozdzielaj~ si~. W 

przypadku zastosowania kolumny Chiralpak AD uzyskanie enancjoselektywnosci dla 

wszystkich badanych zwi~zk6w wymaga zmiany skladu fazy ruchomej. W tym celu 

nalezy zamienic modyfikator z etanolu na izopropanol, (aby rozdzielic np. Me04) lub 

odwrotnie (np. Cl1) b~dZ tez dodac niewiel~ ilosc wody do fazy ruchomej (np. Cl6). 

Uzyskane wyniki pokazuj~ iz zamiana izopropanolu na etanol w mieszaninie z 

n-heksanem powoduje w wi~kszosci przypadk6w lepsz~ separacj~ zwi~k6w na obu 

kolumnach. Wyj~tek na kolumnie Chiralpak AD stanowi~ zwi~zki z grupy MeO z 

podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w pozycji Rt: Me03, Me04, Me05, Me06 

oraz zwi~ek Cl6, kt6re lepiej rozdzielaj~ si~ w fazie z izopropanolem. 

Dodatek niewielkiej ilosci wody do fazy z etanolem na kolumnie Chiralpak AD 

znacz~co zwi~ksza rozr6:Znienie chiralne wi~kszosci zwi~k6w, a zmniejsza tylko Ph 1, 

Ph2, Me01, Me02. Natomiast na kolumnie Chiralpak lA tendencja jest odwrotna -

dodatek wody zmniejsza separacJ~ wi~kszosci zwi~k6w a zwi~ksza 

enancjoselektywnosc tylko czterech zwi~k6w: Ph2, Me02, Cll, Cl2. W fazie z 

izopropanolem na kolumnie Chiralpak lA dodatek wody nie wplywa na 

enancjoselektywnosc badanych zwi~k6w natomiast na kolumnie Chiraplak AD 

poprawia rozr6znienie chiralne tylko dla czterech zwi~zk6w: Ph2, Ph5, Ph6 i Cl2. 

Wplyw dodatku wody do fazy ruchomej na enancjoselektywnosc zwi~ku Ph3 na 

kolumnie Chiralpak AD przedstawiono na Rys. 50. 

W niekt6rych przypadkach dodatek wody do fazy ruchomej jest niezb~dny, aby uzyskac 

rozr6znienie chiralne, ale r6wniez jego obecnosc moze zniesc enacjoselektywnosc. 

Przykladem jest tu zwi~zek Cl6, kt6ry na kolumnie Chiralpak AD w fazie etanol : 

n-heksan nie rozdziela si~ (a= 1 ,00) natomiast po dodaniu wody wsp61czynnik 

rozdzielenia wzrasta do a=1,52. W fazie izopropanolem jest odwrotnie po dodaniu do 

fazy niewielkiej ilosci wody nie ma rozdzielenia enancjomer6w (bez wody a= 1 ,24 ). 
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A B 

0 10 20 30 0 10 20 30 

c D 

0 10 20 30 0 10 20 30 

Rys. 50. Wplyw dodatku wody na rozr6:Znienie chiralne zwi~ Ph3 na kolumnie 

Chiralpak AD w czterech r6mych fazach ruchomych: 

(A) n-heksan/IPA (90/1 0 v/v), 

(B) n-heksan/IP A/H20 (90/1 0/0,2 v/v/v), 

(C) n-heksan/EtOH (85/15 v/v), 

(D) n-heksan/EtOHIH20 (85115/0,2 v/v/v). 

Analiza parametr6w ll {Tabela 16) pokazuje, iz na rozr6znienie chiralne 

zwi~k6w modelowych na kolumnie Chiralpak lA w uldadzie z etanolem jako 

modyfikatorem fazy ruchomej wplywa wiele oddzialywan. Do najbardziej istotnych 

nale:Zll oddzialywania hydrofobowe, oddzialywania zwi~ane z polaryzowalnoscill 

CZllSteczki oraz w mniejszym stopniu willzania wodorowe. Niewielki dodatek wody do 

fazy ruchomej z etanolem powoduje, ze w zasadzie te same r6znice w oddzialywaniach 

enanacjomer6w z fazll stacjonarnll wplywajll na enancjoseparacjct badanych zwillZlc6w. 

Jednak:Ze wartosci te Slt znacznie mniejsze, a zatem i r6mice oddzialywan 

enancjomer6w z f8Zll stacjonarnll Slt mniejsze, eo odzwierciedlajll wyniki uzyskane 

eksperymentalnie. Natomiast na kolumnie Chiralpak AD obliczone wartosci 

parametr6w !!,. {Tabela 16) wskazujll iz dominujllce oddzialywania w uldadach faz z 

etanolem oraz etanolem z dodatkiem wody to przede wszystkim willzania wodorowe 

oraz oddzialywania zwi~ane z polaryzowalnoscill czllsteczki. W fazie z izopropanolem 
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jako modyfikatorem fazy ruchomej r6znice oddzialywan enancjomer6w z fazct 

stacjonamct wplywajctce na enancjoseparacj~ to oddzialywania elektrostatyczne dipol -

dipol indukowany, oddzialywania hydrofobowe oraz kwasowe wictzania wodorowe. 

Niewielki dodatek wody do fazy z izopropanolem powoduje, ze oddzialywania te 

zmieniajct si~. Najbardziej istotne dla rozr6znienia chiralnego wydajct si~ oddzialywania 

hydrofobowe, kwasowe i zasadowe wictzania wodorowe oraz oddzialywania zwictzane z 

polaryzowalnoscict czasteczki. 

Rozpatruj(lc grupy zwictzk6w z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w 

pozycji R1, mozna zauwa:Zyc, iz na kolumnie Chiralpak AD w fazie z etanolem oraz 

etanolem z wodct zwictzki z grupy Ph rozdzielaj(l si~ lepiej w por6wnaniu do zwictzk6w 

z grupy OMe (Rys. 51). Jednak:Ze dla obu grup dla fazy z etanolem widzimy dodatni 

wplyw niewielkiej ilosci wody na uzyskanie enancjoselektywnosci. Natomiast w fazach 

z izopropanolem lepszct enancjoselektywnosc uzyskano dla zwictzk6w z grupy OMe w 

por6wnaniu do zwictzk6w z grupy Ph (Rys. 52). Dla fazy z izopropanolem dodatek 

wody na rozr6znienie chiralne jest dla zwictzk6w z grupy OMe zdecydowanie 

niekorzystny. Jednak:Ze na kolumnie Chiralpak lA, sytuacja przedstawia si~ inaczej. 

Enancjoselektywnosc grupy zwictzk6w OMe w fazie z etanolem oraz etanolem z wodct 

jest wi~ksza niz uzyskana dla zwictzk6w z grupy Ph (Rys. 53). Natomiast w obu fazach 

z izopropanolem nie otrzymano zadnego chiralnego rozr6znienia badanych zwictZk6w. 
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Chiralpak AD 
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Rys. 51. Por6wnanie enancjoselektywnosci na kolurnnie Chiralpak AD dla grupy 

zwictzk6w Ph i OMe z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w 

ukladzie faz n-heksan/EtOH (85/15 v/v) oraz n-heksan/EtOH/H20 

(85/15/0,2 v/v/v). 
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Rys. 52. Por6wnanie enancjoselektywnosci na kolumnie Chiraplak AD dla grupy 

zwictzk6w Ph i OMe z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w 

ukladzie faz n-heksan/IPA (90/1 0 v/v) oraz n-heksan/IP A/H20 (90/1 0/0,2 

v/v/v). 
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Chiralpak lA 

• 15% EtOH • 15% Et0H+0,2% H20 
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Rys. 53. Por6wnanie enancjoselektywnosci na kolumnie Chiralpak lA dla grupy 

zwi~6w Ph i OMe z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w 

ukladzie faz n-heksan/EtOH (85/15 v/v) oraz n-heksan/EtOH/H20 

(85115/0,2 v/v/v). 

Na kolumnie Chiralpak AD lepsz~ enancjoseparacj~ uzyskano dla zwi~k6w z 

grupy Ph w fazach z etanolem oraz etanolem i wo<h\, jako modyfikator6w fazy 

ruchomej w por6wnaniu ze zwi~ami z grup OMe i Cl. Wplyw budowy zwi~ na 

zmian~ rozr6Zilienia chiralnego dla kolumn Chiralpak AD i Chiralpak lA poprzez 

zmian~ podstawnika R2 jest szczeg6lnie dobrze widoczny dla pierwszych w kolejnosci 

zwi~k6w z ka2dej grupy Ph 1, M eO 1, Cl1. Zmiana podastawnika R2 prawdopodobnie 

wplywa na zmian~ oddzialywan 1t-1t eo 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 lA (Rys. 

54, 55). Ponadto wyniki pokazuj~ iz spos6b obsadzenia czynnika enancjoselektywnego 

ma istotny wplyw na uzyskanie rozr6mienia chiralnego. 
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Rys. 54. Chromatogramy zwi~zk6w Ph1, Cll, Me01 na kolumnie Chiralpak AD w 

fazie ruchomej n-heksan/EtOH (85/15 v/v). 
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Rys. 55. Chromatogramy zwi~k6w Phi, Cll, MeOI na kolumnie Chiralpak lAw fazie 

ruchomej n-heksan/EtOH (85115 v/v). 

Dobrym przyldadem obrazuj'\_cym wplyw sposobu obsadzenia czynnika 

chiralnego na silikazelu na enacjoselektywnosc jest zwi'\_zek Me03. Na kolumnie 

Chiralpak AD {powleczonej) w fazach z etanolem oraz etanolem z niewielkim 

dodatkiem wody nie uzyskano rozdzielenia zwi'\_zku (a= 1 ,00). Wystarczylo zmienic 

kolumn~ na Chiralpak lA (unieruchomiona) i osi~ni~to a=1,37 w fazie z etanolem 

oraz a=l,22 w fazie z etanolem i dodatkiem wody. Natomiast w fazach z 

izopropanolem sytuacja jest odwrotna zwi'\_zek Me03 nie rozdziela si~ na kolumnie 

Chiralpak lA (a= 1 ,00), natomiast na kolumnie Chiralpak AD a= I ,41 w fazie z 

izopropanolem oraz a= 1, 11 w fazie z izopropanolem i wod'\_. 
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2.2 Kolumna Chiralcel OD 

Faza stacjonama Chiralcel OD jest to pochodna celulozy powleczona na 

silikazelu. Jest ona celulozowym odpowiednikiem kolumny Chiralpak AD. Uzyskane 

wyniki wplywu modyfikator6w na retencj~ i enanacjoselektywnosc przedstawiono w 

Tabeli 17. Natomiast wyliczone parametry korelacji wsp61czynnik6w retencji z 

deskryptorami badanych zwiazk6w oraz parametry tJ. dla poszczeg6lnych uklad6w faz 

ruchomych przedstawiono w Tabelach 18 i 19. 

Retencja 

St~zenie modyfikator6w fazy ruchomej etanolu, izopropanolu oraz dodatku 

wody zastosowano takie samo jak w przypadku kolumny Chiralpak AD ( 15% etanol, 

10% izopropano1, 0,2% woda). JednakZe wartosci wsp61czynnik6w retencji badanych 

zwi'l_zk6w w fazie z etanolem oraz etanolem z wod'l_ S(i duzo mniejsze na kolumnie 

Chiralcel OD w por6wnaniu do kolumny Chiralpak AD. Natomiast dla fazy z 

izopropanolem tendencja jest odwrotna i wartosci wsp61czynnik6w retencji na kolumnie 

Chiralcel OD S(i wi~ksze. Zamiana etanolu na izopropanol na kolumnie Chiralcel OD w 

zasadzie nie zmienia kolejnosci wymywania zwi(izk6w modelowych z wyj(itkiem 

zwi'l.zk6w Ph6 i Ph3. Niewielki dodatek wody przyspiesza elucj~ zwi'l_zku Ph6 w fazie 

etanol : woda natomiast w fazie izopropanol : woda przyspiesza wymywanie zwi(izk6w 

Ph5 i Ph3 a op6znia Me04. Uzyskana kolejnosc wymywania zwi(izk6w na kolumnie 

Chiralcel OD r6zni si~ od ko1ejnosci elucji otrzymanej na kolumnie Chiralpak AD. 

Na podstawie analizy QSRR (patrz cz~sc doswiadczalna, punkt 8) mozna, 

zauwaeyc, iz mechanizm retencji zwi(izk6w modelowych zalezy od wielu oddzialywan 

takich jak wi'l_zania wodorowe ( czynniki a i b), oddzialywania elektrostatyczne dipol -

dipol indukowany (parametr s), oddzialywania zalezne od polaryzowalnosci czasteczek 

reprezentowane przez refrakcj~ molow'l_ (e) oraz oddzialywania hydrofobowe (vi f). Na 

wzrost wartosci wsp6lczynnik6w retencji badanych zwi(izk6w oddzialywania 

mi~dzycz(isteczkowe okreslane jako zasadowe wi(izania wodorowe odwrotnie niz dla 

faz amylozowych a podobnie jak dla fazy cyklodekstrynowej odgrywaj(i istotn'l_ rol~ 

( dodatni parametr b). 
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Tabela 17. Parametry retencji i enancjoselektywnosci zwi~zk6w modelowych na kolumnie Chiralcel OD w ukladzie faz normalnych. 

Chiralcel OD 

n-heksan/EtOH n-heksan/EtOH/H20 n-heksan/IP A n-heksan/IP A/H20 
Zwi~tzek (85/15 v/v) (85/15/0,2 v/v/v) (90/10 v/v) (90/10 v/v/v) 

modelowy 
kt kl a a teoret. kt kl a a teoret. kt kl a a teoret. kt kl a a teoret. 

Ph1 2,8 2,8 1,00 0,98 2,6 2,7 1,06 1,03 8,2 8,2 1,00 0,98 8,4 8,4 1,00 1,01 

Ph2 2,5 2,7 1,08 1,03 2,4 2,6 1,07 1,04 6,8 7,7 1,14 1,10 6,0 6,6 1,10 1,04 

Ph3 1,7 1,7 1,00 1,05 1,7 1,7 1,00 1,00 5,7 5,7 1,00 1,05 4,1 4,3 1,05 1,07 

Ph4 1,5 1,5 1,00 1,00 1,6 1,6 1,00 1,00 4,9 4,9 1,00 1,02 4,3 4,6 1,07 1,10 

Ph5 1,6 1,6 1,00 1,03 1,5 1,5 1,00 1,01 4,2 4,6 1 '11 1,08 3,7 4,0 1,10 1,13 
Ph6 1,6 1,6 1,00 0,95 1,5 1,5 1,00 0,96 4,3 4,5 1,05 1,06 4,2 4,4 1,05 0,96 

Me01 2,8 3,0 1,09 1,07 2,6 2,9 1,13 1,16 8,7 9,3 1,07 1,05 9,4 10,0 1,07 1,09 
Me02 2,8 3,0 1,08 1,10 2,6 2,9 1,11 1,17 8,9 10,0 1,13 1,14 7,6 8,6 1,13 1,14 
Me03 1,8 1,9 1,07 1 '13 1,7 1,9 1,10 1,13 5,6 6,2 1,10 1,09 5,4 6,1 1,13 1,18 
Me04 1,5 1,7 1,12 1,10 1,5 1,7 1,15 1' 13 4,7 5,4 1,14 1,10 4,6 5,3 1,16 1,21 

Me05 1,4 1,6 1,16 1,14 1,4 1,6 1,16 1,13 4,2 5,0 1,19 1,18 4,1 4,9 1,18 1,23 
Me06 1,4 1,6 1,15 1' 11 1,4 1,6 1,16 1,09 4,1 4,7 1,15 1,21 3,9 4,6 1,18 1,05 

Cll 2,0 2,3 1,12 1,16 1,9 2,2 1,16 1,12 6,9 8,2 1,19 1,21 5,8 6,7 1,16 1,14 
C12 1,9 2,0 1,09 1,10 1,7 1,9 1,07 1,14 5,6 6,7 1,18 1,21 4,3 4,9 1,12 1,20 

Cl6 1,1 1,1 1,00 1,20 1,1 1,1 1,00 1,05 3,1 3,5 1,16 1,38 2,6 2,9 1,10 1,09 

a teoret.- zostaly uzyskane z obliczen k1 i k2 z r6wnania regresji (16) (deskryptory Tabela 7) oraz ze wzoru a=k2/k1 
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Tabela 18. Parametry regresji dla kolumny Chiralcel OD w uldadach faz normalnych. 

Kolumna Uklad 
Wspolczynniki liniowego rownania regresji (16) 

log do a b I s e V q p Rl 

n-heksan/EtOH log(k2) 3,693 -1,115 1,934 -I ,422 -1,640 0,272 0,98 
(85/15 v/v) log(kt) 5,186 1,173 -0,617 -1,844 -0,626 0,97 

n-heksan!EtOH/H20 log(k2) 5,0I4 -I ,684 1,153 0,874 -I ,331 -2,863 -3,687 0,99 

Chiralcel OD 
(85/15/0,2 v/v/v) log(kt) 5,988 0,912 0,380 -0,811 -2,676 -1,955 0,98 

n-heksan!IPA log(k2) 3,941 -2,746 1,767 0,622 -I ,64I -4,237 0,305 0,97 
(90/10 v/v) log(kt) 6,840 -2,105 0,891 1,339 -1 '1 05 -3,579 -5,849 0,97 

n-heksan!IP A/H20 log(k2) 5,669 -1,995 1,778 1,127 -1,926 -3,179 -4,589 0,98 
(90/10/0,2 v/v/v) log(kt) 5,169 2,I83 -0,940 -1,784 -0,805 0,96 

11 I 
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Tabela 19. Parametry 11 odnosz~ce si~ do zmian energii oddzialywan odpowiedzialnych za obserwowan~ enancjoselektywnosc dla kolumn 

Chiralcel OD w ukladach faz normalnych. 

Kolumna Uklad 
Parametry A, rownanie (17) 

log A a Ab AI As Ae Av Aq Ap 

n-heksan/EtOH 
log( a) -1,115 0,760 0,617 0,423 -1,014 0,272 

(85115 v/v) 

n-heksan/EtOH/H20 
log( a) -1,684 0,241 0,494 -0,520 -0,186 I -1,732 

(85/15/0,2 v/v/v) 
Chiralcel OD 

n-heksan/IP A 
log( a) -0,641 0,876 -0,717 1,105 1,937 1,612 0,305 

(90/10 v/v) 

n-heksan/IP A/H20 
log( a) -1,995 -0,405 1,127 -0,986 -1,395 -3,784 

(90/1 0/0,2 v/v/v) 
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W fazach ruchomych z etanolem jak i izopropanolem jako modyfikatorami fazy 

ruchomej mechanizm retencji zwi(\_zk6w modelowych zalezy gl6wnie od zasadowych 

wi(\_zan wodorowych ( dodatni parametr b). Dodatkowo w fazie z izopropanolem 

lipofilowosc (parametr I) r6wniez wplywa na zwi~kszenie retencji. Natomiast 

oddzialywania hydrofobowe (parametr v), oddzialywania zwi(\_zane z polaryzowalnosci(\_ 

cz(\_steczki (czynniki s i e) oraz kwasowe wi(\_zania wodorowe (ujemny parametr a) 

wplywaj(\_ na zmniejszenie retencji badanych zwi(\_zk6w. 

Wyniki uzyskane na kolumnie Chiralcel OD najbardziej potwierdzaj(\_ 

stwierdzenie, iz dodatek wody wplywaj(\_c na zwi~kszenie polamosci fazy zmniejsza 

wartosci wsp6lczynnik6w retencji. Tylko jeden zwi(\_zek (Ph4) w fazie etanol z wod(\_ 

oraz dwa w fazie izopropanol z wod(\_ (Ph1, Me01) zachowuj(\_ si~ inaczej. Wartosci 

wsp6lczynnik6w retencji pozostalych zwi(\_zk6w zmniejszaj(\_ si~ w fazie ruchomej z 

dodatkiem wody. 

Analiza r6wnan QSRR (Tabela 18) pokazuje, ze dodatek wody wplywa na 

zmian~ oddzialywail poszczeg6lnych enanacjomer6w z faz(\_ stacjonam(\_. Najbardziej 

istotny wydaje si~ wplyw na wi(\_zania wodorowe, kt6re SC\. dominuj(\_cymi 

oddzialywaniami w mechanizmie retencji badanych zwi(\_zk6w. Dodatek wody obniza 

parametry regresji zasadowego wi(\_zania wodorowego obu wsp6lczynnik6w retencji w 

fazie ruchomej z etanolem natomiast zwi~ksza w fazie ruchomej z izopropanolem. 

Ponadto w fazie z etanolem dodatek wody sprawia, iz lipofilowosc wplywa na 

zwi~szenie retencji badanych zwi(\_zk6w (parametr /). 

Tak jak na wszystkich om6wionych wczesniej kolumnach tak i w przypadku 

Chiralcel OD w fazach normalnych pierwsze zwi(\_zki z kazdej grupy (Ph 1, M eO 1, Cl1) 

maj(\_ najwi~ksze wartosci wsp6lczynnik6w retencji (Rys. 56). Wyj(\_tek w fazie z 

izopropanolem: jako pierwszy wymywa si~ Me02 (Me01 jako drugi). Zwi(\_zki: Ph1, 

MeO 1, Cll mog(\_ tworzyc wi(\_zanie wodorowe dzi~ki grupie hydroksylowej w pozycji 

R~, eo prawdopodobnie tak jak na fazie cyklodekstrynowej i fazach amylozowych jest 

powodem ich najdluzszego oddzialywania z faz(\_ stacjonam(\_. 
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Chiralcel OD 

. 15% EtOH . 15% EtOH+H20 0 10% IPA • 10% IPA+0,2% H20 
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Chiralcel OD 

. 15% EtOH . 15% EtOH+H20 0 10% IPA • 10% IPA+0,2% H20 

10 
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Chiralcel OD 

15% EtOH . 15% EtOH+0,2% H20 0 10% IPA • 10% IPA+0,2% H20 

10 
9 

8 

7 
6 

..... 5 ~ 

4 
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2 
1 
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Cl1 Cl2 Cl6 

Rys. 56. Por6wnanie wsp61czynnik6w retencji k1 w ukladzie faz normalnych na 

kolumnie Chiralcel OD. 
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Por6wnuj~c retencj~ badanych zwictzk6w w grupach: Ph, OMe, Cl zachowuj~ 

st~ one odwrotnie niz dla kolumny amylozowej a podobnie jak dla kolumny 

cyklodekstrynowej w fazach normalnych. Zwictzki z grupy OMe maj~ wi~ksze wartosci 

wsp61czynnik6w retencji przynajmniej dla jednego z enanacjomer6w danego zwictzku, 

natomiast zwictzki z grupy Cl maj~ mniejsze we wszystkich fazach ruchomych w 

por6wnaniu do zwi~zk6w z grupy Ph. Wyjcttek stanowict zwictzki Me05 i Me06 w fazie 

z etanolem, jako modyfikatorem fazy ruchomej. Moze to bye spowodowane r6znicct w 

konformacji lancucha celulozy i amylozy. Prawdopodobnie dzi~ki temu grupa 

metoksylowa moze tworzyc wictzanie wodorowe podobnie jak na kolumnie 

cyklodekstrynowej zwi~kszajctc wsp61czynniki retencji dla zwictzk6w z tej grupy. 

Uzyskane wyniki pokazuj~ iz podobnie jak i na amyzolowych fazach stacjonamych, 

podstawnik na pierScieniu fenylowym moze wplywac na oddzialywania 1t-7t przez eo 

r6wniez i na retencj~ badanych zwictzk6w. 

Wsp61czynniki retencji zwi~zk6w z grupy OMe z podstawnikiem, 

N-alkilokarbamailoksowym w pozycji R1 malejct wraz ze wzrostem dlugosci lancucha 

we wszystkich fazach ruchomych. N atomiast zwictzk6w z grupy Ph z tym samym 

podstawnikiem tylko w fazie etanol z wodct oraz w fazie z izopropanolem. 

W sp61czynniki retencji zwictzk6w z lancuchem rozgal~zionym (Ph6 i Me6) s~ takie 

same bctdz mniejsze niz dla zwictzku z najdluzszym lancuchem prostym z wyj~tkiem 

zwi'l_zku Ph6 w fazie izopropanol: woda. 

Enanacjoselektywnosc 

Na kolumnie celulozowej Chiralcel OD uzyskano gorsze wyniki rozr6znienia 

chiralnego zwictzk6w modelowych (zakres wsp61czynnika rozdzielania 1,00 - 1, 19) w 

por6wnaniu do jej amylozowwgo odpowiednika (zakres wsp61czynnika rozdzielania 

1,00 - 3,49). Podobnie jak na kolumnie Chiraplak AD rozdzielenie wszystkich 

zwictzk6w wymaga zmiany modyfikatora (etanol, izopropanol, dodatek wody) fazy 

ruchomej. 

W przeciwienstwie do kolumn amylozowych na kolumnie Chiralcel OD 

zamiana modyfikatora fazy ruchomej z etanolu na izopropanol powoduje na og61 

zwi~kszenie enancjoseparacji badanych zwi~zk6w. 

W przypadku fazy z etanolem dodatek niewielkiej ilosci wody wplywa na 

zwi~kszenie enancjoseparacji dla 7 zwictzk6w (Ph 1, M eO 1, Me02, Me03, Me04, 

Me06, Cl1 ). Rozr6znienie chiralne Ph2, Cl2 zmniejsza si~, a pozostalych zwi~zk6w 
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pozostaje bez zmtan. W fazie z izopropanolem obecnosc wody r6wniei: wplywa 

zar6wno na zwi~kszenie (Ph3, Ph4, Me03, Me04, Me05, Me06) jak i pogorszenie 

(Ph2, Ph5, Me05, Cll, Cl2, Cl6) enancjoseparacji badanych zwictZk6w. 

Analiza parametr6w L\ (Tabela 19) wskazuje, ii: otrzymana enancjoseparacja 

zwictzk6w modelowych na kolumnie Chiralpak OD we wszystkich fazach ruchomych 

zalei:y od wielu r6i:nych oddzialywan. N alei:ct do nich oddzialywania hydrofobowe, 

kwasowe i zasadowe wictzania wodorowe oraz oddzialywania zwictzane z 

polaryzowalnoscict czctsteczki. 

Rozpatrujctc wplyw struktury zwictzk6w modelowych na rozr6i:nienie chiralne 

moi:na zauwai:yc, iz zwictzki z grupy OMe i Cl w wi~kszosci przypadk6w rozdzielajct 

si~ lepiej w we wszystkich fazach ruchomych w por6wnaniu do zwictzk6w z grupy Ph 

(wyjcttek zwictZek Me02 w ukladzie faz izopropanol : n-heksan). Wydaje si~, i:e dla 

fazy celulozowej obecnosc podstawnika R2 na pierscieniu fenylowym moi:e wplywac 

na popraw~ enancjoseparacji badanych zwictzk6w (Rys. 57). Pierwsze w kolejnosci 

zwictZki z grup (Ph i , MeOl) nie wykazujct na tej kolumnie najlepszej 

enancjoselektywnosci (tak jak to bylo dla kolumny amylozowej) z wyjcttkiem zwictzku 

Cl1, kt6ry rozdziela si~ najlepiej w grupie w kai:dym ukladzie faz. 

Chiralcel OD 

0 10% IPA: 85% heksan 

1,20 
r-- -1,18 

1,16 - - - r--r-

1,14 
r--- - --

1,12 f-- 1- ,__ 1-

J! 1,10 Ci 
-

1-- - - ---

1,08 -f-- - 1- - - --1,06 1-- ,_ 
1- 1- - - -

r--
1,04 - t-- 1- - -

1,02 1-- - 1- t-- t-- - -

1,00 
Ph1 Ph2 Ph3 Ph4 Ph5 Ph6 Me01 Me02 Me03 Me04 Me05 Me06 Cl1 Cl2 Cl6 

Rys. 57. Por6wnanie enancjoselektywnosci na kolumnie Chiralcel OD w ukladzie faz 

n-heksan/EtOH (85/15 v/v). 
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Dla grupy zwictzk6w z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w pozycji R1 

wi~kszct enancjoselektywnosc uzyskano dla grupy zwictzk6w OMe w por6wnaniu do 

zwictzk6w z grupy Ph. Zaobserwowano wzrost wsp6lczynnik6w rozdzielczosci wraz ze 

zwi~kszaniem dlugosci lancucha w~glowodorowego w podstawniku (Rys. 58). Wyjcttek 

stanowict zwictzki z grupy Ph, kt6re nie rozdzielajct si~ w ukladzie faz etanol i etanol z 

dodatkiem wody. Natomiast enancjoselektywnosc zwictzk6w z podstawnikiem z 

lancuchem rozgal~zionym jest mniejsza bctdi taka sama jak dla zwictzku z najdluzszym 

lancuchem prostym. 

Chiralcel OD 

. 15% EtOH . 15% EtOH+0,2% H20 0 10% IPA • 10% IPA+0,2% H20 

1,20 ..--------------~----------. 
1,18 1------------- ------t 
1,16 1-----------
1,14 1---------
1,12 t-----

~ 1,10 
1,08 
1,06 
1,04 
1,02 
1,00 

Me03 Me04 Me05 Me06 

Rys. 58. Por6wnanie enancjoselektywnosci na kolumnie Chiralcel OD dla zwi(\;Zk6w z 

grupy OMe z podstawnikiem N-alkilokarbamailoksowym w pozycji R1• 
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2.3 Badania NMR faz polisacharydowych 

W celu sprawdzenia, jak modyfikatory wplywaj~ na struktur(( fazy stacjonamej, 

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

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

i woda oraz mieszaninie tych alkoholi z wod~. 

Najpierw sprawdzono oddzialywanie Chiralpak AD z n-heksanem oraz z 

alkoholami etanolem i izopropanolem. Otrzymane widma zostaly przedstawione na 

Rys. 60. Zaobserowano nast((puj~ce sygnaly/grupy sygnal6w (atomy W((gli przypisane 

do stukury wedlug Rys. 59): 

- okolo 153 ppm - C=O 

okolo 138 ppm, 123ppm 117 ppm - sygnaly C(a-d) = aromatyka sygnalu 

fenylowego 

- okolo 98 ppm - sygnaly C 1 = w((giel alfa grupy cukrowej 

- okolo 65-7 5 ppm - sygnaly C2-C6 = W((gle grupy cukrowej. 

W ~skie sygnaly pochodz~ od alkoholi. Piki przy 90 i 105 ppm to satelity rotacyjne. 

0 

R: -~-~ 

Rys. 59. Struktura Chiralpak AD z ponumerowanymi atomam W((gla [96] 
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160 140 120 100 80 GO (ppm] 

Rys. 60. Widma 13C NMR kolejno od gory: 

• Chiralpak AD, 

• Chiralpak AD z n-heksanem, 

• Chiralpak AD z etanolem, 

• Chiralpak AD z izopropanolem. 

Sygnaly w widmie Chiralpak AD S'l najszersze eo wskazuje na nieuporz'ldkowanie 

struktury (b'ldZ poszerzenie wynikaj'lce z dynamiki). Natomiast sygnaly Chiralpak AD 

w n-heksanie S'l nieco w~zsze, a w alkoholach - znacz'lco w~zsze. Oznacza to, iz 

oddzialywanie Chiralpak AD z alkoholami jest silniejsze niz z n-heksanem. 
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Sprawdzono r6wniez oddzialywania czystego Chiralpak AD z wod~ (Rys. 61 ). 

Oba widma s~ identyczne eo sugeruje, ze czysta woda nie oddzialuje z Chiralpak AD. 

140 120 100 60 [pprnl 

Rys. 61. Widma 13C NMR kolejno od gory: 

• Chiralpak AD, 

• Chiralpak AD z wod~. 

Naste(pnie zbadano role( wody w oddzialywaniu alkoholi z Chiralpak AD. Na 

Rys. 62 przedstawiono widma Chiralpak AD z: etanolem, etanolem/H20 (90/10 v/v), 

izopropanolem oraz izopropanolem/H20 (90/10 v/v). Pierwsze dwa widma dotycz~ 

etanolu, dwa naste(pne izopropanolu. W obu przypadkach po dodaniu wody do alkoholu 

obserwujemy niewielkie zmiany w widmie. Najwie(ksza zmiana (zwe(zenie linii, 

zwie(kszenie intensywnosci) ma miejsce na sygnalach 98 ppm oraz 67 ppm, kt6re 

zostaly przypisane do WC(gli C 1 i C6 cukru [96]. 
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140 120 100 80 

Rys. 62. Widma 13C NMR kolejno od gory: 

• Chiralpak AD z etanolem, 

• Chiralpak AD z mieszaninct etanoVH20 (90/1 0 v/v/), 

• Chiralpak AD z izopropanolem, 

• Chiralpak AD z mieszaninct izopropanoVH20 (90/1 0 v/v). 

60 (ppm] 

Dla zloza Chiralcel OD r6wniez wykonano badania NMR ciala stalego w 

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

alkoholi z wodctna 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. Wctskie 

sygnaly pochodzct od alkoholi. Brak satelit6w rotacyjnych, dzi~ki zastosowaniu 

sekwencji TOSS. Niekt6re sygnaly Chiralcelu OD w alkoholach set w~zsze niz w 

n-heksanie, w szczeg61nosci sygnaly jctder w~gla w grupie cukrowej ( okolo 105 ppm -
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sygnaly Cl, okolo 65-85 ppm - sygnaly C2-C6). Natomiast widma Chiralcelu OD w 

etanolu i izopropanolu S'l identyczne. 

N 

I 

I 
JA 

160 140 120 

Rys. 63. Widma 13C NMR kolejno od gory: 

• Chiralcel OD z n-heksanem, 

• Chiralcel OD z etanolem, 

• Chiralcel OD z izopropanolem. 

100 80 [ppm) 

N ast~pnie zbadano rol~ wody w oddzialywaniu alkoholi ze zlozem Chiralcel 

OD. Widma Chiralpak OD z etanolem, etanolem/H20 (90/1 0 v/v), izopropanolem, oraz 

z izopropanolem/H20 (90/10 v/v) zostaly przedstawione na Rys. 64. Pierwsze dwa 

widma dotycz'l etanolu, dwa nast~pne izopropanolu. W obu przypadkach po dodaniu 

wody do alkoholu widma pozostaj'l praktycznie niezmienione. Jedyn'\_ widoczn'l zmian'l 

jest rozszczepienie sygnalu przy 158 ppm, kt6ry odpowiada j'\_drom w~gla w grupach 

C=O. 
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160 140 120 100 80 [ppm) 

Rys. 64. Widma 13C NMR kolejno od gory: 

• Chiralcel OD z etanolem, 

• Chiralcel OD z mieszaninct etanol/H20 (90/1 0 v/v/), 

• Chiralcel OD z izopropanolem 

• Chiralcel OD z mieszaninct izopropanol/H20 (90/10 v/v). 

Uzyskane wyniki NMR dla Chiralpak AD i Chiralcel OD potwierdzajct wplyw 

alkoholi na zmian~ struktury fazy stacjonamej (r6zne widma dla heksanu i alkoholi). 

Dla Chiralpak AD widac r6znic~ dla etanolu i izopropanolu. Na Chiralcel OD nie widac 

r6znicy dla obu alkoholi. Dodatek wody do alkoholi w niewielkim stopniu wplywa na 

zmian~ widmajedynie dla Chiralpak AD. 
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2.4 Kolejnosc wymywania enancjomerow 

Rozdzielono mikropreparatywnie (w skali mg) nast~puj(\.ce zwi(\.Zki: Ph1, Ph2, 

M eO 1, Me02, Cl1, Cl2 (patrz cz~sc doswiadczalna, punkt 7). Czystosc 

enancjomeryczna uzyskanych pr6bek zostala sprawdzona chromatograficznie. 

Przykladowe chromatogramy dla wybranych zwi~zk6w przedstawiono na Rys. 65 - 66. 

Kolejnosc wymywania rozdzielonych enancjomer6w zostala zbadana na 

poszczeg61nych fazach stacjonamych we wszystkich fazach ruchomych. Wyniki 

przedstawione zostaly w Tabeli 20. Konfiguracja R, S zostala ustalona na podstawie 

wzorc6w enancjomer6w. 

A 

1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11 ,00 12,00 13,00 14,00 15,00 16,00 
Mnutas 

B 

~0, 

A 
::00+-------=~~ L~-=-.--.::::=-=-::::-=-=--=.:.==~-"---==~=--=::===----' - --

1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00 15,00 16,00 17,00 18,00 
Mnutes 

Rys. 65. Sprawdzenie kolejnosci wymywania rozdzielonych enancjomer6w w ukladzie: 

kolumna Chiralcel OD, faza ruchoma: n-heksan/EtOH (85/15 v/v). Wykresy 

przedstawiaj(\. nalozenie dw6ch chromatogram6w: 

(A) recemat zwi(\.Zku Me01 i enancjomer1 (S) zwi(\.zku Me01, 

(B) racemat zwi(\.zku Me01 i enancjomer2 (R) zwi(\.zku Me01. 
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A 

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00 26,00 28,00 30,00 32,00 34,00 36,00 38,00 40,00 
~utes 

B 

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00 26,00 28,00 30,00 32,00 34,00 36,00 38,00 40,00 
~utes 

Rys. 66. Sprawdzenie kolejnosci wymywania rozdzielonych enancjomer6w w uldadzie: 

kolumna Chiralpak lA, faza ruchoma: n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). 

Wykresy przedstawiajct nalozenie dw6ch chromatogram6w: 

(A) racemat zwictzku Cll i enancjomerl (R) zwictzku Cll, 

(B) racemat zwictzku Cll i enancjomer2 (S) zwictzku Cll . 
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Tabela 20. Kolejnosc wymywania enancjomer6w Ph 1, Ph2, Me 1, Me2, Cl1, Cl2 na 

kolumnach Chiralpak lA, Chiralpak AD, Chiralcel OD w ukladach faz 

normalnych. 

Kolejnosc wymywania enancjomerow 
Kolumna Uklad Ph1 Ph2 MeOl Me02 Cll Cl2 

1 2 l 2 1 2 l 2 1 2 1 2 
n-heksan/EtO H 

R s R s s R R s R s 1 2 
(85/15 v/v) 

Chiralpak lA 
n-heksan/EtOH/H20 

(85/15/0,2 v/v/v) 
R s R s s R R s R s 1 2 

n-heksan/EtO H 
R s R s s R R s R s 1 2 

(85/15 v/v) 
n-heksan/EtOH/H20 

R s R s R s R s 1 2 
(85/15/0,2 v/v/v) - -

Chiralpak AD 
n-heksan/IP A 

(90/10 v/v) 
R s R s - - R s - - 1 2 

n-heksan/IP A/H20 
R s R s 1 2 

(90/10/0,2 v/v/v) 
- - - - - -

n-heksan/EtOH s R s R s R s R 2 1 
(85/15 v/v) - -

n-heksan/EtOH/H20 s R s R s R s R s R 2 1 
Chiralcel 0 D 

(85/15/0,2 v/v/v) 
n-heksan/IP A 

(90/10 v/v) - - s R s R s R s R 2 1 

n-heksan/IP A/H20 s R s R s R s R 2 1 
(90/1 0/0,2 v/v/v) - -

Konfiguracja R, S zostala ustalona na podstawie wzorc6w enancjomer6w. 

Uzyskane wyniki pokazujct, i:e zmiana modyfikator6w fazy ruchomej na 

poszczeg6lnych kolumnach nie wplywa na zmian~ kolejnosci wymywania 

enancjomer6w. Natomiast, jesli por6wnac fazy stacjonarne to kolejnosc wymywania 

poszczeg6lnych enancjomer6w na kolumnie celulozowej Chiralcel OD jest odwrotna (z 

wyj~tkiem zwi~zku M eO I) w por6wnaniu do kolumn amylozowych. lnformacja ta jest 

szczeg6lnie wai:na w analizie czystosci enancjomerycznej, kiedy istotne jest aby male 

ilosci zanieczyszczen wychodzily przed gl6wnym pikiem. 
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2.5. Badania temperaturowe 

Badania temperaturowe zostaly przeprowadzone dla 6 wybranych zwi(\_zk6w 

(Ph 1, Ph2, M eO 1, Me02, Cl1, Cl2) w zakresie temperatur 20°C - 40°C na kolumnach 

polisacharydowych: Chiralpak AD, Chiralcel OD we wszystkich badanych ukladach faz 

ruchomych. Natomiast na kolumnie Chiralpak lA tylko w fazie ruchomej z etanolem 

oraz z etanolem i niewielkim dodatkiem wody. 

Otrzymane wyniki pokazuj'b iz czasy retencji jak r6wniez enancjoselektywnosc 

badanych zwi(\_zk6w malej(\_ wraz ze wzrostem temperatury (Rys. 67). Wyj'\_tkiem jest 

zwi(\_zek Cl2 na kolumnie Chiralpak AD w fazie ruchomej: n-heksan/EtOH (85/15 v/v) 

oraz zwi(\_zki M eO 1, Ph2 na kolumnie Chiralpak lA w fazie ruchomej 

n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v), dla kt6rych mimo zmniejszaj(\_cych si~ 

wsp6lczynnik6w retencji wraz ze wzrostem temperatury enancjoselektywnosc 

nieznacznie si~ zwi~ksza. 

0,60 ,---------------------------. 

AL0,30 25°C 
0,2.5 

0,20 300C 
0,15 

0,10 35°C 
0,05 

0,00 
40°C 

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 1·0.00 12 ,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00. 26,00 28,00 30,00 32,00 34,00 
Min. 

Rys. 67. Wplyw temperatury na retencje i rozdzielenie chiralne zwi(\_zku M eO 1 na 

kolumnie Chiralpak AD w fazie ruchomej n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 

v/v/v). 
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Otrzymano liniowe zaleznosci van' t Hoffa w badanym zakresie temperatur dla 

wszystkich badanych uklad6w (zakres wsp6lczynnika korelacji 0,92-1 ,00). Dzi~ki temu 

na podstawie wzor6w om6wionych w rozdziale 4.1 w cz~sci literaturowej wyliczono 

funkcje termodynamiczne przejscia enancjomer6w pomi~dzy faz~ ruchom~ 

i stacjonarn~. Wyniki zostaly przedstawione w Tabelach 21-30. Liniowe zaleznosci 

swiadcz~ o tym, iz w badanym zakresie temperatur nie ma zmiany mechanizmu 

retencji. Ponadto w celu uzyskania dodatkowych informacji o oddzialywaniach 

enancjomer6w z faz(\_ stacjonarn~ w zaleznosci od skladu fazy ruchomej sprawdzono 

kompensacj~ entalpowo-entropow(\_ dla badanych uklad6w (Rys. 68-83). Uzyskanie 

liniowych wykres6w kompensacji entalpowo-entropowej ~Hod (~S/RT +In~) moze 

oznaczac, iz enancjomery oddzialuj~ z faz~ stacjonarn~ wedlug tego samego 

mechanizmu [132]. Natomiast wykresy zaleznosci MH od T~~S pozwalaj~ nam na 

uzyskanie informacji o fizykochemicznej naturze rozr6i:nienia chiralnego. 

2.5.1 Kolumna Chiralpak AD 

Wyniki badanych zwi'lzk6w na kolumnie Chiralpak AD przedstawione w 

Tabelach 21-24 pokazuj~ iz zmiana fazy ruchomej wplywa na zmian~ entalpii i entropii 

przejscia enanacjomer6w mi~dzy fazct ruchomct i stacjonamct. Zmiany entalpii przejscia 

z fazy ruchomej do fazy stacjonamej we wszystkich fazach ruchomych S'l z reguly 

bardziej ujemne dla enancjomeru wymywanego w drugiej kolejnosci. Zatem 

oddzialywania pomi~dzy faz~ stacjonam(\_ i drugim enancjomerem s~ bardziej korzystne 

entalpowo. Natomiast zmiany entropii przejscia pierwszego enanacjomeru dla 

wi~kszosci zwi~zk6w we wszystkich fazach ruchomych s~ mnleJ UJemne dla 

pierwszego enanacjomeru. Oznacza to iz zmiany entropii sprzyjaj~ dlui:ej retencji dla 

enancjomeru wymywanego w pierwszej kolejnosci. Wyj'\_tek stanowi zwi~zek Cl2 w 

fazie ruchomej n-heksan/EtOH (85/15 v/v), dla kt6rego entalpia przejscia do fazy 

stacjonamej jest korzystniejsza dla pierwszego enancjomeru, a wi~c jego retencja 

powinna bye dlui:sza. Jednaki:e bardziej niekorzystne zmiany entropii powoduj~ 

skr6cenie retencji. Wyjcttki zostaly zaznaczone w tabelach kolorem czerwonym. 

Por6wnujctc wartosci termodynamiczne w zaleznosci od fazy ruchomej mozna 

zauwa:Zyc, iz zamiana alkoholu z etanolu na izopropanol powoduje zmniejszenie zmian 
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entalpii i entropii badanych zwi'l_zk6w. Wynika z tego, ze dla fazy ruchomej z etanolem 

oddzialywania zwi'l_zk6w z faz'l_ stacjonarn'l_ S'l_ korzystniejsze entalpowo natomiast 

mniej korzystne entropowo w por6wnaniu 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 

zwi'l_zk6w. Natomiast w fazie ruchomej z izopropanolem jest odwrotnie: zmiany 

entalpii i entropii badanych zwi'l_zk6w nieznacznie zwi~kszyly si~ po dodaniu 

niewielkiej ilosci wody do fazy ruchomej. Wynika z tego, iz w przypadku fazy z 

etanolem woda powoduje oslabienie oddzialywan z faz'l_ stacjonarn'l_, a w fazie z 

izopropanolem dodatek wody wplywa na zwi~kszenie oddzialywan enencjomer6w z 

faz'l_ stacjonarn'l_. Odzwierciedla si~ to we wsp61czynnikach retencji, kt6re w fazie z 

etanolem po dodaniu niewielkiej ilosci wody skracaj'l_ si~ natomiast w fazie z 

izopropanolem dodatek wody zwi~ksza wsp61czynniki retencji. 

Tabela 21. Termodynamiczne dane badanych enancjomer6w na kolumnie Chiralpak 

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

Chiralpak AD 
n-heksan/EtOH (85/15 v/v)_ 

Kolejnosc 
AH MH TMS MG MG 

Zwhtzek enancjo-
(kJ/mol) AS/R+Incl» (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (=RTina) me row 

MeOl 
2 (R) -20,8 ± 0,2 -6,2 ± 0,4 -2,2 -1,6 -0,6 -0,6 
1 (S) -18,5 ± 0,1 -5,6 ± 0,3 

Me02 
2 (S) -23,4 ± 0,4 -8,0 ± 0,9 

-1,6 -1,1 -0,5 -0,5 
1 (R) -21,8 ± 0,4 -7,5 ± 0,9 

Cll 
2 (S) -19,6 ± 0,1 -5,5 ± 0,3 -2,8 -1,5 -1,4 -1,4 
1 (R) -16,8 ± 0,03 -4,9 ± 0,1 

Cl2 
2 -20,5 ± 0,2 -7,0 ± 0,5 

1,4 1,7 -0,3 -0,2 
1 -21,9 ± 0.5 -7,7 ± 1,2 

Phi 
2 (S) -24,0 ± 0,1 -6,6 ± 0,3 

-7,1 -4,5 -2,6 -2,5 
1 (R) -16,9 ± 0,02 -4,7± 0,1 

Ph2 
2 (S) -22,5 ± 0,1 -7,4 ± 0,1 

-3,0 -2,0 -1,0 -1,0 
1 (R) -19,5±0,1 -6,6 ± 0,2 
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Tabela 22. Termodynamiczne dane badanych enancjomer6w na kolumnie Chiralpak 

AD w fazie ruchomej n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). 

Chiralpak AD 
n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0 2 v/v/v) 

Zwi~zek 
Kolejnosc 

All .AS/R+In' MU TMS MG MG enancjo-
me row (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (=RTina) 

Me01 
2 -17,5 ± 0,1 -5,3 ±0,2 -2,4 -2,3 -0,1 -0,1 
1 -15,2 ± 0,1 -4,4 ± 0,1 
- - -Me02 - - - -
- - -

2 (S) -17,0 ± 0,1 -4,6 ± 0,3 
Cll 

1 (R) -14,7 ± 0,03 -4,3 ± 0,1 
-2,3 -0,7 -1,6 -1,6 

- - -Cl2 - - - -
- - -

Ph1 
2 (S) -19,4 ± 0,1 -4,7 ± 0,2 

-4,1 -1,6 -2,5 -2,5 
1 (R) -15,3 ± 0,1 -4,1 ± 0,2 

Ph2 
2 (S) -20,9 ± 0,1 -6,8 ± 0,2 

-2,3 -1,3 -1,0 -1,0 
1 (R) -18,6 ± 0,1 -6,3 ± 0,3 

Tabela 23. Termodynamiczne dane badanych enancjomer6w na kolumnie Chiralpak 

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

Chiralpak AD 
n-heksan/IPA (10/90 v/v) 

Zwi~zek 
Kolejnosc 

.AH .AS/R+In' MH TMS MG MG enancjo-
me row (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (=RTina) 

- - -Me01 - - - -
- - -

Me02 
2 (S) -15,7 ± 0,2 -4,6 ±0,4 

-1,3 -0,9 -0,4 -0,4 
1 (R) -14,4 ± 0,3 -4,3 ± 0,7 

- - -Cll - - - -- - -

Cl2 
2 -13,0 ± 0,2 -3,9± 0,6 

-1,1 -0,7 -0,4 -0,3 
1 -12,0±0,2 -3,7 ± 0,6 

Ph1 
2 (S) -10,2 ± 0,2 -2,4 ± 0,5 

-0,7 -0,5 -0,2 -0,2 
1 (R) -9,6 ± 0,2 -2,2 ± 0,5 

Ph2 
2 (S) -12,4±0,1 -3,3 ± 0,2 

-0,9 -0,4 -0,5 -0,6 
1 (R) -11,5±0,1 -3,2 ± 0,2 
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Tabela 24. Termodynamiczne dane badanych enancjomer6w na kolumnie Chiralpak 

AD w fazie ruchomej n-heksan/IP A/H20 (90/1 0/0,2 v/v/v). 

Chiralpak AD 
n-heksan/1 P A/H20 (90/1 0/0,2 v /v /v) 

Kolejnosc 
AH MH TMS MG MG 

Zwhtzek enancjo-
(kJ/mol) 

AS/R+lncj) 
(kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (=RTlna) me row 

Me01 - - - - - - -- - -

Me02 
2 (S) -20,6 ± 0,2 -6,0 ± 0,5 

-0,8 -0,5 -0,3 -0,3 
1 (R) -19,8 ± 0,2 -5,8 ± 0,4 

- - -Cll - - - -- - -

Cl2 
2 -16,5 ± 0,2 -4,8 ± 0,4 -1,4 -0,9 -0,5 -0,5 
1 -15,1 ± 0,1 -4,5 ± 0,3 
- - -Phl - - - -- - -

Ph2 
2 (S) -17,2 ± 0,2 -4,7 ± 0,4 

-1,1 -0,5 -0,6 -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 ~H=f(~S/R + In~) (Rys. 68-

70). Dla badanych uklad6w uzyskano r6zne zaleznosci mog'l_ce swiadczyc o zmianie 

fizykochemicznych mechanizm6w retencji w zaleznosci od zastosowanego eluentu. W 

przypadku faz z izopropanolem oraz izopropanolem z niewielk'l. ilosci'l_ wody uzyskano 

dobre liniowe kore1acje dla obu enancjomer6w (Rys. 70). Moze to wskazywac na 

podobny mechanizm oddzialywania pomi~dzy enancjomerami i faz(\_ stacjonarn'l_ w 

poszczeg61nych fazach ruchomych. Natomiast dla fazy z etanolem, jako organicznym 

modyfikatorem oraz etanolem i wod'l_ lepsze korelacje zostaly uzyskane wykreslaj'l_c 

wykresy dla poszczeg6lnych enancjomer6w. Z tym, ze korelacje poprawily si~ i S'l_ 

liniowe w obu przypadkach tylko dla enancjomer6w wymywanych w pierwszej 

kolejnosci (Rys. 71-72). Moze to oznaczac, iz fizykochemiczne oddzialywania 

enancjomer6w z faz'l_ stacjonarn'l_ S'l_ r6zne dla obu enancjomer6w, ale podobne dla 

enancj omer6w wymywanych w pierwszej kolejnosci zar6wno w fazie z etanolem jak 

i w fazie z etanolem i dodatkiem wody. 
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Chiralpak AD 

+ 15% EtOH • 10% IPA 

-6,0 -5,0 -4,0 

~S/R + lnq, 

-3,0 -2,0 

y = 2,2873x- 4,4475 

R2 = 0,945 

-1,0 00 

-5,0 

-10,0 

-15,0 

-20,0 

-25,0 

-30,0 

Rys. 68. Wykres zaleznosci ~H od i\S/R+ln<P badanych zwictzk6w na kolumnie 

Chiralpak AD w fazach ruchomych: 

~ 
<l 

+ n-heksan/EtOH (85/15 v/v), 

• n-heksan/IPA (90/10 v/v). 

Chiralpak AD 

. 15% EtOH • 15% EtOH + H20 

-9,0 -8,0 -7,0 

y= 1,7935x-8,8674 

R2 = 0,7095 

-6,0 -5,0 -4,0 

~S/R + lncp 

-3,0 -2,0 

y = 1,8245x- 8,078 

R2 = 0,6755 

-1,0 
-12,0° 

0 

-14,0 

-16,0 

-18,0 

-20,0 

-22,0 

-24,0 

-26,0 

Rys. 69. Wykres zaleznosci i\H od i\S/R+ln<P badanych zwictzk6w na kolumnie 

Chiralpak AD w fazach ruchomych: 

+ n-heksan/EtOH (85/15 v/v), 

• n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). 
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<l 

-7,0 -6,0 

y = 3,1338x -1,7914 

R2 = 0,9434 

-5,0 
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Chiralpak AD 

+ 10% IPA • 10% IPA+ H20 

-4,0 -3,0 

L\S/R = ln<j) 

-2,0 -1,0 00 

-5,0 

-10,0 

y = 2,2873x- 4,4475 

R
2 = 0,945 -15,0 

-20,0 

-25,0 

Rys. 70. Wykres zaleznosci ~H od ~S/R+ln<j> badanych zwi~zk6w na kolumnie 

Chiralpak AD w fazach ruchomych: 

-9,0 

+ n-heksan/IPA (90/10 v/v), 

n-heksan/IP A/H20 (90/1 0/0,2 v/v/v). 

Chiralpak AD 
15% Etanol 

+ enancjomer 1 • enancjomer 2 

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

enancjomer 1 
y = 1 ,7174x- 8,6004 

R2 = 0,9798 

enancjomer 2 
y = 1 ,2705x - 13,155 

R2 = 0,3991 

L\S/R + ln<j) 

-1,0 -12,0° 0 

-14,0 

-16,0 

-18,0 

-20,0 

-22,0 

-24,0 

-26,0 

Rys. 71. Wykres zaleznosci ~Hod ~S/R+ln<j> poszczeg61nych enancjomer6w badanych 

zwi~zk6w na kolumnie Chiralpak AD w fazie ruchomej n-heksan/EtOH 

(85/15 v/v): 

+ enancj omer 1, 

• enancjomer 2. 

133 

htttp://rcin.org.pl



Wyniki badafz i dyskusja 

Chiralpak AD 
15% Etanol + 0,2% H20 

• enancjomer1 • enancjomer2 

-8,0 -7,0 -6,0 -5,0 -4,0 -3,0 -2,0 -1,0 00 
-1 2,0 

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

-16,0 
R2 = 0,9554 • 

enancjomer 2 
-18,0 

y = 1,3141x-11,657 -20,0 
R2 = 0,5692 ~ 

-22,0 

~S/R + lncj> 

Rys.72. Wykres zalemosci ~H od ~SIR + ln<j> poszczeg61nych 

enancjomer6w badanych zwi~k6w na kolumnie Chiralpak AD w fazie 

ruchomej ruchomej n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v): 

+ enancjomer 1, 

• enancjomer 2. 

Przedstawione wyniki kompensacji entalpowo - entropowej (~~H od T ~~S) 

(Rys. 73-75) pokazujct, iz fizykochemiczna natura rozr6Zr1ienia chiralnego zale:ly od 

zastosowanej fazy ruchomej. W przypadku fazy z etanolem, jako organicznym 

modyfikatorem uzyskano liniowct korelacj~, eo moze oznaczac, iz mechanizm 

rozr6Zr1ienia chiralnego jedynie w tej fazie jest taki sam dla wszystkich zwictzk6w. 

Natomiast w pozostalych ukladach faz ruchomych mechanizm rozr6Zr1ienia jest du:Zo 

bardziej skomplikowany. 
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Chiralpak AD 

. 15% EtOH • 10% IPA 

y = 0,7149x + 0,3318 

R2 = 0,9771 
y = 0,7632x + 0,13772 o 

R2 = 0,6692 ' 

-5,0 -4,0 

-2,0 

-3,0 

-4,0 

-5,0 -

-6,0 

TMS 

• 
1,0 2,0 

Rys. 73. Wykres zaleznosci ~~H od T~~S enancjomer6w badanych zwi~zk6w na 

kolumnie Chiralpak AD w fazach ruchomych: 

::1: 
<I 
<I 

-8,0 

+ n-heksan/EtOH (85/15 v/v), 

• n-heksan/IPA (90/10 v/v). 

Chiralpak AD 

-7,0 -6,0 

. 15% EtOH I. 15% EtOH + H20 

y = 0,7149x + 0,3318 

R2 = 0,9771 

-5,0 -4,0 

y = 0, 1358x - 1 ,082 2,0 
R2 = 0,0334 

-2,0 

-3,0 

-4,0 

-5,0 

-6,0 

• 
1,0 2,0 

Rys. 74. Wykres zaleznosci ~~H od T~~S enancjomer6w badanych zwi~zk6w na 

kolumnie Chiralpak AD w fazach ruchomych: 

+ n-heksan/EtOH (85/15 v/v), 

• n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). 
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Chiralpak AD 

• 10% IPA • 10% IPA+ H20 

-1,6 -1,4 -1,2 -1,0 -0,8 -0,6 

y = 0,7632x + 0,1377 
R2 = 0,6692 

-0,4 -0,2 

y = 0,6322x + 0,076 
R2 = 0,7052 

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

-0,9 
-1,0 

Rys. 75. Wykres zaleznosci MH od TMS enancjomer6w badanych zwi(\_zkow na 

kolumnie Chiralpak AD w fazach ruchomych: 

+ n-heksan/IPA (90/1 0 v/v), 

• n-heksan/IP A/H20 (90/1 0/0,2 v/v/v). 

2.5.2 Kolumna Chiralpak lA 

Wyliczone dane termodynamiczne uzyskane dla kolumny Chiralpak lA 

przedstawione zostaly w Tabelach 25-26. R6wniez i na tej kolumnie wielkosci entalpii 

i entropii zmieniajct si~ w zale:lnosci od zastosowanej fazy ruchomej. Podobnie jak na 

kolumnie Chiralpak AD w fazie ruchomej z etanolem zmiany entalpii przejscia 

enancjomer6w z fazy ruchomej do fazy stacjonamej S(\_ wi~ksze dla drugiego 

enancjomeru. Oznacza to, ze silniej oddzialujct z fazct stacjonamct i dlatego tez 

wymywane set w drugiej kolejnosci. Natomiast zmiany entropii przejscia zwictzk6w z 

fazy ruchomej do fazy stacjonamej sprzyjajct dluZszej retencji pierwszego enancjomeru. 

Dodatek wody do fazy ruchomej z etanolem na kolumnie Chiralpak lA wplywa 

( odwrotnie niz na kolumnie Chiralpak AD) na zwi~kszenie entalpii dla zwi(\_zk6w 

Me02, Cll, Ph1, eo oznacza ich silniejsze oddzialywanie z faz(\_ stacjonamct. JednakZe 

ich wsp6lczynniki retencji tego nie potwierdzajct, gdyz zmniejszajct si~ w fazie ruchomej 

z dodatkiem wody. Prawdopodobnie zwi~kszenie zmian entropowych po dodaniu wody 

do fazy ruchomej powoduje oslabienie oddzialywan zwi(\_zk6w z fazct stacjonamct. 

Natomiast w przypadku zwictzk6w Me01 oraz Ph2 entalpia pierwszego enancjomeru 
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jest wi~ksza niz drugiego, eo sugeruje, iz bardziej niekorzystne zmiany entropowe 

powoduj't wymywanie si~ tych enancjomer6w w pierwszej ko1ejnosci. 

Tabe1a 25. Terrnodynamiczne dane badanych enancjomer6w na ko1umnie Chira1pak lA 

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

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

Kolejnosc 
AH MH TMS MG MG 

Zwhtzek enancjo-
(kJ/mol) AS/R+lncl» 

(kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (=.RTina) me row 

Me01 
2 (R) -21,6 ± 0,1 -6,5 ± 0,3 -3,1 -1,9 -1,2 -1,1 
1 (S) -18,5 ± 0,3 -5,7 ± 0,7 

Me02 
2 (S) -17,3 ± 0,3 -5,8 ± 0,7 

-0,6 -0,4 -0,2 -0,2 
1 (R) -16,6 ± 0,3 -5,6 ± 0,7 

Cll 
2 (S) -18,6 ± 0,02 -5,4 ± 0,04 

-1,9 -1,1 -0,8 -0,8 
1 (R) -16,7±0,1 -4,9 ± 0,3 

C12 
2 -18,1 ± 0,2 -6,2 ± 0,5 

-0,6 -0,4 -0,2 -0,2 
1 -17,5±0,2 -6,1 ± 0,5 

Ph1 
2 (S) -20,6 ± 0,4 -5,5 ± 0,9 

-5,0 -3,0 -2,0 -1,9 
1 (R) -15,6±0,5 -4,3±1,3 

Ph2 
2 (S) -19,0 ± 0,4 -6,2 ± 1,0 

-0,4 0,0 -0,4 -0,4 
1 (R) -18,6 ± 0,4 -6,2 ± 1,0 

Tabe1a 26. Termodynamiczne dane badanych enancjomer6w na ko1umnie Chira1pak lA 

w fazie ruchomej n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). 

Chiralpak lA 
n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v) 

Kolejnosc 
AH MH TMS MG MG 

Zwi~zek enancjo-
(kJ/mol) AS/R+lncl» 

(kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (=RTina) me row 

Me01 
2 (R) 20,6 ± 0,2 -6,2 ± 0,5 0,7 1,2 -0,5 -0,5 
1 (S) 21,3 ± 0 J -6,6 ± 0,7 

Me02 
2 (S) -20,0 ± 0,2 -6,9 ± 0,5 

-0,7 -0,5 0,2 -0,2 
1 (R) -19,3 ± 0,2 -6,8 ± 0,5 

Cll 
2 (S) -18,8 ± 0,4 -5,5 ± 0,9 

-1,8 -0,9 -0,9 -0,8 
1 (R) -17,1 ± 0,3 -5,1 ± 0,9 

C12 
2 -17,6 ± 0,3 -6,1 ± 0,8 

-0,1 0,0 -0,2 -0,2 
1 -17,5 ± 0,3 -6,1 ± 0,8 

Ph1 
2 (S) -21,9 ± 0,2 -6,2 ± 0,5 -1,3 0,2 -1,5 -1,4 
1 (R) -20,6 ± 0,1 -6,2 ± 0,3 

Ph2 
2 (S) -14,7 ± 0, 7 -4,4 ± 1,9 

0,9 1,6 -0,7 -0,7 
1 (R) -15.7±05 -5. 1 ± l.J 
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2.5.2.1 Kompensacja entalpowo-entropowa 

N a kolumnie Chiralpak lA zar6wno w fazie ruchomej z etanolem jak i etanolem 

z dodatkiem wody nie otrzymano liniowych zaleZilosci ~H=f{~S/R + ln<P) (Rys. 76). 

Moze to oznaczac, iz enancjomery w r6zny spos6b oddzialuj~ z faz~ stacjonam~ w obu 

fazach ruchomych b~dZ, iz mechanizmjest duzo bardziej skomplikowany. 

Zaleznosci MH=f{TL\1\S) (Rys. 77) pokazaly, iz badane zwictzki w fazie 

ruchomej z etanolem prawdopodobnie rozdzielaj~ si~ wedlug tego samego 

mechanizmu. W przypadku fazy ruchomej etanol z dodatkiem wody ( odwrotnie w 

por6wnaniu do kolumny Chiralpak AD) nie uzyskano liniowej korelacji, eo moze 

wskazywac, iz woda wplywa na zmian~ mechanizmu rozr6zniana enancjomer6w. 

Wynik ten pokazuje, ze r6znica miedzy kolumn~ Chiralpak AD i Chiralpak lA 

polegaj~ca na sposobie obsadzenia selektora na silikazelu (unieruchomiony, 

powleczony) moze wplywac na zmian~ enancjoselektywnosci ukladu. 

:I: 
<l 

-7,5 -7,0 

Chiralpak lA 

. 15% EtOH • 15% EtOH + H20 

-6,5 -6,0 

y = 1,7207x- 8,4047 
R2 = 0,3974 

-5,5 -5,0 -4,5 -4,0 

y = 2,3369x- 4,8854 
R2 = 0,6156 

·~ -
~SIR+ lncp 

-3,5 -7,CJ' ,0 

-9,0 

-11,0 

-13,0 

-15,0 

-17,0 

-19,0 

-21,0 

-23,0 

Rys. 76. Wykres zaleznosci ~H od 1\S/R+ln<P badanych zwi~zk6w na kolumnie 

Chiralpak lA w fazach ruchomych: 

+ n-heksan!EtOH (85/15 v/v), 

• n-heksan!EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). 
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<1 
<1 

-4,0 

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

-3,0 
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Chiralpak lA 

+ 15% BOH • 15% BOH + H20 

-2,0 

2,0 

1,0 

-4,0 

-5,0 

-6,0 

y = 0,9972x - 0,6373 
R2 = 0,7882 

2,0 

Rys. 77. Wykres zale:Znosci ~~H od TMS enancjomer6w badanych zwi~zk6w na 

kolumnie Chiralpak lAw fazach ruchomych: 

+ n-heksan/EtOH (85/15 v/v), 

• n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). 

2.5.3 Kolumna Chiralcel OD 

Podobnie jak na fazach amylozowych uzyskane wyniki termodynamiczne 

szesciu badanych zwi~k6w na kolumnie Chiralcel OD (Tabele 27-30) r6zni~ si~ w 

zale:Znosci od zastosowanej fazy ruchomej. Zmiana entalpii przejscia zwi~zk6w z fazy 

ruchomej do fazy stacjonamej tak jak i na poprzednich kolumnach na og6l jest wi~ksza 

dla drugiego enanacjomeru we wszystkich fazach ruchomych. Natomiast zmiana 

entropii przejscia zwi~k6w z fazy ruchomej do fazy stacjonamej jest korzystniejsza dla 

pierwszego enancjomeru Wyj~tek tu stanowi~ zwi~ki: Ph2 w fazie ruchomej 

n-heksan/EtOH (85115 v/v) oraz Cl2 w fazie n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). 

Prawdopodobnie w tych przypadkach bardziej niekorzystne zmiany entropii dla 

pierwszego enancjomeru powoduj~ iz wymywaj~ si~ one w pierwszej kolejnosci 

pomimo wi~kszej entalpii, kt6ra wskazuje na silniejsze oddzialywania z faz~ 

stacjonam~. 

Zamiana organicznego modyfikatora fazy ruchomej z etanolu na izopropanol 

wplywa na zwi~kszenie zmian entalpii przejscia z fazy ruchomej do stacjonamej dla 

wi~kszosci zwi~zk6w ( odwrotnie niz na fazie stacjonamej Chiralpak AD). Wyj~tkiem 
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jest tu zwi(\.zek Ph2. Oznacza to silniejsze oddzialywania zwi(\.zk6w z faz(\. stacjonam(\. 

w fazie ruchomej z izopropano1em, jako organicznym modyfikatorem w por6wnaniu z 

etano1em. Zmiany entropii przejscia zwi(\.zk6w z fazy ruchomej do fazy stacjonamej S'\. 

bardziej korzystne w fazie ruchomej z etanolem dla Me02, Cll natomiast w fazie z 

izopropano1em d1a MeO 1 ,C12, Ph2. 

Dodatek wody do faz ruchomych zar6wno z etano1em jak i izopropano1em 

wplyn(\.l na zmniejszenie enta1pii i entropii d1a wi~kszosci badanych zwi(\.zk6w. Wyj(\.tek 

stanowi zwi(\.zek Ph2 w ukladzie n-heksan/IP A/H20 (90/1 0/0,2 v/v/v). Uzyskane wyniki 

pokazuj't, ze dodatek wody wplywa na oslabienie oddzialywan zwi(\.zk6w z faz(\. 

stacjonam(\_. Odzwieciedla si~ to we wsp6lczynnikach retencji, kt6re w wi~kszosci 

przypadk6w zmniejszaj(\. si~ w fazach z dodatkiem wody. 

Tabela 27. Termodynamiczne dane badanych enancjomer6w na kolumnie Chira1cel OD 

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

Chiralcel OD 
n-heksan/EtOH/ (85/15/ v/v) 

Kolejnosc 
AH MH TMS MG MG 

Zwhtzek enancjo-
(kJ/mol) AS/R+In' (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (=RTina) me row 

MeOl 
2 (R) -17,5 ± 0,1 -6,2 ± 0,4 -0,5 -0,2 -0,2 -0,2 
1 (S) -17,0 ± 0,1 -6,1 ± 0,3 

Me02 
2 (R) -20,2 ± 0,1 -7,1 ± 0,3 -0,9 -0,7 -0,2 -0,2 
1 (S) -19,3±0,1 -6,8 ± 0,3 

Cll 
2 (R) -13,7±0,1 -4,8 ± 0,2 -0,7 -0,4 -0,3 -0,3 
1 (S) -13,0±0,1 -4,6 ± 0,2 

Cl2 
2 -17,2 ± 0,1 -6,3 ± 0,3 

-0,3 -0,1 -0,2 -0,2 
1 -16,9±0,1 -6,2 ± 0,3 
- - -Phi - - - -
- - -

Ph2 
2 (R) -17,7 ± 0,2 -6,4 ± 0,6 

0,5 0,7 -0,2 -0,2 
I (S) -18.2 ± 0.2 -6,7 ± 0.5 
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Tabela 28. Termodynamiczne dane badanych enancjomer6w na kolumnie Chiralcel OD 

w fazie ruchomej n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). 

Chiralcel OD 
n-heksan/Et0H/H20 (85/15/0,2 v/v/v) 

Kolejnosc 
AH MH TMS MG MG 

Zwhtzek enancjo-
(kJ/mol) ~S/R+In~ (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (=RTina) me row 

Me01 
2 (R) -13,6 ± 0,1 -4,5 ± 0,1 

-0,7 -0,3 -0,3 -0,3 
1 (S) -13,0±0,1 -4,3 ± 0,2 

Me02 
2 (R) -16,4 ± 0,3 -5,6 ± 0,9 

-0,8 -0,5 -0,2 -0,2 
1 (S) -15,6 ± 0,4 -5,4±1,0 

Cll 
2 (R) -11,2 ± 0,1 -3,8 ± 0,1 

-1,0 -0,7 -0,4 -0,4 
1 (S) -10,1 ± 0,1 -3,5 ± 0,1 

Cl2 
2 - 13 0 ± 0, I -4,7 ± O,I 

0 I 0,3 -0,2 -0,2 
I -13,1 ±0 0 1 -4 8 ± 0 1 

Ph1 
2 (R) -11,0 ± 0,1 -3,5 ± 0,2 

-0,7 -0,5 -0,2 -0,2 
1 (S) -10,3 ± 0,1 -3,3 ± 0,2 

Ph2 
2 (R) -11,4±0,1 -3,6 ± 0,4 

-0,4 -0,2 -0,2 -0,2 
1 (S) -11,0±0,3 -3,5 ± 0,7 

Tabela 29. Termodynamiczne dane badanych enancjomer6w na kolumnie Chiralcel OD 

w fazie ruchomej n-heksan/IPA (90/1 0 v/v). 

Chiralcel OD 
n-heksan/IPA (90/10 v/v) 

Kolejnosc 
AH MH TMS MG MG 

Zwhtzek enancjo-
(kJ/mol) AS/R+In' (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (=RTina) me row 

Me01 
2 (R) -21,0 ± 0,1 -6,2 ± 0,3 -0,7 -0,5 -0,2 -0,2 
1 (S) -20,3 ± 0,1 -6,0 ± 0,2 

Me02 
2 (R) -24,8 ± 0,3 -7,9 ± 0,7 

-0,6 -0,3 -0,3 -0,3 
1 (S) -24,3 ± 0,3 -7,8 ± 0,8 

Cll 
2 (R) -17,3 ± 0,1 -5,1±0,3 

-1,6 -1,2 -0,4 -0,4 
1 (S) -15,7±0,1 -4,6 ± 0,2 

Cl2 
2 -18,3 ± 1,2 -5,9 ± 3,0 

-0,7 -0,3 -0,4 -0,4 
1 -17,6 ± 1,2 -5,7 ± 2,9 
- - -

Ph1 - - - -- - -

Ph2 
2 (R) -13,8 ± 0,4 -3,5 ± 1,0 

-0,7 -0,3 -0,3 -0,3 
1 (S) -13,2 ± 0,4 -3,4 ± 0,9 
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Tabela 30. Tennodynamiczne dane badanych enancjomer6w na kolumnie Chiralcel OD 

w fazie ruchomej n-heksan/IP A/H20 (90/1 0/0,2 v/v/v). 

Chiralcel OD 
n-heksan/IPA/H20 (90/10/0,2 v/v/v) 

Kolejnosc 
AH MH TMS MG MG 

Zwhtzek enancjo-
(kJ/mol) AS/R+In' (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (=RTina) me row 

Me01 
2 (R) -16,8 ±0,2 -4,6 ± 0,5 0,0 0,2 -0,2 -0,2 
1 (S) 1 · 16 ~ 8 ± 0,2 -4.7 ± 0,5 

Me02 
2 (R) -20,6 ± 0,2 -6,3 ± 0,4 -0,3 0,0 -0,3 -0,3 
1 (S) -20,3 ± 0,2 -6,3 ± 0,4 

Cll 
2 (R) -13,2 ± 0,1 -3,6 ± 0,2 

-1,0 -0,6 -0,4 -0,4 
1 (S) -12,2±0,1 -3 ,3 ± 0,2 

Cl2 
2 -16,1 ± 0,1 -5,0 ± 0,3 -0,3 0,0 -0,3 -0,3 
1 -15,8±0,1 -5,0 ± 0,3 
- - -

Phi - - - -
- - -

Ph2 
2 (R) -17,9±0,1 -5,4± 0,2 -0,2 0,0 -0,2 -0,2 
1 (S) -17,7 ± 0,1 -5,5 ± 0,2 

2.5.3.1 Kompensacja entalpowo-entropowa 

Otrzymane Iiniowe zaleznosci przedstawione na wykresie jako ~H=f(~S/R + 

In~) (Rys. 78) na ko1umnie Chiralcel OD dla modyfikator6w fazy ruchomej etanolu 

i izopropanolu wskazuj(\, iz fizykochemiczne oddzialywania enancjomer6w badanych 

zwi~zk6w z faz~ stacjonarn~ s~ r6zne dia obu alkoholi. 

Dodatek wody do faz ruchomych prawdopodobnie nie powoduje istotnych 

r6znic w mechanizmie oddzialywania enancjomer6w z faz~ stacjonarn~. Otrzymane 

kompensacje entaipowo - entropowe (~H od ~SIR + In~) (Rys. 79-80) dla faz 

ruchomych: etanoi z dodatkiem wody oraz izopropanol z dodatkiem wody s~ r6wniez 

liniowe i praktycznie pokrywaj~ si~ z uzyskanymi kompensacjami dla poszczeg6lnych 

alkoholi. Moze to oznaczac, iz w przypadku fazy Chiralcel OD dodatek wody nie 

wplywa znacz~co na spos6b oddzialywania enancjomer6w z faz~ stacjonarn~. 

Wykresy zaleznosci ~~H=f(T~~S) (Rys. 81-83) we wszystkich fazach 

ruchomych wykazuj~ liniow~ koreiacj~ a ponadto praktycznie nakladaj~ si~ na siebie. 

Moze wskazywac to, iz mechanizm rozr6znienia chirainego na kolumnie Chiralcel OD 

jest podobny dia obu alkoholi i nie wplywa r6wniez na nan niewielki dodatek wody. 
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Chiralcel OD 

y = 2,6737x - 0, 7273 .15% EtOH 10% IPA 
R2 = 0,978 

-9,0 -8,0 -7,0 -6,0 -5,0 -4,0 

AS/R+ In+ 

-3,0 

y = 2,583x- 4,0993 

R2 = 0,9723 

-2,0 -1,0 0 0 
-5,0 

-10,0 

-15,0 

-20,0 

-25,0 

-30,0 

Rys. 78. Wykres zaleznosci ~H od ~S/R + ln<P badanych zwi'l_zk6w na kolumnie 

Chiralcel OD w fazach ruchomych: 

:I: 
<l 

-8,0 

+ n-heksan/EtOH (85/15 v/v), 

• n-heksan/IPA (90/1 0 v/v). 

Chiralcel OD 

y = 2,6737x- 0,7273 

R2 = 0,978 
•15% EtOH • 15% EtOH + H20 Y = 2,4502x - 2,1549 

R2 = 0,9363 

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

AS/R+ In+ 

-7,(1" ,0 

-9,0 

-11,0 

-13,0 

-15,0 

-17,0 

-19,0 

-21,0 

-23,0 

Rys. 79. Wykres zaleznosci ~H od ~SIR +ln<P badanych zwi'l_zk6w na kolumnie 

Chiralcel OD w fazach ruchomych: 

+ n-heksan/EtOH (85/15 v/v), 

n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). 
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-9,0 

y = 2,583x - 4,0993 

R2 = 0,9723 

-8,0 -7,0 
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Chiralcel OD 

. 10% IPA • 10% IPA+ H20 

-6,0 -5,0 -4,0 -3,0 

AS/R + lncj) 

y = 2,6193x- 3,703 

R2 = 0,9433 

-2,0 -1,0 -7,0 0 

-9,0 

-11,0 

-13,0 

-15,0 

-17,0 

-19,0 

-21,0 

-23,0 

-25,0 

Rys. 80. Wykres zale:lnosci ~H od ~S/R+lncj) badanych zwi(lzk6w na kolumnie 

Chiralcel OD w fazach ruchomych: 

-1,5 

+ n-heksan/IPA (90/10 v/v), 

n-heksan/IP A/H20 (90/1 0/0,2 v/v/v). 

Chiralcel OD 

y= 1,0173x-0,2208 . 15% EtOH . 10% IPA y= 1,0551x-0,2851 

R2 = 0,9957 R2 = 0,9766 

-2,0 

TMS 

1,0 

Rys. 81. Wykres zaleznosci ~~H od T MS enancjomer6w badanych zwi~zk6w na 

kolumnie Chiralcel OD w fazach ruchomych: 

+ n-heksan/EtOH (85115 v/v), 

• n-heksan/IPA (90/1 0 v/v). 
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J: -0,8 

~ 

y = 1,0173x- 0,2208 

R2 = 0,9957 

-0,6 -0,4 

• 
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Chiralcel OD 

•15% EtOH • 15% EtOH + H20 

0,6 l 

0,4 

0,2 

-0,2 

-0,8 ' 

-1,0 . 
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Rys. 82. Wykres zaleznosci ~~H od T ~~S enancjomer6w badanych zwi(\_zk6w na 

kolumnie Chiralcel OD w fazach ruchomych: 

-1,4 

+ n-heksan/EtOH (85/15 v/v), 

n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). 

Chiralcel OD 

y = 1,0551x- 0,2851 

R2 = 0,9766 
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Rys. 83. Wykres zaleznosci ~~H od T ~~S enancjomer6w badanych zwi(\_zk6w na 

kolumnie Chiralcel OD w fazach ruchomych: 

+ n-heksan/IPA (90/10 v/v), 

n-heksan/IP A/H20 (90/1 0/0,2 v/v/v). 
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2.6 Okreslanie czystosci enancjomerycznej pochodnych 
pirolidyno-2-onow 

Uzyskane wyniki dla faz polisacharydowych zostaly wykorzystane do 

opracowania analitycznej metody oznaczania czystosci enancjomerycznej wybranych 

zsyntezowanych zwi~zk6w (Ph 1, Ph2, M eO 1, Me02, Cl1 ). 

Rozpatruj~c badane uklady pod wzgl~dem czasu analizy badanych zwiazk6w 

i uzyskanej enancjoselektywnosci wybrano nast~puj~ce uklady: 

• Zwi~zki z grupy OMe oraz Ph2, Cl1, Cl2 - kolumna Chiralcel OD, faza 

ruchoma: n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). 

• Pozostale zwi~zki (Phi, Ph3, Ph4, Ph5, Ph6, Cl6)- kolumna Chiralpak 

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

Badania przeprowadzono w temperaturze 25°C. 

Przykladowe chromatogramy dla dw6ch zwi~zk6w prLedstawiono ponizej na 

Rys. 84-85. 
0,40,------------------------------------, 

0,35 
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~ 0,20 
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0,10 

1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00 15,00 16,00 17,00 18,0( 
Minutes 

Rys. 84. Sprawdzenie czystosci enancjomeru Me01 (R) kolumna Chiralcel OD , faza 

ruchoma: n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). Wykres przedstawia 

naloZenie dw6ch chromatogram6w racematu zwictzku M eO 1 i enancjomeru 

(R) zwi~zku MeO 1. 

enancjomer Czas retencji Czystosc enancjomeryczna w o/o 
Me01 (S) 12,8 0,04 
Me01 (R) 13,8 99,96 
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Rys. 85. Sprawdzenie czystosci enancjomeru Cll (R) kolumna Chiralcel OD, faza 

ruchoma: n-heksan/EtOH/H20 (85/15/0,2 v/v/v). Wykres przedstawia 

nalozenie dw6ch chromatogram6w racematu zwi'l,zku Cl1 i enancjomeru (R) 

zwi(\.zku Cl. 

enancjomer Czas retencji Czystosc enancjomeryczna w o/o 
Cll (S) I 0,3 0,16 
Cl1 (Rl 11,3 99,84 
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2. 7 Podsumowanie i wnioski 

Na kolumnie Chiralcel OD otrzymano dt1Zo nizsz~ enancjoselektywnosc w 

por6wnaniu do jej amylozowych odpowiednik6w. Zakres wsp6lczynnika rozdzielenia a 

wynosi 1 ,00-1,19 na Chiralcel OD, natomiast na kolumnach amylozowych: Chiralpak 

AD, Chiralpak lA wynosi odpowiednio 1,00-3,49; 1,00-1,74. Wyniki pokazuj~ iz 

wszystkie badane zwi~zki mog~ zostac rozdzielone na kolumnie Chiralpak lA stosuj~c 

jako faz(( ruchom~ mieszanin(( n-heksanu z dodatkiem etanolu, jako modyfikatora fazy 

ruchomej. Rozdzielenie zwi'l_Zk6w na pozostalych fazach stacjonarnych: Chiralpak AD 

i Chiralcel OD wymaga zmiany modyfikator6w ( etanol, izopropanol, niewielka ilosc 

wody) fazy ruchomej. Najlepszy wynik otrzymano dla zwi~zku Ph1 na kolumnie 

Chiralpak AD w fazie ruchomej: n-heksan/EtOH (85/15 v/v) (a=3,49). 

Zamiana izopropano1u na etanol jest korzystna w przypadku faz amylozowych 

Chiralpak AD i Chiralpak lA. Powoduje ona w wi((kszosci przypadk6w zwi((kszenie 

rozr6:lnienia chiralnego badanych zwi'l_Zk6w. Szczeg6lnie jest to istotne dla kolumny 

Chiralpak lA, dla kt6rej 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 zwi~zk6w modelowych. 

Dodatek wody do fazy ruchomej moze wplywac zar6wno na polepszenie jak i na 

pogorszenie enancjoselektywnosci. Na 90 przeprowadzonych eksperyment6w (15 

zwi'l_Zk6w na 3 kolumnach , 2 alkohole) niewielki dodatek wody (0,2%) wplywa na 

popraw(( rozdzielenia enancjomer6w w 9 przypadkach dla fazy ruchomej z lP A jako 

modyfikatorem fazy ruchomej i w 23 przypadkach dla fazy z etanolem. Pogarsza 

enancjoselektywnosc dla 15 zwi~zk6w w fazie z IPA i 16 w fazie z etanolem. Natomiast 

nie ma wplywu na 21 przypadk6w z IPA, (z czego 15 na kolumnie Chiralpak lA) i 7 w 

przypadku faz z etanolem. Natomiast dla 6 zwi~zk6w obecnosc wody w fazie ruchomej 

jest niezb((dna, aby uzyskac rozr6znienie chiralne. Dodatek wody jest bardziej 

zauwazalny na kolumnach amylozowych w por6wnaniu do kolumny celulozowej. 

Przeprowadzone badania NMR wykazaly, :le dodatek wody moze zmieniac struktur(( 

fazy amylozowej, jednak:le zmiany te nie byly widoczne dla zloza celulozy. 

Kolumny Chiralpak AD i Chiralcel OD mog~ bye wzajemnie uzupelniaj~cymi 

si(( selektorami. Potwierdza to zmiana kolejnosci wymywania poszczeg6lnych 

enancjomer6w na obu kolumnach zbadana dla 6 wybranych zwi~zk6w. Ponadto na 
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kolumnie Chiralcel OD z etanolem jako modyfikatorem fazy ruchomej grupy zwi~zk6w 

OMe, Cl rozdzielaj~ si~ lepiej od grupy zwi~zk6w Ph, natomiast na kolumnie Chiralpak 

AD w tej samej fazie zachowuj~ si~ odwrotnie i enancjoseparacja zwi~zk6w z grupy Ph 

jest lepsza w por6wnaniu do zwi~zk6w z grup OMe i Cl. 

Wzrost temperatury w wiekszosci przypadk6w wplywa na zmniejszenie 

wsp6lczynnik6w retencji jak i enancjoseparacji badanych zwi~zk6w. Uzyskane liniowe 

zaleznosci van' t Hoffa zwi~zk6w modelowych swiadcz~ ze nie ma zmiany 

mechanizmu retencji zwi~zk6w modelowych w badanym zakresie temperatur. 

Wyliczone na tej podstawie funkcje termodynamiczne wskazuj~ iz zmiana skladu fazy 

ruchomej ( etanol, izopropanol, dodatek wody) wplywj~ na zmian~ entalpii i entropii 

przejscia enancjomer6w z fazy ruchomej do fazy stacjonamej. W wi~kszosci 

przypadk6w wielkosc ~H jest bardziej ujemna dla enancjomeru dluzej przebywaj~cego 

na fazie stacjonamej, a rozr6:Znienie chiralne badanych zwi~zk6w wynika z r6znic 

entalpowych ( czyli proces retencji oraz enancjoselektywnosci jest kontrolowany 

entalpowo ). 

Uzyskane wyniki kompensacji entalpowo-entopowych pokazuj~ iz mechanizmy 

retencji oraz rozr6znienia chiralnego badanych zwi~zk6w na kolumnach 

polisacharydowych r6zni~ si~ w zale:Znosci od zastosowanego w fazie ruchomej 

alkoholu. Najbardziej widoczne jest to na kolumnie Chiralcel OD, na kt6rej otrzymano 

liniowe zaleznosci dla poszczeg6lnych faz alkoholowych. Dodatek wody nie wplywa 

znacz~co na mechanizmy retencji i enancjoselektywnosci (kompensacje pokrywaj~ si~ z 

uzyskanymi dla odpowiednich alkoholi). W przypadku faz amylozowych (Chiralpak 

AD i Chiralpak lA) otrzymane wyniki pokazuj~ iz mechanizmy retencji oraz 

enancjoseparacji zwi~zk6w w poszczeg6lnych ukladach s~ duzo bardziej 

skomplikowane (liniow~retencj~ uzyskano tylko dla faz z etanolem). 

Otrzymane wyniki analizy QSRR pokazuj~ iz dominuj~cymi oddzialywaniami 

na polisacharydowych fazach stacjonamych wplywaj~cymi na retencj~ badanych 

zwi~zk6w s~ wi~znia wodorowe oraz oddzialywania zwi~zane z polaryzowalnosci~ 

cz~steczek. Przy czym na kolumnach amylozowych s~ to oddzialywania okreslane jako 

kwasowe wi~zania wodorowe, a na kolumnie celulozowej s~ to zasadowe wi~zania 

wodorowe. Proces enancjoseparacji na fazach polisacharydowych jest wynikiem 

licznych, ale slabych oddzialywan. Analiza QSRR wykazala, ze zalezy on od wielu 

parametr6w i nie jest mozliwe okreslenie, kt6re z nich stanowi~ kluczowa rol~ w 

rozr6znieniu chiralnym. 
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Kolumny polisacharydowe mozna wykorzystac w oznaczantu czystosci 

enancjomerycznej badanych zwi~zk6w. Wydaje si~, ze najlepsze pod wzgl~dem czasu 

analizy oraz enancjoseparacji badanych zwi~zk6w w temperaturze nie wi~kszej niz 

25°C s~ nast~puj~ce metody: kolumna Chiralcel OD, faza ruchoma: 

n-heksan/EtOHIH20 (85/15/0,2 v/v/v) dla zwi(\_zk6w z grupy OMe oraz Ph 1, Ph2, Cl1, 

Cl2 oraz kolumna Chiralpak lA, faza ruchoma: n-heksan/EtOH (85/15 v/v) dla 

pozostalych zwi~zk6w (Ph3, Ph4, Ph5, Ph6, Cl6). 
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PODSUMOWANIE KONCOWE 

Technicznie najlatwiejszym a zarazem najtailszym sposobem modyfikowania 

selektywnosci i efektywnosci rozdzieleil chromatograficznych jest zmiana skladu fazy 

ruchomej. Jednoczesnie jednak jest to spos6b najtrudniejszy, gdyz nie poddaje si~, w 

wi~kszosci przypadk6w, intuicyjnemu przewidywaniu skutk6w. Modyfikatory bowiem 

mogct wplywac nie tylko na retencj~, ale i na enancjoseparacj~ poprzez oddzialywania z 

badanct substancjct w fazie ruchomej bctdz tez konkurowac z nict w sorpcji na miejscach 

aktywnych fazy stacjonamej. Finalny obraz jest wi~c zlozony, czego znakomit(\_ 

ilustracjctjest np. wplyw czynnik6w achiralnych na enancjoseparacj~. 

Temu zagadnieniu poswi~cona jest niniejsza praca, w kt6rej przedstawiono 

analiz~ wplywu srodowiska achiralnego na rozdzielenie enancjomer6w grupy zwictzk6w 

modelowych, pochodnych pirolidyn-2-onu. Do badail wykorzystano chiralne kolumny 

polisacharydowe (Chiralpak AD, Chiralpak lA, Chiralcel OD) oraz kolumn~ 

cyklodekstrynowct (Cyclobond I DMP), kt6rych cechct wsp6lnct jest posiadanie tego 

samego podstawnika karbamanianu 3,5-dimetylofenylowego. Analiza QSRR pozwolila 

na statystycznct ocen~ zachodzctcych oddzialywail w badanych ukladach. Za pomocct 

wybranych deskryptor6w molekulamych i prostego modelu udalo si~ dose dobrze 

odwzorowac retencj~ i enancjoselektywnosc zwictzk6w w badanych ukladach. Badania 

pokazujctjak bardzo oddzialywania te mogct si~ zmieniac w zaleznosci od zastosowanej 

fazy fuchomej. 

W oparciu o doswiadczenia praktyczne zebrane w trakcie wykonywania 

doswiadczeil (dla substancji podobnych do zbadanych w niniejszej pracy) mozna podac 

kilka wskaz6wek praktycznych w celu opracowania efektywnej metody rozdzielania 

enancjomer6w. Post~powanie dla faz Chiralpak AD i Chiralcel OD przedstawiono na 

Rys. 86. Na fazie stacjonamej Chiralpak AD w pierwszej kolejnosci zaleca si~ 

zastosowanie etanolu w mieszaninie z n-heksanemjako modyfikatora fazy ruchomej. W 

przypadku uzyskania niewystarczajctcego rozdzielenia bctdz nie uzyskania go w og6le 

nalezy do fazy ruchomej etanol : n-heksan dodac niewielkct ilosc wody ( okolo 0,2o/o ). 

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 nalei:y zmienic selektor na inny, 

np. na Chiralcel OD. Na kolumnie Chiralcel OD schemat post~powania jest odwrotny 
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(Rys. 86). Zaczynamy od izopropanolu jako modyfikatora fazy ruchomej. W nast~pnej 

kolejnosci odpowiednio dodatek wody, zamiana izopropanolu na etanol i na koncu 

dodatek wody do fazy etanol : n-heksan. W przypadku nie uzyskania rozdzielenia 

nalezy poszukac innego selektora. Nalezy tu zaznaczyc, iz niewielki dodatek wody do 

fazy ruchomej na fazach polisacharydowych moze nam posluzyc r6wniez jedynie jako 

czynnik do optymalizacji uzyskanego rozdzielenia. 

TAK 

TAK 

TAK 

TAK 

ROZDZIELENIE 
ENANCJOMEROW 

CHIRAPLAK AD 

EtOH : n-heksan 

NIE 

NIE 

zanuana na 
CHIRALCEL OD 

lub 
inny selektor 

CHIRALCEL OD 

TAK 
IPA : n-heksan 

NIE 

TAK dodatek H10 
do IPA : n-heksan 

NIE 
TAK 

------- ElOH : n-heksan 

TAK NIE 

dodatck H10 
do EtOH : n-heksan 

NIE 

zamiana na 
ROZDZIELENIE CHIRALPAKAD 

ENANCJOMEROW lub 
inny selektor 

Rys. 86. Schemat kolejnosci stosowania modyfikator6w na fazach Chiralpak AD 

i Chiralcel OD 

Ciekawym przypadkiem jest kolumna Chiralpak lA, w kt6rej zastosowanie 

techniki unieruchomiania selektora na silikazelu mialo na celu zwi~kszenie trwalosci 

jak r6wniez zakresu zastosowan rozpuszczalnik6w. Doswiadczenie pracy z t'l_ kolumn'l_ 

wskazuje, ze zastosowanie izopropanolu jako modyfikatora fazy ruchomej nie jest 

najlepszym wyborem, wr~cz nalezy go unikac. Zamiana modyfikatora fazy ruchomej z 

izopropanolu na etanol powoduje dlugi czas ustalania r6wnowagi. Ponadto w fazach 

ruchomych z izopropanolem nie uzyskano zadnego rozdzielenia. JednakZe w przypadku 
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zastosowania etanolu jako modyfikatora fazy ruchomej kolumna Chiralpak lA 

wykazuje r6wnie dobre wlasciwosci rozdzielcze jak Chiralpak AD. 

Na kolumnach polisacharydowych zauwazono zmian~ kolejnosci wymywania 

enancjomer6w co moze zostac wykorzystane w analizie czystosci enancjomerycznej, 

gdyz wtedy istotne jest aby zanieczyszczenia wychodzily przed gl6wnym pikiem. W 

przypadku badanych zwi~zk6w mozna to uzyskac zamieniaj~c kolumn~ amylozowct 

(Chiralpak AD lub Chiralpak lA) na kolumn~ celulozow~ (Chiralcel OD) lub 

odwrotnie. 

W przypadku fazy cyklodekstrynowej (Cyclobond I DMP) nte uzyskano 

zadowalaj~cego rozdzielenia badanych zwi~zk6w. JednakZe pewne wnioski z pracy z tct 

fazct si~ nasuwaj~. Przede wszystkim praca w ukJ:adach normalnych pokazuje, iz wplyw 

modyfikatora organicznego jak r6wniez dodatek wody nie jest tu tak efektywny jak na 

fazach polisacharydowych. Dodatek wody w zasadzie gl6wnie poprawia sprawnosc 

ukladu, tylko w nieznacznym stopniu wplywa na polepszenie enancjoseparacji 

badanych zwictzk6w. Zastosowanie odpowiedniego ukladu faz ruchomych zmienia 

mechanizm oddzialywania zwi~zk6w z faz~ stacjonarn~. Mozna to wykorzystac w 

praktyce jesli retencja zwi~zku jest bardzo dluga. NaleZy wtedy zmienic uklad faz 

normalnych na fazy odwr6cone lub odwrotnie. 

Nalezy jednakZe podkreslic, ze nie jest mozliwe na podstawie wzoru czctsteczki 

okreslenie, na kt6rej fazie na pewno uzyskamy satysfakcjonujctce nas rozdzielenie. 

R6znorodnosc oddzialywan, jak to pokazala analiza QSRR, na badanych fazach jest 

bardzo duza co umozliwia nam jedynie wyci(\gni~cie raczej og6lnych wniosk6w 

dotycz~cych mechanizm6w retencji i enancjoseparacji. Rozr6znienie chiralne zalezy od 

wielu parametr6w. Przede wszystkim naleZy dobrac odpowiedni selektor. JednakZe 

wplyw achiralnego otoczenia na slabe oddzialywania, jakie wyst~pujct na kolumnach 

polisacharydowych, a w konsekwencji na rozr6znienie chiralne r6wniez nie moze 

zostac pomini~ty. Praca z kolumnami polisacharydowymi pokazuje, jak bardzo zlozony 

jest to proces. S~dz~, ze w przyszlosci mozliwe b~dzie wykorzystanie metod typu 

QSRR jako podstawy komputerowego projektowania optymalnych metod rozdzielania 

izomer6w optycznych w ukladach supramolekularnych. Niezb~dne do tego b~dzie 

uzupelnienie wiedzy empirycznej o szereg fakt6w malo dot~d zbadanych, np. 

deksryptory molekularne dla biopolimer6w w zaleznosci od srodowiska, kt6re mog~ 

przyczynic si~ do lepszego zaplanowania eksperymentu jak r6wniez zwi~kszenia 

zakresu zastosowan chromatografii chiralnej. Dotychczasowe deskryptory opieraj~ si~ 
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na statystycznej analizie charakteru chemicznego zwi~zku. Wydaje si((, ze zastosowanie 

metody dokowania molekulamego daje nadziej(( na lepsze wyjasnienie oddzialywan 

zachodzacych w poszczeg6lnych ukladach. Poznanie i zrozumienie mechanizm6w 

oddzialywan zachodz~cych mi((dzy badanym zwi~zkiem z faz~ stacjonam~ a takZe 

wplywu otoczenia jest bardzo wazny, gdyz daje mam to podstaw(( do odniesienia do 

bardziej skomplikowanych uklad6w biologicznych. Problem ten jest wci~z 

przedmiotem badan i wielkim wyzwaniem dla badaczy. 
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STRESZCZENIE 

Chromatograficzna analiza chiralnych zwiqzk6w nabiera ciqgle coraz wi<tkszego 

znaczenia. Bez Wqtpienia najbardziej istotna jest ona w przemysle farmaceutycznym 

oraz w badaniach kilnicznych, gdzie analiza czystosci optycznie czynnych lek6w, 

toksyn oraz ich metabolit6w ma bardzo duzy wplyw na ludzkie zdrowie czy tez na 

efektywnq terapi<t. Ze wzgl<tdu na duze zdolnosci rozdzielcze do analizy lub 

rozdzielenia enancjomer6w CZ<tsto wykorzystuje si<t fazy stacjoname cyklodekstrynowe 

i polisacharydowe. Wiedza odnosnie mechanizm6w oddzialywan zwiqzk6w na tych 

fazach stacjonarnych jest wciqz niewystarczajqca. Odpowiednie dobranie fazy ruchomej 

jest niezwykle wazne w chromatografii cieczowej, gdyz moze ona oddzialywac z 

badanymi zwiqzkami jak r6wniez z fazq stacjonamq. Wydaje si<t to szczeg6lnie wai:ne 

w przypadku faz polisacharydowych, na kt6rych rozr6znienie chiralne jest wynikiem 

licznych, ale slabych oddzialywan. Dodatkowym utrudnieniem jest obserwacja, ze 

czynniki achiralne mogq wplywac nie tylko na retencj<t, ale r6wniez i na 

enancjoselektywnosc ukladu. 

Celem pracy bylo zbadanie wplywu skladu fazy ruchomej na rozr6znienie 

chiralne grupy zwiqzk6w modelowych w ukladach chromatografii cieczowej z 

wykorzystaniem cyklodekstrynowej (Cyclobond I DMP) i polisacharydowych 

(Chiralpak AD, Chiralpak lA, Chiralcel OD) faz stacjonamych. Do badan wykorzystano 

grup<t 15 zwiqzk6w pochodnych 1-[2-hydroksy-3-(4-fenylopiperazyn-1-ylo)-propylo]­

pirolidyn-2-onu, kt6re zostaly zsyntezowane w trakcie poszukiwania nowych lek6w na 

arytmi<t i nadcisnienie w Zakladzie Fizykochemicznej Analizy Leku Katedrze Chemii 

Farmaceutycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum. Podj<tto pr6b<t 

wyjasnienia molekularnych mechanizm6w odpowiedzialnych za rozdzielanie 

enancjomer6w w badanych ukladach z pomocq metody QSRR opartej na ilosciowej 

korelacji pomi<tdzy deskryptorami molekularnymi a parametrami chromatograficznymi 

badanych zwiqzk6w. 

W pierwszej cz<tsci pracy wykonano badania w ukladzie HPLC na kolumnie ze 

zwiqzanq cyklodekstrynq Cyclobond I DMP. Kolumna ta umozliwia zastosowanie 

trzech r6znych uklad6w: faz normalnych, polamej organicznej fazy oraz ukladu faz 

odwr6conych. Uzyskane wyniki retencji i enancjoseparacji zwiqzk6w modelowych 

uzupelnione analizq QSRR potwierdzajq, iz zmieniajq si<t mechanizmy retencji, 
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separacji enancjomer6w, a taki:e kolejnose wymywania zwiCl,zk6w z kolumny w 

zalei:nosci od zastosowanego ukladu faz ruchomych. Analiza QSRR wykazuje dobr'l 

korelacj~ parametr6w regresji dla badanych uklad6w (R2 powyi:ej 0,8). Obliczone 

wartosci wsp6lczynnik6w rozdzielenia ( <lteorJ dla wszystkich uklad6w 

chromatograficznych dobrze koreluj'l si~ ze wsp6lczynnikami uzyskanymi 

eksperymentalnie. 

Druga cz~se pracy dotyczyla faz polisacharydowych: Chiralpak AD, Chiralpak 

lA, Chiralcel OD. W ukladach normalnych zbadano wplyw alkoholi: etanolu 

i 2-propanolu oraz niewielkiego dodatku wody na retencj~ i enancjoselektywnose 

badanych zwiCl,zk6w. Otrzymane wyniki pokazuj'l, ii: na polisacharydowych fazach 

stacjonarnych czynniki takie jak sklad fazy ruchomej, struktura zwi'lzk6w modelowych 

jak r6wniei: spos6b obsadzenia czynnika enancjoselektywnego na silikai:elu mog'l 

wplywac na zmian~ intermolekulamych oddzialywan odpowiedzialnych za retencj~, a 

taki:e rozr6i:nienie chiralne zwhtzk6w modelowych. Zmiana skladu fazy ruchomej moi:e 

r6wniei: prowadzie do zupelnie nowych wlasciwosci kolumny. Uzyskanie tak dui:ych 

r6i:nic w enancjoselektywnosci zwiCl,Zk6w modelowych w r6i:nych fazach ruchomych 

moi:e bye wynikiem wplywu modyfikator6w na zmian~ otoczenia chiralnych wn~k 

i kanal6w na fazach polisacharydowych. Prawdopodobnie modyfikatory w r6i:ny 

spos6b oddzialujCl, z fazCl, stacjonarn(\ prowadzCl,c do zmiany bCl,di tei: blokady 

oddzialywan odpowiedzialnych za chiralne rozr6i:nienie. Moi:e bye to powodem 

uzyskania lepszej, gorszej lub nie uzyskania w og6le enancjoseparacji badanych 

zwiCl,Zk6w tak jak w przypadku faz z izopropanolem na kolumnie Chiralpak lA. Analiza 

QSRR dla faz polisacharydowych potwierdza jak bardzo skomplikowane S'l to uklady i 

jak wiele r6i:nych oddzialywan moi:e wplywac na uzyskan(\ retencj~ i enancjoseparacj~ 

badanych zwi'lzk6w. Powoduje to, i:e nawet niewielkie zmiany skladu fazy ruchomej 

mog'l w znacz'lcym stopniu wplywae na uzyskanie rozdzielenia badanych substancji. 

Dlatego tei: odpowiednie dobranie fazy ruchomej w przypadku tych faz jest niezwykle 

istotne. 

W zwiCl,zku z tym, i:e do badan wykorzystano zwiCl,Zki o potencjalnym znaczeniu 

farmakologicznym opracowanie metody analizy czystosci enancjomerycznej ma 

znaczenie praktyczne. Przeprowadzone badania wskazujCl,, i:e do tego celu najlepiej 

nadaj'l si~ fazy polisacharydowe. 
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