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CZESC LITERATUROWA

WPROWADZENIE

Praca dotyczy wykorzystania procesu tworzenia potrojnych kompleksow z udzialem
cyklodekstryn w ukladach chromatograficznych w celu optymalizacji rozdzielania zwiazkow
chiralnych o znaczeniu farmaceutycznym. W zwiazku z Kkoncepcja pracy opracowanie

literaturowe sklada si¢ z trzech rozdzialow:

v W rozdziale 1 opisano metody uzyskiwania zwiazkéw homochiralnych i znaczenie
rozdzialu chiralnego zwiazkow biologicznie czynnych,

v Rozdzial 2 poswigcony jest budowie i wlasciwosciom cvklodekstryn i ich
pochodnych.

v Rozdzial 3 zawiera opis podstaw teoretycznych zakresu chromatografii cieczowej

ze szczegdlnym uwzglednieniem chromatografii par jonowych.
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1 ROZPOZNAWANIE CHIRALNE. METODY ROZDZIELANIA ENANCJOMEROW

1.1 Izomeria

Izomery to zwiazki chemiczne o tym samym wzorze sumarycznym, ale o innej
strukturze czasteczki. Zjawisko wystepowania zwigzkow w postaci izomerow to izomeria.
Na Rys.1.1 przedstawiono podstawowe rodzaje izomerii 1 jej wzajemne powigzania [1, 2].
Istniejag dwa podstawowe typy izomerii:

. Izomeria strukturalna - izomery roznig si¢ kolejnoscia polaczenia atomow

W czasteczce.

2. Stereoizomeria ( izomeria przestrzenna) - izomery, ktore maja taka samgq strukture,

ale roznig si¢ rozmieszczeniem atomow w przestrzeni.

Szczegolna postacig stereoizomerii jest izomeria konfiguracyjna (optyczna), ktorej

nastgpstwem jest zjawisko chiralnosci.

| [ZOMERIA |

==
|Konfom1acy_jna I |Konﬁguracyjna |

| Diastereo izo meria ] I Enancjomeria —|
i |
Diastereoizo mery Diastereoizomery
geometryczne optycznie czynne

Rys. 1.1 Rodzaje izomerii
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1.2 Chiralnosé

Chiralnos¢ jest to wlasciwos¢ polegajaca na tym, ze czasteczka 1 jej lustrzane odbicie
nie sa identyczne i nie mozna ich nalozy¢ na siebie na drodze translacji 1 obrotu
w przestrzeni. Chiralnos¢ jest warunkiem Koniecznym i wystarczajagcym do istnienia
enancjomerow [3].

Enancjomery maja identyczne wlasciwosci fizyczne 1 chemiczne. Roznig sig znakiem
skrecalnosci $wiatla spolarvzowanego w plaszczyznie. Zjawisko to jest nazywane
czynnoscig optyczna 1 moze sluzv¢ do odroznienia enancjomerow. Jesli jeden z
enancjomerow skreca plaszczyzne $wiatla spolaryzowanego w lewo, to drugi skreca o taki
sam kat w prawo. W nomenklaturze znakiem (+) oznacza si¢ enancjomery prawoskretne, a
znakiem (-) enancjomery lewoskretne. Mieszanina rownych ilosci enancjomerow jest, wiec
optycznie nieczynna. Mieszanina taka jest nazywana racematem.

Chiralno$¢ jest zwigzana z symetria czasteczki. Najczgscie) spotvkana jest
chiralnos¢ centryczna (Rys. 1.2). Wystepuje ona w przypadku czasteczek nieposiadajacych
zadnych elementow symetrii. Takie czasteczki zawierajag np. atom wegla zwiazany z
czterema roznymi podstawnikami. Ten atom nazywany jest centrum stereogenicznymi.
centrum asymetrii lub centrum chiralnosci. Centrami asymetrii takze moga by¢ atomy inne

niz atom wegla np. krzem, azot, fosfor, siarka.

Rys. 1.2 Chiralnos¢ centryczna

W przypadku, kiedy centréw asymetrii jest wigcej niz jeden, czasteczka nie zawsze

jest chiralna. Stereoizomery zwiazkow zawierajace wigcej niz jedno centrum asymetryczne
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moga by¢ wzgledem siebie enancjomerami lub diasteroizomerami. Diasteroizomery
sa stereoizomerami, Ktore nie sa wzajemnymi odbiciami lustrzanymi 1 wykazuja rézne
wlasciwosci fizyczne 1 chemiczne.

Zwigkszenie liczby centrow asymetrycznych zwigksza liczbg stereoizomerow.
Najwieksza liczba mozliwych do uzyskania stereoizomerow wynosi 2", gdzie n jest liczba
centréw chiralnych. Przykladem moze by¢ kwas winowy. Poniewaz kwas winowy ma dwa
cetra asymetryczne, mozliwe sa cztery stereoizomery, jak wida¢ na Rys. 1.3. Struktury [ 1 II
sa chiralne 1 maja si¢ do siebie jak odbicia lustrzane, a zatem sg enancjomerami. Struktury
III 1 IV sa achiralne, poniewaz maja plaszczyzne symetrii dzielaca czasteczke na dwie
czesci w ten sposob. ze grupy atomow lezace z jednej strony tej plaszczyzny sa lustrzanymi
odbiciami grup lezacych z drugiej strony tej plaszczyzny. Zwiazki, ktore sa achiralne,
ale zawierajq asymetryczne centrum nazywane sa odmianami mezo. Wobec tego kwas

winowy istnieje w trzech fomach izomerycznych; w postaci dwoch enancjomerow i jednej

formy mezo.
GOOH COOH COOH COOH
HO——H H—r—OH H—1—OH HO—1—H
H——OH HO—1—H H OH HO H
COOH COOH COOH COOH
| I1 I1I v

Rys. 1.3 Stereoizomery kwasu winowego

Asymetryczny atom nie jest warunkiem koniecznym do istnienia chiralnosci
czasteczki. Znane sa zwiazki, ktore pozbawione sa asymetrycznego atomu wegla, a mimo
tego sa chiralne. W takim przypadku geometryczng przyczyna czynnosci optyczne] moze
by¢ 0§ chiralnosci. Wowczas moéwimy o chiralnosci aksjalne), spotykanej w chiralnych
allenach lub bifenylach (Rys. 1.4) [1].
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Rys. 1.4 Chiralnos¢ aksjalna

W przypadku struktury allenu, aby czasteczka byla chiralna musi mie¢ przynajmniej dwa
rozne podstawniki przy kazdym koncowym atomie wegla (Rys. 1.4). Oczywiscie
czasteczki z trzema, czterema roznymi podstawnikami takze sg chiralne. Orto-podstawione
bifenyle rowniez wykazuje czynnos¢ optyczng pomimo braku centrum asymetrycznego,
jesli:

e podstawniki sa wystarczajaco tak duze, zeby rotacja wokol wiazania pojedynczego

laczacego pierscienie aromatyczne byla zahamowana,

e pozycje orto na kazdym pierscieniu sa podstawione réznymi grupami.
W  odpowiednio podstawionyvch bifenylach chiralnos¢ spowodowana jest przez
zahamowanie rotacji wokol wiazania pojedynczego. Tak powstale izomery nazywane sa

atropoizomerami, a zjawisko jest nazywane atropoizomerig [4].

HOOC I
HOOC I

Rys. 1.5 Chiralnos¢ aksjalna. Pochodne bifenolu
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Kolejnym rodzajem chiralnosci jest chiralnos¢ planama. uwarunkowang obecnoscia
plaszczyzny chiralnosci. Przykladem zwiazkow posiadajacych ten typ chiralnosci moga by¢
pochodne cyklopentadienylotrikarbonylochromu (Rys. 1.6). Lokalizacja podstawnikow
po prawej lub lewej stronie plaszczyzny generuje dwa nie dajace si¢ nalozy¢ na siebie

odbicia lustrzane [1].

Rys. 1. 6 Chiralnos¢ planarna

Innym rodzajem chiralnosci, w ktorej nie wystepuje centrum stereogeniczne jest
helisowos¢ (Rys. 1.7). Chiralnos¢ helis jest okreslona wylacznie na podstawie czynnosci
optycznej. Helisy moga by¢ prawoskretne (P — plus) i lewoskretne (M — minus) [1, 5].
Struktura ta wystepuje glownie w duzych czasteczkach biologicznych takich jak: bialka

wiagzace DNA 1 bialka wiazace wapn, kwasy nukleinowe albo polisacharydy.



Rys. 1.7 Struktura podwdjnej helisy w amylopektynie

1.2.1 Konfiguracja chiralnej czgsteczki

Konfiguracja czasteczki chiralnej nazywa si¢ rozmieszczenie podstawnikow w
przestrzeni wokol asymetrycznego atomu. Ustalenie rzeczywistego. przestrzennego ukladu
atomow w czasteczce jest mozliwe na podstawie badan (np. rentgenowskich.
krystalograficznych, przy pomocy mikroskopu elektronowego). Obecnie stosuje si¢ dwa,
umowne systemy okreslania konfiguracji czasteczek chiralnych:

e system konfiguracji absolutnej R-S,

e system konfiguracji wzglednej D-L.

W systemie oznaczen konfiguracji absolutnej Cahna-Ingolda-Preloga do opisu
zwiazkow zawierajacych centra chiralne stosuje si¢ symbole R. S (R z lac. Rectus — prawy i
S sinister — lewy) [6]. Konfiguracja absolutna umozliwia jednoznaczny opis przestrzennego
rozmieszczenia podstawnikow wokol asymetrycznego atomu. W celu odczytania

konfiguracji trzeba przypisa¢ podstawnikom przy asymetrycznym atomie numery wedlug



regul pierwszenstwa. Reguly pierwszenstwa sa bardzo szczegdlowe 1 zlozone.
Wystarczajace wyobrazenie o obowiazujacych zasadach daja trzy reguly:

1. Podstawniki szereguje si¢ wedlug malejacych liczb atomowych, np. w
bromofluorometanie:
Br>Cl>F>H

2. W przypadku izotopow decyduje masa atomowa. Cigzszy ma pierwszenstwo.

3. Jesli z atomem asymetrycznym bezposrednio zwigzane sg identyczne atomy to
porownuje si¢ atomy bardziej oddalone od atomu asymetrycznego. np. w 2-metylo-
1-butanol:

CH,O0H > CH,CH; > CH3 > H
Po ustaleniu kolejnosci pierwszenstwa podstawnikow nalezy ustawi¢ tak czasteczke. aby
podstawnik o najnizszym pierwszenstwie byl jak najdalej oddalony od obserwatora. Jezeli
kolejnos¢ ustawienia podstawnikow jest zgodna z ruchem wskazowek zegara, to taka
konfiguracje oznaczamy symbolem R, za$§ w odwrotnej sytuacji konfiguracji przypisujemy

symbol S (Rys. 1.8).

Rys. 1.8 Konfiguracja R i S enancjomerow bromochlorofluorometanu
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Odmienny system, zaproponowany przez Fischera jest stosowany do okreslania
konfiguracji hydroksykwasow. aminokwasow 1 weglowodanow. System ten polega na
poréwnaniu wzoru rzutowego wybranego enancjomeru ze wzorem rzutowym wzorca. Za

wzorzec przyjmuje si¢ aldehyd glicerynowy ( Rys. 1.9).

HO HO
H— c — OH HO— g ~—H
|CH:OH |CH20H
aldehyd D-(+) glicerynowy aldehyd L-(-) glicerynowy

Rys. 1.9 Wzory enancjomerow aldehydu glicerynowego

Tworzenie tej projekcji, polega na tym, ze jest wykonywany rzut czasteczki cukru ulozonej w

ten sposob. zeby grupa alde 1ajdowala sie na gorze. metanolowa-CH->OH na

dole. Jezeli grupa -OH na mie wegla w lancuchu jest polozona po prawe;j
stronie to dany cukier ma / jesli ta grupa znajduje si¢ po lewej stronie to
mamy konfiguracje L.

Okreslenie konfiguracji wzglgdnej a-aminokwasow dokonuje si¢ rysujac czasteczke w
projekcji Fishera ustawiajac grupe karboksylowa -COOH na gorze. lancuch boczny
aminokwasu ustawia si¢ na dole natomiast w poziomych ustawieniach znajduja si¢ grupa -
NH, oraz -H. Polozenie grupy aminowe] determinuje szereg D lub L aminokwasu.
Aminokwasy tworzace bialka to L-aminokwasy. D-Aminokwasy wystepuja znacznie

rzadziej 1 nie sg spotykane w biatkach.

1.3 Znaczenie enancjomerdéw w farmakologii

Ponad polowa lekoéw obecnych na rynku farmaceutycznym to substancje chiralne |7].

Dzialanie farmakologiczne jest w wigkszosci przypadkow ograniczone do jednego z

12
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enancjomeréw. Niemniej jednak tylko 25 % lekow sprzedawane jest w postaci czystych
enancjomerow |8].

W Tab. 1.1 pokazano kilka przykladow stereoizomeréw lekéw, ktore roznig si¢ pod
wzgledem dzialania farmakologicznego 1 farmokinetycznego. W wielu przypadkach jeden z
enancjomerow jest skladnikiem aktywnym farmaceutycznie, podczas gdy drugi moze by¢
nieaktywny lub nawet toksyczny. Klasycznym przykladem jest Talidomid, ktory byl
sprzedawany w formie racemicznej. Obecnie jest wiadomo ze S-talidomid ma wlasnosci
teratogenne 1 byl odpowiedzialny za powazne efekty uboczne. Tysigce dzieci urodzilo si¢ z
anomalnymi defektami konczyn. Innym przykladem jest Ibuprofen, ktory podawany, jako
racemat ulega inwersji. Nieaktywny R — enancjomer ulega metabolicznej inwersji
konfiguracji w celu utworzenia aktywnego S — enancjomeru [9].

W zwigzku z tym rozdzielenie enancjomeréw stanowi duze wyzwanie z powodu
skutecznosci 1 bezpieczenstwa stosowania lekow. Stosowanie leku w postaci pojedynczego
enencjomeru umozliwia zmniejszenie dawki leku, zwigkszenie efektu terapeutycznego,
uniknigcie niekorzystnych intereakcji lekowych, zmniejszenie toksycznosci. Wzrost
zapotrzebowania na leki w postaci pojedynczych enancjomeréw wplywa na rozw¢) metod

otrzymywania zwiazkéw homochiralnych.

Tab. 1.1 Farmakologiczne dzialanie enancjomerow lekow ['"]

Zwiazek Dzialanie
(+) - enancjomer (-) - enancjomer
Ibuprofen przeciwzapalne nieaktywny
Talidomid uspokajajace teratogenne
Ketamine silnie znieczulajace stabo znieczulajace
Penicylamina antyreaumatyczne silnie toksyczne

1.4 Metody rozdzielania enancjomeréw

Ze wzgledu na identyczno$¢ niemal wszystkich wlasciwos$ci fizycznych, enancjomery

nie moga by¢ rozdzielone za pomoca powszechnie stosowanych metod np. destylacja

13



frakcyjna — z powodu identycznej temperatury wrzenia. Rozdzielenie mieszaniny
racemicznej jest skomplikowanym zadaniem 1 wvmaga specjalnego podejscia. Z tego
powodu opracowano rozmaite metody rozdzielania enancjomeréw. Niektore z tych metod

przedstawiono na Rys. 1.10.

Asymetryczna
biotransformacja
METODY
—— - ROZDZIELANIA
ENANCJOMEROW

= b

I Elektroforeza kapilamal

Rys. 1. 10 Metody ® preparatywne i (] analityczne stosowane do rozdzielania enancjomerow [11]

Do preparatywnych metod rozdzielania enancjomerow zaliczamy:
I Krystalizacje
Po raz pierwszy rozdzialu enancjomeréw dokonal Ludwik Pasteur. W wyniku procesu
krystalizacji winianu sodowo-amonowego, otrzvmal on dwa rozne rodzaje krysztalow.
ktore byly wzajemnymi odbiciami lustrzanymi. Pasteur poprzez manualna selekcje
krysztalow, rozdzielil je na enancjomery. W praktyce tylko w niewielu przypadkach udalo
sig¢ w ten sposob pomysinie dokonac rozdzielenia mieszanin racemicznych. Rozdzielenie
ennacjomerow mozna uzyska¢ rowniez stosujac mniej zmudne metody Kkrystalizac)i
fip. [12,13]:

e krystalizacja diastereoizomeryczna - ta metoda sklada si¢ z dwoch etapow.

Pierwszy to konwersja enancjomerow do diastereoizomerow na drodze reakcji

chemicznej. Nastgpny etap to krystalizacja frakcyjna. Do rozdzielenia mieszaniny
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diastereoizomeréw  mozna rowniez stosowa¢ inne metody fizyczne
jak np. destylacja,
e Kkrystalizacja zwiazkow racemicznych z optycznie czynnych rozpuszczalnikow,
e krystalizacja przez zaszczepienie nasyconego roztworu mieszaniny racemiczne)
czystym Kkrysztalem jednego z enancjomerow. Roztwor staje si¢ przesycony
w stosunku do dodanego enancjomeru i1 w wigkszosci przypadkow pierwszy
zaczyna krystalizowac.
2. Membrany
Procesy membranowe maja rowniez zastosowanie do chiralnego rozdzialu zwiazkow.
Najczgscie) stosowanymi membranami chiralnymi sa [14]:
e ciekle membrany unieruchomione, w ktérych czynnik chiralny stanowi faze
membranowa,
e membrany, w ktorych czynnik chiralny jest chemicznie zwiazany z lancuchem
polimerowym.
3. Syntezy biochemiczne
Do innych przykladow metod rozdzialu enancjomeréw mozna zaliczy¢ biochemiczne
syntezy przebiegajace pod wplywem enzyméw lub mikroorganizméw [15, 16]. Enzymy
sa optycznie czynnymi Katalizatorami bialkowymi, pochodzenia zwierzgcego. W wyniku
reakcji katalizowanej enzymem transformacji chemicznej ulega jeden z enancjomerow.
podczas gdy drugi enancjomer pozostaje niezmieniony.

4. Ekstrakcje ( zostala szczegolowo omowiona w nastepnym podrozdziale 1.4).

1.4.1 Rozdzial enancjomeroéw przez ekstrakcje

Ekstrakcja jest metoda preparatywna wykorzystujaca zjawisko podzialu substancji
migdzy dwie niemieszajace si¢ fazy lub inaczej uymujac - przechodzenia substancji
rozpuszczonej w danej fazy do drugiej fazy, niemieszajacej si¢ z pierwsza. W przypadku
ekstrakcji chiralnej zdolno$¢ przechodzenia enancjomeréw ekstrahowanej substancji

z jednej fazy do drugiej jest powiazana z oddzialywaniem z czynnikiem chiralnym.

15

http://rcin.org.pl



W literaturze sq omowione dwa modele opisujace mechanizm przebiegu procesu
ekstrakcji [17]: model oddzialywan migdzyfazowych 1 model konwersji homogeniczne;.
Model oddzialywan migedzyfazowych jest stosowany do systemow. w ktorych kazdy z
reagentow jest calkowicie nierozpuszczalny w drugiej fazie. W rezultacie, miejsce reakcji
chemicznej ogranicza si¢ do styku faz (Rys 1.11 a). Reakcja chemiczna i transport masy
zachodza w kilku etapach:

1. Transport reagentow do przestrzeni miedzyfazowe).

2. Sorpcja,

3. Reakcja kompleksowania w przestrzeni miedzyfazowej.

4. Desorpcja produktu,

5. Transport produktu z przestrzeni migdzyfazowej do wnetrza fazy.
Model ten znalazl zastosowanie w ekstrakcji pencyliny [18].

Natomiast, model konwersji homogenicznej zaklada ograniczong rozpuszczalnos¢
przynajmniej jednego z reagentéw w obu cieklych fazach. W rezultacie, reakcja odbywa sig
w glebi jednej lub obu faz (Rys. 1.11 b). Szybkos¢ reakcji jest wyrazona prawem dzialania
mas. Adsorpcja reagentow 1 produktow w przestrzeni miedzyfazowej nie jest rozpatrywana.
Proces chiralnej ekstrakcji naproksenu [19] 1 flurbiprofenu [20] byl analizowany z

wykorzystaniem homogenicznego modelu reakcji.

A—+> A+C

AC

L L T T T T ————

<—}'HC

Rys. 1.11 Schemat przebiegu ekstrakcji wedlug (a) model oddzialywan migdzyfazowych
i (b) model konwersji homogenicznej. Przyje¢to nastepujgce oznaczenia A, C - reagenty, AC — produkt.
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Oba modele sg wykorzystywane do identyfikowania zmiennych, takich jak: obszar
mi¢dzyfazowy i szybkos¢ mieszania w odpowiednim reaktorze, w celu otrzymania
najkorzystniejszych warunkow procesu ekstrakcji.

[stotnymi parametrami opisujacymi wydajnosci procesu ekstrakcji chiralnej
sa wspolczynnik podziatlu enancjomerow i enancjoselektywnos¢. Wspodtczynnik podziatu

jest zdefiniowany jako:

__Stezenie R enancjomeru w fazie organicznej

R e " - - Roéwn. 1.1
Stezenie R enancjomeru w fazie wodnej
Stezenie S enancjomeru w fazie organicznej ]
S™ — E - - Réwn. 1.2
Stezenie S enancjomeru w fazie wodnej
Natomiast enancjoselektywnos¢ jest opisana rownaniem
kg
a=— Réwn. 1.3
kg

1.4.2 Rozdzielanie enancjomeréw w chromatografii cieczowej

Innymi technikami, ktére maja zastosowanie do rozdzialanie enancjomerow sa
metody analityczne takie jak: elektroforeza kapilama, chromatografia gazowa,
elektrochromatografia. Chromatografia cieczowa okazala si¢ jedna z najlepszych metod
do analitycznego rozdzielania enancjomeréow [21, 22]. W chiralnej chromatografii
cieczowej s3 stosowane metody:

I, Metoda posrednia

W metodzie posredniej mieszanina racemiczna reaguje z chiralnym czynnikiem tworzac
par¢ diastereoizomerow, ktore réznig si¢ wihasciwosciami fizycznymi i chemicznymi,
dlatego mozna je rozdzieli¢ na achiralnych fazach stacjonarnych.

Do rozdzielenia racemicznych kwasow stosuje si¢ chiralne czynniki takie jak; trychnina,

brucyna, morfina, efedryna, cynchonina, chinina i chinidyna. Natomiast racemiczne zasady
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mozna rozdzieli¢ posrednio za pomoca optycznie czynnych kwasow takich jak; kwas
kamforowy, kwas kamforo-10-sulfonowy, kwas a-bromokamforo-n-sulfonowy, kwas
metoksyoctowy 1 kwas pirolidono-5-karboksylowy [23, 24]. Metoda stosowana
do rozdzielenia alkoholi racemicznych polega na utworzeniu diastereoizomerycznych
estrow kwasow chiralnych [25].

W  praktyce metoda posrednia nastrgcza wiele trudnosci. Wymagane jest,
aby diastereoizomery w tagodnych warunkach szybko powstawaty, tatwo dawaty
si¢ oczyscic¢ i byly trwate stereochemicznie.

2, Metoda bezposrednia

Bezposrednie rozdzielenie enacjomerow w chromatografii cieczowej jest mozliwe jedynie
w uktadach, ktére zawieraja chiralny selektor. Moze on by¢ na stale zwigzany
z powierzchnia materialu stanowiacego wypetnienie kolumny lub stanowi¢ dodatek do fazy
ruchome;.

Interakcja racematu z selektorem chiralnym powoduje powstawanie dwodch
odwracalnych kompleksow distaereoziomerycznych. Roznica w  stabilnosci  tych
komplekséw powoduje zroznicowang elucje. W przypadku chiralnych faz stacjonarnych
enancjomer, ktory tworzy bardziej stabilny kompleks z selektorem chiralnym, bedzie dtuzej
wymywany 2z kolumny. Natomiast, chiralna faza ruchoma =zmniejsza retencje
enancjomerow, tym bardziej im tworza one silniejszy kompleks z chiralnym selektorem.

Jednakze wprowadzenie chiralnego selektora nie jest warunkiem wystarczajacym
do otrzymania rozroznienia  chiralnego w  ukladach  chromatograficznych.
W celu rozroznienia par enancjomerdéw selektor chiralny, musi przyja¢ odpowiednia
konfiguracj¢  wzgledem enancjomeréw, tak aby zachodzily oddziatywania
enancjoselektywne.

Opis teoretyczny mechanizmu chiralnego réznicowania zostat opublikowany przez
Easson 1 Stedman [26]. W ich modelu, aby doszto do chiralnego réznicowania pomigdzy
enancjomerami, a selektorem musza wystapi¢ minimum trzy oddziatywania, przy czym
jedno z nich powinno by¢ zalezne od konfiguracji centrum stereogenicznego. Kompleks
trojpunktowy enancjomeru z selektorem chiralnym chemicznie zwiazany z powierzchnia
fazy stacjonarnej charakteryzuje si¢ wyzsza trwatoscia. W konsekwencji silniej oddziatuje

z chiralng faza stacjonarng i jest wymywany jako drugi z kolumny chromatograficzne;j.
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Model trojpunktowy byl uzywany przez Dalgliesha do opisu chromatograficznych
rozdzielen enancjomeréw aminokwasow [27] i przez Pirkle przy tworzeniu stacjonarnych
faz chiralnych stosowanych do rozdzielania zwiazkow o okreslonej budowie chemicznej
[28,29].

Jednym z problemoéw zwigzanym z wykorzystaniem modelu trojpunktowego jest
Jjego ograniczone zastosowanie. Kwestia ta zostala poruszona przez Del Rio podczas badan
nad zastosowaniem fazy chiralnej Whelk-01 CSP do chiralnego rozdzialu pochodnych
1-(4-fluorowco-fenylo)-1-etyloaminy [30]. Na podstawie tych danych autorzy
wnioskowali, ze model trojpunktowy nie wydaje si¢ by¢ ogolnie obowiazujaca zasada
i tylko ligandy z kilkoma stopniami swobody uwzgledniaja ten uproszczony model.
Bezposrednie wykorzystanie modelu trojpunktowego jest bardzo klopotliwe w przypadku
selektorow chiralnych pochodzenia naturalnego takich jak np.; cyklodekstryny, bialka,
polisacharydy.
Dodatkowym problemem przy interpretacji mechanizméw rozdziatu chiralnego jest wplyw
odczynnikéw achiralnych na rozdzial enancjomerow. Achiralne dodatki moga mie¢
ogromne znaczenie w procesie powstawania kompleksow diastereoziomerycznych,

a tym samym wplywac na roznicowanie trwalo$ci tych kompleksow [31].

1.4.2.1.1 Rodzaje chiralnych faz stacjonarnych.

Obecnie dostepnych na rynku jest ponad 100 chiralnych faz stacjonarnych
stosowanych w chromatografii cieczowe;.

Wedlug Weinera istnieje pig¢ glownych rodzajow chiralnych faz stacjonarnych
[32]. Dokonal on klasyfikacji na podstawie typu kompleksowego polaczenia utworzonego
pomigdzy faza stacjonarng a analitem. W fazach typu pierwszego kompleks analit — faza
stacjonarna powstaje przez oddzialywanie elektrono — donoro — akceptorowe.
Przykladem faz drugiego typu sa estrowe pochodne celulozy. Mechanizm dzialania tych faz
opiera si¢ na inkluzji czastek. Typ trzeci faz to obsadzone na nosniku stalym
cyklodekstryny 1 etery koronowe. Wypelnienia te rozpoznaja chiralne czasteczki poprzez
tworzenie kompleksow inkluzyjnyvch. W typie czwartym faz analit jest czescia
diastereoizomerycznego kompleksu metalu w wyniku wymiany ligandow. Wypelnienia

te sa stosowane do rozdzielenia enancjomerow aminokwasow 1 ich pochodnych. Typ piaty
19

http://rcin.org.pl



stanowig bialka, np. albuminy surowicy wolowej. o — glikoproteina i albumina surowicy
ludzkiej. Kompleks analit — faza stacjonarna powstaje poprzez oddzialywania hydrofobowe
1 polamme. Tabela 1.2 przedstawia przyklady chiralnych faz stacjonamych dostepnych

na rynku.

Tab. 1.2 Klasyfikacja chiralnych faz stacjonarnych

Typ Opis Przyklady

1 Fazy elektronowo - donoro - akceptorowe DNB - leucyna

DNB - fenyloglicyna

2 Pochodne celulozy Chiralcel OB, OD, OA, OF
3 Cyklodekstryny i etery koronowe Cyclobond I, II, 111
Chiralpak OP, OT
-4 Fazy ligandowymienne Proliny, hydroksyproliny
5 Proteiny Chiral — AGP
Resolvosil
EnantioPac

1.4.2.1.2 Chiralne dodatki do faz ruchomych

Inng powszechnie stosowana metoda rozdzialu enancjomerow w chromatografii
cieczowe] jest tworzenie diastereoizomerycznych komplekséw z chiralnym selektorem
rozpuszczonym w fazie ruchomej. Wynikiem tego procesu jest rozdzielenie enancjomerow
na achiralnych kolumnach.

Przewaga tej metody nad zastosowaniem chiralnych faz stacjonarnych jest niska
cena klasycznych achiralnych kolumn, szeroki zakres chiralnych dodatkow, szybka zmiana
parametrow analizy (stezenie selektora chiralnego, pH itp.).

W zaleznosci od rodzaju rozdzielanych enancjomeréw. mozna stosowac przerozne
dodatki chiralne do fazy ruchomej. Zostaly one podzielone ze wzgledu na mechanizm
rozdzielania:

1. Wymiana ligandow

2. Kompleksy typu par jonowych

3. Kompleksy inkluzyjne
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Ad.1 Chiralna wymiana ligandow jest metoda stosowana do rozdzialu aminokwasow
1 ich pochodnych. Mechanizm chiralnego rozdzialu jest oparty na tworzeniu
diastereoizomerycznego, trojskladnikowego kompleksu pomiedzy jonem metalu,
selektorem, a analitem. Rozdzial nastgpuje na skutek roznicy trwalosci tych dwoch
komplekséw. Powyzej opisany mechanizm obrazuja rownania 1.4 1 1.5.

Cu(L-Sel); + S - A = Cu(L-Sel)(S-A) + L-Sel Rown. 1. 4
Cu(L-Sel); + R - A = Cu(L-Sel)(R-A) + L-Sel Rown. 1. 5
gdzie A oznacza analit, a L-Sel selektor.

Ad.2 Chiralna chromatografia par — jonowych jest metoda stosowang do rozdzialu
zwigzkow obdarzonych ladunkiem elektrycznym. Podstawa tej metody jest formowanie
obojetnych kompleksow diastereoizomerycznych (tzw. par jonowych) pomigdzy analitem,
a optycznie czynnym przeciwjonem. Rozdzial tych par jonowych nastgpuje w wyniku
roznicy w ich solwatacji lub zréznicowanym oddzialywaniom z faza stacjonarna.
Kwas (+)-10-kamforosulfonowy, chinina, chinidyna, kwas (+)-di-n-butylowinowy oraz
bialka albumin zostaly pomysinie zastosowane jako chiralne pary jonowe w chromatografii
[33, 34].

Ad.3 Kolejna grupe stanowig dodatki do fazy ruchomej, ktore dzialaja na zasadzie
tworzenia kompleksow inkluzyjnych. Zaliczamy do nich cyklodekstryny i etery koronowe.
Chiralne eterv  koronowe stereoselektywnie inkluduja zwiazki  zawierajace
pierwszorzedowa grupe aminowa. Podstawa mechanizmu rozpoznania chiralnego jest
tworzenie wigzan wodorowych pomigdzy trzema wodorami w sprotonowanej grupie
aminowej -NH; . a atomem tlenu wielopierscieniowego eteru. Te zwiazki chemiczne
zostaly uzyte w chiralnym rozdziale aminokwasow, dipeptydow 1 lekow zawierajacych
pierwszorzedowe grupy aminowe [35].

Najbardziej powszechnie stosowanymi chiralnymi dodatkami do fazy ruchomej
sa cyklodekstryny i ich pochodne. Zastosowanie cycklodekstryn w chromatografii

cieczowe) zostalo opisane szczegolowo w rozdziale drugim.
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2  CYKLODEKSTRYNY

Kazdego roku cyklodekstryny sa przedmiotem niemal 1000 artvkulow naukowych.
Liczne wynalazki z uzyciem cyklodekstryn zostaly opisane w ponad 1000 patentach
w ciggu ostatnich 5 lat [36]. Pierwsze Miedzynarodowe Sympozjum na temat
cyklodekstryn zostalo zorganizowane w 1981 roku [37] i od tej pory odbywa si¢ co dwa
lata.

W 1973 roku cena 1 kg B-CD wynosila okolo 2000 USD. 30 lat p6zniej, na calym
$wiecie juz ponad kilkadziesigt firm produkuje cyklodekstryny, a cena produktu B-CD
wynosi tylko kilka dolaréw za kg. w zaleznosci od jakosci [36].

Przedstawione powyze] informacje, a takze niektore najnowsze monografie
o cyklodekstrynach [38-40] potwierdzaja jednoglosnie poprawnosci prognozy stalego
rozwoju rynku cyklodekstrynowego w nadchodzacym dziesigcioleciu. Potencjal

cyklodekstryn nie zostal jeszcze w pelni wykorzystany.

2.1 Budowa i wlasciwosci fizykochemiczne

Cvklodekstryny sa to makrocykliczne oligosacharydy skladajace si¢ z pierscieni
a-D-glukopiranozy. polaczonych miedzy soba mostkami tlenowymi a-(1,4). Produkowane
sa w wyniku enzymatycznej degradacji skrobi. Najbardziej rozpowszechnione
sa cyklodekstryny a. B3 1 y. zbudowane odpowiednio z 6, 7 i 8 jednostek (Rys. 2.1). Istnieja
doniesienia literaturowe o cyklodekstrynach zbudowanych z wigkszej liczny jednostek
[41]. Najwigksza cyklodekstryna, ktoéra zostala szczegolowo zbadana. jest zbudowana
z 32 pierscieni glukopiranozy [42]. Znane s rowniez gigantyczne cykliczne
oligosacharydy. skladajace si¢. z co najmniej 150-pierScieni glukopiranozy [43]. Przez
wiele lat uwazano. ze niemozliwe jest otrzymanie z powodow przestrzennych cyklicznej
struktury skladajacej si¢ z mniej niz 6 monomerow. Jednak Nakagawo udalo si¢ uzyskac¢

pigciocztonowg cyklodekstryne [44].
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Rys. 2.1 Struktura chemiczna a-, B- i y-cyklodekstryn

Cyklodekstryny majq ksztalt S$cigtego stozka. z grupami hydroksylowymi
przy pierwszorzgdowych atomach wegla usytuowanymi przy wezsze] czgsci stozka
1 grupami hydroksylowymi przy drugorzedowych atomach wegla znajdujacymi
si¢ przy szerszym koncu stozka (Rys. 2.2). Wnetrze cyklodekstryny ma charakter

hydrofobowy, natomiast cze$¢ zewnetrzna ma wlasciwosci hydrofilowe [45].

OH2 OH3

Hydrofobowa strona

Hydrofilowa strona

C6H20H6

Rys. 2.2 Schemat budowy cyklodekstryn
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Glowne wlasciwosct a-, B- 1 y-cyklodekstryn zestawiono w Tab. 2.1.

Tab. 2.1 Gléwne wlasciwosci a-, B- i y-cyklodekstryn [46]

. Rozpuszczalnos¢ , Zawartos¢
Liczba : ; _ Przyblizona
ol Masa w wodzie Srednica _ wody
pierscieni _ objetos¢ _ _
CD _ molowa g/ 100 mL luki A i krystalicznej
glukopiranozy luki A
w:257°C [Y%ow/w]
a 6 972 14,5 4,7-53 174 10,2
B 7 1135 1,85 6,0-6,5 157 13,2- 145
Y 8 1297 23,2 7,5-83 256 8,13-17,7

2.2 Pochodne

Cyklodekstryny posiadaja grupy hydroksylowe w liczbie 18 a-CD. 21 B-CD,
24 y-CD, ktére moga by¢ modyfikowane. Ze wzgledu na duza liczbe grup hydroksvlowych.
mozliwa do uzyskania liczba pochodnych cyklodekstryn jest bardzo wysoka. Jednakze
na skale przemyslowa produkuje sie niewiele pochodnych cyklodekstryn., poniewaz
uzyskanie cyklodekstryn majacych podstawione grupy hydroksylowe w okreslonych
pozycjach jest bardzo trudnym 1 malo wydajnym procesem. W wyniku reakcji podstawienia
grup hydroksylowych, oprécz pozadanego produktu otrzymuje si¢ pochodne cyklodekstryn
roznie podstawione, przez co konieczne jest zastosowanie zmudnych technik oczyszczania
(najczgsciej chromatograficznych) w celu uzyskania czystego produktu.

Tworzenie pochodnvch cvklodekstryn prowadzi do powstania ich analogéw
o roznych wlasciwosciach fizykochemicznych. Pochodne cyklodekstryn mozemy podzieli¢
na trzy grupy; hydrofobowe, hydrofilowe i jonowe [47].

Gloéwne zainteresowanie skupia si¢ na cyklodekstrynach dobrze rozpuszczalnych

w wodzie, losowo podstawionych pochodnych hydroksyalkilowych beta-1 gamma-CD,
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takich jak 2-hydroksypropylo-beta-cyklodekstryna (2-HP-beta-CD) 1 pochodna jonowa
sulfobutylowa [48, 49].

B-cyklodekstryna jest najslabiej rozpuszczalna w wodzie. Tymczasem czgsciowe
zastapienie grup hydroksylowych f-cyklodekstryny grupami metylowymi daje trzydziesto-
krotny wzrost rozpuszczalnosci dimetylo-p-cyklodekstryny (Tab. 2.2). W wyniku dalszej
metylacji, produkt staje si¢ mniej rozpuszczalny w wodzie. Pomimo to, trimetylo-f3-
cyklodekstryny jest lepiej rozpuszczalna w wodzie niz naturalna -cyklodekstryny.

Bardzo slaba rozpuszczalnos¢ B-cyklodekstryny w wodzie moze by¢ spowodowana
przez powstanie wigzan wodorowych pomiedzy grupami hydroksylowymi przy atomie
wegla 2 1 grupami OH przy atomie wegla 3 sasiedniej jednostki glukozy. Te wewnatrz
czasteczkowe wigzania wodorowe nie moga juz powsta¢ w pochodnej cyklodekstryny, a
wigc grupa hydroksylowa przy atomie wegla 3 moze oddzialywac z czasteczkami wody w
otaczajacym ja srodowisku. To daje znaczny wzrost rozpuszczalnosci dimetylo-f3-
cyklodekstryny. Derywatyzacja wplywa nie tylko na rozpuszczalno$¢ w wodzie, ale takze
na rozpuszczalnos¢ w rozpuszczalnikach organicznych. Metylowe pochodne sa bardzo
dobrze rozpuszczalne w metanolu, etanolu i sulfotlenku dimetylu, podczas gdy naturalna f3-

cyklodekstryna jest praktycznie nierozpuszczalna w tych rozpuszczalnikach [50].

Tab. 2.2 Rozpuszczalnos¢ B-cyklodekstryny, dimetylo-g-cyklodekstryny i trimetylo cyklodekstryny beta

w wodzie
B-cyklodekstryna Dimetylo-f3- Trimetylo-f3-
cyklodekstryna cyklodekstryna
Rozpuszczalnos¢
w wodzie 18,5 570 31

g/ 1000 mL w 25°C

2.3 Kompleksy inkluzyjne

Najbardziej zauwazalng cecha cyklodekstryn jest ich zdolno$¢ do tworzenia
kompleksow typu gos$¢-gospodarz. Tworzenie kompleksu opiera si¢ na dopasowaniu
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czasteczki goscia do luki gospodarza. Gloéwna sila napedowa tworzenia kompleksu
inkluzyjnego jest wypieranie czasteczek wody z wneki cyklodekstryny przez mniej polama
czasteczkg goscia obecnego w roztworze. Skutkiem tego procesu jest spadek napigcia
pierscienia cyklodekstryny 1 uzyskanie bardziej stabilnego stanu o nizszej energii [51].
Ogolnie uymujac, istniejg cztery przyczyny umozliwiajace powstawanie kompleksu

inkluzyjnego:

¢ wypchnigcie hydrofilowych czasteczek wody z hydrofobowej luki cyklodekstryny,

* tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy gosciem, a gospodarzem,

e oddzialywania Van der Waalsa pomiedzy gosciem, a gospodarzem.,

e steryczne dopasowanie rozmiarow goscia do luki cyklodekstryny.
Tworzenie kompleksu inkluzyjnego wywiera ogromny wplyw na fizykochemiczne
wlasciwosci czasteczek gosci [52]. Te wlasciwosci to:

e zwigkszenie rozpuszczalnosci,

e zmniejszenie reaktywnosci chemicznej,

e 7zwiekszenie stabilnos¢ chemicznej,

e zmiana widma UV/VIS,

e modyfikacja smaku,

e maskowanie nieprzyjemnego zapachu,

e kontrolowane uwalnianie lekow.
Z tego powodu, cyklodekstryny znalazly szerokie zastosowanie m. in. w przemysle
spozywczym [53], farmacji [54] kosmetykach [55] ochronie srodowiska [56], przemysle
wlokienniczym [57]. Ze wzgledu na tematyke pracy doktorskiej ograniczono si¢ do opisu

zastosowania cyklodekstryn w chromatografii cieczowe;j.

2.4 Zastosowanie cyklodekstryn w chromatografii cieczowej jako dodatku do fazy
ruchomej

W chromatografii cieczowe) z odwroéconymi fazami cyklodekstryny jako dodatek

do fazy ruchomej zostaly po raz pierwszy zastosowane w zespole Prof. Svbilskiej w

Instytucie Chemii Fizycznej PAN. Cvklodekstryny 1 ich pochodne zostaly wykorzystane do
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rozdzielania izomerow konstytucyjnych np.: krezoli i ksylenow, do rozdzielania izomerow
cis i trans kwasu cynamonowego, oraz do rozroznienia zwigzkow chiralnych takich jak
kwas migdatowy i jego pochodne, barbiturany, kamfora i a-pinen i inne [58-63].

Cyklodekstryny w fazie ruchomej moga by¢ rowniez wykorzystane do
dynamicznego generowania achiralnych faz stacjonarnych (np. RP-18). W pracach
Bielejewskiej przedstawiono wykorzystanie metylowanych pochodnych cyklodekstryn w
uktadzie faz odwrdconych do generowania achirlanych faz stacjonarnych [64,65].

Dalsze prace z cyklodekstrynami wykazaty, iz uktad chromatograficzny z dwiema
cyklodekstrynami umozliwia skrocenie czasu analizy i wzmocnienie enancjoselektywnosci
uktadow [66-68]. Nastgpnie badania rozszerzono o inne selektory chiralne. Wykazano, ze
kwasy cholowe i cyklodekstryny jako dodatki do fazy ruchomej wptywaja pozytywnie na

enancjoselektywnos¢ uktadu [69].

24.1 Wyznaczanie stalych trwalosci kompleksow

Uktady chromatograficzne z cyklodekstryna w fazie ruchomej moga stuzy¢ do
wyznaczenia stalych trwatosci kompleksow zwiazkow z cyklodekstrynami. Warto
wspomnie¢, iz stale trwatosci kompleksow moga by¢ wyznaczane rowniez innymi
technikami [70]. Czgsto stosowanymi technikami badania kompleksow sa miareczkowanie
spektrofotometryczne, spektrofluorometryczne, NMR [71], metody rozpuszczalnosciowe
[72] 1 ekstrakcyjne [73].

W tym rozdziale szczegdétowo bedzie omodwiona technika chromatograficzna
wyznaczania stalych trwatosci kompleksow. W uktadzie chromatografii cieczowej z faza
ruchoma modyfikowana cyklodekstrynami nast¢puje rownowaga termodynamiczna opisana

rOwnaniem:

_ 1G],
B

Rown. 2.1

gdzie Kgr jest stala rownowagi przeniesienia molekut G z fazy ruchomej do fazy
stacjonamej. [G]s 1 [G], oznaczaja odpowiednio st¢zenia molekut w fazie stacjonarnej

1 ruchome;j.
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Kiedy proces kompleksowania przez cyklodekstryny wystgpuje w srodowisku
achiralnego rozpuszczalnika, to powinien by¢ brany pod uwage nastgpujacy stan
rownowagi:

G+CDSG-CD

_ G -CD]

i Rown. 2.2
[G]ICD]

1

gdzie G oznacza czgsteczke goscia, a K, statg trwatosci kompleksu CD. Gdy stechiometria

kompleksu jest 1:2 wowczas nalezy dodatkowo uwzgledni¢ nastgpujace stany rOwnowagi:

K
G-CD+CD & G-CD;

|G -2CD]
2 = Rown. 2.3
[GlICD]
ktére mozna zapisac jako:
KK,
G+2CD —G-CD;,
|G -2CD] =t
KzKl [GI[CD? Réwn. 24

Przy nastgpujacych zatozeniach:

1. Adsorpcja CD na powierzchni fazy stacjonarnej jest bardzo mata, a wigc CD
nie wptywa na jej wlasciwosci [74, 75],

2. Czasteczki substancji rozpuszczonej G sa adsorbowane na fazie stacjonarnej,

3. Kompleks pomigdzy CD, a czastkami substancji rozpuszczonej G moze by¢
o stechiometrii 1:2 lub 1:1,

4. Adsorpcja tych kompleksow (G-CD 1 G-CD,) na fazie stacjonarnej jest znikoma.

Proces chromatograficzny mozna uprosci¢ do nastgpujacego stanu réwnowagi,

zaprezentowanego na Rys. 2.3.
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faza ruchoma

Rys. 2.3 Schemat réwnowagi w RP-HPLC z fazg ruchomg modyfikowang cyklodekstrynami. Ky — stala
podzialu, K;, K, - stale trwalosci kompleksow utworzonych pomigedzy czasteczka goscia i

cyklodekstryny o stechiometrii 1:1i 1:2

Kiedy  kompleks utworzony  przez substancjg G z CD ma
stechiometrie 1:1, to zaleznos¢ pomigdzy wspdtczynnikiem retencji, a stgzeniem CD jest
opisana liniowym réwnaniem [76]:

ﬁ = k—l‘;'{”% Réwn. 2.5
gdzie kr, k s3 odpowiednio wspotczynnikami retencji w ukladzie obserwowanym bez
cyklodekstryny i z dodatkiem cyklodekstryny, a K, oznacza statg trwatosci kompleksu
o stechiometrii 1:1.

W  przypadku, gdy substancja G  tworzy kompleks z CD
o stechiometrii 1:2 zalezno$¢ pomigdzy 1/k, a stgzeniem CD staje si¢ paraboliczna
1 wowczas obowigzuje rownanie [77]:
i_ i+[C:LKI M |CD|::l K,

Rown. 2.6

gdzie K, oznacza statg trwatosci kompleksu o stechiometrii 1:2.
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2.5 Rozpuszczalnosé

B-cyklodekstryna jest najtansza i najtatwiej dostepna z cyklodekstryn. Jednak jej
niska rozpuszczalnos¢ w wodzie jest czynnikiem ograniczajacym jej zastosowanie.
Mniejsza rozpuszczalnos¢ [-cyklodekstryny w wodzie w pordwnaniu z o-, 7-
cyklodekstryna jest tlumaczona jej sztywna struktura [78]. B-cyklodekstryna tworzy
wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe, ktore zmniejszaja jej zdolnos¢ do tworzenia
wigzan wodorowych z otaczajacymi jg czasteczkami wody.

Jednym ze sposobow zwigkszenia rozpuszczalnosci B-CD w  wodzie jest
zastosowanie dodatku hydroksykwasow [79]. Hydroksykwasy, takie jak kwas cytrynowy,
kwas winowy i kwas askorbinowy znaczaco zwigkszajg rozpuszczalnosé¢ p-CD w wodzie
(Rys. 2.4). Na przyktad, 11-krotne zwigkszenie rozpuszczalnosci (tj. 200 mg / ml) B-CD
moze by¢ otrzymane w roztworze kwasu cytrynowego o stezeniu 140 mg / ml. Dodatek
kwasu winowego i askorbinowego moze zwigkszy¢ rozpuszczalnos¢ B-CD 4-5 krotnie.
Natomiast kwas mlekowy i jablkowy maja znacznie mniejszy wplyw na rozpuszczalnos¢
B-CD. Kwas octowy, kwas solny i potasowy nie wplywaja na rozpuszczalnos¢ B-CD.
Najprawdopodobniej, wzrost rozpuszczalnosci f-CD w roztworze hydroksykwasow polega
na zdolnosci grup hydroksylowych kwasow do modyfikowania wewngtrznych i

migdzyczasteczkowych wigzan wodorowych f-cyklodekstryny [79].

0,2 -
0,18 kwas cytrynowy
0,16
— 0,14
§ 0,12 1
e 0,1 A
E 0,08 kwas DL-winow
O 0,06 .
A kwas askorbinoy
0,04 - kwas mlekowy
0,02 kwas jablkowy
kwas solny
0 + : . S e
0 0,05 0,1 0,3 0,5 0,7

kwas [mol/dm?]

Rys. 2.4 Zmiana rozpuszczalnosci B-cyklodekstryny w zaleznosci od dodatku kwasu organicznego 1™
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Inng metoda zwiekszenia rozpuszczalnosci B-CD jest zastosowanie dodatku
rozpuszczalnika organicznego. Rozpuszczalnosci -cyklodekstryny w wodnych roztworach
metanolu, etanolu, izopropanolu, tetrahydrofuranu, sulfonotlenku dimetylu i acetonitrylu

przedstawiono w Tab. 2.3 [80].

Tab. 2.3 Rozpuszczalnos¢ (g / 100 mL) B-cyklodekstryny w roztworach wodnych w zaleznosci od

wzrostu stezenia rozpuszczalnika organicznego

% rozp.

o MeOH EtOH DMSO CH;CN THF 2-PrOH
0 1,60 1,60 1,60 1,60 1,60 1,60
10 1,00 1,82 2,00 LAY 2,10 3,41
20 0,71 2,01 2,10 3,70 2,20 7,00
30 0,50 2,10 2,20 2,60 1,88 6,90
40 0,40 1,80 2,70 1,80 1,30 3,60
50 0,34 1,30 6,30 0,88 0,90 2,32
60 0,26 0,80 16,0 0,30 0,50 1,10

Rozpuszczalnos¢ B-CD  poczatkowo wzrasta wraz ze wzrostem dodatku
rozpuszczalnika organicznego, a nastgpnie maleje ( z wyjatkiem DMSO 1 MeOH).
Rozpuszczalnos¢ osiaga maksymalng wartos¢ w 20% wodnych roztworach; acetonitrylu,
tetrahydrofuranu 1 izopropanolu. Natomiast dla wodnego roztworu etanolu maksymalna
wartos¢  rozpuszczalnosci odpowiada 30% ulamkowi molowemu. Zwigkszona
rozpuszczalno$¢ [(-cvklodekstryny moze by¢ zwiazana z powstawianiem kompleksu
inkluzyjnego.

Dla metanolu wraz ze wzrostem stezenia nastgpuje obnizenie rozpuszczalnosci
-CD. Rozpuszczalnos¢ B-CD w roztworze wodnym DMSO, zawierajacym mniej niz 30%
molowych DMSO lekko wzrasta. Rozpuszczalnos¢ w obszarze powyze] 40% molowych
DMSO szybko wzrasta.

W Tab. 24 przedstawiono rozpuszczalnos¢ natywnych cyklodekstryn

w rozpuszczalnikach organicznych 1 ich roztworach wodnych. y-CD w poréwnaniu z 3-CD
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ma bardziej elastyczng strukturg, co czyni ja podatng na rozpuszczanie w wodnych

roztworach organicznych [81].

Tab. 2.4 Rozpuszczalnos¢ cyklodekstryn w rozpuszczalnikach organicznych w 25°C (g / 100 mL)

Rozp. organ. a- B- v-
Metanol 100% n n >0,1
50% r. wodny 0,3 0,3 208

Etanol 100% n n >0,1
50% r. wodny >0,1 1,3 2,1

[zopropanol n n >0,1

Tetrahydrofuran n n n
Gliceryna n 43 n

n-nierozpuszczalna
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3 CHROMATOGRAFIA PAR JONOWYCH

3.1 Podstawy teoretyczne chromatografii

Wysokosprawna chromatografia cieczcowa (HPLC) jest jedng z najczgsciej
stosowanych technik analitycznych. Proces chromatograficzny mozna zdefiniowac, jako
metod¢ rozdziatu sktadnikéw w zaleznosci od ich podzialu miedzy fazg¢ ruchoma
1 stacjonarna. Faza stacjonarng nazywamy ciecz lub zloze, ktore stanowi wypetnienie
kolumny. Natomiast faze¢ ruchoma stanowi ciecz [82].

Chromatograficzny rozdzial sktadnikow mieszaniny nast¢puje w wyniku roznic
w ich wspdélczynnikach podziatu (K) pomigdzy faze ruchoma i faz¢ stacjonarng. Jezeli Cs i
C,, 0znaczajg stgzenia eluowanego sktadnika odpowiednio w fazie stacjonarnej i ruchome;j,

to:

Cg
= — Roéown. 3.1
Cm

Zatem wigksza wartos¢ K oznacza, ze skladniki oddziatujace silniej z faza stacjonarna
i pozniej opuszczaja kolumng. Miedzy liczbg czastek znajdujacych si¢ w fazie stacjonarnej
i ruchomej ustala si¢ rownowaga dynamiczna.

Proces chromatograficzny mozna opisa¢c za pomocg parametrow retencji. Czas
retencji jest czesto uzywanym parametrem do opisu zachowania analitu w ukfadzie
chromatograficznym i jest on fatwy do zmierzenia. Pomimo to, jest on najmniej
uniwersalnym parametrem. Czas retencji analitu jest zalezny od stabilnosci przeptywu.
Wspdlczynnik retencji jest bardziej uniwersalnym parametrem, poniewaz w mniejszym
stopniu  zalezy od parametrow instrumentalnych. Wspolczynnik retencji  jest
zdefiniowanym wyrazeniem:
k=R"h_ & Réwn. 3.2

to to
gdzie czas retencji (tg) oznacza catkowity czas przebywania substancji na fazie
stacjonarnej, a czas zerowy (t;) odpowiada czasowi przeptywu fazy ruchome;j, ktora nie
oddzialuje z faza stacjonarna. Roznica pomigdzy czasem retencji, a czasem zerowym

nazywana jest zredukowanym czasem retencji (tg).
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Dwie substancje bgda odpowiednio rozdzielone tylko wtedy, gdy ich wspotczynniki
retencji wystarczajaco rozniag si¢ migdzy sobg. Zdolnos¢ systemu chromatograficznego
do rozdzielania dwoch analitdow jest nazywana selektywnoscig (a) 1 jest zdefiniowana

nastepujaco:
a=— Rown. 3.3

Im wigksza jest wartos¢ a, tym lepszy jest rozdzial. Jednakze wzrostowi selektywnosci a,
towarzyszy niekorzystne wydluzenie czasu analizy. W praktyce dazy si¢ do
wspotezynnikow selektywnosci a = 1.5 [83].

Zdolnos¢ rozdzielcza danego systemu chromatograficznego zalezy od wielu
czynnikow. Istotnym parametrem jest sprawnos¢ kolumny chromatograficznej, ktorej miarg
Jest liczba potek teoretycznych (N). Wysokos¢ poltki teoretycznej mozna zdefiniowac jako
teoretyczng wysokos¢ wypetnienia kolumny, w zakresie, ktorej ustala si¢ stan rownowagi
stezenia w fazie stacjonarnej i w fazie ruchomej. W praktyce, ze wzgledu na okreslong
dynamikeg rozdzielania, do stanu rownowagi nie dochodzi. Dla pikow o ksztalcie zblizonym
do krzywej Gaussa, liczbg potek teoretycznych mozna obliczy¢ z rownania:

tr \2
N=5,54 - (—) Réwn. 3.4
Wos
gdzie w, 5 oznacza szerokos¢ piku w potowie jego wysokosci.
Sprawnos¢ kolumny mozna zmieniaé poprzez zmiang parametrow fizycznych [*] takich
Jak: dtugos¢ kolumny, srednica i budowa ziaren stanowiacych ztoze kolumny lub predkosé
przeptywu fazy ruchomej. Im mniejszy rozmiar =ziarna i bardziej réwnomierne
ich upakowanie w kolumnie, tym wyzsza jest sprawnosc. Im szybszy przepltyw, tym mniej
czasu maja czasteczki analitu na dyfuzje w porach wypelnienia (nie wystepuje zjawisko
rozmycia pasma). Jednoczesnie szybszy przeptyw, powoduje oddalanie czasteczek analitu
od stanu rownowagi termodynamicznej z fazg stacjonarna.
Rozdzielczos¢ (Rs) jest natomiast terminem uzywanym do opisania stopnia

oddzielenia dwoch sasiadujacych pikow i jest definiowana wzorem:

2d
Rg = Réwn. 3.5
Wi +WZ
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gdzie d oznacza odleglos¢ miedzy maksimami obu pikow, a w;, w, szerokos¢ dwoch
pikow przy podstawie. Dla rozdziatu jakosciowego R powinno wynosi¢ 1, a dla oznaczen
ilosciowych nalezy dazy¢ do rozdzielczosci R = 1,5 [85].

Roéwnanie Purnella opisuje zwiazek migdzy powyzej opisanymi parametrami
i wskazuje jak mozna nimi manipulowac¢ w celu zwigkszenia rozdzielczosci migdzy dwoma
pikami.

a-1 k
JuiletPl & Rown. 3.6
1+k;

=2

RS =

Najbardziej skutecznym sposobem na zwigkszenie rozdzielczosci jest poprawa
selektywnosci lub sprawnosci kolumny. Efekt zwigkszenia sprawnosci kolumny mozna
osiaggna¢ m.in. przez zwigkszenie jej dlugosci. Jednakze musi by¢ osiagniety kompromis

mig¢dzy rozdzielczoscia a czasem analizy.

3.1.1 Podzial chromatografii

Klasyfikacji metod chromatograficznych mozna dokona¢é na podstawie

fundamentalnych procesow zachodzacych podczas elucji [86]:
1. Chromatografia adsorpcyjna
Podstawowym zjawiskiem decydujacym o rozdzielaniu jest adsorpcja na powierzchni fazy
stacjonarnej. W ukladzie faz normalnych (NP.) faza stacjonarng jest zwykle zel
krzemionkowy 1 jest on znacznie bardziej polarny niz faza ruchoma (heksan, heptan,
izopropanol). W chromatografii faz odwrdéconych (RP) warunki sg doktadnie przeciwne.
Faza stacjonarna jest mniej polama, niz faza ruchoma. Fazy stacjonarne stosowane
w ukladzie faz odwroconych otrzymuje si¢ najczgsciej w  wyniku reakcji
powierzchniowych grup hydroksylowych zelu krzemionkowego z odpowiednimi silanami.
Reakcj¢ z monochlorosilanem mozna przedstawi¢ w uproszczeniu za pomoca réwnania:

- Si— OH (na powierzchni zelu) + (CH,), R Si Cl =

- Si- O - Si (CH,), R (na powierzchni zelu) + HCI1
R jest tancuchem weglowodorowym (CI18, C8, C4, itp.), albo inng grupa funkcyjna
(fenylowa, nitrylowa itp.). Jest to przykitad fazy monomerycznej, w ktorej z jednym

atomem Krzemu zwigzana jest jedna czasteczka silanu. W przypadku zastosowania silanu z
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trzema grupami aktywnymi, np. trichlorosilanu, mozna otrzymac¢ fazy monomeryczne lub
spolimeryzowane, usieciowane  przestrzennie  poprzez  wigzania  siloksanowe.
Hydrofobowos¢ powierzchni zalezy od wiasciwosci silanu oraz od stopnia pokrycia faza
stacjonarng. Faz¢ ruchoma w chromatografii faz odwrdéconych najczgsciej stanowi
mieszanina rozpuszczalnikow organicznych, takich jak: acetonitryl, metanol, etanol
izopropanol, tetrahydrofuran lub aceton z woda.

2. Chromatografia wykluczania (zelowa)

Sktadniki mieszaniny rozdzielane sg wedlug wielkosci lub masy czasteczkowej. Faza
stacjonarna sktada si¢ z porowatego usieciowanego zelu polimerowego. Mniejsze czastki
sa w stanie przenika¢c do poréw i s3a zatrzymywane. Wraz ze wzrostem rozmiarow
czasteczki maleja jej oddziatywania z porami. Sktadniki mieszaniny sa eluowane wedfug
malejacej masy czasteczkowej lub rozmiaréw. Chromatografia wykluczenia jest szeroko
stosowana w celu usunigcia matych czasteczek i soli nieorganicznych z cennych produktow
0 wyzszej masie czasteczkowej, takich jak peptydy, biatka 1 enzymy.

3. Chromatografia jonowymienna

W tego rodzaju chromatografii sa stosowane fazy stacjonarne, na ktorych powierzchni
sa mocowane wigzaniami kowalencyjnymi grupy jonowe. Najczgsciej w chromatografii
kationow sa to grupy kwasu sulfonowego, a w chromatografii anionowej
sa to czwartorzedowe grupy amonowe. Rozpuszczone w fazie ruchomej jony o przeciwnym
tadunku sa przyciagane do fazy stacjonarnej sitami elektrostatycznymi. Proces wymiany
jonowej prowadzi do stanu rownowagi. Strona, po ktorej znajduje si¢ rownowaga zalezy
od powinowactwa jonow uczestniczacych w wymianie do grup funkcyjnych fazy
stacjonarnej [76]. Chromatografia jonowymienna znalazta powszechne zastosowanie
w procesach przemystowych. Technika ta jest stosowana przy rozdzielaniu metali
przejsciowych, usuwaniu metali sladowych ze s$ciekow przemystowych i oczyszczaniu
wielu organicznych zwiazkow i lekéw. Chromatografia jonowymienna jest powszechnie
stosowana w duzej skali, lecz jest ograniczona do czasteczek jonowych rozpuszczalnych
w wodzie.

4. Chromatografia podziatlowa

W chromatografii podzialowej faza stacjonarng jest ciecz, ktdra nie miesza si¢ z faza

ruchoma. Rozdzial opiera si¢ na roznicy rozpuszczalnosci analitow w dwoch fazach.
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W idealnym przypadku obowigzuje prawo podziatu Nernsta [87]. Zgodnie z tym prawem,
stosunek stgzen w obu fazach w stanie rownowagi jest wielkoscia statg i charakterystyczna
w danych warunkach dla danej substancji.
5. Chromatografia powinowactwa
Chromatografia ~ powinowactwa umozliwia rozdzielenie mieszanin  substancji
wykorzystujac sity selektywne lub oddziatywania specyficzne [88] oddziatywanie
substancji rozpuszczonej w fazie ruchomej z unieruchomionym ligandem moze mie¢ rozny
charakter, moga to by¢ oddziatywania pomigdzy:

e hormonem i receptorem,

e enzymem i koenzymem,

e enzymem i inhibitorem,

e przeciwcialem i antygenem,

e kwasami nukleinowymi i biatkami,

e lektynami i glikoproteinami,

e dopelniaczem i przeciwciatami.
Najczgsciej chromatografia powinowactwa jest przeprowadzana w dwoch etapach.
W pierwszym etapie kolumna jest przemywana roztworem zawierajacy molekutly
komplementarne do liganda. Przemieszczajace si¢ w obrebie ztoza molekuly sa wiazane
przez unieruchomiony ligand. W drugim etapie zachodzi dysocjacja powstatych
kompleksow 1 elucja molekul. Dysocjacji kompleksow mozna dokona¢ stosujac
specyficzny eluent, zawierajacy kompetytor wspotzawodniczacy o miejsca wiazace
z ligandem.

6. Chromatografia par jonowych jest opisana szczegétowo w nastepnym rozdziale.

3.2 Podstawy chromatografii par jonowych

Odkryta przez dr Gordona Schilla w 1973, chromatografia par jonowych (CPI)
bazuje na dodaniu przeciwjonu do fazy ruchomej w celu promowania tworzenia par
jonowych z natadowanymi analitami [88]. Odczynniki par jonowych sa zwykle zwiazkami

jonowymi, zawierajacymi tancuch alkilowy, ktory nadaje im charakter hydrofobowy.
i
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Zatem odczynniki par jonowych zaadoptowane do uktadu faz odwroconych chromatografii
cieczowej przyczyniaja si¢ do selektywnego zwigkszania retencji natadowanych analitow.
Chromatografia par jonowych znalazta szerokie zastosowanie przy analizie lekow
ze wzgledu na ich natur¢ jonowa. Biorac pod uwage fakt, ze wiele lekow wystepuje
w postaci kationowej, gldwnym typem odczynnikow stosowanym do ich analizy w CPI

sa anionowe sulfoniany alkilowe.

3.2.1 Oddzialywania jon-jon w Srodowisku rozpuszczalnika

Teoria Debye-Hiickel’a [89] uwzglednia wklad jonowych oddziatywan
elektrostatycznych do wolnej energii rozpuszczalnika i zapewnia rozwigzanie wyrazenia
okreslajacego wspolczynnik aktywnosci. Podstawowa koncepcja teorii D-H dotyczy
oddzialywan kulombowskich o szerokim zasiggu pomiedzy dwoma jonami znajdujacymi
si¢ w roztworze rozpuszczalnika. Glownymi zatozeniami modelu D-H sa:

e Jony sa uwazane za sztywne punkty obdarzone tadunkiem elektrycznym w
dielektryku w osrodku ciggtym.

e Obecnosc¢ substancji rozpuszczonych nie wptywa na stalg dielektryczna
rozpuszczalnika.

e Sily inne niz sity kulombowskie nie sa brane pod uwagg.

e Kazdy jon jest otoczony przeciwnie natadowanymi jonami i czasteczkami
rozpuszczalnika, ktore tworzg atmosferg wokot jonu centralnego.

e Liniowe przyblizenie rozktadu Boltzmanna pozwala obliczy¢ czas sredniego
zaggszczenia przestrzeni wokot jonu centralnego jonami o przeciwnym tadunku i
zaktada, ze jest to prawdziwe tylko dla bardzo matych stezen jonowych.

e Przy danym stgzeniu, przyblizenie rozktadu Boltzmanna daje wiarygodniejsze

wyniki w wyzszych temperaturach i przy niezmiennej wartosci stalej dielektrycznej.

Taki model umozliwia w przypadku bardzo matych stgzen obliczenie Sredniego
wspotczynnika aktywnosci.

Il/2

logy, =- |z+z_ |A Réwn. 3.7
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W wyrazeniu tym z,z_jest fadunkiem jonu (dodatni dla kationow, ujemny dla

anionow), A stalg zalezna od temperatury roztworu i stalej dieelektrycznej roztworu,

natomiast | sitg jonowa.

3.2.2 Mechanizm retencji

W chromatografii par jonowych sa proponowane dwie fundamentalne teorie
opisujace mechanizm retencji: stechiometryczna i niestechiometryczna [87]. Wedlug
pierwszej z nich jony substancji rozpuszczonej oddzialuja z jonami stanowigcymi sktadnik
eluentu tworzac pary jonowe pozbawione fadunku elektrycznego, ktore moga by¢ wiazane
z faza stacjonarna poprzez oddzialywania hydrofobowe (Rys.3.1 A). Rozdziat jest mozliwy
ze wzgledu na roznice w adsorpcji par jonowych na powierzchni fazy stacjonarne;j.

Wedtug alternatywnego modelu niestechiometrycznego lipofilowe jony eluentu sa
adsorbowane na powierzchni fazy stacjonarnej i powstaje dynamicznie generowana,
natadowana powierzchnia, z ktorg oddziatujg jony substancji rozpuszczonej (Rys. 3.1 B).
Mozna spekulowa¢, ze oba mechanizmy koegzystuja ze soba w proporcjach zaleznych
od warunkow procesu chromatograficznego i whasciwosci jonéw stanowiacych sktadnik

eluentu.
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A Fazaruchoma
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+‘/\/\ analit brzeplyw0.04mL/m>
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Fazastacjonarna kolumna: Luna C18 250x1 mm, Sum

Rys. 3.1 Mechanizmy w chromatografii par jonowych

Ponadto istnieje termodynamiczny opis tego zjawiska tzw. teoria
niestechiometryczna. Wedlug teorii Gouy-Chapmana (G-C) nastgpuje adsorpcja jonow
cluentu na fazie stacjonarnej, ktora powoduje nagromadzenie si¢ fadunku jednego znaku
w sasiedztwie granicy faz, dla zachowania elektrooboj¢tnosci uktadu jako catosci.
W rezultacie nastgpuje wytworzenie rozmytego tadunku przeciwnego znaku we wngtrzu
fazy ruchomej, analogia do struktury atmosfery jonowej w teorii oddzialywan migdzy
jonowych Debye’a i Hickla. W opisanym powyzej przypadku powstaje na granicy faz

cialto stale — roztwor tzw. elektryczna warstwa podwojna (Rys. 3.2).
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Rys. 3.2 Schemat podwdjnej warstwy elektrycznej wedlug modelu Gouy-Champana

Model budowy warstwy podwojnej rozwinat Stern (Rys. 3.3). Uwzglednit
on adsorpcje jonow na granicy faz, otrzymujac warstwe scisle przylegajaca do powierzchni
fazy stacjonarnej. W warstwie tej, zwanej warstwa Helmholza — Stema, wystgpuje liniowy
spadek potencjalu, natomiast w warstwie rozmytej spadek ten jest wolniejszy. Potencjat
panujacy tuz przy powierzchni fazy stacjonarnej jest nazywany elektrostatycznym

powierzchniowym potencjatem ‘V°.

O

O, ®®©

£, 8
® u i
O, )

O

@ >

Odleglosc od fazy stacjonarne)

+ + + + + + + +

Rys. 3.3 Schemat podwdéjnej warstwy elektrycznej wedlug modelu Gouy-Champana-Sterna
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W ciagu ostatnich kilku lat opisano rézne wersje modelu warstwy podwdjnej w celu
wyjasnienia mechanizmu retencji w chromatografii par jonowych [87]. Najbardziej
uniwersalny opis mechanizmu uwzgledniajacy powstawanie elektrostatyczne] warstwy
podwdjnej zostal zaproponowany przez l. Stahlberga i wspotpracownikéw [90]. Uznali, ze
procesy zwiazane z chromatografia par jonowych sa oparte wylacznie na tworzeniu
podwdjnej warstwy elektrycznej i pomingli proces powstawania par jonowych w eluencie.
W elektrostatycznym modelu Stahlberga, podstawa opisu warstwy podwojnej jest teoria
Gouy-Chapmana 1 zatozenie, ze retencja analitu jest regulowana przez energi¢ swobodna
adsorbcji AG® g, ktora sktada sie¢ z dwoch czgsci. Czgs¢ chemiczna AG®. ¢ odpowiada
swobodnej energii adsorpcji analitu przy absencji odczynnikow par jonowych (OPI)
i pozostaje stala w obecnosci OPI. Drugi sktadnik AG® g oznacza elektrostatyczng prace
zwiagzang z przeniesieniem natadowanego analitu z glgbi eluentu do powierzchni fazy
stacjonarnej. AG’ ¢ zalezy od elektrostatycznego potencjatu powierzchni fazy stacjonarnej,
wedtug nastepujacego rownania:

AG® g=zgF¥Y° Rown. 3.8
gdzie zg stanowi tadunek elektryczny analitu, za$ F oznacza stala Faradaya. Nastgpnie

otrzymano rownanie:

AG® g=AG°c gtzgF¥° Réwn. 3.9
Wspoltezynnik retencji analitu w warunkach tworzenia par jonowych jest zwigzany z
energia swobodna adsorpcji nastgpujacym roOwnaniem:

25 FY+AG . ¢ ( ZEF\yO)
=gexp | -——— ] = koexp ( - Réwn. 3.10
¢ p( RT k() P RT own

w ktorym ¢ oznacza stosunek powierzchni fazy stacjonarnej do objetosci fazy ruchomej, R

stala gazowa, T temperatur¢ bezwzgledna, a k, to wspolczynnik retencji, przy absencji
odczynnikéw par jonowych. Powierzchniowy potencjal w uproszczonej formie mozna
przedstawi¢ jako:

(g

o 1

Réwn. 3.11
kege, g

gdzie o jest to gestos¢ powierzchniowa, g, przenikalnos¢ elektryczna prozni, €, stata

dielektryczna fazy ruchomej, k dltugos¢ Debye’a.
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Najbardziej istotny wptyw na retencje i rozdzielczos¢ analitow w chromatografii par
jonowych maja nastgpujace parametry: hydrofobowos¢ i st¢zenie odczynnikéw par
jonowych, stezenie i rodzaj organicznego modyfikatora fazy ruchomej, temperatura, pH.
Wszystkie te parametry sa zawarte w Rown. 3.10 za posrednictwem potencjatu
powierzchniowego 1 energii swobodnej adsorpcji. Zwigkszenie hydrofobowosci i stgzenia
odczynnikow par jonowych prowadzi do wzrostu ich adsorpcji na powierzchni fazy
stacjonarnej, a tym samym wzrostu potencjatu powierzchniowego, co z kolei jest przyczyna
diuzszego czasu elucji analitow. Natomiast rodzaj i st¢zenie modyfikatora organicznego
wywiera wplyw na wartos¢ statej dielektrycznej fazy ruchomej. Im wyzsza hydrofobowosé
i stezenie modyfikatora organicznego tym nizsza wartos¢ stalej dielektrycznej fazy
ruchomej i mniejsze prawdopodobienstwo adsorpcji odczynnikow par jonowych na
powierzchni fazy stacjonarnej. Wazng role odgrywa réwniez pH fazy ruchome;.
Oddzialywania elektrostatyczne pomigdzy analitami i odczynnikami par jonowych o
podobnym tadunku elektrycznym nie wystepuja. Zatem chcac zwigkszy¢ retencje, nalezy

wybrac taka wartos¢ pH eluentu, aby wzmaoc stopien dysocjacji analitu.

3.2.3 Odczynniki par jonowych

OPI powinny mie¢ przeciwny tadunek do analitu. Zazwyczaj maja hydrofobowy
czfon wykazujacy powinowactwo do fazy stacjonarnej, jak 1 natadowany czlon
oddziatujacy z analitem. Dhugos¢ tancucha (hydrofobowos¢) OPI znaczaco wptywa na
zwigkszenie retencji analitow. Przy stalym skladzie eluentu, log k analitu przeciwnie
natadowanego wzgledem OPI rosnie liniowo z liczba atoméw wegla w tancuchu
alkilosulfonianu [91, 92]. Im krotszy tancuch OPI, tym nizsza jego adsorpcja na fazie
stacjonarne;j.

Powszechne zastosowanie chromatografii par jonowych doprowadzito do
dynamicznego rozwoju nowych klas OPL Rys. 3.4 przedstawia zakres stosowania

tradycyjnych i innowacyjnych OPI.
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® sole tetraalkiloamonowe

® odczynniki chaotropowe

® sole kwasow alkilosulfonowych

® [otne OPI

® mieszanina kationowych i anionowych OPI
® kwas perfluorooktanowy

B ciecze jonowe

Rys. 3.4 Zakres stosowania tradycyjnych i innowacyjnych odczynnikow par jonowych [87].

Istotng role w analizie analitow zasadowych peinig klasyczne sulfonowe jony
organiczne, a w analizie kwasowych analitow sg zazwyczaj stosowane tetraalkiloamonowe
jony organiczne.

W niektorych przypadkach wihasciwe jest stosowanie innowacyjnych OPI. Jednym
z przyktadow jest technika LC-MS. Tradycyjne nielotne OPI nie sa kompatybilne
z technika MS, poniewaz sg zrodlem zanieczyszczen powodujacych ostabienie sygnatu
detektora. Ostateczna liczba natadowanych jondw, ktore docieraja do detektora jest
obnizona przez jon parujacy dodany do fazy ruchomej. Z tego powodu male organiczne
kwasy (np. kwas mrowkowy i octowy) znalazly zastosowanie, jako lotne OPI w technice
LC-MS.

Natomiast czynniki chaotropowe, takie jak mocznik, chlorowodorek guanidyny, jak
rowniez nieorganiczne jony zgrupowane w szeregu Hofmeistera, sa efektywnie stosowane,
jako OPI w separacji biatek [93, 94]. Rowniez zastosowanie kwasu perfluorooktanowego,
jako OPI [95, 96] do rozdziatu bialek okazato si¢ metoda skuteczna.

Ponadto nalezy wspomnie¢ o nietypowej metodzie polegajacej na jednoczesnym
zastosowaniu anionowych 1 kationowych OPI, ktoéra znalazta zastosowanie do osiagnigcia

lepszej rozdzielczosci 1 skrocenia czasu analizy [97, 98].
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CEL PRACY

Jednym z najtrudniejszych 1 najistotniejszych zadan przemyslu farmaceutycznego
jest produkcja substancji enancjomerycznie czystych. Enancjomery tego samego zwiazku
farmakologicznie czynnego moga rézni¢ si¢ migdzy soba pod wzgledem wiasciwosci
farmakokinetycznych, farmakodynamicznych. skutecznosci badz tez profilu dzialan
niepozadanych. Stosowanie leku w postaci pojedynczego enencjomeru umozliwia
zmniejszenie dawki, zwigkszenie efektu terapeutycznego, zmniejszenie toksycznoscl.
Wzrost zapotrzebowania na preparaty farmaceutyczne w postaci pojedynczych
enancjomerow wplywa na rozwoj metod otrzymywania zwiazkéw homochiralnych. Z tego
powodu opracowano wiele procedur skierowanych na tematyke rozpoznania chiralnego. W
tvm kontekscie zagadnieniem ogromne) wagi jest szybka 1 skuteczna analityka substancji
chiralnych. Chromatografia niesie ze soba wielki potencjal. Z jednej strony pozwala na
powigkszenie skali procesow rozdzielania do skali preparatywnej lub nawet przemyslowe;.
za$ z drugiej strony jest wybitnie praktycznag metoda oznaczania skladu i1 stopnia czystosci
badanych preparatow. Wiele substancji chiralnych moze ulega¢ czasowej degradacji, w tym
zmianom strukturalnym, 1 zmienia¢c swoje wlasciwosci farmakologiczne. Wymaga to
systematycznej kontroli analitycznej, do czego opracowywane metody wnosza istotny
wklad.

Celem pracy bylo wykorzystanie procesu tworzenia potrojnego kompleksu
inkluzyjnego w ukladach chromatograficznych do optymalizacji efektywnych procesoéw
rozdzielania zwigzkéw farmakologicznie czynnych.

Zbadano wplyw dodatkowych substancji na efektywnos¢ rozdzialu chiralnego
opartego o oligosacharydy makrocykliczne. Dodatkowe substancje takie jak:
hydroksykwasy, odczynniki par jonowych maja ogromne znaczenie w procesie
powstawania kompleksu trojskladnikowego. gdvz pelnia rolg ..regulatora przestrzennego™.
Przeprowadzono interpretacj¢ mechanizméw rozdzialu chiralnego. a takze zbadano
wlasciwosci fizykochemiczne powstajacych kompleksow (wyznaczanie statych trwalosci,
stechiometrii, funkcji termodynamicznych). Z powyzszych wzgledow podjete w tej pracy
badania moga znalez¢ praktyczne wykorzystanie zarowno w skali analitycznej jak tez
preparatywne;j.
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CZESC DOSWIADCZALNA

WPROWADZENIE

Cze$¢ doswiadczalna sklada sig z pigciu rozdzialow:

v

v

Rozdzial 4 zawiera opis wykorzystanej aparatury, kolumn, faz ruchomych,
odczynnikéw i badanych zwiazkow.

W rozdziale 5 zaprojektowano nowatorska metode rozdzielania enancjomerow
w ukladzie modyfikowanym B-cyklodekstryna z dodatkiem hydroksykwasow
w celu zwiekszenia enancjoselektywnosci ukladu. Badano wplyw rodzaju
hydroksykwasow  na  trwalos¢  komplekséw  zwiazkow  modelowych
z cyklodekstryna.

W rozdziale 6 przedstawiono polaczenie dwoch selektorow (B-CD z OPI) w celu
sprawdzenia ich efektywnosci w rozdzielaniu enancjomerow. Badano wplyvw
temperatury, stezenia i rodzaju OPI na efektywnos¢ rozroznienia chiralnego ukladu.
Dodatkowo wyznaczono stale trwalosci kompleksow potréjnych.

W rozdziale 7 zbadano wplyw rodzaju odczynnikéw par jonowych na proces
powstawania kompleksu potrojnego analit-y-CD-OPI 1 na zdolno$¢ rozpoznania
chiralnego ukladu.

W rozdziale 8 przedstawiono optymalizacje metody dwufazowej ekstrakcji
do rozdzielania enancjomeréw cyklopentolatu.

Rozdzial 9 zawiera podsumowanie otrzymanych wynikow 1 wnioski koncowe.
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4 CZESC EKSPERYMENTALNA

4.1 Aparatura

Badania zostaly wykonane na dwoch ukladach: chromatografie cieczcowym firmy
Waters (Wieden, Austria). skladajacego si¢ z dwoch pomp Model 515, detektora UV-vis
Model 248, autosamplera Model 717 plus, termostat firmy WO Industrial Elektronics
(Langenzersdorf, Austria) Typ Jetstream 2 oraz chromatografie cieczowym Acquity UPLC
firmy Waters (Wieden, Austria) zlozonego z detektorow PDA 1 RI 2414, autosamplera
Model 996. W badaniach byl wykorzystany.

4.2 Kolumny

Stosowano nastepujace kolumny:
1. Mikrokolumny firmy Phenomenex (Torrance, CA, USA) o wymiarach 250 x 1
mm oraz 150 x I mm z wypelnieniem C18(2) o srednicy ziarna 5 pm.
2. Kolumna polisacharydowa Chiralpak AD firmy daicel ( Chiral Technologies
Europe, Cedex, Francja) o wymiarach 25 cm x 0,46 cm.
Przeplyw fazy ruchomej wynosil 0,04 mL / min na mikrokolumnach oraz 1 mL /
min na kolumnie Chiralcel AD. Kolumny byly kondycjonowane w zaleznosci od rodzaju
fazy ruchomej od godziny do kilkunastu godzin. Chromatogramy rejestrowano przy dwoch

dlugosciach fali 220 nm 1 254 nm w temperaturze 20°C.

4.3 Odczynniki

B i y cyklodekstryny pochodzily z firmy Wacker Chemie AG (Burghausen,
Niemcy).  Hydroksy-propylo-B-cyklodekstryna,  trimetylo-B-cyklodekstryna,  kwas
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cytrynowy, L-, D- i DL- kwasy winowe uzyskano z firmy Aldrich Co. (St. Louis, MO,
USA).

W badaniach, jako eluenty stosowano wodne roztwory etanolu cz.d.a. (EtOH)
i metanolu cz.da. (MeOH) z firmy Chempur (Piekary Slaskie, Polska). Jako bufor
stosowano 10 mM roztwor dihydrofosforanu sodu (NaH,PO,4) doprowadzony do pH 2,5
za pomocg kwasu ortofosforowego. Odczynniki NaH,PO, 1 H;PO,4 nabyto w firmie Fluka
(Buchs, Szwajcaria). Odczynniki par jonowych (l-dodekanosulfonian sodu C12,
1-oktylosulfonian sodu C8, 1- butylosulfonian sodu C4) dostarczyla firma TCI Europe
(Zwijndrecht, Belgia).

W ekstrakcji fazg organiczng stanowily rozpuszczalniki: n-dekanol, n-oktanol,
n-heptanol, n-heksanol, 1,2-dichloroetan z firmy Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).
Jako dodatek chiralny do fazy organicznej stosowano pochodne kwasu winowego: ester
ditertbutylowy L-kwasu winowego, ester di butylowy L- i D- kwasow winowych z firmy
TCI Europe (Zwijndrecht, Belgia) oraz ester ditertbutylowy D-kwasu winowego z firmy
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

4.4 Substancje badane

Badane zwiazki: chlortalidon. cyklopentolat, glimid, sobrerol, morfolep,
metylofenobarbital dostarczyla firma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA), 2,6-DKP zostaly
zsyntezowane w Zakladzie Technologii Srodkow Leczniczych Uniwersytety Medycznego
w Warszawie przez dr Macieja Dawidowskiego. Tabela 4.1 przedstawia nazwy zwigzkow,
ich wzory strukturalne oraz zastosowanie.

Cecha wspolna wigkszosci badanych zwiazkow jest to. ze posiadaja one pierwszo-, drugo-

1 trzeciorzedowy atom azotu aminowego oraz pierscien fenylowy.
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Tab. 4.1 Struktura i zastosowanie badanych zwigzkow

Nazwa zwigzku Wzor Wiasciwosci
farmakologiczne

Chlortalidon moczopgdne
Cyklopentolat rozszerzajacy zrenice
Glimid nasenne 1 uspokajajace
Metylofenobarbital H,C nasenne uspokajajace

\ 0 . .

N 1 przeciwdrgawkowe
C,H,
o=
/N
(0]
H
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Morfolep CH, uspokajajace
d@ 1 przeciwdrgawkowe
o TR
CH,
(Nj
(0]
Pochodna przeciwdrgawkowe
2,6-diketopiperazyny H
(2,6-DKP) N e
NH
H
Sobrerol CH, ulatwiajacy oddychanie
HO
H,C OH
CH,

Probki badanych zwigzkow byly rozpuszczone w wodnym etanolu (20% v/v etanolu

w wodzie) o stezeniu ok. | mg/ml.

4.5 Sklad fazy ruchomej

Do rozdzielenia enancjomerow uzywano nastepujacyvch eluentow:

1. Wodne roztwory etanolu (20% v/v etanolu w wodzie) z dodatkiem

B-cyklodekstryny o stezeniu od 0 do 40 mM. 0.5 M hydroksykwasow (kwas

http://rcin.org.pl




cytrynowy, L-, D- 1 DL-kwasu winowego) 1 10 mM NaH,PO,. Calos¢
doprowadzano do pH 2.5 za pomoca H3PO,.

2. Wodne roztwory etanolu (20% v/v etanolu w wodzie) z dodatkiem
B-cyklodekstryny o stezeniu od 0 do 20 mM, 10 mM NaH,PO,, odczynnikow
par jonowych (C4. C8, CIl2). ktorych stezenie miescilo si¢ w zakresie
od I mM do 10 mM. Calos¢ doprowadzano do pH 2.5 za pomoca H;PO..

3. Wodne roztwory metanolu (20% v/v metanolu w wodzie) z dodatkiem y-
cyklodekstryny o stgzeniu od 0 do 40 mM, 10 mM NaH,POy, odczynnikow par
jonowych (C4. C8, C12). ktorych stezenie miescilo si¢ w zakresie od 1 mM
do 10 mM. Calos¢ doprowadzano do pH 2,5 za pomoca H3POj.

Do oznaczania enancjomerow cyklopentolatu po ekstrakcji zostaly uzyte nastgpujace
eluenty:

1. Wodny roztwor etanolu (20% v/v etanolu w wodzie) z dodatkiem 20mM f3-
cyklodekstryny, 1 mM sodu 1-oktylosulfonianu, 10 mM NaH,PO,. Calos¢
doprowadzano do pH 2.5 za pomoca H3PO,.

Eluenty przygotowano bezposrednio przed rozpoczgciem analizy 1 przesaczono przez

saczek Nylon 66 Membranes 0.45 um (Sartorius. Gottingen, Niemcy).

4.6 Badania NMR

Widma NMR zostaly zmierzone w Laboratorium Specjalistycznym Magnetycznego
Rezonansu Jadrowego w Zakladzie Fizykochemii Kompleksow Supramolekulamych
Instytutu Chemii Fizycznej PAN przez dr Mariusza Pietrzaka.

Widma IH NMR zostaly wykonane na aparacie Bruker Avance Il 300 MHz
w roztworach D20. Jako wzorzec wewnetrzny przesunigcia chemicznego przyjeto sygnal
soli sodowej kwasu 2,2-dimetylo-2-silapentano-5-sulfonowego (DSS) przy 0,015 ppm
wzgledem TMS.
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4.7 Ekstrakcja

Faza wodna zawierala 0,05 mM/L cyklopentolatu, B-CD lub jej pochodne (HP-3-
CD, DM-B-CD lub TM-B-CD) i 0,10 mM/L buforu Na,HPO,/H;PO,. Pochodne kwasu
winowego (ester ditertbutylowy L- i D- kwaséw winowych, ester di butylowy L- 1 D-
kwasow winowych) byly rozpuszczane w fazie organicznej. 5 ml fazy organicznego i Sml
fazy wodnej umieszczano w 25 ml rozdzielaczu 1 wstrzasano (10 h) w stalej temperaturze
(20 © C). w celu osiagnigcia stanu rownowagi termodynamicznej. Po rozdzieleniu faz,

stgzenie enancjomerow cyklopentolatu w fazie wodnej oznaczano metoda HPLC.

4.8 OkreSlanie konfiguracji absolutnej enancjomeréw cyklopentolatu

Okreslanie konfiguracji absolutnej enancjomeréw cyklopentolatu zostalo wykonane
w Pracowni Spektroskopii Optycznej Instytutu Chemii Organicznej PAN przez mgr
Marcina Goreckiego.

Badania przeprowadzono stosujac chromatograf cieczowy Jasco wyposazony w
dwie pompy PU-2089 Plus, reodyng z petla 20 ul i detektor diodowy UV-VIS MD-2010.
Pomiar aktywnosci optycznej zostal przeprowadzony za pomoca detektorow chiralnych:.
ECD Jasco J-715 (elektronowy detektor dichroizmu kolowego) 1 Jasco OR-2090 (detektor
rotacji optycznej). Chromatogram ECD otrzymano przy stalej dlugosci fali (220 nm).
Chromatogram OR otrzymano przy uzyciu detektora Jasco OR-2090 wyposazonego w
lampe pracujaca Xe Hg 150W w zakresie swiatla bialego (900 ~ 350 nm). Sygnal byl
przetwarzany przez oprogramowanie ChromNAV Jasco.

Enancjomery cyklopentolatu rozdzielono na kolumnie CHIRALPAK AD (250 mm,
4,6 mm, 5 p m). Uzyto fazg ruchoma o skladzie n-heksan / izopropanol (90 / 10 v / v)
Przeplyw fazy ruchomej wynosil 1 ml/min. Temperatura termostatowania kolumny

wynosila 20°C.
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5 ROZDZIELANIE ENANCJOMEROW W UKLADZIE B-CYKLODEKSTRYNA
ORAZ HYDROKSYKWASY JAKO SKLADNIKI FAZY RUCHOME]
W CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

B-CD jest najczescie) uzywana wsrod cyklodekstryn, ze wzgledu na jej niski koszt.
Jej podstawowa wada jest niska rozpuszczalnos¢ w wodzie, w porownaniu do a-CD 1 y-
CD. Jednakze. dodatek hydroksykwasoéw moze znacznie poprawi¢ rozpuszczalnos¢ B-CD.
Stwierdzono, ze jedynie kwas cytrynowy 1 winowy ma istotny wplyw na rozpuszczalnos¢
B-CD [”]. Istotne bylo zbadanie jak dodatek hydroksykwasow wplywa na jej wlasciwosci

enancjoselektywne.

5.1 Wplyw stezenia B-cyklodekstryny w obecnosci hydroksykwaséw na retencje

W pierwszym etapie pracy byl badany wplyw stezenia B-CD 1 rodzaju
hydroksykwasow na retencje zwiazkow modelowych. Wplyw stezenia B-CD na retencje
badano przy stalym stezeniu 0,5 M hydroksykwaséw (kwas cytrynowy oraz kwasy D-,
L- lub DL-winowy) w pH 2,5. Hydroksykwasy uzyto w celu zwigkszenia stgzenia B-CD
z 20mM do 40 mM w fazie ruchomej. Stgzenie B-CD bylo zmieniane w zakresie od 0 do 40
mM. Rysunki od 5.1 do 5.3 przedstawiaja zaleznosci odwrotno$ci wspolczynnika retencji

1/k od stgzenia B-CD.
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Rys. 5.1 Zaleznos¢ odwrotnosci wspolczynnika retencji od st¢zenia B-CD bez dodatku hydroksykwasu

M lub w obecnosci 0,5 M kwasow: L-winowego ¢, D- winowego @, DL-winowego A i cytrynowego
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Rys. 5.2 Zaleznos¢ odwrotnosci wspolczynnika retencji od stezenia B-CD bez dodatku hydroksykwasu

M lub w obecnosci 0,5 M kwasow: L-winowego 4.D- winowego @, DL-winowego A i cytrynowego
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Rys. 5.3 Zaleznos¢ odwrotnosci wspolczynnika retencji od stezenia B-CD bez dodatku hydroksykwasu

M lub w obecnosci 0,5 M kwasow: L-winowego 4,D- winowego @, DL-winowego A icytrynowego

Na podstawie przedstawionych wynikéw widzimy, ze w kazdym przypadku wzrost
stezenia B-CD powoduje zmniejszenie retencji zwiazkow modelowych. Zastosowanie
dodatku kwasu cytrynowego do roztworu 3-CD powoduje wydluzenie retencji wszystkich
zwigzkow modelowych. Dla morfolepu, 2,6-DKP, metylofenylobarbitalu 1 sobrerolu
zaobserwowano wzrost retencji po zastosowaniu dodatku wszystkich analizowanych
hydroksykwasow. Natomiast retencja cyklopentolatu, chlortalidonu 1 glimidu w obecnosci
kwasu DL-winowego maleje. Powyzsze zjawisko moze by¢ zwigzane z tworzeniem
bardziej stabilnych komplekséw inkluzyjnych. Wplyw B-CD na retencje zwigzkow jest tym
silniejszy, im trwalsze tworzy ona z nimi kompleksy. Ponadto zmiany retencji zwiazkow
modelowych moga wynika¢ ze znacznego wzrostu lepkosci fazy ruchomej przy duzym

stezeniu (0,5 M) hydroksykwasow.

5.2  Wyznaczanie stalych trwalosci kompleksow

Rysunki od 5.1 do 5.3 przedstawiaja zaleznosci odwroconego wspolczynnika
retencji (1/k) w funkcji stezenia B-CD z dodatkiem lub bez dodatku hydroksykwasow

dla wybranych zwiazkéw. Poniewaz zaleznosci te sg liniowe. mozna obliczy¢ wartosci
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stalych K wedlug rownania (2.5) dotyczacego tworzenia kompleksow o stechiometrii 1:1.
Rownanie to zostalo szczegdlowo przedstawione w czgsci literaturowe) w rozdziale 2.3.1.
W tabeli 5.1 sa podane wartosci stalych trwalosci kompleksow badanych zwiazkow
z B-CD w obecnosci hydroksykwasoéw. Na podstawie zestawionvch w tabeli wynikow.
mozna zauwazy¢, ze dodatek kwasu cytrynowego powoduje spadek trwalosci badanych
kompleksow. Prawdopodobnie jest to spowodowane przez tworzenie bardziej stabilnego
kompleksu B-CD z kwasem cytrynowym (K, = 12,8). niz z kwasem winowym (K1 = 4,1).
Pomiar stalych trwalosci kompleksow hydroksykwasow z B-CD wykonal Fenyvesi

z wspolpracownikami [8].

Tab. 5.1 Stale trwalosci kompleksow badanych zwigzkow z B-CD w obecnosci 0,5 M hydroksykwasow;

warunki: kolumna 1 x 150 mm z wypelnieniem C18 (2) o $rednicy ziarna 5 pm; przeplyw 0,04 ml/min,

detektor UV-VIS (254 nm); eluent EtOH / H,0 (20 /80 v/ v) o pH 2,5 z dodatkiem B-CD i
0,5 M hydroksykwasow.

K, [M] B-CD B-CD i B-CD i B-CD i B-CD i
kwas kwas kwas kwas
cytrynowy  L-winowy — D-winowy  DL-winowy

Chlortalidon 259+0.5 135+ 0.8 29.3+0.3 229+ 0,8 32,1+ 1,7

13;540.8 7.0+ 04 20,6 +0.7 148+ 0.9 25:6:41.3

Cyklopentolat 1902+28 1832+53 2157+5,0 221,0+64 318,1x6,1

1606+ 18 1325+34 1754+98 1769+44 190,5+6,5

Glimid 177,023 S1,1+£4.2 3412+52 352,1+£76 37172+£52

Metylofenylobar- 1704+ 1,6 49.7+2.1 101,8+49 853+14 71,2+£26

bital 151,7+2,8 449+22 93,1+36 769+ 1.3 655+45

Morfolep 1854+14 763+22 950+5]7 983+ 1,1 83.6+5.3

2,6 - DKP 19,5+ 6,5 18,026  20,7+7,8 229+5,8 356 1+3.3

124+44 13,6 £2,6 15,1 +7.6 17,0 £ 6,1 25,7+4,1

Sobrerol 312%2.7 9,7+04 13329 132£3.1 11,3228

31.2+2,1 10,7+ 1.3 155421 14,7+ 3,5 14,1 £2,1
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Dodatek kwasow winowych ma pozytywny wplyw na stabilnos¢ kompleksow 3-CD
z wigkszoscia badanych zwiazkow. Wyjatek stanowia kompleksy: B-CD-Morfolep oraz -
CD-Metylofenylobarbital. Dla chlortalidonu, cyklopentolatu, glimidu i 2,6-DKP
obserwujemy efekt synergizmu. Interakcja obydwu enancjomeréw L- 1 D- kwasu
winowego wzajemnie si¢ uzupelnia, czego efektem sa trwalsze kompleksy B-CD
z badanymi zwiazkami w obecnos$ci racemicznego kwasu winowego, niz przy udziale
pojedynczych enancjomeréw tego kwasu.

Literatura dostarcza pewnych informacji na temat molekulamych oddzialywan
pomigdzy lekami, cyklodekstrynami, a hydroksykwasami. Jedna z teorii mowi
o tworzeniu kompleksu trojskladnikowego lek-cyklodekstryna-hydroksykwas. Takie
kompleksy potrojne zostaly niedawno uznane za cenne farmaceutycznie substancje [99].
Organiczne hydroksykwasy sa czesto uzywane w celu polepszenia rozpuszczalnosci lub
stabilnosci lekow w formie kompleksu z cyklodekstryna. Na przyklad, rozpuszczalnosc
1 szybkos¢ przyswajania karwedilolu poprawila si¢ poprzez tworzenie kompleksu
potrojnego karwedilol-B-CD-kwas cytrynowy [100]. Podobny lub nawet lepszy efekt
zwigkszenia rozpuszczalnosci 1 poprawy biodostgpnosci uzyskano dla Terfenadyny [101]
poprzez kompleksowanie z B-CD 1 tworzenie winianu soli. Struktura krystaliczna
kompleksu Terfenadyny-B-CD-kwas winowy zostala ukazana na rysunku 5.8, gdzie gosc¢
przyjmuje konformacje, w ktorej grupa difenylowa jest zdokowana we wnece utworzonej
przez polaczenia dwoch niezaleznych czasteczek CD przez wiazania wodorowe. Dwa
pierscienie aromatyczne inaczej oddzialywaja z CD tworzac dimer. Jeden z aromatycznych
pierscieni jest centralnie zawarty we wnece CD (oznaczonej na zielono). natomiast drugi
Jest umiejscowiony réwnolegle do powierzchni styku dwoéch CD. Centralna czgs$¢ goscia
jest otoczona przez czasteczki wody 1 kwasu winowego. ktore tworza hydrofilowe
mikrosrodowisko w szczelinach miedzy dimerami. Zwigkszona rozpuszczalnosc
wieloskladnikowego systemu moze by¢ zwiazana z istnieniem wiazan wodorowych
pomigdzy kwasem winowym (oznaczonym na zo6lto), a atomami tlenu znajdujacymi sig

przy szerszym koncu CD.
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101
].

Rys. 5.4 Fragment struktury krystalicznej kompleksu Terfenadyna-B-CD-kwas winowy |

W roztworze ten trojskladnikowy uklad jest bardziej dynamiczny. Czasteczki wody
1 czasteczki  kwasu winowego sa w nieustajacym ruchu. Pod warunkiem,
ze pewien fragment czasteczki kwasu winowego ustawi si¢ dostatecznie blisko dimeru CD,
a atom azotu goscia (oznaczony na niebiesko) i atom tlenu kwasu przyjma wzgledem siebie

odpowiednie polozenie, to struktura taka moze by¢ stabilniejsza.

5.3 Wplyw rodzaju hydroksykwasu i stezenia B-CD na enancjoselektywnos¢

Wplyw stezenia B-CD i dodatku hydroksykwasow na proces rozdzielania
enancjomerow przedstawiono w Tab. 5.2. Zwigkszenie rozpuszczalnosci B-CD do 40 mM

otrzymano poprzez dodatek 0,5 M hydroksykwasow.
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Tab. 5.2 Wplyw rodzaju hydroksykwasu i st¢zenia B-CD na enancjoselektywnos¢

enancjoselektywnos$¢ o

B-CD [mM] bez 0,5M 0,5M 0,5M 0,5M
kwasu kwas kwas kwas kwas

cytrynowy L-winowy D-winowy DL-winowy

Chlortalidon 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
10 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
20 1,20 1,08 1,10 1,10 1,08
30 - 1,13 1,15 1,15 1,13
40 e 1,16 1,17 1,18 1,16
Cyklopentolat 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
10 1,14 1,25 1,21 1,22 1,24
20 1,31 1,27 1,26 1,24 1,31
30 - 1,28 1,31 1,33 1,40
40 e 1,31 1,31 1,35 1,45
Metylofenylo- 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
barbital 10 1,07 1,00 1,06 1,06 1,07
20 1,09 1,00 1,08 1,08 1,08
30 - 1,10 1,08 1,08 1,08
40 -—-- 1,10 1,10 1,09 1,09
2,6-DKP 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
10 1,11 1,00 1,09 1,07 1,06
20 k12 1,09 1,10 1,11 1,09
30 - 1,07 1,12 1,12 1,13
40 - 1,11 1,13 1,13 1,19
Sobrerol 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
10 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
20 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
30 - 1,15 1,20 1,36 1,53
40 --- 1,16 1,30 1,85 1,90
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Zaobserwowano., ze zwigkszenie stezenia [B-CD moze poprawi¢ zdolnos¢
rozpoznania chiralnego ukladu. Nie uzyskano rozréznienia chiralnego sobrerolu w ukladzie
z B-CD bez dodatku hydroksykwasu, dopiero zwigkszenie rozpuszczalnosci B-CD do 40
mM w obecnosci kwasu DL-winowego doprowadzilo do calkowitego rozdzialu

enancjomerow (Rys. 5.5).

_i’__,.,/\fa G T w/ \/\‘ =
\

B) \

STy - . e

00 Lo 30,00 1500 00 £0 Sam

Rys. 5.5 Chromatogram enancjomerow sobrerolu uzyskany w warunkach chromatograficznych:
kolumna 1 x 150 mm z wypelnieniem C18(2) o $rednicy ziarna 5 pm; przeplyw 0,04 ml/min, detektor
UV-VIS (220 nm); eluent EtOH / H,O (20 / 80 v/ v) o pH 2,5 z dodatkiem:

A) 20 mM B,

B) 40 mM B-CD z dodatkiem 0,5 M kwasu DL-winowego.

Jednakze nie dla wszystkich zwigzkéw modelowych w ukladzie z B-CD
mody fikowanym hydroksykwasami uzyskano lepsze wyniki niz w ukladzie pojedynczym.
Dla chlortalidonu i metylofenylobarbitalu nie otrzymano wzmocnienia encjoselektywnosci.
Poprawe enancjoselektywnosci uzyskano dla cyklopentolatu, 2,6-DKP 1 sobrerolu
w wyniku polaczenia 40 mM B-CD i 0,5 M kwasu DL-winowego, podczas gdy kwasy L-
1 D-winowe stosowane oddzielnie maja slabszy wplyw na wazrost wartosci
enancjoselektywnosci. Kwas cytrynowy sposrdd analizowanych hydroksykwasow
ma najmniej korzystny wplyw na rozdzial enancjomerow wszystkich zwiazkow
modelowych. Powyzsze zjawisko moze wynika¢ z faktu. ze wystgpuje zawada przestrzenna
hydroksykwasu, ktora utrudnia utworzenie kompleksu inkluzyjnego z B-CD. Jezel
przyjmiemy, ze tworzenie kompleksu polega na wystepowaniu wigzan wodorowych
pomigdzy hydroksykwasem., a atomami tlenu znajdujacymi si¢ przy zewnetrznym,
szerszym koncu B-CD to w ten sposob oddzialtywania pomiedzy zwiazkiem rozdzielanym,
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a B-CD moga by¢ oslabione. Niewielka czasteczka kwasu winowego nie utrudnia w
dotarciu goscia do luki CD. Natomiast wigksza czasteczka kwasu cytrynowego jest silniej
wiazana przez -CD a zawada przestrzenna grup karboksylowych kwasu cytrynowego jest
bardziej rozlegla. Wobec tego im wigkszy rozmiar czasteczki 1 liczba grup funkcyjnych
hydroksykwasu, tym slabsze sa oddzialywania pomigdzy gosciem, a B-CD. Powigkszenie
zawady sferycznej w poblizu miejsca kompleksowania moze doprowadzi¢ do oslabienia
lub zaniku oddzialywan enancjoselektywnych.

Wyniki zaprezentowane w tym rozdziale potwierdzaja, ze zastosowanie polaczenia
B-CD z hydroksykwasami moze poprawi¢ rozdzielenie enancjomerow zwiazkow. Kwasy
DL-, D- i L-winowe pomimo tego, ze same nie sa w stanie rozroézni¢ enancjomerow
badanych zwiazkow, a ich dodatek zmniejsza enancjoseparacj¢ w zakresie stezen B-CD
ponizej 20 mM, to moga wplywac korzystnie na zdolnos$¢ rozréznienia chiralnego ukladu

za sprawa zwigkszenia rozpuszczalnosci 3-CD.
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6 ROZDZIELANIE ENANCJOMEROW Z; ZASTOSOWANIEM
B-CYKLODEKSTRYNY ORAZ ODCZYNNIKOW PAR JONOWYCH, JAKO
SKELADNIKOW FAZY RUCHOMEJ W CHROMATOGRAFII CIECZOWE]

6.1 Adsorpcja odczynnikéw par jonowych w ukladzie faz odwréconych.

W badaniach wstgpnych sprawdzono zachowanie si¢ OPI (C4. C8 i C12) w ukladzie
faz odwroconych z faza stacjonarng RP C18. Jako faze ruchoma zastosowano wodny
roztwor etanolu. Rysunek 6.1 przedstawia kolejnos¢ wymywania OPI. Jest ona zgodna ze
wzrostem ich hydrofobowosci. Najsilniejsze powinowactwo do fazy stacjonarnej wykazuje

C12. W przypadku C4 nie zaobserwowano adsorpcji na fazie stacjonarne;j.

C8
Cl2
I QM \
\\_M
0.00 10'60 20100 30‘00 40.'00 50'00 60Im 7000

Mnutes

Rys. 6.1 Chromatogram odczynnikow par jonowych C8 i C12. Warunki chromatograficzne; kolumna

4,6 x 50 mm wypelnienie 3,5 pm RP 18; eluent: etanol — woda (20:80 v/v); detektor refraktometryczny.
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Rys. 6.2 Chromatograficzna krzywa adsorpcji C12 na fazie stacjonarnej C18. Warunki
chromatograficzne: kolumna 4,6 x 250 mm wypelnienie 3,5 pm RP 18; eluent: etanol — woda (20:80

v/v), 5 mM C12, detekcja 190 nm.

Sprawdzono rowniez adsorpcje¢ C12 na fazie stacjonarnej C18. Doswiadczenie
wykonano w nastgpujacy sposob: kolumna byla obsadzana 5 mM C12 w temperaturze
20 °C przy przeplywie 0,04 mlUmin. Czas retencji substancji niezatrzymywanej
na kolumnie wynosil 2,5 min.

Na rysunku 6.2 przedstawiono krzywa przejscia dla 5 mM roztworu C12.
W przebiegu krzywe) zaobserwowano skok wartosci sygnalu detektora przy ok. 400 min.
Oznacza to. 1z cala powierzchnia adsorpcyjna w kolumnie zostala zapelniona C12,
az do warunkéw rownowagi termodynamicznej (przeladowanie objetosciowe kolumny).
Znajac stezenie C12, natezenie przeplywu fazy ruchomej oraz masg¢ wypelnienia kolumny
wyznaczono mase zaadsorbowanego odczynnika par jonowych. Masa zaadsorbowanego

C12 wynosita 157.955 mg na 1 g wypelnienia kolumny.

6.2 Wplyw rodzaju odczynnika par jonowych na retencje zwigzkéw modelowych

W pierwszym etapie badan sprawdzono wplyw stezenia 1 dlugosci lancucha
alkilowego odczynnikow par jonowych (OPI) na retencje zwiazkow modelowych. Stezenie
OPI muescilo sig¢ w zakresie 0-15 mM. Na rysunku 6.3 przedstawiono zaleznosci
wspolczynnika retencji zwigzkéw modelowych od stgzenia 1 dlugosci lancucha alkilowego

OPL
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g) Sobrerol
BbezOP] BC4 mC8 HCl12

o W s U

0 1 5 10 15 OPI [mM]

Rys. 6.3 Wplyw rodzaju i st¢zenia OPI na wspolczynnik retencji zwigzkow modelowych. Warunki
chromatograficzne: kolumna 250 x 1 mm z wypelnieniem C18(2) o srednicy ziarna 5 pm; przeplyw 0,04

ml/min, detektor UV-VIS (220 nm); eluent OPI w EtOH / H,0 (20/ 80 v/ v).

Jak wida¢ na rysunkach w miar¢ wzrostu stezenia 1 dlugosci lancucha alkilowego
OPI wartos¢ wspolczynnika retencji (k) rosnie dla chlortalidonu, cyklopentolatu,
morfolepu, 2,6-DKP i sobrerolu. W przypadku cyklopentolatu uzyskano pokazny wzrost
retencji, nawet przy bardzo niskim stezeniu C8 1 C12. Czas retencji CP przy stezeniach
wyzszych niz 1 mM C8 1 C12 byl zbyt dlugi do wyznaczenia ( > 600 min). Natomiast
glimid, metylofenylobarbital wykazuja calkiem odmienne zachowanie: wartos¢ k maleje
wraz ze wzrostem stezenia 1 dlugosci lancucha alkilowego OPI. Efekty te wynikaja z réznic
w budowie i1 wlasciwosciach fizykochemicznych molekul. Przy dodawaniu jonéw
wodorowych molekuly takie jak; chlortalidon, cyklopentolat, morfolepu i 2,6-DKP
przyjmuja ladunek dodatni, ktory zlokalizowany jest przy grupie NH''. W przypadku
wigkszosci badanych molekul atom azotu jest zlokalizowany w pierscieniu 1 jest on slabo
zasadowy. Aminy aromatyczne sa mniej zasadowe niz aminy alifatyczne, poniewaz wolna
para elektronowa atomu azotu ulega delokalizacji w wyniku oddzialywania z ukladem
elektronow 1 pierscienia aromatycznego. Z tego powodu elektrony wolnej pary sa mniej
zdolne do tworzenia oddzialywan jonowych. W strukturze cyklopentolatu atom azotu
znajduje si¢ w lancuchu alkilowym 1 jest sterycznie dostgpny. co moze przyczyniac si¢ do
jego silniejszych oddzialywan z OPI powodujacej znaczny wzrost retencji.

Sobrerol znaczaco rozni si¢ od pozostalych molekul, gdyz jako jedyny nie posiada
atomu azotu. Nalezy on do grupy zwiazkow chemicznych zwanych alkoholami. Alkohole
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sa slabo zasadowe 1 slabo kwasowe. Jako zasady ulegaja odwracalnemu protonowaniu
przez kwasy, dajac jon oksoniowy, ROH, . Efekty indukcyjne maja duzy wplyw
na stabilnos¢ jonu oksoniowego. Sobrerol posiada dwie grupy metylowe. ktore dostarczaja
elektrony stabilizujac jon oksoniowy. powodujac. ze alkohol ma charakter bardziej
zasadowy niz kwasowy 1 oddzialuje z przeciwnie naladowanymi OPL

Glimid i metylofenylobarbital naleza do grupy zwiazkow chemicznych zwanych
amidami. Amidy w wodnym roztworze mocnego kwasu ulegaja hydrolizie tworzac kwas
karboksylowy 1 aming. Mechanizm tej reakcji polega na addycji czasteczki wody
do protonowanego amidu. po ktorej nastgpuje odszczepienie czasteczki amoniaku. Zatem
glimid 1 metylofenylobarbital w badanych warunkach (pH = 2,5) wystepuyja w formie
niezjonizowanej. W tym przypadku brak jest oddzialywan jonowych.

Uzyskane wyniki zgadzaja si¢ z teoriag podang w rozdziale trzecim. Potwierdzaja
one, ze OPI powoduja zwigkszenie retencji przeciwnie naladowanych molekul. Wplyw OPI
na retencje¢ obojetnych molekul nie moze by¢ wyjasniony poprzez oddzialywania jonowe.
Taylor 1 Hung [91] zaproponowali jonowymienny model desolwatacji w celu wyjasnienia
spadku retencji neutralnych molekul. Model ten przewiduje, ze spadek dostgpne
powierzchni hydrofobowej w odwroconym ukladzie faz - spowodowany przez adsorpcje
OPI - jest odpowiedzialny za powstanie efektu oslabienia retencji.

Powyzsze dane staly si¢ punktem wyjsciowym do przeprowadzenia badan

w ukladzie modyfikowanym cyklodekstryna w polaczeniu z OPI.

6.3 Oddzialywanie miedzy B-cyklodekstryna, a odczynnikami par jonowych.

Z danych literaturowych wiadomo, ze -CD tworzy kompleksy z C8 1 C12. 3-CD
tworzy bardziej trwaly kompleks z C12 (K = 2980), niz z C8 (K1 = 2520). Pomiar stalych
trwalosci komplekséow OPI z B-CD wykonal Lu Runhua z wspolpracownikami [104]. W
celu potwierdzenia braku zdolnosci [-cyklodekstryny do tworzenia kompleksu
inkluzyjnego z C4 wykonano badania 'HNMR dla roztworéw wodnych (D20): C4, B-CD i

rownomolowej mieszaniny C4 z B-CD. Otrzymane widma zostaly przedstawione na
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rysunku 6.7. W widmie mieszaniny brak jest zmiany przesunig¢ chemicznych zaréwno dla

-CD jak 1 C4, co wskazuje na brak procesu kompleksowania.

» SR e, B

- S riA A - A AN R
s B 3 z Y

Rys. 6.4 Widmo '"H NMR kolejno od gory:

*  B-CD
* B-CDzC4
» C4

6.4 Wplyw stezenia B-cyklodekstryny na retencj¢ w obecnosci odczynnikéw par
jonowych.

Wplyw stezenia B-CD na retencje zwiazkow modelowych badano przy stalym
stezeniu OPI (1 mM). Stezenie B-CD bylo zmieniane w zakresie 0-20 mM.
Rysunki od 6.4 do 6.6 przedstawiaja zaleznos¢ odwrotnosci wspolczynnika retencji (1 / k)
enancjomerow (wymywanych z kolumny jako pierwsze) od stezenia B-CD bez 1 z

dodatkiem OPI.
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Chlortalidon
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Cyklopentolat
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Rys. 6.5 Zaleznos¢ odwrotnosci wspolczynnika retencji od stezenia B-CD bez dodatku OPI M lub
w obecnosci 1 mM C4 ¢, C8@iCl12 A.
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Metylofenylobarbital
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Rys. 6.6 Zaleznos¢ odwrotnosci wspolczynnika retencji od st¢zenia B-CD bez dodatku OPI M lub
wobecnoscil mM C4 ¢,C8@iCl12 A.
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Rys. 6.7 Zaleinos¢ odwrotnosci wspolczynnika retencji od stezenia B-CD bez dodatku OPI B lub w
obecnosci I mM C4 ¢, C8@iCl2 A.

Na podstawie przedstawionych wynikow widzimy, Zze wzrost stezenia
cyklodekstryny powoduje spadek retencji zwiazkéw modelowych. Natomiast dodatek OPI
przyczynia si¢ do wydluzenia czasu przebywania analitow w ukladzie. Uklad ten jest
bardzo zlozony. Zachodzi w nim wiele procesow tj.: adsorpcja analitow 1 OPI (C81 C12)
na powierzchni fazy stacjonamej. kompleksowanie analitow z B-CD, oddzialywania
jonowe pomigdzy OPI. a analitami itp. Zatem wzrost retencji analitow moze byc
spowodowany synergistycznym efektem wielu zjawisk. Chcac okresli¢ charakter tych
zjawisk w dalszej czesci pracy wyznaczono stale trwalosci kompleksow pomigdzy analitem

a B-CD w obecnosci OPI.

6.4.1 Szacowanie stalych trwalo$ci kompleksow

Przedstawiony model retencji w rozdziale 2.3.1 uwzglednia jedynie wplyw dodatku
B-CD do fazy ruchomej. Niniejszy system (chromatografii par jonowych w polaczeniu
z B-CD) jest duzo bardziej zlozony. Uklad sklada si¢ z wielu stanow rownowag
np. powstawanie par jonowych, dystrybucja analitow i1 odczynnikow par jonowych
pomiedzy faza ruchoma 1 faza stacjonamng itp. Z tego wzgledu nalezy rozwazy¢ nowy

model retencji.
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W przypadku braku CD w uktadzie chromatograficznym par jonowych, natadowany
analit Q" moze by¢ dystrybuowany do fazy stacjonarnej w towarzystwie przeciwjonu X

[93].

Kex
Qn + X QXs Réwn. 6.1
gdzie indeksy m 1 s wskazuja na faz¢ stacjonama i faz¢ ruchoma.

Stata ekstrakcji Kqx wyrazona jest jako:
QX

—

X1,Q 1,

Kex= Rown. 6.2

W chromatografii par jonowych wspotczynnik retencji jest okreslony nastgpujacym

rownaniem:

k= ¢K.[X] Réwn. 6.3
gdzie ¢ jest stosunkiem objetosci faz.
System oparty na pofaczeniu 3-CD z OPI obejmuje nastgpujaca rownowage:

Kt
Q'+ X +CD « QXCD Réwn. 6.4

gdzie QXCD jest kompleksem inkluzyjnym CD, a Kt oznacza stata trwatosci kompleksu
trojskfadnikowego pomigdzy CD, analitem oraz OPI. Mozna wykluczy¢, iz kompleks
QXCD 1 B-CD sg adsorbowane na fazie stacjonarnej [102]. Biorac pod uwage wylacznie
rownanie (6.1 1 6.4) wspotczynnik retencji moze by¢ wyrazony jako [103]:

1 Kt [X] [CD
— =+ w Rown. 6.5
kR kg

Eal

Jak wynika z w réwnaniu. (6.5) wspofczynnik retencji zalezy m. in. od rodzaju i
stezenia OPL.

Tabela 6.1 podaje stale trwalosci kompleksow (K) obliczone na podstawie
nachylenia prostych przedstawionych na rysunkach od 6.4 do 6.6. Natomiast state trwatosci
kompleksow potrojnych K wyznaczono z rownania (6.5) dla faz ruchomych z dodatkiem

OPL.
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Tab. 6.1 Stale trwalosci kompleksow badanych zwigzkow z B-CD w obecnosci 1 mM OPI. Warunki
chromatograficzne: kolumna 250 x 1 mm z wypelieniem CI18 (2) o srednicy ziarna § pm; przeplyw
0,04 ml / min, detektor UV-VIS (220 nm); eluent EtOH / H,0 (20 /80 v / v) o pH 2,5 z dodatkiem B-CD
i1l mM OPI.

B-CDiC4 B-CDiC8 B-CDiCl2
Kr[M']  Kr[M']  Kr[M']
4792 x 10° 2,934 x 10° 2,742 x 107
3222x10° 1471 x10° 1,369 x 10°
2,147 x 10° 7,391 X 10°  —mmmmemmeeeev
1493 £ 107 B85T 210" seniieninass
Glimid 1,519 x 10° 0,631 x 10° 0,505 x 10’

1,423 x 10° 0,910 x 10° 0,484 x 10’
1,256 x 10° 0,761 x 10> 0,413 x 10’
Morfolep 1,510 x 10° 1,385 x 10° 1,252 x 10°
1,240 x 10° 0,549 x 10° 0,399 x 10’
9,688 x 10° 0,336 x 10° 0,251 x 10’
Sobrerol 1,654 x 107 1,225 x10° 0360 x 10

Chlortalidon

Cyklopentolat

Metylofenylobarbital

2,6-DKP

Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem diugosci tancucha alkilowego OPI (od C4 do
C12) nastgpuje spadek trwatosci kompleksow B-CD z prawie wszystkimi badanymi
zwiazkami. Prawdopodobnie, powodem tego zjawiska jest konkurencyjne wigzanie OPI
przez cyklodekstryng [104].

Cyklopentolat wykazuje calkiem odmienne zachowanie w stosunku do badanych
zwiazkow. Stale trwalosci kompleksow cyklopentolatu z B-CD rosna wraz ze wzrostem

dtugosci fancucha alkilowego OPL.
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6.5 Wplyw dlugosci tancucha alkilowego odczynnikéw par jonowych na retencje i
zdolno$¢ rozdzielczg enancjomeréw.

W celu porownania wplywu rodzaju OPI na proces rozroznienia chiralnego pomiary
prowadzono w ukladach modyfikowanych B-CD z dodatkiem odpowiednio: 1 mM C4,
I mM C8 11 mM Cl12. Wspolczynnik retencji k, enancjoselektywnos¢ a 1 rozdzielczo$¢
pikow R zwigzkéw modelowych w badanych ukladach poréwnano w Tab. 6.2.

Dodatek 1 mM C4 do ukladu modyfikowanego B-CD ma znikomy wplyw
na parametry chromatograficzne (k, a, R;) wigkszosci zwiazkow modelowych (z wyjatkiem
cyklopentolatu 1 2,6-DKP). Powyzej opisane zjawisko mozna tlumaczy¢ nastepujacymi
faktami:

* (4 wykazalo znikomg interakcje z wigkszoscia zwiazkow modelowych,

= (4 charakteryzuje si¢ wigkszym powinowactwem do polamej fazy ruchome;,
niz fazy stacjonarnej,

* [-CD nie tworzy kompleksu z C4

Analiza wynikow dla ukladow B-CD w polaczeniu odpowiednio z C8 i CI2
wykazala. ze zwiekszenie dlugosci lancucha alkilowego w czasteczce OPI powoduje
wzrost wartosci k prawie wszystkich zwigzkow modelowych. Prawdopodobnie
jest to zasluga procesow:

= odzialywan jonowych pomiedzy bardziej hydrofobowymi OPI, a analitami
o przeciwnym ladunku,

= tworzeniem si¢ mniej trwalych kompleksow wigkszosci zwiazkow
modelowych z B-CD w obecnosci odpowiednio C8, C12.

Warto$¢ k dla metylofenylobarbitalu i glimidu w badanym ukladach pozostala
prawie niezmieniona. Prawdopodobnie jest to wynikiem braku oddzialywan
elektrostatycznych molekul z OPIL.

W wigkszosci  przebadanych przypadkach (z wyjatkiem cyklopentolatu)
zaobserwowano utrat¢ zdolnosci rozréznienia chiralnego ukladu wraz ze wzrostem
dlugosci lancucha alkilowego w czasteczce OPI. Prawdopodobnie zjawisko to wynika

z wzajemnej konkurencji analitu 1 OPI do luki B-CD.
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W przypadku czasteczki cyklopentolatu zaobserwowano odmienny wplyw dlugosci
lancucha alkilowego OPI na retencj¢ 1 zdolnos¢ chiralnego rozroznienia przez B-CD.
Przy dodatku I mM Cl12. C8 odnotowano znaczacy wzrost wartosci k 1 poprawe
rozdzielania enancjomerow. Ten wynik pozwala postawi¢ nastepujaca hipotezg:
prawdopodobnie powstaje kompleks analit-OPI, ktory latwiej ulega rozpoznaniu

chiralnemu przez B-CD.
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Tab. 6.2 Wplyw dlugosci lancucha alkilowego OPI na parametry chromatograficzne zwigzkow modelowych. Warunki chromatograficzne: kolumna 250
X 1 mm z wypelnieniem C18(2) o srednicy ziarna 5 pm; przeplyw 0,04 ml/min, detektor UV-VIS (220 nm); eluent EtOH/H,0 (20/80 v/v) o pH 2,5 z
dodatkiem 20 mM B-CD i 1 mM OPL

20mM B-CD i 20mM B-CD i 20mM B-CD i
Zwigzki 20 mM B-CD
1 mM C4 | mM C8 I mMCl2
modelowe

](1 kz o RS k| kz a Rs k] kz a R; ]\'1 k> o K

<

Chlortalidon 206 240 1,15 104 209 241 1,16 106 222 255 1,103 104 238 2,77 112 1,03

Cyklopentolat 1,18 1354 131 109 215 282 1,32 111 380 520 137 246 31,12 4323 139 266

Glimid 1.06 1,06 1,00 000 107 1,07 100 0,00 121 121 100 0,00 135 1.35 1.00 0,00
Metylofenylo-
287 3,16 109 109 289 3,18 1,10 1,08 301 328 1,10 107 307 329 1,09 1,05
barbital
Morfolep 0.79 0,79 1,00 0,00 079 0,79 1.00 000 1,07 1,07 1,00 0,00 122 1,22 1,00 0,00
2.6-DKP 440 5,25 1,19 1,76 459 550 1200 188 491 3566 1,18 163 532 6,27 1,17 1,60
Sobrerol 2,17 2,17 1,000 000 215 215 1,00 000 258 2358 1.00 000 3,12 3,12 1,00 0,00
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6.6 Wplyw stezenia odczynnikéw par jonowych na retencje i rozdzielczos¢ enancjomeroéw

Wplyw stgzenia OPI na wspoélczynnik retencji k i rozdzielczo$¢ pikow R zwigzkow
modelowych zostal zbadany przy niezmiennym stezeniu B-CD réownym 20 mM. Stezenie OPI
zmieniano w zakresie 0-15 mM. Wspolczynniki retencji zwigzkéw modelowych w ukladach
podwojnych poréwnano na rysunkach od 68 do 6.10. Nie wuzyskano parametrow
chromatograficznych dla cyklopentolatu w zakresie stezen powyzej 5 mM C12, ze wzgledu na zbyt

dlugie czasy analizy (tr > 600 min).

Chlortalidon

| 5 10 15
| OPI [mM]

' 120.00 - Cyklopentolat

‘ 90.00

60.00
| <

30.00

0.00 =

B Pl [mM]

Rys. 6.8 Zaleznosc¢ wspolczynnika retencji od stezenia OPI (C4 ¢, C8 @ i C12 A) w obecnosci 20 mM B-CD.
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2.60
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2.20
2.00

| 2 1.80
1.60

| 1.40 -
1.20

‘ 1.00

OPI [mM]

Metylofenylobarbital

10 15

5
OPI [mM]

200 - Morfolep

1:3¢ 7 ¢ =3

- a A

0.50 - .

0.00 x . :
10 15

5
OPI [mM]

Rys. 6.9 Zaleznos¢ wspolczynnika retencji od stezenia OPI (C4 ¢, C8 @ i C12 A) w obecnosci 20 mM B-CD.
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2,6-DKP

’ 400 Sobrerol

3.00 4 o — 2
|
1.00 -
~0.00 - ‘ : ‘ |
0 5 10 15
OPI [mM]

Rys. 6.10 Zaleznos¢ wspolczynnika retencji od stezenia OPI (C4 ¢, C8@® i C12 A) w obecnosci 20 mM B-CD.

Dla wszystkich zwiazkéw modelowych zaobserwowano, ze dodatek C4 w zakresie stezen
0-15 mM do ukladu modyfikowanego f-CD powoduje znikomy przyrost wspolczynnika retencji.
Bardziej intensywny wzrost retencji zwiazkow modelowych nastgpuje wraz ze wzrostem stgzenia
C8 1 C12. Widoczny przyrost retencji jest glownie spowodowany oslabieniem kompleksowania
analitow z B-CD oraz wzrostem oddzialywan jonowych pomiedzy OPI, a analitami.
Na wykresach od 6.11 do 6.12 przedstawiono zmiany R dla ukladu o stezeniu 20 mM B-CD
oraz roznej 1losci OPI. Analizujac przedstawione wyniki mozna stwierdzi¢:
= W prawie kazdym przypadku w miar¢ wzrostu stezenia OPI rosnie wartos¢ k 1 maleje
zdolnosc¢ rozdzielcza ukladu. Efekt ten moze $wiadczy¢ o slabnacym odzialywaniu

pomiedzy czasteczkami analitu, a f-CD.
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=  Wskutek zastosowania dodatku C4 w zakresie stgzen 1-10 mM do ukladu modyfikowanego
B-CD nastapila znaczaca poprawa rozdzialu enancjomerow2.6-DKP. Oddzialywania
elektorstatyczne przyciagajace pomigdzy C4, a przeciwnie naladowanymi enancjomerami
moga wplywac korzystnie na zdolnos¢ chiralnego rozpoznania B-CD.

= W ukladzie podwojnym z dodatkiem 15 mM C 12 nastapil zanik rozréznienia izomerow

optycznych chlortalidonu 1 metylofenylobarbitalu.

= Wzrost stezenia C4 1 C8 (do wartosci 5 mM) znaczaco wplywa na poprawe rozdzialu

enancjomerow cyklopentolatu.

Analiza zaleznosci stezeniowych pozwolila ustali¢ optymalne warunki rozdzialu enancjomerow
zwiazkow modelowych. W przypadku 2,6-DKP optymalne stezenie C4. dla ktorego si¢ uzyskuje
najkorzystniejsza wartos¢ R,. wynosi 1 mM. Najwlasciwsza 1 najbardzie; odpowiednig metoda do
rozdzialu enancjomerow cyklopentolatu jest zastosowanie ukladu podwojnego zlozonego z 20 mM
B-CD1 | mM C8. Ta metoda pozwala uzyska¢ zadawalajacy wspoélczynnik rozdzialu enancjomerow

cyklopentolatu (Rs = 2.46) przy stosunkowo krotkim czasie analizy (t; = 26,59, t, = 32,77).

Chlortalidon

1.2, 4

5 10 15
OPI [mM]

Rys. 6.11 Zaleznos¢ wspolczynnika rozdzielania enancjomerow od stezenia OPI (C4 ¢, C8 @ i C12 A)
w obecnosci 20 mM B-CD.

81

http://rcin.org.pl



Cyklopentolat

5 10 15
OPI [mM] |

T Metylofenylobarbital

I

| 5 10 15
| OPI [mM]

Rys. 6.12 Zaleznos¢ wspolczynnika rozdzielania enancjomerow od stezenia OPI (C4 ¢, C8 @ i C12 A)
w obecnosci 20 mM B-CD.
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6.7 Badania efektow temperaturowych

Zbadano wplyw temperatury na retencj¢ i rozdzial enancjomeréw dla wybranego zwiazku
modelowego 2,6-DKP w poszczegolnych uktadach. Badania prowadzono w zakresie temperatur 15-
40 °C. W pomiarach zastosowano uktady modyfikowane: OPI, 15 mM B-CD bez lub z dodatkiem 1
mM OPIL. W tym eksperymencie stgzenie f-CD jest ograniczone do wartosci 15 mM, z powodu
stabej rozpuszczalnosci f-CD w niskich temperaturach.

Obliczono parametry termodynamiczne na podstawie krzywych van’t Hoffa w celu
uzyskania informacji na temat mechanizmu retencji i separacji enancjomerow. Wspotczynnik
retencji (k), jest zwiazane ze statg rownowagi (K) zgodnie z nastgpujacym rownaniem [105, 106]:

k=Ko Réwn. 6.6
w ktorym ¢ oznacza stosunek faz (stosunek objgtosci fazy stacjonarnej do objetosci fazy ruchome).
Stata rownowagi jest funkcja rdéznicy energii swobodnej Gibbsa (AG®) analitu, co mozna
przedstawic¢ za pomocg wzoru:

AG®=-RTIn K=AH° - TAS® Réwn. 6.7
gdzie AH® 1 AS°® sg odpowiednio standardowg entalpig i entropia przejscia analitu z fazy ruchome;j
do stacjonarnej, R to stata gazowa, zas T oznacza temperature.

Przeksztalcajac to rownanie otrzymujemy nastgpujacg zaleznos¢ dla procesu chromatograficznego:
AH° AS°
Ink=-—+—+In¢ R6wn. 6.8
RT R
Parametry termodynamiczne w przypadku separacji dwoch enancjomeréw mozna przedstawic

Za pomocg nastgpujacego rownania:

k AAH®  AAS®
Ina=In 2 =- + Réwn. 6.9
K, RT R

gdzie AAH® i AAS® sg odpowiednio réznicami molowej entalpii i etropii dwoch enancjomerow.

6.8 Wplyw temperatury na retencje¢ zwigzkow w badanych ukladach

Na Rys 6.13 przedstawiono wykresy liniowe van't Hoff uzyskane dla 2,6-DKP w uktadach

bez lub z dodatkiem 1 mM OPI. W miar¢ wzrostu temperatury maleje adsorpcja analitu na fazie
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stacjonarnej i maleje kompleksowanie analitu z OPI, zatem proces zatrzymywania przez fazg
stacjonarna jest coraz stabszy. Dla uktadow bez i z dodatkiem 1 mM OPI (C4, C8, C12) wzrost

temperatury powoduje spadek wartosci wspotczynnika retencji.

|
‘ 3,20
290 -
2,60
& 230 4
£ 2,00 {
| 1,70 -
1,40 +— 2 ‘ =— e ‘
| 0,00315 0,0032 000325 0,0033 0,00335 0,0034 0,00345 0,0035
| vriky o |

Rys. 6.13 Zaleinos¢ In k w funkcji 1/T wyznaczona w ukladach: bezOPI B, z1 mM C4 ¢,z1 mM C8 @ i1 mM
C12 A dla 2,6-DKP.

Na Rys 6.14 przedstawiono wykresy liniowe van't Hoff uzyskane dla 2,6-DKP w uktadach
modyfikowanych B-CD z dodatkiem | mM OPIl. Dla uktadow modyfikowanych fB-CD
bez lub z dodatkiem 1 mM C4 zaobserwowano odchylenia od liniowej zaleznosci van’t Hoffa (Rys.
6.14 a1 b). W zakresie temperatur od 15 do 25 °C wspdlczynnik retencji rosnie wraz ze wzrostem
temperatury, natomiast w zakresie temperatur od 25 do 40 °C odnotowano spadek wartosci
wspotczynnika retencji wraz ze wzrostem temperatury. Dla fazy ruchomej zawierajacej C8 z 3-CD
1 C12 z B-CD Ink liniowo rosnie wraz ze wzrostem wartosci 1/T. W prezentowanych fazach
ruchomych zawierajacych B-CD wspotczynniki retencji zaleza od dwoch procesow, ktore zachodza
w dwoch réznych fazach: procesu kompleksowania w fazie ruchomej i procesu oddziatywania
z faza stacjonarna. Stwierdzono poprzednio ze [102], kiedy entalpia kompleksowania w fazie
ruchomej jest bardziej ujemna niz entalpia interakcji z fazg stacjonarng, obserwowany
jest "normalny" przebieg zaleznosci Van't Hoff (spadek retencji wraz ze wzrostem temperatury).
Natomiast, kiedy entalpia kompleksowania w fazie ruchomej jest bardziej ujemna niz entalpia
oddziatywania z faza stacjonarng obserwowany jest wzrost retencji wraz ze wzrostem temperatury.

Wydaje sig, ze dla faz ruchomych zawierajacych B-CD z C4 i1 3-CD w nizszym zakresie temperatur
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(od 15 do 25 °C) dominuje proces kompleksowania w fazie ruchomej, a w zakresie temperatur od 25
do 40 °C wigksza role odgrywa oddzialywanie z faza stacjonarng. Dla fazy ruchomej z B-CD
zawierajacej C8 lub C12 proces oddzialywania z faza stacjonarna przewaza nad procesem
kompleksowania w fazie ruchomej w calym badanym zakresie temperatur. Potwierdza to fakt,
iz stala trwalosci kompleksu 2,6-DKP-C4-B-CD jest 2-3 razy wyzsza, niz stale trwalosci
kompleksow 2,6-DKP-C8-f3 CD-i 2, 6-12-DKP B-CD (Tab. 6.1).

'a) 15 mM B-CD
1.40 -

1.35

Ink

1

1.30

1.25 - /\.\'\'

1.20 ‘ ‘ x | 1 ,
0.00315 0.0032 0.00325 0.0033 0.00335 0.0034 0.00345 0.0035
/T [1/K]

b) 15 mM B-CD z 1 mM C4
1.40

|

1.35 4

Ink

1.30: 5

1

1.25

/—'\'\.

1.20 ‘ :

0.0032  0.0032 0.0033 0.0033 0.0034 0.0034 0.0035 0.0035
1T [1/K]
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'¢)15mM B-CD z 1 mM C8
1.50 -
145
1.40
1.35
‘ -
1.30 - -

1.25 - ‘ T ‘
0.00315 0.0032 0.00325 0.0033 0.00335 0.0034 0.00345 0.0035
T [1/K]

Ink

—a

'd) 15mM B-CD z 1 mM C12

1.75

1.70 - |
1.65 j

1.60 -

1.55 A

|

\

1.50 - - : ‘ :

| 0.00315 0.0032 0.00325 0.0033 0.00335 0.0034 0.00345 0.0035
r 1/T [1/K]

Rys. 6.14 Zalezno$¢ In k w funkcji 1/T wyznaczona w ukladach: a) 15 mM B-CD, b) 15 mM B-CD i | mM C4
¢)1SmMB-CD il mM C8,d) 15 mM B-CD i 1 mM C12 dla @ (R,R)-2,6-DKP i B (5,5)-2,6-DKP.

1.80 %

Ink

Z nachylenia prostych przedstawionych na rysunku 6.14 wyliczono wartosci AH®, zas z
punktu przecigcia wyznaczono wartosci AS° + In . Obliczone dane termodynamiczne zestawiono w
postaci Tab. 6.3. Analiza termodynamicznych parametrow dla ukladéw z dodatkiem OPI wykazala.
ze zwigkszenie dlugosci lancucha alkilowego w czasteczce OPI powoduje wzrost zmian entalpii
przejscia enancjomeroéw miedzy faza ruchoma i stacjonama. Dodatek OPI wzmacnia oddzialywanie
enancjomerow z faza stacjonarna. Odtwarza si¢ to we wspolczynnikach retencji. ktore wraz ze

wzrostem dlugosci lancucha alkilowego w czasteczce OPI wydluzaja sig.
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Tab. 6.3 Parametry termodynamiczne procesu asocjacji 2,6-DKP na fazie stacjonarnej dla wybranych ukladow.

Sklad fazy AH® \S® + In R°
ruchome;j [kJ - mol ] [J-mol" K]
2,6-DKP 20% EtOH - 6,60 - 1,10 0,999
2,6-DKP C4 -7,76 - 1,51 0,998
2,6-DKP C8 -10,30 -2,40 0,999
2,6-DKP 212 - 26,58 - 6,75 0,998
(R,R)-2,6-DKP B-CDiC8 -2,79 0,10 0,997
(S.5)-2,6-DKP B-CDi1C8 -1,29 0,14 0,997
(R,R)-2,6-DKP B-CDiCl2 -5.24 0,29 0,999
(S,5)-2,6-DKP B-CDiCl2 - 3,69 0,79 0,998

W analizowanych ukladach wraz ze wzrostem hydrofobowosci OPI rosnie stopien
uporzadkowania molekularnego procesu adsorpcji  analitu na fazie stacjonamej, dzieje
si¢ to kosztem wzrostu wyrazenia [AS° +In  |.

Dla analizowanych ukladéow pojedynczych AH® 1 AS® przyjmuja wartosci ujemne. Zatem
czynnikiem determinujacym oddzialywania analitu z fazg stacjonamg jest czynnik entalpowy.

Zastosowanie polaczenia B-CD z OPI wplynelo na zmiang wlasciwosci procesu.

6.8.1 Wplyw temperatury na enancjoseparacj¢ zwiazkéw w badanych ukladach

Na rysunku 6.15 przestawiono wykresy Ina od 1/T dla 2,6-DKP w badanych ukladach.
Otrzymane zaleznosci sg liniowa w calvm zakresie badanych temperatur (15-40 °C). Otrzymane
wyniki wskazuja, 1z enancjoselektvwnos¢ 2,6-DKP maleje wraz ze wzrostem temperatury
we wszystkich badanych ukladach. W trakcie badania efektéw temperaturowych nie odnotowano

zmiany kolejnosci wymywania enancjomerow.
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" a) 15 mM B-CD
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b) 15 mM B-CD i 1 mM C4
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0.14 -

0.12 -
0.10 +
0.08 -

0.06 -
0.04 -
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0.00 :

' d) 15mM B-CD i 1 mM C12
\
|
|

Ina

0.00315 0.0032 0.00325 0.0033 0.00335 0.0034 0.00345 0.0035
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Rys. 6.15 Zaleznos¢ In a w funkcji 1/T w ukladach: a) 15 mM B-CD, b) 15 mM B-CD i 1 mM C4 ¢) 15 mM B-CD
il mMC8,d)15mM B-CD i1l mM C12 dla enancjomerow2,6-DKP.

|

Dane termodynamiczne dla procesu enancjoseparacji 2,6-DKP przedstawiono w Tab.6.4.
Dla wszystkich badanych ukladow AAH® i AAS® przyjmuja wartosci ujemne. Zatem czynnikiem
determinujacym proces enancjoseparacji jest czynnik entalpowy.

Porownujac AAG® w zaleznosci od skladu fazy ruchomej, mozna zauwazy¢, ze zastosowanie
polaczenia C8 lub Cl12 z B-CD powoduje zmniejszenie zmian entalpii swobodnej. Moze
to oznacza¢. ze domieszka C8 i1 CI12 wplywa niekorzystnie na enancjoselektywnos¢ ukladu.
Natomiast uzycie dodatku C4 do fazy ruchomej z B-CD wplynglo korzystnie na roéznicg zmian
entalpii swobodnej kompleksowania dwoch enancjomeréw. Swiadczy to o wiekszej zdolnosci

rozpoznania chiralnego ukladu zlozonego z B-CD 1 C4, niz ukladu pojedynczego.

Tab. 6.4 Parametry termodynamiczne procesu enancjoseparacji wyznaczone dla 2,6-DKP w badanych ukladach.

AAH® AAS® R’ AAG®
[kJ - mol '] [J-mol" K] [kJ - mol™]
B-CD -1,36 - 3,66 0,992 .7
B-CD i C4 -1,6 - 4,41 0,995 -0,29
B-CD i C8 -1,47 -4,07 0,999 -0,25
B-CDiCl12 1,31 -3,58 0,999 -0,24
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7 ROZDZIELANIE ENANCJOMEROW W  UKLADZIE y-CYKLODEKSTRYNA
ORAZ ODCZYNNIKI PAR JONOWYCH, JAKO SKLADNIKI FAZY RUCHOMEJ
W CHROMATOGRAFII CIECZOWEIJ

7.1 Poréwnywanie ukladéw modyfikowanych B-cyklodekstryng i y-cyklodekstryna

W celu porownania ukladow z dodatkiem B-CD i y-CD wyznaczono podstawowe parametry
chromatograficzne: wspolczynnik retencji (k), enancjoselektywnos$¢ (a) oraz wyznaczono stale
trwalosci kompleksow.

Rysunek 7.1 przedstawia zestawienie wspolczynnikéw retencji (k) zwiazkow modelowych w
ukladzie z B-CD 1 y-CD. Na podstawie przedstawionych danych mozna zauwazyc.
ze wspolczynniki retencji wszystkich zwigzkow modelowych sa nizsze dla f-CD niz y-CD.
Powyzsze zjawisko moze by¢ zwigzane z tworzeniem bardziej trwalych kompleksow zwiazkow
modelowych z B-CD niz y-CD. Wplyw cyklodekstryny na retencje jest tym silniejszy im trwalsze

tworzy ona kompleksy.

W beta-cyklodekstryna M gamma-cyklodekstryna

| 6 5
\ 5 o
& 4
3
B
1 -
0 -
o S > @ o)
& & & &
& X R s}e
& 8 S
C & &
*\0
L9
@@

Rys. 7.1 Porownanie wspolczynnik retencji (k) zwiazkow modelowych w ukladzie z B-CD i y-CD. Warunki
chromatograficzne: kolumna 250 x 1 mm z wypelnieniem C18(2) o srednicy ziarna 5 pm; przeplyw 0,04 ml/min,

detektor UV-VIS (220 nm); eluent EtOH/H,0 (20/ 80 v/ v) o pH 2,5 z dodatkiem 20 mM B-CD lub y-CD.
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Rys. 7.2 Porownanie zdolnosci chiralnego rozpoznania enancjomerow zwigzkow modelowych przez p-CD i y-CD.
Warunki chromatograficzne: kolumna 250 x 1 mm z wypelnieniem C18(2) o Srednicy ziarna 5 pm; przeplyw 0,04
ml / min, detektor UV-VIS (220 nm); eluent 1) EtOH / H,O (20 / 80 v / v) o pH 2,5 z dodatkiem 20 mM B-CD
lub 20 mM y-CD, 2) MeOH/H,0 (20 /80 v/ v) o pH 2,5 z dodatkiem 40 mM y-CD

Na rysunku 7.2 przedstawiono wartosci o zwiagzkow modelowych uzyskanych w ukladach
modyfikowanych B-CD lub y-CD. Przy wartosci stezenia 20 mM CD, wigksza ilos¢ chiralnych
zwiazkow ulega podzialowi z B-CD niz z y-CD. Jednakze y-CD wykazuje bardzo dobra
rozpuszczalnos¢ w wodnym roztworze metanolu. Zastapienie 20 % wodnego roztworu etanolu,
roztworem metanolowym umozliwilo zwigkszenie stezenia y-CD (z 20 mM do 40 mM) w fazie
ruchomej. W wyniku tej czynnosci uzyskano dodatkowy rozdzial enancjomeréw chlortalidonu
1 morfolepu oraz otrzymano znaczaca poprawe rozdzialu enancjomeréw glimidu 1 2,6-DKP. Biorac
pod uwage ten fakt w dalszych badaniach stosowano, jako fazg ruchoma 20% wodny roztwor

metanolu mody fikowany y-CD.
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® 20% EtOH beta-cyklodekstryna m20% EtOH gamma-cyklodekstryna
®20% MeOH gamma-cyklodekstryna
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Rys. 7.3 Porownanie stalych trwalosci kompleksow (K) zwigzkow modelowych z B-CD i y-CD. Warunki
chromatograficzne: kolumna 250 x 1 mm z wypelnieniem C18(2) o srednicy ziarna 5 pm; przeplyw 0,04 mI/min,
detektor UV-VIS (220 nm); eluent 1) EtOH / H,O (20 / 80 v / v) o pH 2,5 z odpowiednim dodatkiem B-CD
lub y-CD, 2) MeOH/H,0 (20/ 80 v/ v) o pH 2,5 z odpowiednim dodatkiem y-CD

W celu poréwnania zdolnosci y-CD i1 B-CD do tworzenia kompleksoéw inkluzyjnych
ze zwigzkami modelowymi, wyznaczono stale trwalosci kompleksow z y-CD. Analogiczne pomiary
przeprowadzone z udzialem 3-CD opisano w rozdziale 6.3.1.

Rysunek 7.3 przedstawia zestawienie stalych trwalosci kompleksow (K) zwiazkow
modelowych z B-CD 1 y-CD. Na podstawie przedstawionych danych mozna zauwazy¢. ze wszystkie
badane zwiazki sa zdolne do tworzenia kompleksow z B-CD 1 y-CD. Podczas tworzenia kompleksu
cyklodekstryn z innymi czasteczkami, rozmiar luki odgrywa bardzo wazna rolg. Stale trwalosci tych
kompleksow sa nizsze dla y-CD niz B-CD. Prawdopodobnie wskazuje to na nieprecyzyjne
wkomponowanie zwiazkow do luki y-CD.

Warto rowniez zauwazy¢. ze istotny jest wplyw rodzaju modyfikatora organicznego w

eluencie na wartosc stalych trwalosci kompleksow (K) zwigzkéw modelowych z y-CD.
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7.2 Wplyw stezenia y-cyklodekstryny na retencj¢ w obecnosci odczynnikéw par jonowych

Wplyw stezenia y-CD na retencje zwiazkéw modelowych badano przy stalym stgzeniu OPI
(1 mM). Stezenie y-CD zmieniano w zakresie 0-40 mM. Rysunki 7.4 od 7.6 do przedstawiaja
zaleznosé odwrotnosci wspolczynnika retencji (1 / k) enancjomerow wymywanych z kolumny jako
pierwsze od stezenia y-CD bez i z dodatkiem OPI.

Dla wszystkich badanych zwiazkéw w ukladzie pojedynczym (y-CD) odnotowano typowy
przebieg zaleznosci. Wraz ze wzrostem stezenia y-CD obserwowano spadek retencji. Wskutek
zastosowania dodatku OPI do ukladu modyfikowanego y-CD otrzymano skrocenie czaséw eluc)i
wigkszoscl badanych analitow. Otrzymano nastgpujace powiazanie. im dluzszy lancuch alkilowy
OPI tym krotszy czas retencji. Prawdopodobnie wynika to z faktu, iz zwigzki modelowe sg silniej
kompleksowane przez y-CD w obecnosci OPI.

Natomiast cyklopentolat cechuje odmienne zachowanie od pozostalych badanych zwiazkow.
Zaobserwowano intensywny wzrost retencji wraz ze wzrostem dlugosdci lancucha alkilowego OPL
Czas retencji cyklopentolatu w ukladzie z dodatkiem 1 mM C12 nie zostal oznaczony z powodu

zbyt dlugiego czasu elucji (tr > 1200 min).

Chlortalidon

0.20

0 10 20 30 40
y-CD [mM]

Rys. 7.4 Zaleinos¢ odwrotnosci wspolezynnika retencji od stezenia y-CD bez dodatku OPI B lub w obecnosci

ImMC44,C8@iCI2 A.
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Rys. 7.5 Zaleznos¢ odwrotnosci wspolczynnika retencji od stezenia y-CD bez dodatku OPI B lub w obecnosci
ImMC44,C8@iCl2 A.
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Rys. 7.6 Zaleznos¢ odwrotnosci wspolczynnika retencji od stezenia y-CD bez dodatku OPI B lub w obecnosci
ImMC44¢,C8@iCl12 A.
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7.2.1 Szacowanie stalych trwalosci kompleksow

7.2.1.1 Stale trwalo$ci komplekséw badanych zwiazkéw z y-CD w obecnosci odczynnikow
par jonowych

Tabela 7.1 podaje stale trwalosci kompleksow (K), ktore obliczono z nachylenia prostych
przedstawionych na rysunkach od 7.3 do 7.5. Stale trwalosci kompleksow potrojnych wyznaczono z

rownania (6.5) dla faz ruchomych z dodatkiem OPI.

Tab. 7.1 Stale trwalosci kompleksow badanych zwigzkow z y-CD w obecnosci 1mM OPL Warunki
chromatograficzne: kolumna 250 x 1 mm z wypelnieniem C18(2) o srednicy ziarna 5 pm; przeplyw 0,04 ml / min,

detektor UV-VIS (220 nm); eluent MeOH / H,0 (20 /80 v/ v) o pH 2,5 z dodatkiem y-CD i 1 mM OPI.

K M y-CDiC4 y-CDiC8 y-CDiCl2

0,311 x 10° 0,331 x 10° 0,493 x 10’

0,262 x 10° 0,342 x 10° 0,351 x 10°

Cyklopentolat 1.020%10° 3951 10"  scemeerr

2,013 x 10° 2,279 x 10° 2,407 x 10’

1,775 x 10° 1,927 x 10° 2,047 x 10°

Metylofenylobarbital 1,002 x 10° 1,319 x 10° 1,465 = 10’

T

0,255 x 10° 0,266 x 10° 0,279 = 10°

Chlortalidon

Glimid

Morfolep ) : ;
0,232 x 10° 0,266 x 10° 0,279 x 10°
0,350 x 10° 0,469 x 10° 0,591 x 10°
2,6-DKP : ; :
0,231 x 10° 0,362 x 10° 0,456 x 10°
Sobrerol 0,215 x 10° 0,227 x 10° 0,230 x 10°

Otrzymane wyniki wskazuja. ze wraz ze wzrostem dlugosci lancucha alkilowego OPI (od C4
do C12) nastgpuje wzrost trwalosci kompleksow y-CD z wszystkimi badanymi zwiazkami.
Wplvw dlugosci lancucha alkilowego na wartos¢ stalej trwalosci kompleksu potrojnego OPI-y-CD-
analit jest odmienny od tego, ktory zaobserwowano dla kompleksow OPI-B-CD-analit. Dla tego
przypadku, wartos¢ stalej potrojnego kompleksu OPI-B-CD-analit malala wraz ze wzrostem
dlugosci lancucha alkilowego OPI, co prawdopodobnie wynikalo z konkurencyjnego wigzania OPI

w luce cyklodekstryny.
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7.2.1.2 Stale trwalosci komplekséw odczynnikow par jonowych z y-CD

Przesuniecia chemiczne wyznaczone na podstawie pomiarow 'HNMRC nie wykazaty
powstawania kompleksow C4 z y-CD 1 C8 z y-CD (Rys. 7.7 i 7.8). Jednakze bylo mozliwe
wyznaczenie wartosci statej trwatosci kompleksu y-CD z C12 (K = 120 M) na podstawie widm 'H
NMRC (Rys. 7.9). Wymagalo to serii eksperymentow, wykonywanych przy zmiennym stosunku
komponentéw w roztworze. Zastosowano metodg stosunkéw molowych, w ktorej stezenie y-CD
pozostawato state (1 mM), natomiast zmieniano st¢zenie C12 w zakresie 0-4 mM. Nastgpnie badano
przebieg zaleznosci stosunku molowego [OPI] / [y-CD] od wartosci zmiany przesunigc
chemicznych (A8. = 6y-cp - dy-cpc12) odpowiadajace protonowi H-3 i H-2 y-CD (Rys. 7.10).
Stosujac rownanie Benesi-Hildebranda [107], wyznaczono wartosc K.

1_QOPL, A5CDy . .
B T A Q -(CDy 0)

gdzie OPIly,CD, oznaczaja odpowiednio catkowite stgzenie y-CD i Cl12, zas Q jest
granicznym  przesuni¢gciem chemicznym, definiowanym jako wartos¢ polozenia sygnatu
rezonansowego jednego ze skfadnikow kompleksu przy dazacym do nieskonczonosci nadmiarze
drugiego reagenta.

Przeprowadzone badania sugeruja, ze OPl moga dziata¢c jak "regulatory przestrzeni"
w formowaniu trdjsktadnikowego kompleksu (OPI-y-CD-analit). Mozna przypuszcza¢, ze OPI
utatwiaja tworzenie trwalszego kompleksu poprzez lepsze dopasowanie do wngki y-CD. Podobne
zaleznosci zaobserwowano dla kompleksu y-CD z pirenem w obecnosci roznych alkoholi [108].

State trwatosci kompleksu y-CD-piren wzrosty gwaltownie wskutek dodatku alkoholi.
Cykloheksanol spowodowat najwigkszy wzrost wartosci statej trwatosci kompleksu (37 krotny).
Im alkohol jest bardziej hydrofobowy i rozbudowany przestrzennie, tym wigksza trwatos¢

kompleksu .
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Rys. 7.9 Widmo '"H NMRC (-) y-CDi (-)y-CD z C12.
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Rys. 7.10 Przebieg zaleznosci stosunku molowego [OPI] / [y-CD] od wartosci zmiany przesuni¢¢ chemicznych

. = 8Y-cp - 0Y-cp-c12) odpowiadajgce protonowi ¢+ H-3 i m H-2 y-CD.
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7.3  Wplyw rodzaju odczynnikéw par jonowych na zdolnos$¢ rozréznienia chiralnego ukladu
modyfikowanego y-cyklodekstryna.

Whplyw rodzaju OPI na wspoélczynnik retencji k. enancjoselektywnos¢ a 1 rozdzielczosc¢
pikow R zwiazkéw zostala zbadana przy niezmiennym stezeniu y-CD réwnym 40 mM. Wplvw OPI
zbadano dla dwoch stezen 115 mM. Wyniki zestawiono w tabeli 7.2.

Analiza danych dla ukladow y-CD w polaczeniu odpowiednio z C4, C8 i C12 wykazala,
ze zwigkszenie dlugosci tancucha alkilowego OPI powoduje spadek wartosci k. o 1 R.. W ukladzie
podwojnym z dodatkiem 5 mM C12 nastapil zanik rozroznienia izomeroéw optycznych morfolepu.

Do wygaszenia oddzialvwan stereoselektywnych mogl si¢ przyczyni¢ wzrost stalych
trwalosci kompleksow zwigzkow modelowych z y-CD w obecnosci OPI (od C4 do C12). Trwalemu
wigzaniu gosc¢-gospodarz nie zawsze musi towarzyszy¢ wysoka enancjoselektywnos¢. W literaturze
istnieja przyklady, kiedy wzrost trwalosci kompleksu wywoluje odpowiadajacy mu spadek
enancjoselektywnosci [109,110]. Rozpoznanie chiralne wymaga dopasowania rozmiarow, ksztaltow
1 funkcji nie calych czasteczek tylko ich fragmentéw odpowiedzialnych za oddzialywania
stereoselektywne. Rozpoznanie chiralne zalezy m. in. od ograniczenia geometrycznego. ktore jest

wynikiem wplywu OPL.
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Tab. 7.2 Wplyw dlugosci lancucha alkilowego OPI na parametry chromatograficzne zwigzkow modelowych. Warunki chromatograficzne: kolumna 250
X 1 mm z wypelnieniem C18(2) o srednicy ziarna 5 pm; przeplyw 0,04 ml/min, detektor UV-VIS (220 nm); eluent MeOH / H,0 (20 /80 v / v) o pH 2,5
z dodatkiem 40 mM y-CD i 1 mM OPL

Chlortalidon Glimid Morfolep 2.6-DKP
Sklad fazy ruchome;j

k] kz o Rs k1 l\'z a R,, l\'] kz a Rg ]\'1 I\'z a Rs

40 mM y-CD 15,42 16,54 1,07 1,17 12,19 13,13 1,09 1,26 10,17 10,63 1,05 1,08 13.71 16.55 1,21 2.85
40mMy-CDz1mMC4 1535 1650 1,07 1.15 11,95 13,05 1.09 1.16 10,11 10,50 1,04 0.85 1331 16,14 1.21 2.83
4O0mMy-CDz5mMC4 1498 1593 1,06 085 11.69 12,57 1.08 1.11 10.03 10,35 1.03 0.84 13.28 16.01 1.20 2.71
40mMy-CDzI mMC8 13,61 1439 1.06 0.89 11.16 1197 1.07 1.14 851 884 1.04 0.84 1324 1593 1.20 2.69
40mMy-CDz5mMC8 12,66 1330 1,05 0,83 10,07 10,71 1,06 1.07 841 8.41 1.00 096 13,12 15,61 1.19 2,61
40mMy-CDzImMCI2 11,55 12,13 1.05 0.85 8.74 9.09 1.04 091 8,17 837 1.02 0.70 12,61 15,00 1,19 2.66

40mMy-CDz5mMCI2 875 902 1,03 081 731 750 1.03 0.82 644 644 1,00 0,00 12,59 14,60 1,16 2.35
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8 ROZDZIAL ENANCJIOMEROW CYKLOPENTOLATU W EKSTRAKCJI CHIRALNEJ

Przedmiotem badan niniejszej pracy byl rozdzial enancjomerow cyklopentolatu w ekstrakcji
z udzialem dwoch selektorow chiralnych (HP-B-CD w fazie wodnej 1 D-winianu tertbutylowego).

W ekstrakcji z udzialem jednego selektora chiralnego w fazie organicznej, proces rozdzialu
enancjomerow polega na tworzeniu dwoch diastereoizomerycznych kompleksow pomigdzy
pochodnymi kwasow D- i L- winowego, a enancjomerami R 1 S w wyniku oddzialywan
miedzyczasteczkowych,  takich  jak:  wiazania wodorowe, oddzialywania  indukcyjne
lub elektrostatyczne. Grupa aminowa cyklopentolatu pelni rolg donora protonéw, a atom tlenu estru
kwasu winowego jest akceptorem. Poniewaz tworza si¢ wigzania wodorowe pomigdzy

enancjomerami cyklopentolatu, a chiralnym selektorem, system mozna opisa¢ nastgpujacymi

zaleznosciami:
R+DSR-D Rown. 8. 1
S+DSS-D Rown. 8. 2
lub
R+L S R-L Rown. 8.3
S+L&SS-L Rown. 8. 4

Rozdzial (R)-enancjomeru 1 (S)-enancjomeru moze by¢ przypisany glownie roznicy
swobodnej enenrgii -A(AG) obu kompleksow w fazie organicznej.

-A(AG)p = -AGgr.p — (-AGs.p) = RT In ap Rown. 8.5

-A(AG)1. = -AGRr.1. — (-AGs.1) =RT In a. Rown. 8. 6

W ekstrakcji bez chiralnego selektora w fazie organicznej, a z pochodnymi -CD w fazie
wodnej, otrzymano rozdzial enancjomeréw cyklopentolatu w wyniku powstawiania dwoch
diasteroizomerycznych kompleksow.

R +B-CD S R-§-CD Rown. 8. 7

S + B-CD 5 S-§-CD Rown. 8. 8

Roéznica swobodnej energii -A(AG) pomigdzy dwoma diasteroizomerycznymi kompleksami
w fazie wodnej jest opisana rownaniem:

-A(Ac)p_c[) = -AGs_p.CD - (-AGR.p.CD) =RTIna p-Cp Rown. 8. 9
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W wielu przypadkach uzyskano poprawe wydajnosci ekstrakcji stosujac polaczenie dwoch
selektorow chiralnych (pochodnych B-CD w fazie wodnej i pochodnych kwasu winowego w fazie
organicznej (Rys. 8.1)) [111112-113]. Sila napedzajaca proces ekstrakcji z udzialem dwoch

selektorow chiralnych jest opisana nastepujacymi rownaniami:

-A(AG) =-A(AG)p - (-A(AG)p-cp) =RT In a Rown. 8. 10
-A(AG) =-A(AG)L - (-A(AG)p.cp) =RT In a Rown. 8. 11
Fazawodna Fazaorganiczna

R-B-CD 5 B-CD + R ¢mmpums R+D(L) 5 R-D(L)

S-p-CD S B-CD+ S ™™™ S+D(L) S S-D(L)

Rys. 8.1 Schemat rozdzialu enancjomerow w dwufazowej ekstrakcji chiralnej.

Jesh -A(AG)p, -A(AG)1, -A (AG)p.cp sa wigksze od zera, to sila napgdowa -A (AG) rozdzialu
enancjomeréw cyklopentolatu jest wyzsza w ekstrakcji przy zastosowaniu dwoch selektorow
chiralnych niz z udzialem jednego selektora chiralnego. W rezultacie, otrzymane wartosci o

sg korzystniejsze.

8.1 Metoda identyfikacji enancjomeréw cyklopentolatu w fazie organiczne;j.

Cyklopentolat jest powszechnie uzywany w badaniach pediatrycznych wzroku [114]
wylacznie w postaci racemicznej. Do tej pory nie zbadano aktywnosci biologicznej obu
enancjomerow cyklopentolatu oraz nie opisano metody identyfikacji enancjomerow.

Analiza ilosciowa enancjomerow zostala przeprowadzona z fazy wodnej metoda chiralne)
chromatografii cieczowe) (opisana w rozdziale 4.5). W celu okreslenia, w ktéry z enancjomerow
zostala wzbogacona faza organiczna opracowano metode identyfikacji enancjomeréw z fazy
organicznej. Rozdzial enancjomerow przeprowadzono w ukladzie faz normalnych stosujac dwa

detektory chiralne ECD (elektronowy dichroizmu kolowego) 1 OR (rotacji optycznej). Pierwszy
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eluowany enancjomer scharakteryzowany jest przez pozytywna wartos¢ ECD 1 OR, podczas gdy
drugi jest opisany przez negatywng wartos¢ (Rys. 8.2). Absolutng konfiguracj¢ enancjomerow
cyklopentolatu okreslono na podstawie porownania widm doswiadczalnych 1 obliczeniowych ECD
i OR. Obliczenia kwantowo-mechaniczne wykonano metodami funkcjonalow gestosci zaleznymi
od czasu (DT-DFT, Time Dependent Density Functional Theory) [115,116].

W celu wiarygodnego przyporzadkowania Kkonfiguracji absolutnej, najpierw zostala
przeprowadzona dokladna analiza konformacyjna w celu znalezienia konformeréw o najnizszej
energii. Nastepnie wszystkie konformery zostaly zoptymalizowane na B3LYP/6-31G (d) poziomie
teorii. W celu doprecyzowania danych, przeprowadzono ponownie optymalizacj¢ na wyzszym
poziomie (B3LYP/aug-cc-pVDZ). W koncowym etapie siedemnascie konformerow w zakresie od 3
kcal/mol ECD zostalo wybranych do dalszych obliczen. Obliczenia przeprowadzono przy dlugosci
fali 589 nm.

Jak wida¢ na rysunku 8.2, widmo ECD (R)-enancjomeru jest adekwatne z widmem
otrzymanym doswiadczalnie dla pierwszego piku. Dodatkowy dowod pochodzi z obliczen OR przy
dlugosci fali 589 nm, dla tego samego zbioru konformeréw. Symulowana wartos¢ srednia
Bolztmana OR jest dodatnia. Podsumowujac. polaczenie doswiadczalnej 1 teoretycznej analizy ECD
1 OR danych umozliwilo przypisanie absolutnej konfiguracji (R) pierwszemu eluowanemu pikowi i
(S) drugiemu. Metode te¢ wykorzystano do zidentyfikowania enancjomeru przenikajacego do fazy

organicznej. Nadmiar enancjomeryczny (R)-cyklopentolatu byl w fazie organiczne;.
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Rys. 8.2 UV (gorny) i ECD (srodkowy) i OR (dolny) chromatogramy mieszaniny racemicznej (R) — i (5)-

cyklopentolatu.

Jak wynika z Rys.8.3, widmo ECD dla (R)-enancjomeru jest adekwatne z widmem
eksperymentalnym dla pierwszego eluowanego piku. Dodatkowy dowdd pochodzi z obliczen OR,

dla tego samego zbioru konformerdw.
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Podsumowujac, polaczenie doswiadczalnej 1 teoretycznej analizy ECD i1 OR umozliwilo
przypisanie konfiguracji absolutnej (R) pierwszemu eluowanemu enencjomerowi 1 (S) drugiemu.
Metode t¢ wykorzystano do zidentyfikowania enancjomeru przenikajacego do fazy organiczne;.

Nadmiar enancjomeryczny (R)-cyklopentolat byl w fazie organicznej.
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Rys. 8.3 Widmo obliczeniowe ECD na poziomie teorii B3LYP/aug-cc-pVDZ otrzymane jako wazona suma
populacji w temperaturze 293 K poszczegolnych konformerow (R)-cyklopentolatu w odniesieniu

do doswiadczalnego widma ECD piku eluowanego jako pierwszy (tg = 10,9 min).
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8.2 Wplyw rodzaju rozpuszczalnika organicznego na parametry ekstrakcji chiralnej

W Tabeli 8.1 przedstawiono wplyw rodzaju rozpuszczalnikow organicznych
na wspolczynniki podzialu k 1 enancjoselektywnos¢ a. Faza wodna zawierala 0,05 mM
racemicznego cyklopentolatu, 0,1 M buforu Na.HPO4/H;PO, i 0,1 M HP-B-CD. W fazie
organiczne] nie wystgpowal ekstrahent. Znaczacy wplyw rozpuszczalnika organicznego
na wydajnos¢ procesu ekstrakcji byl wczesniej badany [117-119].

Stosujac jako faze organiczng 1,2-dichloroetan uzyskano wysoka wartos¢ a, ale przy bardzo
niskim wspolczynniku podzialu. Prawdopodobnie wynika to z faktu, iz cyklopentolat jest slabo
ekstrahowany do tej fazy organiczne;j.

Zastosowania alkoholi jako fazy organicznej spowodowalo poprawe wspolczynnika
podzialu. Zaobserwowano dla badanej grupy alkoholi wzmocnienie enancjoselektywnosci wraz
ze wzrostem dlugosci lancucha alkilowego. Rozpuszczalniki organiczne moga przedostawac
si¢ do fazy wodnej tworzac kompleksy inkluzyjne o roznej trwalosci z HP-B-CD [120]. Im bardziej
hydrofilowy rozpuszczalnik organicznym, tym w wigkszym stgzeniu wystepuje w fazie wodne;.
Ponadto, rozpuszczalniki organiczne w fazie wodnej, mogg powodowac wypieranie analitu z wneki
CD. Wynikiem tego procesu jest spadek enancjoselektywnosci. Dekanol, ze wzgledu
na odpowiednia skutecznos¢ procesu wybrano, jako rozpuszczalnik organiczny w chiralnej

ekstrakcji cyklopentolatu.

Tab. 8.1 Wplyw rozpuszczalnika organicznego na wspolezynnik podzialu (k) i enancjoselektywnos¢ (a).
Faza wodna: [HP-B-CD] = 0,10 M, [Cyklopentolat] = 0,05 mM, pH 6,0.

Rozpuszczalnik kg ks a
organiczny

1,2-Dichloroetan 0,050 0,041 1,22
Heksanol 0,36 0,25 1,41
Heptanol 0,39 0,27 1,46
Oktanol 0,46 0,26 1,75
Dekanol 0,48 0,27 1,83
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8.3 Wplyw pochodnych B-cyklodekstryny na parametry chiralnej ekstrakcji

Cyklodekstryny moga tworzy¢ kompleksy inkluzyjne z molekulami o ksztalcie i polarvzacji
zgodnej z wymiarami ich wneki. Cyclopentolat tworzy kompleksy inkluzyjne z nastepujacymi
pochodnymi -CD: HP-B-CD, DM-B-CD, TM-B-CD. Stale trwalosci kompleksow cyklopentolatu
z pochodnymi B-CD zostaly wyznaczone technika elektroforezy kapilarnej [121]. Cyklopentolat
tworzy najtrwalsze kompleksy z DM-B-CD, zas najmniej trwale z TM-B-CD. Stala trwalosci
kompleksu cyklopentolatu z HP-B-CD ma posrednig wartosc.

Wspolczynniki podzialu i enancjoselektywnos¢ oznaczano metoda chiralnej ekstrakeji ciecz-
ciecz. Faza wodna zawierala 0,1 M pochodnych -CD, za$ faza organiczna nie zawierala dodatku
pochodnych kwasu winowego. Wyniki przedstawione w tabeli 8.2 wskazuja, 1z najwyzsza
enancjoselektywnosc¢ 1 wysokie wspolczynniki podziatu osiagnieto stosujac HP-f-CD w porownaniu
z DM-B-CD 1 TM-B-CD. W zwiazku z tym, HP--CD zostala wybrana, jako chiralny selektor w

fazie wodne;j.

Tab. 8.2 Wplyw pochodnych B-CD na wspolczynnik podzialu (k) i enancjoselektywnos¢ (a). Faza wodna:
[pochodna B-CD] = 0,10 M, [Cyklopentolat] = 0,05 mM, pH 6,0.

Pochodne kg kg o
B-CD

HP-B-CD 0,52 0,27 1,96
DM-B-CD 0,45 0,30 1,49
TM-B-CD 0,48 0,35 1,33

8.4 Wplyw pochodnych kwasu winowego na parametry chiralne ekstrakcji

Efektywnos¢ chiralnej ekstrakcji zalezy od struktury chiralnego selektora. W kolejnym
etapie pracy zbadano wplyw rozgalezienia lancucha alkilowego pochodnych kwasu winowego na
wspolczynniki  podzialu 1 enancjoselektywnos¢. Oznaczono wspolczynniki  podzialu 1
enancjoselektywnos¢ technikg chiralnej ekstrakcji stosujac 0,1 M HP-B-CD w fazie wodnej 10,2 M
pochodnych kwasu winowego w fazie organicznej.
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Tabela 8.3 przedstawia wplyw pochodnych kwasu winowego na wspolczynnik podziatu
i enancjoselektywnos¢ cyklopentolatu. Mozna zauwazy¢, ze otrzymano poprawe wspolczynnikow
podzialu 1 enancjoselektywnosci poprzez zastosowanie drugiego czynnika chiralnego w fazie
organicznej. Warto$¢ kg jest zawsze wyzsza od ks. Wynik ten oznacza, ze pochodne kwasu
winowego wvkazujg silniejsze oddzialywanie z enancjomerem (R)-cyklopentolatu, niz (S)-
cyklopentolatu.

Zaobserwowano rowniez wzrost wspolczynnika podzialu i enancjoselektywnosci wraz
ze zwigkszeniem stopnia rozgalgzienia lancucha alkilowego pochodnych kwasu winowego. Wyniki
te sg zgodne z obserwacjami poczynionymi przez Preloga [122], iz rozbudowane przestrzennie
alkohole wykazuja silniejsze 1 bardzie) stereospecyficzne oddzialywania z chiralnymi molekulami.
Jednakze réznice w wartosciach wspolczynnikow podzialu 1 enancjoselektywnosci sa zbyt male
do wyciagniecia ogoélnych wnioskow na temat wplywu struktury selektora na mechanizm chiralnego

rozpoznania. D-winian tertbutylowy zostal wybrany jako chiralny selektor w fazie organiczne;.

Tab. 8.3 Wplyw pochodnych kwasu winowego na wspolczynnik podzialu (k) i enancjoselektywnos¢ (a).
Faza wodna: [HP-B-CD] = 0,10 M, [Cyklopentolat] = 0,05 mM, pH 6,0. Faza organiczna: [Pochodna kwasu

winowego] = 0,2 M.

Pochodne kwasu winowego kg kg o

L-winian etylu 0,67 0,34 1,97
D-winian etylu 0,75 0,38 1,98
L-winian butylu 0,66 0,34 1,94
D-winian butylu 0,68 0,35 1,95
L-winian isobutylu 0,82 0,40 2,02
D-winian isobutylu 0,85 0,42 2,06
L-winian tertbutylu 0,82 0,39 2,09
D-winian tertbutylu 0,85 0,40 2:13
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8.5 Wplyw stezenia chiralnych selektoréw na parametry chiralne ekstrakcji

Rysunki 8.4 1 8.5 przedstawiajag wplyw stezenia HP-B-CD w fazie wodnej na wspolczynnik
podzialu i enancjoselektywnos¢. Wartos¢ wspoélczynnika podzialu maleje wraz ze wzrostem stezenia
HP-B-CD. Wynika to z faktu, iz cyklopentolat wystepuje w wigkszej ilosci w postaci kompleksow
z HP-B-CD w fazie wodnej 1 w takiej postaci nie bedzie rozpuszczalny w rozpuszczalnikach
organicznych.

W badanych warunkach enancjoselektywnos¢ wzrasta stopniowo, az do momentu
osiagniecia wartosci stezenia 0,1 M HP-B-CD. Nieznaczny spadek enancjoselektywnosci nastepuje
powyzej wartosci stezenia 0,1 M HP-B-CD. Mozna to wyjasni¢ konkurencyjnoscia oddzialywania

enancjomerow cyklopentolatu z HP-B-CD w fazie wodnej, a D-winianem tertbutylowym w fazie

organicznej.
1
4 \
0.8 > @ 2
—b
0.7
< 0.6
0.5
0.4 - \ —— T —a
03 A
0.2 I T T ‘ ‘ : |
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 '
[HP-B-CD] (mol/L) 1

Rys. 8.4 Wplyw stezenia HP-B-CD na wspolczynnik podzialu (k). Faza organiczna: [D-winian tertbutylowy| =
0,2 M.
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Rys. 8.5 Wplyw stezenia HP-B-CD na wspolczynnik enancjoselektywnosci (a). Faza organiczna: [D-winian

tertbutylowy] = 0,2 M.

Na rysunkach 86 1 87 przedstawiono zaleznosci wspodlczynnika podzialu
1 enancjoselektywnosci od stezenia D-winaniu tertbutylowego. Wzrost stezenia D-winaniu
tertbutylowego ma pozytywny wplyw na wartos¢ wspolczynnika podzialu. Efekt ten wynika
z przyrostu ilosci powstalych diastereoizomerycznych komplekséw w fazie organicznej.

Ponadto. wzrost stezenia D-winaniu tertbutylowego w zakresie 0,1 — 0,2 M wplywa
korzystnie na enancjoseletywnos¢. Po przekroczeniu stezenia 0.2 M enancjoselektywnos¢ maleje.
Enancjoselektywnos¢ osigga maksimum, przy stosunku molowym stgzenia D-winianu
tertbutylowego do HP-B-CD 2:1. Prawdopodobnym wytlumaczeniem tego zachowania
jest konkurencyjnos¢ oddzialywan w fazie wodnej 1 organicznej. HP-B-CD korzystniej oddzialuje
z enancjomerem (S)-cyklopentolatu w fazie wodnej, zas D-winian tertbutylowy oddzialywuje silniej

z enancjomerem (R)-cyklopentolatu w fazie organiczne;.
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Rys. 8.6 Wplyw stezenia D-winianu tertbutylowego na wspolczynnik podzialu (k). Faza wodna: [HP-B-CD] = 0,10
M, [Cyklopentolat] = 0,05 mM, pH 6,0.
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Rys. 8.7 Wplyw stezenia D-winianu tertbutylowego na enancjoselektywnos¢ (a). Faza wodna: [HP-B-CD] = 0,10
M, [Cyklopentolat] = 0,05 mM, pH 6,0.

8.6 Wplyw pH na parametry chiralne ekstrakcji

Rysunki 8.8 1 8.9 przedstawiaja wplyw pH na wspolczynnik podzialu i enancjoselektywnosc¢
enancjomerow cyklopentolatu. Wspoélczynnik podzialu maleje wraz ze wzrostem pH. Natomiast
wzrost pH powoduje zwigkszenie zdolnosci rozdzielczej badanego ukladu. Prawdopodobnie
ma to zwiazek ze spadkiem stosunku formy obojetnej cyklopentolatu do formy zjonizowanej wraz
ze wzrostem pH. D-winian tertbutylowy ma wigksza zdolnos¢ rozpoznania chiralnego obojetnych

molekul cyklopentolatu. Natomiast forma jonowa cyklopentolatu wystepuje glownie w fazie
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wodnej. Optymalne wartosci wspolczynnika podzialu i enancjoselektywnosci uzyskano dla wartosci

pH 6.

3 ;
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Rys. 8.8 Wplyw pH na wspolezynnik podzialu (k). Faza wodna: [HP-B-CD] = 0,10 M, [Cyklopentolat] = 0,05 mM.

Faza organiczna: [D-winian tertbutylowy] = 0,2 M.
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Rys. 8.9 Wplyw pH na enancjoselektywnos¢ (o). Faza wodna: [HP-B-CD] = 0,10 M, [Cyklopentolat] = 0,05 mM.

Faza organiczna: [D-winian tertbutylowy] = 0,2 M.
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9 PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W niniejsze rozprawie doktorskiej podjeta tematyke zastosowania Kompleksow
trojskladnikowych opartych o makrocykliczne oligosacharydy, w enancjoseparacji substancji
biologicznie czynnych. Do realizacji tego celu wybrano, jako selektory chiralne naturalne
cyklodekstryny (B-CD, y-CD), jak rowniez dodatkowe substancje: odczynniki par jonowych
1 hydroksykwasy. Do zdobycia informacji na temat mechanizméw rozdzialu chiralnego w ukladach
podwdjnych glownie wykorzystano proste eksperymenty chromatograficzne. Zbadano wlasciwosci
fizykochemiczne powstajacvch kompleksow podwojnych 1 potrojnych (wyznaczono stale trwalosci
kompleksow, stechiometrie, funkcje termodynamiczne kompleksow).

W rozdziale 5 zamieszczono wyniki otrzymane w nowatorskim ukladzie modyfikowanym B-CD
w polaczeniu z hydroksykwasami. Celem tej pracy bylo zbadanie wplywu hydroksykwasow na
trwalos¢ komplekséw zwiazkow modelowych z cyklodekstryna 1 na zdolno$¢ rozroznienia
chiralnego ukladu modyfikowanego [B-CD. Na podstawie wynikow badan sformulowano
nastepujace wnioski:

e Hydroksykwasy moga by¢ wykorzystane do zwigkszenia stezenia 3-CD w fazie ruchomej

w ukladzie HPLC.

e Odnotowano spadek trwalosci kompleksow badanych zwiazkow z B-CD w obecnosci kwasu
cytrynowego.
e Dodatek kwaséow winowych ma pozytywny wplyw na trwalos¢ kompleksow [-CD

z wigkszosciag badanych zwiazkow.

e Wzrost trwalosci komplekséw, moze by¢ tlumaczony na podstawie doniesien literaturowych
powstawaniem kompleksu tréjskladnikowego lek-cyklodekstryna-kwas winowy.

e Stwierdzono. ze wzrost stgzenia [-CD. w obecnos$ci hydroksykwasow: L-, D-, LD-
winowych wzmacnia enancjoselektywno$¢ ukladu.

e Polaczenie B-CD i kwasu cytrynowego ma negatywny wplyw na zdolnos¢ rozroznienia
chiralnego uktadu.

e Dla wszystkich zwiazkow modelowych najwigksza wartos¢ enancjoselektywnosci

zaobserwowano w ukladzie modyfikowanym B-CD w obecnosci kwasu DL-winowego.
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e Dla sobrerolu uzyskano najbardziej widoczna poprawe rozdzialu enancjomerow.
Nie otrzymano rozrdéznienia chiralnego sobrerolu w ukladzie pojedynczym (z f-CD bez
dodatku hydroksykwasu), dopiero zwigkszenie rozpuszczalnosci B-CD do 40 mM
w obecnosci kwasu DL-winowego doprowadzilo do calkowitego rozdzielenie
enancjomerow.

e Najprawdopodobniej, powyzszej przedstawione wyniki wynikaja z konkurencji pomiedzy
hydroksykwasami, a zwiazkami modelowymi. Kiedy B-CD ma najnizsza trwalos¢

kompleksu z hydroksykwasem, uzyskano najwyzsza enancjoselektywnos¢ ukladu.

W rozdziale 6 opisano zastosowanie -CD w polaczeniu z OPI w chromatografii cieczowe;.
Zbadano wplyw temperatury, stgzenia i rodzaju OPI na retencj¢ i enancjoselektywnos¢ zwiazkow
modelowych. Ponadto wyznaczono stale trwalosci podwdjnych i potrojnych kompleksow. Wyniki
wykazaly. ze:

e W wodnym roztworze etanolu o stezeniu 20 %, C8 1 C12 sg adsorbowane na fazie RP-18.
Natomiast C4 nie ulega adsorpcji w wyzej opisanych warunkach.

e W miar¢ wzrostu stgzenia i dlugosci lancucha alkilowego OPI warto$¢ wspolczynnika
retencji rosnie (dla chlortalidonu. cyklopentolatu, morfolepu, 2,6-DKP 1 sobrerolu)
lub maleje (dla glimidu i metylofenylobarbitalu) w zaleznosci od budowy 1 wlasciwosci
fizykochemicznych molekul.

e  Wraz ze wzrostem dlugosci lancucha alkilowego OPI (od C4 do C12) nastepuje spadek
trwalosci kompleksow B-CD z prawie wszystkimi badanymi zwigzkami. Wylacznie
w przypadku kompleksow cyclopentolatu z B-CD odnotowano znaczacy przyrost
trwalosci wraz ze wzrostem dlugosci lancucha alkilowego OPI.

e Dodatek OPI do fazy ruchomej modyfikowanej f-CD moze promowac lub degradowac
zdolnos¢ rozpoznania chiralnego ukladu w zaleznosci od charakteru zwiazkow
modelowych (kwas, zasada, amfoter).

e W wyniku zastosowania dodatku OPI uzyskano znaczacy wzrost rozdzialu enancjomerow
cyklopentolatu. Prawdopodobnie ze wzgledu na silny charakter zasadowy tego zwiazku.

e Poprawa rozdzialu enancjomerow jest mniej oczywista dla 2,6-DKP 1 niezauwazalna dla

chlortalidonu 1 metylofenylobarbitalu.
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W miarg wzrostu stgzenia OPI rosnie wartos¢ wspolczynnika retencji 1 maleje zdolnos¢
rozdzielcza ukladu. Efekt ten moze $wiadczy¢ o slabnacym oddzialywaniu pomigdzy
czasteczkami analitu, a 3-CD. Cyklopentolat wykazal odchylenia od tej prawidlowosci.
Wzrost stezenta C4 1 C8 (do wartosci 5 mM) znaczaco wplywal
na poprawg rozdzialu enancjomerdw cyklopentolatu.

Analiza termodynamicznych parametrow dla ukladow modyfikowanych (-CD
z dodatkiem OPI wykazala, ze zwigkszenie dlugosci lancucha alkilowego w czasteczce
OPI wzmacnia oddzialywanie enancjomerow z faza stacjonarng. W efekcie dla fazy
ruchomej z B-CD zawierajacej C8 lub C12 proces oddzialywania z faza stacjonarna
przewaza nad procesem kompleksowania w fazie ruchomej. Dla faz ruchomych
zawierajacych sama -CD lub z C4 wspolczynniki retencji zaleza od dwoch procesow:

procesu kompleksowania w fazie ruchomej 1 procesu oddzialywania z faza stacjonarna.

W rozdziale 7 zbadano wplyw rodzaju odczynnikoéw par jonowych (OPI) na proces

powstawania kompleksu potrojnego analit-y-CD-OPI i na zdolnos¢ rozpoznania chiralnego ukladu.

Zestawienie otrzymanych danych pozwolilo na sformulowanie nastepujacych wnioskow:

Dodatek OPI do ukladu modyfikowanego y-CD powoduje skrocenie czasow elucji
wigkszosci badanych analitow.

Zwigkszenie dlugosci lancucha alkilowego OPI wywoluje spadek zdolnosci rozréznienia
chiralnego ukladu modyfikowanego y-CD

Wraz ze wzrostem dlugosci tancucha alkilowego OPI nastepuje wzrost trwaloscl
kompleksow y-CD z wszystkimi badanymi zwiazkami.

v-CD tworzy kompleksy inkluzyjne sposréd badanych OPI (C4, C8, C12) wylacznie z C12
OPI moga dziala¢ jak "regulatory przestrzeni" w formowaniu tréjskladnikowego kompleksu

(OPI-y-CD-analit)

W rozdziale 8 sprawdzono mozliwos¢ wykorzystania techniki dwufazowej ekstrakeji

do rozdzielania enancjomerow stosujac polaczenie dwoch sektorow chiralnych (pochodnych B-CD

w fazie wodnej 1 pochodnych kwasu winowego w fazie organicznej). Ekstrakcja okazala sig

skutecznym narzedziem do osiagnigcia separacji enancjomerow cyklopentolatu. W celu uzyskania
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wystarczajace) enancjoselektywnosci, konieczna jest optymalizacja warunkow procesu. Zbadano
wplyw rodzaju 1 stezenia chiralnych selektorow, pH. rodzaju rozpuszczalnika organicznego na
enancjoselektywnos¢ 1 wspolczynnik podzialu.  Analiza iloSciowa enancjomerow zostala
przeprowadzona =z fazy wodne;] metoda chiralnej chromatografii cieczowej (opisana
w rozdziale 4.5). W celu okreslenia. w ktory z enancjomerow zostala wzbogacona faza organiczna
opracowano metode identyfikacji enancjomerow z fazy organicznej. Rozdzial enancjomerow
przeprowadzono w ukladzie faz normalnych stosujac dwa chiralne detektory: elektronowego
dichroizmu kolowego (ECD) i1 polarymetryczny (OR). Na podstawie eksperymentalnej weryfikacji
wykazano, ze:

e Maksymalna wartos¢ enancjoselektywnosci (o = 2,13) 1 optymalny wspolczynnik podzialu
(krp = 0,85, k¢ = 0,40) uzyskano w nastgpujacych warunkach: 0,10 M HP-B-CD w fazie
wodnej o pH 6 10,20 M D-winianu diterbutylowego zawartego w dekanolu.

e Polaczenie doswiadczalne) 1 teoretvcznej analizy ECD 1 OR umozliwilo przypisanie
konfiguracji absolutnej (R) pierwszemu eluowanemu enencjomerowi i (S) drugiemu. Metode
t¢ wykorzystano do zidentyfikowania enancjomeru przenikajacego do fazy organicznej.

Nadmiar enancjomeryczny (R)-cyklopentolatu byl w fazie organiczne;.

Nie mozna pomina¢ faktu, iz chiralna ekstrakcja jest tanig technika 1 moze by¢ zastosowana
w skali przemyslowe;.

W ninigjszej pracy udowodniono, ze odpowiednia modyfikacja cyklodekstryn wplywa
na znaczny wzrost trwalosci ich kompleksow z substancjami farmakologicznie czynnymi.
Zagadnienie to moze by¢ zastosowane w produkcji nowych form lekow. Przykladem sa leki
charakteryzujace si¢ szkodliwvm dzialaniem 1 niskg wartosci stalej kompleksowania z
cyklodekstrynami [123]. Jedna z metod ograniczenia niepozadanego wplywu leku na organizm jest
wytworzenie kompleksow inkluzyjnych z makrocyklicznymi oligosacharydami. Odpowiednia
modyfikacja cyklodekstryny moze umozliwi¢ zastosowanie ich jako nosnikéw tych lekow.

Analiza ukladow bazujacych na cyklodekstrynach w polaczeniu z substancjami dodatkowymi
(hydroksykwasy, OPI) pozwolila ustali¢ najkorzystniejsze warunki rozdzialu enancjomeréw
zwiazkow modelowych. Analizowane substancje dodatkowe pomimo, ze nie sa wstanie rozroéznic¢
enancjomerow zwiazkow modelowych, wplywaja korzystnie w odpowiednich warunkach

na enacjoselektywnos¢ ukladu. Uzyskano czesciowy lub calkowity rozdzial wszystkich zwiazkow
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modelowych. pomimo ich zréznicowanych wlasciwosci chemicznych. Mozna przypuszczac, ze w
wyniku dalszej optymalizacji otrzymano by rozdzial do podstawy pikow.

Warto nadmieni¢ o innych zaletach zaprezentowanych ukladow. na ktore sklada
sig¢ stosunkowo niski koszt 3-CD i y-CD w poroéwnaniu z jonowymi pochodnymi cyklodekstryn.
Ponadto uzyskano niskie zuzycie rozpuszczalnikow, w wyniku zastosowania kolumn
mikroborowych. Z tego powodu, nie ma potrzeby stosowania kosztownych chiralnych faz
stacjonarmych. Zmniejszenie rozmiarow kolumny oznacza. ze wielko$¢ probki i szybkos¢ przeplywu

fazy ruchomej zostala zredukowana. co ulatwilo stosowanie drogich dodatkow do fazy ruchome;j.
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STRESZCZENIE

Ponad polowa lekow obecnych na rynku farmaceutycznym to substancje chiralne. Jednym
z najtrudniejszych zadan przemyslu farmaceutycznego jest produkcja substancji enancjomerycznie
czystych. Wzrost zapotrzebowania na preparaty farmaceutyczne w postaci pojedynczych
enancjomerow wplywa na rozwo) metod otrzvmywania zwiazkow homochiralnych. Z tego powodu
opracowano wiele procedur skierowanvch na tematyke rozpoznania chiralnego. W tym zadaniu
chromatografia cieczowa okazala si¢ jedna z najskuteczniejszych strategii glownie do analizy
czystoscl enancjomerow.

Jednym z podejsc stosowanym w chiralnej chromatografii cieczowej jest interakcja racematu
z selektorem chiralnym, stanowiacym dodatek do fazy ruchomej. Cyklodekstryny, ze wzgledu na
latwosc¢ tworzenia kompleksow inkluzyjnych, wysoka czysto$¢ enancjomeryczng 1 niska ceng
stanowia istotng grupe selektorow chiralnych.

W niniejszej pracy doktorskiej opisano wplyw dodatkowych substancji na efektywnosc
rozdzialu chiralnego opartego o cyklodekstryny. Ponadto dodatkowe substancje takie jak:
hydroksykwasy 1 odczynniki par jonowych maja ogromne znaczenie w procesie powstawania
trojskladnikowego kompleksu. Przeprowadzono interpretacji¢ mechanizmow rozdzialu chiralnego
i retencji, a takze zbadano wlasciwosci fizykochemiczne powstajacych kompleksow (wyznaczanie
stalych trwalosci. stechiometrii, funkcji termodynamicznych).

Pierwsza czes¢ pracy zawiera opis badan wykonanych w ukladzie modyfikowanym B-CD z
dodatkiem hydroksykwasow. Uzyvskane wyniki potwierdzily. 1z wzrost stezenia -CD w obecnosci
kwasow L-, D-, LD-winowych ma pozytywny wplyw na proces rozroznienia chiralnego wigkszosci
zwigzkow modelowych. Natomiast dla mieszaniny B-CD z kwasem cytrynowym uzyskano znaczne
pogorszenie rozdzialu enancjomerow wszystkich zwiazkow modelowych. Wyznaczono stale
trwalosci badanych zwigzkoéw z B-CD bez 1 w obecnosci hydroksykwasoéw. Dodatek kwasow
winowych mial pozytywny wplyw na trwalos¢ kompleksow B-CD z wigkszoscia badanych
zwigzkow. Zagadnienie to moze mie¢ zastosowane w produkcji nowych form lekéw z uwagi
na to. iz kompleksy potrojne lek - kwas winowy - cvklodekstryna sa od niedawna stosowane jako

substancje farmaceutyczne.
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Druga czes¢ pracy dotyczyla rozdzialow enancjomerow z zastosowaniem cyklodekstryn
(B-CD lub y-CD) oraz odczynnikéw par jonowych (OPI), jako skladnikow fazy ruchomej
w chromatografii cieczowej. Wykazano. ze polaczenie tych dwoch typow selektorow (OPI 1 CD)
moze prowadzi¢ do poprawy rozdzialu enancjomerow. Badania dotyczace wplywu stezenia
1 rodzaju OPI pozwolily na przeprowadzenie interpretacji mechanizmow retencji w ukladach OPI
z CD. Wyznaczone parametry termodynamiczne (entalpia, entropia, enargia swobodna Gibbsa)
wykorzystano do opisu mechanizmu rozdzialu enancjomerow.

W ostatniej czgsci ekspervmentalnej pracy sprawdzono mozliwos¢ wykorzystania ekstrakcji
do rozdzielania enancjomeréw cyklopentolatu stosujac polaczenie dwoch sektoréow chiralnych
(pochodnych B-CD w fazie wodnej i1 pochodnych kwasu winowego w fazie organicznej).
Analizowane byly rézne parametry zwiazane z enancjoseparacja m.in.: typ 1 stezenie selektorow
chiralnych, warto$¢ pH oraz rodzaj rozpuszczalnika organicznego.

Wyznaczono Kkolejnos¢ wymywania enancjomeréw cyklopentolatu wykorzystujac dwa
chiralne detektory elektroniczne dichroizmu kolowego (ECD) i skrecalnosci optvcznej (OR).

Na podstawie zebranych wynikow zoptymalizowano rozdzielanie enacjomerow

cyklopentolatu w dwufazowej ekstrakcji chiralne;.
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