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STRESZCZENIE

Sole sodowe kwasow cholowych naleza do grupy naturalnych surfaktantow
o nieliniowej budowie. W s$rodowisku wodnym tworza micele, ktére uczestnicza
w transporcie molekut hydrofobowych o duzym znaczeniu biologicznym. Z uwagi
na obecno$¢ licznych centrow asymetrii w molekule surfaktantu, tworzone micele
charakteryzuje zdolnos¢ rozréznienia chiralnego stereoizomerow.

Niniejsza rozprawa doktorska zawiera opis badan nad wlasciwosciami
separacyjnymi faz utworzonych na bazie miceli soli sodowej kwasu cholowego oraz
soli sodowej kwasu deoksycholowego w wybranych technikach rozdzielczych. Badania
przeprowadzono w ukladach podzialowej chromatografii gazowej (GLC),
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) oraz elektroforezy kapilarnej (CE).
W zaleznosci od wybranej techniki micele cholanéw modyfikowaly fazg stacjonarna,
ruchomg lub tez tworzyly faz¢ pseudostacjonarna jak miato to miejsce w metodzie CE.

Czgs¢ pierwsza rozprawy ma charakter opisowy i zawiera zarys teorii oraz
informacje przydatne w lekturze czgsci drugiej. Kolejne fragmenty obejmuja opis
podstawowych poje¢ z chemii surfaktantow, charakterystyke badanych ukladow
amfifilowych, zarys teorii izomerii oraz opis technik badawczych.

Czg¢s¢ druga rozprawy jest wlasciwym opisem pracy doktorskiej. Rozpoczyna sig
od opisu metod i procedur, ktore zostaly zastosowane w niniejszej rozprawie.
W kolejnych rozdziatach przedstawiono wyniki przeprowadzanych eksperymentow
w warunkach stosowanych technik rozdzielczych.

Uzyskane dane w ukliadzie podzialowej chromatografii gazowej po raz pierwszy
dostarczaja dowodow, ze agregacja cholanow moze nastgpowaé w Srodowisku
rozpuszczalnika organicznego. Wartos¢ krytycznego stgzenia micelarnego (CMC)
okreslona zostala metoda pomiaru napiecia powierzchniowego. Wykazano, ze retencja
zwiazkéw chromatografowanych $cisle zalezy od stgzenia surfaktantu w fazie
stacjonarnej. Przeprowadzone badania temperaturowe umozliwily wyznaczenie entalpii
oddziatywania analitu z forma wolna oraz zagregowana surfaktantu. Na podstawie
zebranych wynikéw sformulowano hipotez¢ objasniajaca mechanizm retencji

w warunkach micelarnej chromatografii gazowe;j.



Wilasnosci  enancjoseparacyjne  cholanowych faz  ruchomych zbadano
w warunkach wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Przeprowadzone
badania pozwolity uzyskac bardziej szczegdlowe informacje dotyczace wplywu rodzaju
i stgzenia dodatku modyfikatora organicznego na proces rozpoznania chiralnego przez
micele soli kwaséw cholowych. Wyznaczone parametry termodynamiczne takie jak
entalpia. entropia i energia swobodna Gibbsa wykorzystane zostaly do opisu procesu
separacji atropoizomeréw molekul modelowych. Zgromadzone wyniki pozwalaja na
poszerzenie stanu istniejacej wiedzy dotyczacej mozliwosci rozdzielczych miceli soli
kwaséw cholowych w warunkach chromatografii cieczowej.

W metodzie elektroforezy kapilarnej cholan i deoksycholan sodu wykorzystano
jako fazy pseudostacjonarne do rozdzielenia stereoizomeréw zwiazkéw pochodzenia
naturalnego. Zbadano wplyw srodowiska achiralnego (rodzaj buforu wiodacego,
rozpuszczalnika organicznego) na proces separacji chiralnych flawonoidéw. Uzyskane
wyniki pokazujg, ze ukiady micelarne cholanu i deoksycholanu sodu wykazuja duza
stereoselektywnos$¢ w stosunku do diastereoizomeréw flawanonéw. Na podstawie
zebranych wynikéw opracowano metod¢ rozdzielenia mieszanin izomeréw
flawanonéw. Zoptymalizowang metod¢ praktycznie zastosowano do okreslenia sktadu
diasteroizomerycznego sokow wyciskanych owocéw cytrusowych.

W  ostatnim rozdziale pracy zamieszczone zostalo  podsumowanie

i najwazniejsze wnioski z przeprowadzanych eksperymentow.

-vi-



CZESC LITERATUROWA

WPROWADZENIE

Praca dotyczy zastosowania soli sodowych kwasow cholowych w technikach
rozdzielczych jako amfifilowych s$rodowisk supramolekularnych. W zwiazku

z zakresem pracy opracowanie literaturowe sklada si¢ z czterech rozdziatow:

= rozdzial 1 zawiera podstawowy opis wraz z metodami badawczymi procesu
agregacji zwiazkow amfifilowych w réznych uktadach rozpuszczalnikow.

* w rozdziale 2 szczegélowo opisano obiekty badan - sole sodowe kwasow
cholowych - ich wystgpowanie. budowg oraz wlasciwosci fizykochemiczne,

= rozdziat 3 poswigcony jest klasyfikacji izomerow oraz przedstawia opis
budowy i wilasnosci czasteczek modelowych rozdzielanych w uktadach
badanych amfifili,

» rozdziat 4 zawiera podstawowe wiadomosci z zakresu technik
chromatograficznych oraz elektroforetycznych, jako technik rozdzielczych

zastosowanych w niniejszej pracy.



Wstep do chemii surfaktantow

WSTEP DO CHEMII SURFAKTANTOW

1.1 Surfaktanty i micele

Na rozpuszczalnos¢ molekul w roztworach ma wptyw zaréwno natura czasteczki
rozpuszczanej jak rowniez wlasciwosci fizykochemiczne rozpuszczalnika. Powszechnie
znana jest zasada: ,, podobne rozpuszcza podobne”. Polarne czasteczki sa zatem dobrze
rozpuszczalne w polarnych rozpuszczalnikach, a nie przechodza do niepolarnej fazy
cieklej. Wlasnos¢ ta staj¢ si¢ niezwykle interesujaca w przypadku czasteczek
amfifilowych. Mianem czasteczek amfifilowych, zwanych inaczej czasteczkami
powierzchniowo czynnymi lub krdcej surfaktantami, okreslamy molekuty w ktorych
budowie wyrézni¢ mozna zardwno czgs¢ polarng jak i niepolarng [1]. W klasycznym
typie surfaktanta mamy do czynienia z hydrofobowym fancuchem weglowodorowym
i hydrofilowa glowka (Rys. 1.1). W =zaleznosci od chemicznej natury czgsci

hydrofilowej, surfaktanty moga by¢ m.in. kationowe, anionowe lub niejonowe [2].

hydrofobowy ogon hydrofilowa gléwka
siarczan dodecylu sodu (SDS)
Rys. 1.1 Budowa czasteczki amfifilowej
Najbardziej korzystnym energetycznie jest stan, w ktorym kazda z czgsci surfaktanta
znajduje si¢ w sprzyjajacym dla siebie srodowisku, a to mozliwe jest na granicy faz
dwoch osrodkow. Kiedy powierzchnia migdzyfazowa ulegnie catkowitemu nasyceniu

amfifilem, czasteczki powierzchniowo czynne wnikaja do glebi roztworu

1 minimalizujac niekorzystne oddzialywanie o charakterze hydrofobowym, organizuja
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sie w  dynamiczne uktady  typu micelarnego. Liczba  agregacji
(ang. aggregation number, n) okreslajaca liczbe monomerow sktadajacych si¢ na dana
struktur¢ micelarna, $cisle zalezy zarowno od typu surfaktanta jak tez samego

srodowiska (m.in. natury rozpuszczalnika, temperatury, pH).

_CMC

wlasnos¢ fizykochemiczna

stezenie surfaktanta

Rys. 1.2 Zaleznos¢ wybranych wlasciwosci fizykochemicznych od stezenia surfaktantu

Podstawowym pojeciem opisujacym proces micelizacji jest krytyczne stezenie
micelarne (ang. Critical Micelle Concentration, CMC) [2]. Okresla ono wartos¢
stezenia surfaktantu w roztworze, powyzej ktdrego znajduje si¢ on w formie
zagregowanej, ponizej zas w postaci monomerow. W celu wyznaczenia CMC stosuje
si¢ rozne techniki eksperymentalne, migdzy innymi pomiar napigcia powierzchniowego
(ST), rozpraszanie swiatla (LS), magnetyczny rezonans jadrowy (NMR) czy tez
pomiary fluorescencyjne. Wiadomo bowiem, ze wiasnosci fizyczne (np. napigcie
powierzchniowe, rozpuszczalnosé, lepkos¢) uktadu w punkcie CMC ulegaja znaczacej
zmianie. Mamy do czynienia z pewnego rodzaju nieciagloscia wiasciwosci fizycznych
roztworu (Rys. 1.2). Wyzej wymienione techniki podzieli¢ mozna na metody
nieinwazyjne, bezposrednio mierzace parametry fizykochemiczne ukladu, np. LS,
NMR, jak réwniez posrednie, ktore opieraja si¢ na obserwacji innych molekut
w srodowisku surfaktanta np. pomiary fluorescencji. W zaleznosci od stosowanej

techniki wartos¢ CMC dla danego ukfadu amfifila moze znaczaco si¢ réznic [3, 4].
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Istotng rolg w procesie agregacji odgrywa temperatura. Zbyt niska temperatura roztworu
moze prowadzi¢ do zjawiska separacji faz, natomiast zbyt wysoka moze powodowac
rozpad ukfadu micelarnego. Ogodlnie istnieje tendencja, ze wraz ze wzrostem
temperatury warto§¢ CMC rosnie, a liczba agregacji maleje. Temperatura, w ktorej
rozpuszczalno$¢ monomeru jest taka sama jak ukladu zagregowanego, wyznacza tzw.

punkt Krafta (ang. the Kraft Point, Tx) [2].

1.2 Agregacja w roztworach wodnych

W zaleznosci od budowy surfaktanta w roztworach tworzone sg réznego rodzaju
agregaty. Najlepiej poznanym typem struktur zagregowanych w roztworach wodnych sa
micele. Jako uklady dynamiczne zbudowane sa ze zorganizowanych czasteczek
amfifilowych (monomeréw), w ktérych hydrofobowe fancuchy skierowane sa do srodka
miceli, tworzac lipofilowy rdzen agregatu. Natomiast grupy hydrofilowe skierowane sa

na zewnatrz w kierunku otaczajacej je fazy wodnej (Rys. 1.3).
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Rys. 1.3 Schematyczna budowa miceli sferycznej

Biorac pod uwage budowe surfaktanta w roztworach wodnych tworzone sg réznego
typu micele. Najprostsza i czgsto wystgpujaca forma jest micela sferyczna o liczbie
agregacji 40-100 i srednicy 5-10nm. Klasyczny model miceli sferycznej (Rys. 1.3)
podany przez Hartleya [5] dobrze opisuje wiele uktadéw surfaktantow w wodzie
m.in. Brij 35, CTAB. Tak wysoce uporzadkowany uklad wydaje si¢ by¢ jednak

wyidealizowany, na co wskazuja badania kinetyki procesu samoorganizacji
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przeprowadzone przez Mengera [6]. Niemniej jednak model Hartleya zostal przyjety
jako model rzeczywisty i powszechnie wystepuje w literaturze. W obecnosci silnie
oddziatujacych przeciwjonéow w roztworze lub par jonowych surfaktantéw (mieszanina
kationowych i anionowych surfaktantéw) micela moze przybra¢ ksztalt cylindryczny.
Takie wydluzone struktury moze tworzy¢ m.in. siarczan dodecylu sodu (SDS).
Z punktu widzenia uktadow biologicznych wazna rol¢ odgrywaja agregaty o strukturze
lamelarnej (ang. lamellar) oraz pgcherzykow (ang. vesicles) (Rys. 1.4). Przyktadem
naturalnie wystgpujacych struktur lamelarnych sa blony cytoplazmatyczne, ktorych
podstawowym skladnikiem strukturalnym sa fosfolipidy. Zamknigcie struktur
lamelarnych prowadzi do powstania uktadow sferycznych nazywanych pegcherzykami.
Do struktur samoistnie powstajacych z fosfolipidow tego typu naleza lipoproteiny,

bedace naturalnymi liposomami o srednicy 20-100nm.
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Rys. 1.4 Morfologia zagregowanych ukladéw surfaktantow w Srodowisku wodnym: (a) micela
sferyczna, (b) micela cylindryczna, (c) uklad lamelarny, (d) pecherzyk.

Wzrost stgzenia jonowego surfaktantu w roztworach wodnych moze prowadzi¢
do zmiany morfologii miceli w kierunku struktur o wyzszym uporzadkowaniu: micele
sferyczne — cylindryczne — heksagonalne — lamelarne. Zjawisko to jest wynikiem
spadku sredniej odleglosci pomiedzy agregatami i tym samym wzrostem sily

migdzyczasteczkowego odpychania [7].
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1.2.1 Termodynamika tworzenia miceli i mechanizm agregacji

Tworzenie miceli $cisle wiaze si¢ ze zmianami funkcji termodynamicznych
ukladu agregujacego. Agregacja jest procesem samorzutnym, dlatego tez standardowa
entalpia swobodna micelizacji przyjmuje wartos¢ ujemna, AGy’ <0. Z pomiaréw
eksperymentalnych wiadomo réwniez, ze proces agregacji ma charakter endotermiczny
(AH,/ >0), a to oznacza, ze AS, >0. Dodatnia warto$¢ entropii micelizacji wynika ze
zjawiska okreslanego mianem efektu hydrofobowego. Niepolarna czgs¢ surfaktantu
W roztworze w istotny sposob wplywa na zmian¢ uporzadkowania czasteczek
rozpuszczalnika w najblizszym otoczeniu. Prowadzi to do powstania luk w strukturze
sieci rozpuszczalnika i spadku stopnia swobody molekut wokot utworzonych obszarow
(niska wartos¢ entropii ukfadu amfifil/rozpuszczalnik). Samoorganizacja czasteczek
surfaktantu w uklady micelarne, w ktérych hydrofobowa czg¢é¢ amfifila zwrocona jest
do wnetrza miceli, prowadzi do zaniku luk [8]. W konsekwencji rosnie swoboda ruchu
czasteczek rozpuszczalnika, a tym samym entropia ukladu surfaktant/rozpuszczalnik.
Zjawisko przyciagania czgsci hydrofobowych czasteczek powierzchnio czynnych
polaczone ze wzrostem entropii rozpuszczalnika nazywane jest wilasnie efektem
hydrofobowym [9, 10].

W literaturze proces micelizacji opisywany jest gldwnie za pomoca dwoch
modeli: model dziatania mas (ang. The Mass Action Model) oraz model rownowagi
fazowej (ang. The Pseudo-Phase Equilibrium Model). Model dziatania mas nazywany
rowniez modelem asocjacyjnym [7], przyrownuje agregacj¢ do wieloetapowej reakcji
chemicznej. W kolejnych etapach reakcji laczenia monomeréw (S;) tworzone sa dimery
(S2), trimery (S3), n-mery (S;):

S +§, (L)S2
S, +8, 58,

--------

S

8,28,

gdzie K, K>, K, sa stalymi rownowag. Jak widaé teoria ta przewiduje ciagly charakter
procesu, w ktorym wzrost st¢zenia surfaktantu przesuwa réwnowage w kierunku
tworzenia produktéow, czyli uktadow zagregowanych. Opisany mechanizm agregacji

zaklada szeroki zakres procesu, a tym samym brak jednoznacznie okreslonego punktu
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CMC. W modelu rownowagi fazowej proces micelizacji opisywany jest natomiast jako
zjawisko separacji faz. Micela traktowana jest bowiem jako odrg¢bna, ale rozpuszczalna
faza w ukladzie rozpuszczalnika. Réwnowage pomigdzy monomerami (S) i micelg (M)

o liczbie agregacji n, mozna opisa¢ rGwnaniem:

nS Ly M

n

w ktorym K, jest stalg rOwnowagi procesu:

n [S]n

Powyzsza rownowaga ma charakter dynamiczny i znaczaco wplywa
na polidyspersyjnosé¢ ukiadu. Powyzej krytycznego stezenia micelarnego, stgzenie

monomerow w ukladzie nie zmienia sig.

1.3 Agregacja w polarnych rozpuszczalnikach organicznych

Zjawisko agregacji w niewodnych polarnych rozpuszczalnikach organicznych jest
niezwykle interesujace nie tylko ze wzgledu na wartos$¢ poznawcza samego procesu czy
roli, jaka pelni w nim rozpuszczalni, ale rowniez zastosowan technologicznych, w

ktorych obecnosé molekut wody jest niepozadana.

Tab. 1.1 Poréwnanie wybranych wlasnosci fizykochemicznych polarnych rozpuszczalnikéw
organicznych oraz wody |11, 12].

Wilasnos$¢ fizykochemiczna H,O HY FA GLY GE

Moment dipolowy [D] 1.84 1.85 137 2.56 2.31
Przenikalnos¢ wzgledna, €

(25°C) 78.4 51.7 111.0 42.5 37.7
Parametr Gordona, G [J-m™] 2.75 2.10 1.70 1.52 1.25

Przyjete oznaczenia: GE - glikol etylenowy, GLY - gliceryna, FA - formamid, HY - hydrazyna

Proces micelizacji moze zachodzi¢ w polarnych rozpuszczalnikach o wilasnosciach
fizykochemicznych zblizonych do wody. Trzy wilasnosci, z punktu widzenia
rozpatrywanego procesu, wydaja si¢ by¢ niezwykle wazne [13]: (i) mozliwos¢
tworzenia wigzan wodorowych, (ii) wysoka warto$¢ stalej dielektrycznej oraz (iii)
wysoka warto$¢ gestosci energii kohezji [14], opisywanej przez parametr Gordona (G).

Sposrod calej gamy polarnych rozpuszczalnikow: glikol etylenowy, gliceryna,
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hydrazyna oraz formamid. charakteryzuja si¢ parametrami najbardziej zblizonymi si¢
do wody (Tab. 1.1).
Z punktu widzenia pisanej pracy istotne znaczenie ma agregacja w roztworze

formamidu, dlatego tez zostanie ona oddzielnie omdwiona.

1.3.1 Formamid

Formamid (FA) nalezy do klasy polarnych rozpuszczalnikow protycznych
(Rys. 1.5). Badania NMR oraz IR dowodza, iz w stanie cieklym wystgpuje w formie

jonowej, w ktorej wiazanie C-N posiada charakter wigzania podwdjnego [15].
H O H, O
N—4 — N=
H H H H

Rys. 1.5 Budowa chemiczna czasteczki formamidu

W literaturze jest wiele informacji dotyczacych agregacji zaréwno jonowych jak
i niejonowych surfaktantéw w roztworze formamidu [15, 16, 17]. Nalezy on do grupy
rozpuszczalnikow organicznych, ktére znajduja si¢ w obje¢tosciowej fazie roztworu
micelarnego i nie sa wbudowywane w micele. Mechanizm agregacji oparty jest
na efekcie zmiany wilasnosci strukturalnych rozpuszczalnika w obszarze czasteczek
amfifila (ang. Solvophobic Effect) [18]. Tworzone agregaty w FA charakteryzuja si¢
nizsza liczba agregacji w poréwnaniu z roztworami wodnymi. Akther i Alawi [15],
badajac agregacje soli sodowych kwasow tluszczowych w formamidzie, wykazali, ze
krytyczne stgzenie micelarne dla badanych uktadéw przyjmuje wartosci nizsze niz dla
wody. Zjawisko to tlumaczono wyzszym stopniem zjonizowania amfifili
w formamidzie, ktory charakteryzuje si¢ wyzsza wartoécia przenikalnosci wzglednej
w stosunku do czasteczek wody (Tab. 1.1). Powyzej stezenia krytycznego
rozpuszczalno$é surfaktantéw spadala - uktad stawatl si¢ dwufazowy. Badajac jednak
uklady zlozone: woda-formamid/jonowy surfaktant, Warnheim [13] zauwazyl wzrost
CMC wraz ze wzrostem ulamka wagowego formamidu. Zwigkszenie st¢zenia
polarnego rozpuszczalnika zwigkszato polarnos¢ uktadu a tym samym rozpuszczalnos¢

badanych surfaktantow rosta.
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Zaréwno dla ukfadu czystego rozpuszczalnika organicznego jak i ukladu binarnego
z woda, obserwowano liniowy wzrost liczby agregacji ze wzrostem stgzenia amfifila.

Sugeruje to asocjacyjny model agregacji.

1.4 Agregacja w niepolarnych rozpuszczalnikach organicznych

Proces spontanicznej agregacji czasteczek amfifilowych moze zachodzi¢ réwniez
w niepolarnych rozpuszczalnikach organicznych [1,19] m.in. w benzenie, toluenie,
izomerach ksylenéw. Jak wiadomo natura rozpuszczalnika odgrywa istotng role
w procesie micelizacji i bezposrednio wptywa na spontanicznie tworzone struktury
miceli. W przypadku niepolarnych rozpuszczalnikdw organicznych tworzone sa uklady
miceli odwrdconych (ang. reverse micelles), w ktorych hydrofobowe tancuchy
skierowane sg na zewnatrz w kierunku otaczajacej je fazy niepolarnego rozpuszczalnika
(Rys. 1.6). Liczba agregacji dla ukladow odwréconych jest znacznie nizsza
w poréwnaniu do miceli typu normalnego.

@ czasteczka polarna

czasteczka rozpuszczalnika )

’j;i?- 0%l
2

Rys. 1.6 Schematyczny model miceli odwréconej
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SOLE SODOWE KWASOW CHOLOWYCH

2.1 Cholany - budowa i zastosowanie

Kwasy zdlciowe, nazywane rowniez kwasami cholowymi, naleza do klasy
czasteczek o istotnym znaczeniu biologicznym i medycznym. W ukfadach
biologicznych, w ktorych znajduja si¢ duze ilosci kationdw sodowych oraz potasowych,
tworza uklady sprzgzone w postaci soli. Sole sodowe kwaséow cholowych
(ang. Bile Salts) nazywane ogolnie cholanami, stanowig przyklad naturalnych
surfaktantow, ktore dzigki swojej unikalnej budowie, agreguja w srodowisku wodnym

tworzac micelarne uktady transportujace molekuty hydrofobowe.

hormony
steroidowe

witamina D e———o ——* membrany

o0 7 cholesterol

kwasy
cholowe

Rys. 2.1 Produkty przemiany czgsteczki cholesterolu
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2.1.1 Otrzymywanie i rola w ukladach biologicznych

Proces biochemicznej syntezy cholanéw interesowal Srodowisko naukowe
od dawna. W opublikowanej w 1943 roku pracy Konrada Blocha et.al. [20] po raz
pierwszy przedstawiono biochemicznag $ciezke syntezy cholanow, w ktorej prekursorem
reakcji byfa czasteczka cholesterolu (Rys. 2.1). Na podstawie przeprowadzonych badan
doswiadczalnych wiadomo, ze cholany powstajg na drodze wieloetapowej i zlozonej
przemiany cholesterolu w watrobie, regulowanej na poziomie ekspresji genow.
Pierwszym etapem reakcji jest proces utlenienia prowadzacy do powstania
Ta-hydroksycholesterolu. Hydroksylacja nastgpuje na atomie wegla C7a ukladu
steroidowego (Rys. 2.1). Nalezy podkresli¢, iz w czasteczce cholesterolu w sumie jest
pig¢ pozycji (C7a, C22, C24, C25, C27), w ktérych moze nastgpowac enzymatyczne
utlenienie, aczkolwiek pozycja C7a jest wyraznie preferowana [21,22]. Hydroksylacja
bocznego tancucha w pozycji C27 oraz calkowite wysycenie pierscienia prowadzi
do powstania pierwotnych kwaséw cholowych do ktorych naleza kwas cholowy oraz

kwas chenodeoksycholowy (Tab. 2.1).

Tab. 2.1 Struktura wybranych kwaséw cholowych

i
R3 ""'NR4
HO" ‘R,

Nazwa kwasu R; Rs Ry
Cholowy OH OH OH
Chenodeoksycholowy OH H OH
Litocholowy H H OH
Deoksycholowy H OH OH
Glikocholowy OH OH NHCH,CO-H
Taurocholowy OH OH NHCH,CH,SO;H

Istotnym etapem z punktu widzenia obiegu i roli biologicznej cholanéw jest etap
wigzania aminokwasow (tauryny lub glicyny) przez pierwotne kwasy cholowe.
W  wyniku sprzgegania powstaja odpowiednio czgsteczki kwasu tauro- lub

glikocholowego oraz tauro- lub glikochenodeoksycholowego (Tab. 2.1).

-11 -
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Dalsze przemiany pierwotnych kwasow cholowych (dehydroksylacja, dekoniugacja),
ktore zachodza w jelicie, prowadza do powstania wtérnych kwasow takich jak kwas
deoksycholowy oraz litocholowy. Uproszczony schemat syntezy oraz obiegu kwasow
przedstawiono na Rys. 2.2. W ukladach biologicznych syntetyzowane kwasy cholowe
sq magazynowane i zageszczane w pecherzyku zdlciowym. W obecnosei licznych

jonéw zasadowych (Na“, K*) tworza formy sprzezone w postaci soli.

JELITO

@ pierwotne kwasy cholowe

uklad sprzeiony
z aminokwasem

1. 70~ hydroksylacja

2. utlenianie/izomeryzacja
3. 12a- hydroksylacja

4. utlenienie pozycji C27

’ wtorne kwasy cholowe 5. nasycenie pierscieni/konfiguracja cis

Rys. 2.2 Uproszczony schemat syntezy soli kwaséw cholowych

Sole sodowe kwasow cholowych odgrywaja istotng rolg w procesie przemiany
i transportu tluszczoOw w organizmach zwierz¢cych. Dziataja bowiem emulgujaco
na tluszcze pokarmowe. ulatwiajg ich hydroliz¢ i wnikanie przez S$ciany jelita.
Wspotuczestnicza rowniez w procesie rozpuszczania i absorpcji ksenobiotykow oraz
witamin rozpuszczalnych w tluszczach m.in. witaminy E. Ostatnie badania naukowe

dowodza rowniez, ze jako hormony oddzialuja z receptorami (m.in. CPA, FRX,

9 =
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LXR-alfa) i wptywaja na ekspresje protein odgrywajacych istotng rol¢ w procesie

homeostazy cholesterolu [23, 24].

2.1.2 Budowa i wlasciwosci fizykochemiczne cholanow

Cholany sa zwiazkami organicznymi, w ktorych budowie wyrézni¢ mozemy
dwie podstawowe i charakterystyczne dla tej klasy zwiazkow czgsci: sztywny uklad

steroidowy oraz alifatyczny tancuch boczny (Rys. 2.3).

-

taricuch boczny

B e e L et Ll LT

uktad steroidowy

....................................

Rys. 2.3 Budowa kwas6w cholowych z zaznaczonymi centrami asymetrii (*).

Szkielet steroidowy sklada si¢ z czterech nasyconych i sprzgzonych pierscieni.
w ktorych trzy sa szesciocztonowe (A, B, C) i jeden pigcioczionowy (D). Jest to typowy

ukfad cyklopentanohydrofenantrenu.

Rys. 2.4 Schemat zespolenia pierscieni w czgsteczce cholanéw: cis- anti- trans- anti- trans

W przypadku soli kwasow cholowych pierscienie A i B sa w stosunku do siebie
w konformacji cis (5p-stereoizomeria), natomiast B/C oraz C/D w konformacji trans
(Rys. 2.4). Takie pofaczenie nadaje nieptaski ksztalt czasteczce, w ktorej
weglowodorowe podstawniki (C18, C19 i C21) znajduja si¢ na wypuklej stronie
plaszczyzny molekuly (powierzchnia ), natomiast grupy hydroksylowe na stronie

wkligstej (powierzchnia o). Dzigki obecnosci licznych centréw asymetrii czasteczki

-13-
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cholanéw naleza do klasy chiralnych molekut pochodzenia naturalnego. Na Rys. 2.3
zaznaczono asymetryczne atomy wegli. Warto podkreslic, iz w zaleznosci od grupy R»
oraz R3; wegle C7 i C12 moga rowniez byé chiralne, np. kwas cholowy zawiera az 11
centrow chiralnosci, co teoretycznie umozliwia utworzenie 2048 izomeréw
konfiguracyjnych. Wiadomo jednak, ze w przyrodzie wystgpuje tylko jeden z wielu
mozliwych stereoizomeréw tego kwasu.

Sole kwaséw cholowych naleza generalnie do grupy stabych kwasow.
Dla cholanu i deoksycholanu sodu pK, wynosi odpowiednio 6.4 i 6.58. W przypadku
soli sprz¢zonych z czasteczka aminokwasu pK, przyjmuje nizsza wartos¢, na przykiad
dla taurocholanu sodu wynosi 1.4. Cholany sg zwiazkami doskonale rozpuszczalnymi
w wodzie jak réwniez w polarnych rozpuszczalnikach organicznych m. in. metanolu.
Nietypowa, jak na te¢ klase zwiazkow wlasnoscia fizykochemiczng jest mozliwos¢
tworzenia zeli w roztworach wodnych [22]. Proces zelowania zalezy zaréwno od pH jak
i sity jonowej roztworu. Im nizsze pH oraz wyzsza sita jonowa roztworu, tym proces
usieciowania zachodzi latwiej. Dla cholanu, deoksycholanu i litocholanu sodu

zelowanie zachodzi przy pH < 7, a tworzone zele maja charakter tiksotropowy.
2.2 Agregacja cholanow w roztworach wodnych

Sole kwasow cholowych naleza do grupy naturalnych surfaktantéw, jednak
budowa znacznie rdéznia si¢ od klasycznych amfifili opisanych w rozdziale 1.
Role hydrofilowej glowki w tym przypadku spetnia grupa karboksylowa
w alifatycznym tanicuchu bocznym, brak jest jednak jednoznacznie zdefiniowanego
fancucha hydrofobowego. W przypadku czasteczek cholanéw wyrézniamy
powierzchni¢ hydrofobowa, ktdra stanowi powierzchnia 3 z grupami metylowymi (C18,
C19, C21) czasteczki oraz powierzchnie ca, hydrofilowa, okreslona za pomoca
podstawnikow hydroksylowych szkieletu steroidowego [22]. Na Rys. 2.5 przedstawiono

czasteczke cholanu sodu z zaznaczong powierzchniq o i 3.
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P + powterzcha ¢
a
OH { -
o
hydrofilowa glowka
HO OH

powterzchma 3

Rys. 2.5 Struktura cholanu sodu z zaznaczong strong hydrofilows (powierzchnia o) i hydrofobowa
(powierzchnia B) czasteczki.

Surfaktanty o takiej budowie naleza do klasy plaszczyznowych amfifili (ang. facial
amphiphiles). Cechuje je mniejsza liczba agregacji, co wplywa na rozmiar tworzonych
miceli, ktéry to jest mniejszy w poréwnaniu z klasycznymi ich odpowiednikami.
Trudno jest rowniez wskaza¢é w sposob S$cisty warto$¢ krytycznego st¢zenia
micelarnego (CMC). W tym przypadku nalezy raczej méwi¢ o pewnym zakresie niz
pojedynczej jego wartosci. Dla ukladéow soli sodowych kwaséw cholowych
dwuhydroksylowych, CMC osiaga wartoéci ponizej SmM', podczas gdy dla soli
kwasow tréjhydroksylowych CMC przyjmuje wartosci wyzsze: 10mM - 15mM
(Tab. 2.2). Réznica w wartosciach wynika gtéwnie z polarnosci obu typéw cholanéw.
Uklady tréjhydroksylowe sa bardziej polarne, przez co ich rozpuszczalnosé
w roztworach wodnych jest wyzsza, a tworzone micele sa mniejsze i konformacyjnie
mniej sztywne.

Liczba agregacji dla miceli cholanéw miesci si¢ w zakresie 2 - 9 i Sci$le zalezy zaréwno
od budowy surfaktantu, jak réwniez od jego st¢zenia. Zaobserwowano bowiem. ze dla
cholanu i deoksycholanu sodu s$rednia liczba agregacji w roztworach o st¢zeniu
10mM - 50mM wynosi 2 - 5, natomiast juz 20 dla stezen ok. 100mM [25].

Tab. 2.2 Krytyczne stezenie micelarne (CMC) dla wybranych soli kwaséw cholowych (25°C) [26]

Cholan sodu NaC 1315 '
Deoksycholan sodu NaDC 4-6
Taurocholan sodu NaTC 10-15

" mM= milimolowe
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Modelowanie ukfadéw metoda LSER (ang. Linear Solvatation Energy Relationship)
wykazalo, ze w pordwnaniu z liniowym surfaktantem takim jak SDS, micele cholanéw

sq silniejszymi akceptorami wiazan wodorowych [27].

2.2.1 Modele struktury miceli cholanéw w roztworach wodnych

Ze wzglgdu na nietypowa jak na surfaktanty budowg soli kwaséw cholowych
oraz ich role¢ w ukladach biologicznych, mechanizm agregacji tych zwiazkow
interesowal badaczy od dawna. W celu dokladnego zbadania mechanizmu agregacji
zastosowano wiele metod zaréwno tych bezposrednich jak i posrednich [28 29, 30, 31].
Badano nie tylko wplyw samej budowy chemicznej amfifila na micelizacjg, ale rwniez
wplyw otoczenia (pH, sita jonowa, temperatura). Na podstawie uzyskanych informacji
w literaturze zaproponowane zostaly trzy modele strukturalne miceli soli sodowych
kwasow cholowych: (i) model dysku Kawamury, (ii) model pojedynczej helisy Giglio,
(iii) model agregatoéw pierwszo- i drugorzgdowych Careya i Smalla.

Model Kawamury [32] =zaklada tworzenie pojedynczej warstwy agregujacych
czasteczek zwroconych do siebie powierzchniami hydrofobowymi (Rys. 2.6 1i).
Powstaty klaster ksztattem przypomina uktad dysku z grupami polarnymi zwréconymi
w kierunku rozpuszczalnika (wody). Zaskakujacy i jednoczesnie najbardziej
kontrowersyjny jest model helisy zaproponowany przez Giglio [33]. Model zakiada
bowiem ekspozycje powierzchni hydrofobowych w kierunku fazy wodnej (Rys. 2.6 ii).
Powstaly ukfad przypomina strukturg miceli odwréconych, w ktorych to rdzen miceli
jest hydrofilowy, zas powierzchnia zewngtrzna ma charakter hydrofobowy. Badania
dynamiki molekularnej agregujacych ukfadéw cholanéw przeprowadzone przez
Warrena et al. [34], sugeruja jednak, ze model ten jest malo prawdopodobny. Takie
ufozenie molekut mogloby mieé¢ miejsce jedynie w przypadku bardzo wysokich stezen
cholanéw, gdzie dochodzi do zjawiska odwrocenia faz w ukladzie. Wedtug autorow
artykuhu idealistyczny jest rowniez model zaproponowany przez Kawamurg. Symulacje
wykazaly bowiem, Zze cholany rzeczywiscie minimalizujac niekorzystny wplyw
otoczenia organizuja si¢ powierzchniami hydrofobowymi do siebie, ale odleglos¢
pomiegdzy sasiadujacymi molekutami wyznaczona jest przez dlugos¢ tancucha bocznego

w molekule. Umozliwia to lepsza organizacj¢ molekut rozpuszczalnika wokot
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utworzonego agregatu. Zatem uklad rownolegle stykajacych si¢ czasteczek

zaproponowany przez Kawamur¢ wydaje si¢ by¢ przypadkiem wyidealizowanym.

L)
“* f . 3
SR
Celey
kA d
model dysku Kawamury
an

@ przeciwjon

| .

model helisy Giglio

Rys. 2.6 Struktury miceli cholanu sodu: (i) model Kawamury, (ii) model Giglio

Najstarszym, ale na obecny stan wiedzy najlepiej opisujacym proces micelizacji
cholanéw, jest model zaproponowany przez Smalla i Careya [35]. Model ten zaklada, ze
agregacja czasteczek zachodzi w dwoch etapach. W pierwszym dochodzi
do powstania dimeréw (agregaty pierwszorzgdowe), w ktorych czasteczki ustawione sg
powierzchniami  hydrofobowymi do siebie (oddziatywanie o charakterze
hydrofobowym). Dzigki obecnosci grup hydroksylowych na powierzchni zewngtrznej
istnieje mozliwos¢ tworzenia wigzan wodorowych pomiedzy sasiadujacymi dimerami.

W ten sposob dochodzi do utworzenia wigkszych struktur drugorzedowych.

s
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(b)

(©)

Rys. 2.7 Struktura miceli wg modelu Smalla dla czasteczki deoksycholanu sodu (a): dimer (b),
agregat drugorzedowy(c) (w kolach zaznaczono uklad dimeru, za$ linia podwdjng wigzanie
wodorowe).

Przeprowadzone badania potwierdzaja przedstawiong teorig dla czasteczki
deoksycholanu sodu [25] (Rys. 2.7). Odwrotnie przedstawia si¢ mechanizm agregacji
cholanu sodu. Obecnos¢ czterech grup hydroksylowych, sprzyja tworzeniu dimeréw,
ale o charakterze hydrofobowym [25]. Dwie czasteczki cholanu polaczone sa bowiem
wigzaniem wodorowym i tworzg symetryczny agregat pierwszorzgdowy (Rys. 2.8).
Ten z kolei poprzez oddzialywanie o charakterze hydrofobowym z sasiadujacymi
dimerami tworzy wigkszy agregat drugorzgdowy.

Reasumujac zatem, proces agregacji cholandw zachodzi w dwodch etapach.
W pierwszym powstaja dimery, ktore nastgpnie laczac si¢ tworza struktury
drugorzedowe. Natura tworzonych par scisle zalezy jednak od struktury molekularne;j
oraz wihasciwosci amfifila i w konsekwencji okresla charakter dalszego procesu

micelizacji.
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“N\

Rys. 2.8 Budowa dimeru cholanu sodu, literami zaznaczono miejsca tworzenia wigzan wodorowych
w czjsteczce.

2.3 Pochodne kwasow cholowych jako czasteczki funkcyjne

Kwasy cholowe oraz ich sole dzigki swojej unikalnej budowie i wlasciwosciom
fizykochemicznym, a przy tym stosunkowo niskiej cenie, znalazty zastosowanie jako
bloki budujace dla nowych czasteczek funkcyjnych [22, 36, 37, 38]. Ze wzgledu na
przeszkody steryczne mozna w latwy i niezalezny sposéb modyfikowaé kazda grupe
hydroksylowa (Rys. 2.9). Laczenie nowych podjednostek moze nastgpowaé réwniez
poprzez tancuch boczny szkieletu steroidowego.

Jedna z najlepiej poznanych struktur cyklicznych zsyntetyzowanych na bazie
kwasow cholowych sg cholafany [39]. Makrocykle te przewaznie zbudowane sa z 2 lub
4 podjednostek steroidowych potaczonych w ukladzie: ‘glowa-glowa’ lub ‘glowa-ogon’
(Rys. 2.10). Dzigki obecnosci luki makrocyklicznej zwiazki te tworzg kompleksy
inkluzyjne z mniejszymi molekutami i moga shuzy¢ jako czasteczki transportujace

w uktadach biologicznych.
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Rys. 2.9 Pochodne kwasu cholowego jako jednostki budulcowe dla sprzezonych ukladow
funkcyjnych [38]

Zdolnos¢ rozpoznawania biomolekut przez cholany wykorzystana rowniez zostata
przy projektowaniu receptorow typu kleszczowego (ang. molecular tweezers) [37, 38,
40]. Znalazty one juz swoje komercyjne zastosowanie w terapii wirusowego zapalenia

watroby w postaci leku (Hepaconda) produkowanego przez firm¢ Giaconda, Australia
(Rys. 2.10).

0= Si(IBU) 3

cholafan

receptor SZCZypcowy

Rys. 2.10 Struktura cholafanu (A, D, L, M — grupy wiazace, X, Y- grupy lgczace) oraz receptora
typu szczypcowego.
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Opisujac cykliczne uklady supramolekularne pochodnych cholanéw, nalezy
wspomnie¢ takze o acyklicznych ich analogach. Zaprojektowane na wzor fancuchow
polipeptydowych, oligomery cholanéw wykazujg ciekawe wiasciwosci w roztworach.
W zaleznosci od polarnosci otoczenia zmianie ulega konformacja taricucha (Rys. 2.11).
Dochodzi do procesu zwijania i tworzenia ukladow helikalnych. Uklady takie,
nazywane foldamerami [41, 42], sa niezwykle interesujace zardwno z punktu widzenia
poznania procesu przemiany ukladu jednowymiarowego w zlozony uklad
trojwymiarowy, nasladujacy proces zwijania tancuchéw peptydowych, jak roéwniez

projektowania ztozonych molekut o znaczeniu biologicznym.

oo;&;'vf‘ S ..: y .

c (% ® o e V“. *Y e Folding
o e ® o0 00 ) —_— 3 ¢
®e @ e © ® @ @

L eoF .
D o= | . !_, | ®®
_NHHOéH

. ]
® Unfolding e
® = Nonpolar Solvent

® = Polar Solvent

Rys. 2.11 Model zwijania heksameréw cholanu w Srodowisku rozpuszczalnika niepolarnego [42|
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Izomeria czqsteczek- zwiqzki badane

IZOMERIA CZASTECZEK —
LWIAZKI BADANE

3.1 Izomeria

Zgodnie z ogolnie przyjeta definicja, izomeria nazywamy zjawisko
wystepowania dwoch lub wigcej zwigzkow o réznej budowie oraz odmiennych
wiasciwosciach fizykochemicznych, ale takim samym skfadzie pierwiastkowym i masie
czasteczkowej. W zaleznosci od przyjetych kryteriow w literaturze pojawia si¢ kilka
schematéw podziatlu izomerii. Praca Dodziuk [43] przedstawia zfozonos$¢ tematu.
Problem z jednoznaczna klasyfikacja wynika przede wszystkim z faktu, ze czasteczki
chemiczne nie sa zbiorami sztywno polaczonych punktéow o zadanej masie,
ale uktadami dynamicznymi, na ktore istotny wplyw ma réwniez otoczenie czasteczki
np. molekuly rozpuszczalnika. Dlatego tez sztywny podziat izomerii wydaje si¢ by¢

tworem sztucznym, ale na potrzeby logicznego zrozumienia natury izomerii — istotnym.

IzorTeria
o 1 ) )
konstytucyjna przestrzenna (stereoizomeria)
I | | 1 r L
podstawienia szkieletowa tautomeria  metameria konformacyjna konfiguracyjna
1
| 1 |
lancuchowa pierscieniowa polozenia
wigzania

wielokrotnego
Rys. 3.1 Klasyczny podzial izomerii w chemii organicznej

W klasycznym, najczgsciej spotykanym podziale rozrézniamy dwa gidwne typy

izomeréw: konstytucyjne i przestrzenne (Rys. 3.1). Jezeli réznica migdzy czasteczkami
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istnieje na poziomie schematu polaczen atoméw, mamy woéwczas do czynienia
z izomerami konstytucyjnymi. Jezeli natomiast roznica wystgpuje w przestrzennym
rozmieszczeniu poszczegdlnych atoméw molekuly, wowczas méwimy o stereoizomerii

i odpowiednio stereoizomerach.

3.1.1 Izomeria konstytucyjna

[zomerami konstytucyjnymi nazywamy molekuly, ktére majq identyczny skiad
chemiczny, ale réznig si¢ rodzajem albo kolejnoscia wiazan laczacych atomy
w czasteczce. Jednym z rodzajow izomerii konstytucyjnej jest izomeria szkieletowa
[44]. Ten typ izomerii zwiazany jest z budowa szkieletu weglowego czasteczki. 1 tak
w przypadku ukladéw alifatycznych, w ktérych szkielet weglowy moze wystgpowaé
zarowno w formie faficucha prostego lub rozgalezionego, jak rowniez w formie
cyklicznej, mamy odpowiednio do czynienia z izomeria fancuchowg oraz pierscieniowa.
[zomerami lancuchowymi sa zatem czasteczki pentanu, 2-metylobutanu oraz
2,2-dimetylopropanu, zas$ izomerami pierscieniowymi czasteczki cyklobutanu oraz
metylocyklopropanu. W szeregu nienasyconych alkanéw, oprécz izomerii faficuchowej,
moze wystgpowaé rowniez izomeria polozenia wigzania wielokrotnego. Przykladem
tego typu izomeréw sg czasteczki but-1-en oraz but-2-en .

Drugim waznym typem izomerii konstytucyjnej jest izomeria podstawienia, ktora
dotyczy polozenia podstawnika np. grupy hydroksylowej lub chloru w fancuchu
weglowym czasteczki. Izomeria tego typu wystgpuje zaréwno w grupie zwiazkéw
alifatycznych jak i aromatycznych. Wsréd licznych izomeréw tego typu przyktadowo
wymieni¢ mozna pentan-1-ol, pentan-2-ol oraz pentan-3-ol. Rozpatrujac izomery
konstytucyjne nalezy réwniez wspomnie¢ o metamerii, czyli izomerii funkcyjnej. Wiaze
si¢ ona z wystgpowaniem w czasteczkach izomeréw roéznych grup funkcyjnych

np. grupy aldehydowej oraz karbonylowe;j:

0] OH
\/E/ \/E
HO OH HO 0
2,3-dihydroksypropanal 1,3-dihydroksypropan-2-on

Metamery w zwiazku z tak rézna budowa, wykazuja znaczne rdznice

we wlasciwosciach chemicznych.
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Szczegdlnym przypadkiem izomerii konstytucyjnej jest tautomeria, polegajaca
na wystgpowaniu w stanie réwnowagi dwoch form danego zwiazku w skutek
przemieszczenia si¢ pojedynczego atomu w obrgbie danej czasteczki. Najbardziej
rozpowszechniony rodzaj tautomerii obejmuje uklady, ktdére rdznig si¢ miejscem
przylaczenia atomu wodoru. Przykladem tego typu izomerii jest tautomeria

keto-enolowa:

Rl H Rl H
Ry O—H Ry H O
forma enolowa forma ketonowa

gdzie R, oraz R; sa dowolnymi podstawnikami.

3.1.2 Stereoizomeria

Jak wspomniano powyzej, czasteczki o tym samym schemacie powtdrzen
atomow, ale roznej budowie przestrzennej nazywamy stereoizomerami. Rdznica
w budowie przestrzennej moze by¢ wynikiem wzajemnej konfiguracji orbitali
elektronowych poszczegélnych atomoéw w czasteczce. W tym przypadku dochodzi
do ukierunkowania taczacych atomy wigzan chemicznych [45]. Zjawisko to nazywany
izomeriq konfiguracyjnq, a czasteczki izomerami konfiguracyjnymi. Konwersja
pomigdzy takimi izomerami. ze wzgledu na wysoka barierg przejscia, jest niezwykle
trudna i zazwyczaj mozliwa jedynie w przypadku procesu prowadzacego do zerwania
wigzania chemicznego laczacego dane atomy. Ksztalt czasteczki o okreslonej
konfiguracji moze réwniez ulec zmianie na skutek rotacji podstawnikéw wokot
wigzania pojedynczego. Takie uktady przestrzenne molekul nosza nazwg izomerow
konformacyjnych. Czasteczka moze posiada¢ wiele konformeréw, bedacych
w temperaturze pokojowej w stanie rownowagi konformacyjnej. Wynika to
z niewielkiej wartosci bariery energetycznej rozdzielajacej poszczegdlne izomery.
Istotne jest rowniez otoczenie czasteczki (np. rozpuszczalnik), ktére moze stabilizowa¢
jeden z izomerow.

Wyrazem osobliwosci budowy przestrzennej czasteczki jest jej symetria, ktorg
opisujemy posfugujac si¢ takimi elementami jak ptaszczyzna (o), o$ symetrii (C,),

o$ przemienna (S,) i centrum symetrii (C;)) (Rys. 3.2) [46]. Zgodnie z definicja
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plaszczyzna symetrii dzieli dany obiekt na rowne cz¢sci bedace w relacji lustrzanej.
W przypadku n -krotnej osi symetrii (C, ) dokonuje si¢ natomiast operacji obrotu o kat
réwny 360°/n. Operacja symetrii wykonana wzgledem osi przemiennej (S, ) jest niczym
innym jak zlozeniem obrotu o kat 360%n oraz odbicia w plaszczyznie prostopadiej do
osi S,. Szczegélnym przypadkiem osi przemiennej jest o§ S,, nazywana centrum
symetrii (C; ). Operacja zwiazana z C; umozliwia odtworzenie czasteczki poprzez

inwersj¢ wzgledem punktu bedacego srodkiem symetrii.

’

e 4
’
.
.
O

q

.
v

’
.
L YR

\
A‘ C2 B. 6 C. i Do S4

Rys. 3.2 Przyklady czasteczek z zaznaczonymi elementami symetrii. A. o§ symetrii , B. plaszczyzna
symetrii, C. centrum inwersji, D. 0§ przemienna. [46]

3.1.2.1 Chiralnosé

Z punktu widzenia symetrii wszystkie czasteczki mozemy podzieli¢ na chiralne
i achiralne [47]. Molekula achiralna to taka, ktéry posiada co najmniej jedna o$
przemienna S, natomiast czasteczka chiralna to taka, ktdra nie daje nalozy¢ sig
na swoje odbicie lustrzane, a zatem jej jedynymi elementami symetrii sg osie Ch.
Stereoizomery bedace wzgledem siebie w relacji przedmiot-odbicie lustrzane
nazywamy enancjomerami. Chiralno$¢ jest zatem koniecznym i wystarczajacym
warunkiem istnienia enancjomeréw. W srodowisku achiralnym pary enancjomeréw
posiadajg takie same wlasciwosci fizyczne i chemiczne. Jako czasteczki czynne
optycznie oddziatuja jednak odmiennie ze s$wiatlem spolaryzowanym, skrgcajac
plaszczyzng polaryzacji $wiatta w prawa (+) lub w lewg (-) strong. Rowniez w ukladzie
z optycznie czynnym reagentem tworza kompleksy o niejednakowej energii
potencjalnej, a tym samym roznych stalych fizykochemicznych. Wiasnosé

ta wykorzystywana jest w metodach separacyjnych zwiazk6éw chiralnych.
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- @

Rys. 3.3 Chiralnos¢ typu centrycznego

W zaleznosci od geometrycznego elementu odniesienia czasteczki chiralne moga
posiada¢ chiralno$¢ typu centrycznego, aksjalnego, planarnego lub helisowego.
W przypadku chiralnosci centrycznej elementem odniesienia jest punkt definiujacy
centrum chiralnosci. Przyktadem moze by¢ atom w czasteczce, ktéry polaczony jest
z czterema roznymi ligandami (Rys. 3.3). Atom taki okreslamy mianem
asymetrycznego, gdyz jedynym jego elementem symetrii jest o§ C). Czasteczki
zawierajace wigcej niz jedno centrum asymetrii, moga, ale nie musza by¢ symetryczne.
W przypadku zamiany potozenia tylko jednego ligandu wokot tetraedrycznego centrum
asymetrii mozemy otrzymac stereoizomery niebgdace swoimi odbiciami lustrzanymi.
Izomery takie okreslamy mianem diastereoizomerow (Rys. 3.4). Czasteczki te wykazuja

rézne wlasciwosci fizyczne i chemiczne.

para enancjomeréw para enancjomeréw * centrum asymetrii
HOOC COOH HOOC COOH
OH HO H H /
H H HO OH
A —H H—¢ H H—%
COOH HOOC o RO COOH HOOC O

DIASTEREOIZOMERY

Rys. 3.4 Diasteroizomery kwasu winowego

Czasteczki o typie chiralnosci centrycznej to najliczniejsza grupa wsréd wszystkich
molekut chiralnych. Inng grupe stanowia molekuly o chiralnosci aksjalnej. W klasie
tej elementem odniesienia jest hipotetyczna os symetrii C2 lub C1 w zaleznosci od typu
podstawienia ligandéw. Czasteczka modelowa dla tego typu chiralnosci jest

1,3- dwupodstawiony allen (Rys. 3.5).
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. HOOC

- Wi
~

— HOOC H

H G

Hooc H

Rys. 3.5 OS$ chiralna w 1,3-dwupodstawionym allenie

Obok punktu oraz osi, elementem odniesienia moze by¢ rowniez plaszczyzna
(Rys. 3.6). W tym przypadku méwimy o chiralnosci planarnej. Polozenie punktu
po jednej lub drugiej stronie plaszczyzny (prawa/lewa) tworzy bowiem odbicia
lustrzane, ktorych nie mozna nalozy¢ na siebie. Przyklady chiralnosci tego typu
odnajdujemy wsréd kompleksow zwiazkéw metaloorganicznych oraz cyklicznych

ukladéw pierscieniowych z wigzaniem podwojnym np. (E)-cyklooktenie (Rys. 3.6a,b).

a) b)
CO,H ’
co
/—' r. /
N | “CO
H3C co

c) d)

helisy

Rys. 3.6 Przyklady czasteczek o chiralnosé typu planarnego i helisowego: a) kompleks
metaloorganiczny, b) E-cyklookten, ¢) heksahelicen, d) podwdéjna helisa DNA

Ostatnig klas¢ stanowia helisy. ktore sa z natury chiralne (Rys. 3.6c.,d). Helisy
prawoskretnej nie da si¢ bowiem nalozy¢ na helis¢ lewoskretng. Chiralno$é tego typu

odgrywa znaczaca rolg w uktadach biologicznych. Wigkszos¢ biopolimeréw np. kwasy
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nukleinowe, polipeptydy ma budowg¢ naturalnych asymetrycznych helis

prawoskretnych.

3.1.2.2 Izomeria geometryczna

Szczegdlnym przypadkiem diastereoizomerow sa izomery geometryczne
uktadéw z wigzaniem podwodjnym. Zgodnie z przyjgta konwencja izomery te dzielimy
na typu Z, w ktérym wyzej preferowane ligandy pofaczone z atomami przy wiazaniu
podwojnym znajduja si¢ po tej samej stronie wigzania, oraz E, w ktorym znajduja si¢

po jego przeciwnych stronach:

):i @ preferowany ligand

¥4 E

W odréznieniu od izomeréw optycznych, izomery geometryczne nie wykazuja roznic
w skrecalnosci $wiatla spolaryzowanego. Charakteryzuja si¢ one zwykle réznymi
temperaturami topnienia i wrzenia. Samorzutne przeksztakcenie jednej formy w druga
jest praktycznie niemozliwe. Jedynie reakcja chemiczna prowadzaca do zerwania

wigzania laczacego dwa atomy umozliwia taka transformacje.
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3.2 Terpenoidy

Terpenoidy naleza do zwiazkéw pochodzenia naturalnego [48]. Zbudowane s3
z pigcioweglowych jednostek izopentylowych wywodzacych si¢ z 2-metylobuta-1,3-
dienu (izopren) (Rys. 3.7). Pigcioweglowe jednostki strukturalne (Cs) najczgsciej tacza
si¢ poprzez konce 1 i 4. Pomimo podobienstwa pomigdzy strukturg izoprenu
a terpenoidami, prekursorem ich syntezy jest jednak kwas mewalonowy powstaly

z trzech czasteczek acetylo-koenzymu A [49].

izopren mircen dipenten

Rys. 3.7 Schemat budowy terpenoidéw

Obecnos¢ wiazan podwdjnych w budowie terpenoidéw wplywa na ich aktywnos¢
chemiczng. Latwo ulegaja procesowi polimeryzacji, jak rdwniez reakcjom
charakterystycznym dla alkenéw. W przypadku ukladéw o budowie cykliczne;j,
szescioweglowy pierscien nigdy nie wykazuje charakteru aromatycznego.

Terpenoidy stanowia szeroka klas¢ czasteczek. W zaleznoéci od liczby atoméw wegla
w czasteczce, wyrdozniamy ukiady typu Cjo, Cis, Cao, C30 oraz Cy4 (Rys. 3.8).
Najliczniejsza i najczgsciej spotykang w przyrodzie grupa terpenoidow sa monoterpeny,
bedace dimerami izoprenu (Cyo). Dzigki malemu cigzarowi czasteczkowemu naleza
do grupy zwiazkéw lotnych, ktére nadajg charakterystyczny zapach roslinom.
Sa gléwnymi skladnikami olejkéw eterycznych. Monoterpeny znalazly szerokie
zastosowanie w przemysle perfumeryjnym oraz kosmetycznym m.in. do wyrobu
$rodkdéw zapachowych. Odgrywaja réwniez znaczaca rolg jako chemiczne czasteczki
sygnalowe umozliwiajace porozumiewanie mi¢dzyosobnicze [50].

Sposréd pozostatych terpenoidéw na szczegdlng uwage zastuguje skwalen (Cso), ktory
jest produktem wyjsciowym w biosyntezie steroli, oraz karotenoidy (Ciso) bedace
naturalnymi barwnikami roslinnymi wystgpujacymi w komoérkach roslinnych

W st¢zeniu znacznie mniejszym niz chlorofil [51].
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29 29¢

myrcen ocymen o-felandren a-terpinen y-terpinen
Ci HO CH,0H
P
PN
felandran alkohol menton S —
peryllowy
Cis C
N > x . /k/\)\/\)\/\)\/\
= OH
farnezol fitol
Cso
skwalen
Cu 1
ij/m

B-karoten

Rys. 3.8 Budowa chemiczna wybranych terpenoidow

3.2.1 Izomeria terpenoidéow

Réznorodnosé budowy uktadéw terpenoidowych, jak rowniez rozmaitosé grup
funkcyjnych obecnych w czasteczkach, wptywa na bogactwo struktur izomerycznych
w tej klasie zwigzkéw. Wsrdéd naturalnie wystgpujacych terpenoidow widoczne
sq niemal wszystkie typy izomerdw konstytucyjnych. Myrcen (B-myrcen), obecny
m.in. w olejku chmielowym oraz rumiankowym, oraz ocymen, wystgpujacy w olejku
eterycznym ziela bazylii, to przykltady izomeréw fancuchowych. Izomerami
szkieletowymi sg rowniez czasteczki a-felandrenu, a-terpinenu oraz y-terpinenu, ktore
rézniq si¢ migdzy soba polozeniem wigzania podwdjnego w pierscieniu
szescioczlonowym. Biorac natomiast pod uwagg pofozenie podstawnika w pierscieniu,
izomerami podstawienia sa czasteczki mentonu, otrzymywany z olejku sosnowego,

1 karwomentonu, obecny w olejku karamboli. Z kolei felandral, gtdwny sktadnik olejku

-30-



Izomeria czqsteczek- zwiqzki badane

koprowego, oraz alkohol perrylowy. jeden ze skiadnikow olejku lawendowego,
to przyklady metameréw. Wzory strukturalne wyzej wymienionych terpenoidéw
przedstawiono na Rys. 3.8.

Roéznica w budowie przestrzennej terpenoidow jest niezwykle istotna z punktu widzenia
ukfadéw biologicznych. Monoterpeny naleza do klasy zwiazkéw o chiralnosci
centrycznej i w porownaniu z innymi zwiazkami pochodzenia naturalnego
(np. aminokwasy, weglowodany) wykazuja duza wigksza réznorodnosé konfiguracyjna.
Formy enancjomeryczne (+) i (-) sa szeroko rozpowszechnione w krolestwie roslin,
a ich wzajemne proporcje moga znacznie rézni¢ si¢ w zaleznosci od gatunku
i pochodzenia rosliny [52]. I tak na przyktad (+)-limonen jest gldéwnym skiadnikiem
olejkow eterycznych owocdw cytrusowych, podczas gdy izomer (-) wystepuje w olejku
sosnowym i jodlowym. Podobnie jest w przypadku (+)-mentonu oraz (-)-izomentonu.
Zwiazki te sa podstawowymi skiadnikami olejkéw otrzymanych z réznych odmian
migty, zas ich antypody optyczne obecne sg w olejku z geranium. Wspomniany
powyzej menton i izomenton (Z-menton) to przyklady diastereoizomeréw. Obecnos¢
dwoéch centrow chiralnych w strukturze czasteczki mentonu, prowadzi do powstania
czterech par diasteroizomerow (Rys. 3.9). Ciekawiej jeszcze przedstawia si¢ przypadek
zredukowanych pochodnych tych zwiazkéow. W wyniku redukcji grupy karbonylowe;j
do grypy hydroksylowej powstaja w sumie trzy centra chiralnosci, a zatem obecnych

jest az 8 strereoizomerow mentolu.

izomenton (Z-menton) ;
:(-)

~— ¢nancjomery

I <——— diastereoizomery

menton (E-menton)

Rys. 3.9 Stereoizomeria czasteczki mentonu

Izomery terpenoidow odgrywaja znaczaca rolg jako substancje obronne zwierzat.

Monoterpeny takie jak (+/-)-citronellal, (+/-)-citral czy (+/-)-o—pinen, (+/-)-limonen
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dziataja jako niespecyficzne toksyny u wielu owadow [50]. Wzajemny stosunek
enacjomeryczny w istotny sposob wptywa na efektywnos¢ odstraszenia napastnika [53].
Enancjomery monoterpenéw odgrywaja réwniez istotng rolg jako feromony. Na skutek
réznego oddziatywania z chiralng czasteczka receptora, dany enancjomer moze
wywolaé oczekiwang reakcje miedzyosobnicza. Przykladem moze by¢ czasteczka
(-)-terpinen-4-ol (>99%), ktoéra jest feromonem kornika [54]. Racemiczny terpinen-4-ol

nie dziata natomiast jako atraktant insektow.

3.3 Binaftyle

Binaftyle (I,1’-binaftyle) naleza do klasy zwiazkéw otrzymywanych droga
syntetyczna. Pod wzgledem strukturalnym zbudowane sa z dwoch grup naftylowych
potaczonych pojedynczym wigzaniem typu C-C (1 - 1°), wokot ktérego moze

nastgpowac swobodna rotacja (Rys. 3.10).

1,1'-binaftyl

Rys. 3.10 Struktura chemiczna binaftylu

Modyfikacja grypami funkcyjnymi pierscieni naftylowych w pozycjach 2 i 2°, prowadzi
do powstania czasteczek (m.in. BN, BINAP Rys. 3.11) o duzym znaczeniu
syntetycznym. Sa one bowiem molekutami wyjsciowymi w katalizie asymetrycznej,
prowadzacej do otrzymania czystych enancjomerycznie zwiazkéw o znaczeniu

biologicznym oraz chiralnych sensoréw [55, 56, 57].

OO H O 0520 OO PPhy
! ! [ “OH l ! PPh Ph-\O

1,1'-binaftylo-2,2'-diol Fosforan 1,1'-binaftylo-2,2'-diylu 1,1'-binaftylo-2,2'-bis(difenylofosfina)
BN BNDHP BINAP

Rys. 3.11 Przyklady binaftyli
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3.3.1 Izomeria pochodnych 1,1’-binaftyli

Pochodne 1,1’-binaftyli podstawione w pozycjach 2 i 2°, podobnie jak alleny,
naleza do grupy chiralnych molekut typu aksjalnego. Zahamowana rotacja wokot
wigzania pojedynczego 1-1°, bedaca efektem zatloczenia sterycznego, prowadzi
do powstania chiralnych konformeréw okreslanych mianem atropoizomerdw. Bariera
energetyczna przejscia konformacyjnego wynosi od 23.8 kcal/mol dla 1,1’-binaftylu
do ponad 46 kcal/mol dla czasteczki 2,2’-dijodo-1,1’-binaftylu [56]. Enancjomery
2,2’-podstawionych pochodnych 1,1°-binaftylu sa zatem dos¢ trwale i moga istnieé jako
odrgbne indywidua chemiczne nawet w wysokich temperaturach. Pod wzglgdem
energetycznym uprzywilejowana jest ortogonalna orientacja przestrzenna obydwu
pierscieni naftylowych. Jedna z najwazniejszych czasteczek tej klasy jest 1,1°-binaftylo-
2,2’-diol (Rys. 3.11). Szkielet weglowy tego zwiazku mozna w przystgpny sposob
modyfikowa¢ otrzymujac sfunkcjonalizowane pochodne takie jak np. fosforan 1,1°-

binaftylo-2,2’-diylu [58] (Rys. 3.11). Na Rys. 3.12 przedstawiono atropoizomery BN.

BN R-BN S-BN

Rys. 3.12 Schemat budowy atropoizomeréw 1,1’-binaftylo-2,2’-diolu (BINOL)

Chiralne potaczenia szeregu biaryli spotyka si¢ ws$rdd produktow naturalnych [59].
Na przykiad alkaloidy z grupy naftyloizochinoliny, izolowane m.in. z rosliny
Triphyophyllum peltatum zawieraja ten wlasnie element strukturalny (Rys. 3.13). Warto
doda¢, ze zwiazki te oprocz chiralnosci typu aksjalnego posiadaja rowniez dodatkowe

centra stereogeniczne i wykazuja bardzo ciekawe wilasciwosci terapeutyczne [59, 60].
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CH; OH
DIONCOPHYLLINE C DIONCOPHYLLINE B

Rys. 3.13 Struktura naturalnych naftyloizochinolin

3.4 Flawonoidy

Flawonoidy [61] stanowig jedna z najwigkszych klas zwigzkéw pochodzenia
naturalnego. Obecnie wyizolowano i zidentyfikowano ponad 4000 zwiazkéw
nalezacych do tej grupy [62]. Glownym zZrédlem pochodzenia sa owoce
w szczegdlnosci owoce cytrusowe [63]. a takze warzywa oraz ptlatki zbozowe [64].
Pod wzgledem strukturalnym sa one pochodnymi ukladéw polifenolowych o niskich
masach czasteczkowych. Szkielet czasteczki flawonoidu sktada si¢ dwodch pierscieni
aromatycznych (A i B) pofaczonych za pomocg czasteczki pironu (ukiad flawonu) lub
dihydropironu (ukfad flawanonu) (Rys. 3.15). Ogélnie schemat takiej molekuty mozna
przedstawi¢ jako ukiad typu C¢ —C; -Cs.

Flawon Flawanon

Rys. 3.14 Uktad flawonu i flawanonu

W zaleznosci od chemicznej struktury pierscienia C wyrdznic mozemy
m.in. nast¢pujace grupy flawonoidéw: chalkony, flawony, flawanony, izoflawanony,
antocyjanidy (Rys. 3.15). Nalezy jednak podkreslic, ze w obrgbie kazdej z nich
wymieni¢ mozna dodatkowe podgrupy np. pod wzglgdem strukturalnym katechiny sa

pochodnymi flawanonéw (3-hydroksyflawanony).
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OH O OH O
Chalkon-PENTAHYDROKSYCHALKON Flawon-APIGENINA Flawanon-NARINGENINA

OH

Isoflawanon-GENISTEINA Antocyjanid-APIGENIDINA

Rys. 3.15 Przyklady flawonoid 6w

Flawonoidy naleza do grupy aromatycznych metabolitéw wtornych, ktére odgrywaja
istotng role zarowno w procesach fizjologicznych [65, 66, 67] jak i farmakologicznych
[68, 69, 70]. Flawonoidy wykazuja silne wlasciwosci przeciwutleniajace. Wynika to
zarowno ze zdolnosci chelatowania jondw zelaza, jak rowniez zdolnosci hamowania
aktywnosci enzyméw z grupy oksygenaz. Ponadto wykazuja wlasciwosci
przeciwzapalne, przeciwwirusowe i przeciwbakteryjne [63]. Dzigki hamowaniu
aktywnosci enzyméw proteolitycznych m.in. elastazy, wzmacniaja i uszczelniaja tkanke
taczna w $rédblonku naczyn krwionosnych. Pozytywne efekty dzialania na organizm
zwierzgcy sa niezwykle duze i nie sposob je wszystkie opisa¢. Warto podkreslic,
ze dzigki nim wlasnie zainteresowanie ta klasa zwiazkow nie stabnie, o czym swiadczy

rosnaca liczba publikacji.

34.1 Izomeria flawanonow

Flawanony charakteryzuje bardzo ciekawa budowa chemiczna. W poréwnaniu
do flawononéw posiadajag bowiem chiralny atom wegla w pozycji C2 szkieletu
weglowego, co sprawia, ze wystgpuja w dwodch formach enancjomerycznych
(Rys. 3.16). W przypadku 3-hydroksyflawanonéw asymetryczny atom wegla znajduje
si¢ dodatkowo na weglu C3. Flawanony, ktoére obecne sa w owocach cytrusowych,
wystepuja nhajczesciej jako pochodne O-glikozydowe. Ze wzgledu na lipofilowy
charakter, a tym samym stabg rozpuszczalnos¢ w wodzie, wolny aglikon (zwiazek bez

czasteczki cukru) wystgpuje znacznie rzadzie;j.
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R R> nazwa zwigzku R, R, R,
R3 R3  Didymina  ORw# H  OMe
Ry 7 0\'{ ““““ Ponciryna O-Nh* H OMe

3 Eriocytryna O-Ru OH OH

OH O OH 0 Neoeriocytryna  O-Nh OH OH

i -R H OH
S-(-)-enancjomer R-(+)-enancjomer Narjrutyna ChRy

Naryngina O-Nh H OH

* O-rutynoza ® O-neohesperydoza

Rys. 3.16 Budowa chemiczna wybranych chiralnych flawanonéw

O-glikozydy flawanonéw zbudowane sg z pochodnych D-(+)-glukozy, géwnie rutynozy
lub neohesperydozy (Rys. 3.17), polaczonych poprzez hydroksylowa grupe C7 aglikonu
[62,63]. Pomimo takiej budowy stereogenicznej, zwiazki te posiadaja przeciwng
konfiguracj¢ tylko na jednym z dwoch centrow chiralnosci, a mianowicie atomie C2.

Nalezg zatem do grupy diastereoizomerow okreslanych mianem epimerow.

HO ° OH
HO g HO/ \V/"o\ /
HO HO \. O
OH (0] Q
/
Ho \\ —© / LA o, e o~/
HO /
HO 0 HO
OH HO om\-0 ““Ho
HO
D-Glukoza Rutynoza Neohesperydoza

Rys. 3.17 Pochodne D-glukozy

Naturalnie syntetyzowane flawanony wyst¢puja w jednej formie stereoizomerycznej,
w ktorej to chiralny atom C2 posiada konfiguracj¢ S. W zaleznosci od warunkow
$rodowiska (m.in. pH. temperatura, rozpuszczalnik) Miles i Main [71] zauwazyli,
ze niektore pochodne glikozydowe flawanonéw moga by¢ stereochemicznie niestabilne.
W sprzyjajacych warunkach moze doj$¢ do procesu epimeryzacji, czyli konwersji
konfiguracji na pojedynczym centrum stereogenicznym ( S—R ). Przeprowadzone
badania pokazaty, ze proces ten zachodzi duzo tatwiej dla flawanonéw posiadajacych
grupe hydroksylowa w pozycji R; aglikonu. Wartos¢ bariery aktywacji procesu

epimeryzacji wyznaczonej przez Shuriga et al.[72] dla narynginy wynosi. 20.7 kcal/mol
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(298K). zas dla neohesperydyny (R.=OH, R;=OMe ) 23.2 kcal/mol. Réwniez badania
wykonane przez Asztemborska i Zukowskiego podaja obliczone wartosci energii
aktywacji dla wybranych epimeréw flawonoidéw [73].

Pomimo, ze glikozydy flawanonéw wystgpuja w formie diasteroizomeréw, réznice
energii potencjalnej pomigedzy izomerami sa jednak niewielkie. Galensa wraz ze
wspolpracownikami [74, 75, 76] badajac separacje tych zwiazkow, postawit tezg,
w ktorej zasugerowal, ze rozdzielania form diastereoizomerycznych glikozydow
flawanonow jest niemozliwe w Srodowisku achiralnym. Jedynie tworzony kompleks
z optycznie czynnym reagentem moze umozliwi¢ diastereoseparacj¢ tych zwiazkow.
Zgodnie z wiedza autora niniejszej rozprawy, pomimo duzego zainteresowania oraz

rosnacej liczby publikacji w temacie, powyzsza teza nadal jest prawdziwa.
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SURFAKTANTY W TECHNIKACH
ROZDZIELCZYCH

Pod pojeciem technik rozdzielczych nalezy rozumieé grupe technik separacyjnych
umozliwiajacych rozdzielania mieszanin wielosktadnikowych. Rozdzielania nastgpuje
na skutek wzajemnej konkurencji co najmniej dwdch sit, z ktérych jedna powoduje ruch
czasteczek substancji rozdzielanej w okreslonym kierunku, druga natomiast go hamuje.
Wzajemne zréznicowanie wartosci ich oddziatywania na dany skfadnik mieszaniny jest
warunkiem koniecznym procesu rozdzielenia. W zaleznosci od natury procesu,
analityczne techniki rozdzielcze mozna podzieli¢ na trzy gléwne grupy. Pierwsza
stanowia techniki chromatograficzne, w ktorych podstawa procesu rozdzielenia jest
wzajemna konkurencja dwoch niemieszajacych si¢ faz: stacjonarnej i ruchomej,
w stosunku do rozdzielanego analitu. Druga grupa technik rozdzielczych oparta jest
na metodach elektroforetycznych, ktére wykorzystuja zjawisko ruchu czasteczek
natadowanych w polu elektrycznym. W zaleznosci od wartosci przylozonego pola
elektrycznego oraz wielkosci fadunku zwiazku rozdzielanego, nastgpuje zréznicowanie
predkos$¢ migracji molekut. Trzecig grupg stanowig techniki ekstrakcyjne, w ktorych
wykorzystuje si¢ roézna rozpuszczalnosé substancji w niemieszajacych si¢ ze soba
rozpuszczalnikach. Zaréwno techniki elektroforetyczne jak i chromatograficzne naleza
do grupy technik analitycznych charakteryzujacych si¢ wysokim potencjalem
rozdzielczym. Krotki czas analizy, niewielkie zuzycie probki, wysoka efektywnos¢
i doktadnos$¢ przeprowadzanych analiz to tylko niektore ich zalety.

Ze wzgledu na temat prezentowanej rozprawy doktorskiej ponizej przedstawiono
zwigzly opis nomenklatury oraz podstaw teoretycznych stosowanych analitycznych

technik rozdzielczych [77, 78, 79, 80, 81, 82, 83].

-38-



Surfaktanty w technikach rozdzielczych

4.1 Techniki Chromatograficzne

Chromatografia jest fizykochemiczng metoda rozdzielania, w ktorej rozdzielane
skiadniki ulegaja podzialowi mi¢gdzy dwie fazy: faz¢ nieruchomg (stacjonarna), ktora
stanowi odpowiednio przygotowane zloze, oraz faz¢ ruchoma poruszajaca sig
w okreslonym kierunku [77]. Rozdzielania wynika z r6znych wartosci stalych podziatu
(K) dla separowanych substancji (Rys. 4.1). Im wigksze powinowactwo analitu do fazy
stacjonarnej, tym mniejsza jego predkos¢ przeptywu. Roznica predkosci eluowanych

zwiazkow determinuje rozdzielania substancji w mieszaninie.

kierunek przeplywu fazy
L4

faza ruchoma

/- %
e K s /
_: T ¢ = Cs
\\] ";/ e C
o m

faza stacjonarna

5, C, (C,)- stezenie analitu w fazie stacjonarnej (ruchomej)

Rys. 4.1 Schemat procesu rozdzielenia w technikach chromatograficznych

Podstawa podzialu metod chromatograficznych jest przede wszystkim stan skupienia
fazy ruchomej oraz fazy stacjonarnej. Do najbardziej rozpowszechnionych technik
chromatograficznych naleza chromatografia gazowa oraz chromatografia cieczowa,
w ktorych odpowiednio fazg ruchoma jest gaz oraz ciecz. Faza stacjonarng moze by¢
zarowno ciecz osadzona na nosniku lub cialo stale o réznym charakterze
np. wymieniacz jonowy, sita molekularne. Charakter fazy nieruchomej w istotny sposéb
wplywa na nature zjawisk bedacych podstawg procesu rozdzielenia i stanowi kryterium
klasyfikacji metod chromatograficznych w zaleznosci od mechanizmu separacji
(chromatografia adsorpcyjna, podzialowa, jonowymienna)

Analizy chromatograficzne wykonuje si¢ przy uzyciu chromatograféw, w ktérych
budowie wyr6zni¢ mozna trzy gidéwne elementy: miejsce nastrzyku probki (dozownik),
kolumng, na ktorej nastgpuje wlasciwy proces rozdzielenia oraz detektor. Dobor
kolumny chromatograficznej oraz rodzaju detekcji w istotny sposob zaleza od natury
chemicznej analitu. Pojemnos¢ dozownika determinowana jest z kolei pojemnoscia
sorpcyjng kolumny. Szczegélowy opis aparatury chromatograficznej mozna odnalez¢

w monografiach [79.,81,82].
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Sprawnos¢ rozdzielenia mieszaniny wielosktadnikowej zalezy od wielu czynnikéw
m.in. wyboru fazy stacjonarnej, temperatury analizy, szybkosci przeptywu, dlugosci
kolumny. Najbardziej istotnym wydaje sig¢ by¢ jednak wiasciwy dobodr fazy stacjonarne;j
i fazy ruchomej. Bogactwo struktur chemicznych analitow narzuca ciagla potrzebe
poszerzania spektrum istniejacych juz faz, zwlaszcza w obszarze umozliwiajacym
rozdzielenia chiralne. Ma to istotne znaczenie z punktu widzenia wielu galgzi
przemystu m.in. farmaceutycznego, dla ktorego dbalosé o czystos¢ enancjomerycna jest
niezwykle istotna. Nie bez znaczenia sg rowniez koszty przeprowadzanych analiz
i aspekty srodowiskowe. Rozwoj metod chromatograficznych dazy w kierunku
minimalizacji kosztow, przy osiagnigciu jak najwigkszych sprawnosci ukladow

rozdzielczych.

4.1.1 Podstawowe pojecia technik chromatograficznych

Do opisu procesu rozdzielania, jak rdwniez opisu sprawnosci i rozdzielczosci

uktadu w technikach chromatograficznych stuza parametry retencyjne.

‘RZ"R1
ey try l
5 t =t -t
g :A 'R1 'R1 "0
= '
2 !
3 |
-
0 :
, |
[—
1 2
k= 0 1 2 3 4 5 6

Rys. 4.2 Chromatogram kolumnowy mieszaniny dwuskladnikowej: #; —calkowity czas retencji,
",
R _zredukowany czas retencji, 7,- czas retencji substancji niezatrzymywanej, h-wysokos¢ piku,

wy.s-szerokos¢ w polowie piku, k-wspélczynnik retencji; indeks dolny 1 odnosi si¢ do pierwszego
eluowanego skladnika.
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Fundamentalnym parametrem chromatograficznym jest czas retencji (tg). Jest to czas
jaki uptynat od momentu wstrzyknigcia probki do osiagnigcia maksymalnego st¢zenia
wymywanego skladnika w detektorze (Rys. 4.2). Jest to zatem calkowity czas
przebywania sktadnika w procesie chromatograficznym. Z punktu widzenia

oddziatywania substancji z faza stacjonarng istotny jest zredukowany czas retencji (t,).

Odpowiada on réznicy pomigdzy catkowitym czasem retencji analizowanej substancji
a czasem elucji substancji nie zatrzymywanej przez faz¢ stacjonarna, ¢, (ang. hold-up
time). Zredukowany czas retencji jest proporcjonalny do wartosci stalej podziatu K i jest
charakterystyczny dla danej substancji.

Waznym parametrem retencji jest wspolczynnik retencji (k), ktory jest miara czasu
w jakim dany skladnik probki przebywa w fazie stacjonarnej, w stosunku do czasu

przebywania w fazie ruchomej. Matematycznie zdefiniowa¢ go mozna rownaniem:

~

k - tR _tu — ‘R
t t, Réwn. 4.1

o

W przypadku gdy stala podzialu K jest niezalezna od stezenia skladnika probki,
wspolczynnik retencji (k) rowny bedzie stosunkowi liczby moli skiadnika w fazie
stacjonarnej (n) i ruchomej (n,,), W stanie réwnowagi:

n,_ .V,
kzn——K.V_ Réwn. 4.2

m m

gdzie Vs i Vy, to objetos¢ odpowiednio fazy stacjonarnej i ruchome;.

O jakosci rozdziatu chromatograficznego decyduje wiele czynnikoéw. Szczegdlnie
istotnym jest sprawno$¢ kolumny chromatograficznej, ktorej miare okreslamy
za pomoca liczby polek teoretycznych (N). Zgodnie z definicja poprzez pdike
teoretyczng rozumiemy objetos¢ kolumny w ktorej zostaje osiagnigty stan rownowagi
pomigdzy stezeniami substancji chromatografowanej w fazie ruchomej i w fazie

stacjonarnej. Wartos¢ N wylicza si¢ z chromatogramu wg wzoru:

_ssq.| fx )
N =04 (Wos) Réwn. 4.3

gdzie w, ;s oznacza szerokos$¢ piku w potowie jego wysokosci (Rys. 4.2). Im wigksza jest
liczba N, tym kolumna charakteryzuje si¢ wigksza sprawnoscig. Przeklada sie
to bezposrednio na ksztatt piku. Im wigksza wartos¢ N, tym piki sa wezsze. Ksztalt piku

chromatograficznego opisuje symetryczna krzywa dzwonowa Gaussa. W zaleznosci
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jednak od charakteru oddziatywan analitu z fazg stacjonarna, a przez to i kinetyki
procesu rozdzielenia, moga nastgpowaé¢ odstgpstwa od  symetrycznosci.
Asymetrycznos¢ piku okreslana jest za pomoca wspolczynnika asymetrycznosci (A;)
liczonego wg wzoru:

A =

a Réwn. 4.4
gdzie b ( a ) jest to odleglos¢ od linii srodkowej piku do punktu koncowego

(poczatkowego) zbocza piku, lezacego na 0.1 catkowitej wysokosci piku 4 (Rys. 4.2).
llosciowo sprawnos¢ rozdzielenia mieszaniny wieloskladnikowej opisa¢ mozemy
poprzez dwa parametry chromatograficzne: wspolczynnik rozdzielenia (o) oraz zdolnosé
rozdzielczq pikow (R;). Przez wspolczynnik rozdzielenia (o) rozumiemy wzgledng
wartos¢ retencji dla dwdch sasiadujacych pikow:

o tml K,
ta—t, K, Réwn. 4.5

W stanie rOwnowagi o rowna sig¢ stosunkowi wspotczynnikéw podziatu obu sktadnikow

i jest miarg termodynamicznych réznic w ich podzialach. Rozdzielczos¢ pikow R, jest

natomiast miarg skutecznosci rozdzielenia skladnikow mieszaniny. R, zalezy zar6wno

od sprawnosci fazy stacjonarnej jak i selektywnosci. Warto$¢ tego parametru okresli¢

mozna za pomocg zaleznosci:

R =1177.| fr2 =l
Wos2y T Wosay Roéwn. 4.6

gdzie indeks 1 (2) odnosi si¢ do skiadnika mieszaniny eluowanego jako pierwszy
(drugi) (Rys. 4.2). Przy wartosci R; =1 stopieri pokrycia dwoch sgsiadujacych pikow
wynosi ok. 2%. Pelne rozdzielania zostaje osiagnigte przy wartosci R~=1.5.

Wzajemng zaleznos¢ pomigdzy wyzej wymienionymi parametrami
chromatograficznymi opisuje wzor Purnella:

R _\/ﬁ.a—l_ k,
T4 a ky+] Roéwn. 4.7

Powyzszy wzér odnosi si¢ do drugiego wymywanego skladnika mieszaniny.
Z zaleznosci wynika, iz zmiana wartosci wspolczynnika retencji (k), ma ograniczony
wplyw na zdolnos$¢ rozdzielcza uktadu. Najistotniejszym parametrem jest natomiast

wspotczynnik rozdzielenia (o). Nawet niewielkie jego zmiany powoduja znaczacy
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wzrost wartosci R, np. zwigkszenie o z 1.1 do 1.2 powoduje w przyblizeniu
podwojenie zdolnosci rozdzielczej uktadu.

4.1.2 Micelarna podzialowa chromatografia gazowa (MGLC)

W podzialowej chromatografii gazowej (ang. Gas-Liquid Chromatography,
GLC) faz¢ stacjonarng stanowi osadzona na nosniku niewodna, organiczna ciecz, zas
faza ruchoma jest gaz inertny. Mechanizm separacji oparty jest na podziale pomigdzy
dwie fazy opisanym poprzez prawo podziatlu Nersta (rozdziat 4.1.1). W zaleznosci
od wiasnosci fizykochemicznych cieczy mozliwe jest rozpuszczenie makroczasteczek
o wilasciwosciach inkluzyjnych i tym samym wzbogacenie fazy stacjonarnej
w dodatkowy czynnik poprawiajacy jej wlasnosci separacyjne. Jest to niezwykle istotne
zwlaszcza w obszarze tworzenia nowych faz chiralnych. Jak do tej pory przetestowano
wiele makrocyklicznych ukladow modyfikujacych m.in. cyklodekstryny [84],
kaliksareny [85, 86], etery koronowe [87 ,88]. Sposréd przebadanych molekut
najwigksza stabilnoscia termiczng oraz selektywnoscia, w tym réwniez
enancjoselektywnoscia, charakteryzowaly si¢ cyklodekstryny. Uzyskane wyniki
umozliwity w krétkim czasie opracowanie kapilarnych chiralnych kolumn
cyklodekstrynowych, ktére do dnia dzisiejszego ciesza si¢ ogromna popularnoscia.
Nowga koncepcja jest proba zastosowania spontanicznie agregujacych czasteczek
amfifilowych w srodowisku rozpuszczalnika organicznego jako nowego typu faz
w ukladzie GLC. Jak opisano w rozdziale 2 samoorganizacja moze wystgpowac
w rozpuszczalnikach o wiasnosciach fizykochemicznych zblizonych do wody. Naleza
do nich m.in.: gliceryna, formamid, glikol etylenowy. W technice GLC te polarne
rozpuszczalniki organiczne pehnia rolg ciektych faz stacjonarnych. Koncepcja zatem
wydaje si¢ by¢ jasna i obiecujaca, szczegdlnie w obszarze uzyskania na bazie
chiralnych molekut surfaktantu nowych faz chiralnych. Przedstawiony ukfad nie jest
jednak wolny od pewnych ograniczen wynikajacych m.in. z  wlasnosci
fizykochemicznych amfifila jak rowniez temperatury pracy badanego ukiadu. Po raz
pierwszy z powodzeniem fazg stacjonarna oparta na samoorganizujacych si¢
czasteczkach w ukladzie GLC uzyskat i opisat Armstrong [89, 90]. Jego prace dotycza
agregacji niechiralnych surfaktantéw m.in. SDS, Brij 35, Brij 700 w roztworach cieczy

jonowych typu RTILs (ang. room-temperature ionic liquids).
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Rys. 4.3 Schemat modelu trzy fazowego z zaznaczonymi stalymi podzialu w ukladzie GLC.

Zastosowany model trzech faz (Rys. 4.3) utworzony w analogii do ukladéw
cyklodekstrynowych doktadnie opisanych w literaturze, umozliwit wyznaczenie statych
podziatu dla rozpatrywanego procesu chromatograficznego. Nalezy podkresli¢ jednak,
iz model ten jest niezwykle uproszczony i nie uwzglednia oddzialywania
z monomerami, a jedynie z ukladami zagregowanymi. Uzyskane wyniki dla zbioru
czasteczek modelowych wykazaly wzajemne oddzialywanie pomigdzy analitem
a ukladem zagregowanym. Ponadto w poréwnaniu do ukladu niemodyfikowanego
surfaktantem, zaobserowano zmiang selektywnosci w stosunku do badanych zwiazkow
modelowych. Opisana metoda zostatla nazwana micelarng podzialowa chromatografig
gazowa (ang. Micellar Gas-Liquid Chromatography, MGLC), za$ ciekla faza
stacjonarna- pseudofaza micelarng (ang. micellar pseudophase).

Jak do tej pory zgodnie z wiedzaq autora niniejszej rozprawy, brak jest informacji
dotyczacych zastosowania chiralnych amfifili, do ktérych naleza badane czasteczki soli
kwasow cholowych, jako modyfikatorow ciektych faz stacjonarnych w uktadzie GLC.
Niniejsza rozprawa doktorska w tym ujeciu jest zatem pracg pionierska. Agregacja
cholanéw w rozpuszczalnikach organicznych jest malo opisana w literaturze. Robenson
[91] badajac micelizacj¢ kwasu cholowego i jego metylowych pochodnych m.in.
w chloroformie, wykazat obecno$¢ dimerdw i trimeréw w badanych rozpuszczalnikach
organicznych. Badania Diaza [92] potwierdzily agregacje kwasu cholowego
w tetrahydrofuranie (THF) i wykazaly, iz proces micelizacji zachodzi dwuetapowo,
a wyznaczone wartosci CMC sg duzo nizsze niz dla wody (1-5 mM/THF,
13 - 15 mM/H;0).
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4.1.3 Micelarna chromatografia cieczowa (MLC)

Micelarna chromatografia cieczowa (ang. Micellar Liquid Chromatography,
MLC) stanowi alternatywna technik¢ w stosunku do wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z odwroconym uktadem faz (RP-HPLC). W przeciwienstwie do klasycznej
techniki RP-HPLC wodno-organiczna faza ruchoma zastapiona jest wodnym roztworem
surfaktantu o stgzeniu powyzej krytycznego punktu micelarnego (CMC). Fazg
stacjonarng stanowia, podobnie jak w ukiadzie RP-HPLC, chemicznie zwiazane
z mikroporowata krzemionka tancuchy weglowe o réznej dtugosci np. C2, C8, C18.
Zastosowanie miceli jako modyfikatoréw fazy ruchomej po raz pierwszy zostalo
opisane w 1980 roku przez Armstronga i Henryego [93]. Autorzy wykorzystali
z powodzeniem wodny roztwér surfaktantu do rozdzielania mieszaniny fenoli
i weglowodoréw aromatycznych. Od tamtej pory nastapil rozwdj techniki,
co uwidacznia si¢ we wzroscie liczby publikacji oraz artykuléw przegladowych
[wydanie specjalne Journal of Chromatography A 1997, vol.780], w tym rowniez
pozycji ksiazkowych [94, 95]. Obecnie w technice MLC wykorzystuje si¢ wiele
surfaktantow m.in. CTAB, Brij 35, Titron X-100, SDS (Tab. 4.1). Zgodnie
z zalozeniem metody stosowane st¢zenia surfaktantu sa powyzej ich punktu CMC.
W celu uniknigcia niepozadanego efektu wynikajacego ze wzrostu lepkosci fazy
ruchomej, w metodzie MLC stosowane sg jedynie surfaktanty o niskich wartosciach

CMC.

Tab. 4.1 Charakterystyka najczesciej uzywanych surfaktantéw w MLC |94]

Wz6r chemiczny Skrot CMC [mM] Punkt Krafta [’'C] L. agregacji, n

C12H5SOsNa SDS 8.1 16 62

C16H33N(CH;);Br CTAB 0.83 26 90

Ci2H25(CoHs0)2s0H  Brij 35 0.06 100> 41

C14H2:0(C2H40)9 s Titron X-100 0.3 67 140
? punkt rosy

Micele jako uktady dynamiczne wystgpuja w rownowadze z monomerami, ktore
w odroznieniu od formy zagregowanej moga adsorbowaé si¢ na fazie stacjonarne;j.
W zaleznosci od rodzaju procesu faza stacjonarna moze by¢ bardziej hydrofobowa

(adsorpcja czgsci jonowej surfaktantu) lub posiada¢ wilasnosci zblizone do fazy
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jonowymiennej (adsorpcja tancucha alkilowego amfifila). Dorsey [96] i Berthod [97]
wykazali, ze dla wigkszosci surfaktantow i stosowanych faz stacjonarnych (m.in. C18,
C8) ilos¢ zaadsorbowanego amfifila po osiagnigciu rownowagi pozostaje stata. Warto
podkresli¢, iz adsorpcja amfifila na fazie stacjonarnej ma charakter odwracalny.
W pordwnaniu z klasyczng metoda RP-HPLC, modyfikacja fazy ruchomej i fazy
stacjonarnej prowadzi do wzrostu roznorodnosci oddziatywan. W MLC mamy
do czynienia z oddziatywaniami o charakterze elektrostatycznym, hydrofobowym oraz
przestrzennym. Dzigki temu mozliwe jest jednoczesne rozdzielanie mieszaniny
czasteczek naladowanych i obojetnych, jak réwniez molekut nierozpuszczalnych
w roztworach wodnych. Pomimo duzej réznorodnosci oddziatywan technika ta
charakteryzuje si¢ matg efektywnoscia rozdzielania. Konsekwencja adsorpcji czasteczek
surfaktantu jest bowiem wzrost grubosci fazy stacjonarnej, co w polaczeniu
ze wzrostem lepkosci fazy ruchomej wplywa na zmniejszenie szybkosci procesu
przeniesienia masy, a tym samym poszerzenia pikow i spadku efektywnosci
rozdzielania. Dorsey et al. [98] zauwazy}, iz niewielki dodatek n-proponolu zmniejszat
asymetryczno$¢ pikow. Na podstawie uzyskanego wyniku przebadano réwniez inne
alkohole jako dodatki do micelarnej fazy ruchomej w uktadach klasycznych achiralnych
surfaktantow [99]. Wzrost efektywnosci rozdzielania Hinze [99] tlumaczyt redukcja
grubosci zaadsorbowanego surfaktantu i wzrost wspéfczynnika dyfuzji. W przypadku
jonowych surfaktantow dodatkowo zachodzi proces zmniejszenia gestosci fadunku
na powierzchni natadowanej miceli, a tym samym zmniejszenia udziatu oddzialywan
o charakterze elektrostatycznym. Objetos¢ dodanego modyfikatora zalezy zaréwno
od rozpuszczalnosci samego dodatku jak réwniez wilasnosci uktadu zagregowanego.
Zbyt duze stezenie dodatku alkoholu moze prowadzi¢ do procesu deagregacji uktadu
micelarnego. Fisher i Jandera [100] badajac wplyw MeOH na wartos¢ CMC dla SDS
i CTAB, wykazali iz wzrost st¢zenia alkoholu w fazie ruchomej przesuwa réwnowage
procesu w kierunku monomeréw surfaktantu w fazie ruchomej. Przy objgtosci do 10%
MeOH (v/v) wptyw alkoholu na CMC byt niewielki, powyzej jednak 25% MeOH (v/v)
obserwowano deagregacje uktadu micelarnego.

W poréwnaniu do metody RP-HPLC, mechanizm retencji w micelarnej chromatografii
cieczowej jest bardziej zlozony. W najstarszym modelu zaproponowanym przez

Armstronga i Nome [101], rozpatrywano podzial substancji oznaczanej pomigdzy trzy
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fazy: faz¢ wodna (W), faz¢ micelarng (M) oraz fazg¢ stacjonarng (S) (Rys. 4.4).
Wyrazony za pomoca podstawowych parametrow chromatograficznych przez
Guermouche [102], powyzszy model przewiduje liniowa zalezno$¢ pomiedzy
odwrotnoscia wspoiczynnika retencji (1/k), a stezeniem surfaktantu w formie

zagregowanej (Chpic):

1 | v-(Ky, =1 1

T 7 o =~ | mic¢ +

k (@-K,) ¢-K,. Réwn. 4.8
gdzie Ky, oznacza staly podzialu faza wodna/faza micelarna, Ky jest stala podziatu
faza wodna/faza stacjonarna, ¢ wyraza stosunek objgtosci fazy ruchomej do objgtosci
fazy stacjonarnej, v jest objetoscia molowa surfaktantu. Stala podzialu Ksy (faza

stacjonarna/faza micelarna) wyrazona jest za pomocg zaleznosci:

Ky
Kw,u Roéwn. 4.9

Ky, =

Powyzszy model Armstronga i Nome pomimo swojej prostoty dobrze opisuje wiele

ukladow liniowych surfaktantéw w roztworach wodnych w okreslonym zakresie stezen.

. analit
RNV Z
.ja.'.a micelama.
pe (M) ®
Jaza wodna Tl K
) »

...
TR,

Jaza stacjonarna
®)
Rys. 4.4 Schemat oddzialywain w modelu trzyfazowym Armstronga i Nome

18

Ciekawe podejscie do opisu mechanizmu retencji w ukfadzie MLC zastosowat Foley
[103], w ktorym to proces oddzialywania surfaktantu z analitem przyréwnat do reakcji
tworzenia kompleksu. Analit w fazie ruchomej moze wystgpowaé¢ w formie wolnej (4)

lub skompleksowanej z micela (AM). W zaleznosci od tego rozny jest charakter
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oddziatywania z fazg stacjonarng. Ogdlne rownanie opisujace badany uklad przedstawic¢
mozna za pomoca zaleznosci:

1 1 K,
;—E+ k, “Coic Réwn. 4.10

gdzie k4 jest wspolczynnikiem retencji wolnego analitu, K4 jest stala asocjacji

(analit-micela), Gy st¢zeniem surfaktantu w formie zagregowanej.

faza ruchoma \ . analit
fragment micel1 . modyfikator organiczny

!
i

faza stacjonarna

Rys. 4.5 Schemat oddzialywan w ukladzie z modyfikatorem organicznym

Zaréwno model Armstronga jak i Foleya naleza do grupy modeli koncepcyjnych
o charakterze ogdlnym. Nie rozpatruja one bowiem wplywu m.in czynnika
modyfikujacego jakim moze by¢ rozpuszczalnik organiczny. Jednoczesne modelowanie
wplywu stezenia surfaktantu jak i modyfikatora jest zadaniem bardzo trudnym.
Otrzymane zaleznosci dla wspolczynnikow retencji czgsto sg relacjami nieliniowymi.
W literaturze zaproponowano kilka modeli opisujacych taki uklad. Ze wzgledu na
zlozono$¢ procesu rozdzielenia, zadnego z nich nie mozna jednak nazwaé
uniwersalnym. Sposréd istniejacych na szczegblng uwage zashuguje model
zaproponowany przez Loginova [104] oparty na koncepcji modelu dzialania mas
(Rys. 4.5). Loginova rozpatrywala zmiang otoczenia srodowiska analitu podczas jego
przejscia do micelarnej fazy ruchomej oraz fazy stacjonarnej. Model ten zaklada, ze
w fazie ruchomej molekula analitu ulokowana jest w miceli modyfikowanej
czasteczkami rozpuszczalnika organicznego. W fazie stacjonarnej z kolei jest
‘solwatowana’ przez czasteczki rozpuszczalnika oraz monomery surfaktantu.

Czasteczki modyfikatora organicznego podzielone sa zatem pomigdzy trzy fazy: gigbie
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roztworu, micele w fazie ruchomej, powierzchnie fazy stajonarnej. Rownanie opisujace
powyzszy uktad zapisa¢ mozna w nastepujacej postaci:

log k = const —xlog C, + yBlog C; ++xlog(1+ (P —-1uy(Cy —CMC)) +

+ yBlog(1- B) Rown. 4.11

gdzie const=ylog K +log K+logg; Cp Cs oznaczaja catkowite stezenie

modyfikatora organicznego (R) oraz surfaktantu (S) w roztworze eluentu; vs jest
objetoscia molowa surfaktantu; P opisuje wspolczynnik podzialu modyfikatora
pomiedzy faze¢ wodng a micelarna; K jest stala tworzenia miceli; K jest stala procesu
przeniesienia analitu z fazy ruchomej do fazy stacjonarnej; ¢ wyraza stosunek objgtosci
fazy ruchomej do objgtosci fazy stacjonarnej, [ jest stala wiazania przeciwjonow,
x i y sa to wspolkczynniki stechiometryczne [104]. Mimo, ze matematycznie
i koncepcyjnie powyzszy model jest poprawny, jego zlozonos¢ w znaczacy sposob
ogranicza mozliwosci uzytkowe.

Obok fizykochemicznych modeli retencji uktadow MLC w literaturze opisano rowniez
wiele modeli empirycznych przewidujacych retencje zwiazkéw badanych [praca
przegladowa 105]. Nie opisuja one jednak zadnych wilasnosci fizykochemicznych
badanych ukladow oraz charakteryzuja si¢ mafa dokladnoscia w duzym zakresie stgzen

zarowno surfaktantu jak i modyfikatora organicznego.

4.1.3.1 Cholany w technice MLC

Do najczgsciej stosowanych chiralnych surfaktantéw w metodzie MLC naleza
sole kwasow cholowych. Szczegdlowy opis budowy i wlasnosci tych zwiazkoéw zawiera
rozdzial 2 niniejszej rozprawy. Wzrost st¢zenia surfaktantu w fazie ruchomej powoduje
wzrost lepkosci fazy, co wymusza zastosowanie mniejszego przeplywu fazy, a tym
samym wydluza czas analizy. W przypadku cholandw w zakresie stgzen 20-150mM
wzrost lepkosci fazy jest niewielki, dzigki czemu mozliwe jest stosowanie typowych
przeptywow charakterystycznych dla techniki HPLC [106]. Dodatkowg zaleta cholanéw
jest ich transparentnos¢ w zakresie $wiatla widzialnego, co ma istotne znaczenie
w doborze sposobu detekcji [107].

Podobnie jak dla liniowych surfaktantow achiralnych w przypadku cholanow

zaobserwowano adsorpcje surfaktantu na powierzchni fazy stacjonarnej. Hinze [106]
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badajac wilasnosci deoksycholanu sodu jako dodatku do fazy ruchomej, wyznaczyt, ze
ilos¢ zaadsorbowanego surfaktantu na jeden gram fazy C18 lezy w zakresie 80 - 149mg.
Wyznaczona wielko$¢ jest porownywalna z otrzymanymi przez Borgerdinga [108, 109]
dla surfaktantow liniowych takich jak SDS, CTAB, Brij-35. Adsorpcja cholanéw
na fazie stacjonarnej moze zachodzi¢ na kilka sposobéw. Najbardziej prawdopodobnym
wydaje si¢ by¢ ten, w ktorym hydrofobowa powierzchnia f zwrécona jest w kierunku
fazy nieruchomej, dzigki czemu mozliwe jest oddzialywanie grup metylowych
z tancuchami alkilowymi fazy stacjonarnej. Hydrofilowa powierzchnia o skierowana
jest w kierunku fazy ruchomej. Zmodyfikowana w ten sposdb faza jest bardziej polarna
w poréwnaniu z ta o niemodyfikowanej powierzchni. Adsorpcja cholanéw na fazie
stacjonarnej jest procesem odwracalnym. Przemywanie st¢zonym roztworem metanolu
80 - 100% catkowicie desorbuje warstwg. Ze wzgledu na wysoka rozpuszczalnosé
cholanbw w metanolu (NaDC - 3.2 mg/100ml, NaC - 1.8 mg/100ml) [110]
bezposrednio mozna przejs$¢ z roztworu micelarnego do 100% metanolu,
bez koniecznosci przemywania kolumny fazg wodng (100%), czego nie mozna pomina¢
w przypadku stosowania m.in. anionowego SDS-u.

Badajac rozdzielanie mieszanin achiralnych zwiazkéw hydrofobowych Hinze [106]
zauwazyl, ze dodatek rozpuszczalnika organicznego poprawiat efektywnosc
rozdzielania oraz symetryczno$¢ pikow. Najlepsze wyniki uzyskano dla alkoholi
o Sredniej dilugosci fancucha weglowego (butanol, pentanol). Wplyw dodatku
organicznego na rozdzielanie chiralne w literaturze opisane jest bardzo skromnie.
Brak jest syntetycznych danych opisujacych efekt modyfikatora organicznego na proces
rozpoznania chiralnego.

Obok rozdzialéw mieszanin izomeréw strukturalnych m.in. metyloindolu, witaminy D,
na micelarnej fazie ruchomej z cholanem uzyskano réwniez rozdziaty stereoizomeréw
m.in. estriolu, Dns-DL-aminokwasow[106, 107].oraz pochodnych binaftyli [111].
Na podstawie przeprowadzonych analiz, wnioskuje si¢, ze ukfady micelarne soli
kwasow cholowych wykazuja najwigkszg zdolnosé rozpoznania chiralnego w stosunku
do molekut posiadajacych centra chiralne blisko gldéwnych grup funkcyjnych
np. pierscienia aromatycznego [112] oraz czasteczek o chiralnosci aksjalnej [107].
Szczegblnie istotne jest to z punktu widzenia rozdzielania zwiazkéw chiralnych

o zahamowanej rotacji do ktorych naleza pochodne binaftyli. Powszechnie uzywane
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cyklodekstryny, ze wzgledu na dos¢ duzg objetos¢ luki, nie zawsze znajduja
zastosowanie w enancjoseparacji tej klasy analitow i w tym aspekcie rozpoznania

chiralnego sole kwaséw cholowych moga by¢ ich doskonalym zamiennikiem.

4.2 Elektroforeza kapilarna (CE)

Pod pojeciem elektroforezy rozumiemy ruch czasteczek natadowanych
pod wptywem pola elektrycznego. Zjawisko to znane bylo juz pod koniec XIX wieku,
ale dopiero prace Arne Tiseliusa [113] dotyczace rozdzielania mieszaniny biatek
(a-, B- i y-globulin) prowadzone na poczatku XX wieku pokazaty praktyczne
zastosowanie niniejszego zjawiska, za co autor prac nagrodzony zostal w 1948 roku
Nagroda Nobla. Metod¢ charakteryzowala jednak stosunkowo niska sprawnosé
rozdzielania mieszanin. wynikajaca z duzej wartosci konwekcji i dyfuzji. Nowa era
rozwoju metod elektroforetycznych nastgpita dopiero w latach osiemdziesiatych, kiedy
to Jorgenson i Lukacs [114, 115, 116] do separacji mieszanin zastosowali kapilary
o srednicy wewnetrznej 75um. Takie rozwiazanie znacznie ograniczylo wplyw
wydzielanego ciepla przy zastosowanym napigciu rzgdu kV i pozwolito uzyskaé
wysokie sprawnosci rozdzielenia. Od tego czasu nastapil dynamiczny postgp w rozwoju
metody zardwno w zakresie teorii jak i rozwiazan aparaturowych. Obecnie
wysokosprawna elektroforeza kapilarna (ang. High Performance Capillary
Elelctrophoresis, HPCE) dzieki duzym mozliwosciom rozdzielczym traktowana jest
jako alternatywna metoda analityczna w stosunku do metod chromatograficznych.
Uproszczony schemat zestawu do elektroforezy kapilarnej (ang. Capillary
FElectrophoresis, CE) przedstawiono na Rys. 4.6. W skiad ukladu do CE wchodzi:
(1) zasilacz wysokiego napigcia (0-30kV); (2) kapilara (najczgsciej stosowane sq
kapilary ze stopionego kwarcu pokryte warstwa ochronng poliamidu) o srednicy
wewnetrznej 20-200 pm i dlugoscei 0.2-1 m; (3) dwa pojemniki z buforem, w ktorych
umieszczone sa konce kapilary; (4) dwie elektrody platynowe pofaczone z zasilaczem
wysokiego napigcia; (5) system wprowadzania probek; (6) detektor; (7) system

sterowania ukfadem i zbierania danych.
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Rys. 4.6 Schemat budowy ukladu pomiarowego

Podstawa rozdzielenia w elektroforezie kapilarnej sa réznice w ruchliwosciach
elektroforetycznych (z) oznaczanych analitbw. Pod wplywem przylozonego pola
elektrycznego (E) naladowane czasteczki poruszaja si¢ z rozng predkoscia
(ve) zdefiniowana rownaniem:
=ik Réwn. 4.12

Ruchliwos$¢  elektroforetyczna (x) w danym roztworze jest wielkoscia
charakterystyczna dla oznaczanego jonu. Wartos¢ s zalezy zardwno od fadunku jonu
(¢), jego promienia hydrodynamicznego (r) oraz wiasnosci fizykochemicznych buforu

(lepkosci roztworu, pH, sity jonowej):

q

He = 3 Réwn. 4.13

Z powyzszego rownania wynika, ze wigksza ruchliwo$¢ elektroforetyczng beda
wykazywaly jony o niewielkich rozmiarach i duzej gestosci tadunku. Istotny wplyw
na ruchliwo$¢ ma rowniez sklad buforu. Wzrost stezenia i sily jonowej buforu
zmniejsza ruchliwo$¢ analitbw, zas zmiana pH wplywa bezposrednio na postac

analitow, bedacych stabymi kwasami lub stabymi zasadami.
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Rys. 4.7 Przekroj poprzeczny kapilary

W zetknigciu z roztworem elektrolitu przy pH>3, na wewngtrznej Sciance
kapilary dochodzi do procesu jonizacji grup silanolowych (Si-OH). Natadowana w ten
sposob ujemnie $cianka przyciaga jony dodatnie znajdujace si¢ w roztworze elektrolitu
podstawowego. Na granicy faz dochodzi zatem do powstania podwdjnej warstwy
elektrycznej o potencjale elektrokinetycznym zwanym potencjatem zeta (0):

4rée

f =
& Réwn. 4.14
gdzie & jest gruboscia warstwy podwdjnej, e wyraza wartos¢ tadunku na powierzchnie,

€ jest stalg przenikalnosci elektrycznej buforu. Na wartosé potencjalu zeta ma wplyw
kilka czynnikéw. Do najwazniejszych naleza pH roztworu oraz st¢zenie i sila jonowa
stosowanego buforu.

Warstwa elektryczna sklada si¢ z dwoch czgsci: statycznej bezposrednio przylegajace;j
do Scianki kapilary oraz czgsci dyfuzyjnej rozciagajacej si¢ w glab roztworu
o nadmiarowym f{adunku dodatnim (Rys. 4.7). Pod wplywem przylozonego pola
elektrycznego nastgpuje zjawisko migracji kationdbw w kierunku katody. Ruch
hydratowanych kationéw czg¢sci dyfuzyjnej warstwy podwdjnej prowadzi do przeptywu
cieczy w kapilarze (Rys. 4.8), okreslanego mianem przeplywu elektroosmotycznego
(ang. Elelctroosmotic Flow, EOF). Przeptyw elektroosmotyczny (v, opisuje

rownanie:

29
V. =—2F=un. E
EOF 4’”] Ko Roéwn. 4.15
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gdzie w0 jest ruchliwoscia elektroforetyczng buforu. Cechg charakterystycznag
przeptywu elektroosmotycznego jest jego ptaski profil (Rys. 4.8), dzigki ktéremu
metoda CE osiaga wysoka sprawnos¢ rozdzielcza. Liczba polek teoretycznych wynosi
ok. 10°-10° i jest co najmniej o rzad wielkosci wigksza w poréwnaniu z metoda GC oraz
HPLC, ktore charakteryzuje przeptyw laminarny.

® Si-O
@ kation

T T T
ANODA e®, KATODA
(+) c : e EOF 8

‘etccevscecrosesdode

Rys. 4.8 Przeplyw elektroosmotyczny

EOF jest najwazniejszym czynnikiem wplywajacym na czas migracji oznaczanej
czasteczki. Poprzez czas migracji (f,) rozumiemy czas, w jakim oznaczany sktadnik
probki dociera do miejsca detekcji.

Obserwowang ruchliwo$¢ oznaczanych molekut (4,,) wyrazi¢ mozna nast¢pujaca
zaleznoscia:

ldlr
Ho =3y Rown. 4.16

gdzie /; jest efektywna dtugoscia kapilary (do detektora), /; opisuje catkowita dlugos¢
kapilary, V' oznacza przylozone napigcie, zas f. jest czasem migracji danego jonu.
Wyznaczona wartos¢ ruchliwosci elektroforetycznej w obecnosci przeptywu
elektroosmotycznego jest wielkoscia pozorna. Zawiera ona bowiem ruchliwosé jondw
wynikajaca rowniez z przeptywu elektroosmotycznego. Skorygowana wartosé
ruchliwosci nazywang ruchliwoscia efektywng (u.;), opisa¢ mozna nastgpujacym

rOwnaniem:

I (1 1
Hear = Happ — Hror = 0 (;— - P ] Réwn. 4.17
Efektywna ruchliwo$¢ wyznaczy¢é mozna przez niezalezny pomiar przeptywu
elektroosmotycznego za pomoca neutralnego markera EOF poruszajacego sig
z predkoscia réowna vy, Do najczgsciej stosowanych markerow naleza

N,N-dimetyloformamid (DMF), sulfotlenek dimetylowy (DMSQO), metanol.
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Z powyzej przedstawionych réwnan wynika, ze warto$¢ u,, bedzie dodatnia dla
kationow, zas ujemna dla aniondw, zas szybko$¢ poruszania si¢ molekut obojgtnych
bedzie rowna szybkosci przeptywu elektroosmotycznego.

Sprawnos¢ rozdzialu w CE podobnie jak w technikach chromatograficznych opisaé

mozna liczba polek teoretycznych (N):

N= 'ue..//
2D, Réwn. 4.18

gdzie (u.y), jest efektywna ruchliwoscia elektroforetyczna, V oznacza wielkos¢
przylozonego napigcia pradu elektrycznego, zas Dy jest wspéiczynnikiem dyfuzji.
Rozmycie strefy probki pogarszajace sprawnos¢ rozdzielania moze wynika¢ m.in. ze
zbyt duzej objetosci wprowadzonej probki. gradientu temperatury oraz elektrodyspersji

spowodowanej duzymi réznicami w przewodnictwie strefy probki i buforu.
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Rys. 4.9 Schematy metod stosowanych w elektroforezie Kkapilarnej: a) kapilarna
elektroforezstrefowa (CZE), b) elektroforeza zelowa (GE), c¢) izotachoforeza (ITP.),
d) izoelektryczne ogniskowanie (IEF)

W metodzie elektroforezy kapilarnej znanych jest kilka technik analitycznych: kapilarna
elektroforeza strefowa (CZE), kapilarna elektroforeza zelowa (CGE), izotachoforeza

kapilarna (CITP), izoelektryczne ogniskowanie kapilarne (CIEF), micelarna
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elektrokinetyczna chromatografia kapilarna (MECC). llustracj¢ zasad wybranych metod
CE schematycznie przedstawiono na

Rys. 4.9. Najbardziej rozpowszechniona jest technika CZE. Proces rozdzielania
natadowanych substancji mato- i wieloczasteczkowych prowadzony jest w kapilarze
wypelnionej w calej objgtosci tym samym buforem. W przypadku elektroforezy zelowej
separacja prowadzona jest na nosnikach o charakterze zeli o odpowiednich srednicach
porow. W technice CITP wykorzystuje si¢ natomiast zjawisko identycznej szybkosci
jondw po osiagnigciu stanu rownowagi. Rozdzielanie prowadzone jest przy
zastosowaniu dwoch roznych elektrolitow, z ktorych pierwszy tzw. wiodacy zawiera
jony o ruchliwosci wigkszej niz ruchliwosé jondw oznaczanej probki, zas drugi tzw.
elektrolit konczacy zawiera jony o ruchliwosci mniejszej niz jony prébki. Szczego6lne
znaczenie przy rozdzielaniu bialek odgrywa technika izoelektrycznego ogniskowania.
Jako podstawe rozdzielania wykorzystuje si¢ w tej metodzie réznice punktow
izoelektrycznych oznaczanych analitow. Generowany w kapilarze stabilny gradient pH
powoduje rozdzielenia analitow na ostre strefy zgodnie z ich wartosciami punktu
izoelektrycznego. Szczegélowy opis poszczegdlnych technik znalez¢ mozna
w pozycjach literaturowych [80, 83].

Ostatnia z technik tzw. micelarna elektrokinetyczna chromatografia kapilarna (MECC)
ze wzgledu na wykorzystanie w niniejszej rozprawie doktorskiej zostanie dokladnie

omdéwiona w oddzielnym podrozdziale.

4.2.1 Micelarna Elektrokinetyczna Chromatografia Kapilarna (MECC)

W klasycznym modzie elektroforeza kapilarna nalezy do technik umozliwiajacych
rozdzielanie czasteczek nafadowanych. Pozbawione tadunku czasteczki migruja
z szybkoscia przeptywu elektroosmotycznego i nie ulegaja separacji. W celu
jednoczesnego rozdzielenia molekut natadowanych oraz obojetnych w metodzie CE,
Terabe [117, 118] uzyt jonowych surfaktantéw powyzej okreslonego ich st¢zenia CMC
jako dodatkéw do elektrolitu wiodacego. Powodzenie eksperymentu stato si¢ podstawa
do rozwinigcia nowego modu techniki CE znanego jako micelarna elektrokinetyczna
chromatografia kapilarna (ang. Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography,
MECC). Podstawg rozdzielania w metodzie MECC jest podziat analitu pomigdzy dwie

fazy o roznej polarnosci: faz¢ micelarng oraz faze¢ buforu. Faz¢ micelarng tworza
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naladowane elektrycznie micele, ktore wedruja w polu elektrycznym zgodnie ze swoim
tadunkiem. Surfaktanty anionowe migrujg zatem w kierunku anody, niemniej jednak
szybkos¢ przeptywu elektroosmotycznego w kierunku katody jest wigksza niz szybkos¢
migracji miceli, co ostatecznie prowadzi do migracji ukladu w kierunku EOF
(Rys. 4.10). Hydrofobowa faza wnetrza miceli okreslana jest mianem fazy
pseudostacjonarnej, w ktorej przemieszczaja si¢ substancje o wlasciwosciach
hydrofobowych. Im substancja wykazuje wigkszy charakter hydrofobowy. tym
silniejsze jest oddzialywanie z faza micelarna i dluzszy jej czas migracji.
Na elektroferogramie Rys. 4.10 najbardziej polarnym jest zwigzek C, najmniej zas A.
Anality neutralne o charakterze polarnym, ktore nie oddzialuja z faza micelarng migruja
w czasie rownym f.,; Czasteczki, ktore catkowicie wbudowuja si¢ do wnetrza miceli
(wysoce hydrofobowe), migruja z czasem rdwnym migracji miceli (#,c). Do molekut

tego typu naleza m.in. Sudan III, pyren, antracen i peinig funkcje markeréw miceli.
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Rys. 4.10 Migracja czasteczek obojetnych (A, B, C) w ukladzie MECC z anionowym surfaktantem.
Sa. Ss, Sc oznaczaja podzial substancji pomiedzy faz¢ micelarna a fazg buforu; t, tc, ts, ta, tme,
oznaczajg czas migracji odpowiednio markera EOF, analitéw A, B i C oraz miceli.

Wspolczynnik retencji k, podobnie jak w metodach chromatograficznych, jest miarg
czasu, w jakim dany sktadnik probki przebywa w fazie pseudostacjonarnej, w stosunku
do czasu jaki przebywa w fazie buforu. Wyrazajac za pomocg czasoéw migracji. k opisaé

mozna rOwnaniem:
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Réwn. 4.19

Podstawowe wyrazenie na rozdzielczos¢ pikow w MECC jest analogiczne
do stosowanego w metodach chromatograficznych, z uwzglednieniem migracji fazy

micelarnej:

R _\/ﬁ a-1 k, f e
4 a k41

Réwn. 4.20
1+k, -

gdzie indeksy 1 i 2 odnoszg si¢ do analitéw migrujacych w kolejnosci odpowiednio jako
pierwszy i drugi. Zmiana st¢zenia surfaktantu w buforze bezposrednio wptywa
na wspotczynnik retencji. Na podstawie uzyskanych wynikdéw Terabe [118] opracowat
prosty, matematyczny model opisujacy proces zachodzacy w ukladzie MECC:
I V(Csurf -CMC)

1-v(C,,,, - CMC) i Réwn. 4.21
gdzie v jest czastkowa objgtoscia molowa surfaktantu, Cy,jest catkowitym stgzeniem

surfaktantu, CMC krytycznym stgzeniem micelarnym, za$ Py wspdlczynnikiem
podziatu analitu pomigdzy faz¢ micelarna a fazg¢ wodna.
Wspdlczynnik rozdzielenia o dla dwdch sasiednich pikéow definiowany jest jako

stosunek ich wspdlczynnikdw retencji k£ i jest wprost proporcjonalny do stosunku

stalych podziatu Pyy:
= k_z - P MW,
k, - PMW. Roéwn. 4.22

Ze wzgledu na procesy zachodzace wewnatrz kapilary m.in. podziat substancji,
migracj¢ elektrokinetyczna, oddziatywania o charakterze hydrofobowym, metoda
MECC traktowana jest jako kombinacja dwoch innych metod: CZE oraz RP-HPLC.
Mozna ja zatem traktowa¢ zarobwno jako metod¢ elektroforetyczna jak
i chromatograficzna. Aparatura do MECC jest dokladnie taka sama jak w klasycznej
technice CE (rozdzial 4.2), rozny jest tylko skiad buforu. Metoda micelarnej
elektroforezy kapilarnej jest jedyna metoda elektroforetyczng umozliwiajaca separacje
zarowno molekul jonowych jak i obojetnych. Mozliwos¢ modyfikacji sktadu

chemicznego fazy pseudostacjonarnej i/lub fazy buforowej, umozliwia w prosty sposob
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kontrolowanie procesu rozdzielania, a tym samym daje szerokie mozliwosci

w tworzeniu korzystniejszych metod separacyjnych.

4.2.1.1 Fazy pseudostacjonarne w ukladzie MECC

Fazami pseudostacjonarnymi w technice MECC sg wodne roztwory surfaktantu
o stezeniu powyzej jego krytycznego punktu micelarnego. Mozna stosowaé zaréwno
kationowe, anionowe jak i zwitterjonowe surfaktanty. Istotne jest, aby amfifil byt
dobrze rozpuszczalny i chemicznie stabilny w danym elektrolicie, a jego CMC nie bylo
wysokie. Bardzo duze stgzenie surfaktantu zwigksza bowiem lepkos¢ buforu.
co przekfada si¢ na niepozadany wzrost pradu i wzrost temperatury w kapilarze.
Do najczgsciej stosowanych achiralnych liniowych detergentéw w technice MECC
naleza: s6l sodowa siarczanu dodecylu (SDS) oraz bromek tetradecylotriamoniowy
(DTAB). Duza popularnos¢ SDS-u wynika przede wszystkim z niskiej wartosci punktu
Krafta (16°C). niskiego CMC, oraz co istotne przy detekcji: jest niewidzialny w $wietle
UV. Za pomoca SDS rozdzielono wiele mieszanin zwiazkéw o znaczeniu biologicznym
[praca przegladowa 119].
Rozdzialy chiralne w MECC uzyskiwane sg dzigki zastosowaniu chiralnych faz
pseudostacjonarnych [praca przegladowa 120]. Zastosowanie znalazly zaréwno
naturalne jak i syntetyczne amfifile (np. surfaktanty glikozydowe). Do naturalnych,
chiralnych surfaktantow uzywanych w MECC naleza sole kwaséw cholowych,
digitoniny oraz saponiny. Najwigksza popularnoscia cieszg si¢ sole kwasow cholowych.
Budowe oraz wiasnosci tych zwiazkdw omowiono w rozdziale 2. Od czaséw pierwszej
publikacji Terabe [121] dotyczacej separacji Dns-D,L-aminokwaséw, liczba
rozdzielanych molekut chiralnych z zastosowaniem tych chiralnych amfifili znacznie
si¢ powigkszyla [120]. Sposrod wszystkich cholanéw, najbardziej efektywnym
chiralnym selektorem wydaje si¢ by¢ taurodeoksycholan sodu (NaTDC) [122].
W poréownaniu z SDS, sole kwaséw cholowych wykazujg wigkszy zakres tolerancji
stgzenia dodatku organicznego, bez rozpadu uktadu micelarnego.
Duze znaczenie w rozdzielaniu zwiazkéw chiralnych maja rowniez fazy oparte
na ukladach mieszanych. Czgsto stosuje si¢ uklady typu sol kwasu cholowego -

cyklodekstryna [120] lub s6l kwasu cholowego - achiralny surfaktant [123]. Rola
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achiralnego surfaktanta polega gléwnie na polepszeniu rozdzielania na skutek
zwigkszenia selektywnosci ukladu.

Do czgsto stosowanych czynnikdw achiralnych dodawanych do faz pseudostacjonarych
polepszajacych selektywnos¢ i rozdzielczos¢ ukfadu naleza rozpuszczalniki organiczne.
Najczgsciej stosowane to: metanol, etanol, acetonitryl, propan-2-ol. Modyfikator
organiczny wplywa na redukcj¢ przeplywu elektroosmotycznego i zmiany szybkosci

przeplywu fazy micelarne;j.
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CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo doswiadczalne opracowanie i optymalizacja faz
opartych na chiralnych ukiadach samoorganizujqcych sie¢ czasteczek cholanu sodu
(NaC) oraz deoksycholanu sodu (NaDC) w technikach rozdzielczych. Badania
planowano przeprowadzi¢c w ukladach z uzyciem trzech analitycznych technik
separacyjnych: podzialowej chromatografii gazowej (GLC), wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) oraz elektroforezy kapilarnej (CE).

W ukladzie podzialowej chromatografii gazowej zaplanowano zbadanie
wlasciwosci  separacyjnych formamidowej fazy stacjonarnej modyfikowanej
molekutami surfaktantu. Zaplanowane eksperymenty miaty stuzy¢ okresleniu wptywu
stezenia amfifila na wlasnosci rozdzielcze uktadu. Przewidywano, ze przeprowadzane
eksperymenty stgzeniowe oraz temperaturowe przyczynig si¢ do pelniejszego
zrozumienia mechanizmu procesu agregacji w niewodnych rozpuszczalnikach
organicznych.

W ukfadzie wysokosprawnej chromatografii cieczowej czasteczki surfaktantu mialy
by¢ uzyte jako chiralne modyfikatory wodnej fazy ruchomej. Wiasnosci rozdzielcze
badanej fazy chiralnej planowano zbada¢ na grupie czasteczek modelowych-
pochodnych optycznie czynnych binaftyli. Zaplanowane eksperymenty miaty pokaza¢
wplyw stezenia surfaktantu oraz wplyw dodatku rozpuszczalnika organicznego
na proces enancjoseparacji czasteczek modelowych. Dodatkowo planowane badania
temperaturowe umozliwityby wyznaczenie zmian parametrow termodynamicznych
towarzyszacych procesom w badanych uktadach. Interpretacja uzyskanych wynikow
pozwolitaby na opisanie wpltywu $rodowiska na mechanizm rozpoznania
molekularnego przez badane ukiady micelarne.

W uktadzie elektroforezy kapilarnej zaplanowano zastosowanie cholanéw jako
chiralnych faz pseudostacjonarnych do rozdzielenia stereoizomeréow flawanondw.

Przeprowadzane eksperymenty miaty na celu zbadanie wplywu st¢zenia surfaktantu
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na proces separacji zwiazkow. Dodatkowe pomiary wplywu czynnikéw achiralnych
(sktad buforu wiodacego) mialy poshuzy¢ do optymalizacji wiasnosci rozdzielczych
badanego uktadu micelarnego. Przewidywano, ze uzyskane wyniki doprowadza do
lepszego zrozumienia mechanizmu separacji przez micele cholanéw. Ponadto,
opracowana metoda rozdzielania stereoizomeréw flawanonéw miata byé praktycznie
wykorzystana do zbadania skladu diastereoizomerycznego sokéw z wyciskanych

owocOw cytrusowych.
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WPROWADZENIE

Czgs¢ doswiadczalna niniejszej rozprawy doktorskiej sktada si¢ z pigciu rozdziatow:

rozdziat 6 obejmuje opis zastosowanej aparatury. odczynnikdw i substancji

badanych,

= rozdziat 7 zawiera wyniki badan uzyskane na fazach stacjonarnych
modyfikowanych czasteczkami soli kwaséw cholowych w warunkach
podziatowej chromatografii gazowej.

® rozdziat 8 zawiera opis wynikdw uzyskanych w ukladzie wysokosprawnej
chromatografii cieczowej na fazach ruchomych modyfikowanych czasteczkami
cholanow,

* wrozdziale 9 przedstawiono wyniki badan uzyskane na pseudofazach
cholanowych w ukladzie elektroforezy kapilarnej z uwzglednieniem
praktycznego zastosowania opracowanego systemu elektroforetycznego,

= rozdziat 10 zawiera podsumowanie uzyskanych najwazniejszych wynikow,

wnioski koncowe.

Prezentowane w rozdzialach 7-9 wyniki zawieraja elementy dyskusji. Rozwiazanie
takie wybrano ze wzgledu na niezaleznos¢ wybranych analitycznych technik
badawczych. Wczesniejsze komentarze wynikdw umozliwia przeprowadzenie ogolnego
podsumowania w rozdziale 10. bez rozwiazywania watpliwosci jakie pojawily si¢

w kolejnych etapach realizacji projektu pracy doktorskie;j.
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Ze wzgledu na zastosowanie w niniejszej pracy trzech niezaleznych technik
rozdzielczych: podzialowej chromatografii gazowej (GLC), wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) oraz micelarnej elektrokinetycznej chromatografii
kapilarnej (MECC), w opisie czg¢sci doswiadczalnej oddzielnie omdéwiono metody

i materialy dla kazdej z nich.

6.1 Chromatografia gazowa (GC)

6.1.1 Aparatura

Pomiary chromatograficzne przeprowadzono uzywajac chromatografu
gazowego firmy Hewlett-Packard model 5890 seria Il wyposazonego w detektor
plomieniowo-jonizacyjny (FID). Czasy retencji oraz powierzchnie pikéw rejestrowano
przy pomocy integratora firmy Hewlett-Packard, model 3396 seria II. Gazem nosnym
byt argon. Pomiary prowadzono przy stalej predkosci przeptywu gazu
(40.0 £ 0.5 ml/min). Badania wykonano metods izotermiczng w temperaturze 30°C.
Jako markera czasu substancji niezatrzymywanej na kolumnie uzyto metanu. Badania
temperaturowe  przeprowadzono w zakresie temperatur 30°-50°C. Objetosc

nastrzykiwanej probki wynosita 0.02pul.

6.1.2 Kolumny, wypelnienia i preparatyka

W przeprowadzanych eksperymentach uzyto kolumn szklanych o wymiarach
2mx4mm 1.D. wypelionych nosnikiem Chromosorb W NAW (60-100 mesh)
pokrytym formamidowymi roztworami cholanu (NaC) lub deoksycholanu sodu

(NaDC). Impregnacj¢ nosnika ciekla faza stacjonarng opisano ponize;.
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Przygotowany formamidowy roztwér soli sodowej kwasu cholowego rozcienczono
woda destylowang i dodano do 15g nosnika. Otrzymana zawiesing delikatnie mieszano
przez kilka minut. Nadmiar wody usuwano powoli w temp. 30°C za pomoca wyparki
prozniowej pod cisnieniem ok. 2.7 kPa. Przygotowane wypelnienie nastgpnie
pozostawiono do wysuszenia w temperaturze pokojowej przez 24h. Po upakowaniu,
kolumny kondycjonowano w temperaturze 60°C przez 12h. W przypadku kolumny
matrycowej faze stacjonarng stanowil roztwor rozpuszczalnika organicznego bez
dodatku biosurfaktanta.

Stezenia cholanébw w formamidzie (FA) wyrazono za pomoca molalnosci [m]
(liczba moli substancji rozpuszczonej w 1000g rozpuszczalnika). Pelng charakterystyke

kolumn wraz z uzytymi skrétami zamieszczono w Tab. 6.1

Tab. 6.1 Charakterystyka kolumn

Kod kolumny Rodzaj czynnika - - - Stesenie (mm)"
modyfikujgcego

Matryca - 0
Cl NaC 7
C2 NaC 10
C3 NaC 14
C4 NaC 20
Cs NaC 30
Cé6 NaC 60
C7 NaC 100
DCI NaDC 3
DC2 NaDC 7
DC3 NaDC 10
DC4 NaDC 14
DC5 NaDC 20
DCé6 NaDC 60
DC7 NaDC 100

*mm = milimolalnosé

6.1.3 Charakterystyka odczynnikéw i zwigzkéw modelowych

Uzyte odczynniki o stopniu czystosci cz.d.a pochodzily z firmy Fluka i nie
wymagaty dalszego oczyszczania. Szczegdlowe informacje zawarte zostaly w Tab. 6.2.
Wzorce enancjomerdw monoterpenoiddw jako ukiady modelowe charakteryzowat
wysoki stopien czystosci. Informacje dotyczace budowy oraz producenta zwigzkow

modelowych umieszczono w Tab. 6.3.
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Tab. 6.2 Odczynniki

Nazwa Skrét  Producent

Sél sodowa kwasu cholowego NaC Fluka Buchs, Szwajcaria
S6l sodowa kwasu deoksycholowego NaDC Fluka Buchs, Szwajcaria
Formamid FA Fluka Buchs, Szwajcaria
Chromosorb W NAW 60/100 mesh Johns-Manville Litho, USA

Tab. 6.3 Zwigzki modelowe

Zwigzek modelowy Wzér strukturalny  Producent
(+)-B-citronellen J\/\/k/ -
() Bciteonellen N A Fluka Buchs, Szwajcaria
Myrcen )\/\/”\/ Fluka Buchs, Szwajcaria
Ocymen )\/\)\/ . Fluka Buchs, Szwajcaria
-Z)
(+/-)—a. -felandren 4@,,—< Fluka Buchs, Szwajcaria
a-terpinen —@—< Fluka Buchs, Szwajcaria
y-terpinen —-®—< Fluka Buchs, Szwajcaria
(+)-a-pinen X . .
(-)-0-pinen t@— Aldrich Milwuakee, USA
(+)-B- pinen $ S
(35 plien *@= Fluka Buchs, Szwajcaria
{EjaKeinfen Aldrich Milwuakee, USA
(-)-kamfen *
o-ksylen @( POCH Gliwice, Polska
m-ksylen Q\ POCH Gliwice, Polska
p-ksylen —@— POCH Gliwice, Polska
Aceton )CJ)\ POCH Gliwice, Polska
Octan etylu B POCH  Gliwice, Polska

" centra stereogeniczne
(E-Z) izomeria typu cis-trans
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6.1.4 Napigcie powierzchniowe

Pomiar napigcia powierzchniowego formamidowych roztworéw surfaktantéw
przeprowadzono metoda Wilhemly’ego przy uzyciu wagi Langmuira firmy Nima
Technology w Zakladzie Fizykochemii Migkkiej Materii IChF PAN. Do pomiaréw
uzyto prostokatnej bibuty filtracyjnej (20mm x 10mm x 0.Ilmm) zamiast zwykle
stosowanej ptytki platynowej. Badany roztwor umieszczono w szklanym naczynku
pomiarowym o podwdjnych sciankach termostatowanym za pomoca cyrkulujacej wody
z termostatu. Temperature mierzono z dokinoscia + 0.2°C termometrem oporowym
Pt 100Q przytaczonym do multimetru firmy Keithley. Caly uklad umieszczono
w komorze zapewniajacej atmosfer¢ wolng od zanieczyszczen mechanicznych,
ustawionej na stole antywstrzasowym. Pomiar napigcia powierzchniowego w funkcji
stezenia biosurfaktantu przeprowadzono w temperaturze 30°C.

Formamidowe roztwory o odpowiednich stezeniach biosurfaktantow (NaC: 2 mMZ,
SmM, 10 mM, 14 mM, 15 mM, 16 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 50 mM oraz NaDC:
Il mM, 2 mM, 4 mM, 6 mM, 8§ mM, 10 mM, 12 mM, 18 mM, 25 mM, 35 mM)
przygotowano poprzez rozcienczenie st¢zonego roztworu wyjsciowego. Po 5 minutach
intensywnego mieszania. roztwory odstawiano w celu osiagnigcia przez nie rownowagi.
Pomiary wykonywano po czasie 12h od momentu przygotowania probek. Badania

przeprowadzono w ukladzie 2 serii pomiarowych dla kazdego badanego surfaktantu.

6.2 Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)
6.2.1 Aparatura

Pomiary w uktadzie RP-HPLC przeprowadzono na chromatografie cieczowym
firmy Knauer (Berlin, Niemcy) wyposazonym w pompg Mini-Star K-501 oraz detektor
ze zmienna dlugoscia fali UV K-2501. Dozownik wyposazony byt w petle o objetosci
Tl
W  pomiarach temperaturowych kolumng¢ termostatowano w termostacie firmy
Knauer (Berlin, Niemcy). Sygnal z detektora zbierano za pomoca programu

EUROCHROM 2000 dostarczonego przez firm¢ Knauer (Berlin, Niemcy).

* mM=milimolowos¢ (liczba moli substancji rozpuszczonej w 1000ml roztworu)
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6.2.2 Charakterystyka kolumny

Do badan stosowano komercyjna kolumne firmy Phenomenex (Torrance, CA,

USA). Ogdblng charakterystyke kolumny zamieszczono w Tab. 6.4.

Tab. 6.4 Kolumny chromatograficzne

Nazwa Faza stacjonarna Dlugosé x Srednica wewnetrzna . Rozmisr ziarna

LUNA Cl18(2) 250 x 1.0 mm Spum

Natezenia przeptywu fazy ruchomej bylo stale i wynositlo 0.04 ml/min. Pomiary
wykonywano w temperaturze pokojowej. Badania temperaturowe przeprowadzono
w zakresie temperatur 10°C - 45°C.

Zaadsorbowane na fazie stacjonarnej cholany desorbowano 80% wodnym roztworem

metanolu. Czas przemywania wynosit srednio 8h.

6.2.3 Odczynniki i substancje badane

Informacje dotyczace uzytych biosurfaktantow umieszczono w Tab. 6.2 .
Do rozdzielania stereoizomeréw zwiazkow modelowych (Tab. 6.6), jako eluenty
stosowano wodne roztwory Dbiosurfaktantow z dodatkiem rozpuszczalnika
organicznego. Szczegdlowe informacje dotyczace uzytych rozpuszczalnikow zawarto
w Tab. 6.5. Uzyte odczynniki byly o stopniu czystosci cz.d.a. Substancje badane
rozpuszczano w metanolu.
W celu wyznaczenia objetosci wolnej kolumny stosowano metanolowy roztwor
uracylu. Roztwory eluentéw saczono przez filtry membranowe nylonowe o wielkosci

poréw 0.45 pm (Supelco, USA).

Tab. 6.5 Modyfikatory organiczne fazy ruchomej

Metanol MeOH Lab-Scan Dublin, Irlandia
butan-1-ol n-BuOH POCH Gliwice, Polska
pentan-1-ol n-PeOH BDH Poole, Wielka Brytania
heksan-1-ol n-HexOH POCH Gliwice, Polska
heptan-1-ol n-HepOH BDH Poole, Wielka Brytania
oktan-1-ol n-OctOH POCH Gliwice, Polska
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Tab. 6.6 Opis atropoizomerow zwiazkow rozdzielanych w warunkach MLC

Nazwa Wzér strukturalny Producent
(R)-(+)- 1,1°-Binaftylo-2,2’-dio OO <4
o L
(S)-(-)- 1,1’-Binaftylo-2,2’-diol Sk
OO Fluka,
Buchs,
OO Szwajcaria
0 z
(-)-Fosforan-(R) - 1,1’-binaftylo-2,2’-diylu O O:Pfo
g
OO O\ #0
(+)-Fosforan-(S) - 1,1’-binaftylo-2.2"-diylu O/Pf
D sl

6.3 Micelarnej elektrokinetyczna chromatografia kapilarna (MECC)

6.3.1 Aparatura

Pomiary w ukladzie MECC przeprowadzono za pomoca aparatu
do elektroforezy kapilarnej firmy Beckman Coulter model P/ACE wyposazonym
w detektor z matryca diodowa (DAD). Widma zbierano w zakresie 190-300 nm.
Badania wykonano z uzyciem kapilary (Beckman Coulter Instruments, USA) o $rednicy
wewnetrznej 75 pm i dlugosci calkowitej 58 cm (efektywna dlugos¢ kapilary: 48 cm).
Analizy przeprowadzono w stalej temperaturze. Kapilar¢ termostatowano plynem

chlodzacym. Dokladny opis warunkéw elektroforetycznych zamieszczono w Tab. 6.7.

Tab. 6.7 Warunki analizy elektroforetycznej

Opis ~ ~ © T PG, R B R AT e
Typ polaryzacji elektrod Normalny, przylozone napigcie 20kV
Temperatura analizy 25°C.
Nastrzyk Iniekcja hydrodynamiczna (3s / 3.45kPa), catkowita objgtos¢

nastrzykiwanej probki ok. 15 nl
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6.3.2 Kondycjonowanie i mycie kapilary

Do kondycjonowania nowej kapilary zastosowano standardowa procedure

przemywania zalecang przez producenta kapilary:

[S—y

metanol/ 5 min
2. woda/2 min
3. kwas chlorowodorowy / 5 min
4. woda/2 min
5. 0.1 N NaOH / 10min
6. woda/2 min
W celu uzyskania powtarzalnych wynikéw pomiedzy kazdym nastrzykiem probki,
kapilarg przemywano wg nastgpujacego schematu:
1. woda/3 min
2. NaOH/ 2 min
3. woda/2 min
4. bufor/ 1.5 min
W niektoérych przypadkach w razie koniecznosci kapilarg dodatkowo przemywano

metanolem (2 minuty).

6.3.3 Odczynniki i substancje badane

Wszystkie zastosowane odczynniki charakteryzowaly sie najwyzszym
dostgpnym stopniem czystosci (Tab. 6.8). Informacje dotyczace uzytych
biosurfaktantéw umieszczono w Tab. 6.2. Do przygotowania roztworéw uzyto wody
destylowanej podwoéjnie filtrowanej. Pomiary prowadzono z uzyciem buforu
tetraboranowo-dwufosforanowego przy pH 7.5 (50 mM Na,B40;/ 200 mM NaH,PO,)’.
Przygotowanie buforu wiodacego opisano ponize;j.

Do kolby miarowej szklanej o pojemnosci 10 ml odwazono okreslona mase surfaktantu,
a nastgpnie dodano zadane objgtosci stezonego roztworu wodnego soli kwasu
tetraboranowego (4.89 ml) oraz soli kwasu dwuwodorofosforowego (2.61 mi). W etapie
koficowym dodano okreslong objgto$é rozpuszczalnika organicznego i dopelniono woda

destylowang do objetosci 10 ml. Przygotowany roztwor mieszano w temperaturze

3 stezenia wyjéciowe
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pokojowej przez 20 min. Przygotowane w ten sposéb roztwory buforowe saczono przez

filtry strzykawkowe nylonowe o wielkosci poréw 0.45 um (Supeico, USA).

Tab. 6.8 Charakterystyka odczynnikéw uzywanych w metodzie MECC

Tetraboran sodu Na;B4O4 POCH Gliwice, Polska

Dwuwodorofosforan sodu NaH,PO, POCH Gliwice, Polska
Metanol MeOH Lab-Scan  Dublin, Irlandia
Acetonitryl CH;CN POCH Gliwice, Polska
2-propanol CH; CH(OH) CH; POCH Gliwice, Polska

Substancje badane z grupy flawanondéw zakupiono w jedynej dostepnej formie,
tj. mieszaniny dwoéch diastereoizomeréw. Wzory strukturalne badanych produktéw

zamieszczono ponizej w Tab. 6.9.

Tab. 6.9 Flawanony

O
9]
Naryngina i O Karsruhe,
(NAR) OHOH R LI Carl Roth Germany
CH,
OH OH
OH
OCH3
oo S
O
Neohesperydyna oH O Carl Roth Karsruhe,
(NEH) & L1 Germany
oH O
kCHa 9
OH OH

i &0
Neoeriocytryna oH Carl Roth Karsruhe,
OH

(NEE) Germany
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Ponciryna
(PON)

Pyrakantozyd
(PYR)

Narirutyna
(NUR)

Hesperydyna
(HES)

Eriocytryna
(ERI)

Didymina
(DID)

O

£

H 0O

G

OH OH

O
(@]

OH OH OH I
OH OH OH
OH OH OH

y/

o—
I

N T
| =
Carl Roth
o
N
Z Carl Roth
OH
(o]
Carl Roth
OH o]
OH
OCH;
(o]
Carl Roth
OH (o]
OH
OH
o]
Carl Roth
OH o]
OCH;
o
Carl Roth
OH e

Karsruhe,
Germany

Karsruhe,
Germany

Karsruhe,
Germany

Karsruhe,
Germany

Karsruhe,
Germany

Karsruhe,
Germany

Substancje badane rozpuszczono w 30% roztworze metanolu.

Do wyznaczenia ruchliwosci elektroforetycznej miceli uzyto barwnika spozywczego
Sudanu I1I. Ze wzgledu na znikoma rozpuszczalno$¢ Sudanu 111 w roztworach wodno-

organicznych, w pomiarach wykorzystano DMSO,

substancji.

obecnosci jondw. Jako markera EOF uzyto MeOH oraz DMSO.

jako rozpuszczalnik dla tej

Roztwor wzbogacano dodatkiem octanu amonu, w celu zapewnienia



Wyniki

CHARAKTERYSTYKA FAZ STACJONARNYCH
MODYFIKOWANYCH CHOLANAMI

W UKLADZIE

PODZIALOWEJ CHROMATOGRAFII GAZOWEJ

7.1 Wyznaczenie krytycznego stezenia micelarnego metodg pomiaru
napig¢cia powierzchniowego

Badanie = wilasciwosci  rozdzielczych faz  stacjonarnych  opartych
na formamidowych roztworach cholanéw w uktadzie chromatografii gazowej zostaty
poprzedzone wyznaczeniem krytycznych st¢zen micelarnych dla badanych cholanéw
w formamidzie. Rozpuszczalnik organiczny moze w istotny sposob wptynaé na proces
micelizacji, w skrajnym przypadku uniemozliwiajac nawet agregacje. Uktady cholan
sodu/formamid oraz deoksycholan sodu/formamid nie zostaly dotychczas zbadane
i opisane w literaturze. Sposréod dostgpnych metod badania procesu agregacji,
ze wzgledu na wilasnosci fizykochemiczne rozpuszczalnika, wybrano metod¢ pomiaru
napigcia powierzchniowego.

Pomiar napigcia powierzchniowego (y) przeprowadzono metoda Wilhemly’ego (metoda
plytkowa). Metoda ta polega na pomiarze sily F, ktorg nalezy przylozy¢ do pionowej
plytki, zetknigtej z powierzchnia badanego roztworu, aby oderwac ja od tej powierzchni
(Rys. 7.1). Napigcie powierzchniowe jest wprost proporcjonalne do przylozonej sity.
Wzajemng zaleznos¢ obu wielkosci fizycznych opisuje rownanie:

F

[-cosd Réwn. 7.1
gdzie / [m] jest dlugoscia zwilzenia ptytki, 8 jest katem zwilzenia.

}l:
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powietrze

<1

ciecz

Rys. 7.1 Ilustracja pomiaru napigcia powierzchniowego metoda Wilhemly’ego

Na Rys. 7.2 przedstawiono doswiadczalnie otrzymang zaleznos¢ roznicy napigcia
powierzchniowego pomigdzy czystym formamidem (y,), a roztworem cholanu sodu (y)

w funkcji stgzenia molowego tego surfaktantu.

12 . R 7 —
O N ol by e |
109 LI
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X .’ ? . cig o
8 1o OH =
E ; : m
2
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i
> 4 .
2 § =
0 o e
1E-3 0.01 0.1
[NaC]

Rys. 7.2 Wplyw stezenia cholanu sodu (NaC) na warto$¢ napigcia powierzchniowego; temp.: 30°C

Zamieszczony powyzej wykres przedstawia typowa zaleznos¢ dla agregujacych
czasteczek amfifilowych. Wraz ze wzrostem ilosci czasteczek surfaktantu w roztworze
obserwowany jest wzrost cis$nienia powierzchniowego (II=y,- y). Po przekroczeniu
jednak okreslonego stezenia surfaktantu, napigcie powierzchniowe osigga wartos¢ stata.
St¢zenie to odpowiada wartosci krytycznego stg¢zenia micelarnego (CMC), powyzej

ktorego stgzenie monomerdw amfifila w roztworze pozostaje stale.
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Dla badanego uktadu cholan sodu/formamid za wartos¢ CMC przyjeto punkt przegigcia
na wykresie zaleznosci ciSnienia powierzchniowego od stgzenia surfaktantu.
Wyznaczona warto$¢ CMC dla cholanu sodu wynosi 17 mM.

Analogiczne pomiary przeprowadzono dla ukladu deoksycholan sodu/formamid.

Otrzymang zaleznos¢ przedstawiono na Rys. 7.3. Wyznaczona wartos¢ CMC wynosi
9 mM.

2.5 —
1 He COONa Y
2 : . . 3
2.0 HERE: S D
Doy ‘9 @
_ ..... . B ..
] 5_ —O" L
E o
:‘ZE 1.0 :
t 4 _.,,;.: ,,,,,,, :
05 +—— —— i
2 s - . oy § wEevs
0.0- -——-f?T-—m_f- - — e
IEI-3 0.01
[NaDC]

Rys. 7.3 Wplyw stezenia deoksycholanu sodu (NaDC) na warto$é napigcia powierzchniowego;
temp.: 30°C

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze w formamidzie nastgpuje proces
agregacji zarowno cholanu sodu jak i deoksycholanu sodu. Wyzsza wartos¢ ci$nienia
powierzchniowego blisko punktu CMC dla cholanu sodu moze by¢ wynikiem
sumarycznego efektu wynikajacego z wigkszego upakowanie oraz silniejszej adsorpcji
czasteczek NaC na powierzchni fazy. Wyznaczona wartos¢ CMC jest prawie
dwukrotnie wyzsza dla tréjhydroksylowego NaC niz dwuhydroksylowego NaDC.
Nalezy to ttumaczy¢ wyzsza rozpuszczalnoscia bardziej polarnego amfifila w polarnym
rozpuszczalniku. Otrzymane wartosci CMC sg zblizone do otrzymanych w roztworach
wodnych. Zgodnie z Terabe [124], wartos¢ CMC w wodzie (25°C) dla cholanu sodu
zawiera si¢ w przedziale 13 - 15 mM, za$ dla deoksycholanu sodu przyjmuje wartosci

4-6 mM. Wyznaczone wielkosci dla roztworu formamidu sg zatem nieznacznie wyzsze.
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7.2 Teoretyczny opis systemu z solami kwaséw cholowych w ukladzie
GLC

Rozwazmy lotng czasteczke analizowanej substancji S (@) przeplywajaca przez
kolumng ktorej faze stacjonarna stanowi formamidowy roztwoér cholanéw B.
Uproszczony schemat sytemu chromatografii gazowej z faza stacjonarng zawierajaca

rozpuszczone czasteczki surfaktantu przedstawiono na Rys. 7.4.

faza gazowa

3
l

Ky

K, B _—=—>

faza ciekla

nosnik

Rys. 7.4 Fenomenologiczny opis rownowag zachodzgcych w kolumnie chromatograficznej

Model oparto na zatozeniach:
» pomigdzy faza gazows a cieklg zachodzi tylko czysty proces podziatu,
» formamid znajduje si¢ w fazie objgtosciowej roztworu i nie jest wbudowywany
w struktury micelarne,
= adsorpcja molekut surfaktantu na nosniku moze by¢ pominigta,

» uklad znajduje si¢ w liniowym zakresie izotermy podziatu,

Do opisu proceséw zachodzacych w modyfikowanej surfaktantem fazie stacjonarnej
rozpatrzono cztery przypadki. Przypadek pierwszy dotyczy procesu przejscia analitu S
z fazy gazowej (g) do niemodyfikowanej fazy stacjonarnej (/). ROwnowage procesu

wyraza zaleznos¢ :



Wyniki

5 ot e 1S]

= Réwn. 7.2
(g) (7 i
) [S(g)]

gdzie Kg jest stata rownowagi procesu podziatu, [Sy] oraz [Sg] sa odpowiednio
stgzeniami analitu w fazie cieklej i gazowej.

Przypadek drugi dotyczy uktadéw o stgzeniach cholandéw ponizej punktu CMC.
Rownowage procesu zachodzacego w ukladzie z uwzglednieniem oddziatywan

monomerdw z czasteczkami analitu opisuje roOwnanie:

¢ A'“, ) ¢ L >
S(g) Sl/) + Bumun : SB(Imuu) Réwn. 7.3

gdzie Bymon oznacza monomer surfaktantu, K., jest stala réwnowagi procesu
niespecyficznego wiazania monomeru i analitu. Dla oddziatywan o stechiometrii 1:1,

wzor na Kj,on przybiera postaé:

K _ [SB( Imon) ]
Imon — ,
[S(/) ] ’ [B( mony ] Réwn. 7.4

gdzie [Sy). [Bmom). [SBumon)] sa odpowiednio stgzeniami analitu, monomeréw i uktadu
zwiazanego w fazie cieklej.

Zwigkszajac st¢zenie surfaktantu w roztworze, dochodzi si¢ do krytycznej wartosci,
powyzej ktorej amfifil w uktadzie znajduje si¢ w formie zagregowanej. Przypadek ten
odnosi si¢ do punktu CMC, w ktérym cata powierzchnia rozpuszczalnika réwno
pokryta jest warstwa monomeréow. Mowimy o nasyceniu powierzchni. Réwnowage

w tym ukladzie opisuje réwnanie:

( Klwm' ) SB

Ny
S(g) (—)S(“ + B (cmce) Roéwn. 7.5

(cmc)

gdzie Bmc oznacza surfaktant w punkcie CMC., SB.n. forma zwiazana analitu
z surfaktantem w punkcie CMC. Kjcn. jest stala rownowagi procesu.

Powyzej krytycznego stgzenia micelarnego, molekuly analitu oddziatuja w roztworze
z formami zagregowanymi surfaktantu. Proces zachodzacy w fazie stacjonarnej opisuje

zaleznos¢:
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+B, . ¢LXokn yop 4 OB

Ky
S5, +8 (mic) (eme) (mic) Réwn. 7.6

(cmc)

gdzie B,y oznacza micele surfaktantu, SBg., kompleks miceli z analitem, Kju; jest
stala rownowagi procesu.

Powyzsze rozwazania maja charakter ogdiny. W rozdziale 4.1.2 wspomniano o modelu
zaproponowanym przez Armstronga. Nalezy jednak podkreslic, ze dotyczy on
przypadku powyzej punktu CMC i nie uwzglednia oddziatywan analitu z monomerami

oraz oddziatywan w punkcie CMC.

7.3 Wplyw cholanéw na chromatograficzne zachowanie si¢ czasteczek
modelowych

Grupe zwiazkéw modelowych stanowity molekuly zaréwno o charakterze
hydrofobowym (weglowodory alifatyczne i aromatyczne) jak i polarnym (keton, ester).
Pod wzglgdem budowy przestrzennej w wybranej grupie znalazly si¢ czasteczki
acykliczne, monocykliczne oraz bicykliczne, zawierajace centra asymetrii. Szczegélowy
opis zamieszczono w rozdziale 6 poswieconym chromatografii gazowej (podrozdziat
6.1). Wigkszos¢ molekut modelowych stanowig monoterpeny. Zostaty one wybrane z
uwagi na réznorodnos$¢ izomeréw, powszechnos¢ wystgpowania w naturze oraz ich

dostgpnosé.

7.3.1 Wplyw rodzaju soli kwasu cholowego na elucje zwigzkéw
modelowych

W oparciu o przeprowadzone pomiary napigcia powierzchniowego oraz
zbudowany model proceséw zachodzacych w fazie stacjonarnej, zaproponowano
wykonanie faz formamidowych modyfikowanych czasteczkami cholanu sodu (NaC)
i deoksycholanu sodu (NaDC). W tym celu przygotowano ciekle fazy formamidowe
modyfikowane czasteczkami surfaktantu. Przygotowana kolumna matrycowa

(bez dodatku surfaktantu) petnita role kolumny poréwnawcze;j.
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Na Rys. 7.5 przedstawiono przyktadowe chromatogramy uzyskane dla mieszaniny
monoterpenéw o budowie monocyklicznej na kolumnie matrycowej, kolumnie
modyfikowanej NaC (C6) oraz NaDC (DC4). Stezenia surfaktantow nie sa jednakowe,
zostaly dobrane jednak tak aby byly powyzej punktu CMC dla danego amfifila.

Zebrane czasy retencji zwiazkow modelowych na kolumnach z cholanem

i deoksycholanem sodu przedstawiono w Tab. 7.1.

2
3
4
5
a) 1
>
= 2 3 4
2 5
= 1 \
g b
5 ' ~ 23
=
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19 JUWANAL
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Rys. 7.5 Chromatogramy sztucznej mieszaniny monoterpenéw uzyskane na kolumnie matrycowej
(c), DC4 (NaDC -14 mm) (b) i C6 (NaC- 60 mm) (a); Identyfikacja pikéw: a-felandren (1),
a-terpinen (2), limonen (3), y-terpinen (4), terpinolen (5); warunki: temp.: 30°C, przeplyw argonu:
40 ml/min;
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Tab. 7.1 Zredukowane czasy retencji t’; [min] otrzymane na kolumnie matrycowej oraz
kolumnach z cholanem (C6) i deoksycholanem sodu (DC4) o wymiarach 2 m x 4 mm; warunki:
temp.: 30°C, przeplyw gazu no$nego: 40ml/min

Matryca 6 mm NaC 14 mm NaDC

(+)-B-citronellen

(-)-B-citronellen A e R
Myrcen 7.3 10.6 10.8
Ocymen 11.5 15.4 16.1
(+)—o -felandren

(-)—a -felandren s 93 %t
a-terpinen 8.3 10.5 11.5
y-terpinen 12.0 14.6 16.0
3 et 2.3 3.5 3.4
(-)-a-pinen

(FF{- pifien 47 6.3 6.4
(-)-B- pinen

(+)-kamfen

(-kafinfen 3.8 4.8 4.9
o-ksylen 14.8 14.2 15.1
m-ksylen 9.9 9.4 10.3
p-ksylen 9.8 9.2 10.0
Aceton 234 22.3 22.5
Octan etylu 18.1 17.3 17.3

Na podstawie zestawionych w tabeli wynikow oraz chromatograméw mozna zauwazyc,
2e;

= czasy retencji na kolumnach z solami kwaséw cholowych dla weglowodoréw
alifatycznych sa dtuzsze niz na porownawczej kolumnie matrycowej. Swiadczy
to o oddziatywaniu struktur micelarnych z czasteczkami analitu,

s dla weglowodoréow aromatycznych czasy retencji otrzymane na kolumnie
matrycowej oraz kolumnach modyfikowanych cholanami, przyjmuja zblizone
wartosci. W badanych warunkach czasteczki te nie oddzialuja z ukladem
zagregowanym.

= czasy retencji uzyskane na kolumnach modyfikowanych czasteczkami

surfaktantow sa dla zwigzkdw o charakterze polarnym nizsze niz na kolumnie
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poroéwnawczej. Proces przejscia analitu do czystej fazy rozpuszczalnika
w stosunku do przejécia do fazy micelarnej jest bardziej uprzywilejowany,

* w badanych ukiadach cholanu i deoksycholanu sodu nie zauwazono
dostrzegalnej enancjoselektywnosci, jak réwniez nie zaobserwowano
zwigkszenia selektywnosci wobec izomeréw konstytucyjnych. W poréwnaniu
z kolumng matrycowa zaobserwowano polepszenie rozdzielenia mieszaniny
weglowodorow alifatycznych. Kolejnos¢ wymywania badanych zwiazkéw nie

ulega zmianie.

Powyzsze wyniki staly si¢ punktem wyjsciowym przeprowadzenia badan w szerokim
zakresie stgzeniowych dla cholanu i deoksycholanu sodu, ze szczegélnym

uwzglednieniem obszaru bliskiego punktu CMC.

7.3.2 Wplyw stezenia cholanu sodu i deoksycholanu sodu na podstawowe

parametry chromatograficzne

Aby zbada¢ wplyw stezenia cholanu i deoksycholanu sodu na podstawowe
parametry chromatograficzne, przygotowano serie faz stacjonarnych modyfikowanych
surfaktantem o st¢zeniach zardwno powyzej, ponizej jak i w poblizu wyznaczonego
metoda napigcia powierzchniowego punktu CMC.
Na Rys. 7.6 przedstawiono wyniki uzyskane na kolumnach z cholanem sodu (NaC)
dla czasteczek nalezacych do grupy monoterpendw. Dla wszystkich badanych
weglowodorow alifatycznych zauwazono, ze wraz ze wzrostem st¢zenia monomerow
NaC w fazie stacjonarnej w zakresie stezen 0-14 mm, nastepuje szybki wzrost czasow
retencji badanych zwiazkéw. Po osiagnigciu wartosci maksymalnej dla 14 mm NaC,
obserwowano ich szybki spadek dla st¢zenia 20 mm NaC. St¢zenie to jest bliskie
krytycznemu st¢zeniu micelarnemu (17 mM). Wartos¢ ¢’ w tym punkcie dla zadnego
z badanych zwiazkow nie byfa nizsza niz otrzymana na kolumnie poréwnawczej.
W zakresie stezen powyzej 20 mm NaC, czyli dla obszaru fazy micelarne;j,
zaobserwowano ponowny wzrost czasOw retencji. Przyrosty te sg jednak bardziej

umiarkowane w poréwnaniu z obszarem stgzen niezagregowanego surfaktantu.
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7.6 Zaleino$¢ zredukowanych czaséw retencji

dla monoterpenéw acyklicznych(a),

monocyklicznych (b), bicyklicznych (c) od stezenia cholanu sodu (NaC); temp. 30°C
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7.7 Zaleznos¢ zredukowanych czaséw retencji

dla monoterpenéw acyklicznych(a),

monocyklicznych (b), bicyklicznych (c) od stezenia deoksycholanu sodu (NaDC); temp. 30°C
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Porownujac czasy retencji acyklicznych, monocyklicznych i bicyklicznych
weglowodoréw otrzymane na kolumnach z cholanem sodu, silniej z NaC oddziatuja
czasteczki o budowie acyklicznej niz mono- i bicykliczne.

Analogicznie pomiary przeprowadzono dla ukfadu deoksycholanu sodu (NaDC).
Uzyskane zaleznosci przedstawiono na Rys. 7.7. Przebieg krzywych jest podobny
do tych uzyskanych dla uktadu NaC. W obszarze niezagregowanego surfaktantu
(0 - 7mm) zaobserwowano wzrost czasOw retencji zwiazkow modelowych. W obszarze
bliskim krytycznemu stg¢zeniu micelarnemu NaDC, nastgpowal znaczny spadek czasow
retencji. Dalszy wzrost stgzenia surfaktantu w formie zagregowanej (20 - 100 mm)
wplywat na wzrost wyznaczonych zredukowanych czaséw retencji. W pordwnaniu
z uktadem tréjhydroksylowego NaC, dwuhydroksylowy NaDC w obszarze micelarnym,
silniej oddziatuje z czasteczkami weglowodorow alifatycznych. Niepolarne molekuty
analitow bardziej preferuja przejscie z fazy roztworu do fazy micelarnej surfaktantu
0 mniejszej polarnosci.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze przebieg krzywych stgzeniowych
scisle zalezy od formy mononerycznej lub zagregowanej surfaktantu w roztworze
formamidowym. Obserwowana nieciaglo$¢ zaleznosci koresponduje z przejsciem
surfaktantu z formy wolnej do formy micelarnej i odpowiada punktowi CMC.

Zaréwno dla cholanu jak i dla deoksycholanu sodu w catym zakresie badanych stezen
nie zauwazono dostrzegalnej enancjoselektywnosci, jak réwniez w pordwnaniu
w kolumna odniesienia, brak jest wyraznego wptywu na proces rozréznienie izomerdéw

konstytucyjnych.

7.3.2.1 Anomalne zachowanie weglowodoréw aromatycznych i zwigzkow
polarnych na fazach cholanowych

Na Rys. 7.8 przedstawiono wyniki dla izomeréw orto-, meta- i para- ksylenu
uzyskane na fazach stacjonarnych modyfikowanych czasteczkami cholanu sodu (NaC)
lub deoksycholanu sodu (NaDC). W zakresie stgzen 0-7 mm NaC (Rys. 7.1a) nie
stwierdzono istotnych réznic pomigdzy otrzymanymi czasami retencji dla danego
izomeru ksylenu. Dla stgzenia 14 mm NaC odnotowano nieoczekiwany spadek czasu
retencji. W poréwnaniu z kolumng matrycowa, uzyskane wartosci sg okolo 35%
mniejsze. Wydaje si¢, ze obserwowana redukcja czasow retencji jest wynikiem

niekorzystnych zmian zachodzacych na powierzchni fazy stacjonarnej ograniczajacych
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proces sorpcji analitu. Dalszy wzrost stezenia surfaktantu w fazie stacjonarnej wptywa

na ponowny przyrost czasu retencji do osiagniecia stanu plateau.
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Rys. 7.8 Zalezno$¢ zredukowanego czasu retencji dla izomeréw ksylenow w funkcji stezenia
cholanu sodu (a) lub deoksycholanu sodu (b); temp.: 30°C

Analogiczng zaleznos¢ uzyskano dla izomerow ksylendow na fazach modyfikowanych
deoksycholanem sodu (Rys. 7.1b). W tym przypadku istotng redukcj¢ czasow retencji
odnotowano dla stezenia 7 mm NaDC. Spadek zredukowanych czaséw retencji

w stosunku do kolumny poréwnawczej wynosit 34% i 31%, odpowiednio dla orto- oraz
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meta- 1 para- ksylenu. W zakresie st¢zen 10 — 100 mm nie odnotowano znaczacych
réznic pomigdzy otrzymanymi czasami retencji w porownaniu z kolumng matrycowa.
W grupie poczatkowo wybranych zwiazkdw modelowych, ze wzgledu na naturg
badanego procesu, znajdowaly si¢ jedynie czasteczki o charakterze hydrofobowym.
Na podstawie uzyskanych interesujacych wynikdw, postanowiono powigkszy¢ badang
grupe o czasteczki o charakterze polarnym. Zaktadano, ze ze wzglgdu na wilasnosci
fizykochemiczne, nie beda oddziatywaly z uktadami micelarnymi i beda mogly pehic

role substancji odniesienia.
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Rys. 7.9 Zaleinos$é zredukowanych czaséw retencji dla badanych zwigzkéw polarnych w funkcji
stezenia cholanu sodu (a) lub deoksycholanu sodu (b); temp.: 30°C
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Na Rys. 7.9 przedstawiono wyniki uzyskane dla acetonu i octanu etylu, otrzymane
na kolumnach modyfikowanych NaC (Rys. 7.9a) oraz NaDC (Rys. 7.9b).
Nieoczekiwanie, przebieg procesu dla obu czasteczek jest identyczny z opisanym
powyzej dla weglowodoréw aromatycznych. Skrocenie czasow retencji na kolumnie
o stezeniu 14 mm NaC dla acetonu i octanu etylu nastapilo o 49%, natomiast na
kolumnie 7 mm NaDC odnotowano spadek czaséw o 40% i 42%, odpowiednio dla
acetonu i octanu etylu. W przedziale st¢zeni 20 - 100 mm dla NaC oraz 10 - 100 mm dla
NaDC, czasy retencji analitow osiagnely wartos¢ stala, nizsza w poréwnaniu
z otrzymang na kolumnie matrycowej.

Skrocenie czasow retencji na kolumnach modyfikowanych surfaktantem w stosunku
do kolumny matrycowe;j jest zjawiskiem zaskakujacym i nietypowym. Jak w przypadku
zwiazkoéw polarnych mozna by to thumaczy¢ wigkszym powinowactwem do polarne;j
fazy rozpuszczalnika, tak w przypadku' weglowodoréw aromatycznych bardziej
naturalne wydawaloby si¢ oddziatywanie z faza micelarna, czego nie zaobserwowano.
Analiza procesu oparta na otrzymanych zaleznosciach stgzeniowych dla calej grupy
zwiazkoéw modelowych, pozwala postawi¢ nastepujaca hipotezg:

Sole kwasoéw cholowych naleza do grupy planarnych amfifili o dos$¢ sztywnej
konstrukcji. W zakresie stg¢zen ponizej punktu CMC, czyli obszarze wolnego
surfaktantu, jest bardzo prawdopodobne. iz monomery cholanéw leza ptlasko
na powierzchni formamidu, grupami hydroksylowymi zwréconymi w kierunku fazy
ciekfej (Rys. 7.10a). Wzrost st¢zenia surfaktantu powoduje akumulacj¢ monomeréw
w obrebie obszaru migdzyfazowego. Wptywa to na ggstsze upakowanie monomerow
cholanéw w warstwie powierzchniowej (Rys. 7.10b). Efekt ten pozostaje w zgodnosci
z opisanym przez Tissa [125] dla soli kwaséw cholowych zaobserwowanym na granicy
faz woda/powietrze. Na otrzymanych krzywych stezeniowych odpowiada to punktowi
maksymalnej lub minimalnej wartosci zredukowanych czaséw retencji odpowiednio dla
weglowodoréw alifatycznych lub weglowodoréw aromatycznych. W poblizu punktu
CMC badanych uktadéw surfaktantéw, nastgpuje zjawisko catkowitego nasycenia
powierzchni. Gegste upakowanie czasteczek cholandw w sztywno uporzadkowanej
warstwie, sprzyja procesowi reorganizacji orientacji molekut z ptaskiej na prostopadia
z powierzchniami hydrofobowymi zwréconymi do siebie (Rys. 7.10c). Dalszy wzrost

st¢zenia amfifila indukuje tworzenie form zagregowanych, przy statym stezeniu
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monomerow (Rys. 7.10d). Analogiczny proces zmiany orientacji czasteczek zostal

opisany przez Almgrena et.al. [126] dla uktadu NaC i NaDC w roztworze wodnym.

a) Faza gazowa

Faza ciekla

b) Faza gazowa

Faza ciekta

c) Faza gazowa

Faza ciekla

d) Faza gazowa

Agregaty
soli kwaséw cholowych

Faza ciekla

Rys. 7.10 Schematyczne przedstawienie organizacji czgsteczek soli kwaséw cholowych w fazie
stacjonarnej w obszarze stezeir ponizej punktu CMC (a, b), blisko punktu CMC (c), powyzej
punktu CMC (d).

Powr6¢my zatem do otrzymanych krzywych st¢zeniowych. Wzrost czaséw retencji dla
ksylenow i molekut polarnych lub spadek czaséw retencji dla monoterpenéw punkcie
20 mm NaC oraz 10 mm NaDC, mozna wytlumaczy¢ procesem zmiany orientacji
molekut surfaktantu na powierzchni migdzyfazowej. W efekcie powoduje to czesciowe

odstonigcie powierzchni polarnej rozpuszczalnika, przez co staje si¢ ona bardziej
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dostgpna dla czasteczek polarnych i izomeréw ksylendw. Zmniejszeniu ulega natomiast
hydrofobowa powierzchnia oddziatywania pomigdzy czasteczkami surfaktantu
a weglowodorami alifatycznymi. O ile latwo zrozumie¢ wigksze powinowactwo
polarnych czasteczek w stosunku do formamidu, o tyle zaskakujacym jest preferowanie
fazy objetosciowej polarnego rozpuszczalnika przez czasteczki  badanych
weglowodoréw aromatycznych. Logicznym wydawalby si¢ proces oddziatywania
niepolarnych czasteczek z hydrofobowym wnetrzem miceli. To nietypowe zjawisko
mozna probowaé¢ wytlumaczy¢ w oparciu o obliczenia kwantowo-mechaniczne.
Thomas et.al. [127] badajac proces zwijania fancuchoéw polipeptydowych, rozwazyt
proces oddziatywania benzenu z atomem tlenu czasteczki formamidu. Przeprowadzone
obliczenia metodami ab initio wykazaty istnienie niespecyficznych, krétkozasiggowych
oddziatywan pomigdzy tlenem grupy karbonylowej a elektronami n pierscienia
aromatycznego. Przy orientacji prostopadtej formamidu do benzenu. w zaleznosci od
odleglosci energia oddziatywan O/x wynosita od okolo —20.9 kJ/mol do —10.5 kJ/mol.
Dla poréwnania warto$¢ entalpii swobodnej (AG®) rozpuszczania benzenu w cholanie
sodu (NaC/H,O; liczba agregacji 8.6) wyznaczona przez Sugioka [128] wynosi
—10.2 kJ/mol.

7.4 Badania temperaturowe

Pomiary w warunkach chromatografii gazowej prowadzone sa w temperaturach
wyzszych niz temperatura otoczenia. Wysoka temperatura ukladu moze jednak
doprowadzi¢ do deagregacji ukfadu micelarnego. Aby sprawdzi¢ termiczng stabilno$¢
faz stacjonarnych modyfikowanych czasteczkami surfaktantu postanowiono
przeprowadzi¢ pomiary temperaturowe. Do badan wybrano acykliczng czasteczke
B-citronellenu, monocykliczny a-terpinen, bicykliczny a-pinen oraz orto-ksylen.
Pomiary przeprowadzono na kolumnach o stgzeniach surfaktantéw zaré6wno ponizej,

blisko oraz powyzej stgzenia CMC, jak rowniez na kolumnie odniesienia.

7.4.1 Opis termodynamiczny sorpcji analitu na fazach cieklych
modyfikowanych czasteczkami surfaktantu

Podstawowe parametry chromatograficzne sa czesto wykorzystywane

do obliczen wartosci funkcji termodynamicznych procesu przejscia analitu z fazy
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ruchomej do fazy stacjonarnej. Najwazniejsza zaleznoscia laczaca entalpi¢ przejscia
(AH") ze stala rownowagi procesu przeniesienia masy (K), jest relacja van’t Hoffa

opisana réwaniem:

0 0
K = AH" 1 AS
R T R Réwn. 7.7
poniewaz
k=¢-K Réwn. 7.8
zatem dla procesu chromatograficznego relacj¢ van’t Hoffa wyraza zaleznosé:
0 0
nk=- am” 1 + ol +Ing
R T R Réwn. 7.9

gdzie k jest wspdlczynnikiem retencji, AH® i AS® sa odpowiednio zmiana entalpii
i entropii zwigzang z przejSciem z fazy ruchomej do fazy stacjonarnej, ¢ wyraza
stosunek objetosci fazy stacjonarnej do fazy ruchomej, R jest stala gazowa, T wyraza
temperatur¢ w skali Kelvina. Odstgpstwa od liniowej zaleznosci van’t Hoffa najczesciej
wynikajg ze zlozonego mechanizmu retencji. Wyznaczenie wowczas wartosci funkcji
termodynamicznych bez wprowadzenia odpowiednich poprawek jest niemozliwe.
Rozpatrzmy uktad fazy stacjonarnej modyfikowanej czasteczkami surfaktantu.
Dla kolumny matrycowej, w ktorej zachodzi jedynie proces podzialu, wyznaczona
wartos¢ AH; opisuje entalpi¢ procesu transportu masy skladnika S z fazy gazowej do
fazy cieklej.

W obszarze stgzen ponizej punktu CMC obok procesu sorpcji zachodzi dodatkowo
proces oddziatywania analitu z monomerami w fazie cieklej. Wyznaczona entalpia
przejscia AHy; bedzie zatem suma entalpii dwdch procesow: przejscia z fazy gazowej do
stacjonarnej oraz oddziatywania analitu z wolnymi czasteczkami surfaktanta (AHmon):
~AH, =—(AH, +AH,,,) Réwn. 7.10

W punkcie bliskim stgzeniu CMC, kiedy powierzchnia fazy cieklej jest gesto
upakowana molekufami surfaktantu, wyznaczona warto$¢ zmiany entalpii AHy; opisuje
rownanie:

~AH, =—(AH, +AH,, ) Réwn. 7.11
gdzie AH:mc wyznacza entalpi¢ oddziatywania analitu z czasteczkami surfaktantu

w punkcie CMC.
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Powyzej punktu CMC w obecnosci agregatow w fazie cieklej, niepolarna czasteczka
analitu moze przechodzi¢ do hydrofobowego rdzenia miceli. Energi¢ przejscia AHy

w tym ukladzie opisuje rownanie:

-AH,, =—(AH, +AH , +AH, )=—(AH, +AH,, ) T
gdzie AHnic 0znacza entalpi¢ oddziatywania analitu z agregatem w cieklej fazie
stacjonarnej.

W powyzszym opisie termodynamicznym sorpcji analitu, zalozono brak wplywu
czasteczki analizowanej na proces micelizacji cholanéw w fazie stacjonarnej. Jednym
z wielu czynnikow, ktéore moga modyfikowaé proces agregacji w polarnych
rozpuszczalnikach jest czasteczka zwiazku analizowanego [30]. Shaw wykazat jednak,
ze dopoki st¢zenie analitu w rozpuszczalniku jest duzo mniejsze niz st¢zenie surfaktantu
(Csurt >>>Canaiit), efekt wplywu czasteczki badanej na miecelizacj¢ jest nieznaczny

i moze by¢ pominigty w rozwazaniach [129].

7.4.2 Wyznaczenie wartosci entalpii oddzialywania dla analitu w ukladzie
formamidowego roztworu surfaktantu

Na Rys. 7.11 przedstawiono wplyw temperatury na proces elucji acyklicznego

monoterpenu na fazie stacjonarnej modyfikowanej deoksycholanem sodu.
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Rys. 7.11 Chromatogramy uzyskane dla czgsteczki B-citronellenu na kolumnie 60 mm NaDC w
temperaturze 30°C (a,) 35°C (b) 40°C (c) 45°C (d) 50°C (e)
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Dla wszystkich modelowych czasteczek w badanym zakresie temperatur (30°-50°C)
odnotowano skrocenie czasow retencji. Ksztalt i symetria pikow nie ulegty zmianie.

Na Rys. 7.12 i Rys. 7.13 zamieszczono przyktadowe zaleznosci temperaturowe
otrzymane na fazach modyfikowanych odpowiednio cholanem sodu (NaC) lub
deoksycholanem sodu (NaDC). Otrzymane relacje sg liniowe w badanym zakresie
temperatur ze wspbtczynnikiem dopasowania R?>0.992. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, ze w badanym zakresie temperatur zaréwno dla faz o st¢zeniu
surfaktantu ponizej punktu CMC, jak réwniez w obszarze struktur micelarnych, brak
jest odchylen od liniowosci. Potwierdza to termiczna stabilnosé badanych faz

stacjonarnych w zakresie 30°-50°C.
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Rys. 7.12 Zaleznosci van’t Hoffa dla czgsteczek modelowych otrzymane na wybranych fazach
stacjonarnych modyfikowanych cholanem sodu: 0 mm (Matryca), 7 mm (C1), 14 mm (C3), 60 mm
(C6); warunki analizy: zakres temperatur: 300-500C, przeplyw gazu no$nego: 40.0 ml/min;
kolumny szklane 2 m x 4 mm
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Rys. 7.13 Zalezno$ci van’t Hoffa dla czasteczek modelowych otrzymane na wybranych fazach
stacjonarnych modyfikowanych deoksycholanem sodu: 0 mm (Matryca), 3 mm (DC1), 7 mm (DC2),
60 mm (DC6); warunki analizy: zakres temperatur: 30°-50°C, przeptyw gazu nosnego: 40.0 ml/min;
kolumny szklane 2 m x 4 mm

Z nachylenia prostej opisanej zaleznoscia van’t Hoffa (Roéwn. 7.9) wyznaczono
wartosci zmian entalpii procesu przejscia dla poszczegdlnych ukladow
chromatograficznych: w obszarze stezen monomeréw, blisko punktu CMC oraz
zakresie stezen form zagregowanych. Otrzymane wartosci AH,, AHy, AHuy, AHy

przedstawiono w Tab. 7.2.
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Tab. 7.2 Zmiana entalpii przejscia |kJ/mol| oraz zmiana entalpii oddzialywania [kJ/mol] analitu z NaC lub NaDC w fazie stacjonarne;j.

kolumna B-citronellen a-terpinen g-pinen o-ksylen
Bez surfaktantu
-AH,; Matryca 37.82 (0.998) 39.07 (0.998) 31.92 (0.992) 35.58 (0.998)
Cholan sodu (NaC)
-AHy, C3 47.55 (0.998) 45.88 (0.998) 42.81 (0.998) 35.75 (0.998)
-AHy; C4 44.81 (0.998) 41.39 (0.998) 38.57 (0.998) 36.57 (0.996)
-AHy Cé6 47.97 (0.999) 44.72 (0.998) 41.57 (0.998) 37.92  (0.998)
‘AHmml 9.73 68] 1089 Ol7
-AHcme 6.99 2.32 6.65 0.99
-AH ;. 3.16 333 3.00 1.25
Deoksycholan sodu (NaDC)
-AHy DC2 51.21 (0.998) 47.96 (0.998) 45.56 (0.998) 38.48 (0.998)
-AHy; DC3 42.48 (0.997) 40.25 (0.998) 34.58 (0.997) 3441 (0.999)
-AHy DC5 49.22 (0.994) 45.06 (0.998) 40.23 (0.994) 34.58 (0.998)
-AH 13.39 8.89 13.64 2.90
-AH e 4.66 1.18 2.66 -1.17
-AH ;. 6.74 4.81 5.65 0.17

(R*)= wspolczynnik dopasowania
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Zmiany entalpii oddzialywania surfaktantu w formie wolnej, zagregowanej oraz
punkcie bliskiemu CMC z czasteczka analitu wyliczono z réownan 7.10-7.12.
Wyznaczone warto$ci AHmon, AHcme oraz AHpic, zamieszczono w Tab. 7.2. Wartosci
zmian entalpii dla ukladu micelarnego okreslono na jedng czasteczke surfaktantu.
Jak do tej pory brak jest informacji dotyczacych liczby agregacji i struktury miceli soli
kwaséw cholowych w formamidzie.

Na podstawie zestawionych w tabeli wynikéw zauwazono, ze zmiana entalpii
oddziatywania pomigdzy analitem a monomerami w pordwnaniu z formami
zagregowanymi cholanu lub deoksycholanu sodu, jest wigksza. Sugeruje to,
ze czasteczki surfaktantu w agregacie w fazie cieklej, ustawione sa powierzchniami
hydrofobowymi do siebie (ang. back-to-back stacking), przez co relatywnie
zmniejszona zostaje hydrofobowa powierzchnia kontaktu pomig¢dzy niepolarnym
analitem a surfaktantem. Poréwnujac wartosci zmian entalpii oddziatywania pomigdzy
weglowodorami  alifatycznymi a ukfadem cholanu lub deoksycholanu sodu,
zaobserwowano, ze |AHmon| i |AHmic| przyjmuje wigksze wartosci dla soli kwasu
dwuhydroksylowego (NaDC), podczas gdy |AHcmc| jest wigksze dla soli kwasu
trjhydroksylowego (NaC). Wigksza wartosc |AHmic| dla NaDC mozna tlumaczy¢
mniejsza polarnoscia czasteczki. Tworzone agregaty NaDC zapewniaja bardziej
hydrofobowe mikrosrodowisko dla czasteczek weglowodoréw alifatycznych niz micele
NaC. Wyzsza warto$¢ |AHmc| dla cholanu sodu moze byé konsekwencja
korzystniejszego upakowania surfaktantu na powierzchni fazy stacjonarnej. Z badan
napigcia powierzchniowego wynika, ze dla cholanu sodu w punkcie CMC mamy
powierzchnie gegsciej upakowana czasteczkami (wigksze ciSnienie powierzchniowe).
Bardziej rozwinigta powierzchnia hydrofobowa wplywa korzystniej na proces
oddzialywania z niepolarnym analitem.

Bez wzgledu na st¢gzenie surfaktantu NaC lub NaDC w fazie cieklej zmiana entalpii

oddziatywania dla czasteczki orto-ksylenu jest bliska zeru.
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SOLE KWASOW CHOLOWYCH JAKO CHIRALNE
MODYFIKATORY FAZY RUCHOMEJ

W WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII
CIECZOWEJ

Projekt dotyczacy zastosowania soli kwasow cholowych jako modyfikatorow
fazy ruchomej zrealizowano w ukladzie wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.
Pionierskie badania w tym temacie wykonal Hinze w latach dziewigc¢dziesiatych
[106,107]. Opisane w literaturze dane sa jednak niesystematyczne i niewystarczajace

do charakterystyki chiralnych cholanowych faz ruchomych.

8.1 Badanie adsorpcji cholanéw na fazie stacjonarnej C18

Do glownych wlasnosci czasteczek amfifilowych naleza: mozliwos¢ tworzenia
struktur micelarnych w roztworach wodnych oraz adsorpcja fizyczna molekut
na powierzchni miedzyfazowej. Adsorpcja soli kwaséw cholowych na fazach
stacjonarnych jest ubogo opisana w literaturze. Informacja ta jest jednak niezbgdna
do przeprowadzenia planowanych eksperymentéow. Jak wiadomo adsorpcja
surfaktantow na fazach stacjonarnych w ukladzie RP, zalezy nie tylko od typu amfifila,
ale rowniez od srodowiska np. dodatkéw organicznych, temperatury.

Tab. 8.1 Charakterystyka fazy stacjonarnej uzytej kolumny-dane producenta
www.phenomenex.com

Kol o Powierzchnia Zawartos¢ Pokrycie fazy Masa i'azy Zakres
wlasciwa [m*/g] wegla [%]  [umol/m’]  stacjonarmej [g] pracy pH
LUNA C18(2) 400 17.5 3.0 0.1143 1.5-10

Na Rys. 8.1 zamieszczono otrzymana krzywa przejscia dla 100 mM wodnego roztworu

cholanu sodu (NaC). Pomiary przeprowadzono na fazie C18 (ang. octadecylsilica
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column, ODS) w temperaturze pokojowej w przeplywie 0.04 ml/min (Tab. 8.1).

Czas retencji substancji niezatrzymywanej na kolumnie wynosit 2.2 min.

1000 4

HY 210 nm A

¥ T L8 L
< 50 100 15¢ 260

[min]

[ ]
e J
©“

Rys. 8.1 Chromatograficzna krzywa przejScia dla wodnego roztworu 100 mM NaC; warunki:
detekcja 210 nm, przeplyw fazy ruchomej: 0.04 ml/min, temp: 25°C, kolumna: ODS (5um) 250 x 1.0
mm i.d.

Przedstawiona krzywa adsorpcji cholanu na fazie stacjonarnej jest podobna
do otrzymanej przez Hu [130] dla zwitterjonowych surfaktantow o budowie planarne;j
(CHAPS. CHAPSO). W przebiegu krzywej zauwazono trzy etapy. W pierwszym
(0-4 min), pomimo przejscia eluentu przez kolumng, sygnal z detektora pozostal
niezmieniony Sugeruje to, Ze caly surfaktant zawarty w fazie ruchomej ulegt adsorpcji
na fazie ODS. Znajac stezenie surfaktantu, przeptyw fazy ruchomej oraz masg
wypelnienia kolumny wyznaczono przyblizona mase¢ zaadsorbowanego surfaktantu
w pierwszym etapie. Obliczona masa zaadsorbowanego surfaktantu na 1 g wypehienia
kolumny wynosifa ok. 58.6 mg. W drugim etapie (4-6.5 min) zaobserwowano wzrost
wartosci sygnatu detektora (absorbancji), co sugeruje obecnos¢ cholanu sodu w fazie
ruchomej. Wzrost ten jednak jest nieznaczny i swiadczy o tym, Ze stan rOwnowagi nie
zostal osiagnigty i proces adsorpcji nadal postgpuje. Po ok. 7 min. na krzywej przejscia
NaC zanotowano ostry pik. Wydaje sig, ze obserwowany nagty wzrost i spadek sygnatu
moze wynika¢ z niehomogenicznosci fazy ruchomej na wyjsciu z kolumny.

Po ok. 75 min absorbancja osiagneta warto$¢ stala, réwng absorbancji roztworu
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wejsciowego. Dalsze przemywanie fazy stacjonarnej wodnym roztworem cholanu sodu
nie wplynglo na proces adsorpcji surfaktantu. Zakladajac, ze adsorpcja surfaktantu
nastgpuje w pierwszym i drugim etapie, obliczona masa zaadsorbowanego cholanu sodu

na 1 g wypehienia kolumny LUNA C18(2) wynosita 99.7 mg
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Rys. 8.2Chromatograficzna krzywa przejscia dla wodnego roztworu 100 mM NaDC; warunki:
detekcja 210nm, przeplyw fazy ruchomej: 0.04 ml/min, temp: 25°C kolumna: ODS (5um) 250 x 1.0
mm i.d.

Analogiczng krzywa przejscia uzyskano dla wodnego roztworu deoksycholanu sodu
(NaDC) (Rys. 8.2). Czas retencji substancji niezatrzymywanej na kolumnie wynosit
2.2 min. W przypadku roztworu NaDC obliczona masa surfaktantu, osadzona na fazie
ODS w pierwszym (ok. 114 mg/g) oraz drugim etapie przemywania, jest dwukrotnie
wyzsza (ok. 185 mg/g) niz dla roztworu bardziej polarnego NaC. Po ok. 105 min,
sygnat detektora osiagnal wartos¢ stala, co swiadczy o ustaleniu si¢ stanu rownowagi
procesu adsorpcja/desorpcja. Otrzymane wielkosci zaadsorbowanego NaDC pozostaja
w zgodzie z wynikami otrzymanymi przez Hinze [106]. Wyznaczona wowczas ilos¢
zaadsorbowanego surfaktantu NaDC na jeden gram fazy C18, w zaleznosci od skifadu
fazy ruchomej oraz temperatury, lezata w zakresie 80-149 mg. Otrzymane przez autora
niniejszej pracy wyzsze wartosci adsorpcji moga wynikaé¢ z dwoch czynnikéw: innej
struktury ziaren zloza oraz uproszczonej idei obliczeniowej ( zalozono, ze obsadzenie

w pierwszym i drugim etapie przebiega w 100% ).
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Obok krzywych przejscia z roztworow wodnych NaC oraz NaDC, zarejestrowano
rowniez przyktadowe zaleznosci dla roztworéw z dodatkiem 1% v/v rozpuszczalnika
organicznego w réznych stezeniach surfaktantu. Nalezy podkreslic, ze w przypadku
metanolu i propanolu, uzyte stezenie modyfikatora bylo ponizej jego rozpuszczalnosci
(S) w wodzie, zas dla alkoholu dlugolancuchowego n-HepOH powyzej S (H>O)
(Tab. 8.2).

Tab. 8.2 Rozpuszczalnosé wybranych alkoholi w wodzie [11]

MeOH n-PeOH n-HepOH
S (H20) [g/100g] © 2.4 0.1

Zaréwno zmiana st¢zenia amfifila (Rys. 8.3) jak i dodatek modyfikatora organicznego
(Rys. 8.4) nie wplynely na zmiang profilu krzywej. W Tab. 8.3 zamieszczono uzyskane

wyniki adsorpcji.
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Rys. 8.3 Chromatograficzne krzywe przejScia dla roztworu 3% v/v MeOH o stezeniu NaDC
odpowiednio 0.1 M, 0.09 M, 0.08 M oraz 0.07 M; warunki: detekcja 210nm, przeplyw fazy
ruchomej: 0.04 ml/min, temp: 25°C kolumna: ODS (Spm) 250 x 1.0 mm i.d.

Otrzymane dane pozostaja w zgodnosci z opublikowanymi przez Berthoda [131]
dla surfaktantow liniowych, sugerujac zalezno$¢ procesu adsorpcja/desorpcja
od dodanego n-alkoholu. Zgodnie z przewidywaniem, w badanym uktadzie dodatek

rozpuszczalnika organicznego zredukowat ilos¢ zaadsorbowanego na fazie stacjonarnej
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surfaktantu. Wigksze obsadzenie deoksycholanem sodu fazy stacjonarnej uzyskano
dla roztworéw z dodatkiem 1% metanolu niz 1% pentan-1-olu. Adsorpcja alkanolu oraz
surfaktantu na fazie ODS sa procesami konkurencyjnymi. Alkohol o dlugim fancuchu
weglowym jest silnie adsorbowany na fazie stacjonarnej, przez to moze zmieniad
organizacj¢ tancuchéw CI8 i ogranicza¢ adsorpcj¢ surfaktantu. Alkohole
krotkotancuchowe (C1-C3) wykazuja jedynie tendencj¢ do zwilzania fazy stacjonarnej,
bez zmiany orientacji tancuchow C18 [132]. Ze wzglgdu na mate stgzenie dodatku

organicznego w fazie, efekt solwatacji czasteczki surfaktantu moze by¢ pominigty.

Tab. 8.3 Wplyw stezenia surfaktantu na proces adsorpcji na fazie stacjonarnej C18(2)

Masa zaadsorbowanegb;surfaktanm

Faza ruchoma na 1g wypelnienia kolumny [mg}

Cholan sodu NaC
0.08 M

+ 4% v/v PeOH 91.9
0.09 M

+ 4% v/v PeOH 91.0
0.1 M 99.7
Deoksycholan sodu NaDC
0.07M

+ 3% v/v MeOH 182.8
0.08 M

+ 3% v/v MeOH 182.8
0.09 M

+ 3% v/v MeOH 182.0
0.1 M 185.5

+ 1% v/v HepOH 182.0

+ 1% v/v PeOH 166.2

+ 3% v/v MeOH 178.5

Ciekawy rezultat otrzymano dla 1% heptan-1-olu w uktadzie 100 mM deoksycholanu
sodu. W tym przypadku ilos¢ zaadsorbowanego NaDC jest niewiele mniejsza niz dla

niemodyfikowanego wodnego roztworu surfaktantu. Sugeruje to, ze dla ste¢zenia
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powyzej S (H>0), alkohol dlugotancuchowy wnika do wnetrza miceli, przez co tylko
nieliczne molekuty alkoholu obecne sa w fazie objetosciowej roztworu (czego nie
mozna powiedzie¢ o alkoholach C1-C5). Dysocjacja uktadu zagregowanego, prowadzi
do obsadzenia fazy ODS monomerami surfaktantu, ktére z kolei na skutek
samoorganizacji moga tworzy¢ na powierzchni fazy agregaty zewngtrzne. W przypadku
roztworu NaDC z dodatkiem n-heptanolu, ilos¢ zaadsorbowanego alkoholu nie
wplynela w znaczacy sposob na obsadzenie fazy ODS surfaktantem (znaczna przewaga
wolnych czasteczek amfifila w stosunku do wolnych molekut modyfikatora

organicznego).
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Rys. 8.4 Chromatograficzne krzywe przejscia dla 0.1 M roztworu NaDC z dodatkiem
rozpuszczalnika organicznego: 3% MeOH, 1% PeOH oraz 1% HepOH; warunki: detekcja 210nm,

przeplyw fazy ruchomej: 0.04 ml/min, temp: 25°C kolumna: ODS (5um) 250 x 1.0 mm i.d.

W  pomiarach stgzeniowych nie zaobserwowano znaczacych réznic w ilosci
zaadsorbowanego NaC lub NaDC na fazie stacjonarnej (Tab. 8.3). Potwierdza
to zalozenie, ze wybrany do badan zakres st¢zen cholanéw znajduje si¢ powyzej punktu
CMC, a zatem w roztworze obecne sa zagregowane uklady surfaktantu.

Z fazy stacjonarnej cholany desorbowano za pomoca 80% roztworu MeOH. Catkowita
desorpcj¢ warstwy obserwowano po czasie ok. 120 min.

Powyzsze dane wykorzystano jakosciowo do planowania warunkoéw prowadzenia

kolejnych eksperymentéw. Na podstawie uzyskanych informacji ustalono optymalny
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czas przemywania micelarng faza ruchoma zloza kolumny, potrzebny do nasycenia fazy

stacjonarnej monomerami surfaktantu (4h).

8.2 Wplyw dlugosci lancucha alkilowego n-alkoholu na
enancjoselektywnos$¢ badanych ukladow cholanowych

Zwigzkami modelowymi w badaniach wilasnosci enancjoseparacyjnych
cholanowych faz ruchomych byty atropoizomery fosforanu- 1,1’-binaftylo-2,2’-diylu
(BNDHP) oraz 1,1’-binaftylo-2,2’-diolu (BN). Badania prowadzono w temperaturze
25°C. W warunkach przeprowadzanych eksperymentéw (pH 7.8-8.1) molekuty BN
wystgpowaly jako czasteczki obojetne (pK,=9.04, pK.>=10.90 [133]), zas izomery
BNDHP byly catkowicie zjonizowane (pK, bliskie 1.12 [134]). Wyznaczone
podstawowe parametry chromatograficzne: wspotczynnik retencji (k), wspotczynnik
rozdzielnia (@), rozdzielczosé pikdw (R;) oraz asymetrycznos¢ piku (4;) i liczba potek
teoretycznych (N), postuzyly do opisu procesu enancjoseparacji badanych uktadow

surfaktantow.

8.2.1 Uklad cholanu sodu

Na Rys. 8.5 przedstawiono przykfady zarejestrowanych chromatogramow
dla izomeru (R)- fosforanu- 1,1’-binaftylo-2,2’-diylu w uktadzie 0.1 M roztworu
cholanu sodu z 1% v/v dodatkiem n-alkoholu. Z przytoczonych przyktadow wynika,
ze czasy retencji uzyskane dla R- BNDHP na cholanowej fazie ruchomej
z 1% dodatkiem n-HexOH, n-HepOH oraz n-OctOH sa duzo krotsze niz w roztworze
niemodyfikowanym. Analogiczna tendencj¢ redukcji czaséw retencji otrzymano dla
pozostatych izomeréow czasteczek modelowych. Zakladajac potrdjny model
oddziatywan zaproponowany przez Armstronga (rozdzial 4.1.3), sugeruje to
przesunigcie statej rownowagi procesu w kierunku micelarnej fazy ruchomej
(Kws>Kwpm). Duze powinowactwo molekut BN oraz BNDHP (log Psv=4.36,
log Peorr=3.99)" do weglowodorowej fazy stacjonarnej uniemozliwilo rejestracje
chromatogramdéw bez dodatku amfifila w fazie ruchomej (zbyt dlugi czas retencji nawet

w 40% roztworze MeOH). Uzyskane wyniki mialy stuzy¢ jako wartosci odniesienia dla

* wartosci otrzymane z programu ChemSketch
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analogicznych ukfadow z dodatkiem amfifila w formie zagregowanej (dla uktadow

>50% MeOH obserwowano proces deagregacji ).

" s O

OO 1% PeOH
o:p//o 1% HexOH
1C0T° ou [ | 1% HepOH
1% OctOH

UV, 254 nm [mAU]

[min]

Rys. 8.5 Chromatogramy (R)-BNDHP otrzymane w ukladzie 0.1 M NaC z 1% (v/v) dodatkiem n-
OctOH (a), n-HepOH (b), n-HexOH (c), n-PeOH (d), oraz bez dodatku rozpuszczalnika
::'fanicznego (e); warunki: przeplyw 0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna C18 (5um) 250 x 1.0 mm
W celu poréwnania wplywu dodatku n-alkoholu na proces enancjoseparacji
wyznaczono wspélczynniki retencji k, wspdlczynniki rozdzielenia a oraz rozdzielczosci
pikéw R, dla modelowych czasteczek izomeréw. Wyznaczone wartosci przedstawiono
w Tab. 8.4. Na niemodyfikowanym alkoholem roztworze NaC uzyskane wartosci k sa
duzo nizsze dla izomerow BNDHP niz BN. Efekt ten najprawdopodobniej wynika
z roéznic w budowie i wiasciwosciach fizykochemicznych obu molekut.
W przeciwienstwie do BN, BNDHP jest molekula bardziej sztywna i w badanych
warunkach obdarzong fadunkiem ujemnym. Prawdopodobnym wydaje si¢ zatem,
ze nizszy wspblczynnik retencji uzyskany dla molekut BNDHP wynika z efektu
elektrostatycznego odpychania z faza stacjonarng pokryta anionowym surfaktantem.
W  przypadku obojetnej molekuty BN, brak jest oddzialywan o charakterze

elektrostatycznym.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw zauwazono, ze zaréwno dla molekut BNDHP
jak i BN w ukladzie 1% MeOH nastgpowal wzrost wspdlczynnikéw retencji
w stosunku do roztworu odniesienia (bez dodatku, 100% H,O/NaC ). Efekt ten mozna
tlumaczy¢ wzrostem powinowactwa badanych molekut do fazy stacjonarnej. Czasteczki
MeOH wystepuja glownie w fazie objgtosciowej roztworu i wplywaja na zmiang
polarnosci oraz sity jonowej roztworu. W stosunku do fazy stacjonarnej wykazuja
jedynie tendencj¢ do zwilzania. Niemniej jednak nie mozna wykluczy¢ ich wptywu
na ulozenie zaadsorbowanego surfaktantu na fazie stacjonarnej tzw. architekturg fazy
stacjonarne;j.

Tab. 8.4 Wplyw rozpuszczalnika organicznego (1% v/v) na wspolczynniki retencji k, wspélczynnik

rozdzielenia @ oraz rozdzielczo$¢ pikéw R; dla izomeréw BNDHP oraz BN w ukladzie 0.1 M NaC;
warunki: detekcja 254nm, przepltyw 0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna C18 (Sum) 250 x 1.0 mm i.d.

0.1M BNDHP BN

NaC kg ks a R; kr ks a R
H,O 370 370 1.00 0.00 5295 3759 141 1.60
MeOH 420 420 1.00 0.00 59.88 4273 140 1.54
n-BuOH  3.67 3.67 1.00 0.00 38.02 28.03 136 1.70
n-PeOH 322 303 1.06 0.17 2627 2175 121 145
n-HexOH 2.78 237 1.17 033 1341 1216 1.10 0.53
n-HepOH 234 194 121 0.52 13.19 1205 1.10 037
n-OctOH 1.91 158 121 044 1479 13.12 113 0.56

Analiza wynikéw dla pozostalych badanych alkanoli wykazata, ze wydtuzenie fancucha
weglowego w czasteczce modyfikatora wplywalo na spadek wartosci £ dla badanych
czasteczek modelowych. W przypadku izomeréw BNDHP obserwowana redukcja
wspotczynnikow retencji dla n-alkoholi C5-C8 miata charakter liniowy (Rys. 8.6).
Najwigkszy spadek uzyskano na fazie ruchomej z dodatkiem 1%v/v oktan-1-olu

i wynosit on 57% i 48% odpowiednio dla izomeru S- i R-BNDHP.
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Rys. 8.6 Zaleznos¢ wspélczynnikéw retencji dla izomeréw fosforanu- 1,1°-binaftylo-2,2’-diylu w
funkcji liczby atoméw wegla w laicuchu alkilowym n-alkoholu (1% v/v) w ukladzie cholanu sodu
(NaC).
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Rys. 8.7 Wplyw dodatku rozpuszczalnika organicznego na zdolno$¢ rozdzielcza ukladu cholanu
sodu.

W niemodyfikowanym ukfadzie 0.1M NaC dla izomeré6w BNDHP nie zaobserwowano

rozroznienia chiralnego. Separacj¢ atropoizomeréw BNDHP uzyskano dopiero
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w fazach z 1% dodatkiem alkoholu o liczbie atoméw wegla powyzej 4 (C >4).
Bez wzgledu na rodzaj modyfikatora, jako pierwszy z kolumny wymywany byt izomer
o konfiguracji S. Ponadto zauwazono, ze im dluzszy fancuch weglowy n-alkoholu,
tym wigksza jest zdolnos$¢ rozdzielcza pikéw (Rys. 8.7). Spadek wartosci R, dla fazy

z dodatkiem oktanolu wynika ze wzrostu asymetrycznosci piku.
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Rys. 8.8 Zalezno$¢ wspélczynnikéw retencji dla izomeréw 1,1°-binaftylo-2,2’-diolu (BN) w funkcji
liczby atoméw wegla w laicuchu alkilowym n-alkoholu (1% v/v) w ukladzie cholanu sodu (NaC).

Dla atropoizomeréw obojetnego 1,1°-binaftylo-2,2’-diolu (BN) (Rys. 8.8)
zaobserwowano, ze na eluentach z dodatkiem n-alkoholu C6-C8, k osiaga warto$¢
w przyblizeniu stals. Sredni spadek wspotczynnikéw retencji na tych fazach wynosit
69% 1 74% odpowiednio dla izomeru S- i R-BN. Wraz z redukcja wspoiczynnikéw
retencji dla izomeréw BN, zaobserwowano spadek zdolnosci rozdzielczej ukiadu
(Rys. 8.7). Wyznaczona zalezno$¢ jest odwrotna w pordwnaniu do uzyskanej dla
czasteczek BNDHP. W tym przypadku przesuni¢cie rGwnowagi procesu w kierunku
micelarnej fazy ruchomej zmniejsza enecjoselektywno$¢ ukiadu w stosunku
do badanych molekut. Podobnie jak dla atropoizomer6w BNDHP silniej z micelami
NaC oddziatywat izomer o konfiguracji S (S-BN).

Zakladajac mozliwo$¢ oddzialywania analitu z ukladem zagregowanym w fazie
ruchomej (oddzialywania elektrostatyczne, wiazania wodorowe, oddziatywania

o charakterze hydrofobowym), wielko$¢ spadku wspdiczynnikow retencji jest miarg
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oddziatlywania pomiedzy surfaktantem a substancja badana. Im wigkszy spadek
wartosci k, tym silniejsze oddziatywanie pomigedzy amfifilem w fazie ruchome;j
a analitem. Czasteczki alkoholu modyfikuja zaréwno powierzchni¢ fazy stacjonarnej
jak i micele w fazie ruchomej. Ze wzgledu na taki sam tadunek na czasteczkach
BNDHP i NaC, wzmocnienie procesu rozpoznania chiralnego polaczone ze spadkiem
wartosci k thumaczyé mozna wzrostem oddziatywan stereoselektywnych migdzy
analitem a chiralnym ukladem micelarnym w fazie ruchomej, zmodyfikowanym
czasteczkami rozpuszczalnika organicznego. Im dluzszy alkohol tym wigksze jego
powinowactwo do miceli i prawdopodobnie wigksza modyfikacja struktury uktadu
zagregowanego. Ponadto nalezy pamigta¢ o procesie oddziatywania rozpuszczalnika
z molekutami zaadsorbowanego surfaktantu. Przesunigcie réwnowagi procesu
w kierunku micelarnej fazy ruchomej wynika¢ moze ze wzrostu polarnosci fazy
stacjonarnej, bedacym wynikiem sorpcji alkanolu na modyfikowanej surfaktantem
fazie. Dla wszystkich badanych czasteczek modelowych obserwowane byly znaczne
spadki wspotczynnikéw retencji. Silniejszym zatem wydaje si¢ by¢é oddziatywanie
pomigdzy analitem a micelg niz analitem a faza stacjonarna. W zaleznosci jednak
od budowy analitu oddziatywanie charakteryzowata rézna enancjoselektywnos¢.
Oddzialywanie pomigdzy czasteczkami BN a modyfikowang alkanolem micelag NaC
bylo duzo mniej stereosektywne niz w przypadku izomeréw BNDHP. Wzrost dlugosci
fancucha weglowego dodatku wplywal bowiem na spadek zdolnosci rozdzielczej
ukladu. Sugeruje to, ze w przypadku izomerow BN w procesie enancjoseparacji
atropoizomeréw szczegdlng rolg odgrywa faza stacjonarna. Ograniczenie powierzchni

kontaktu z cholanowga faza stala zmniejszato zdolnos¢ rozpoznania chiralnego uktadu.

8.2.2 Uklad deoksycholanu sodu

W celu poréwnania dwoch soli kwasow cholowych analogiczne pomiary
przeprowadzono dla ukifadu 0.1 M deoksycholanu sodu (NaDC). Na Rys. 8.9
przestawiono przykiadowe chromatogramy uzyskane dla izomeru S-BNDHP
w badanych ukladach NaDC. Ze wzglgdu na ograniczong rozpuszczalnosé oktan-1-olu
w wodnym roztworze deoksycholanu sodu, pomiaréw nie przeprowadzono dla eluentu

o skladzie 1%v/v OctOH / 0.1 M NaDC.

- 107 -



Wyniki

S-BNDHP o HZO

1% BuOH
1% PeOH

OO o 1% HexOH

UV, 254 nm [mAU]
1

Rys. 8.9 Chromatogramy (S)-BNDHP otrzymane w ukladzie 0.1 M NaDC z 1% (v/v) n-HexOH (a),
n-PeOH (b), BUuOH (c¢) oraz bez dodatku rozpuszczalnika organicznego (e); warunki: przeplyw
0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna C18 (5pm) 250 x 1.0 mm i.d.

Podobnie jak dla przedstawionego izomeru S-BNDHP, réwniez dla pozostatych
czasteczek modelowych zaobserwowano skrocenie czaséw retencji wraz ze wzrostem
tancucha alkilowego w czasteczce modyfikatora organicznego. W Tab. 8.5 umieszczono
wyznaczone wartosci wspotczynnikow retencji k, wspotczynnikdow rozdzielenia o oraz
rozdzielczosci pikow R; dla badanych molekut. Na podstawie uzyskanych wynikow
zauwazono, ze dodatek organiczny obnizal k dla wszystkich czasteczek modelowych
w stosunku do eluentu odniesienia (100% H,O/ NaDC). Im dhuzszy tancuch weglowy
w molekule rozpuszczalnika, tym nizsze wartosci wspdlczynnikéw retencji dla
czasteczek modelowych. Dla izomerow BNDHP  wielkosci  uzyskanych
wspotczynnikéw retencji byly poréwnywalne z otrzymanymi w ukladzie cholanu sodu.
W  przypadku natomiast  atropoizomeréw BN  wartosci k&  uzyskane
w niemodyfikowanym roztworze NaDC, sa prawie dwukrotnie nizsze niz
w analogicznej fazie z NaC (Tab. 8.4). Sugeruje to wigksze powinowactwo molekut BN

do mniej polarnych miceli NaDC niz NaC obecnych w fazie ruchome;.
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Tab. 8.5 Wplyw rozpuszczalnika organicznego (1% v/v)na wspélczynniki retencji &, zdolnos§é
rozdzielcza pikéw R, oraz wspélczynnik rozdzielenia @ dla izomeréw BNDHP oraz BN w ukladzie

0.1 M NaDC; warunki: detekcja 254nm, przeplyw 0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna C18 (5um)
250 x 1.0 mm i.d.

0.1 M BNDHP BN

NaDC kr ks a R kr ks a R;
H,O 413 495 120 0.18 23.00 21.18 IL.11 0.21
MeOH 394 488 124 0.20 22.65 2094 1.08 0.20
n-BuOH 3.85 4.51] 1.17 0.16 2148 1993 1.08 0.16
n-PeOH 3.13 344 1.10 0.12 17.36 15.80 1.09 0.17
n-HexOH 2.80 2.79 1.00 0.00 1222 1138 1.07 0.12
n-HepOH 2.65 2.57 1.04 0.00 10.68 10.07 1.06 0.00

Na Rys. 8.10 i Rys. 8.11 przedstawiono otrzymane zaleznosci k w funkcji dtugosci
fancucha weglowego alkoholu odpowiednio dla izomeréw BNDHP oraz BN w ukladzie
soli kwasu deoksycholowego. Obie krzywe charakteryzuje podobny przebieg.
Dla alkoholi krétkotancuchowych (C<4) redukcja k w stosunku do uktadu odniesienia
byla niewielka. Znaczacy spadek k zauwazono dla faz z dodatkiem alkoholu o C>5.
Najwigksza redukcj¢ wartosci k odnotowano na fazie ruchomej z dodatkiem
heptan-1-olu i wynosita ona odpowiednio 48% i 35% dla izomeréw S i R-BNDHP oraz
52% i 55% dla izomeréw S- i R-BN.

Wyznaczone spadki wspoiczynnikéw retencji sa mniejsze w stosunku do uzyskanych
na analogicznej fazie z NaC. Wydaje si¢ zatem, ze wplyw rozpuszczalnika na proces
oddzialywania analitu z micelami NaDC jest stabszy. Niemniej jednak dodatek
rozpuszczalnika organicznego przesuwat rownowage procesu w kierunku micelarne;j
fazy ruchomej. Oddzialywanie analitu ze zmodyfikowanymi czasteczkami
rozpuszczalnika micelami NaDC, charakteryzowala jednak niska stereoselektywnos¢.
Wraz z wydluzeniem tancucha alkilowego n-alkoholu odnotowano spadek
wspofczynnikéw selektywnosci oraz rozdzielczosci pikow dla obu badanych par
izomeréw w ukladzie NaDC (Tab. 8.5). Najlepsze wyniki enancjoseparacji uzyskano
w niemodyfikowanym ukladzie NaDC. Jako pierwszy z pary atropoizomeréw BNDHP
oraz BN eluowany byt odpowiednio izomer R-BNHHP oraz S-BN. W stosunku zatem
do fazy ruchomej z NaC, zaobserwowano odwrdcenie kolejnosci wymywanych
izomeréw BNDHP. Swiadczy to o silniejszym powinowactwie izomeru R-BNDHP
do miceli NaDC.
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Rys. 8.10 Zalezno$¢ wspélczynnikéw retencji dla izomeréw fosforanu- 1,1°-binaftylo-2,2°-diylu
w funkeji liczby atoméw wegla w lancuchu alkilowym n-alkoholu w ukladzie deoksycholanu sodu.
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Rys. 8.11 Zaleznos¢ wspélczynnikéow retencji dla izomerdéw 1,1°-binaftylo-2,2’-diolu w funkcji
liczby atoméw wegla w lancuchu alkilowym n-alkoholu w ukladzie deoksycholanu sodu

Ciekawie przedstawiat si¢ przypadek separacji izomeréw BNDHP w ukladzie NaDC.
W tym przypadku wydtuzenie tancucha weglowego w dodatku organicznym wptyneto
na zmian¢ enancjoselektywnosci uktadu. Na fazach z 1% dodatkiem alkoholi C1-C5

jako pierwszy eluowal izomer o konfiguracji R. Dla 1% dodatku heksan-1-olu (C6)
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obserwowano koelucj¢ atropoizomer6w BNDHP. Zamiana modyfikatora na 1% v/v
heptan-1-ol (C7) wplynefa natomiast na zamiang¢ kolejnosci wymywania izomerow.
W tym przypadku izomer S-BNDHP mial nizszy wspdlczynnik retencji i wymywany
byl jako pierwszy z pary R/S.

Ze wzgledu na mata sprawnosé uktadu, zdolnosci rozdzielcze pikéw byly bardzo male
(Tab. 8.5). W badanych warunkach nie udalo si¢ zarejestrowaé chromatogramow
z rozdzielonymi pikami mieszaniny izomeréw. Zaréwno dla pary atropoizomeréw BN
oraz BNDHP, zdolnosé rozdzielcza pikow nie osiagnela wartosci wigkszej niz 0.20.
Wyzsze wartosci wspotczynnikéw rozdzielenia uzyskano dla izomeréw BNDHP.
Poréwnujac zdolnos$¢ rozréznienia chiralnego cholanu i deoksycholanu sodu w stosunku
do czasteczek modelowych w temperaturze 25°C, lepsze wyniki uzyskano w uktadzie

z cholanem sodu

8.2.3 Sprawnos$¢ ukladu cholanu i deoksycholanu sodu

Do opisu sprawnosci rozdzielenia izomeréw binaftyli na cholanowej
i deoksycholanowej fazie ruchomej, uzyto parametru asymetrycznosci pikow A

Wielkosci te wyznaczono na podstawie Rown. 4.4.
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Rys. 8.12 Zalezno$¢ parametru asymetryczno$ci piku A; w funkcji warto$ci wspélczynnikéw
retencji dla R-BN oraz R-BNDHP (izomery eluowane jako drugie) uzyskana w ukladzie cholanu
sodu.
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Na Rys. 8.12 przedstawiono zaleznosci wyznaczonych A4; dla izomeréw R-BNDHP oraz
R-BN w funkcji wspdiczynnikéw retencji w ukiadzie cholanu sodu. Oba izomery
wymywane sg jako drugie z mieszaniny R/S-BNDHP lub R/S-BN. Zaréwno dla izomeru
R-BNDHP jak i R-BN zaobserwowano, ze im nizsza warto$¢ wspodiczynnika &,
tym wigksza asymetryczno$¢ piku. Na fazach ruchomych z dodatkiem alkoholu
o liczbie atoméw wegla 6-8, A, przyjmuje wartos¢ powyzej 2.2 dla R-BN oraz
w przyblizeniu rowna 3.5 dla R-BNDHP.
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Rys. 8.13 Zalezno$¢ parametru asymetrycznosci piku A4; w funkcji wartosci wspélczynnikéow
retencji dla R-BN oraz R-BNDHP (izomery eluowane jako drugie) uzyskana w ukladzie
deoksycholanu sodu.

Analogiczne zaleznosci wyznaczono w ukladzie z deoksycholanem sodu (Rys. 8.13).
Na podstawie analizy ksztaltu piku ostatniego eluowanego izomeru z pary zauwazono,
ze zaréwno dla izomeru R-BN jak i S-BNDHP, 1% v/v dodatek organiczny zwigkszat
asymetryczno$¢ pikow (Rys. 8.13). Im diuzszy tancuch weglowy dodanego
rozpuszczalnika, tym wigksza warto$¢ 4,. Dla izomeru BN nie zauwazono znaczacych
réoznic w wartosciach A4; uzyskanych na fazach z NaC i NaDC. W przypadku
zjonizowanej czasteczki BNDHP, odnotowano natomiast wzrost symetrycznosci pikow.
Efekt ten mozna by prébowa¢ wytlumaczy¢ spadkiem udziatlu oddziatywan jonowych

pomigdzy ujemnie natadowanymi molekutami w ukladzie deoksycholanu sodu.
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Dla molekut BN i BNDHP w badanych uktadach 0.1 M NaC i 0.1 M NaDC zauwazono,
ze wraz ze spadkiem wspotczynnikdw retencji spada rowniez szerokosé¢ w polowie
wysokosci piku. Przeklada si¢ to zgodnie z Roéwn. 4.3 na wzrost liczby potek
teoretycznych, a tym wzrost sprawnosci rozdzielczej ukladu. Przykladowe wartosci

liczby pdlek teoretycznych N zestawiono w Tab. 8.6.

Tab. 8.6 Liczba podlek teoretycznych wyznaczonych dla izomeréw eluowanych jako drugie w
ukladach 0.1 M cholanu sodu oraz deoksycholanu sodu

drugi wymywany- BNDHP drugi wymywany “BN
NaC NaDC NaC NaDC

H-,O 106 129 383 333
MeOH 95 128 366 297
n-BuOH 154 190 540 283
n-PeOH 260 308 712 301
n-HexOH 264 428 737 286
n-HepOH 286 460 843 294

Ciekawie przestawia si¢ przyklad izomeru R-BN na fazie z deoksycholanem sodu.
Bez wzgledu na rodzaj modyfikatora organicznego wielkos¢ N pozostaje w przyblizeniu
stafa, nizsza co do wartosci w stosunku do otrzymanej na analogicznych fazach z NaC.

Asymetria pikow wynika¢ moze z wielu czynnikdw. Do najwazniejszych zaliczy¢
nalezy przetadowanie kolumny. niejednorodnos¢ fazy stacjonarnej, niejednorodnosé
zloza oraz efekty pozakolumnowe. Goshlan-Shirazi i Guiochon [135] pokazali,
ze ogonowanie piku powstate na skutek wolnej kinetyki wymiany masy wystgpuje
glownie w uktadach opisywanych niewielka liczba poélek teoretycznych. Dondi [136]
i Cavazzini [137] rozwazajac rol¢ heterogenicznosci powierzchni fazy stacjonarnej
wykazali, ze dla ukladéw opisywanych liniowa izotermga pomimo niejednorodnosci
fazy, otrzymany profil piku byl w przyblizeniu symetryczny. W przypadku badanych
faz z dodatkiem cholanu i deoksycholanu sodu wysoka asymetria pikow
najprawdopodobniej wynikata z powolnej kinetyki wymiany masy pomiedzy
modyfikowang surfaktantem faza stacjonarna a faza ruchoma. Modyfikacja
surfaktantem fazy stacjonarnej wptyneta na porowatos¢ i strukturg fazy ODS.
Im grubsza warstwa pokrycia fazy tym wigksza sztywnos$¢ fazy a tym samym mniejszy

wspolczynnik dyfuzji. W obu badanych ukfadach micelarnych 1% dodatek n-alkoholu
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czgsto wptywatl na zwigkszenie asymetrycznosci pikow. Szczegélnie jest to widoczne
dla alkoholi dhlugotancuchowych (C6-C8). W warunkach przeprowadzanego
eksperymentu alkohole te wbudowuja si¢ w micele w fazie ruchomej zmieniajac ich
pierwotng struktur¢. Bezposrednio moze mie¢ to wplyw na kinetyke procesu

przeniesienia analitu z fazy stalej do miceli obecnych w fazie ruchome;.

8.3 Wplyw stezenia modyfikatora organicznego na proces rozréznienia
chiralnego w badanych ukladach soli kwaséw cholowych.

Do badan wptywu stgzenia modyfikatora organicznego na proces
enancjoseparacji atropoizomeréw w ukfadzie NaC (100 mM) oraz NaDC (100 mM),
wybrano dwa alkohole: metanol (MeOH) i pentan-1-ol (PeOH). Czasteczke metanolu
wybrano ze wzgledu na nieograniczong rozpuszczalnos¢ w roztworze wodnym oraz

fakt, ze w roztworze micelarnym znajduje si¢ w objetosciowej fazie roztworu.

Tab. 8.7 Wplyw stezenia modyfikatora organicznego na parametry chromatograficzne zwigzkéw
modelowych w ukladzie cholanu sodu; warunki: detekcja 254nm, przeplyw 0.04 ml/min, temp.

25°C, kolumna C18 (5pm) 250 x 1.0 mm i.d.

BNDHP BN
kr ks a Rs kr ks a R,
0.1 M NaC
3.70 3.70 1.00 0.00 5295 37.95 14l 1.60
+ MeOH
1% viv 420 420 1.00 0.00 59.88 42.73 1.40 1.54
10%v/iv 480 498 1.04 0.10 56.43 41.66 1.35 1.26
20%v/iv  5.69 649 1.14 0.39 51.54 40.16 1.28 1.27
30% viv 469 596 127 0.92 40.00 33.02 1.21 1.14
40%v/iv 325 449 138 145 25.03 2248 1.11 0.59
+ PeOH
1% v/v 322 3.03 1.06 0.17 26.27 21.75 1.21 1.45
2% viv 286 25 1.14 0.28 15.04 13.15 1.14 0.78
3% viv 1.92 1.61 1.19 049 10.12  9.07 1.11 0.69
4% viv 1.25 1.04 1.2 0.18 8.81 8.10 1.09 0
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W' przeciwienstwie do metanolu, pentan-1-ol nalezy do alkoholi o ograniczonej
rozpuszczalnosci w wodzie, ktére wbudowuja si¢ w strukture miceli. Uzyskane
wcezesniej wyniki w ukfadach NaC oraz NaDC z 1% v/v MeOH lub 1% v/v n-PeOH,

wykazaly zdolnos¢ rozréznienia chiralnego w stosunku do badanych czasteczek

modelowych.
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Rys. 8.14 Wplyw stezenia MeOH na odwrotnos¢ wspoélczynnika retencji dla zwigzkéw modelowych
w ukladzie 0.1 M NaC; warunki: detekcja 254nm, przeplyw 0.04 ml/min, temp. 250C, kolumna C18
(S5pm) 250 x 1.0 mm i.d.

Na Rys. 8.14 przedstawiono zalezno$¢ odwrotnosci wspotczynnikéw retencji w funkcji
stezenia metanolu (Cueonz) dla izomeréw BNDHP oraz BN w ukladzie cholanu sodu.
Wplyw MeOH na retencj¢ obu par izomeréw jest rozny. Dla czasteczek BNDHP
zaobserwowano nietypowy przebieg zaleznosci. W zakresie st¢zen MeOH 1-20 %, wraz
ze wzrostem st¢zenia dodatku w fazie micelarnej obserwowano wzrost wspotczynnikow
retencji. Molekuly analitu byly chgtniej zatrzymywane na fazie stacjonarnej niz
transportowane przez micele NaC w fazie ruchomej modyfikowanej czasteczkami
MeOH. Powyzej st¢zenia 20% MeOH zaobserwowano odwrdcenie tendencji. Efektu
tego nie zaobserwowano dla molekut BN. Dla atropoizomerow BN w catym zakresie

badanego st¢zenia MeOH (1-40%) obserwowano spadek wspdiczynnikéw retencji wraz
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ze wzrostem st¢zenia modyfikatora w fazie ruchomej. Podobnie jak dla izomerow
BNDHP, wykres 1/k vs st¢zenie MeOH w zakresie 1-20% opisa¢é mozna zaleznoscia
liniowa, o dodatnim nachyleniu dla izomeréw BN i ujemnym dla izomerow BNDHP.
Odstepstwo od liniowosci w fazach o wyzszej zawartosci metanolu sugeruje zmiang
mechanizmu retencji procesu. Najprawdopodobniej na skutek wzrostu sily jonowej
eluentu oraz czgsciowej deagregacji uktadu micelarnego (wzrost CMC, spadek st¢zenia
miceli w fazie), rOwnowaga procesu przesunigta zostata w kierunku metanolowej fazy
objetosciowe;j.

Niezaleznie od st¢zenia metanolu w badanym uktladzie, jako pierwszy z pary izomeréw
BNDHP oraz BN wymywany by} odpowiednio izomer R oraz izomer S. W przypadku
pary izomerow BNDHP wzrost stg¢zenia metanolu generowal i wzmacnial proces
enancjoseparacji. Obserwowano wzrost rozdzielczosci pikéw. Odwrotny efekt
zauwazono dla molekut BN. W tym przypadku wzrost st¢zenia MeOH wptywat
na skrocenie czaséw retencji, pogorszenie wspolczynnika rozdzielenia oraz spadek

rozdzielczosci pikow (Tab. 8.7).
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Rys. 8.15 Wplyw stezenia PeOH na odwrotnos¢ wspolczynnika retencji dla zwigzkow modelowych
w ukladzie 0.1 M NaC; warunki: detekcja 254nm, przeplyw 0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna C18
(S5pm) 250 x 1.0 mm i.d.
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Na Rys. 8.15 graficznie przedstawiono uzyskane wyniki dla atropoizomeréw BNDHP
oraz BN w uktadzie 0. M NaC/n-PeOH. W tym przypadku dla obu par izomerow
zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem stezenia n-PeOH nastgpowal spadek
wspolczynnikdw retencji. Jako pierwszy z pary izomeréw wymywany byt S-BNDHP
oraz S-BN. W stosunku zatem do fazy z dodatkiem MeOH nastapita zmiana kolejnosci
wymywanych atropoizomeré6w BNDHP. Dla izomeréw BNDHP otrzymana zaleznos¢
1/k vs Cpeonss W calym zakresie badanego st¢zenia PeOH odbiega od liniowosci.
Swiadczy to o zlozonym wplywie modyfikatora na proces oddzialywania pomigdzy
surfaktantem a analitem. W przypadku izomeréw BN dla stgzen pentanolu w zakresie
jego rozpuszczalnosci w wodzie (<3%), otrzymano zalezno$¢ w przyblizeniu liniowa.
Dla stezenia powyzej rozpuszczalnosci w wodzie (4%), zaobserwowano odstgpstwo
od liniowosci. Najprawdopodobniej ma to zwiazek z modyfikacja uktadu micelarnego
przez tancuchy alkilowe alkoholu, a tym samym zmiang stalej rownowagi procesu
oddziatywania pomigdzy analitem a micela.

Tab. 8.8 Wplyw stezenia modyfikatora organicznego na parametry chromatograficzne zwigzkéw

modelowych w ukladzie deoksycholanu sodu (NaDC); warunki: detekcja 254nm, przeplyw
0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna C18 (5um) 250 x 1.0 mm i.d.

BNDHP BN
kr ks  a R ke ¥ a Rs
0.1 M NaDC
4,13 495 120 0.18 23.00 21.18 1.11 0.2l

+ MeOH

1% v/v 390 4.88 125 0.20 22.65 2094 1.08 0.20

10%v/v  3.44 447 130 0.44 1998 189 1.06 0.10

20%v/v 290 4.00 1.38 0.68 1750 169 1.03 0.07

30% v/iv. 230 3.40 148 0.64 13.90 13.80 1.01 0.00
+ PeOH

1% v/iv 3.13 345 1.10 0.12 17.36 1596 1.09 0.17

2% viv 260 2.73 1.05 0.00 1230 11.60 1.06 0.11

3% viv 2.12  2.12 1.00 0.00 923 8.84 1.04 0.00
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Wplyw czasteczek PeOH na proces enancjoseparacji dla par izomeréw BNDHP oraz
BN jest podobny jak w przypadku MeOH. Wzrost st¢zenia PeOH w fazie ruchome;j
poprawiat wspdiczynnik rozdzielenia dla izomeréw BNDHP i pogarszat dla izomeréw
BN. Mala wartos¢ R, dla izomerow BNDHP otrzymana na fazie z dodatkiem 4% v/v

PeOH wynikata ze wzrostu asymetrii pikow.
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Rys. 8.16 Wplyw stezenia MeOH na odwrotnos$é wspélczynnika retencji dla zwigzké6w modelowych
w ukladzie 0.1 M NaDC; warunki: detekcja 254nm, przeplyw 0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna
C18 (5pm) 250 x 1.0 mm i.d.

Wptyw st¢zenia MeOH oraz PeOH na proces rozdzielenia izomeréw BN i BNDHP
w ukiadzie 0.1 M deoksycholanu sodu (NaDC) przedstawiono na Rys. 8.16 i Rys. 8.17.
Bez wzgledu na rodzaj modyfikatora zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem st¢zenia
alkoholu w fazie ruchomej spada wartos¢ wspodtczynnika retencji badanych izomeréw
(Tab. 8.8). W zadnym z badanych ukfadéw surfaktantu nie odnotowano wzrostu
wartosci wspofczynnika retencji dla izomeréow BNDHP. Podobnie jak dla cholanowe;j
fazy ruchomej, w zakresie st¢zen MeOH 1-20%, zaobserwowano liniowg zaleznos¢ 1/k
vs. Cwmeons (Rys. 8.16). 30% dodatek MeOH wplywat na nieliniowy spadek
wspoiczynnika retencji BN i BNDHP w badanym ukladzie deoksycholanu sodu. Efekt
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ten widoczny by} rowniez na fazach z NaC i najprawdopodobniej wynika ze wzrostu
sity jonowej eluentu i przesunigcia rownowagi w kierunku fazy wodno-organiczne;j.
Deoksycholanowa faza ruchoma modyfikowana czasteczkami MeOH wykazywata
znaczna enancjoselektywnos¢ w stosunku do izomeréw BNDHP. Wartosci
wspotczynnikow rozdzielnia byly wyzsze niz na analogicznych fazach z cholanem
sodu. Gorsze wyniki rozdzielenia uzyskano natomiast dla izomeréw BN. Podobnie jak
w ukladzie cholanu sodu, wzrost st¢zenia MeOH wzmacnial proces enancjoseparacji dla
izomeréw BNDHP i ostabiat dla czasteczek BN.

Ukiad z NaDC modyfikowany czasteczkami PeOH wykazywal duzo gorsza zdolnos¢
rozpoznania chiralnego w stosunku do analogicznych faz z NaC. Zwigkszenie st¢zenia
PeOH w fazie ruchomej wptywalo na spadek enancjoselektywnosci uktadu w stosunku
do izomeréw BN jak i BNDHP. W badanym zakresie st¢zen PeOH (1-3%) zaréwno dla
izomerow BNDHP jak i BN zaobserwowano liniowa zaleznos¢ odwrotnosci

wspotczynnikow retencji 1/k w funkcji st¢zenia PeOH w fazie ruchomej (Rys. 8.17).
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Rys. 8.17 Wplyw stezenia PeOH na odwrotno$¢ wspélczynnika retencji dla zwigzkéw modelowych
w ukladzie 0.1 M NaDC; warunki: detekcja 254nm, przeplyw 0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna
C18 (Spm) 250 x 1.0 mm i.d.

-119 -



Wyniki

Bez wzgledu na rodzaj modyfikatora organicznego w uktadzie deoksycholanu sodu jako
pierwszy z pary izomeréw BNDHP wymywany byt izomer o konfiguracji R, natomiast

z pary BN atropoizomer o konfiguracji S.

8.4 Wplyw stezenia cholanu sodu i deoksycholanu sodu na
chromatograficzne zachowanie si¢ izomerdow zwigzkow
modelowych
Aby okresli¢ charakter oddzialywania pomigdzy analitem a badanym uktadem

micelarnym cholanu sodu (NaC) lub deoksycholanu sodu (NaDC) przeprowadzono

pomiary stgzeniowe. W tym celu wykonano seri¢ faz ruchomych o stgzeniach
surfaktantow : 0.1 M, 0.09 M, 0.08 M oraz 0.07 M. Uzyte micelarne fazy ruchome
wzbogacono o 3% dodatek rozpuszczalnika organicznego. Modyfikatorem faz z NaC
byt pentanol, zas faz z NaDC metanol. Stgzenie i rodzaj dodatku dobrane byly w ten
sposob, aby badane uklady surfaktantow wykazywaly enancjoselektywnos¢ w stosunku
do czasteczek modelowych oraz aby sam dodatek nie wptywal na budowe miceli

w fazie ruchome;j.

Tab. 8.9 Wplyw stezenia cholanu sodu oraz deoksycholanu sodu na podstawowe parametry
chromatograficzne; warunki: detekcja 254nm, przeplyw 0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna C18

(S5pm) 250 x 1.0 mm i.d.

BNDHP ; _ BN
ke ks a R, ke ks a R
Cholan sodu (NaC)
+ 3% v/v PeOH
0.07M 249 211 1.18 0.67 15.24 14.00 1.08 0.64
0.08 M 25 212 1.18 0.9 1442 13.19 1.09 0.69
0.09M 243 203 1.19 0.70 13.13 11.92 1.10 0.73
0.10M 1.92 1.61 1.19 049 10.12 9.07 1.11 0.70
Deoksycholan sodu
(NaDC)
+ 3% v/v MeOH
0.07M 535 6.78 1.26 040 31.85 30.59 1.04 0.15
0.08 M 485 6.02 1.24 0.30 29.69 27.67 1.07 0.15
0.09 M 437 530 1.21 0.20 25.88 24.03 1.07 0.19
0.10M 396 4.88 1.23 0.20 23.17 21.53 1.07 0.17
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Otrzymane parametry chromatograficzne dla czasteczek modelowych przedstawiono
w Tab. 8.9. Na podstawie zestawionych wynikéw zauwazono, ze wraz ze wzrostem
stezenia NaC w fazie ruchomej dla izomeréw BN obserwowano spadki wartosci
wspotczynnikéw retencji i wzrost enancjoselektywnosé uktadu. Dla izomeréw BNDHP
w zakresie stgzen 0.07 — 0.09 M nie zaobserwowano znaczacych réznic w wartosciach
wyznaczonych wspoéiczynnikéw retencji. Na fazie z 0.1 M NaC zaobserwowano
natomiast ok. 20% spadek k. Na Rys. 8.18 przedstawiono zaleznosci odwrotnosci
wspotczynnikéw retencji dla izomerow BNDHP oraz BN w funkcji calkowitego
stezenia NaC. W badanym zakresie st¢zen prezentowane zaleznosci nie sa liniowe.
Nieliniowos¢ mogfa wynikaé z procesu reorganizacji ukiadu micelarnego (m.in. zmiany
rozmiaru /lub ksztattu miceli). Zmiany te nie mialy jednak znaczacego wplywu
na zdolnos¢ rozpoznania chiralnego przez uklad. Wraz ze wzrostem stgzenia NaC dla
izomerow BN zaobserwowano bowiem nieznaczny wzrost wspdiczynnikow
rozdzielenia aoraz zdolnosci rozdzielczej pikéw R,;. Dla izomeréw BNDHP
w badanym =zakresie st¢zen a pozostala niezmieniona, a R, nieznacznie wzrést.
Zmniejszenie rozdzielczosci pikéw na fazie 0.1 M NaC zwiazane bylo ze wzrostem

asymetrycznosci pikow.
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Rys. 8.18 Zaleznos¢ odwrotnosci wspélczynnikéw retencji od calkowitego stezenia cholanu sodu w
fazie ruchomej dla atropoizomeréw BNDHP oraz BN; warunki: detekcja 254nm, przeplyw 0.04
ml/min, temp. 25°C, kolumna C18 (5um) 250 x 1.0 mm i.d.
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Wyniki uzyskane w ukladzie deoksycholanu sodu sa podobne do otrzymanych
w fazach z NaC (Tab. 8.9). Wzrost stezenia deoksycholanu sodu wptynat na redukcje
wspolczynnikoéw retencji zwiazkéw modelowych. W przeciwienstwie do fazy z NaC,
spadek obserwowany jest w calym zakresie badanych stgzen NaDC zaréwno dla
izomeréow BN jak i BNDHP. Wzrost stezenia NaDC nie wptynal w znaczacy sposob
na enancjoselektywnosc ukladu. Na Rys. 8.19 przedstawiono zaleznosci //k w funkcji
catkowitego stezenia deoksycholanu sodu. W poréwnaniu z zaleznosciami otrzymanymi
w uktadzie z NaC dla BN oraz BNDHP, zaobserwowano zmiang przebiegu zaleznosci.
Odwrotnos¢ wspotczynnikow retencji jest liniowa funkcja stg¢zenia deoksycholanu sodu

o dodatnim stopniu nachylenia prostej.
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Rys. 8.19 Zaleznosé¢ odwrotnosci wspolczynnikow retencji od calkowitego stezenia deoksycholanu
sodu w fazie ruchomej dla atropoizomeréw BNDHP oraz BN; warunki: detekcja 254nm, przeplyw
0.04 mi/min, temp. 25°C, kolumna C18 (5um) 250 x 1.0 mm i.d.

Armstrong i Stine [138] badajac oddziatywanie analitu z ukladem micelarnym
w zaleznosci od sposobu wigzania, zaproponowali podziat substancji na trzy klasy: (i)
wigzace z micelami, (i) nie oddziatujace z ukladem zagregowanym oraz (iii)
wypychane z ukfadu micelarnego. Zgodnie z Rown. 4.8 dla substancji wigzanej przez
micele, nachylenie prostej przyjmuje warto$¢ dodatnia (Kwm>0), zas dla wypychanej

z uktadu micelarnego wartos¢ ujemna (Kwm<0). Anality dla ktorych wzrost stezenia
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surfaktantu nie wplywa na zmiane wspélczynnikéw retencji (Kwm=0) nie oddziatuja
z ukladem micelarnym. Powyzsze rozwazania odnosza si¢ do liniowych zaleznosci
stezeniowych. Analogiczne rozwazania przeprowadzié mozna dla zaleznosci
kwadratowych. Zgodnie z powyzsza klasyfikacja izomery BNDHP oraz BN nalezg
do molekut oddzialujacych z ukltadem micelarnych cholanu sodu oraz deoksycholanu
sodu. Dla wszystkich bowiem badanych molekut otrzymane zaleznosci 1/k vs. Coupatmane
w calym zakresie badanych st¢zefh maja nachylenie dodatnie. Ciekawie priedstawia si¢
zalezno$é dla izomeréw BNDHP w ukladzie cholanu sodu. Dla st¢zefi NaC z zakresu
0.07 -0.09 M, wsp6lczynniki retencji izomeré6w BNDHP tylko nieznacznie réznig si¢
migdzy soba. Mogloby to sugerowaé, ze ujemnie natadowane molekuly BNDHP nie
oddzialuja z micelami. Nalezy jednak pamigtaé, 2e faza C18 pokryta byl
zaadsorbowanymi molekulami NaC. W przypadku braku powinowactwa analitu
zaréwno do micelarnej fazy ruchomej jak modyfikowanej fazy stacjonarnej, nalezatoby
spodziewaé si¢ wymywania izomerbw BNDHP w objetosci substancji
nie zatrzymywanej na kolumnie. Uzyskane wyniki doswiadczalne tego nie potwierdzaja
(k>0). Sugeruja natomiast, z¢ pomimo takiego samego fadunku na analicie
i surfaktancie, dzigki oddziatywaniom o charakterze hydrofobowym molekuty BNDHP
oddzialuja z micelami NaC.

8.5 Wplyw temperatury na separacj¢ zwigzkéw w badanych ukladach
micelarnych

Do badafi wplywu temperatury na retencje i separacje izomeréw BNDHP
wybrano dwie fazy wodno-organiczne modyfikowane czasteczkami cholanu sodu
(NaC) lub deoksycholanu sodu (NaDC). Pomiary w ukladzie 0.1 M NaC
przeprowadzono na fazach z dodatkiem 30% MeOH oraz 3% PeOH (v/v). W przypadku
0.1 M NaDC wybrano fazy z dodatkiem 30% MeOH oraz 3% MeOH (v/v). Uzyskane
wyniki- enancjoseparacji BNDHP w ukladzie 0.1 M NaDC/3% PeOH byly
niezadowalajace, dlatego tez zdecydowano o zamianie modyfikatora organicznego
na MeOH. Badania przeprowadzono w zakresie temperatur 15-45° C. W Tab. 8.10
zawarto uzyskane wyniki.
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Zgodnie z teoria zmiana temperatury wplywa na réwnowage procesu poprzez zmiang
energii swobodnej Gibbsa (AG®). Wzajemna relacje pomigdzy parametrami wyraza
réwnanie van’t Hoffa:

AG’ =-RTh K = AH® -TAS® Réwn. 8.1
gdzie K jest stala rownowagi procesu przeniesienia analitu z fazy ruchomej do fazy
stacjonarnej, zas AH" i AS® sa odpowiednio molowa entalpia i entropia przejscia.
Dla procesu chromatograficznego réwnanie przybiera posta¢ (Réwn.7.9):

AH® 1 L As°

hk=- . +hng
R T R

gdzie k jest wspdlczynnikiem retencji zwigzku wymywanego, ¢ wyraza stosunek
objgtosciowy faz, T jest temperatura w skali Kelvina. W przypadku separacji dwéch
izomerdw réwnanie przedstawi¢ mozna w nastgpujacej formie:

ky __AMH® 1 AAS

k, R T R Réwn. 8.2
gdzie AAH® i AAS® sa roznicami zmian molowej entalpii i entropii pomiedzy

ha=h

eluowanymi izomerami.

Réwn. 7.9 shizy do wyznaczenia parametréw termodynamicznych w ukladzie
faz wodno-organicznych. W poréwnaniu z ukladem faz odwréconych, w ukladzie
micelarnej chromatografii cieczowej system réwnowag jest bardziej zlozony.
W najprostszym przypadku rozwazy¢ nalezy podzial analitu pomiedzy ruchoma faze

micelarng a zmodyfikowang czasteczkami surfaktantu faz¢ stacjonarng :

K
[Almopt Mlnop <> [A-Mipgp
+

(Sl

Kws

[A-S],,
gdzie indeksy dolne mob i st odnosza si¢ odpowiednio do proceséw zachodzacych
w fazie ruchomej i stacjonarnej, A oznacza czasteczke analitu, M- micele w fazie
ruchomej, S-zaadsorbowany na fazie stacjonarnej surfaktant, zas Kwm, Kws to stale

rownowag proceséw. Opierajac si¢ na powyzszym modelu Dorsey [139] bezposrednio
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zastosowal Rown. 7.9 do wyznaczenia parametrow termodynamicznych w ukladzie

MLC. Réwnanie to nie rozwaza wszystkich mozliwych rownowag w ukladzie, niemniej

jednak pozwala zrozumie¢ uktad jako catosé.

Tab. 8.10 Wplyw temperatury na retencj¢ i enancjoseparacj¢ izomerow BNDHP w wybranych
ukladach cholanu lub deoksycholanu sodu; warunki: detekcja 254nm, przeplyw 0.04 ml/min,

kolumna C18 (5um) 250 x 1.0 mm i.d.

BNDHP
15°C 20°C 25°C  30°C 35'C 40°C 45°C
0.1 M Cholan  sodu (NaC)
+ 3% viv PeOH
kg 2.15 2.03 1.92 1.81 1.69 1.65 1.62
kg 1.74 1.67 1.61 1.55 1.48 1.45 1.43
o 1.235 1.215 1.193 1.168 1.142  1.135 1.131
+ 30% v/v MeOH
kr 5.32 5.04 4.79 4.53 4.29 4.3] 4.20
ks 6.39 6.14 5.94 5.72 5.58 5.54 5.13
o 1.201 1.218 1.240 1.263 1.300 1.285 1.221
0.1 M Deoksycholan  sodu  (NaDC)
+ 3% v/iv MeOH
kr 4.09 3.87 3.64 3.47 3.29 3.19 2.95
ks 5.24 4.95 4.65 442 4.16 4.05 3.92
o 1.281 1.279 1.277 1.274 1.264 1.269 1.328
+ 30% v/v MeOH
kg 2.63 2.43 2.36 2.16 2.07 1.82 1.69
ks 3.73 3.48 3.41 3.15 3.04 2.60 1.73
o 1.421 1.432 1.444 1.458 1.468 1.428 1.023
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Opierajac si¢ na powyzszych rozwazaniach Rown. 7.9 oraz Réwn. 8.2 poshuzyty
do wyznaczenia zmian entalpii oraz entropii przejScia z fazy ruchomej do fazy
stacjonarnej dla izomeréw BNDHP w badanych uktadach faz ruchomych. W Tab. 8.10
zawarto otrzymane parametry chromatograficzne. Na postawie uzyskanych wynikéw
zauwazono, ze w zakresie badanych temperatur wraz ze wzrostem T nast¢puje spadek
wartosci wspotczynnikdw retencji k. Dla uktadow NaC oraz NaDC o niskim st¢zeniu
modyfikatora organicznego (3% v/v) w zakresie temperatur 15°-35°C, wraz
ze spadkiem k obserwowano dodatkowo spadek wspdiczynnikéw rozdzielenia a.
Dla ukiadéw o wysokim st¢zeniu alkoholu (30% v/v) odnotowano tendencj¢ odwrotna.
W zakresie temperatur 15°-35° C pomimo spadku k obserwowano bowiem wzrost
wartosci o Zwickszenie temperatury (>35° C) zmniejszalo enancjoselektywnosé
ukfadu. Kolejnos¢ wymywanych izomerow BNDHP pozostata niezmieniona w catym
zakresie badanych temperatur. Bez wzgledu na st¢zenie MeOH zaréwno dla ukladu
cholanu jak i deoksycholanu sodu, jako pierwszy z pary atropoizomeré6w BNDHP
wymywany byl izomer o konfiguracji R. Dla ukfadu cholanu sodu modyfikowanego
czasteczkami n-PeOH (3% v/v) jako pierwszy eluowat izomer o konfiguracji S.

Na Rys. 8.20 przedstawiono wykresy In k vs. 1/T dla R- i S-BNDHP w ukfadzie NaC.
Otrzymane zaleznosci nie sg liniowymi w calym zakresie badanych temperatur
(15°-45°C). Powyzej temperatury 30°C obserwowano odejscie od liniowosci. Podobnie
przebiega zaleznosé In o vs. 1/T. Jedynie w zakresie temperatur 15°-30°C obserwowano
zaleznos$¢ liniowa. Analogiczne zaleznosci otrzymano dla modyfikowanego metanolem
uktadu NaDC (Rys. 8.21). Podobnie jak dla soli kwasu tréjhydroksylowego, otrzymane
zaleznosci van’t Hoffa dla parametru k oraz a byly liniowymi w zakresie temperatur
15°-30°C. Dla fazy z dodatkiem 30% MeOH wzrost temperatury (35°-45°C) wplywat
na spadek wartosci wspolczynnika rozdzielenia oo. Odwrotnie przedstawia si¢ sytuacja
w ukladzie 3% dodatku MeOH. W tym przypadku wzrost temperatury (35%-45°C)

zwigkszal enancjoselektywnos¢ ukladu.
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In k

Ink

Rys. 8.20 Zaleznosci van’t Hoffa dla izomerow BNDHP w ukladzie cholanu sodu (NaC); warunki:

0.1 M NaC /3% v/v PeOH
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detekcja 254nm, przeplyw 0.04 ml/min, kolumna C18 (Suym) 250 x 1.0 mm i.d.
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0.1 M NaDC /3% v/iv MeOH

0.30
165" S-BNDHP (15°-45°C) ® (R/S)- BNDHP (15°-45°C)
| ® R-BNDHP (15°45°C) .~ L 0.29
1.54 - re . 028
/..’ - '
1.43 4 ™ . L
. " o 0.27 5
£ 1 w= & I £
1.32 = - 0.26
,.. L
* o L 0.25
1.21 4 P
™ = o~ -
& -0.24
Li64 o " |
T y T T T T T T T 0.23
3.1 3.2 3.3 3.4 3.53.1 3.2 3.3 3.4 3.5
10371 K'Y 1037 K
0.1 M NaDC /30% v/v MeOH
® S-BNDHP (15°-45°C) - ® (R/S)- BNDHP (15°-45°C) L 0.42
® RBNDHP (15°45°C) o~ ’
1.2- o L B
‘ a . T®--e.10.35
]
e L 0.28
(] >
= Y L0.21 &
= o £
0.8 .
- -0.14
[ ]
0.6 - ° L 0.07
H ®
T T T T T ¥ T ¥ T L3 T 0-00
3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5
10371 KN 1031 K

Rys. 8.21 Zaleznosci van’t Hoffa dla izomeréw BNDHP w ukladzie deoksycholanu sodu (NaDC);
warunki: detekcja 254nm, przeplyw 0.04 ml/min, kolumna C18 (Spm) 250 x 1.0 mm i.d.

Zmiana profilu zaleznosci temperaturowych dla obu badanych surfaktantow wskazuje
na zmian¢ mechanizmu retencji. W ogdlnym przypadku zmiana temperatury kolumny
wplywa na dwa konkurencyjne procesy: adsorpcje na fazie stacjonarnej oraz proces

oddzialywania z micelami w fazie ruchomej. Prawdopodobnym wydaje si¢ zatem,
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ze w zakresie temperatur 15°-30°C pokrycie fazy stacjonarnej jak réwniez morfologia
miceli pozostawaly w przyblizeniu state. Powyzej jednak 35°C najprawdopodobniej
dochodzito do zmiany geometrii ukiadu micelarnego ¥/lub zmiany pokrycia
surfaktantem fazy stacjonarnej, co wplynglo na obserwowane na wykresie odstgpstwo

od liniowosci korelujace ze zmiang mechanizmu retencji.

Tab. 8.11 Parametry termodynamiczne procesu enancjoseparacji, wyznaczone w zakresie
temperatur 15°-30°C, dla izomeréw BNDHP w wybranych ukladach badanych surfaktantéw
(wytluszczonym drukiem podkreslono izomer wymywany jako pierwszy z pary).

BNDHP
AH’ AStng R AAH AAS’ R AxcAG
[kJmol'l  [Jmol™K"] [k mol'] [Jmol™K"] [kJ-mol™]
0.1 M cholan sodu
+ 3% v/v PeOH
R-BNDHP -8.23 -22.36 0.999 -2.66 -7.56 0.994  -0.40
S-BNDHP -5.57 -17.71 0.999
+ 30% v/v MeOH
R-BNDHP -1.73 -12.88 0.999 2.44 10.01 0.994 —0.53
S-BNDHP -5.23 -2.99 0.999
0.1 M deoksycholan sodu
+ 3% v/v MeOH
R-BNDHP -7.98 -16.21 0.998 -0.25 1.14 0.985 —0.59
S-BNDHP -8.31 -15.04 0.998
+ 30% v/v MeOH
R-BNDHP -8.99 -23.19 0.967 1.23 7.21 0.995 -0.91

S-BNDHP -7.64 -15.63 0.956

Na podstawie uzyskanych wynikéw dla czasteczek modelowych, w liniowym zakresie
zaleznosci  (15°-30°C), wyznaczono podstawowe parametry termodynamiczne.

Otrzymane wartosci zestawiono w Tab. 8.11. Dla badanych uktadéow NaC i NaDC,
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zmiany entalpii przeniesienia czasteczek BNDHP z fazy ruchomej do fazy stacjonarnej
przyjmowaly wartosci ujemne (AH<0). Dla ukladu cholanu sodu (NaC), bez wzgledu
na rodzaj dodatku organicznego, wigksza wartos¢ |AI-10 | posiadat izomer
o konfiguracji R. Poréwnujac uktady NaC z dodatkiem MeOH oraz PeOH, zauwazono,
ze |AH°| dla obu systemow charakteryzuje zblizona wartos¢, podczas gdy czilon
| AS’ +ln¢| jest duzo wyzszy dla faz z dodatkiem PeOH. Sugeruje to wyzszy stopien
molekularnego uporzadkowania procesu asocjacji analitu. Ciekawie przestawiaja si¢
wyniki réznicy zmian entalpii oraz entropii pomi¢dzy izomerami. Dla uktadu NaC/3%
PeOH, AAH’ i A,AS® przyjmuja wartosci ujemne. W tym przypadku czynnikiem
determinujacym proces enancjoseparacji jest zatem czynnik entalpowy. Dla ukiadu
NaC/30% MeOH oba parametry termodynamiczne przyjmuja wartosci dodatnie.
W tych warunkach proces kontrolowany jest zatem zmianami entropii. Dla obu
badanych faz cholanu sodu duzym zmianom IAAH0 | nie towarzyszg roéwnie duze
Zzmiany |A25CAG° | (Tab. 8.11). Swiadczy to o znaczacej roli czynnika entropowego
w procesie separacji izomerow BNDHP.

Dla uktadéw z deoksycholanem sodu (NaDC), |AH0| przyjmuje warto$¢ wyzsza dla
izomeru R-BNDHP na fazie z dodatkiem 3% MeOH oraz izomeru o konfiguracji S
na fazie z dodatkiem 30% MeOH. Wzrost st¢zenia metanolu w fazie ruchomej
prowadzit do zwigkszenia czlonu | AS°+In¢| 0 ok. 4% i 43% odpowiednio dla izomeru
S-BNDHP i R-BNDHP. Bezwzgledne réznice zmian entalpii dla izomeré6w BNDHP
w ukladzie NaDC, sa wyzsze niz w ukladzie NaC. Sugeruje to, ze agregaty NaDC sa
lepszymi selektorami chiralnymi dla molekut BNDHP. Dodatnie wartosci A,AH® oraz
AAS® otrzymane na fazie z dodatkiem 30% MeOH, $wiadcza o entropowym
charakterze procesu enancjoseparacji. Dziesigciokrotne zmniejszenie stg¢zenia
rozpuszczalnika organicznego (3%), wplynelo na zmiang charakteru procesu. Ujemna
warto$¢ AAH’ oraz dodatnia A.AS® sugeruja, ze zaréwno czynnik entalpowy

jak i entropowy faworyzuja proces rozdzielenia chiralnego molekut.
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MICELE SOLI KWASOW CHOLOWYCH JAKO
CHIRALNE FAZY PSEUDOSTACJONARNE

W MICELARNEJ ELEKTROKINETYCZNEJ
CHROMATOGRAFII KAPILARNEJ

Zastosowanie cholanowych faz pseudostacjonarnych do diastereoseparacji
izomeréw flawanonéw zostato zaproponowane po raz pierwszy w 2003 roku przez
dr inz. M. Asztemborska z Laboratorium Analiz Chromatograficznych ICHF PAN
[140].. Przy uzyciu cholanu sodu Asztemborska rozdzielita diastereomery
neohesperydyny oraz narynginy. Proby z uzyciem innych soli sodowych kwaséw
cholowych podjgte zostaty réwniez przez grupg Schuriga [72]. Uzyskane wyniki byty
jednak niezadowalajace. Dotychczas, gidwnie stosowanymi selektorami w rozdziatach
chiralnych flawanonéw byly naturalne cyklodektryny [141, 76, 142] oraz ich pochodne
[143]. Jak do tej pory nie udalo si¢ rozdzieli¢ diastereoizomeréw flawanonow
w srodowisku achiralnym. Niniejsza praca stanowi kontynuacj¢ i rozwinigcie projektu
zastosowania cholanu i deoksycholanu sodu do rozdzielania diastereoizomerow

glikozydow flawanondow.

9.1 Wplyw skiadu buforu wiodacego na proces separacji zwigzkow
modelowych

Zwiazki rozdzielane z grupy chiralnych flawonoidéw opisano w rozdziale 3
(podrozdziat 3.4). Zaprojektowanie optymalnego ukladu elektroforetycznego stuzacego
do rozdzielenia epimeréw flawanonéw rozpoczgto od okreslenia wptywu skladu buforu

na wlasnosci separacyjne badanych faz pseudostacjonarnych. Do badan wybrano trzy
bufory wiodqce“: Buforl- tetraboranowy (25 mM Na;B;0;/ 200 mM H;BOs),

* W kazdym przypadku dodatkowo dodano MeOH (10%);
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Bufor2-fosforanowy (50mM, produkt firmy Beckman Coulter), Bufor3- tertaboranowo-
dwufosforanowy (50 mM Na;B407/200 mM NaH,PO,).

Bufor tetraboranowy jest najczgsciej stosowanym do rozdzielenia flawanonéw. Bardzo
dobre wyniki separacji Morin [144] tlumaczyl mozliwoscia tworzenia ujemnie
natadowanego kompleksu pomigdzy jonami buforu a grupami OH pierscieni
polifenolowych flawanonu. W przypadku zastosowania jednak anionowego selektora,
duzy fadunek ujemny na analicie moze wptyna¢ niekorzystnie na proces rozdzielenia.
Aby tego unikna¢ stosuje si¢ zamiennie niekompleksujacy bufor fosforanowy lub
tetraboranowo-fosforanowy [72].

Separacj¢ izomerow flawanonéw przeprowadzono przy pH 7.5. Stgzenie surfaktantu
(NaC lub NaDC) wynositfo 100 mM. Flawanony sa stabymi kwasami i ich pK, miesci
si¢ w zakresie 7-10 [145]. W badanych warunkach wystgpuja zatem w formie
niezdysocjowanej lub zjonizowanej w niewielkim stopniu. Oddziatywania pomigdzy
anionowymi micelami a analitem maja zatem giéwnie charakter hydrofobowy.

Na Rys. 9.1 przedstawiono przykladowe elektroferogramy uzyskane dla neoeriocytryny
i didyminy w warunkach badanych buforéw. Czasy migracji wszystkich flawanondéw
umieszczono w Tab. 9.1. Jak wida¢ w ukladzie cholanu sodu dla wszystkich badanych
zwiazkow najkrotsze czasy migracji uzyskano stosujac bufor tetraboranowy (Buforl).
W poréwnaniu do Buforul, w Buforze2 i Buforze3 zaobserwowano ponad 30% wzrost

czasOw migracji. Dla wigkszosci czasteczek czasy 1, uzyskane w Buforze? sa

Bufor3
m

> t:u]orz > tBujorl ) .

nieznacznie krétsze w stosunku do otrzymanych w Buforze3 (¢ =
Wyjatek stanowi grupa molekul, dla ktoérej aglikonem jest czasteczka eriodykcjolu.
Naleza do niej: neoeriocytryna, pyrakantozyd oraz eriocytryna. W tym przypadku

dluzsze czasy migracji otrzymano na buforze fosforanowym (2% > ¢24°7 > ¢ B4y

Kolejnos¢ migrujacych czasteczek w uktadzie 100 mM NaC/Bufor! oraz
100 mM NaC/Bufor3 jest podobna, znaczaco rézni si¢ jednak w stosunku do ukfadu
100 mM NaC/Bufor2. Biorac pod uwage wlasnosci separacyjne trzech ukladow
buforowych najwigksze roznice czasow migracji pomigdzy poszczegblnymi
flawanonami otrzymano w Buforze3. Rodzaj stosowanego buforu nie wplynat
na kolejnos¢ migracji diastereoizomeréw z danej pary. Jako pierwszy migrowal zawsze

izomer o konfiguracji S.

’ W nawiasach podano stezenia wyjéciowe gtéwnych sktadnikéw buforu
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Rys. 9.1 Elektroferogramy neoeriocytryny (NEE) oraz didyminy (DID) otrzymane w fazie
pseudostacjonarnej odpowiednio cholanu sodu (a) oraz deoksycholanu sodu (b) w réznych
systemach buforowych: Bufori- tetraboranowy, Bufor2-fosforanowy, Bufor3-tetraboranowo-
fosforanowy; warunki: pH 7.5, temp.25°C, kapilara: 58 cm x 75 pm ID, przylozone napigcie 20kV,
detekcja 280 nm;
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Tab. 9.1 Czasy migracji (¢,,) flawanonéw w badanych ukladach buforowych; warunki: pH 7.5,
temp.25°C, kapilara: 58 cm % 75 um ID, przylozone napigcie 20kV, detekcja 280 nm;

Flawanon 0.1 M NaC 0.1 M NaDC

Buforl Bufor 2  Bufor 3 Bufor ]  Bufor2  Bufor 3
ter=9.30  t=10.50 t.r=10.50 teor=8.50  1epy=10.50 t.,=10.20

Naryngina S 1919 25.64 26.73 21.52 33.50 31.29
(NAR)

(R) 19.57 26.42 27.47 21.64 33.80 31.59
Neohesperydyna  (S) 19.16 25.22 26.50 22.43 38.00 32.24
(NEH)

(R 19.57 25.92 27.28 22.62 38.58 32.66
Neoeriocytryna  (5) 16.22 24.32 21.75 14.93 30.05 19.36
(NEE)

R) 1641 24.89 22,11 15.04 30.32 19.55
Ponciryna S 2078 Y85l 29.04 24.48 44.20 40.14
(PON) :

R) 2090 29.21 24.27 43.53 39.62
Pyrakantozyd ) 1635 27.23 21.38
(PYR) 15.12 30.93 19.63

(R) 16.45 27.50 21.55
Narirutyna (S) 28.10

17.35 22.90 23.46 20.60 29.45

(NUR)

(R) 28.20
Hesperydyna o)
(HES) 17.62 21.52 22.20 19.90 35.13 26.52

(R)
Eriogyteyus ® 12 21.87 19.90 14.28 27.68 18.12
(ERI)

(R)
Didymina S 36.95
(DID) 19.40 25.20 26.62 24.08 40.94

(R) 36.74

W ukfadzie 100 mM NaDC zbadano réwniez trzy bufory: tetraboranowy (Buforl),
fosforanowy (Bufor2) oraz tetraboranowo-dwufosforanowy (Bufor3). Dla wszystkich

badanych flawanonéw najdluzsze czasy migracji uzyskano w  Buforze2:
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Bufor2
m

Bufor3
m

t >t > 29" (Tab. 9.1). W ukiadzie Buforu2, w stosunku do Buforul,

najmniejszy wzrost t, odnotowano dla czasteczki NUR (40%), najwigkszy natomiast
dla PYR (104%). W Buforze3 obserwowane wzrosty byly mniejsze. Maksymalny
wzrost odnotowano dla czasteczki PON i wynosit 63%.

Uklad NaDC/Bufor3 charakteryzowala najwyzsza selektywnos¢ ze wszystkich
badanych ukladow buforowych. Obserwowano bowiem najwigksze zréznicowanie
czasOw migracji flawanonow. Bez wzgledu na rodzaj srodowiska achiralnego.
dla wigkszosci czasteczek kolejnos¢ wymywanych diastereoizomeréw w ukladzie
NaDC byla podobna. Wyjatek stanowi NUR w Buforze2, ktory to migruje szybciej
w stosunku do pozostatych flawanonéw w uktadzie Buforul i Buforu3. Dla wigkszosci

badanych czasteczek jako pierwszy migrowat izomer o konfiguracji S. Wyjatek
stanowia diastereomery PON dla ktérych % >¢>. W poréwnaniu zatem do ukfadu

cholanu sodu dla izomeréw poncirynu zaobserwowano odwrécenie kolejnosci migracji.
Efekt ten zwiazany jest z dziataniem selektora chiralnego.

Poréwnujac diastereoselektywnosé¢ soli kwaséw cholowych w réznych buforach
zauwazono. ze zarowno dla ukfadu cholanu jak i deoksycholanu sodu najwyzsze
wartosci wspolczynnikow rozdzielenia uzyskano w Buforze3. Otrzymane wielkosci R
dla poszczegolnych systemow buforowych przedstawiono na Rys. 9.2. Dla ukiadu
cholanu sodu wielkosci R; uzyskane w Buforzel oraz Buforze3 sa poréwnywalne.
Najmniejsza diastereoselektywnos¢ micele cholanu sodu wykazywaty w Buforze2.
W ukiadzie NaDC wplyw buforu na separacj¢ izomeréw jest bardziej znaczacy.
W Buforze2 dla NAR i NEH, R, osiagaly wartosci poréwnywalne z uzyskanymi
w Buforzel, zas dla NEE i PON znacznie nizsze. Znaczacy wzrost wspotczynnikow
rozdzielenia odnotowano w uktadzie Buforu3. W stosunku do Buforul zaobserwowano
wzrost R; o ponad 120% dla izomeréw NAR i NEH, zas dla NEE i PON o ponad 40%.
Ponadto w ukiadzie NaDC/Bufor3 zaobserwowano wygenerowanie

diastereoselektywnosci miceli NaDC® w stosunku do izomeréw DID oraz NUR

® Indukowana diastereoseparacja nie jest wynikiem dziatania samego srodowiska achiralnego, co zostato
opisane w rozdziale po§wieconym wptywowi stezenia surfaktantu na separacj¢ zwiazkéw badanych.
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Rys. 9.2 Wplyw buforu na warto$é wspélczynnika rozdzielenia w badanych ukladach cholanu sodu
(wykres gérny) oraz deoksycholanu sodu (wykres dolny).

Powyzsze wyniki pozwolily na dokonanie wyboru buforu wiodacego dla badanych
uktadéw soli kwaséw cholowych. Pomimo dluzszych czaséw migracji oraz

poréwnywalnej diastereoselektywnosci w ukladzie cholanu sodu, dalsze badania
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postanowiono przeprowadza¢ w buforze tetraboranowo-dwufosforanowym (Bufor3).
Znaczne wzmocnienie diastereoselektywnosci oraz wigksze zréznicowanie czasow
migracji pomi¢dzy poszczegdlnymi flawanonami w ukladzie deoksycholanu sodu

okazaly si¢ czynnikami decydujacymi przy wyborze elektrolitu wiodacego.

9.2 Wplyw dodatku organicznego na diastereoseparacj¢ flawanonéw

Aby sprawdzi¢ role dodatku organicznego w procesie separacji flawanonow
do badan wytypowano trzy rozpuszczalniki organiczne: metanol (MeOH), acetonitryl
(ACN) oraz propan-2-ol (2-PrOH). Rozpuszczalniki te roznig si¢ miedzy soba
polarnosciag. Metanol i acetonitryl naleza do rozpuszczalnikéw wystepujacych
w objgtosciowej fazie roztworu. W przeciwienstwie do metanolu i propan-2-olu,
acetonitryl jest rozpuszczalnikiem aprotycznym. St¢zenie dodatku organicznego
we wszystkich przypadkach wynosito 10%. Dla takiej wartosci stgzenia wplyw
modyfikatora na CMC miceli soli kwaséw cholowych jest nieznaczny i moze by¢
pominigty [146]. W celu poréwnania otrzymanych wynikéw dodatkowo wykonano
pomiary w buforze odniesienia (bez dodatku modyfikatora organicznego).

Tab. 9.2 przedstawia otrzymane parametry elektroforetyczne dla trzech flawanonow.
Rozpuszczalnik organiczny moze wplyna¢ zarowno na podwdjna warstwe elektryczng
na Sciance kapilary (przeplyw elektroosmotyczny) 1 zmian¢ wlasnosci
fizykochemicznych buforu wiodacego (m.in. lepkosci), ale rowniez na stabilnos¢
i selektywnos¢ ukladu selektora w stosunku do czgsteczek analitu. We wszystkich
modyfikowanych rozpuszczalnikami organicznymi buforach z cholanem sodu
zaobserwowano spadek ruchliwosci elektroforetycznej buforu. Najwigkszg redukcjg
EOF w stosunku do buforu odniesienia odnotowano w buforze z dodatkiem 2-PrOH,

najmniejsza natomiast w buforze z dodatkiem ACN (g > pi™ >y >y 7o),

Poréwnujac czasy migracji badanych flawanonéw w ukladzie z NaC, najdtuzsze czasy
uzyskano w buforze modyfikowanym MeOH. Czas migracji w stosunku do buforu
odniesienia wzrést o ponad 49%, 51% oraz 64% odpowiednio dla NAR, NEH oraz
NEE. W stosunku do czasteczek NAR i NEH badany uktad charakteryzowata bardzo
wysoka diastereoselektywnosé. Analogiczne wzrosty czasow migracji odnotowano

w buforze z dodatkiem 2-PrOH (35% dla NAR i NEH oraz 60% dla NEE).
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Tab. 9.2 Wplyw rozpuszczalnika organicznego na proces diastereoseparacji wybranych flawanonéw; warunki: pH 7.5, temp.25°C, kapilara: 58 cm x 75 pm
ID, przylozone napiecie 20kV, detekcja 280 nm;

Flawanon 40 mM NaC/Bufor3 100mM NaDC/Bufor3*"
Pes 10% ACN 10% 2-PrOH 10% MeOH 10% ACN 10% 2-PrOH 10% MeOH
modyfikatora " e e e e
(NAR) Qapp 1.024 1.011 1.013 1.025 1.007 1.003 1.046
R, 1.60 0.86 1.50 2.19 0.68 0.10 1.16
Neohesperydyna tm2 10.80 10.19 14.59 16.48 18.66 21.71 28.75
(NEH) Qapp 1.025 1.012 1.016 1.030 1.009 1.006 1.014
R, 0.90 0.72 1.50 2.72 0.89 0.81 1.62
Neoeriocytryna tm2 8.89 10.35 14.29 14.64 13.37 18.77 17.93
(NEE) Qapp 1.008 1 1.004 1.007 1.006 1.007 1.010
Ry 0.83 0 0.28 0.56 0.58 0.86 0.90
EOF tm 6.00 7.20 9.50 8.90 8.0 10.0 9.40
Heof 2.32 1.93 1.45 1.56 1.74 1.39 1.48

tm- czas migracji drugiego diastereomeru z pary [min], a,,,=t; /t,—wspélczynnik rozdzielenia, R,- rozdzielczo$¢ pikow; i, ruchliwos¢ elektroforetyczna
buforu[10*cm?V's|

’ Bufor3‘: tetraboranowo- dwufosforanowy (25 mM Na,B,0;/100 mM|NaH;PQy)
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Selektywnos¢ uktadu byta jednak nizsza. Ciekawie przedstawia si¢ uktad NaC/ACN.

brak

eof <t*My, dla molekut

W tym przypadku, w poréwnaniu z buforem odniesienia (¢ o
NAR i NEH zaobserwowano 5% spadek czasow migracji. Efektu tego nie
zaobserwowano dla czasteczki NEE. W stosunku do buforu niemodyfikowanego, czas
migracji wzrost o 17%. Uklad NaC/ACN charakteryzowal si¢ najnizsza
diastereoselektywnoscia sposrdd badanych. Zaobserwowano ogélne pogorszenie
rozdzielenia diastereomeréw, zas§ w przypadku izomeréw neoeriocytryny catkowity
jego zanik.

Analogiczne pomiary przeprowadzono w ukladzie deoksycholanu sodu. Ze wzgledu
na mata stabilno$¢ buforu odniesienia i zwigzany z tym efekt zelowania buforu,
nie wykonano pomiaréw w ukladzie NaDC bez modyfikatora organicznego. Podobnie
jak dla NaC, najwigkszg ruchliwos¢ elektroforetyczng buforu otrzymano w ukladzie
z ACN, najmniejszg natomiast dla dodatku 2-PrOH. Dla wszystkich badanych
czasteczek najkrotsze czasy migracji uzyskano w buforze z dodatkiem ACN.
Porownujac diastereoselektywnos¢ badanych ukladéw zauwazono, ze najwyzsza
zdolnoscia rozdzielcza charakteryzowat si¢ ukiad z dodatkiem MeOH, najnizsza
natomiast z dodatkiem ACN. Wyniki ten jest analogiczny do uzyskanego w fazach
z cholanem sodu.

Powyzsze wyniki pozwolily na ostateczny wybor modyfikatora organicznego.
Do dalszego etapu optymalizacji metody rozdzielenia mieszaniny flawanonéw wybrano

bufor tetraboranowo-dwufosforanowy z 10% dodatkiem MeOH

9.3 Woyznaczenie krytycznego stezenia micelarnego dla cholanu sodu i
deoksycholanu sodu w badanych warunkach elektroforetycznych

Wartos¢ krytycznego st¢zenia micelarnego w warunkach MECC dla badanych
soli kwaséw cholowych wyznaczono metodg zaproponowang przez Cifuentesa [147]
dla roztworow wodnych. Metoda oparta jest na pomiarze pradu roztworu micelarnego
elektrolitu wiodacego w funkcji catkowitego st¢zenia surfaktantu. W ukfadach wodnych
surfaktantu, w punkcie CMC obserwuje si¢ bowiem spadek przewodnictwa wiasciwego
roztworu. Wynika to zaréwno ze zjawiska inkluzji do wngtrza miceli przeciwnie
natadowanych jonéw amfifila (ang. co-ions) oraz wzrostu oporu ruchu miceli

w roztworze wynikajacym ze zmiany jonowego otoczenia miceli (oddziatlywanie ko-
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jondw z zewngtrzng powierzchnig miceli). W warunkach elektroforezy kapilarnej dla
micelarnych roztworéw wodnych, otrzymuje si¢ dwie proste o réznym nachyleniu.
Pierwsza opisuje zaleznos¢ pradowa w obszarze wolnego surfaktantu, druga natomiast
odnosi si¢ do uktadu zagregowanego. Miejsce przecigcia obu prostych wyznacza punkt
CMC.

Na Rys. 9.3 i Rys. 9.4 przedstawiono zaleznosci natgzenia pradu w funkcji st¢zenia
odpowiednio cholanu sodu i deoksycholanu sodu w uktadzie MeOH/Bufor3
w temperaturze 25°C. Otrzymane zaleznosci sa typowymi dla micelarnych roztwordw
wodnych. W zaleznosci od formy surfankatntu (wolna/zagregowana) w roztworze,
otrzymano proste o réznym kacie nachylenia. Wyznaczone z przecigcia linii wartosci
CMC wynosity 18.1 mM i 7.1 mM odpowiednio dla cholanu i deoksycholanu sodu.
Wyznaczone wartosci CMC dla obu soli kwaséw cholowych pozostaja w dobrej

zgodnosci z opisanymi w literaturze [30].
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Rys. 9.3 Wykres zaleznosci natezenia pradu w funkcji stezenia cholanu sodu (NaC) w warunkach
MECC: bufor Na;B,0,/ NaH,PO, + 10% MeOH (pH 7.5), temp.25°C, kapilara: 58 cm x 75 um ID,
przylozone napiecie 20kV, detekcja 280 nm;
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Rys. 9.4 Wykres zaleznosci natgzenia pradu w funkcji stezenia deoksycholanu sodu (NaDC)
w warunkach MECC: bufor Na,B;0, / NaH,PO, + 10% MeOH (pH 7.5), temp.25°C, kapilara:
58 cm x 75 um ID, przylozone napigcie 20kV, detekcja 280 nm;

9.4 Wplyw stezenia surfaktantu na separacj¢ zwiagzkow modelowych

Jednym z istotniejszych czynnikow wptywajacych na selektywnos¢ uktadu jest
stgzenie surfaktantu. Na Rys. 9.5 przedstawiono przyktadowe elektroferogramy
uzyskane dla neoeriocyrtyny (NEE) w rdznych stezeniach cholanu sodu jako chiranego
selektora w uktadzie MECC. Wzrost stezenia cholanu sodu wydiuzal czasy migracji
izomerow zwiazku badanego. Wzrost stgzenia surfaktantu wplywat rowniez na wzrost
EOF. Analogiczne wyniki uzyskano dla wszystkich dziewigciu flawanonéw w obu

systemach faz pseudostacjonarnych (NaC oraz NaDC).
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Rys. 9.5 Elektroferogramy neoeriocytrynu otrzymane na cholanowej fazie pseudostacjonarnej w
zakresie stezen choanu sodu 0-100 mM. warunkach MECC: bufor Na,B,0, / NaH,PO4 + 10%
MeOH (pH 7.5), temp.25°C, kapilara: 58 cm x 75 um ID, przylozone napigcie 20kV, detekcja 280
nm;

Wptyw stgzenia cholanu i deoksycholanu sodu na efektywna mobilnosé
elektroforetyczng oraz wspolczynnik retencji dla dziewigciu badanych flawanonow
przedstawiono w Tab. 9.3 i Tab. 9.4. Efektywne ruchliwosci elektroforetyczne oraz
wspotczynniki retencji wyznaczono odpowiednio za pomoca Réwn. 4.17 i Réwn. 4.19.
Indeks dolny 2 odnosi si¢ do izomeru migrujacego z mniejsza predkoscia. Dla stgzen
10 mM i 20 mM NaC oraz 10 mM NaDC nie wyznaczono wartosci wspdiczynnikéw
retencji k. Dla poprawnego okreslenia wartosci potrzebna jest bowiem znajomos¢
ruchliwosci selektora badz to w formie monomerycznej badZz zagregowane;j.
Zastosowana w pracy posrednia metoda pomiaru ruchliwosci czasteczki Sudanu III,
jako markera uktadu micelarnego, dla st¢zenia ponizej CMC lub tez w bliskim jego

obszarze (male agregaty), okazata si¢ nieskuteczna.
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Tab. 9.3 Zaleznos¢ efektywnej ruchliwosci elektroforetycznej oraz wspélczynnika retencji dla badanych diastereomeréw flawanonéw w ukladzie cholanu
sodu; warunkach: byfor Nazl?.,O-,/ NaHzP_O4 + 10% MeOH (pH 7.5), temp.25°C, kapilara: 58 cm x 75 um ID, przylozone napiecie 20kV;

Flawanon izomer Cholan sodu (NaC) / 50mM Na,B,0; _200mM NaH,PO,/10%MeOH @
(1) 0 mM 10 mM 20 mM 40 mM 60 mM 80 mM 100 mM

Naryngina e 0.00 -1.85 -4.13 -6.82 -7.67 -8.03 -7.94
(NAR) (S) k> 0.00 b.d bd 1.82 2.58 3.12 3.72
Neohesperydyna (S) M2 0.00 -2.07 -4.39 -6.98 -7.73 -8.04 -7.90
(NEH) k> 0.00 b.d b.d 1.95 2.65 3.14 3.64
Neoeriocytryna S Hep2 -4.63 -5.21 -5.48 -5.99 -6.45 -6.75 -6.73
(NEE) k; 0.35 b.d b.d 1.29 1.54 1.73 2.00
Ponciryna ) Hef2 0.00 -2.15 -4.58 -7.08 -7.89 -8.35 -8.85
(PON) k> 0.00 b.d bd 2.48 3.14 4.12 5.18
Pyrakantozyd ®) Hegi2 -5.14 -5.26 -5.33 -5.77 -6.26 -6.78 -6.79
(PYR) k; 0.39 b.d b.d 1.23 1.42 1.77 1.92
Narirutyna br Hegy 0.00 -1.50 -3.13 -5.62 -6.57 -7.09 -7.35
(NUR) ’ k 0.00 b.d bd 1.11 1.60 2.01 2.39
Hesperydyna by Hep 0.00 -1.64 -3.25 -5.40 -6.40 -6.60 -6.80
(HES) ' k 0.00 b.d bd 1.06 1.51 1.69 1.90
Eriocytryna by Hefr -4.26 -4.77 -5.19 -5.51 -5.76 -5.79 -6.06
(ERI) ' k 0.31 b.d b.d 1.04 1.15 1.24 1.49
Didymina by Hegr 0.00 -1.76 -3.67 -6.62 -7.34 -1.55 -7.54
(DID) ’ k 0.00 b.d b.d 1.70 2.29 2.68 3.28

(a) w zakresie 40-100 mM k wyznaczono z Rown. 4.19; gz 10°cm?V's™ ; b.r = brak rozdzielenia; b.d =brak danych
eff-



Tab. 9.4 Zalezno$¢ efektywnej ruchliwosci elektroforetycznej oraz wspoélczynnika retencji dla badanych diastereomeréw flawanonéw w ukladzie
deoksycholanu sodu; warunkach: bufor Na,B,0,/ NaH,PO, + 10% MeOH (pH 7.5), temp.25"C, kapilara: 58 cm x 75 pm ID, przylozone napiecie 20kV;

Flawanon izomer Deoksycholan sodu (NaDC) / 50mM Na,B,0; _ 200mM NaH,PO,/10%MeOH ;
) 0 mM 10 mM 20 mM 40 mM 60 mM 80 mM 100 mM __;
Naringin ) Lep2 0.00 -4.02 -6.44 -8.56 -9.32 -9.57 -9.65
(NAR) ks 0.00 b.d 0.94 1.82 243 3.02 3.46
Neohesperydyna ) Hep 0.00 -4.47 -6.90 -8.96 -9.59 -9.82 -9.78
(NEH) k> 0.00 b.d 1.07 2.14 2.70 3.21 3.68
Neoeriocytryna ) Hef2 -4.63 -4.73 -5.43 -6.39 -6.81 -6.89 -6.94
(NEE) k; 0.35 b.d 0.67 0.90 1.02 1.15 1.22
Ponciryna ®) Heg> 0.00 -5.57 -8.61 -10.09 -10.49 -10.91 -10.61
(PON) k> 0.00 b.d 1.73 2.85 4.21 4.78 5.76
Pyrakantozyd b Hep2 -5.14 -5.39 -5.83 -6.56 -6.94 -7.06 -6.97
(PYR) T k> 0.39 b.d 0.75 0.96 1.09 1.15 1.23
Narirutyna ) He> 0.00 -3.15 -5.55 -1.75 -8.69 -9.02 -9.04
(NUR) k; 0.00 b.d 0.70 1.42 1.95 2.43 2.76
Hesperydyna br Hefr 0.00 -3.17 -5.17 -7.51 -8.64 -9.18 -8.97
(HES ' k 0.00 b.d 0.61 1.25 1.78 2.29 2.47
Eriocytryna by Hefr -4.26 -4.63 -4.92 -5.67 -6.13 -6.27 -6.37
(ERI) ’ k 0.31 b.d 0.56 0.80 0.87 0.99 1.10
Didymina ®) Hef2 0.00 -4.77 -7.85 -9.55 -10.03 -10.37 -10.28
(DID) k, 0.00 b.d 1.37 2.34 3:22 3.89 4.55

(a) w zakresie stgzen 20-100 mM k obliczono z Réwn. 4.19; u,5: 10°cm’V™'s™; b.r = brak rozdzielenia; b.d = brak danych;
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Na podstawie zestawionych w tabelach danych zauwazy¢ mozna, ze otrzymane
wartosci efektywnych ruchliwosci mieszcza sie z zakresie 0 — 9 [10°ecm?V™'s™] dla
ukfadu cholanu sodu oraz 0 - 11 [10%°cm®V's"] dla ukfadu deoksycholanu sodu.
Przy braku surfaktantu w buforze, sze$¢ z posréd badanych flawanonéw (NAR, NEH,
PON, DID, NUR, HES, Rys. 9.6) migrowaty z predkoscia EOF. Dla czasteczek NEE,
PYR oraz ERI odnotowano niezerowa efektywna ruchliwos¢ elektroforetyczna (Rys.
9.6). Molekuly te posiadaja taki sam aglikon- eriodykcjol, ktéry w warunkach
przeprowadzanych analiz (pH 7.5) jest czgsciowo zjonizowany ujemnie (pKa = 6.7 ).
Dodatkowo na podstawie wczesniejszych obserwacji w innych ukfadach buforowych
(m.in. TRIS) wydaje si¢ by¢ wysoce prawdopodobnym tworzenie natadowanych
kompleksow pomigdzy badanym aglikonem a jonami tetraboranowymi. Dla wszystkich

izomerow flawanonéw zaréwno w ukladzie cholanu jak i deoksycholanu sodu pesr

przyjmuje wartosci ujemne.

| O-Nh  NAR
OH O H QH O-Ru  NUR
ONh  NEE
OH OH O-Ru  ERI
O-Glu® PYR

Rys. 9.6 Budowa aglikonu w badanych O-glikozydach flawanonéw; (a) neohesperydoza,
(b) rutynoza, (c) glukoza

W zakresie stezen 0 - 40 mM NaC i NaDC dla wigkszosci badanych czasteczek
zaobserwowano nagly wzrost |sey|. Dalsze zwigkszenia st¢zenia surfaktantu w buforze
nie wplynglo w znaczacy sposdb na wzrost ruchliwosci elektroforetycznej,
obserwowano efekt plateau. Dla czasteczek NEE, PYR oraz ERI (ten sam aglikon-
eriodykcjol, Rys. 9.6) zaleznos¢ efektywnej ruchliwosci elektroforetycznej od st¢zenia

surfaktantu (NaC lub NaDC) przebiegala w fagodniejszy sposob. Sposréd wszystkich
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badanych flawanonéw czasteczki te charakteryzowaly si¢ najmniejszymi wartosciami

|Mesr| przy najwigkszym badanym ste¢zeniu surfaktantu (NaC lub NaDC).

-- ®-- naryngina (NAR) -~ -- naryngina (NAR) B
4 peoeriocytryna (NEE) . neoeriocytryna (NEE)
5 ® ponciryna (PON) o O - ponciryna (PON) 5
. =

.0

wspotezynnik retencji, k
]
°« =
w
wspodiczynnik retencji, £

40 60 80 100 20 40 60 80 100
[NaC] (mM) [NaDC] (mM)

Rys. 9.7 Zaleznos¢ wspolczynnika retencji od stezenia cholanu sodu (NaC) lub deoksycholanu sodu
(NaDC) w buforze dla wybranych flawanonéw.

Wraz ze wzrostem st¢zenia NaC oraz NaDC w buforze odnotowano wzrost
wspotczynnikdw retencji k. Najnizsze wartosci k charakteryzowaly czasteczki NEE,
PYR oraz ERI, przy czym nieznacznie wyzsze wspolczynniki retencji dla tych
flawanonéw uzyskano w uktadzie soli kwasu cholowego. Dla czasteczek NAR, NEH
oraz NUR wartosci £ w obu systemach micelarnych byly poréwnywalne. Znaczace
réznice odnotowano dla czasteczek HES, PON oraz DID. Duzo wyzsze wartosci & dla
tych czasteczek uzyskano w buforze z dodatkiem deoksycholanu sodu (wzrost o 30%,
21% i 38% odpowiednio dla HES, PON i DID). Dla wszystkich badanych flawanonéw
w obu uktadach surfaktantow, powyzej punktu CMC, wyznaczone wspoiczynniki
retencji byly proporcjonalne do stg¢zenia surfaktantu. Przyktadowe zaleznosci dla

wybranych czasteczek w uktadzie NaC oraz NaDC przedstawiono na Rys. 9.7.
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Rys. 9.8 Wplyw stezenia cholanu sodu na diastereoseparacj¢ badanych flawanonéw
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Rys. 9.9 Wplyw stezenia deoksycholanu sodu na diastereoseparacje¢ badanych flawanonéw
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Wptyw stezenia cholanu sodu na diastereoseparacj¢ badanych flawanonow
przedstawiono na Rys. 9.8. Najwyzsze wartosci wspoleczynnikéw rozdzielenia
i rozdzielczosci pikdw uzyskano dla czasteczek NEH i NAR. Diastereoseparacja dla
tych zwiazkéw byta juz obserwowana przy 20 mM stgzeniu NaC. Dla czasteczek NAR,
NEH oraz PON, maksymalne wartosci wspolczynnikow rozdzielenia o uzyskano
w buforze o stezeniu NaC rownym 60 mM. W przypadku NEE oraz PYR obserwowano
wzrost ciagly, bez wartosci maksymalnej. Dla wigkszosci badanych flawanonéw jako
pierwszy migrowal izomer o konfiguracji S. Wyjatek stanowia diastereomery PYR dla
ktorych obserwowano odwrotng kolejnos¢ migracji. W ukiadzie NaC nie uzyskano
rozdzielenia izomerdw w ktorych czes¢ cukrowa stanowi rutynoza (NUR, ERI, HES,
DID). Ponizej punktu CMC (18 mM) ukilad cholanu sodu nie wykazywat
diastereoselektywnosci.

Wplyw stezenia deoksycholanu sodu na separacj¢ badanych flawanonéw przedstawiono
na Rys. 9.9. W poréownaniu z ukfadem NaC, w buforze z NaDC nie uzyskano
diastereoseparacji izomerow PYR, jednakze obok rozdzielenia narynginy
neohesperydyny oraz neoeriocytryny (pochodne neohesperydozy), zaobserwowano
po raz pierwszy separacj¢ izomerow narirutyny oraz didyminy. Obie czasteczki naleza
do grupy glikozydow w ktérych grupe cukrowa stanowi rutynoza. Budowa aglikonu
obu czasteczek jest rozna, aczkolwiek jedynie pozycja R; jest podstawiona (R,=H).
Dla czasteczek NAR, NEH oraz NEE w ukfadzie NaDC R przyjmowalo wartosci
nizsze niz w analogicznym ukladzie z NaC. W stosunku do izomeré6w PON wyzsza
diastereoselektywnoscia charakteryzowaly si¢ micele NaDC. Dla czasteczek NAR,
NEH, DID i NUR wzrost st¢zenia deoksycholanu sodu w zakresie 60 — 100 mM nie
wplywal w znaczacy sposdb na zmiang wspotczynnikéw rozdzielenia. Dla izomeréw
PON obserwowano spadek wartosci a. Dla czgsci molekut maksymalne wartosci o
uzyskano juz przy st¢zeniu 40 mM NaDC. Za wyjatkiem DID i PON, dla badanych
flawanondéw jako pierwszy migrowat izomer o konfiguracji S. W stosunku zatem
do uktadu z NaC, zaobserwowano zmiang kolejnos$ci migracji dla izomeréw PON.
Poréwnujac wlasnosci separacyjne obu soli kwaséw cholowych wydaje si¢, ze zardéwno
oddziatywanie grupy cukrowej jak i aglikonu z micelami odgrywaja znaczaca rolg
w procesie separacji flawanonéw. Dla miceli soli kwasu tréjhydroksylowgo (NaC)

istotne sg oddziatywania wodorowe pomigdzy grupa cukrowa analitu a grupami

- 149 -



Wyniki

hydroksylowymi surfaktantu (diastereoseparacja izomeréw jedynie o okreslonej
budowie grupy cukrowej). W przypadku soli kwasu dwyhydroksylowego (NaDC)
bardziej znaczace wydaje si¢ by¢ hydrofobowe oddziatywanie aglikonu analitu
z micela. Bez wzgledu na rodzaj ukiadu micelarnego nie uzyskano rozdzielenia

chiralnego form bezcukrowych (aglikonow).

9.5 Weryfikacja eksperymentalna metody

Na podstawie przeprowadzonych badan wyznaczono warunki optymalne
do rozdzielenia mieszanin flawanonéw w ukladzie cholanu i deoksycholanu sodu.
Ponizej przedstawiono elektroferogramy sztucznych mieszanin diastereomeréw osmiu
flawanonéw (Rys. 9.10 i Rys. 9.11). Analizy przeprowadzono w temperaturze 25°C
w ukladzie buforu tetraboranowo-dwufosforanowego z 10% dodatkiem metanolu przy

okreslonym st¢zeniu surfaktantu.

50 mM Na,B;07/ 200 mM NaH,PO4 /40 mM NaC, 10% MeOH (pH 7.5)

1 eriocytryna 4
_ (R/S)
2 narirutyna

3 neoeriocytryna

4 pyrakantozyd (R/S) 5 (R)+6 (R/S)+1(S)
. S naryngina
S 6didymi 3
S idymina ...
S 7 neohesperydyna w2
> g . r
s ponciryna
g (R/S) .
o0
@ 8
A (S) (R)
<
Q °

10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20

[min]

Rys. 9.10 Elektroferogram sztucznej mieszaniny flawanonéw w ukladzie 40 mM cholanu sodu;
warunki: bufor Na,B,0,/ NaH,PO, + 10% MeOH (pH 7.5), temp.25°C, kapilara: 58 cm x 75 pm
ID, przylozone napigcie 20kV, detekcja 280 nm;
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Pomimo lepszych wynikow diastereoseparacji dla poszczegolnych flawanonow
uzyskanych w uktadzie NaC, otrzymany elektroferogram dla mieszaniny o$miu nie jest
satysfakcjonujacy. Dla zadnego z badanych flawanonéw nie odnotowano catkowitego
rozdzielenia diastereomerow. R; dla izomerow neoeriocytryny wynidst 0.75, za$ dla
ponciryny 0.52. Izomery (R)-narynginy, (S)-neohesperydyny oraz (R/S)-didyminy
migruja w tym samym czasie. Zwigkszenie stezenia surfaktantu z 40 mM na wyzsze
skutkowalo pogorszeniem separacji mieszaniny. Bylo to zwigzane ze wzrostem czasu
migracji czasteczek analitu i efektem ko-migracji czasteczek. Micele cholanu sodu
w stosunku do badanych flawanonéw wykazuja wysoka diastereoseleketywnosé,

ale charakteryzuja si¢ niska selektywnoscia wobec badanych flawanonow.

40 mM Na;B407/ 150 mM NaH,PO, /40 mM NaDC, 10% MeOH

s | eriocytryna
."@7'}-:) 2 neoeriocytryna
h‘ 3 pyrakantozyd
i 4 narirutyna
S naryngina

(S) (R) 6 neohesperydyna

1” 7 didymina

8 ponciryn

8 |
B,

|
" ” (R) (S)
| o1 & A

DAD- sygnat UV 280 nm

| S |7 N

[min]

Rys. 9.11 Elektroferogram sztucznej mieszaniny flawanonéw w ukladzie 40 mM deoksycholanu
sodu; warunki: bufor Na,B,0,/ NaH,PO, + 10% MeOH (pH 7.5), temp.25°C, kapilara: 58 cm x 75
pm ID, przylozone napigcie 20kV, detekcja 280 nm;
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Uzyskane wyniki rozdzielenia mieszaniny flawanonéw w ukladzie deoksycholanu sodu
sq duze lepsze. Poszczegélne flawanony sa doskonale od siebie odseparowane.
Przy stezeniu 40 mM NaDC nie odnotowano zjawiska ko-migracji czasteczek. Ukfad
charakteryzuje znaczna diastereoselektywnos¢é. Diastereoseparacje uzyskano dla
izomeréw neoeriocytryny (R,=0.23), narynginy (R,=0.61), neohesperydyny (R,=1.40),
didyminy (R,=0.64) oraz ponciryny (R,=1.72). W przypadku izomerdw narirutyny,
otrzymano pogrubiony podwdéjny pik, bardzo stabo rozdzielony (R, ~ 0.1). Dla uktadu
NaDC zaobserwowano okoto 40 % wzrost czasu analizy w stosunku do uktadu NaC.
W badanych warunkach micele deoksycholanu sodu wykazywaly wyzsza ogdlng
selektywnos¢ wobec poszczegdlnych flawanondw jak i ich diastereomeréw niz micele
cholanu sodu. Nalezy podkresli¢, ze opisana diastereoseparacja flawanonéw w ukfadzie

NaDC zostata po raz pierwszy otrzymana przez autora niniejszej rozprawy.

9.6 Praktyczne zastosowanie cholanowych faz pseudostacjonarnych.
Analiza skladu diastereoizomerycznego flawanonéw w sokach z
owocow cytrusowych.

Glownym zrodlem flawanondéw w diecie s3 owoce, a zwlaszcza owoce cytrusowe
(Rodzina Rutaceae). Zwiazki te najczg¢sciej wystgpuja jako pochodne rutynozy lub
neohesperydozy. W zaleznosci od owocu i jego dojrzalosci, sktad oraz zawartos¢ %
poszczegdlnych komponentéw moze by¢ inna. Cytryny, mandarynki oraz stodkie
pomarancze zawieraja glownie flawanony, w ktérych grupe cukrowa stanowi rutynoza.
Glownym skiadnikiem sokoéw z tych owocow jest hesperydyna. Grejpfruty oraz kwasne
pomarancze zawieraja natomiast flawanony, w ktdrych grupg cukrowa stanowi
neohesperydoza. Glownie skladnikiem jest naryngina. W przeciwienstwie
do flawanondéw-7-O-rutynozy ktére sa pozbawione smaku, flawanony-7-O-
neohesperydozy nadaja owocom charakterystyczny gorzki smak. W Tab. 9.5

przedstawiono sktad sokow z wybranych owocow cytrusowych [63].
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Tab. 9.5 Sklad frakcji flawanoidowej sokow cytrusowych: NAR-naryngina, NUR-narirutyna, NEH-
neohesperydyna, NEE-neoeriocytryna, ERI-eriocytryna, HES-hesperydyna DID-didymina, PON-
ponciryna.

Sok NAR  NUR NEH NEE ERI HES DID PON
Stodka
e - W - min min VW V min

(C. sinensis)

Mandarynka
(C.clementina) min W - - - VW - s

Grejpfrut
(C. paradisi) W v v min min min Min v

Cytryna
(C. limon) - - - - Vv W i} }

Gorzka
pomarancza V - v min - - - -
(C.aurantium)

oznaczenia: VVN>30 mg/100ml, vV 10-30 mg/100ml, V 2-10 mg/100ml, min<I mg/100ml (sktad
w odniesieniu do wszystkich sktadnikéw soku)

Dokfadne okreslenie skladu diastereoizomerycznego metoda elektroforetyczng
w swiezym soku z owocow cytrusowych nie jest sprawg oczywista. Problemu
dostarczaja  takie procesy jak  ko-migracja  flawanonéw oraz  proces
diastereoizomeryzacji. Opracowana metode separacji flawanonéw w srodowisku soli
kwaséw  cholowych  praktycznie = wykorzystano do  zbadania  skladu
diasteroizomerycznego frakcji flawanonowej sokéw z gorzkiej pomaranczy
(C. aurantium) oraz grejpfruta (C. paradisi). Soki otrzymano metodg opisang przez
Krause [148]. Wycisni¢ty sok (5ml) ekstrahowano do fazy stalej z wykorzystaniem
kolumienek do SPE (DPA-6S SPE, 6 ml, 500 mg) firmy Supelco (Bellefonte, PA,
USA). Po przeptukaniu kolumienki woda (10ml) i wysuszeniu fazy, skladniki
ekstrahowano metanolem (1ml). Tak otrzymane zat¢zone roztwory rozcienczono woda i

poddano analizie elektroforetyczne;j.
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(S)-NAR+(S)-NEH
Citrus aurantium _ 100 mM NaC

NEE
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(R)-NAR
(S) (R) &
=
o
2 00 C g
Citrus aurantium _ 100 mM NaD =0.99
> o ® R0
..Da R,~1.06 \ /
& (S) ®) (5) -NEH
> ~N &
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NEH
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Rys. 9.12 Separacja diastereocizomeréw neoeriocytryny (NEE), narynginy (NAR) oraz
neohesperydyna (NEH) w soku z pomaranczy gorzkiej (C. aurantium); skréty: DID-didymina,
PON-ponciryna; warunki: bufor Na,B,0,/ NaH,PO, + 10% MeOH (pH 7.5), temp.25°C, kapilara:
58 cm x 75 pm ID, przylozone napigcie 20kV, detekcja 280 nm;

Na Rys. 9.12 przedstawiono elektroferogramy uzyskane w ukladzie 100 mM cholanu
sodu oraz 100 mM deoksycholanu sodu dla soku z pomaranczy gorzkiej (C. aurantium).
Glownymi sktadnikami mieszaniny sg: neoeriocytryna, naryngina oraz neohesperydyna.
Poréwnujac wiasnosci separacyjne obu systeméw micelarnych zauwazono, ze micele
NaDC wykazuja mniejsza stereoselektywnos¢, ale czasy migracji poszczeg6lnych
izomeréw byly bardziej zréznicowane. Stad tez na elektroferogramie w ukladzie
100 mM NaDC otrzymano separacj¢ trzech flawanondéw, podczas gdy w ukladzie
100 mM NaC, S-NAR i S- NEH migrowaly z takg sama predkoscia. Obnizenie stezenia
do 60 mM NaC sprzyjalo polepszeniu rozdzielenia poszczegdlnych flawanonéw,

kosztem spadku sprawnosci rozdzielczej uktadu (Rys. 9.13).
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Citrus aurantium 60 mM NaC (S)-NAR
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Rys. 9.13 Elektroferogram uzyskany dla wyciaggu z owocu gorzkiej pomaranczy przy réznych
stezeniach  selektora chiralnego; uzyte skréty: NEE-neoeriocytryna, NAR-naryngina,
NEH-neohesperydyna; warunki: bufor Na,B,0, / NaH,PO, + 10% MeOH (pH 7.5), temp.25°C,
kapilara: 58 cm x 75 um ID, przylozone napigcie 20kV, detekcja 280 nm

Na podstawie otrzymanych wynikow zauwazono, ze w odréznieniu od neoeriocytryny
oraz narynginy, neohesperydyna wystgpowata jedynie w formie S. Stosunek form S:R
w swiezo wycisnigtym preparacie wynosi 61: 39 i 68: 32 odpowiednio dla izomeréw
neoeriocytryny oraz narynginy. Proporcje takie wskazuja na wysoki stopien $wiezosci
owocu. W soku z owocéw dojrzatych na skutek procesu diasteroizomeryzacji stosunek
S:R dla neoeriocytryny wynosi 50:50, za$ dla narynginy 60:40 [62]. Wyniki analiz
wykonanych na tej samej probce w odstgpach parodniowych wykazaty zachodzacy
w mieszaninie proces diasteroizomerycacji (Tab. 9.6). Proces ten zachodzi w sposob

naturalny i nie jest promowany warunkami przeprowadzanych analiz (pH, bufor).
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Tab. 9.6 Stosunek form diasteroizomerycznych w probce soku w zaleznosci od czasu analiz

T 6139 — T 68:32
X 60:40 68:32
58:42 50:50

Citrus paradisi _ 100 mM NaC

NAR

R=1.20
&
c
<O
o0
o e,
> J, .
E e LU SOOT e S A NAR
S . R=0.88
=11] .
>
%' Citrus paradisi _ 100 mM NaDC
a

NUR
NEH
0 10 20 30 40 50

[min]

Rys. 9.14 Elektroferogram uzyskany dla wyciggu z owocu roézowego grejpfruta w ukladzie
100 mM NaDC oraz 100 mM NaC; uzyte skroty: NUR- narirutyna, NAR- naryngina , NEH-
neohesperydyna; warunki: bufor Na,B40,/ NaH,PO, + 10% MeOH (pH 7.5), temp.25°C, kapilara:
58 cm X 75 um ID, przylozone napigcie 20kV, detekcja 280 nm

Analogicznie przygotowano $wiezy roztwor z owocu rozowego grejpfruta (C. paradisi).
Wyniki analiz przedstawiono na Rys. 9.14. Gléwnym sktadnikiem soku byla naryngina.
Stosunek form S:R wynosit 55:45. Stgzenia innych flawanonéw byly ponizej

mozliwosci detekcji aparatu CE.
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Przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki dotycza zastosowania
cholanu (NaC) oraz deoksycholanu sodu (NaDC) jako chiralnych czasteczek
samoorganizujacych w wybranych technikach rozdzielczych. Badane molekuty naleza
do grupy soli kwaséw zolciowych, ktéore w ukladach wodnych tworza struktury
micelarne o istotnym znaczeniu biologicznym. Podstawowe pojecia z dziatu chemii
surfaktantow jak rowniez opis badanych plaszczyznowych amfifili i czasteczek
rozdzielanych zamieszczono w czgsci literaturowej pracy (rozdziaty 1 - 3).

Projekt zrealizowano w ukladach z uzyciem trzech analitycznych technik
rozdzielczych (rozdziat 4): podzialowej chromatografii gazowej (GLC),
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) oraz elektroforezy kapilarnej (CE).
Doktadny opis aparatury oraz stosowanych procedur przedstawiono w rozdziale 6.

W rozdziale 7 zamieszczono wyniki otrzymane w ukladzie podzialowe;j
chromatografii gazowej. Celem tej czgsci pracy bylo zbadanie trwalosci oraz
mozliwosci separacyjnych cholanowych faz stacjonarnych. Czasteczki cholanu oraz
deoksycholanu uzyto jako modyfikatoréw formamidowej fazy stacjonarnej. Agregacje¢
cholanbw w niewodnym rozpuszczalniku organicznym zbadano metoda pomiaru
napigcia powierzchniowego. Modelowy zbior czasteczek rozdzielanych stanowita grupa
izomerow o roznej polarnosci. Badania przeprowadzono w duzym zakresie st¢zen
amfifila (0- 100 mm). Zbadano nie tylko wplyw st¢zenia surfaktantu na podstawowe
parametry chromatograficzne, ale rowniez wplyw temperatury na trwalo$¢ badanych
faz. Analiza otrzymanych wynikow pozwolita na sformulowanie nastgpujacych
wnioskow:

e Zaréwno cholan jak i deoksycholan sodu agreguja w roztworze formamidu.

W temperaturze 30°C warto$¢ krytycznego stezenia micelarnego cholanu sodu

wynosi 17 mM, zas deoksycholanu sodu 9 mM.
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o Wszystkie badane weglowodory alifatyczne  oddziatuja ~ zaréwno
z monomerami jak i micelami soli kwasow cholowych w cieklej fazie
stacjonarnej.

o Przebieg krzywych stgzeniowych $cis§le zalezy od formy surfaktantu:
mononerycznej lub zagregowanej w roztworze formamidu. Obserwowana
nieciaglos¢ zaleznosci koresponduje z przejsciem surfaktantu z formy wolnej
do formy micelarnej i odpowiada punktowi krytycznego st¢zenia micelarnego.

e W obszarze micelarnym silniej z czasteczkami wegglowodorow alifatycznych
oddziatuja mniej polarne micele dwuhydroksylowego deoksycholanu sodu.

e Weglowodory aromatyczne oraz molekuly polarne nie oddzialuja z micelami
badanych kwasow cholowych.

e Przeprowadzone badania temperaturowe wskazuja na termiczng stabilnos¢
badanych faz w zakresie stosowanych temperatur (30°-50°C).

e Bezwzglegdna zmiana entalpii oddzialywania pomigdzy wegglowodorami
alifatycznymi a czasteczkami surfaktantu jest wigksza w obszarze

niezagregowanego amfifila.

Bez wzglgdu na rodzaj stosowanego surfaktantu (NaC lub NaDC) oraz jego stg¢zenie
w cieklej fazie stacjonarnej, w badanych warunkach nie zauwazono dostrzegalnej
enancjoselektywnosci w stosunku do chiralnych czasteczek z grupy modelowe;j
jak rowniez brak wyraznego wplywu na proces rozréznienia izomeréw
konstytucyjnych.
Na podstawie uzyskanych wynikow sformutowano hipotez¢ objasniajaca mechanizm
retencji w warunkach micelarnej chromatografii gazowe;.

W rozdziale 8 opisano zastosowanie soli kwaséw cholowych: cholanu
i deoksycholanu sodu, jako modyfikatorow fazy ruchomej w ukladzie wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej. Wiasnosci enancjoseparacyjne micelarnych faz chiralnych
zbadano na grupie optycznie czynnych pochodnych binaftyli: fosforanu- 1,1°-binaftylo-
-2,2’-diylu  (BNDHP) oraz 1,I’-binaftylo-2,2°-diolu (BN). W  warunkach
przeprowadzanych eksperymentéw molekuta BNDHP byla zjonizowana. W projekcie
zbadano wplyw stezenia i typu amfifila, jak réwniez rodzaj i stgzenie dodatku

organicznego (n-alkohol) na proces rozpoznania chiralnego przez badane ukiady
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micelarne. Badania termodynamiczne przeprowadzono przy dwoch réznych stgzeniach

modyfikatora organicznego dla obu badanych faz cholanowych. Na podstawie

uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze:

Adsorpcja soli sodowych kwasoéw cholowych na fazie C18 (ODS) przebiega
w podobny sposdb jak w ukiadach klasycznych liniowych surfaktantow.
Na ilo$¢ zaadsorbowanego surfaktantu istotny wplyw ma stgzenie i rodzaj
modyfikatora organicznego. Dodatek rozpuszczalnika organicznego zmniejsza
ilo$¢ zaadsorbowanego amfifila na fazie stacjonarne;.

Badane izomery czasteczek modelowych oddzialuja w fazie ruchomej
z micelami cholanu i deoksycholanu sodu.

Wzrost dlugosci fancucha weglowego w dodatku organicznym wplywa
na przesunigcie rownowagi procesu rozdzielenia w kierunku micelarnej fazy
ruchome;j.

Dodatek organiczny w istotny sposob wpltywa na zdolno$¢ rozpoznania
chiralnego przez czasteczki cholanu sodu. Im diuzszy tancuch weglowy
dodatku n-alkoholu, tym wigksza jest zdolnos¢ ukiadu do enancjoseparacji
czasteczek BNDHP.

W odréznieniu od zjonizowanych izomeréw BNDHP, proces rozpoznania
chiralnego obojetnych molekut BN w ukladzie NaC zachodzi gloéwnie
na modyfikowanej surfaktantem fazie stacjonarnej

Dodatek modyfikatora organicznego do faz z NaDC ma mniejszy wplyw
na proces oddziatywania pomigdzy analitem a micela niz w uktadzie z NaC.
Wzrost stg¢zenia modyfikatora organicznego w fazie ruchomej wptywa
na przesuni¢cie rownowagi w kierunku fazy micelarnej lub fazy wodno-
organicznej. Kierunek procesu $cisle zalezy od natury i st¢zenia dodatku
w fazie (dokfadniej: stosunku liczby moli alkoholu do liczby moli amfifila).
Zbyt duze st¢zenia modyfikatora prowadzi do deagregacji uktadu micelarnego
i zaniku zdolnosci rozpoznania chiralnego w stosunku do badanych molekut.
Agregaty mniej polarnego deoksycholanu sodu sg lepszymi selektorami
chiralnymi dla czasteczek BNDHP. Dla czasteczek BN lepszymi selektorami

okazuja si¢ by¢ micele cholanu sodu.
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Wzrost temperatury ukfadu wpltywa na stabilnos¢ badanych faz micelarnych.
Wysoka temperatura sprzyja deagregacji miceli i zmienia stopien pokrycia
surfaktantem fazy stacjonarnej. W efekcie obserwuje si¢ zmiang mechanizmu
retencji.

Duzy wplyw na charakter procesu rozpoznania molekularnego ma natura
i stezenie modyfikatora organicznego. Bez wzglgdu na rodzaj stosowanego
surfaktantu, przy wysokim stgzeniu modyfikatora (30% MeOH) proces
rozpoznania chiralnego kontrolowany jest czynnikiem entropowym.
Przy niskim st¢zeniu modyfikatora (3%) istotng rol¢ zaczyna odgrywac

czynnik entalpowy.

Interpretacja uzyskanych wynikéw umozliwita lepsze poznanie wptywu srodowiska

na proces rozpoznania molekularnego przez badane uklady micelarne.

W rozdziale 9 przedstawiono zastosowanie miceli soli kwaséw cholowych

w ukladzie micelarnej elektrokinetycznej chromatografii kapilarnej. Celem tej czg¢sci

pracy bylo zbadanie wiasciwosci separacyjnych cholanowych faz pseudostacjonarnych.

Grupg czasteczek rozdzielanych stanowity diastereoizomery flawanonéw. Zbadano

wplyw skiadu buforu wiodacego, rodzaju rozpuszczalnika i stgzenia surfaktantu

na retencj¢ i diastereoseparacje zwiazkow rozdzielanych. Na podstawie uzyskanych

wynikow ustalono, ze:

Micele cholanu (NaC) i deoksycholanu sodu (NaDC) sa dobrymi selektorami
chiralnymi do rozdzielenia stereoizomeréw flawanonow.

Bez wzgledu na sklad stosowanego buforu (tetraboranowy, fosforanowy,
tetraboranowo-dwufosforanowy)  diastereoselektywno$¢  miceli  cholanu
i deoksycholanu sodu pozostaje niezmieniona. Jako pierwszy z pary izomeréw
w ukfadzie NaC migruje zawsze izomer S. Micele NaDC charakteryzuje
identyczna stereoselektywnosé, za wyjatkiem izomerdw poncirynu dla ktérych
jako pierwszy migruje izomer o konfiguracji R.

W buforze tertaboranowo-dwufosforanowym obserwuje si¢ wzmocnienie
zdolnosci rozpoznania chiralnego przez micele cholanu oraz deoksycholanu

sodu w stosunku do grupy badanych flawanonow.
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¢ Bez wzglgdu na rodzaj fazy pseudostacjonarnej najlepsze wyniki stereoseparacji
flawanondw uzyskuje sie w srodowisku dodatku metanolu. Acetonitryl wptywa
na zwigkszenie ruchliwosci elektroforetycznej buforu i pogorszenie zdolnosci
rozpoznania chiralnego przez micele NaC i NaDC. Najgorsze wyniki
diasteroseparacji uzyskuje si¢ w buforach z dodatkiem 2-propanolu.

e W warunkach przeprowadzanych eksperymentdw wyznaczona wartos¢
krytycznego stezenia micelarnego cholanu sodu wynosi 18 mM, zas
deoksycholanu sodu 7 mM.

e Wzrost st¢zenia surfaktantu w buforze wplywa na wzrost czaséw migracji
czasteczek rozdzielanych.

¢ Micele cholanu sodu wykazuja zdolnos¢ diastereoseparacji jedynie tych
flawanondw, u ktérych czg¢$¢ cukrowa stanowi neohesperydoza.

e Bardzo dobre wyniki rozdzielenia flawanonéw uzyskano juz przy 60 mM
stezeniu, NaC oraz 40 mM NaDC. Wzrost stezenia surfaktantu w buforze
wplywa na polepszenie zdolnosci rozdzielczej pikow, ale pogorszenie
selektywnosci ukladu. Obserwuje si¢ bowiem nieznaczne réznice w czasach
migracji poszczegdlnych flawanondw.

e Dla miceli soli kwasu trojhydroksylowgo (NaC) istotne s3 oddzialywania
wodorowe pomiedzy grupa cukrowa analitu a grupami hydroksylowymi
surfaktantu. W przypadku soli kwasu dwyhydroksylowego (NaDC) bardziej

znaczace wydaje si¢ by¢ oddziatywanie aglikonu analitu z micela.

Na podstawie przeprowadzonych badan wyznaczono warunki optymalne do
rozdzielenia mieszanin flawanonéw w ukiadzie cholanu i deoksycholanu sodu.
Opracowana metoda zostala praktycznie wykorzystana do zbadania skladu

diastereoizomerycznego sokdw wyciskanych owocédw cytrusowych.

10.1 Dalszy kierunek badan

Zaprezentowane w niniejszej pracy wyniki dotycza zastosowania chiralnych
biosurfaktantow z grupy soli kwaséow cholowych w wybranych technikach
rozdzielczych. Przeprowadzone badania pokazaly zaréwno ograniczenia stosowanych

ukladéw jak i ich mozliwosci separacyjne w wybranych technikach rozdzielczych.
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Zastosowanie cholanéw jako chiralnych modyfikatorow fazy stacjonarnej
w ukladzie podziatowej chromatografii gazowej stanowi nowe wyzwanie dla badaczy.
Potencjalne korzysci z opracowania nowych chiralnych faz sa niezwykle duze.
Niemniej jednak obecny stan wiedzy na temat agregacji biosurfaktanéw
w rozpuszczalnikach organicznych limituje rozwdj tego dzialu nauki. Przeprowadzone
w niniejszej rozprawie badania ograniczone zostaly do jednego rozpuszczalnika
o dos¢ niskiej temperaturze stosowalnosci. Dalsze badania w tym kierunku powinny
zostac rozszerzone o wyzej wrzace rozpuszczalniki np. gliceryng, glikole polietylenowe,
dzigki czemu zbiér czasteczek modelowych znacznie si¢ powigkszy. Ciekawym wydaje
si¢ rowniez przeprowadzenie badan w ukfadzie miceli odwréconych. Do tego celu autor
niniejszej pracy sugeruje zastosowanie faz silikonowych o malej polarnosci. Badania
w ukladzie GLC przeprowadzone zostalty na kolumnach pakowanych, ktore
charakteryzowala niska sprawnos$¢. Zastosowanie kolumn kapilarnych poprawitoby
sprawnos¢ i rozdzielczos¢ ukladu oraz umozliwitoby separacj¢ izomeréw w przypadku
niewielkiego zréznicowania w oddziatywaniu z uktadem micelarnym.

Uzyskane wyniki w ukladzie wysokosprawnej chromatografii cieczowej
umozliwity petniejszy opis procesu separacji atropoizomeréw w micelarnych fazach
cholanowych. Przeprowadzone badania potwierdzity znaczng rol¢ modyfikowanej
surfaktantem fazy C18 w procesie separacji. W celu pelnego zrozumienia roli fazy
stacjonarnej nalezatoby prowadzane badania dodatkowo poszerzy¢ o pomiary w innych
kolumnach chromatograficznych np. C2, C8. Badania nalezaloby prowadzi¢ zaréwno
w zaleznosci od stgzenia surfaktanta jak i modyfikatora organicznego.

Otrzymane na bazie soli sodowych kwaséw cholowych fazy pseudostacjonarne
w ukladzie micelarnej elektrokinetycznej chromatografii kapilarnej doskonale nadaty
si¢ do rozdzielenia diastereoizomeréw flawanonéw. Opracowana metoda separacji
mieszaniny diastereomeréw bardzo dobrze sprawdza si¢ dla naturalnych wyciagéw
mieszanin z owocOdw cytrusowych. Dalsze badania powinny by¢ ukierunkowane
na poprawg rozdzielenia diastereomerow aglikondw rutynozy oraz skroceniu czasu
analizy. W tym celu nalezaloby przebadaé inne bufory, zastosowac¢ kapilar¢ o mniejszej
$rednicy oraz zastosowa¢ inne pochodne soli kwasow cholowych. Dodatkowo
ciekawym wydaje si¢ by¢ sprawdzenie mozliwosci separacyjnych mieszanych uktadow

biosurfaktantow.
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W niniejszej rozprawie doktorskiej zbadano dwie sole kwasow zoélciowych:
cholan i deoksycholan sodu. Naturalnym wydaje si¢ by¢ poszerzenie obiektu badan
o inne sole kwaséw z tej rodziny we wszystkich badanych technikach separacyjnych.
Niezwykle interesujaca i obiecujaca jest sol kwasu taurocholowego. Mala wartosé
krytycznego st¢zenia micelarnego oraz niskie pK, umozliwiaja prace juz przy niskich
st¢zeniach surfaktantu w pH roztworu ponizej 7.

Reasumujac, sole kwaséw cholowych naleza do grupy chiralnych
biosurfaktantow o duzym potencjale aplikacyjnym, ktore mozna stosowaé
z powodzeniem w réznych technikach separacyjnych. Wiedza na temat zakresu ich
stosowalnosci w danych metodach rozdzielczych pozwala na zaprojektowanie uktadow

i opis procedur koniecznych do prawidlowego przeprowadzenia analiz.
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