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1. Wstep

Wspoélczesne nauki wymagaja rozwigzywania probleméw na poziomie
molekularnym 1 submolekularnym. Wprowadzanie coraz to nowych technologii do
przemystu, medycyny, zycia codziennego wigze si¢ z naukowym poznaniem zjawisk
fizykochemicznych i procesow biologicznych.

Chromatografia 1 inne techniki separacyjne byly uzywane juz w czasach
starozytnych. Pierwszym uzytym rodzajem chromatografii, klasyfikowane; wedtug
wspotczesnych regut byta chromatografia jonowymienna. Pierwsze relacje odno$nie tej
techniki pochodza mianowicie ze Starego Testamentu [1]. W Drugiej Ksiedze
Mojzeszowej czytamy: ,,Mojzesz wotat do Pana, a Pan wskazal mu drzewo; i wrzucit je
do wody, a woda stata sie stodka. Tam ustanowit dlan przepisy i prawo i tam go
doswiadczyl” (Exodus XV 25). 150 lat temu stowo ,,chromatografia” oznaczato jednak
catkiem co innego niz obecnie. Pod takim tytutem zostata opublikowana przez G. Fielda
w 1835 r. praca na temat teorii koloréw. W roku 1873 w publikacji H. C. Sorby’ego pt.:
,On comparative vegetable chromatology” przedyskutowany zastal jednak problem
identyfikacji barwnikow warzyw za pomocg innej metody analitycznej — spektroskopii
[2].

Chroma (z greckiego kolor) 1 graphe (z greckiego pisac) sa stowami
pojawiajacymi si¢ bardzo czgsto w nowoczesnych jezykach stosowanych w
terminologii naukowej 1 technologicznej. Oprocz stowa angielskiego graphics (z
greckiego grafika), obecnie bedacego stowem zupelnie samodzielnie wystepujacym w
mowie powszechnej, przyrostek ,,-graph” jest uzywany do nazywania wielu rodzajow
instrumentow naukowych rejestrujacych pomiary. Stowo ,,chromatografia” uzyt po raz
pierwszy Michail Siemionowicz Cwiet w roku 1906 w nawigzaniu do nowej techniki
wykorzystanej przez niego do rozdziatu naturalnego chlorofilu za pomoca adsorbentow.
W swojej pracy z 1903 r. [3] Cwiet zacytowal prace Sorby’ego, a w 1906 r., nawiazujac
do tej publikacji, w pracach [4,5]: ,,Physikalisch-chemische Studien iiber Chlorophyll.
Die Adsorptionen” oraz ,Adsorptionsanalyse und chromatographische Methode.
Anwendung auf die Chemie des Chlorophylls”, przyréwnal strefy kolorow
rozdzielanych zwigzkéw do ,,promieni $wiatta w widmie”. Neologizm Cwieta —
,chromatografia” — powstal wigc prawdopodobnie pod wpltywem stowa
,chromatologia” uzytego przez Sorby’ego. Obecnie wysuwa si¢ takze inng hipoteze

powstania stowa ,,chromatografia”. Mianowicie sadzi si¢, ze Cwiet nie koniecznie mogt



mie¢ na mysli znaczenie ,,malowania kolorami” tworzgc nazwe¢ nowej techniki
analitycznej [6]. Interesujgcym zbiegiem okolicznosci moze by¢ fakt, ze nazwisko
Cwiet jest identyczne z rosyjskim stowem ,kolor” (ros. [[BET). Moze zatem Cwiet,
ktérego nazwisko, po rosyjsku, znaczy ,kolor” tworzac stowo ,.chromatografia”
wykazat sie poczuciem humoru [7].

Techniki separacyjne, tj. wysoce sprawna chromatografia cieczowa,
chromatografia gazowa, chromatografia cienkowarstwowa, kapilarna elektroforeza
strefowa, izotachoforeza kapilarna, kapilarne ogniskowanie izoelektryczne, micelarna
chromatografia elektrokinetyczna czy elektrochromatografia kapilarna maja obecnie
ustalone miejsce posrod innych technik analitycznych. Jedng z najwazniejszych technik
wykorzystywanych zarowno w celach czysto naukowych, jak i w rutynowych
pomiarach laboratoryjnych jest wysoce sprawna chromatografia cieczowa (high-
performance liquid chromatography, HPLC). Technika ta jest tez powszechnie
wykorzystywana w analizach farmaceutycznych 1 chemicznych na poziomie
przemystowym [8]. Jest ona warto§ciowym narzedziem analitycznym w laboratoriach
klinicznych stosowanym na $§wiecie do rutynowych analiz medycznych 1 w terapii
monitorowanej pomiarami st¢zenia lekow w ptynach ustrojowych [9]. Wysoce sprawna
chromatografia cieczowa stosowana jest takze w specyficznych pomiarach naukowych
wykorzystywanych do oceny wihasciwosci fizykochemicznych zwigzkéw chemicznych
[10]. HPLC moze stuzy¢ do charakterystyki molekularnej lekéw i innych biologicznie
aktywnych zwigzkéw. Znajduje zastosowanie w farmakologii molekularnej, chemii
lekéw 1 w racjonalnym projektowaniu lekow [11,12]. Stosujac HPLC mozna rozdziela¢
prawie wszystkie proste i zlozone mieszaniny [13,14]. Technika ta stuzy do rozdzielen
zardbwno zwigzkow matoczasteczkowych [15,16], jak i biatek [17,18], oznaczanych

jakosciowo 1 ilosciowo [19,20].

1.1. Molekularne podstawy rozdzielen chromatograficznych

Faktyczny rozwoj chromatografii rozpoczal si¢ w potowie XX wieku, kiedy to
podniesiono sprawnos¢ kolumny, przyspieszono przeptyw fazy ruchomej i co za tym
idzie skrdécono czas analizy.

Chromatografia zawdzi¢cza swa obecng popularnos¢ takim zaletom jak:
— mozliwo$¢ wykrywania substancji analizowanej 1 oznaczania jej iloSci w probce w

bardzo niskim st¢zeniu wobec innych substancji,



— otrzymywanie czystych zwigzkow w ilosciach o znaczeniu przemystowym,
szczegblnie w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym i spozywczym [21],

— mozliwos$¢ jej wykorzystywania do planowania optymalnej struktury czasteczkowe;j
lekow 1 innych substancji biologicznie czynnych [12],

— zastosowania w badaniach fizyko-chemicznych (badanie wtasciwosci adsorbentow 1
katalizatorOw, wyznaczanie izoterm adsorpcji, powierzchni wlasciwych, ciepta
rozpuszczania, statych kompleksowania itp.) [21],

— zastosowania w  badaniach farmaceutycznych; mozliwo§¢ wyznaczenia
chromatograficznego parametru hydrofobowosci lekow [12,22,23] 1 wartosci pK,
[24,25].

Chromatografia jest metodg rozdzielania mieszanin, w ktorej rozdzielane
sktadniki ulegaja podziatowi miedzy dwie fazy, jedng bedaca fazg nieruchoma
(stacjonarng) i drugg stanowiaca faz¢ ruchoma (mobilng) uktadu chromatograficznego.
Faza stacjonarng moze by¢ ciato state, ciecz na nos$niku lub zel, a fazg ruchomg — gaz,
ciecz 1 gaz lub ciecz w stanie nadkrytycznym [26].

Miedzy liczba czasteczek zwigzkéw chromatografowanych w fazie ruchomej i
nieruchome;j ustala si¢ rdwnowaga dynamiczna z wielokrotnym przechodzeniem tych
czasteczek z jednej fazy do drugiej. Ich przechodzenie w trakcie wedrowki wzdhuz
uktadu chromatograficznego jest mozliwe tylko wtedy, gdy znajduja si¢ w fazie
ruchomej [21]. Sktadniki wykazujace wigksze powinowactwo do fazy ruchome;j
przebywaja w niej dluzej i tym samym poruszajg si¢ szybciej, w takim samym czasie
przebywajac dluzszy odcinek drogi wzdluz kolumny niz substancje o wigkszym
powinowactwie do fazy stacjonarnej [27].

Natura sil dziatajacych miedzy czasteczkami analitu a czasteczkami fazy
stacjonarnej 1 ruchomej podczas procesu chromatograficznego byla przedmiotem wielu
badan [12,28,29]. Postuluje si¢ wystgpowanie kilku rodzajow oddziatywan
migdzyczasteczkowych warunkujacych zachowanie retencyjne analitow w uktadach
chromatograficznych. Nalezy wymieni¢ [11,26]:

— oddziatywania typu dipol — dipol (Keesoma); sa to sily przyciagajace wystepujace
miedzy czasteczkami majacymi trwaty moment dipolowy,

— oddziatywania typu dipol — dipol indukowany (Debye’a), czyli sily wystepujace
miedzy czasteczkami majacymi trwaty dipol i czasteczkami, w ktorych dipol jest

indukowany przez sasiadujace czasteczki,



— oddziatywania typu jon — dipol indukowany; sa to sily wystepujace miedzy jonami i
czasteczkami z indukowanym przez jony dipolem,

— oddziatywania dyspersyjne (Londona), albo sity wystepujace miedzy obojetnymi
atomami lub czgsteczkami na skutek wzajemnego oddziatywania chwilowych dipoli
wywotanych fluktuacja gestosci  elektrondow  dwoch  sgsiednich  uktadow
elektronowych,

— wigzania wodorowe, ktore sa specjalng forma oddziatywan typu dipol — dipol
wystepujaca miedzy wodorem a atomem elektroujemnym, np. O, N, F,

— oddziatywania donorowo-akceptorowe (charge-transfer) wystepujace migdzy
sktadnikiem zawierajagcym uktad elektronowy typu z i wykazujagcym niewielkg
energi¢ jonizacji a drugim skladnikiem ukladu o duzym powinowactwie do
elektronow.

Efekt wypadkowy oddziatywan migdzyczasteczkowych daje rdznice czasu retencji
podczas rozdzielania mieszaniny analitow w uktadzie chromatograficznym. Generalnie,
wieksze powinowactwo analitu do fazy stacjonarnej powoduje pdzniejsze opuszczenie

kolumny 1 wigkszg warto$¢ czasu retencji, ¢z.

1.2. Optymalizacja warunkow rozdzielen chromatograficznych
Efektywne rozwinigcie metody chromatograficznej wymaga dobrego
zrozumienia istoty rozdzielenia chromatograficznego. Prawa rzadzace rozdzieleniami 1
zmiany czynione w warunkach eksperymentalnych powinny by¢ wilasciwie
interpretowane 1 planowane. Zaleznosci obserwowane w chromatografii sg czgsto
ilosciowe (na przyktad, w HPLC zalezno$¢ logarytmu wspotczynnika retencji, log k, od
procentu modyfikatora organicznego w fazie ruchomej). Dlatego odpowiednie
algorytmy moga by¢é pomocne w przewidywaniu najlepszych warunkow
chromatograficznych dla rozwigzania konkretnego problemu analitycznego [30-34].
Roznorodnos¢ zastosowan HPLC dowodzi, Ze jest to metoda wiarygodna,
powtarzalna i precyzyjna. Jest rowniez wiadomym, ze kazda analiza chromatograficzna
wymaga wczesniejszego poszukiwania odpowiednich warunkéw chromatograficznych
(tzw. method development) do danego problemu analitycznego. Optymalizacja
rozdzielen chromatograficznych moze by¢ przeprowadzana metodg ,,prob i bledow” na
podstawie znajomosci mechanizméw procesOw chromatograficznych Iub =z

wykorzystaniem modeli matematycznych opisujacych retencje. W metodzie ,,prob i
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btedoéw” poczatkowo przeprowadza si¢ pierwszy eksperyment i na podstawie wyniku
wybiera si¢ warunki drugiego eksperymentu. Na podstawie dwoch eksperymentow
mozna okresli¢ lepsze warunki dla trzeciej analizy itd. W ten sposdb rozwinigcie
metody HPLC wymaga czasu, intensywnej eksploatacji sprz¢tu i znacznej konsumpcji
odczynnikow.  Dlatego  coraz  czesciej  przy  optymalizacji  rozdzielen
chromatograficznych probuje si¢ wykorzystywa¢ modele matematyczne opisujace
retencje.

Wybor odpowiednich warunkow eksperymentalnych do uzyskania adekwatnego
rozdzielenia, t.j. z rozdzielczoscia, Ry > 1,5, jest podstawowym zadaniem
chromatografisty podczas opracowywania metody analitycznej HPLC. Jednoczes$nie
nalezy pamigtaé, ze rGwnie wazne s3:

— rozsadny czas analizy, najlepiej < 10 min,

— akceptowalne ci$nienie, tj. <2000 p.s.i.,

— minimalna powierzchnia piku wzgledem maksymalnego stosunku sygnatu do szumu
(signal-to-noise ratio),

— odporno$¢ metody (ruggedness), tj. brak zmian podczas kolejnych rozdzielen
powtarzanych przy niewielkich zmianach warunkéw do$wiadczalnych,

— minimalny czas i wysilek wymagany dla opracowania metody [32].

1.2.1. Modyfikacja retencji i selektywnosci za pomoca fazy ruchomej jako
podstawowe narzedzie optymalizacyjne rozdzielen chromatograficznych

W praktyce laboratoryjnej optymalizacja rozdzielen w chromatografii cieczowe;j
w tzw. odwroéconym uktadzie faz rozpoczyna si¢ od wyboru dwusktadnikowej fazy
ruchomej. Wybdr ten powinien umozliwi¢ przeprowadzenie analizy w akceptowalnym
zakresie warto$ci wspotczynnika retencji, &, (zwykle wymagane jest, aby warto$¢
wspotczynnika retencji miescita si¢ w zakresie 0,5 < k < 20, chociaz preferowany jest
zakres 1 <k <10)[13].

Sita elucyjna fazy ruchomej moze by¢ regulowana poprzez zmian¢ rodzaju
rozpuszczalnika badz przez stezenie danego modyfikatora organicznego fazy ruchome;.
Metanol (MeOH), acetonitryl (ACN) lub tetrahydrofuran (THF), mieszane w réznych
proporcjach z woda s3 zwykle stosowane jako sktadniki fazy ruchomej w technice
HPLC w odwroconym uktadzie faz. Najczesciej uzywa si¢ mieszanin metanolu lub
acetonitrylu z wodg. Stosujac acetonitryl jako modyfikator organiczny mozna otrzymac

lepsza selektywno$¢ niz w przypadku metanolu. Dlatego tez, acetonitryl jest najlepszym
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modyfikatorem organicznym we wstepnych do$§wiadczeniach. Nastepnym polecanym
modyfikatorem organicznym jest metanol. Trzecim — tetrahydrofuran.

Praca z tetrahydrofuranem wymaga dtuzszej ekwilibracji kolumny po zmianie
skladu fazy ruchomej. Ponadto rozpuszczalnik ten cechuje do$¢ znaczna absorpcja
promieniowania UV powyzej 200 nm 1 reaktywnos¢ z tlenem.

THF wykazuje najwigksza site elucyjng sposrod wymienionych trzech
rozpuszczalnikow. Najstabszg sit¢ elucyjng wykazuje metanol. Faza ruchoma o skladzie
50/50 (v/v) ACN/H20 charakteryzuje si¢ taka sama sita elucyjng co faza o sktadzie
60/40 (v/v) MeOH/H,O 1lub 35/65 (v/v) THF/H»>O. Fazy ruchome z réznymi
modyfikatorami organicznymi lecz o tej samej sile elucyjnej sa nazywane
izoeluotropowymi. Takie eluenty moga wykazywaé rdzng selektywnos$¢, przy czym
ewentualne polepszenie rozdzielenia mieszaniny nie musi odbywac si¢ kosztem zmiany
retencji analitow [21].

Procedura zmierzajaca do ustalenia optymalnego sktadu fazy ruchomej moze
by¢ oparta badZ na serii pomiarow w warunkach izokratycznych (czyli przy stalym
stezeniu modyfikatora organicznego w fazie ruchomej podczas trwania analizy) przy
zmniejszajace] si¢ sile elucyjnej eluentu — tzw. podejscie izokratyczne, badz z
wykorzystaniem elucji gradientowej (czyli wowczas, gdy sktad fazy ruchomej zmienia
si¢ podczas trwania analizy) — tzw. podejscie gradientowe [13].

Podejsécie izokratyczne jest zilustrowane przyktadem przedstawionym na rycinie 1.
Optymalizacja sktadu fazy ruchomej rozpoczyna si¢ w tym podejsciu od
przeprowadzenia eksperymentu z zastosowaniem fazy ruchomej o duzej sile elucyjne;.
Zwykle poleca si¢ faze ruchoma zawierajaca 100% acetonitrylu (rycina la). W takich
warunkach sktadniki mieszaniny eluuja szybko 1 zaobserwowal¢ mozna slabg
rozdzielczo$¢. Dalsze eksperymenty przeprowadza si¢ wedtug reguly ,trzech”, zgodnie
z ktorg przy zmniejszaniu o 10% zawartosci modyfikatora organicznego w fazie
ruchomej, warto$¢ wspoOlczynnika retencji, k, wzrasta okolo trzy razy. Drugi
eksperyment przeprowadza si¢ przy 80% ACN. W przypadku przedstawionym na
rycinie 1b sita elucyjna eluentu jest zbyt duza. Zmniejszanie zawartosci ACN o 20%
poprzez 60%), 40% 1 20 % prowadzi do otrzymania satysfakcjonujacego rozdzielenia
przy 40% ACN (rycina 1d). Odpowiednie rozdzielenie obserwuje si¢ takze przy 20%

(rycina le), ale czas analizy jest dtuzszy.
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Rycina 1. Chromatogramy osmiosktadnikowej mieszaniny zawierajacej kwas 4-hydroksybenzoesowy (1),
4-etyloaniling (2), kwas 3-cyjanobenzoesowy (3), kwas 2-fluorobenzoesowy (4), kwas salicylowy (5),
kwas 3-nitrobenzoesowy (6), 4-bromoaniling (7) i 2-heksylopirydyng¢ (8) otrzymane przy réznych
sktadach fazy ruchome;j sktadajacej si¢ z 20 mM buforu cytrynowego pH 3,0 i acetonitrylu. Zawartos$¢
acetonitrylu w fazie ruchome;j: a) 100%; b) 80%; c) 60%; d) 40% i e) 20%. Warunki chromatograficzne:
kolumna Kromasil KR100-5C18, 150 x 4,6 mm (Eka Nobel AB, Bohus, Szwecja), szybkos$¢ przeptywu
fazy ruchomej, F = 1 ml/min, czas martwy, to = 1,47 min; aparatura: chromatograf cieczowy sktadajacy
si¢ z pompy — HPLC Pump Model 2200 i detektora — HPLC-Spectrophotometer Lambda 1000 (Bischoff
Analysentechnik und Gerdte GmbH, Niemcy) oraz integratora — Chromato-Integrator D-2500 (Merck-
Hitachi, Wieden, Austria).

W podejsciu gradientowym na poczatku przeprowadza si¢ analiz¢ z liniowym
gradientem 5-100% acetonitrylu w czasie gradientu, t¢ = 60 min, przy szybkosci
przepltywu fazy ruchomej, F' = 2 ml/min. Nastepnie oznacza si¢ réznic¢ czaséw retencji,

Atr, pomiedzy pierwszym zarejestrowanym pikiem, tgz,, 1 ostatnim zarejestrowanym
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pikiem, ¢z.. Jezeli r6znica w czasach retencji podzielona przez czas gradientu, Atz/tc,
przekracza 40% czasu gradientu, to jest malo prawdopodobne efektywne zastosowanie
odpowiedniej] metody izokratycznej. Jezeli natomiast test wskaze na mozliwos¢
wykorzystania elucji izokratycznej, to czas retencji piku zarejestrowanego jako ostatni
moze pomdc przy wyborze zawarto$ci modyfikatora organicznego w fazie ruchome;,
tak aby uzyskac¢ satysfakcjonujacy czas calej analizy [38].

Wedhug alternatywnej metody przeprowadza si¢ dwa eksperymenty gradientowe
r6éznigce si¢ czasem gradientu, g, na przyktad f¢ = 20 min i /¢ = 60 min. Dane
retencyjne z tych dwoch analiz postuzy¢ moga do przewidywania retencji jako funkcji
sktadu fazy ruchomej w warunkach izokratycznych i gradientowych [31,39,40].

Zmiany w skladzie fazy ruchomej to najprostsza droga optymalizacji.
Ostateczny wybor sktadu eluentu powinien zapewni¢ odpowiedni zakres retencji (0,5 <
k < 20), satysfakcjonujaca rozdzielczo$¢ 1 czas analizy. Inne zmiany warunkow
eksperymentalnych (rodzaj uzytej kolumny, temperatura, pH, dodatek odczynnikéw
tworzacych pary jonowe) powinny by¢ dokonywane, jezeli zmiana skladu fazy

ruchomej nie dostarcza odpowiedniego rozdzielenia.

1.2.2. Optymalizacja rozdzielen chromatograficznych HPLC wspomagana
komputerowo

Realizacja zalozen optymalizacyjnych moze odbywac si¢ sprawniej jezeli przy
opracowywaniu metody HPLC chromatografista wykorzysta modele matematyczne
opisujace retencj¢ oraz ewentualnie specjalistyczne programy komputerowe oparte na
tych modelach. Takie podejscie do optymalizacji rozdzielen chromatograficznych moze
znacznie zredukowa¢ czynnik przypadkowosci typowy dla metody ,,prob i bledow”
(szczegolnie dotyczy to podejscia izokratycznego) [41-44].

Préby zastosowania programow komputerowych w HPLC sg notowane od konca
lat 1970-tych. Aktualnie komercyjnie dostepnych jest kilka programéw komputerowych
stuzacych optymalizacji rozdzieleh chromatograficznych. Kazdego roku ukazuje si¢
coraz wigcej publikacji odnoszacych si¢ tej problematyki [45-47]. Poziom techniczny
programéw jest juz wysoki. Nie mniej, wymagaja one cigglych udoskonalen i kontroli
naukowej zgodnie z aktualng wiedza.

Chromatograficzne programy komputerowe pozwalaja na zmiany jednego lub

kilku parametréw chromatograficznych w czasie. Na podstawie odpowiedzi na
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okreslong  zmiang¢ programy te umozliwiajg przewidywanie rozdzielen
chromatograficznych jako funkcje zmiennych parametréw.

Rozdzielenia sg optymalizowane poprzez symulacj¢ komputerowg réznych
warunkéw chromatograficznych (sktad fazy ruchome;j, czas gradientu, temperatura, pH,
szybkos¢ przeplywu eluentu, rozmiar kolumny, wielkos$¢ czastek wypetnienia). Wyniki
przewidywan komputerowych s3 prezentowane w postaci tabel, wykresow 1
chromatogramow, ktore ulatwiaja chromatografiscie wybor warunkow rozdzielenia
danej mieszaniny [13]. Najczgsciej modelowanie komputerowe przeprowadzane jest z
uzyciem do$wiadczalnych danych wejsciowych pochodzacych z niewielkiej liczby
eksperymentéw (dwoch lub trzech). Do tej grupy programoéw naleza: DryLab (LC
Resources, Walnut Creek, CA, USA), ICOS (Hewlett-Packard, Wilmington, DE, USA),
DIAMOND (Unicam, Cambridge, Wielka Brytania) i Turbo LC Plus (Perkin-Elmer,
Norwalk, CT, USA). Sa rowniez programy, ktorych producenci deklaruja
przewidywanie najlepszych warunkow rozdzielen na podstawie struktury molekularne;j
analitow. Do takich programoéw nalezg: ChromSword (Merck KGaA, Darmstadt,
Niemcy), EIJuEX (CompuDrug, Budapeszt, Wegry), ProDigest-LC (Synthetic Peptides,
Alberta, Kanada) i ACD (Advanced Chemistry Development, Toronto, Kanada)
[13,33,45,48,49].

Nalezy wspomnie¢, ze dokladno$¢ programow komputerowych jest ciagle
analizowana 1 poprawiana [50-53]. Przykladem moga by¢ badania doktadnosci
przewidywan programu DrylLab podczas zmian temperatury i czasu gradientu dla
chromatografowanych zlozonych mieszanin analitow [52]. Zidentyfikowano
najistotniejsze btedy, ktére moga powsta¢ podczas dokonywanych przewidywan.
Zrédtem ich moze by¢ zaréwno sprzet HPLC, przypadkowe roznice w poszczegdlnych
separacjach, jak tez zbyt uproszczona formuta zastosowanego modelu retencji.
Wypracowano przydatny do dalszych prac pordéwnawczych sposéb oceny bltedéw oraz
wskazano na sposoby ich minimalizacji.

Badania warto$ci predykcyjnej specjalistycznych programow chromatograficznych
sg podstawg do rzetelnej ich oceny. Informacje uzyskane z tego rodzaju analiz moga
pomoc usprawnieniu funkcjonowania programéw w kolejnych wersjach [54].

Niezaleznie od przedstawionej dysertacji uprzednio wykonano takze
do$wiadczenia, ktorych celem bylo okreslenie wartosci predykcyjnej programu DryLab
przy rownoczesnej optymalizacji pH i czasu gradientu lub pH 1 procentu modyfikatora

organicznego [53]. Przeprowadzono seri¢ eksperymentoéw w warunkach izokratycznych
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1 gradientowych z uzyciem analitow zaréwno kwasowych, jak 1 zasadowych.
Wykazano, ze niewielka liczba eksperymentow (6-8), w ktérych zmiennymi sg wartosci
pH i czas gradientu, umozliwia doktadne przewidywania rozdzielen izokratycznych i
gradientowych ztozonych mieszanin analitéw. Bledy predykcyjne obserwowano gdy
dane gradientowe wykorzystywano do przewidywan izokratycznych. Jednakze
porownanie niedoktadnie przewidzianych rozdzielen z uzyskanymi eksperymentalnie
umozliwiato szybka korekt¢ bledow w oparciu o tzw. procedur¢ odzwierciedlen

(reflection procedure).

1.2.2.1. Program DryLab (LC Resources, Walnut Creek, CA, USA)

DryLab umozliwia modelowanie warunkow chromatograficznych na
komputerze osobistym. Modelowanie to jest oparte na danych wejsciowych, ktorymi sg
dane retencyjne z dwoéch eksperymentéw. Rozdzielenia sg optymalizowane poprzez
symulacj¢ na ekranie komputera chromatograméw oczekiwanych przy rdéznych

warunkach chromatograficznych (rycina 2).
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Rycina 2. Optymalizacja rozdzielen HPLC w warunkach izokratycznych z uzyciem programu DryLab
(LC Resources, Walnut Creek, CA, USA).

DryLab moze by¢ pomocny przy ocenie rozdzielen w szerokim zakresie
warunkow chromatograficznych (sktad fazy ruchomej, czas gradientu, wartos¢ pH,
temperatura, st¢zenie dodatkow do fazy ruchomej, rozmiar kolumny, szybkos§¢

przeptywu fazy ruchomej, wielko$¢ czastek wypetnienia kolumny) [55]. Podstawe
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matematyczng tego programu komputerowego stanowi model liniowych zaleznosci
retencji od stezenia modyfikatora organicznego w wodno-organicznej fazie ruchomej,
inaczej nazywany modelem liniowym retencji (/inear-solvent-strength, LSS). Model ten

opisuje parametr retencji za pomoca nastgpujacej zaleznosci [13]:

log k=log kw — So
Rownanie 1

gdzie k — wspotczynnik retencji analitu, k. — ekstrapolowana warto$¢ k& do 100% wody
jako fazy ruchomej (p = 0), S — stala dla danego analitu i uktadu chromatograficznego,
¢ — frakcja objetosciowa mocniejszego rozpuszczalnika w fazie ruchome;.

Model LSS jest stosowany w przypadku wykorzystywania danych retencyjnych
z dwoch przebiegdow eksperymentalnych jako danych wejsciowych do przewidywan. W
programie DryLab mozna wykorzysta¢ nast¢pujace moduly optymalizacyjne:
— elucja gradientowa z binarna faza ruchoma w wysoce sprawnej chromatografii

cieczowe] w odwroconym uktadzie faz (RP-HPLC)
— elucja izokratyczna z binarna fazg ruchomg RP-HPLC
— zmiany pH w warunkach izokratycznych HPLC
— zmiany sity jonowej buforu w warunkach izokratycznych HPLC
— zmiany temperatury w warunkach izokratycznych HPLC
— zmiany temperatury w warunkach izokratycznych (chromatografia gazowa, GC)
— elucja izokratyczna w normalnym uktadzie faz (NP-HPLC)
— elucja izokratyczna z trojsktadnikowq fazg ruchomg RP-HPLC
— zmiany stezenia dodatku do fazy ruchomej (na przyktad, odczynnika do
chromatografii z tworzeniem par jonowych) w elucji izokratycznej

— rownoczesna zmiana czasu gradientu i temperatury w RP-HPLC

— rownoczesna zmiana czasu gradientu 1 pH w RP-HPLC [55].

1.2.2.2. Program ChromSword (Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy)

ChromSword roéwniez umozliwia optymalizacj¢ rozdzielen chromatograficznych
na komputerze osobistym. Mozna optymalizowa¢ rozdzielenia modyfikujac sktad fazy
ruchomej, pH, temperature¢ 1 profil gradientu [36]. Program ten umozliwia
przewidywanie warunkow rozdzielen na podstawie informacji ze struktury molekularnej

analitu badz na podstawie danych retencyjnych z jednego lub wigkszej liczby
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wstepnych eksperymentow. Przewidywania (rycina 3) w warunkach izokratycznych

moga by¢ prowadzone na podstawie:

— struktury molekularnej analitu,

— danych retencyjnych z przynajmniej dwoch eksperymentow,

— struktury molekularnej analitu 1 danych retencyjnych z jednego, dwoch lub wigkszej
liczby eksperymentow.

Przewidywania izokratyczne w programie ChromSword oparte sa na dwoch
modelach retencji. Pierwszy z nich jest oparty na modelu liniowym (réwnanie 1).
Model ten wykorzystuje dane retencyjne z dwdch eksperymentow. Drugi model jest
oparty na zmodyfikowanej teorii solwofobowej opisujacej retencje chromatograficzng,
tzw. model ,,ciggtosci dwuwarstwowej” (two-layer continuum model). W modelu tym
przyjmuje si¢, ze warstwa fazy stacjonarnej jest poiptynna 1 posiada wilasng
charakterystyke fizykochemiczng opisywang przez napigcie powierzchniowe (ys) 1 stala
dielektryczng (es). Retencja jest zdeterminowana poprzez rdznice w energii solwatacji
czasteczki analitu w fazie ruchomej 1 fazie stacjonarnej. Aby wyznaczy¢ energi¢
solwatacji czasteczki analitu, rozwazana jest ona jako zbidr elementéw przestrzennych
(volume fragments) 1 dipoli, ktére niezaleznie od siebie wchodza w interakcje z
otaczajacym je srodowiskiem.

Czastkowe objetosci molowe fragmentow czasteczki w wodzie (V;) i energie
interakcji dipoli z woda (4Ge.s)m20) stuza do przewidywania zachowania analitow w
danym uktadzie chromatograficznym. Zalezno$¢ matematyczng opisujgcg retencje

chromatograficzng przedstawia nastepujgce rownanie [33,55,57]:

Ink=a> Vi) + b(CAGes)m0) + ¢ Rownanie 2
gdzie V; — czastkowa objetos¢ molowa, AGesjmo — energia oddzialywan
elektrostatycznych analitu z woda, a, b 1 ¢ — stale opisujace dany uklad

chromatograficzny.
Energia oddzialywan elektrostatycznych analitu z woda (4Ge.sH20) moze byé

wyznaczona na podstawie rownania [57]:

AGesjmo=—"%2(— 1)/ e+ 1) Y (u*/a®) Réwnanie 3
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gdzie ¢ — stata dielektryczna otoczenia analitu, 4 — moment dipolowy, a — promien
hipotetycznej kuli, w ktorej ulokowany jest dipol.
Wyliczenie warto$ci promienia hipotetycznej kuli, w ktorej ulokowany jest dipol

wymaga zastosowania nast¢pujacej zaleznosci [57]:

a=%ri+r)g Roéwnanie 4

gdzie r;, r2 — promien van der Waalsa atoméw tworzacych wigzanie pomiedzy
dipolami, g — parametr korelacyjny.
W réwnaniu 2 obecne sg parametry a, b i c. Parametry te wylicza si¢ wedtug

ponizszych réwnan:

a=16,48(ym + ys) Rownanie 5

gdzie y» — napiecie powierzchniowe fazy ruchomej, ys — napigcie powierzchniowe fazy

stacjonarnej.

b =0,8234[(f(em) — fles)] Réwnanie
6

fle)=(e-1)/(2e +1) Réwnanie 7

gdzie ¢, — stata dielektryczna fazy ruchomej, s — stala dielektryczna fazy stacjonarne;.
Parametr ¢ z rownania 2 odnosi si¢ do zawarto$ci modyfikatora organicznego w
fazie ruchome;j i innych cech charakteryzujacych faze ruchoma i stacjonarna.
W programie ChromSword znajduja si¢ nastepujace moduty optymalizacyjne:
— elucja gradientowa z binarna fazg ruchoma RP-HPLC
— elucja izokratyczna z binarna faza ruchomg RP-HPLC
— zmiany pH w warunkach izokratycznych RP-HPLC
— zmiany sity jonowej buforu w warunkach izokratycznych RP-HPLC
— zmiany temperatury w warunkach izokratycznych RP-HPLC
— elucja izokratyczna w normalnym uktadzie faz NP-HPLC
— automatyczne okre$lanie profilu gradientu segmentowego

— wyznaczenie parametrow kolumn RP (warto$ci a, b i ¢ z rOwnania 2)
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— charakterystyka fizykochemiczna analitéw (czastkowa objetos¢ molowa, V;, energia

interakcji analitu z woda, 4Ge.sjm20, pKa) [58].
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Rycina 3. Optymalizacja rozdzielen HPLC w warunkach izokratycznych z uzyciem programu
ChromSword (Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy).
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1.3. Modele matematyczne retencji chromatograficznej

Zalezno$¢ pomiedzy retencja HPLC danego analitu (wyrazana jako logarytm ze
wspotczynnika retencji, log k) i1 sktadem fazy ruchomej pod wzgledem zawartosci
modyfikatora organicznego (@) dla wodno-organicznego eluentu (A4-B) jest zwykle
przedstawiona jako funkcja liniowa (rycina 4a). Zaleznos$¢ ta nie jest jednak idealnie
liniowa dla wigkszosci analitoéw. Nieliniowos¢ jest szczegdlnie uwidoczniona, gdy jako
modyfikator organiczny fazy ruchome;j jest stosowany acetonitryl (rycina 4b). Wciaz
trwaja dyskusje, czy zalezno$¢ nieliniowa log k od ¢ jest istotna praktycznie dla
przewidywan wptywu zmian sktadu fazy ruchomej na retencja i w konsekwencji dla
optymalizacji rozdzielen chromatograficznych [59-62].

Obserwacje zmian retencji w funkcji warunkow eksperymentalnych sa
thumaczone za pomoca szeregu modeli teoretycznych. Z praktycznego punktu widzenia
najbardziej uzytecznym modelem retencji jest model liniowej zalezno$ci retencji
chromatograficznej od sity elucyjnej fazy ruchomej (LSS) [63,64]. W tym podejéciu
logarytm ze wspotczynnika retencji dla danego analitu traktowany jest jako liniowo
zalezny od frakcji modyfikatora organicznego fazy ruchomej (rownanie 1).

W praktyce ta prosta empiryczna zalezno$¢ czgsto wystarcza  do
scharakteryzowania uktadu chromatograficznego. Réwnanie 1 umozliwia w wiekszosci
przypadkow stosunkowo doktadne wyliczenie retencji w pewnym ograniczonym
zakresie ¢. Niestety rownanie 1 moze by¢ obarczone bledem wynikajagcym z tendencji
do nieliniowos$ci zaleznos$ci log k od ¢. Zakrzywienie tej zaleznosci wystepuje
szczegblnie czesto w przypadku analitow o charakterze zasadowym i zjonizowanych
dodatnio przy wykorzystywaniu acetonitrylu jako modyfikatora organicznego, gdy ¢ >
0,5 [64,65]. Rownanie LSS precyzyjnie opisuje retencje w relatywnie waskim zakresie
¢ (£ 0,3). Stad tez moga wynika¢ btedy w wyznaczaniu wartosci log k. przy
ekstrapolacji wartosci log k do ¢ = 0 [66]. Nie mniej, model LSS jest prostym i
uzytecznym praktycznie narzgdziem do optymalizacji rozdzielen w HPLC.
Przewidywania retencji chromatograficznej oparte na tym modelu sg zadowalajace

zarowno dla analitow rozdzielanych metodg elucji izokratycznej jak gradientowej

[45,52,67].
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Rycina 4. Wykres zaleznosci retencji analitu wyrazonej jako logarytm ze wspotczynnika retencji, log k w
funkcji procenta modyfikatora organicznego w wodno-organicznej fazie ruchomej (v/v): a) metanol jako
modyfikator organiczny; b) acetonitryl jako modyfikator organiczny. Anality testowe: p-
hydroksybenzaldehyd (A), metyloparaben (B) i chlorobenzen (C). Warunki chromatograficzne: kolumna
SymmetryShield RPg 150 x 3,9 mm (Waters, Milford, MA, USA); szybkos$¢ przeptywu fazy ruchome;j,
F =1 ml/min.
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Zaleznos$¢ log k od ¢ jest takze opisywana za pomoca rownania kwadratowego

[68,69]:

log k=A¢@> + Bo+ log ky Réwnanie

gdzie A 1 B s3 wartosciami staltymi dla danego analitu i1 danego ukladu
chromatograficznego. Réwnanie 8 zostalo wyprowadzone na podstawie modelu
wielosktadnikowego parametru rozpuszczalno$ci (multi-component solubility parameter
model) [60,68]. Model powyzszy opisuje doktadniej retencje niz rownanie 1 lecz
wymaga dodatkowego cztonu w réwnaniu. Dla wartosci ¢ wigkszych niz 0,3 model ten
funkcjonuje prawidtlowo i moze dostarczy¢ lepszego opisu retencji niz model liniowy,
szczegblnie wtedy, gdy jako modyfikator organiczny stosowany jest acetonitryl. Jednak
1 w tym przypadku wysokie i niskie stezenie stabszego sktadnika fazy ruchomej (0,1 >
@ > 0,9) powodowa¢ moze niedoktadno$¢ oceny retencji. Powody takiego zachowania
retencji w skrajnych kompozycjach faz ruchomych nie s3 do konca wyjasnione [62].
Prawdopodobnie, duza zawarto§¢ wody w fazie ruchomej powoduje potozenie si¢
tancuchéw alkilowych fazy stacjonarnej na jej powierzchni, przez co zmniejszony jest
kontakt analitu z ligandami wypetienia. Retencja ulega wowczas redukcji. Przy niskiej
zawartosci wody, obserwuje si¢ nasilenie oddziatywan silanolowych oraz manifestacj¢
specyficznych oddziatywan ze strony modyfikatora organicznego [62].

W literaturze mozna znalez¢ takze inne niz LSS modele retencji [34,60,70].
Najbardziej znane to: model solwatochromowy, model wymiany stechiometrycznej oraz
model solwofobowy.

Model solwatochromowy (solvatochromic model) [71,72] zaktada, Ze retencja
jest zalezna od specyficznej polarnosci eluentu. Polarno$¢ ta oznaczona jest
spektroskopowo. Solwatochromizm tlumaczy si¢ zmiang w zachowaniu spektralnym
analitu odniesienia w stosunku do zmian w jego otoczeniu wywotanych
poszczegoblnymi rozpuszczalnikami. Miarg polarno$ci eluentu jest tzw. wartos¢ Er(30).
Skala Er(30) wiaze si¢ za zmianami dlugosci fali, Amw, maksimum absorpcji analitu
odniesienia, 2,6-difenylo-4-(2,4,6-trifenylo-N-pirydyno)fenolanu (ET-30), w rozpuszczalnikach
o r16znej polarnosci. Zaleznos¢ log k od Er(30) jest czasami wykorzystywana do

przewidywania retencji z uwagi na jej liniowy charakter (rycina 5).
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Rycina 5. Zaleznos¢ log k od E7(30) dla hipotetycznego analitu w modelu solwatochromowym.

W modelu stechiometrycznej wymiany (stoichiometric displacement model)
natomiast uwaza si¢, ze tzw. efekt masowy jest gtownie odpowiedzialny za retencje
analitu [39,73,74]. Zaktada si¢, ze uwolnieniu niepolarnej czasteczki analitu z fazy
stacjonarnej towarzyszy adsorpcja stechiometrycznej ilosci (Z) czasteczek modyfikatora
fazy ruchomej. Zarowno powierzchnia kontaktu analitu, jak i powierzchnia kontaktu
rozpuszczalnika sg zalezne od liczby czasteczek rozpuszczalnika biorgcego udziat w
procesie wymiany. Dos$wiadczalna weryfikacja tego modelu doprowadzila do

nastgpujacego rownania:

logk=Zlog 1/[D,] + log I Réwnanie 9

gdzie Z jest liczbg czasteczek modyfikatora organicznego wymienianego w momencie
adsorpcji czasteczki analitu, D, jest to stezenie modyfikatora organicznego fazy
ruchomej (mol/L) a [ jest wartoscia stala dla danego analitu i ukladu
chromatograficznego. Zaleznos¢ log k od log 1/[D,] ma charakter nieliniowy przy
stezeniach modyfikatora organicznego, przy ktorych powierzchnia fazy stacjonarnej nie

jest catkowicie zwilzona (rycina 6).
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Rycina 6. Zalezno$¢ log k od log 1//D,] dla hipotetycznego analitu w modelu stechiometrycznej
wymiany.

Model solwofobowy charakteryzuje retencj¢ w oparciu o liniowe zaleznosci
energii swobodnej [75,76]. Mechanizm retencji chromatograficznej jest interpretowany
w kategoriach odwracalnego wigzania si¢ analitu z ligandami fazy stacjonarne;j.
Retencja analitu jest zwigzana z jego objetoscig hydrofobowa (tj. wielkoscig przestrzeni
uformowanej przez analit w otoczeniu rozpuszczalnika) oraz z objetoscig fazy ruchome;
1 stacjonarnej uktadu chromatograficznego [77]. Wazng role odgrywaja w tym modelu:

stata dielektryczna, napigcie powierzchniowe rozpuszczalnika i1 czastkowe tadunki

elektrostatyczne:

logk=A+ B3+ Cy+D (k¥ - 1)V y+ E+In (RT/ P,V) Rownanie
10

gdzie 4, B, C, D, E i R s3 warto$ciami statymi, ¢ jest funkcja stalej dielektryczne (&)
rozpuszczalnika, y jest napigciem powierzchniowym, x° jest wewngtrzng zmiang wolnej
energii rozpuszczalnika zwigzang z jego parowaniem, J jest objetoscia molowa

rozpuszczalnika, 7 to temperatura a P, to ciSnienie atmosferyczne. Nieliniowa
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zalezno$¢ pomigdzy napigciem powierzchniowym a frakcjg modyfikatora organicznego
w fazie ruchomej determinuje zalezno$¢ log k od % modyfikatora organicznego.
Odchylenia od liniowosci tej zaleznosci przy skrajnych stezeniach rozpuszczalnika

(mniej niz 30% 1 wigcej niz 90%) wyjasniane sa nieliniowg zaleznoscia.

1.4. Tlosciowe zaleznosci struktura-retencja (QSRR) w optymalizacji

rozdzielen chromatograficznych HPLC

Uwaza si¢, ze wlasciwosci zwigzkow chemicznych, np. aktywnosé
farmakologiczna, moga by¢ dokladnie przewidywane na podstawie znajomosci ich
struktury molekularnej. Dlatego zaktada si¢, ze pozadane wlasciwosci danego zwigzku
chemicznego moga by¢ zaprojektowane a priori. Doktadne przewidywania stosunkowo
prostych wlasciwosci, na przyktad, temperatury wrzenia, retencji chromatograficznej
czy sity dziatania znieczulajacego, udajg si¢ w obrebie serii homologow lub zwigzkéw o
podobnej strukturze molekularnej [11,12]. Przewidywanie moze by¢ dokonane przez
ekstrapolacj¢ lub interpolacj¢ witasciwosci mierzonych dla reprezentatywnej serii
zwigzkéw. Trudnosci napotykane przy przewidywaniach dla zréznicowanych
strukturalnie zwigzkow sa prawdopodobnie zwigzane z nieadekwatnym sposobem
przetlumaczenia informacji zawartej w strukturze molekularnej opisywanej wzorem
strukturalnym. Wtasciwosci danej molekuty moga by¢ obecnie charakteryzowane
metodami chemii kwantowej. Prace Pople’a na poczatku lat 1980-tych [78,79]
umozliwily przewidywanie zmian wtasciwosci zwigzkéw chemicznych przy zmianach
ich  struktury molekularnej. Jednakze wykorzystanie w  praktyce teorii
kwantowochemicznej do rozwigzywania probleméw biologii 1 chemii jest wcigz
niezadowalajace.

Wilasciwosci zwigzkow chemicznych s3a zakodowane w ich strukturze
molekularnej. Jednakze specyficzne zachowanie molekut moze by¢ spowodowane przez
otoczenie. Obserwowane wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne sag modyfikowane
wptywem oddziatywan pomiedzy czgsteczkami danej molekuly a czasteczkami ja
otaczajacymi [12].

Proces retencji chromatograficznej jest prawdopodobnie najczesciej badanym
przyktadem zalezno$ci struktura-wlasciwosci. Podczas trwania tego procesu nie

zachodzg zadne zmiany strukturalne analitu. Z drugiej strony, niewielkie zmiany w
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strukturze analitu mogg manifestowa¢ si¢ znacznym zrdéznicowaniem retencji
chromatograficzne;j.

Duzy postep w przewidywaniu 1 ocenie iloSciowej wlasciwosci
fizykochemicznych zwiazkéw chemicznych byl mozliwy dzigki rozwojowi
chemometrii [80]. Chromatografia okazala si¢ szczegdlnie przydatnym narzedziem do
testowania modeli chemometrycznych [81]. W ukladzie chromatograficznym
caloksztalt warunkéw pomiarowych moze by¢ niezmienny dla relatywnie duzej serii
zréznicowanych strukturalnie analitow. Wtedy retencja wynika jedynie z réznic w
strukturze molekularnej poszczegoélnych analitow.

Najpowszechniejszym sposobem przeprowadzania rozdzielen w wysoce
sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) jest elucja izokratyczna. Jest to najprostsza
1 bardzo dobrze powtarzalna metoda. Elucja izokratyczna czesto jednak zawodzi w
przypadku analiz mieszanin zawierajacych zwigzki chemiczne o mato zrdznicowane;j
polarno$ci lub masie molekularnej [13,34]. Dlatego, do rozdzielen ztozonych
mieszanin, w celu ominigcia problemdéw powstajacych podczas elucji izokratycznej
uzywana jest elucja gradientowa [82,83].

Racjonalna optymalizacja rozdzielen chromatograficznych w elucji gradientowe;
jest wcigz wyzwaniem dla chromatografistow. Dokladne przewidywanie retencji
mogloby by¢ osiggnicte gdyby w peini wyjasniono i nastgpnie ilosciowo zastosowano
Sciste zaleznosci termodynamiczne dotyczace procesOw rozdzielenia. Niestety, taki
Scisty termodynamiczny opis tych procesow jest obecnie nieosiggalny. Dlatego w
praktyce prowadzone s3 jedynie przyblizone, cho¢ naukowo uzyteczne przewidywania.
Sa one usprawiedliwione przy tzw. zalozeniach ekstratermodynamicznych. W
ekstratermodynamice wnioskowanie naukowe wykracza poza granice okreslone przez
Sciste reguty termodynamiki. Zaktada si¢, Ze istnieje zwigzek pomigdzy modelami
procesOw fizykochemicznych a $cistymi zasadami termodynamiki chociaz nie jest on
sprecyzowany. W podej$ciu ekstratermodynamicznym wnioskowanie opiera si¢
gléwnie na analogii [11].

W  przypadku elucji izokratycznej analiza retencji w funkcji struktury
molekularnej analitéw 1 wtasciwosci fizykochemicznych fazy ruchomej i stacjonarnej
byla przedstawiana przez Kaliszana [12], Carra [84,85], Forgacs i Cserhatiego [86],
Valko [87], Jandere [88], Szepesy’ego [89], Abrahama [90], Parka [91] i1 innych. Tego
rodzaju podejscie jest okreslane akronimem QSRR (quantitative structure-retention

relationships), czyli iloSciowe zalezno$ci struktura-retencja.

27



Ilosciowe  zalezno$ci  struktura-retencja  (QSRR)  sg  statystycznie
wyprowadzonymi zalezno$ciami pomiedzy parametrami chromatograficznymi i
deskryptorami charakteryzujacymi strukture molekularng analitéw. QSRR znajduje
zastosowanie przy:

— przewidywaniu retencji analitow

— wyjasnianiu mechanizmu rozdzielen w danym uktadzie chromatograficznym

— identyfikowaniu najbardziej warto$ciowych deskryptorow strukturalnych stuzacych
do przewidywania wiasciwosci fizykochemicznych analitow

— ocenie wlasciwosci fizykochemicznych analitow (np. lipofilnosci) i wlasciwosci faz
stacjonarnych

— przewidywaniu roznic aktywnosci biologicznej w obrebie danej serii
ksenobiotykow, np. lekéw [12,92].

Analiza QSRR prowadzi do wieloparametrowych roéwnan regresyjnych
opisujacych zachowanie retencyjne analitow badanych w poszczegodlnych uktadach
chromatograficznych [93-96]. Stosowano jg do przewidywania powinowactwa analitow
do albuminy surowicy krwi ludzkiej [97-102], kwasnej a;-glikoproteiny [103-107],
tris(3,5-dimetylofenylokarbaminianu) amylozy [108-109], kolagenu i keratyny [110-
116], cholesterolu [117], melaniny [118-120]. Analiza QSRR postuzyla do
charakterystyki wlasciwosci chromatograficznych wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych [121], estrogendéw [122], sterydow anabolicznych
[123], narkotykéw [124] czy sktadnikéw olejku Ylang-Ylang [125].

W potowie lat 80-tych dowiedziono [126], ze parametry log kw 1 S W
potlogarytmicznym roéwnaniu odnoszacym logarytm ze wspotczynnika retencji, log k, w
RP-HPLC do stezenia modyfikatora organicznego w binarnej fazie ruchomej, moga by¢
opisane poprzez te same deskryptory strukturalne lecz przy towarzyszacych im r6znych
wspotczynnikach w rownaniach regresji. Wyprowadzono wowczas statystycznie istotne
rownania QSRR zawierajace jako deskryptory strukturalne energi¢ catkowita analitu,
E7, 1 maksymalng réznice pomiedzy nadmiarowymi ladunkami elektronowymi dla
dwoch atomow w czasteczce, 4. Dwa zastosowane parametry strukturalne byty
otrzymywane z wykorzystaniem obliczen kwantowochemicznych. Z wykorzystaniem
tych parametrow przeprowadzono przewidywania retencji w warunkach izokratycznych
dla poszczegélnych analitow chromatografowanych przy okreslonym stezeniu

modyfikatora organicznego w fazie ruchome;.
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Inny model QSRR, stosowany w programie komputerowym ChromSword do
przewidywan izokratycznej retencji HPLC zaproponowal Galushko [58]. W tym
modelu oddzialtywania analitow ze sktadnikami uktadu chromatograficznego sg opisane
przez czastkowa objeto$¢ molarng, V; oraz parametr polarnosci, 4Ge.jm20. Vi jest miarg
wktadu wielkosci czasteczki do retencji. Mniej wiarygodnym wydaje si¢ drugi z
deskryptorow strukturalnych proponowanych przez Galushko [54], 4AGe.sn20. Parametr
ten odzwierciedla¢ ma réznice w oddzialywaniach “elektrostatycznych™ analitu ze
sktadnikami uktadu chromatograficznego.

W latach 1980-tych zastosowanie do przewidywan retencji znalazly tzw.
solwatochromowe parametry analitow. W roku 1976 Kamlet i Taft [127,128]
wprowadzili metod¢e  solwatochromowa do oceny wzglednej polarnosci
rozpuszczalnikow. Oryginalna teoria zostala wkrotce zaadaptowana do celow
chromatograficznych przez Abrahama pod nazwa liniowych zalezno$ci energii
solwatacji (linear solvation energy relationships, LSER) [129,130]. Ogolne réwnanie

LSER w HPLC ma posta¢:

log k=log ko + rR> + vV + smoP + aYaxP + bY po1

Roéwnanie 11

gdzie R jest nadmiarowa refrakcja molowa analitu, V. jest charakterystyczng
objetoscia molekularna McGowana, 72! jest dipolarnoécia/polaryzowalnoscia, Y™
jest efektywna kwasowoécia wiazania wodorowego, Y 8. jest efektywna zasadowoscia
wigzania wodorowego, log ko oraz r, v, s, a 1 b s wspotczynnikami regresji i zawieraja
informacj¢ na temat wilasciwosci uktadu chromatograficznego utworzonego z fazy
ruchome;j i stacjonarnej [131,132].

Parametry = solwatochromowe dla danych analitbw s3 wyznaczane
spektroskopowo na podstawie odchylenia specyficznego pasma absorpcji zwigzku
wzorcowego (indykatora). Aktualnie parametry LSER s3 dostepne dla kilkuset
zwigzkow chemicznych [133]. Jednakze oczywisty jest ich brak dla wigkszosci analitow
bedacych w kregu zainteresowan chromatografistow.

Li i Cai [134] zastosowali LSER w kombinacji z modelem LSS do
przewidywania retencji serii analitdw chromatografowanych w warunkach elucji

gradientowej. Podejscie to wydaje si¢ funkcjonowaé prawidlowo, lecz jego
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zastosowanie jest ograniczone do tych analitow, dla ktorych dostgpne sg parametry
fizykochemiczne wczesniej zmierzone eksperymentalnie.

Szersze analityczne zainteresowanie znalezé moze podejscie QSRR
wykorzystujace deskryptory strukturalne analitow, ktore moga by¢ tatwo osiggalne dla
dowolnych analitow istniejacych lub nawet tylko hipotetycznych. Takie parametry
dostarcza modelowanie molekularne. Proponowany obecnie 1 przedstawiony w tej pracy
model QSRR, zaproponowany wczesniej do oceny wlasciwosci fizykochemicznych faz
stacjonarnych [135,136], wykorzystuje nastepujace parametry strukturalne opisujace
czasteczke analitu: moment dipolowy, u, najwickszy ujemny atomowy *ladunek
nadmiarowy Ww czasteczce, Jmin, oOraz powierzchnia dostgpna do kontaktu z

rozpuszczalnikiem, A was. Odpowiednie réwnanie QSRR ma postac:

log (parametr retencji) = ki + k2 p + k3 Smin + kg Awas

Roéwnanie 12

gdzie k;-k4 sa wspolczynnikami réwnania regresji.

Z wykorzystaniem rownan regresji typu roOwnania 12, zaréwno log k, jak 1 S
moga by¢ opisane dla strukturalnie reprezentatywnej i1 wystarczajaco duzej (dla
zapewnienia istotnosci statystycznej serii analitoéw). Zaprojektowana zostata modelowa
seria 18 analitéw do obiektywnego, iloSciowego poréwnania faz stacjonarnych
uzywanych w HPLC [135,136]. W niniejszej pracy, seria modelowych analitow zostata
zmniejszona do 15 zwigzkéw chemicznych bez utraty istotno$ci statystycznej
wyprowadzanych réwnan QSRR. Retencja wszystkich 15 analitow modelowych nie
zalezy od pH fazy ruchomej. Model liniowej zalezno$ci retencji chromatograficznej od
sity elucyjnej fazy ruchomej (LSS) w potaczeniu z ilo§ciowymi zalezno$ciami
struktura-retencja (QSRR) =zostal wykorzystany do optymalizacji rozdzielen
chromatograficznych [137]. Schemat postepowania zostal przedstawiony na rycinie 7.

W pierwszym etapie wyznaczane sg wartosci log k.. 1 .S dla wyselekcjonowanych
analitow testowych. Anality te charakteryzowane sg za pomocg trzech parametrow z
modelowania molekularnego: momentu dipolowego, u, najwigkszego atomowego
nadmiarowego ujemnego tadunku na czasteczce, dmin, oraz powierzchni dostepnej do
kontaktu z rozpuszczalnikiem, A w4s. Wykorzystujac parametry chromatograficzne log
kw 1 .S oraz dane strukturalne otrzymane dla serii analitow modelowych wyprowadzane

sg rownania QSRR charakteryzujace dany uktad chromatograficzny. Réwnania QSRR
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wyprowadzone dla dowolnych analitéw stosowane sg nastepnie do wyliczenia wartosci
log kv 1 S dla dowolnych analitow scharakteryzowanych pod wzgledem strukturalnym
za pomocg wyzej wymienionych deskryptoréw molekularnych. Z kolei, dysponujac dla
poszczegolnych analitéw teoretycznie wyliczonymi parametrami /og k. 1 S wyliczane sa

czasy retencji gradientowej w oparciu o rownania LSS [137].

Dwa 15 analitéw modelowych . )
eksperymenty | Roéwnania QSRR
gradientowe "I wykorzystane do
rozniace si¢ QSRR wyliczenia log ki S
czasem gradientu LSS
Deskryptory strukturalne analitow
chromatografowanych
v
Gradientowy czas LSS
retencji dla analitow log ky i S dla analitow
chromatografowanych w [« chromatografowanych
danym ukladzie HPLC

Rycina 7. Przewidywanie gradientowych rozdzielen HPLC z wykorzystaniem liniowych zalezno$ci
struktura-retencja (QSRR) i modelu liniowej zaleznosci retencji chromatograficznej od sity elucyjnej fazy
ruchomej (LSS).

1.4.1. Parametry retencji chromatograficznej HPLC wykorzystywane w analizie
QSRR

Retencja chromatograficzna analitu jest parametrem, ktory moze by¢ mierzony
W sposob precyzyjny 1 powtarzalny. Eksperyment chromatograficzny mozna
przeprowadza¢ w warunkach gwarantujacych jego powtarzalnos¢. W zwigzku z tym
parametrem warunkujacym roéznice retencji dla poszczegdlnych analitéw jest ich
struktura molekularna. W analizie QSRR wykorzystywany jest czas retencji uzyskany w
eksperymentach przeprowadzonych zaréwno w warunkach izokratycznych jak

gradientowych.
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W elucji izokratycznej czas retencji, fr, oraz wspotczynnik retencji, £,

powigzane sa nastepujacg zaleznoscia:

k= (tr —to)/to

Rownanie 13

gdzie tr jest czasem retencji analitu, a 7y jest czasem martwym. Zwykle w analizie
QSRR stosuje si¢ logarytm ze wspolczynnika retencji, log k, oraz warto$¢ log k przy
100% wody w fazie ruchomej, log k..

Wartos¢ log k. jest wyznaczana przez ekstrapolacje zaleznos$ci log k£ od %
modyfikatora organicznego w fazie ruchomej. Procedura ta w przypadku elucji
izokratycznej wymaga wielu pomiaréw chromatograficznych 1 dlatego jest
czasochtonna. W tej sytuacji wyznaczenie wartosci log k. 1 S na podstawie danych
retencyjnych z dwoéch eksperymentow gradientowych wydaje si¢ by¢ bardzo
korzystnym [34,138]. Tego rodzaju mozliwos¢ oferuje model LSS. Zaprezentowat ja
Snyder 1 wspotpracownicy [64,65,139]. Obliczenia moga by¢ przeprowadzane z
wykorzystaniem komercyjnie dostepnych specjalistycznych programow
komputerowych (np. programu DryLab).

Majac wyznaczone wartosci log k. 1 S dla danego analitu mozna wyliczy¢ jego
czas retencji w warunkach elucji gradientowej, tz. Wykorzystuje si¢ w tym celu

nastepujace rownanie [64]:

tr = (to/b) log(2,3 ko b+ 1)+ to+tp Roéwnanie
14

gdzie ko jest wartoscig wspoOlczynnika retencji, k, w warunkach izokratycznych
odpowiadajacych poczatkowi gradientu, zp jest czasem zatrzymania (dwell time) i b jest
parametrem okre$lajagcym stopien nachylenia gradientu. Parametr b jest wyznaczany na

podstawie nastepujacej zaleznosci:

b=toAp Sitc = Vm Ao S/tc F Réwnanie
15
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gdzie V,, jest objetoscig martwa kolumny, 4¢ okresla zmiane w sktadzie fazy ruchome;j
podczas trwania gradientu, 7g jest czasem gradientu, F' to szybko$¢ przeptywy fazy

ruchomej a S to wspotczynnik kierunkowy prostej log k od ¢.

1.4.2. Parametry strukturalne analitow wykorzystywane w analizie QSRR

Analiza QSRR polega na znalezieniu zalezno$ci pomiedzy strukturg
molekularna analitow 1 retencja chromatograficznag. Rodzaj wykorzystywanych
parametréw strukturalnych oraz precyzja kodowanej przez nie informacji strukturalnej
odzwierciedlajacej retencj¢ sa zasadniczymi warunkami wiarygodnosci badan opartych
na QSRR. Parametry strukturalne wykorzystywane w analizie QSRR zasadniczo mozna
podzieli¢ na dwie grupy: parametry strukturalne czastkowe charakteryzujace réznice
strukturalne spowodowane podstawieniem réznych grup funkcyjnych oraz parametry
odzwierciedlajace strukture catej czasteczki [140]. W praktyce parametry strukturalne
dzieli si¢ na parametry elektronowe, hydrofobowe, steryczne i inne [141].

Parametry elektronowe po raz pierwszy zaproponowal Hammett w roku 1937
wyprowadzajac rOwnania opisujace state szybkosci i rownowagi reakcji dla meta- 1
para-podstawionych pochodnych kwasu benzoesowego. Stata podstawnika, o,
odzwierciedla w tych rownaniach efekt polarny danych podstawnikow w uktadach
aromatycznych [142]. Nastepnie pojawity sie modyfikacje tego parametru, opisujagce w
bardziej szczegblowy sposob sytuacje strukturalng, tzn. parametry o,, om 1 Op,
opisujace efekty elektronowe podstawnikéw w pozycjach orto, meta i para. Kolejny
wprowadzony parametr ¢ jest statg Hammetta dla grup elektrofilowych, za$ o to stala
Hammetta dla grup nukleofilowych. Zaproponowano rowniez stale opisujace efekt
indukcyjny, oy, 1 efekt rezonansowy, or. Inny parametr oparty na stalej Hammetta to
stata Tafta dla podstawnikow polarnych w uktadach alifatycznych, o . Dalszymi
modyfikacjami stalej Hammetta s3: o° — stata opisujaca procesy rodnikowe podczas
reakcji fenylacji oraz os.c. — stala opisujaca efekty elektronowe w tancuchach bocznych
[141].

Parametrem eksperymentalnym odnoszacym si¢ do wlasciwosci elektronowych
czasteczki jest pK., czyli ujemny logarytm ze stalej jonizacji. Wielkos¢ ApK. opisuje
zmian¢ w ujemnym logarytmie ze stalej jonizacji zwigzkow podstawionych i
niepodstawionych. Potencjat jonizacyjny, /, molowa polaryzowalnos$¢ elektronowa, Pg,

polaryzowalno$¢, «, sa takze stosowane do charakterystyki budowy elektronowe;j
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analitow. Jeszcze inne parametry odzwierciedlajace tego rodzaju wiasciwosci to
molarna stata przyciggania, f,, stala rOwnowagi reakcji, r, spektroskopowe odchylenie
chemiczne, y. Do elektronowych parametrow reakcji chemicznych wiacza si¢ statg
homolityczng, Er, parametr wigzan wodorowych, 4h, statg efektu indukcyjnego, &, stalg
efektu rezonansowego, ¢, stala wigzania analitu do albuminy, f, oraz stalg
kopolimeryzacji, Q. Do przyblizenia rozkladu gestosci tadunkéw wigzania 7 uzywane
bywaja parametry Yukawy i Tsumo, o; oraz ox [141].

Wyzej wymienione parametry elektronowe nalezg do parametrow empirycznych
badz semiempirycznych. W analizie QSRR wykorzystywane sa rowniez parametry
wyprowadzone z obliczen kwantowochemicznych. Wsrdd tych parametrow nalezy
wymieni¢ calkowita gesto$¢ atomowa, Q7, tadunek atomowy elektronow o, Q°,
tadunek atomowy elektronéw 7z, O”, moment dipolowy, u, oraz czastkowe momenty
dipolowe, m.

Czasteczke chemiczng rozpatrywa¢ mozna jako uklad dodatnich i ujemnych
tadunkow elektrycznych, 6. W analizie QSRR wartosci tych tadunkow sa czgsto
wykorzystywane. Szczegodlnie dotyczy to tadunkow na okreslonych atomach w
czasteczce, a takze najwigkszego lub najmniejszego tadunku atomowego. Na rycinie 8
przedstawiono przyktadowy rozktad tadunkow nadmiarowych na atomach w czasteczce
benzamidu. Najwickszy czastkowy tadunek elektryczny znajduje si¢ w tym przypadku
na atomie wegla C7 (dmax = 0,345 €). Najmniejszy czastkowy tadunek elektryczny jest

na atomie azotu (dmax = -0,433 ¢e).

ITr—=

Rycina 8. Rozklad atomowych tadunkéw nadmiarowych w czasteczce benzamidu.
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Jezeli czasteczka zbudowana jest z atomow o roznym powinowactwie do
elektrondow, to mozna zaobserwowac niesymetryczne rozktady elektronow wewnatrz
czasteczki. Przemieszczenie gestosci elektronowej okreslane jest mianem efektu
elektronowego. Przemieszczenie elektronow ¢ nazywa si¢ efektem indukcyjnym, a
elektronow 7 — efektem mezomerycznym. W konsekwencji tych zjawisk Srodek
cigzkosci tadunkow dodatnich nie pokrywa si¢ ze S$rodkiem ciezkosci tadunkow
ujemnych. Taka polarna czasteczka jest trwalym dipolem, w ktérym $rodki ciezkosci
fadunkéw ujemnego 1 dodatniego sa traktowane jako bieguny. Czasteczka taka
obdarzona jest trwalym momentem dipolowym, u, ktorego wielkos¢ rowna sie¢
iloczynowi bezwzglednej wartosci tadunku jednego z biegunow, d, i odleglosci miedzy
biegunami, /. Moment dipolowy jest wielkoscig wektorowa, ktorej kierunek przebiega

wzdhuz osi dipola (rycina 9).

Rycina 9. Moment dipolowy na przyktadzie czasteczki indazolu.

Moment dipolowy czasteczek wieloatomowych zalezy nie tylko od momentoéw
dipolowych poszczegdlnych wigzan, lecz rowniez od ich wzajemnego rozmieszczenia w
przestrzeni. Wypadkowy moment dipolowy jest okreSlony przez sume¢ wektorowa
momentdéw dipolowych wszystkich wigzan w czasteczce. W czasteczkach zbudowanych
symetrycznie $rodki cigzkosci tadunkéw dodatnich i ujemnych pokrywaja sie i
czasteczka posiada zerowy trwaty moment dipolowy [143,144].

W grupie parametréw elektronowych znajduja si¢ indeksy superdelokalizacji
nukleofilowej, elektrofilowej i wolnorodnikowej, S,", S,Z i S,®, graniczna gesto$é
elektronowa, f, wolna walencyjno$¢, F, stala sity walencyjnej, Af., 1 wspotczynnik

orbitalu atomowego, c. Wykorzystuje si¢ rdwniez energi¢ najnizszego niezajetego
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orbitalu molekularnego, FErumo, oraz energi¢ najwyzszego zajetego orbitalu
molekularnego, Ernomo [141].

Sposrdéd  parametrow hydrofobowych jako pierwszy deskryptor zostat
wyprowadzony przez Hanscha w 1963 roku logarytm ze wspotczynnika podziatu n-
oktanol/woda, log P oraz tzw. wspotczynnik hydrofobowosci podstawnika, 7z [145]. Do
opisu hydrofobowosci analitow wykorzystuje si¢ parametry chromatograficzne, Ry z
chromatografii cienkowarstwowej 1 log k. z chromatografii cieczowej [11,140]. Z
innych parametréw wykorzystuje si¢ parachore, P, parametr rozpuszczalnosci, d, jego
logarytm, log d, oraz logarytmy rozpuszczalno$ci analitu w wodzie, log Sw, i
chloroformie, log Sc.

Do geometrycznych deskryptorow strukturalnych nalezg powierzchnia i objgtosé
van der Waalsa, Ayaw 1 Vyaw oraz powierzchnia 1 objetos¢ dostgpne dla
rozpuszczalnika, Awas 1 Vwas [140]. R6znica pomiedzy powierzchnig lub objetoscig van
der Waalsa a powierzchnig lub objetoscia dostgpng dla rozpuszczalnika polega na tym,
ze pierwsze parametry okreslaja otoczenie czasteczki w kazdym punkcie przestrzeni
okreslonym przez jej atomy i1 wigzania. W przypadku powierzchni lub objetosci
dostegpnej dla rozpuszczalnika brana jest pod uwage ta przestrzen wokot czasteczki, do
ktérej sa w stanie dotrze¢ czasteczki rozpuszczalnika. Graficzne przedstawienie tych

dwoch parametrow geometrycznych obrazuje rycina 10.

b)

Rycina 10. Czgsteczka kwercetyny: a) wzor strukturalny, b) graficzne przedstawienie powierzchni van
der Waalsa, c) graficzne przedstawienie powierzchni dostgpnej dla hipotetycznego rozpuszczalnika.
Parametrem sterycznym, czyli takim ktory zwigzany jest z geometrig czasteczki,
byla stala Tafta, E; [146]. Nastepnie wprowadzono zmodyfikowang stata Tafta dla
podstawnikoéw orto i meta, Ey*™ oraz para, Es’. Inne parametry steryczne to objetos¢
molowa, V, promien van der Waalsa, r, odleglo§¢ mig¢dzyatomowa, R, parametr

steryczny Hermanna, parametr steryczny Chartona, parametry STERIMOL.
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Ilos¢ deskryptorow strukturalnych nie jest ograniczona. Szczegolnie, jesli
rozwazy si¢ mozliwo$¢ ich transformacji matematycznej 1 wzajemnych kombinacji.
Stosowane deskryptory charakteryzuja okreslone wtasciwosci fizykochemiczne,
polarno$¢ czasteczki, jej hydrofobowo$¢ 1 geometric. W analizie QSRR
wykorzystywane sg rowniez addytywne parametry strukturalne opisujace gtownie
wielkos¢ czasteczki. Wsrod tych parametrow na uwage zastuguja: masa czasteczkowa,
liczba atomow wegla w danym podstawniku, liczba atoméw wodoru Iaczaca si¢ z
danym atomem, pr¢zno$¢ pary danego analitu, wspodtczynnik dyfuzji, temperatura
wrzenia. W tej grupie wymieni¢ mozna takze parametry uzyskane z grafow
czasteczkowych (deskryptory topologiczne). Do tych ostatnich nalezg: indeks Wienera,
indeks wigzalnosci Randic¢a, indeks kappa Kiera, elektronowo-topologiczne indeksy

Kaliszana-Osmiatowskiego oraz indeks Katritzky’ego [12,140].

1.5. Metody analizy danych chromatograficznych

1.5.1. Analiza regresji

Podstawowym, najczesciej wykorzystywanym — sposobem  wyznaczania
parametréw modeli empirycznych jest metoda regresyjna [147]. Analiza regresji
wykorzystywana jest w badaniach zalezno$ci pomigdzy zmiennymi i pozwala na
przewidywanie wartosci jednej zmiennej, nazywanej zmienng zalezng, na podstawie
jednej lub wigkszej liczby innych zmiennych, nazywanych zmiennymi niezaleznymi
[80,148]. Metoda regresyjna opisuje w najprostszym przypadku zalezno$¢ liniowa

pomiedzy wyj$ciem modelu, y, i jego wejSciami, x;:

y=bo+brx;+brx>+ ..+ buxm Rownanie 16

gdzie y — zmienna zalezna, x; — zmienna niezalezna (j = 1, 2, ..., m), b; — wspdlczynnik
réwnania regresji (j =0, 1, ..., m). W przypadku, gdy m = 1 w réwnaniu wystepuje jedna
zmienna niezalezna i moéwi si¢ wowczas o regresji jednoparametrowej. Regresja
wieloparametrowa wystepuje wtedy, gdy m > 2.

W przypadku bardziej skomplikowanych zaleznosci model liniowy moze by¢
niewystarczajacy. Rozwinieciem tego modelu jest tzw. model liniowy interakcyjny.

Cechuje si¢ on obecno$cig cztondw w réwnaniu zawierajacych iloczyny zmiennych
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niezaleznych. Jeszcze innym rozszerzeniem modelu liniowego jest model kwadratowy 1
model kwadratowy interakcyjny, ktore oprocz czionow liniowych zawierajg takze
cztony kwadratowe zmiennych niezaleznych [147].

Do przewidywania wlasciwosci fizykochemicznych zwigzkéw chemicznych
wykorzystywanych jest kilka podstawowych procedur obliczeniowych [81]. Rownania
QSRR s3 na ogét wyprowadzane z uzyciem wieloparametrowej analizy regresji
(multiple regression analysis, MRA) [12]. Podstawowym problemem zwigzanym z
regresja wieloparametrowa jest to, ze parametry strukturalne (zmienne niezalezne)
zastosowane do wyprowadzenia rownania regresji nie mogg by¢ ze soba skorelowane,
tj. powinny by¢ mozliwie ortogonalne [149,150]. Anality wykorzystywane do
wyprowadzenia istotnych statystycznie rownan QSRR powinny by¢ odpowiednio
wyselekcjonowane, tak aby obejmowaty szeroki zakres warto$ci parametrow
strukturalnych. Seria analitow modelowych musi by¢ dostatecznie duza, aby wykluczy¢
przypadkowe korelacje i zapewnic istotnos¢ statystyczng. Nie powinna jednak by¢ zbyt
duza, aby ograniczy¢ czasochtonnos¢ 1 nakltad pracy podczas analizy
chromatograficznej 1 modelowania molekularnego [135]. Moze si¢ okaza¢, ze dla
niektorych serii analitow trudno spetlni¢ wszystkie te wymagania. Sztuczne sieci
neuronowe to nowoczesna metoda obliczeniowo-predykcyjna, ktéra moze znalezé

zastosowanie w takich przypadkach.

1.5.2. Sztuczne sieci neuronowe

Sztuczne sieci neuronowe (artificial neural networks, ANN) stanowig metode
analizy danych, ktéra odzwierciedla¢ ma sposob pracy moézgu. Sieci neuronowe rdznia
si¢ od klasycznych programéw komputerowych tym, ze maja zdolno$¢ ,,uczenia si¢” a
informacja jest zakodowana w sile potaczen ,,synaptycznych” sieci [151]. W chemii 1
naukach pokrewnych zainteresowanie zastosowaniem sieci neuronowych narasta od
roku lat 1980-tych [152]. ANN zastosowano rowniez do modelowania procesOw
chromatograficznych. Z wykorzystaniem sieci neuronowych dokonywano selekcji
deskryptorow strukturalnych charakteryzujacych retencje chromatograficzng [153].
Sieci wykorzystano do modelowania zaleznosci pomi¢dzy retencja chromatograficzng i
budowa strukturalng analitow [154-156]. Poréwnywano wtlasno$ci przewidywawcze
ANN 1 MRA odnos$nie retencji cyklicznych 1 acyklicznych monoterpenow w

chromatografii gazowej [157]. Sieci neuronowe postuzyly takze do charakterystyki
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pikoéw chromatograficznych [158] oraz do optymalizacji rozdzielen przy naktadajacych
si¢ pikach [159,160].

Sztuczna sie¢ neuronowa jest zespotem polaczonych, utozonych warstwami
elementow przetwarzajacych informacj¢. Elementy te, to podstawowe jednostki sieci
neuronowych — sztuczne neurony. Neurony polaczone sg ze sobg z rdzng sila.
Potaczenia te nazywane sg wagami synaptycznymi. W wagach zapisana jest cala
informacja zawarta w sieciach, poniewaz w praktyce wagi to liczby okreslajace sile
pobudzenia dochodzaca do neuronu. Podstawowa cecha sieci neuronowych,
warunkujaca specyficzno$¢ tej metody obliczeniowej, jest proces ich ,,uczenia si¢”.
Uczenie si¢ polega na minimalizacji btgdu pomiedzy reakcja sieci na prezentowane jej
wzorce wejSciowe (warto§¢ na wyjsciu sieci), a ustalonymi i1 zadanymi przez
uzytkownika danymi. Uczenie sieci realizowane jest poprzez zmiang warto$ci wag
synaptycznych za pomocg odpowiedniego algorytmu. Najbardziej znanym i najczesciej
stosowanym algorytmem uczenia sieci jest tzw. propagacja wsteczna (back-propagation
training algorithm). Algorytm ten polega na tym, ze blad pomiedzy aktualnym a

zadanym wyjsciem sieci stuzy do poprawy wartosci wag.

1.5.3. Multiwariacyjne metody analizy danych

Multiwariacyjne metody analizy danych sg stosowane w chromatografii od
wczesnych lat 1970-tych. Badania z wykorzystaniem tych metod dotyczyty
przewidywania retencji 1 wyjasnienia mechanizmu retencji chromatograficznej
[12,80,161,162]. Sposrod multiwariacyjnych metod analizy danych
chromatograficznych najwigksze zastosowanie znalazty: analiza gtéwnych sktadowych
(principal component analysis, PCA), analiza czynnikowa (factor analysis, FA) oraz
analiza skupien (cluster analysis, CA).

Analiza gléwnych sktadowych oparta jest na zasadach algebry liniowej. Metoda
pozwala na redukcje liczby zmiennych okreslajacych dang ceche poprzez znalezienie
takiej liniowej kombinacji tych zmiennych, ktora wyjasnia wigkszo$¢ obserwowanej
zmienno$ci (wariancji) analizowanej cechy. Istota metody polega na zastepowaniu
duzej liczby wejsciowych zmiennych kilkoma abstrakcyjnymi wzajemnie niezaleznymi.
Kazdy sktadnik gtéwny jest liniowg funkcjg zmiennych poczatkowych. Pierwszy ze
sktadnikow gtownych ma najwickszg wariancjg, tzn. wyjasnia najwigcksza cze$¢
zmienno$ci badanego zjawiska. Drugi sktadnik gléwny jest rowniez liniowa kombinacjg

zmiennych oryginalnych, pomniejszonych o ta cze$¢ zmiennosci, ktora zostata
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wyjasniona przez pierwszy sktadnik gtowny. Dalsze sktadniki gtowne interpretuje si¢
podobnie [163]. W konsekwencji mozliwe jest wyekstrahowanie kilku abstrakcyjnych
glownych sktadnikow (PC) z duzego zestawu oryginalnych zmiennych. Wspotczynniki
kazdego z PC posiadaja okre$lone wartosci otrzymane poprzez przetworzenie tzw.
wartosci wlasnych (eigenvalues) macierzy kowariancji lub macierzy korelacji.

Analiza gltownych sktadowych prowadzi niekiedy do wynikow, ktorych
interpretacja z punktu widzenia chemii lub fizyki moze by¢ czasem utrudniona. W
takich przypadkach korzysta si¢ z analizy czynnikowej, ktorej wyrdznikiem jest rotacja
uktadu wspoétrzednych oparta na regutach Thurstone’a [163]. Rotacja nie zmienia
wzajemnego potozenia i relacji pomiedzy punktami lecz nadaje im inne warto$ci
liczbowe utatwiajace czasem interpretacj¢ w kategoriach fizycznych. Najbardziej znane
sposoby rotacji osi ortogonalnych (varimax, quartimax, equamax) wchodza w sktad
zaawansowanych programow statystycznych.

Analiza skupien stuzy do klasyfikacji przypadkéw lub zmiennych. PCA i FA
umozliwiajg dokonanie wizualizacji relacji migdzy obiektami w wielowymiarowe;j
przestrzeni cech. Dzigki temu mozna odszukaé istnienie ewentualnej wewnetrzne]
struktury zbioru obiektow. Metody powyzsze pozwalajag na potwierdzenie istnienia
takich struktur, jednak nie dysponuja one srodkami pozwalajagcymi na podziat zbioru
obiektow na podzbiory i okreslenie zasad przynaleznosci do poszczegdlnych
podzbioréw. Analiza skupien umozliwia okre$lenie struktury zbioru obiektéw na
podstawie dokonanych na nich pomiarow bez wstepnych zalozen odnos$nie ilosci i
rodzaju ewentualnych skupien obiektow [147]. Analiza ta moze stuzy¢ takze do kontroli
poprawnosci tworzenia zbioru obiektow 1 pomdéc w wykrywaniu punktow
odbiegajacych. Wyrdznia si¢ dwie klasy metod analizy skupien: metody bezposrednie
oraz metody strukturalne. W metodach bezposrednich korzysta si¢ jedynie z macierzy
odlegtosci. Metody te nadajg si¢ do identyfikacji tzw. skupien sferycznych. Sposrod
metod bezposrednich najczesdciej uzywanymi sg metoda kul i metoda taksometryczna.
W metodach strukturalnych, oprécz macierzy korelacji, wykorzystuje si¢ dodatkowo
informacj¢ o wewngetrznej strukturze zbioru pochodzaca z analizy podobienstw. Dzigki
informacji o globalnej strukturze zbioru mozna analizowa¢ tymi metodami zar6wno
zbiory sferoidalne, jak i rozciagle. Struktura zbioru jest przedstawiana graficznie z
wykorzystaniem metody hierarchicznego podzialu dendrytu lub za pomocg diagramu

wigzkowego [147].
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2. Cel pracy

Zasadniczym celem pracy bylo ustalenie podstawowych warunkow
optymalizacji rozdzielen RP-HPLC, zarowno w metodzie elucji izokratycznej, jak
gradientowej. Zamierzano dokona¢ optymalizacji rozdzielen chromatograficznych
wykorzystujac informacj¢ odno$nie retencji uzyskang w wyniku eksperymentéw i w
oparciu o strukture molekularng analitow.

W  pierwszym etapie podjeto poréwnawcza statystyczng oceng¢ modelu
liniowego 1 kwadratowego retencji HPLC w tzw. odwroconym ukladzie faz. Celem tych
badan byto stwierdzenie, czy model kwadratowy opisuje retencje w sposdb znamiennie
bardziej precyzyjny niz model liniowy. Ponadto, zamierzano zweryfikowac przydatnos¢
parametrow log k. otrzymanych z modelu liniowego 1 kwadratowego do
przewidywania standardowej miary lipofilnosci analitow, tzn. logarytmu ze
wspotczynnika podziatu n-oktanol/woda, log P.

W nastgpnym  etapie pracy zaplanowano studia  porOwnawcze
chromatograficznych ~ programow  komputerowych  DryLab 1  ChromSword,
wykorzystywanych do optymalizacji rozdzielen HPLC. Celem byta ocena optymalizacji
rozdzielen chromatograficznych w warunkach izokratycznych, uzyskiwanych z
wykorzystaniem obu programdéw. Zamierzano wykona¢ ocen¢ bledow przewidywan
oraz zbada¢ mozliwosci ich ewentualnej korekty w celu usprawnienia funkcjonowania
programoéw. Istote badan stanowilo sprawdzenie, czy przewidywania oparte na
strukturze molekularnej analitow wedlug programu ChromSword moga istotnie
poprawi¢ optymalizacje rozdzielen HPLC. Przewidywania uzyskiwane z programem
ChromSword przy uzyciu opcji molekularnej zamierzano porownac¢ z przewidywaniami
opartymi wylacznie na parametrach retencyjnych w programie DryLab.

W trzecim etapie badan zamierzano zastosowac ilo$ciowe zaleznos$ci struktura-
retencja (QSRR) w kombinacji z modelem liniowej zaleznoSci retencji
chromatograficznej od sily elucyjnej fazy ruchomej (LSS) do przewidywania czasu
retencji w elucji gradientowej dla dowolnego analitu w uprzednio scharakteryzowanym
uktadzie RP-HPLC. Charakterystyka ukladu miata by¢ dokonywana jednorazowo na
reprezentatywnej serii zroznicowanych strukturalnie analitow modelowych za$ jakos¢
przewidywania retencji zamierzano zweryfikowa¢ doswiadczalnie dla reprezentatywne;j
serii analitow testowych z wykorzystaniem czterech nowoczesnych kolumn do RP-

HPLC. Czastkowym celem tego etapu pracy byto porownanie warto$ci parametru log k..,
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wyznaczonych z wykorzystaniem elucji gradientowej z wartosciami log k., wyznaczonymi
standardowg metodg elucji izokratyczne;.

Niezaleznie od standardowej analizy QSRR, opartej na wieloparametrowej
analizie regresji, przewidywanie gradientowego czasu retencji zamierzano takze
przeprowadzi¢ wykorzystujac sztuczne sieci neuronowe. Celem bylo sprawdzenie, czy
wartos¢ predykcyjna sztucznych sieci neuronowych jest wyzsza od wieloparametrowe;j
analizy regresji. Przydatno$¢ praktyczng proponowanego w pracy doktorskiej podejscia
do przewidywania retencji zamierzano dodatkowo sprawdzi¢ na serii flawonoidoéw
obecnych w wyciggach pochodzenia ro$linnego. Uzyskanie satysfakcjonujacych
wynikéw  stanowitoby  potwierdzenie uzyteczno$ci proponowanej procedury
przewidywawczej do praktycznej optymalizacji rozdzielen chromatograficznych

zlozonych mieszanin zwigzkow chemicznych.
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3. Czes¢ doswiadczalna

3.1. Analiza poréwnawcza danych chromatograficznych z

wykorzystaniem modelu liniowego i kwadratowego retencji

3.1.1. Aparatura i odczynniki chemiczne

Pomiary chromatograficzne dokonano z wykorzystaniem chromatografu
cieczcowego HP 1100 (Hewlett-Packard, Waldbronn, Niemcy) skladajacego si¢ z
pompy, automatycznego podajnika probek, termostatu kolumny i detektora z matrycg
fotodiodowg. Kontrole procesu chromatograficznego i obrobke danych przeprowadzono
przy uzyciu oprogramowania HP ChemStation na komputerze osobistym.
Nastrzykiwano jednorazowo 1 pl uprzednio rozpuszczonego w metanolu analitu.
Wszystkie eksperymentu przeprowadzano przy szybkos$ci przeptywu fazy ruchomej, F
= 1 ml/min, z wyjatkiem analiz na kolumnie TSK, gdzie ' = 0,5 ml/min. Kolumna byta
utrzymywana w temperaturze 40°C. Kolumny, dostarczone przez producentow, zostaty
przedstawione w tabeli 1. Dla uproszczenia klasyfikacji testowanych faz stacjonarnych,
kolumny z kopolimerem metakrylowym (TSKgel OD-2PW oraz TSKgel ODS-80TS)
oraz kolumna z wypetieniem tlenku glinu w otoczce polibutadienowej (Aluspher 100
RP-select B) zostaty umieszczone w klasie kolumn typu Cs.

Do badan wykorzystano czysty do analiz HPLC metanol oraz acetonitryl
(Biosolve, Jerozolima, Izrael). Woda byta przygotowana z wykorzystaniem systemu do
oczyszczania Milli-Q Water Purification System (Millipore Corporation, Bedford, MA,
USA).

Anality testowe byly nastepujace: 1,4-dinitrobenzen, 3-trifluorometylofenol, 3,5-
dichlorofenol, 4-cyjanofenol, 4-jodofenol, benzen, dibenzotiofen, indazol i toluen
(Aldrich, Milwaukee, WI, USA); n-heksylobenzen, chlorobenzen, cycloheksanon, fenol,
N-metylo-2-pirolidynon, 4-chlorofenol i 1,3-diizopropylobenzen (Fluka, Buchs,
Szwajcaria); metylofenyloeter, benzamid, heksachlorobutadien, kofeina i naftalen

(Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy); benzonitryl (Janssen, Beerse, Belgia).

3.1.2. Procedura chromatograficzna i statystyczna analiza danych
Anality byly chromatografowane przy pigciu do o$miu réznych kompozycjach

fazy ruchomej od 95:5 do 20:80 (v/v). Zaleznosci liniowe 1 kwadratowe pomiedzy
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logarytmem ze wspodiczynnika retencji, log k, 1 zawarto$cig modyfikatora organicznego

w fazie ruchomej (¢) zostaly wyprowadzone dla analitow testowych na kazdej z

kolumn.

Tabela 1. Nazwy kolumn, producenci, rozmiar i skrét nazwy kolumny.

Rozmiar kolumny Skrot
Kolumna Producent dlugos$é x szerokos¢ nazwy
(mm X mm) kolumny
Kolumny Cqg
Zorbax RX-C18 Hewlett Packard, Newport, DE, USA 150 x 4,6 RX
Polygosil-60-5-C18 Macherey-Nagel, Diiren, Niemcy 125 x 4,6 Poly
Hypersil HyPURITY C18 | Shandon HPLC, Runcorn, Wielka Brytania 150 x 4,6 HyPUR
Hypersil ODS Shandon HPLC, Runcorn, Wielka Brytania 125x 4,6 Hyper
Symmetry C18 Waters, Milford, MA, USA 150 x 4,6 Sym18
Purospher RP-18 ¢ Merck KGaA,Darmstadt, Niemcy 125 x 4,0 Puro
Kromasil KR100-5C18 Eka Nobel, Bohus, Szwecja 150 x 4,6 Krom
Alltima C18 5U Alltech,Deerfield, IL, USA 150 x 4,6 All
Eclipse XDB-C18 Hewlett Packard, Newport, DE, USA 150 x 4,6 XC18
Nucleosil 100-5 C18 HD Macherey-Nagel, Diiren, Niemcy 150 x 4,0 NuCl18
Kolumny Cg

Eclipse XDB-C8 Hewlett Packard, Newport, DE, USA 150 x 4,6 XC8
SymmetryShield RP8 Waters, Milford, MA, USA 150 x 4,6 Sym§8
LiChrospher RP-select B Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy 125x 4,0 SelB
Aluspher 100 RP-select B Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy 125x4,0 Alu
Nucleosil 100-5 C8 Macherey-Nagel, Diiren, Niemcy 150 x 4,0 NuC8
Nova-Pak C8 Waters, Milford, MA, USA 150x 3,9 Nova
TSKgel OD-2PW TosoHaas, Stuttgart, Niemcy 150 x 4,6 TPW
TSKgel ODS-80TS TosoHaas, Stuttgart, Niemcy 150 x 4,6 TTS

Ocena statystyczna tych zaleznosci zostata przeprowadzona z wykorzystaniem

oprogramowania Statistica (StatSoft, Tulsa, OK, USA) na komputerze osobistym.

Zastosowano wieloparametrowg analiz¢ regresji. Przeprowadzono takze analize

sktadnikow gléwnych, analize czynnikowg i analize skupien.
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3.2. Analiza poréwnawcza optymalizacji izokratycznych rozdzielen

HPLC z uzyciem programow DryLab i ChromSword

3.2.1. Aparatura i odczynniki chemiczne

Pomiary chromatograficzne przeprowadzono wykorzystujac chromatograf
sktadajacy si¢ z pompy (HPLC Pump Model 2200, Bischoff Analysentechnik und
Gerdte GmbH, Niemcy), detektora UV/VIS (HPLC-Spectrophotometer Lambda 1000,
Bischoff Analysentechnik und Gerdte GmbH, Niemcy) i integratora (Chromato-

Integrator D-2500, Merck-Hitachi, Frankfurt-Tokio, Niemcy-Japonia).

Analize chromatograficzng wykonano na kolumnie Kromasil KR100-5C18 (Eka

Nobel AB, Bohus, Szwecja) z wypelieniem oktadecylokrzemionkowym o wymiarach

150 x 4,6 mm i $rednicy ziaren wypetnienia 5 pm.

Fazy ruchome wykorzystane do przeprowadzenia eksperymentow zostaty

przedstawione w tabeli 2.

Tabela 2. Kompozycje zastosowanych faz ruchomych podczas badan poréwnawczych programu DryLab

1 ChromSword.

Sktad fazy ruchomej
, . (wv) uiytej do
Sty ko] 7 i
pery eny sprawdzajgcych
przewidywania
Eksperyment 1 Eksperyment 2
Neutralne 70/30 MeOH/H,0O 80/20 MeOH/H,0O 75/25 MeOH/H,0O
60/40 ACN/H20 75/25 ACN/H,0 70/30 ACN/H20O
K 30/70 MeOH/ bufor 50/50 MeOH/ bufor 35/65 MeOH/ bufor
wasowe cytrynianowy pH 3,0 cytrynianowy pH 3,0 cytrynianowy pH 3,0
25/75 ACN/ bufor 40/60 ACN/ bufor 20/80 ACN/ bufor
cytrynianowy pH 3,0 cytrynianowy pH 3,0 cytrynianowy pH 3,0
Zasad 30/70 MeOH/ bufor 50/50 MeOH/ bufor 40/60 MeOH/ bufor
asadowe cytrynianowy pH 3,0 cytrynianowy pH 3,0 cytrynianowy pH 3,0
25/75 ACN/ bufor 40/60 ACN/ bufor 30/70 ACN/ bufor
cytrynianowy pH 3,0 cytrynianowy pH 3,0 cytrynianowy pH 3,0
60/40 MeOH/bufor 70/30 MeOH/ bufor 63/37 MeOH/ bufor
fosforanowy pH 7,0 fosforanowy pH 7,0 fosforanowy pH 7,0
45/55 ACN/ bufor 55/45 ACN/ bufor 50/50 ACN/ bufor
fosforanowy pH 7,0 fosforanowy pH 7,0 fosforanowy pH 7,0
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Nastrzykiwano 20 pl probki rozpuszczonej w metanolu. Wszystkie
eksperymenty przeprowadzono w temperaturze, 7 = 21°C 1 przy szybkos$ci przeptywu
fazy ruchomej, F'= 1 ml/min.

Metanol i acetonitryl, oba do analizy HPLC, byty z Biosolve (Jerozolima,
Izrael). Wode dejonizowang przygotowano w aparacie do oczyszczania wody Milli-Q
Water Purification System (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). Anality
testowe byty nastgpujace (rycina 11): toluen, m-amylobenzen (Aldrich Chemical,
Milwaukee, WI, USA); etylobenzen, kwas 4-hydroksybenzoesowy, 4-etyloanilina
(Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Niemcy); n-propylobenzen, n-butylobenzen, kwas 3-
cyjanobenzoesowy, kwas salicylowy, kofeina, 4-bromoanilina (Aldrich-Chemie,
Stenheim, Niemcy); kwas 2-fluorobenzoesowy (Acros Organics, New Jersey, USA);
kwas acetylosalicylowy, anilina (Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy); naftalen,
fenantren, antracen, kwas 3-nitrobenzoesowy, teofilina, 2-amylopirydyna, 2-

heksylopirydyna (Eindhoven University of Technology, Eindhoven, Holandia).

3.2.2. Komputerowo wspomagana optymalizacja izokratycznych rozdzielen HPLC
za pomoca programow DryLab i ChromSword

Symulacje komputerowe izokratycznych rozdzieleh analitow testowych
przeprowadzono wykorzystujac program DryLab, wersja 2.0 (LC Resources, Walnut
Creek, CA, USA) i program ChromSword, wersja 1.1 (Merck KGaA, Darmstadt,
Niemcy).

W  przypadku programu DryLab przewidywania oparto na danych
eksperymentalnych z dwoch wstgpnych eksperymentow. Parametry retencyjne z tych
eksperymentéw stanowily dane wejSciowe stuzace do przewidywan. Taka sama
procedure zastosowano w przypadku programu ChromSword. Symulacje komputerowe
byly oparte w obu przypadkach na modelu liniowym retencji (rownanie 1). Dodatkowo,
przy pomocy programu ChromSword prowadzono przewidywania retencji
wykorzystujac informacje uzyskang ze struktury molekularnej analitow (réwnanie 2).
Informacja ta byta uzyta niezaleznie lub w kombinacji z danymi retencyjnymi z jednego

lub dwodch eksperymentow.
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a)

naftalen fenantren antracen
toluen etylobenzen n-propylobenzen  n-butylobenzen n-amylobenzen
CH I(;IZ Hz H2
3 H,C H2C CH3 H2C (I:HZ H2C ?Hz
CH3 H,C,
CH
b)
kwas 4-hydroksybenzoesowy  kwas 3-cyjanobenzoesowy kwas 2-fluorobenzoesowy
COOH COOH COOH
kwas acetylosalicylowy kwas salicylowy kwas 3-nitrobenzoesowy
COOH COOH COOH
O\n/CHs i .OH @\
O
NO
¢)

kofeina teoﬁlina anilina 4-bromoanilina 4-etyloanilina

2-amylopirydyna 2- heksyloplrydyna
| N CqH,, N CeHis
@ Y

Rycina 11. Wzory strukturalne analitow testowych wykorzystanych w badaniach poréwnawczych
programoéw DryLab i ChromSword, a) anality neutralne, b) anality kwasowe, ¢) anality zasadowe.
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3.3. Ilosciowe zaleznosci struktura-retencja (QSRR) i model liniowy

retencji (LSS) w optymalizacji rozdzielen HPLC

3.3.1. Aparatura i odczynniki chemiczne

W badaniach wykorzystano chromatograf cieczowy z detektorem z matryca
fotodiodowa (Merck-Hitachi, Frankfurt-Tokio, Niemcy-Japonia). Kontrolg procesu
chromatograficznego 1 obrobke danych prowadzono przy uzyciu oprogramowania D-
7000 HPLC-System-Manager HSM (Merck-Hitachi, Frankfurt-Tokio, Niemcy-Japonia)
na komputerze osobistym.

W badaniach wykorzystano rowniez chromatograf cieczowy Waters LC Module
I Plus wyposazony w detektor UV/VIS (Waters, Milford, MA, USA). Kontrol¢ procesu
chromatograficznego i obrobke danych przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania
Millennium 2.15 (Waters, Milford, MA, USA).

Faza ruchoma zawierala metanol lub acetonitryl jako modyfikator organiczny.
Drugi element binarnej fazy ruchomej stanowita woda, roztwor buforowy Brittona-
Robinsona o pH 2,5, 7,0 1 9,5 niezbednym do zatrzymania dysocjacji analitow o
charakterze kwasowym i zasadowym lub bufor fosforanowy o pH 3,0.

Bufor Brittona-Robinsona zapewnia szeroki zakres pH (2,5 — 10,5). Bufor sktada
si¢ z czgsci A 1 B. Cze$¢ A to mieszanina 0,04 M kwasu octowego, 0,04 M kwasu
fosforowego i 0,04 M kwasu borowego. Cz¢s¢ B stanowi 0,2 M wodorotlenek sodowy.
Roztwor B jest dodawany do roztworu A w ilosci zapewniajacej zadane pH [164].
Czesci A 1 B buforu byty przygotowane poprzez rozpuszczenie sktadnikow nabytych od
Fluka Chemie AG (Buchs, Szwajcaria) w wodzie dejonizowanej.

0,02 M bufor fosforanowy o pH 3,0 zostal przygotowany przez rozpuszczenie w
wodzie dejonizowanej dwuwodnego diwodorofosforanu sodowego, NaH>PO4 x 2H,0
(POCH S.A., Gliwice, Polska). Bufor doprowadzano do pH 3,0 za pomoca 1 M kwasu
solnego (Fluka Chemie AG, Buchs, Szwajcaria).

Pomiary pH buforéw wykonywano przed mieszaniem roztworu wodnego z
modyfikatorem organicznym za pomocg pehametru typu HI 9017 (Hanna Instruments,
Bedfordshire, Wielka Brytania) przy temperaturze, 7 = 21°C. Przed uzyciem bufor
przesaczano przez saczek 0,2 um umieszczony w zestawie do saczenia pod

zmniejszonym ci$nieniem firmy Sartorius (Goettingen, Niemcy).
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Metanol byl z P.C. Odczynniki (Gliwice, Polska), acetonitryl z Merck KGaA
(Darmstadt, Niemcy). Wode przygotowano z wykorzystaniem systemu Milli-Q Water
Purification System (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA).

Anality wyselekcjonowane do wyprowadzenia ogolnych réwnan QSRR (anality
modelowe) byly nastepujace (rycina 12): benzamid, indazol, benzonitryl, 2-naftol,
anizol, l-naftyloacetonitryl, chlorek benzylu, naftalen, bifenyl, piren 1 eter 2,2’-
dinaftylowy (Lancaster, Newgate, Wielka Brytania); indol i benzen (P.C. Odczynniki,
Gliwice, Polska); 4-cyjanofenol (Aldrich Chemical, Gillingham, Wielka Brytania) i
fenantren (Koch-Light Laboratories, Koinbrook Bucks, Wielka Brytania).

benzamid 4-cyjanofenol  indazol benzonitryl indol

O NH, N \ N
Iy 0
) )
H H
OH

2-naftol anizol benzen 1-naftyloacetonitryl —chlorek benzylu
Il I OH  _cH, : ;C%N EC'
naftalen bifenyl fenantren piren

eter 2,2'-dinaftylowy

SOReS

Rycina 12. Wzory strukturalne analitow modelowych wykorzystanych do wyprowadzenia ogdlnych
rownan QSRR charakteryzujacych poszczegdlne uktady RP-HPLC.

Z kolei anality shuzace do sprawdzenia poprawnosci przewidywan retencji
(anality testowe) to: etylobenzen, kumen, n-propylobenzen, antracen, n-butylobenzen,
n-amylobenzen, 2-etylotoluen, 1,3,5-trimetylobenzen, 1,2,3-trimetylobenzen, 1-
metylonaftalen, o-ksylen, m-ksylen, kwas o-toluenowy, kwas p-toluenowy, kwas 4-

etylobenzoesowy, kwas 3-hydroksybenzoesowy, kwas 4-hydroksybenzoesowy, kwas 1-
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naftylobenzoesowy, fenyloacetylen, karbazol, ksanten, 9,10-antrachinon,
heksachlorobutadien, 1,4-naftochinon, kumaryna, ftalimid, ftalonitryl, anilina, fenol i 2-
chloropirydyna (Lancaster, Newgate, Wielka Brytania); toluen (Fluka, Buchs,
Szwajcaria); kwas 2-fluorobenzoesowy, kwas 3-cyjanobenzoesowy, kwas 3-
fluorobenzoesowy, kwas 3-nitrobenzoesowy, 2-chloroanilina, 3,4-dichloroanilina, 3,5-
dichloroanilina, 3,5-dimetyloanilina, 3-chloroanilina, 3-metyloanilina, 4-chloroanilina,
N-etyloanilina i 4-metoksyanilina (LC Resources, Walnut Creek, CA, USA); n-
heksylobenzen i 1,3,5-triizopropylobenzen (Aldrich Chemicals, Gillingham, Wielka
Brytania); p-ksylen (Romil Chemicals, Shepshed, Wielka Brytania); kwas benzoesowy
(Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy); 2-metoksyanilina (P.C. Odczynniki, Gliwice,
Polska); kwas acetylosalicylowy, ketoprofen, diklofenak, fenbufen, naproksen,
piroksykam, mirycetyna, kwercetyna, kemferol, apigenina, luteolina, amentoflawon,
bilobetyna 1 ginkgetyna, pochodzity ze zbioréw lekéow i odczynnikéw Akademii
Medycznej w Gdansku.

Analiz¢ chromatograficzng wykonano na kolumnach: Inertsil ODS-3, 150 x 4,6
mm L.D., $rednica ziaren wypetnienia 5 pm (GL Sciences Inc., Shinjuku-ku, Tokio,
Japonia), XTerra MS, 150 x 4,6 mm LD., $rednica ziaren wypekienia 5 um (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) — obie kolumny wypetione krzemionka
modyfikowang grupami oktadecylowymi; Aluspher 100 RP-select B, 125 x 4,0 mm
I.D., $rednica ziaren wypelnienia 5 pm (Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy) — kolumna
wypetniona tlenkiem glinu pokrytym polibutadienem; PRP-1, 150 x 4,1 mm LD.,
srednica ziaren wypeklnienia 5 pum (Hamilton Company, Reno, Nevada, USA) —
kolumna wypetniona usieciowanym polistyreno(diwinylobenzenem).

Objetos¢ nastrzykiwanej probki rozpuszczonej w metanolu wynosita 20 pl.
Wszystkie pomiary chromatograficzne wykonano w temperaturze, 7' = 35°C, przy

przeptywie fazy ruchomej, F'= 1 ml/min.

3.3.2. Pomiary chromatograficzne

3.3.2.1. Poréwnanie wartosci log k., otrzymanych metodq elucji izokratycznej i
gradientowej

Poréwnanie wartosci log k. otrzymanych w warunkach izokratycznych i
gradientowych na kolumnach Inertsii ODS-3 1 Aluspher 100 RP-select B

przeprowadzone z wykorzystaniem 37 analitow przedstawiono w tabeli 3.
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Tabela 3. Wartosci /og k,, otrzymane w warunkach elucji izokratycznej i gradientowej na kolumnach Inertsil ODS-3 i Aluspher 100 RP-select B.

Inertsil ODS-3

Aluspher 100 RP-select B

Metanolowa faza

Acetonitrylowa faza

Nr | Analit Metanolowa faza ruchoma | Acetonitrylowa faza ruchoma
log kyw log kw log kyw log kw log kw log kw log kw log kw
(gradientowe) | (izokratyczne) | (gradientowe) | (izokratyczne) | (gradientowe) | (izokratyczne) | (gradientowe) | (izokratyczne)
1 | Anilina 1,11 1,10 1,09 1,04 0,03 -0,09 0,11 -0,01
2 | Fenol 1,34 1,43 1,32 1,31 0,11 0,11 0,28 -0,01
3 | 2-Chloropirydyna 1,51 1,41 1,26 1,23 0,06 -0,02 0,24 -0,12
4 | Anizol 2,36 2,30 2,12 1,92 0,89 0,72 1,16 0,64
5 | Benzamid 1,22 1,07 1,09 0,62 -0,19 -0,28 -0,03 -0,45
6 | Benzen 2,25 2,27 1,74 1,95 0,86 0,71 1,18 0,71
7 | Benzonitryl 1,92 1,86 1,76 1,73 0,37 0,42 0,59 0,32
8 | Chlorek benzylu 3,00 2,77 2,62 2,26 1,38 1,12 1,83 1,31
9 | Bifenyl 4,39 4,05 3,09 2,56 3,05 2,86 2,88 2,48
10 | 4-Cyjanofenol 1,64 1,55 1,50 1,43 0,21 0,24 0,47 0,25
11 | Eter 2,2’-dinaftylowy 6,35 6,26 3,94 3,74 4,65 4,86 3,10 3,39
12 | Indazol 1,95 1,89 1,73 1,49 0,60 0,43 0,73 0,42
13 | Indol 2,13 2,16 2,30 1,76 0,86 0,90 1,12 0,84
14 | Naftalen 3,66 3,38 2,82 2,37 2,35 2,11 2,42 1,96
15 | 2-Naftol 2,80 2,56 2,41 1,77 1,47 1,40 1,82 1,26
16 | I-Naftyloacetonitryl 3,19 2,72 2,76 2,30 1,80 1,57 2,12 1,53
17 | Fenantren 4,70 4,34 3,16 2,69 3,46 3,09 2,82 2,54
18 | Piren 5,01 4,68 3,23 2,93 3,06 3,70 2,74 2,95
19 | Kumaryna 1,98 2,00 1,72 1,76 0,49 0,56 0,66 0,68
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Tabela 3. c.d.

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

Ftalimid
Ftalonitryl
1,4-Naftochinon
Toluen
Fenyloacetylen
Etylobenzen
Karbazol

Kumen
1-Bromonaftalen
n-Propylobenzen
n-Butylobenzen
9,10-Antrachinon
Ksanten
n-Amylobenzen

n-Heksylobenzen

Heksachlorobutadien

Antracen

1,3,5-Triizopropylobenzen

1,61
1,67
2,24
2,92
2,93
3,57
3,63
431
4,47
4,25
4,92
3,43
4,23
5,86
6,38
5,30
4,70
6,98

1,65
1,71
2,11
2,94
3,08
4,12
3,45
3,81
3,97
3,89
4,42
3,20
2,92
4,95
5,81
4,80
4,75
6,47

1,47
1,74
1,97
2,53
2,63
2,79
3,12
2,98
2,98
2,92
2,88
2,65
3,06
3,49
3,65
3,26
3,07
428

1,15
1,70
1,49
2,21
1,82
2,48
2,70
2,61
2,59
2,69
2,90
2,44
2,36
3,16
3,52
3,43
3,09
3,96

0,16
0,17
0,74
1,32
1,50
2,14
2,56
2,64
3,11
2,80
3,25
2,35
3,09
3,63
3,94
3,56
4,04
424

0,47
0,47
0,81
1,44
1,49
2,18
2,36
2,56
2,60
2,73
3,19
2,24
2,98
3,71
432
3,56
3,17
4,72

0,30
0,41
0,92
1,66
1,72
2,27
2,68
2,61
2,71
2,69
2,92
2,44
2,88
3,03
3,08
2,77
2,87
3,28

0,42
0,50
1,22
1,46
1,46
1,94
2,06
2,22
2,14
2,32
2,23
3,29
2,28
2,81
3,01
2,92
2,42
3,71
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Stosujac  elucje gradientowa, czasy retencji z dwoch eksperymentow
gradientowych r6znigcych si¢ czasem gradientu stanowity dane wejSciowe do
wyznaczenia wartosci log k. przez program DryLab.

W przypadku elucji izokratycznej, czasy retencji dla poszczegélnych analitow
wyznaczono przy pi¢ciu kompozycjach binarnej wodno-organicznej fazy ruchomej w
zakresie od 90:10 do 10:90 (v/v). Jako modyfikatory organiczne zostaty uzyte metanol 1
acetonitryl. Wyznaczono liniowe zaleznosci pomigdzy logarytmem ze wspotczynnika
retencji, log k, a procentem objetosciowym modyfikatora organicznego w fazie
ruchomej (¢). Na podstawie tych zaleznosci (wspdtczynnik korelacji, R > 0,99)

wyznaczano poprzez ekstrapolacje wartosci log k. odnoszace si¢ do 100% wody.

3.3.2.2. Wartosci log ki S do ogélnych rownan QSRR

Parametry retencji dla serii analitbw modelowych wyznaczono na czterech
kolumnach (Inertsil ODS-3, XTerra MS, Aluspher 100 RP-select B 1 PRP-1) na
podstawie dwoch gradientow liniowych od 5-100% B (B — modyfikator organiczny)
przy czasach gradientu, tc, 20 min i 60 min. Czasy retencji z tych dwodch
eksperymentéw postuzyly do wyliczenia wartosci log kv 1 S. Obliczenia
przeprowadzono stosujac program DryLab. Tak wyznaczone wartosci log kv 1 S dla
analitéw modelowych na poszczeg6lnych kolumnach zostaty zebrane w tabeli 4.

Tabela 4. Wartosci log k.1 S dla analitow modelowych oznaczone dla czterech kolumn HPLC z uzyciem
metanolu (MeOH) lub acetonitrylu (ACN) jako modyfikatora fazy ruchome;.

Inertsil ODS-3 XTerra MS ‘};‘I‘f‘s’g‘; tlgﬂ PRP-1

Nr | Analit modelowy MeOH ACN MeOH MeOH MeOH

log kw S log kw S log kw S log kw S log kv S
1 | Benzamid 122 3,66 | 1,00 528 | 1,05 435 ]-019 337 | 1,78 4,05
2 | 4-Cyjanofenol 1,64 339 | 1,50 425 | 134 3,67 | 021 337 | 230 3,70
3 | Benzonitryl 1,92 335 | 1,76 3,61 | 1,68 353 | 037 337 | 3,01 3,37
4 | Indazol 195 360 | 1,73 500 | 1,79 393 | 0,60 337 | 2,76 3,72
5 | Indol 2,13 336 | 2,30 449 | 1,86 340 | 086 3,37 | 3,44 3,73
6 | Benzen 225 3,09 | 1,74 2,72 | 1,88 284 | 086 337 | 333 335
7 | Anizol 236 333 | 2,12 3,69 | 206 328 | 0,89 337 | 346 3,36
8 | 2-Naftol 2,80 426 | 2,41 481 | 253 431 | 147 352 | 3,64 401
9 | Chlorek benzylu 300 404 | 2,62 421 | 255 3,72 | 1,38 248 | 3,71 348
10 | I-Naftyloacetonitryl | 3,19 471 | 2,76 475 | 295 481 | 1,80 4,13 | 3,79 348
11 | Naftalen 366 448 | 282 401 | 3,12 404 | 235 3,82 | 406 348
12 | Bifenyl 439 512 | 3,00 408 | 3.64 443 | 3,05 446 | 623 559
13 | Fenantren 470 530 | 3,16 3,93 | 3.87 452 | 346 467 | 684 6,10
14 | Piren 501 537 | 323 3,69 | 409 454 | 3,06 342 | 731 6,58
15 | Eter 2,2 -dinaftylowy | 6,35 6,65 | 3,94 435 | 529 573 | 465 534 | 683 6,08
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3.3.3. Deskryptory strukturalne analitéw

Deskryptory strukturalne analitow wykorzystane w analizie QSRR, tj. moment
dipolowy, u, najwigkszy ujemny atomowy tadunek nadmiarowy w czasteczce, dumin,
oraz powierzchnia dostgpna do kontaktu z rozpuszczalnikiem, Aw4s, wyznaczono w
wyniku modelowania molekularnego. Warto$ci deskryptorow strukturalnych dla
analitow modelowych uzytych do wyprowadzenia réwnan QSRR charakteryzujacych
poszczegolne uklady chromatograficzne, jak rowniez dla analitow testowych stuzacych
do oceny mozliwosci przewidywawczych wyprowadzonych rownanh QSRR
przedstawiono w tabeli 5.

Modelowanie molekularne przeprowadzono uzywajac program HyperChem z
rozszerzeniem ChemPlus (HyperCube, Waterloo, Kanada). Zastosowano optymalizacje
geometryczng z wykorzystaniem mechaniki molekularnej z polem sitowym MM+ i
nastgpnie wykonano obliczenia kwantowochemiczne metodg poétempiryczng AMI

[165,166].

3.3.4. Analiza QSRR

3.3.4.1. Wieloparametrowa analiza regresji

Wieloparametrowa analiza regresji (MRA) zostala przeprowadzona z
wykorzystaniem opcji dostgpnych w programie Microsoft Excel (Microsoft Co.,
Redmond, WA, USA). Dla kazdego rownania regresji wyznaczono wspotczynniki
regresji (= odchylenia standardowe), wspotczynnik korelacji, R, btad standardowy
estymacji, s, poziom istotnosci poszczegdlnych wyrazéw réwnania i catego rdwnania,
p, oraz wartos$¢ testu F, F.

Parametry log k. 1 S, traktowane jako zmienne zalezne, opisywano z uzyciem
deskryptorow strukturalnych wyliczonych z modelowania molekularnego: momentu
dipolowego, u, najwickszego ujemnego atomowego tadunku nadmiarowego w
czasteczce, dumin, Oraz powierzchni dostgpnej do kontaktu z rozpuszczalnikiem, 4was.
Otrzymane rownania QSRR opisalty wartosci log kv 1 S za pomoca tych samych
deskryptorow strukturalnych, ktorym towarzyszyly jednak roézne wspotczynniki

regresji.
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Tabela 5. Deskryptory molekularne dla analitow uzytych do wyprowadzenia ogélnych rownan QSRR
oraz dla analitdw testowych uzytych do oceny warto$ci predykcyjnej tych rownan.

Nr Analit u[D] Omin [e] Awas [A?]
Anality modelowe
1 Benzamid 3,583 -0,4333 293,46
2 4-Cyjanofenol 3,311 -0,2440 290,90
3 Indazol 1,547 -0,2034 284,44
4 Benzonitryl 3,336 -0,1349 279,14
5 Indol 1,883 -0,2194 292,38
6 2-Naftol 1,460 -0,2518 323,16
7 Anizol 1,249 -0,2116 288,94
8 Benzen 0,000 -0,1301 245,21
9 1-Naftyloacetonitryl 3,031 -0,1381 364,26
10 Chlorek benzylu 1,494 -0,1279 296,17
11 Naftalen 0,000 -0,1277 311,58
12 Bifenyl 0,000 -0,1315 358,08
13 Fenantren 0,020 -0,1279 374,73
14 Piren 0,000 -0,1273 392,41
15 Eter 2,2 -dinaftylowy 1,463 -0,1606 510,36
Pochodne benzenu
16 Toluen 0,264 -0,1792 274,37
17 Etylobenzen 0,320 -0,2105 300,40
18 n-Propylobenzen 0,336 -0,2118 329,97
19 n-Butylobenzen 0,341 -0,2107 360,86
20 n-Amylobenzen 0,349 -0,2107 391,43
21 n-Heksylobenzen 0,349 -0,2106 421,46
22 Kumen 0,247 -0,2057 322,15
23 2-Etylotoluen 0,468 -0,2106 323,11
24 1,2,3-Trimetylobenzen 0,487 -0,1807 319,85
25 1,3,5-Trimetylobenzen 0,000 -0,1786 332,12
26 Antracen 0,000 -0,1267 379,15
27 1-Metylonaftalen 0,274 -0,1811 335,17
28 1-Bromonaftalen 1,414 -0,1540 340,71
29 0-Ksylen 0,437 -0,1804 297,13
30 m-Ksylen 0,258 -0,1790 302,97
31 p-Ksylen 0,000 -0,1780 303,57
Pochodne kwaséw organicznych
32 Kwas 3-cyjanobenzoesowy 3,907 -0,3554 322,24
33 Kwas 3-fluorobenzoesowy 2,759 -0,3568 293,89
34 Kwas 3-nitrobenzoesowy 5,518 -0,3553 321,90
35 Kwas o-toluenowy 2,077 -0,3695 308,71
36 Kwas p-toluenowy 2,809 -0,3670 316,80
37 Kwas 4-etylobenzoesowy 2,889 -0,3672 343,94
38 Kwas 3-hydroksybenzoesowy 3,496 -0,3584 299,84

55



Tabela 5. c.d.

39 Kwas 4-hydroksybenzoesowy 3,010 -0,3682 300,43
40 Kwas benzoesowy 2,418 -0,3651 287,97
41 Kwas I-naftylooctowy 2,028 -0,3742 376,83
42 Kwas acetylosalicylowy 5,816 -0,3321 353,76
43 Naproksen 2,346 -0,3584 446,68
44 Piroksykam 2,067 -0,9370 490,37
45 Ketoprofen 2,779 -0,3581 481,35
46 Fenbufen 4,028 -0,3584 490,29
47 Diklofenak 1,783 -0,3754 462,21
Pochodne aniliny
48 2-Chloroanilina 1,676 -0,4010 284,98
49 2-Metoksyanilina 0,802 -0,4035 306,41
50 3,4-Dichloroanilina 3,707 -0,4025 309,72
51 3,5-Dichloroanilina 2,989 -0,4026 312,41
52 3,5-Dimetyloanilina 1,274 -0,4137 322,95
53 3-Chloroanilina 2,603 -0,4073 288,71
54 3-Metyloanilina 1,469 -0,4131 293,50
55 4-Chloroanilina 3,086 -0,4066 289,22
56 N-Etyloanilina 1,867 -0,3605 327,54
57 4-Metoksyanilina 1,966 -0,4157 309,35
Flawonoidy
58 Mirycetyna 5,602 -0,3537 481,98
59 Kwercetyna 5,215 -0,3536 472,40
60 Kemferol 4,381 -0,3538 462,22
61 Apigenina 3,950 -0,3492 455,27
62 Luteolina 4,290 -0,3489 465,81
63 Amentoflawon 3,083 -0,3147 727,37
64 Bilobetyna 2,461 -0,3536 774,14
65 Ginkgetyna 2,385 -0,3540 819,54
Rézne
66 Kumaryna 4,818 -0,2880 310,80
67 Ftalimid 3,348 -0,4025 306,23
68 Ftalonitryl 5,298 -0,1134 308,61
69 1,4-Naftochinon 1,332 -0,2698 324,50
70 Fenyloacetylen 0,257 -0,1964 290,81
71 Karbazol 1,206 -0,2449 361,17
72 9,10-Antrachinon 0,003 -0,2863 388,67
73 Ksanten 1,146 -0,1523 376,35
74 Heksachlorobutadien 0,000 -0,0730 340,60
75 1,3,5-Triizopropylobenzen 0,080 -0,2056 478,59
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3.3.4.2. Sztuczne sieci neuronowe

Analize  sztucznych sieci neuronowych (ANN) przeprowadzono z
wykorzystaniem programu NeuralWorks Professional II Plus (Neural Ware, Pittsburgh,
PA, USA).

Proces uczenia ANN kontrolowano za pomocg algorytméw Root Mean Square
(RMS) Error, Classification Learn and Classification Test. Uczenie koniczono po 25 000
prezentacjach. Wspotczynnik uczenia dla wszystkich sieci wynosit 0,5, a warto$¢ tzw.
momentum wynosita 0,4.

Zaprojektowano i stworzono dziesig¢ modeli ANN (tabela 6).

Na rycinie 13 przedstawiono przyktad architektury ANN wykorzystanej do
przewidywan retencji. Architektura sieci charakteryzuje si¢ obecnoscig warstwy
wejsciowej uformowanej przez trzy neurony (processing elements, PEs) odnoszace si¢
do danych wejsciowych (momentu dipolowego, u, najwigkszego ujemnego atomowego
tadunku nadmiarowego na czasteczce, dumin oraz powierzchni dostgpnej do kontaktu z
rozpuszczalnikiem, A w4s). Kazda warstwa wyjSciowa sklada si¢ z jednego neuronu.

Tabela 6. Modele sztucznych sieci neuronowych uzyte do przewidywania retencji w poszczegdlnych
uktadach chromatograficznych.

Architektura sieci

warstwa wejsciowa — dwie Rodzaj warstw
Nr Uktad chromatograficzny ( J 4 warstwy
warstwy ukryte — warstwa wyjsciowej
wyjsciowa)

Inertsil ODS-3 :
! Metanolowa faza ruchoma, z¢ = 20 min 3-6-2-1 Sine

Inertsil ODS-3 .
2 Metanolowa faza ruchoma, ¢ = 60 min 3-6-2-1 Sine

Inertsil ODS-3 :
3 Acetonitrylowa faza ruchoma, 76 =20 min 3-4-2-1 Sine

Inertsil ODS-3

4 Acetonitrylowa faza ruchoma, ¢¢ = 60 min 3-4-2-1 TanH
XTerra MS '

5 Metanolowa faza ruchoma, ¢ = 20 min 3-3-2-1 Sine

6 XTerra MS 330.1 Sine

Metanolowa faza ruchoma, ¢ = 40 min

Aluspher 100 RP-select B

7 Metanolowa faza ruchoma, ¢¢ = 10 min 3-5-2-1 TanH
8 Metan(;?cl)l\f: };Z;al ?l?cllffr;lsz:,liztf 30 min 3-5-2-1 TanH
? Metanolowa fazf rIl{lI(;lloma, t¢ =10 min 3-4-2-1 TanH
10 PRP-1 34 Tand

Metanolowa faza ruchoma, ¢ = 30 min
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Warstwy ukryte oraz warstwa wyjsciowa sg polaczone z tzw. progiem (bias).
Organizacja warstw ukrytych zostala ustalona eksperymentalnie. W poszczegdlnych
modelach ANN, neurony formujace warstwy ukryte i warstwe wyjSciowa s3 tego
samego typu: TanH — tangens hiperboliczny lub Sine — sigmoida. Kazda warstwa ukryta
jest potaczona z wszystkimi elementami warstwy wejsciowej 1 wyjsciowej. Modele
ANN r6znig si¢ miedzy sobg strukturg warstw ukrytych i charakterystyka funkcji
transferu informacji.

Dane retencyjne dla wszystkich analitow z tabeli 5 podzielono na dwie grupy w
w taki sam sposob jak w przypadku wieloparametrowej analizy regresji. Pierwsza
grupa, zawierajagca dane retenyjne i strukturalne dla 15 analitow modelowych, byta
grupg treningowg. Dane retencyjne otrzymane na kolumnie Inertsil ODS-3, XTerra MS,
Aluspher 100 RP-select B i PRP-1 dla wszystkich innych analitéw wymienionych w
tabeli 5, tworzyla grupe testowa.

ANN byly uczone na grupie treningowej, tak aby zoptymalizowa¢ wagi 1
wartos¢ progu z wykorzystaniem metody wstecznej propagacji bledu (error back-
propagation strategy). Przed rozpoczeciem procesu uczenia sieci neuronowych,
ustalono wstepne wagi w zakresie —0,1 1 0,1. Wartosci wejsciowe byly znormalizowane
w zakresie —1 1 1 a warto$ci wyjsciowe w zakresie —0,8 1 0,8. Dane treningowe byly

prezentowana sieci w sposob losowy.

a) ©)

b)

d) “1
_Out

I_—_|'1dden2

wv hs
l _::ﬁHiddenl

Rycina 13. Architektura sztucznych sieci neuronowych zaprojektowanych do przewidywania retencji na
kolumnie Inertsii ODS-3 w nastgpujacych warunkach chromatograficznych: a) faza ruchoma
modyfikowana metanolem, #¢ = 20 min, b) faza ruchoma modyfikowana metanolem, ¢ = 60 min, c) faza
ruchoma modyfikowana acetonitrylem, ¢ = 20 min, d) faza ruchoma modyfikowana acetonitrylem, ¢¢ =
60 min.
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4. Wyniki i dyskusja

4.1. Porownanie modelu liniowego i kwadratowego retencji

W wyniku analizy regresji danych retencyjnych dla analitéw testowych
uzyskano rownania liniowe 1 kwadratowe opisujgce retencje w calym zakresie sktadu
fazy ruchomej. W tabeli 7 zebrano parametry statystyczne dla wszystkich analitéw
chromatografowanych uzyskane przy zastosowaniu wodno-organicznych faz
ruchomych zawierajacych metanol lub acetonitryl. Mozna zauwazy¢, ze nie wystepuja
istotne statystycznie réznice pomig¢dzy modelem liniowym i1 kwadratowym, zaréwno w
uktadzie metanolowo-wodnym, jak i acetonitrylowo-wodnym. W kazdym rozpatrywanym
przypadku wspotczynnik korelacji jest wysoki (R > 0,92) 1 nie ma jednoznacznych réznic
w wartosciach standardowego btedu estymacji (s) czy testu F (F).

Istotnos$¢ statystyczna wyrazu cztonu kwadratowego dla wigkszo$ci analitéw i
rozwazanych uktadéw chromatograficznych nie wystepuje lub jest niewielka. Obrazuja
to przyktady réwnan liniowych 1 kwadratowych dla dwoch analitow
chromatografowanych w sze$ciu uktadach chromatograficznych przedstawione w tabeli
8. Wyraz przy zmiennej zaleznej podniesionej do kwadratu nie wnosi statystycznie
istotnej informacji do opisu retencji chromatograficznej. Sytuacja taka nie jest jednak
obowigzujaca dla kazdego analitu i uktadu chromatograficznego zawierajacego metanol
lub acetonitryl jako sktadnik fazy ruchomej. Dlatego, model kwadratowy moze by¢
rozwinigciem modelu liniowego w indywidualnych sytuacjach chromatograficznych.

Réznice miedzy modelem liniowym i1 kwadratowym badano takze metodami
analizy sktadnikow gtéwnych (PCA), analizy czynnikowej (FA) 1 analizy skupief (CA).
Jako parametr charakteryzujacy analit w danym ukladzie chromatograficznym
rozwazano log k... Wartosci log k., dla pieciu przyktadowych analitow przedstawiono w
tabeli 9.

Warto$¢ log kw jest uznawana za bardziej wiarygodny parametr wlasciwos$ci
retencyjnych analitu w poréwnaniu do izokratycznych wartos$ci log k [12]. Wartos¢ log
kw powinna by¢ niezalezna od tego czy zostal wykorzystany do jej wyznaczenia model
liniowy, czy kwadratowy, jezeli obydwa poprawnie odzwierciedlajg zmiany retencji w

zaleznosci od skitadu eluentu.
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Tabela 7. Srednie wartosci wspotczynnikow korelacji (R), standardowego bledu estymacji (s) i wartosci
testu F (F) rownan regresji wyprowadzonych dla analitéw testowych na poszczegodlnych kolumnach w
uktadzie metanol-woda i acetonitryl-woda przy uzyciu modelu liniowego i kwadratowego retencji.

Uklad chromatograficzny

i model retencji R s F
Kolumna RX
(MeOH/H0)! 0,9954 0,0388 10369
(MeOH/ H50)? 0,9997 0,0128 63916
(ACN/H0)! 0,9618 0,1018 1267
(ACN/ H»0)? 0,9956 0,0482 1268
Kolumna Hyper
(MeOH/H,0)! 0,9567 0,0230 7763
(MeOH/ H30)* 0,9198 0,0105 9067
(ACN/H0)! 0,9928 0,0342 6037
(ACN/ H70)? 0,9992 0,0131 5586
Kolumna Poly
(MeOH/H,0)! 0,9977 0,0280 13472
(MeOH/ H0)? 0,9995 0,0178 7982
(ACN/H0)! 0,9936 0,0390 1642
(ACN/ H70)? 0,9996 0,0120 4693
Kolumna All
(MeOH/H,0)! 0,9976 0,0213 38568
(MeOH/ H0)’ 0,9999 0,0066 29800
(ACN/H0)! 0,9964 0,0283 4552
(ACN/ H,0)? 0,9997 0,0108 6257
Kolumna TPW
(MeOH/H0)! 0,9802 0,0530 7924
(MeOH/ H,0)? 0,9826 0,0487 5799
(ACN/H0)! 0,9873 0,0655 1647
(ACN/ H>0)? 0,9931 0,0437 6115
Kolumna XC18
(MeOH/H,0)! 0,9982 0,0252 14948
(MeOH/ H30)* 0,9999 0,0151 87038
(ACN/H0)! 0,9964 0,0334 2117
(ACN/ H70)? 0,9997 0,0115 4642
Kolumna HyPUR
(MeOH/H,0)! 0,9282 0,0570 411660
(MeOH/ H0)* 0,9844 0,0394 255525

! model liniowy, > model kwadratowy
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Kolumna Krom

(MeOH/H0)! 0,9984 0,0209 40671
(MeOH/ H,0)* 0,9998 0,0093 37932
Kolumna NuC18
(MeOH/H,0)! 0,9980 0,0262 33538
(MeOH/ H0)* 0,9997 0,0126 27193
Kolumna Puro
(MeOH/H,0)! 0,9980 0,0287 103132
(MeOH/ H0)’ 0,9998 0,0108 62230
Kolumna Sym18
(MeOH/H0)’ 0,9979 0,0274 22812
(MeOH/ H;0)’ 0,9997 0,0164 16860
Kolumna TTS
(MeOH/H0)! 0,9988 0,0187 48437
(MeOH/ H,0)? 0,9998 0,0079 84894
Kolumna SelB
(MeOH/H0)! 0,9964 0,0241 8160
(MeOH/ H,0)? 0,9991 0,0140 9260
(ACN/H0)! 0,9966 0,0308 1806
(ACN/ H70)? 0,9989 0,0174 2501
Kolumna Alu
(MeOH/H,0)! 0,9760 0,1070 668
(MeOH/ H»0)? 0,9849 0,0774 54596
(ACN/H0)! 0,9548 0,1796 532
(ACN/ H70)? 0,9682 0,1486 2515
Kolumna Nova
(MeOH/H,0)! 0,9980 0,0270 6628
(MeOH/ H0)* 0,9994 0,0157 25523
Kolumna NuC8
(MeOH/H,0)! 0,9974 0,0378 2318
(MeOH/ H0)’ 0,9996 0,0185 6468
Kolumna Sym8
(MeOH/H0)’ 0,9990 0,0187 9032
(MeOH/ H0)* 0,9997 0,0122 27055
Kolumna XC8
(MeOH/H0)’ 0,9985 0,0225 10294
(MeOH/ H,0)? 0,9998 0,0120 50026

" model liniowy; > model kwadratowy
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Tabela 8. Wspotczynniki regresji (4, B, log k) (= S.D.), poziomy istotnos$ci, p (w nawiasach) i parametry
statystyczne (R, s i F) robwnan regresji liniowej log k= B ¢ + log k., i kwadratowej log k= A@* + Bp+ log
kw dla przyktadowych dwoch analitow testowych, n-heksylobenzenu i 1,4-dinitrobenzenu w szesciu
uktadach chromatograficznych.

Uﬁ;igp- Wspolezynniki regresji Parametry statystyczne
A B log kyw R s F
Kolumna:
Zorbax RX-CI18
Analit:
n-heksylobenzen
-0,0537
‘MeOH/H»O >
(_ ? 20) - (£0,0003) 5,2316 0,9999 0,0050 29199
liniowy (p = 442E-07) (£0,0268)
(MeOH/H0) 7,78E-05 -0,0670 5.7896
(£3,48E-05) (£0,0059) i 0,9999 0,0033 33987
kwadratowy (p=0,1552) (p = 0,0077) (+0,2506)
-0,03668
'ACN/H»0 ’
(ACN/HZ0) : (::0,0004) 3,6086 0,997 0,0142 7927
liniowy (p = 3.39E-09) (+0,0325)
1,77E-05 -0,0393
ACN/H >0, ’ >
( 20) (+3,78E-05) (£0,0057) 3,7049 0,9997 0,0155 3345
kwadratowy (p = 0,664) (p = 0,0023) (+0,2087)
Analit:
1,4-dinitrobenzen
-0,0621
‘MeOH/H»O ’
(_ 'e 20) - (£0,0003) 6,0817 0,9999 0,0055 31824
liniowy (p = 3.88E-07) (£0,0297)
8,32E-05 -0,0763
‘MeOH H»O > ’
(MeOITIRO) 1 (417805 | (20.0071) 0.0783 09999 | 00039 | 31673
kwadratowy (p = 0,1845) (p = 0,0086) (£0,3002)
-0,0407
‘ACN/H >0 ¢
(. ] 20) - (£0,0006) 40711 0,9995 0,0159 3817
liniowy (p = 4,11E-07) (£0,0542)
-0,0001 -0,0212
‘ACN/H >0 > >
( 20) (+3,84E-05) (£0,0061) 3,3033 0,9999 0,0088 6252
kwadratowy (p=00502) | (p=00411) | *02436)
Kolumna:
LiChrospher
RP-select B
Analit:
n-heksylobenzen
-0,0523
‘MeOH/H»O ’
(. .e 20/ - (£0,0011) 4,6376 0,9993 0,0245 2268
liniowy (p = 2.04E-05) (+0,0830)
(MeOH/H0) 0,0002 -0,0791 5.6259
(£3,48E-05) (+0,0052) ’ 0,9999 0,0080 10764
kwadratowy (p =0 0358) (p =0 0043) (i071941)
-0,0403
‘ACN/H >0 >
(. . 20 - (£0,0018) 3,3925 0,9962 0,0560 531
liniowy (p = 2,1E-05) (+0,1090)
0,0003 -0,0721
‘ACN/H >0 > >
( 20) (+4,23E-05) (£0,0051) 4,2920 0,9997 0,0172 2831
kwadratowy (p=00082) | (p=00008) | 1472
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Analit:
1,4-dinitrobenzen
-0,0586
‘MeOH/H >0 >
(_ ? 20) - (£0,0013) >,3228 0,9992 0,0210 1939
liniowy (p = 2.58E-05) (+0,1069)
0,0002 -0,0915
MeOH/H »O > ’
(Me 20) (+0,0002) (£0,0375) ff641298;0 0,9994 0,0219 896
kwadratowy (p — 0’4722) (p — 0,1346) ( B )
-0,0413
'ACN/H >0 ’
(. ] 20) - (£0,0012) 3,6352 0,9986 0,0280 1083
liniowy (p = 6,17E-05) (+0,0825)
0,0002 -0,0684
'ACN/H»0 ’ ’
( 20) (+2,53E-05) (£0,0033) f641907518 0,9999 0,0058 12682
kwadratowy (p=00144) | (p=00023) | “O10°®)
Kolumna:
Aluspher 100
RP-select B
Analit:
n-heksylobenzen
-0,0521
‘MeOH/H >0 ’
(_ ? 20) - (£0,0012) 4,1397 0,9992 0,0380 1886
liniowy (p = 2.69E-05) (£0,0857)
0,0001 -0,0712
MeOH/H »O > ’
(Me 20) (£7,84E-05) (£0,0110) f673870473 0,9997 0,0293 1582
kWadratOWy (p — 0,2240) (p — 0’0231) ( 5 )
-0,0449
'ACN/H»0 °
(. ' 20) - (£0,0013) 2,8749 0,9988 0,0410 1199
liniowy (p = 5,3E-05) (+0,0800)
0,0002 -0,0654
'ACN/H»0 ’ >
( 20) (£5,85E-05) (£0,0071) 3642506324 0,9998 0,0219 2110
kwadratowy (p=00998) | (p=00114) | 02039
Analit:
1,4-dinitrobenzen
-0,0538
‘MeOH/H >0 °
(MeOR/HZ0) : (0,0010) 4,3193 0,996 0,0228 2777
liniowy (p = 0,0004) (+0,0774)
(MeOH/H0) 0,0002 -0,0780 52073
(+3,87E-06) (£0,0006) ié 0214 0,9999 0,0008 12090
kwadratowy (p=00153) | (p=000a7) | 00219
-0,0689
'ACN/H»0 >
(ACN/H0) . (+0,0062) 4,1280 0,9881 0,1963 124
liniowy (p = 0,0016) (£0,3826)
-0,0008 0,0278
‘ACN/H >0 ’ ’
( 20) (£0,0003) (£0,0357) ;{3536096 0,9975 0,1109 197
kwadratowy (p — 0’1 127) (p — 0,5185) ( s )
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Tabela 9. Warto$ci log k. (£ S.D.) otrzymane w badanych ukladach chromatograficznych z
wykorzystaniem modelu liniowego i kwadratowego retencji dla pieciu przyktadowych analitow: 1 — n-
heksylobenzenu; 2 — 1,4-dinitrobenzenu; 3 — 4-cyjanobenzenu; 4 — chlorobenzenu; 5 — dibenzotiofenu.

Uklad HPLC Analit
i model retencji 1 2 3 4 5
RX
(MeOH/H>0)! | 5,2316 (+0,0268) | 6,0817 (£0,0297) | 2,9067 (£0,0372) | 1,9659 (+£0,0208) | 0,9587 (+0,0367)
(MeOH/H,0)? | 5,7896 (+0,2506) | 6,6785 (+0,3002) | 3,1068 (+0,0114) | 1,8763 (+£0,0249) | 1,1142 (+£0,0416)
(ACN/H:0)* 3,6087 (£0,0325) | 4,0711 (+0,0541) | 1,8546 (+£0,1456) | 1,7097 (x0,0513) | 0,8197 (+0,0724)
(ACN/H>0)? 3,7049 (+0,2086) | 3,3032 (+0,2435) | 2,5812 (£0,2207) | 1,9296 (+0,0522) | 0,9964 (+0,0585)
Poly
(MeOH/H,0)! | 5,2000 (+0,0137) | 6,0472 (+0,0237) | 3,0551 (£0,0805) | 2,0725 (+£0,0333) | 1,0826 (+£0,0320)
(MeOH/H>0)? | 5,2103 (£0,1773) | 5,9058 (+0,4019) | 3,6519 (+£0,2045) | 2,0036 (+£0,1241) | 1,2650 (+0,0605)
(ACN/H>0)! 3,3668 (+0,0241) | 3,8310 (£0,0453) | 2,0675 (£0,1116) | 1,6853 (+0,0452) | 0,6528 (+0,0130)
(ACN/H:0)? 3,2173 (£0,2036) | 3,3925 (+0,3275) | 2,7844 (£0,0674) | 1,9729 (+0,0376) | 0,7189 (+0,0271)
HyPUR
(MeOH/H>0)! | 4,7107 (£0,0014) | 5,4260 (+£0,0047) | 2,7585 (+£0,0850) | 1,7304 (+0,0195) | 0,8276 (+0,0355)
(MeOH/H,0)? | 4,7138 (£0,0187) | 5,3197 (+0,0232) | 3,4919 (£0,2598) | 1,7086 (£0,0616) | 1,1022 (+£0,0265)
Hyper
(MeOH/H,0)" | 5,0981 (£0,0581) | 5,9344 (+0,0680) | 2,9028 (£0,0527) | 1,8808 (£0,0166) | 0,8369 (+£0,0270)
(MeOH/H,0)? | 4,0784 (£0,4590) | 4,6743 (£0,4851) | 3,3242 (£0,0959) | 1,8198 (£0,0537) | 0,9535 (£0,0793)
(ACN/H:0)! 3,3175 (£0,0096) | 3,8022 (+0,0157) | 2,0985 (+0,0927) | 1,6094 (+0,0381) | 0,5557 (+0,0288)
(ACN/H;0)? 3,2745 (+0,0795) | 3,6828 (+0,1098) | 2,6901 (+0,0695) | 1,8500 (+0,0361) | 0,5708 (+0,1128)
Sym18
(MeOH/H,0)" | 5,1916 (£0,0092) | 6,0095 (+0,0173) | 2,7467 (£0,0557) | 0,8524 (£0,0317) | 2,7245 (+£0,0325)
(MeOH/H>0)? | 5,0896 (+0,1032) | 5,6871 (+0,1987) | 3,1211 (+0,1801) | 1,0851 (+£0,0390) | 3,0062 (+0,0704)
Puro
(MeOH/H,0)! | 5,3068 (£0,0087) | 6,1181 (£0,0041) | 2,6895 (£0,0560) | 0,8062 (+£0,0305) | 2,8286 (+£0,0350)
(MeOH/H,0)? | 5,4549 (£0,0738) | 6,0641 (£0,0622) | 3,0626 (£0,1854) | 1,0370 (£0,0301) | 3,1434 (+£0,0669)
Krom
(MeOH/H>0)! | 5,2190 (£0,0104) | 6,0212 (+0,0100) | 3,0755 (£0,0643) | 2,1137 (£0,0151) | 1,1424 (£0,0329)
(MeOH/H,0)? | 5,3830 (£0,1399) | 6,1442 (+0,1521) | 3,6227 (£0,2091) | 2,0892 (+£0,0474) | 1,4004 (+£0,0177)
All
(MeOH/H,0)! | 5,4037 (£0,0103) | 6,2500 (+0,0104) | 3,1168 (£0,0450) | 2,2188 (£0,0126) | 1,1678 (£0,0272)
(MeOH/H,0)? | 5,5478 (£0,1482) | 6,0572 (+0,2130) | 3,5528 (£0,0872) | 2,2609 (£0,0519) | 1,4258 (+0,0316)
(ACN/H:0)! 3,7270 (£0,0211) | 4,2153 (+0,028) | 2,3417 (£0,0990) | 1,9138 (+0,0250) | 0,9030 (+0,0086)
(ACN/H0)’ 3,3972 (+0,1696) | 3,7566 (+0,2097) | 2,9731 (+0,0762) | 2,0628 (+0,0452) | 0,9129 (+0,0268)
XC18
(MeOH/H,0)! | 5,3551 (£0,0191) | 6,2280 (+0,0218) | 3,0915 (£0,0530) | 2,0716 (£0,0132) | 1,0973 (£0,0380)
(MeOH/H>0)? | 5,7810 (£0,0861) | 6,7163 (+0,2854) | 3,4745 (+£0,1384) | 2,0700 (£0,0464) | 1,3141 (£0,0101)
(ACN/H:0)! 3,5286 (+0,0305) | 4,0476 (+0,0372) | 2,1044 (£0,1075) | 1,6962 (+0,0353) | 0,6498 (+0,0149)
(ACN/H:0)? 3,1655 (+0,3033) | 3,5317 (=0,3366) | 2,7909 (£0,0802) | 1,9239 (+0,0479) | 0,7404 (+0,0258)
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NuC18

(MeOH/H,0)! 5,1218 (+0,0092) | 5,9343 (+0,0095) | 2,9966 (+0,0549) | 1,9918 (+0,0177) | 1,0626 (+0,0300)
(MeOH/H ,0)? 5,2543 (+0,0907) | 6,0471 (+0,1040) | 3,4177 (£0,0765) | 1,9641 (£0,0565) | 1,2425 (+0,0175)
XC8

(MeOH/H,0)! 3,9654 (+£0,0547) | 4,7233 (+£0,0836) | 2,4031 (£0,0384) | 1,3156 (£0,0417) | 0,8193 (+0,0129)
(MeOH/H ,0)? 4,7754 (£0,0890) | 5,9632 (+0,1297) | 2,5603 (£0,1936) | 1,0993 (+0,0544) | 0,8495 (+£0,0302)
Sym8

(MeOH/H,0)! 4,4746 (+0,0302) | 5,2522 (+0,0450) | 3,0098 (+0,1309) | 1,7012 (£0,0205) | 0,7495 (x0,0060)
(MeOH/H,0)? 5,0788 (£0,1045) | 6,1724 (+0,1061) | 3,7009 (£0,4696) | 1,5667 (+0,0371) | 0,7488 (+0,0192)
SelB

(MeOH/H,0)! 4,6376 (£0,0830) | 5,3228 (+£0,1068) | 2,6836 (£0,0118) | 1,6440 (+0,0230) | 0,8367 (+0,0238)
(MeOH/H ,0)? 5,6258 (+0,1940) | 6,6284 (+1,4900) | 2,7366 (£0,0339) | 1,5198 (+0,0503) | 0,9464 (+0,0659)
(ACN/H0)! 3,3925 (+0,1090) | 3,6351 (+0,0824) | 1,9449 (+0,070) | 1,5151 (£0,0126) | 0,6732 (+0,0241)
(ACN/H,0)? 4,2920 (£0,1472) | 4,4971 (£0,1058) | 2,3626 (£0,1112) | 1,5546 (+0,0434) | 0,5439 (+0,0539)
Alu

(MeOH/H0)! 4,1397 (x£0,0857) | 4,3192 (+0,0774) | 2,2144 (+0,1534) | 0,9542 (+0,0599) |-0,1742 (+0,1284)
(MeOH/H ,0)? 4,7807 (£0,3743) | 5,2072 (+0,0214) | 3,3881 (+0,2182) | 0,7911 (£0,0791) | -0,5737 (+0,0328)
(ACN/H,0)" 2,8748 (+£0,0799) | 4,1280 (+0,3826) | 1,6138 (£0,0892) | 0,9178 (x0,2162) | -0,2463 (+0,0649)
(ACN/H,0)? 3,4562 (+0,2034) | 1,3868 (+1,0306) | 2,1902 (+0,0407) | 1,1257 (£0,4090) |-0,5278 (+£0,0232)
NuC8

(MeOH/H,0)! 3,9654 (+0,0547) | 4,7233 (£0,0836) | 2,4031 (+0,0384) | 1,3156 (+0,0417) | 0,8193 (+0,0129)
(MeOH/H,0)? 4,7754 (£0,0890) | 5,9632 (+0,1297) | 2,5603 (+0,1936) | 1,0993 (£0,0544) | 0,8495 (+£0,0302)
Nova

(MeOH/H,0)! 4,7742 (£0,0442) | 5,4852 (+£0,0261) | 2,9620 (£0,0612) | 1,8089 (+0,0148) | 1,0349 (+0,0287)
(MeOH/H ,0)? 5,4274 (£0,0789) | 6,0760 (£0,0909) | 3,3740 (£0,1981) | 1,7899 (+0,0495) | 1,2568 (+0,0158)
TPW

(MeOH/H0)! 4,5563 (+£0,0288) | 5,1116 (+£0,0577) | 3,0883 (+£0,0471) | 1,9086 (+0,0241) | 0,7859 (+0,0626)
(MeOH/H,0)? 4,3203 (+0,3204) | 3,9808 (+0,5044) | 3,4912 (+0,2024) | 1,7432 (£0,0393) | 0,3346 (£0,0846)
(ACN/H0)! 3,0523 (+£0,1066) | 3,1790 (£0,0264) | 2,1992 (£0,0896) | 1,5547 (£0,0497) | 0,6063 (+0,1371)
(ACN/H,0)? 4,1405 (£0,1968) | 3,5811 (£0,0615) | 2,7756 (£0,0500) | 1,7409 (+0,0854) | 0,6568 (+0,3309)
TTS

(MeOH/H0)! 5,1214 (£0,0120) | 5,9628 (+0,0146) | 2,9884 (+0,0490) | 1,9865 (+0,0125) | 1,0572 (+0,0262)
(MeOH/H0)? 5,3784 (£0,0425) | 6,2949 (+0,1002) | 3,3778 (£0,0631) | 1,9609 (+0,0393) | 1,2637 (+0,0118)

" model liniowy; > model kwadratowy

Teoretycznie warto$¢ log k., winna by¢ rowniez niezalezna od zastosowanego

modyfikatora organicznego w fazie ruchomej. Jest jednak wiadomym, ze w praktyce

warto$¢ log k. zalezy od rodzaju rozpuszczalnika organicznego [12].
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Analiza multiwariacyjna z wykorzystaniem danych retencyjnych zostata
przeprowadzona po ich podziale na trzy grupy. Pierwsza grupe stanowity wartosci log
kyw otrzymane na kolumnach Cig z tabeli 1 w eksperymentach przeprowadzonych z
metanolem jako modyfikatorem organicznym fazy ruchome;j. Druga grupa to kolumny
Cs z tabeli 1 z fazg ruchomg zawierajacg takze metanol. W trzeciej grupie zebrano
wartosci  log kw wyznaczone dla wszystkich kolumn w eksperymentach
przeprowadzonych z faza ruchoma zawierajaca acetonitryl.

Analiza skladnikow gltownych (PCA) przeprowadzona dla pierwszej grupy
wykazata, ze pierwsze dwa sktadniki gldéwne kumulatywnie opisuja 96,3% catkowite;j
zmienno$ci w obrebie zbioru danych log k... Dane poddano analizie faktorowej z rotacja
varimax 1 analizie skupien metoda Warda uwzgledniajaca odleglos¢ euklidesows.
Zaleznos¢ czynnika 1 od 2 dla danych uktadow chromatograficznych i modeli retencji

w przypadku pierwszej grupy przedstawia rycina 14.
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Czynnik 1

Rycina 6. Wykres dwoch pierwszych czynnikéw z analizy czynnikowej wartosci log k,. wyznaczonych
na kolumnach Cig z tabeli 1 z wykorzystaniem metanolu jako modyfikatora fazy ruchomej przy
zastosowaniu modelu liniowego 1 kwadratowego retencji: 1 — RX (liniowy), 2 — RX (kwadratowy), 3 —
Poly (liniowy), 4 — Poly (kwadratowy), 5 — HyPUR (liniowy), 6 — HyPUR (kwadratowy), 7 — Hyper
(liniowy), 8 — Hyper (kwadratowy), 9 — Syml8 (liniowy), 10 — Sym18 (kwadratowy), 11 — Puro
(liniowy), 12 — Puro (kwadratowy), 13 — Krom (liniowy), 14 — Krom (kwadratowy), 15 — All (liniowy),
16 — All (kwadratowy), 17 — XC18 (liniowy), 18 — XC18 (kwadratowy), 19 — NuC18 (liniowy), 20 —
NuC18 (kwadratowy).

Na podstawie przeprowadzonej analizy mozna wnioskowaé, ze nie ma
zdecydowanych roznic dla wiekszosci uktadow z grupy kolumn Cis. Tylko trzy uktady
chromatograficzne: HyPUR — 51 6, Puro — 11 1 12 oraz Sym18 — 9 i 10, zdecydowanie
r6znig si¢ od pozostatych pod wzgledem warto$ci log k.. Zaistniale roznice nie
wynikajg jednak z zastosowania modelu liniowego lub kwadratowego. Jedynie w
przypadku kolumny HyPUR zastosowanie dwoch réznych modeli retencji wyraznie

réznicuje warto$¢ log k.

66



Druga grupa danych, odnoszacych si¢ do kolumn typu Cg oraz metanolowo-
wodnej fazy ruchomej, byla analizowana podobnie jak w przypadku kolumn Cis. W
analizie PCA, pierwsze dwa skladniki gtowne kumulatywnie odzwierciedlaja 99,0%
catkowitej zmienno$ci w obrebie zbioru analizowanych danych. Ladunki czynnikowe
pierwszych dwoéch czynnikow dla poszczegolnych ukiladow chromatograficznych

przedstawia rycina 15.
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Rycina 15. Wykres dwoch pierwszych czynnikow z analizy czynnikowej wartosci log k., wyznaczonych
na kolumnach Cg z tabeli 1 z wykorzystaniem metanolu jako modyfikatora fazy ruchomej przy
zastosowaniu modelu liniowego i kwadratowego retencji: 1 — XC8 (liniowy), 2 — XC8 (kwadratowy), 3 —
Sym8 (liniowy), 4 — Sym8 (kwadratowy), 5 — SelB (liniowy), 6 — SelB (kwadratowy), 7 — Alu (liniowy),
8 — Alu (kwadratowy), 9 — NuC8 (liniowy), 10 — NuC8 (kwadratowy), 11 — Nova (liniowy), 12 — Nova
(kwadratowy), 13 — TPW (liniowy), 14 — TPW (kwadratowy), 15 — TTS (liniowy), 16 — TTS
(kwadratowy).

Takze w przypadku tej grupy kolumn nie wykazano istotnych réznic pomigdzy
wartosciami log k. otrzymanymi przy zastosowaniu modelu liniowego 1 kwadratowego
retencji dla wigkszosci analizowanych uktadéw. Tylko dla trzech kolumn mozna
zaobserwowac istotne roznice pomi¢dzy warto§ciami log k. wyznaczonymi z modelu
liniowego 1 kwadratowego. Szczegoélne duze sg rdznice dla kolumny TPW (punkty 13 i
14), mniejsze dla NuC8 (punkty 9 1 10) oraz dla SelB (punkty 5 i 6). Analiza
czynnikowa z rotacja varimax przeprowadzona dla tej grupy danych potwierdza wyniki
PCA. Za pomocg analizy skupien (CA) mozna wyrdzni¢ kilka grup danych. Jedna z
nich, tworzaca oddzielony klaster, sktada si¢ z wiekszosci analizowanych kolumn i obu
modeli, liniowego 1 kwadratowego (1, 2, 4, 5, 9, 11, 12, 15, 16). Uklady
chromatograficzne: TPW (13 i 14), NuC8 (10), SelB (6), Sym8 (3) i Alu (7 i 8)
wykazuja rozne wilasciwosci retencyjne w zalezno$ci od zastosowanego modelu w

poréwnaniu do kolumn zgrupowanych w gtéwnym klasterze.
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Analiza PCA trzeciej grupy danych chromatograficznych wykazata, ze pierwsze
dwa skfadniki gléwne kumulatywnie odzwierciedlaja 97,4% zmiennosci catkowitej
analizowanych danych. Zalezno$ci migdzy dwoma pierwszymi czynnikami gldownymi

obrazuje rycina 16.

089 Fg :
™ 0,79 F .
= 1402 :
S 0,69 [ 1 .
> [ & ]
O r 802 ]

0,59 131:,:,1 ]

5 050,

0,49 E. . - - 45 ]

044 0554 064 074 084 0094

Czynnik 1

Rycina 16. Wykres dwoch pierwszych czynnikow z analizy czynnikowej warto$ci log k.. wyznaczonych
na kolumnach Cg i Cys z tabeli 1 z wykorzystaniem acetonitrylu jako modyfikatora fazy ruchomej przy
zastosowaniu modelu liniowego i kwadratowego retencji: 1 — All (liniowy), 2 — All (kwadratowy), 3 —
Alu (liniowy), 4 — Alu (kwadratowy), 5 — XC18 (liniowy), 6 — XC18 (kwadratowy), 7 — Hyper (liniowy),
8 — Hyper (kwadratowy), 9 — SelB (liniowy), 10 — SelB (kwadratowy), 11 — Poly (liniowy), 12 — Poly
(kwadratowy), 13 — TPW (liniowy), 14 — TPW (kwadratowy), 15 — RX (liniowy), 16 — RX
(kwadratowy).

Analiza czynnikowa z rotacja varimax przyczynita si¢ do lepszego
zréznicowania analizowanych ukladow. Okazato si¢, ze rozklad punktow
odpowiadajacych poszczegdlnym uktadom chromatograficznym z fazg ruchoma
zawierajacg acetonitryl jest zgodny z zastosowanym modelem retencji. Dla modelu
kwadratowego obserwuje si¢ mniejsza wartos¢ czynnika 1 i wigkszg czynnika 2.
Wyjatek stanowi kolumna SelB przy modelu kwadratowym (punkt 10). Uktad
chromatograficzny oparty na tej kolumnie miesci si¢ w obszarze ryciny 16
odpowiadajagcym zalezno$ciom liniowym. Réwniez w przypadku Alu (4) zaleznos$¢
kwadratowa lezy w obszarze odpowiadajacym zalezno$ciom liniowym.

Zalezno$¢ pomiedzy warto$cig /og P a parametrem retencji chromatograficznej,
log kv, wykorzystywana jest dla okreslenia hydrofobowosci analitéw za pomoca HPLC
w uktadzie faz metanolowo-wodnym i acetonitrylowo-wodnym. Referencyjne wartosci
log P oraz warto$ci log k. wyznaczone na sze$ciu reprezentatywnych kolumnach dla

serii analitow testowych zebrane s3 w tabeli 10.
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Tabela 10. Wartosci log P [167] dla serii analitow wzorcowych oraz wartosci log k,, wyznaczone z uzyciem szesciu kolumn HPLC.

Kolumna
All Alu TPW
Nr Analit log P
log log log log log log log log log log log log
k! kw2? kw3’ kwi? k! kw2? kw33 kws? kwt! kw2? kw33 kwa?

1 | n-Heksylobenzen 5,52 | 5,4037 5,5478 3,7270 3,3973 | 4,1397 4,7808 2,8749 3,4562 | 4,5563 14,3204 3,0523 4,1406
2 | 1,4-Dinitrobenzen 1,47 1,8266 1,7903 1,8650 2,0191 | 0,6364 0,4530 0,6334 0,6286 | 1,9668 2,0434 11,7672 1,5845
3 | 3-Trifluorometylofenol 2,95 | 2,8195 3,1069 2,1022 2,6177 | 1,4778 1,3952 1,3613 1,6460 | 2,6487 2,7945 1,9711 1,7636
4 | 3,5-Dichlorofenol 3,62 | 3,1169 3,5528 2,3417 2,9732 | 2,2145 3,3882 1,6139 2,1902 | 3,0884 3,4913 2,1992 2,7757
5 | 4-Cyjanofenol 1,60 1,4866 1,6183 11,0924 11,1049 | 0,6232 0,6723 0,6813 0,6177 | 1,6369 1,6507 1,2627 1,1078
6 | 4-Jodofenol 2,91 2,6020 2,9835 11,9519 2,4740 | 1,6707 1,7274 1,4294 1,7837 | 2,5668 29836 1,8669 2,3265
7 | Metylofenyloeter (anizol) 2,11 2,2254  2,4417 19171 2,1891 | 0,9737 0,8603 0,9716 0,9042 | 1,9020 1,8750 1,6250 1,6119
8 | Benzamid 0,64 | 09356 11,1777 0,3617 0,4677 | -0,3386 0,0057 -0,4106 0,0400 | 1,0056 1,9647 0,2855 0,8768
9 | Benzen 2,13 | 2,2188 2,2610 1,9138 2,0628 | 0,9542 0,7911 09178 11,1258 | 1,9087 11,7432 1,5547 1,7409
10 | Chlorobenzen 2,89 | 2,8345 13,2201 2,3382 2,6853 | 1,6515 1,4375 1,5541 11,6807 | 2,5461 2,0684 1,9198 2,3065
11 | Cycloheksanon 0,81 1,L1679 1,4259 0,9030 09129 |-0,1743 -0,5738 -0,2463 -0,5279 | 0,7860 0,3346 0,6064 0,6569
12 | Dibenzotiofen 4,38 | 4,0167 4,6515 29307 3,3845 | 3,2307 4,0637 2,3667 3,1047 | 3,5239 4,1666 2,4311 3,4841
13 | Fenol 1,47 1,3909 1,4223 1,0755 11,1392 | 0,2701 0,3052 0,3385 0,1145 | 1,4722 11,3192 11,1289 1,0829
14 | Heksachlorobutadien 4,78 | 4,5935 49675 3,2732  3,2410 | 3,5305 4,6063 2,7402 3,5575 | 3,9112 3,8020 2,6733 3,7379
15 | Indazol 1,77 1,7176 ~ 2,1717 1,0575 11,3704 | 0,5748 0,7697 0,5560 11,3355 | 1,6434 11,8320 11,1355 1,4496
16 | Kofeina -0,07 | 0,7957 1,6077 -0,0594 0,2733 |-0,4970 -0,2382 -0,7446 -0,1765]| 0,1768 0,4075 0,1594 0,7233
17 | N-Metylo-2-pirolidynon -0,54 | 0,1496 0,5955 -0,3067 -0,1000 | -1,0653 -2,0303 -2,0890 -1,5561 |-0,3624 -1,2892 -0,4755 -0,5438
18 | Naftalen 3,30 | 3,2706 3,8789 2,5267 29747 | 2,2329 2,7687 11,9749 2,1030 | 2,9232 3,4906 2,0793 2,8105
19 | 4-Chlorofenol 2,39 | 2,2104 2,4668 1,6591 2,0730 | 1,2480 11,3782 11,0194 1,4312 | 2,2756 2,3935 11,6006 1,8328
20 | Toluen 2,73 | 2,7700 3,0487 12,3430 2,7211 | 1,4557 1,2625 11,4519 1,4581 | 2,3730 2,2994 1,9074 2,0095
21 | Benzonitryl 1,56 1,7763  1,9962 11,5538 1,7266 | 0,5380 0,3843 0,6394 0,1717 | 1,5656 1,5552 11,3993 11,1252
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Tabela 10. c.d.

Kolumna
Nr Analit log P R Hyper Selb
log log log log log log log log log log log log
kwt! kw2? ks? kys? kwt! kw2? kws? kwa? kwt! kw2? kws? kwa?
1 | n-Heksylobenzen 5,52 5,2316  5,7896 3,6087 3,7049 | 5,0981 4,0785 3,3176 3,2745 | 4,6376 5,6259 3,3925 14,2920
2 | 1,4-Dinitrobenzen 1,47 1,5779 1,5815 1,6050 1,6478 | 1,4976 1,5264 1,5193 11,6941 | 1,3464 1,2733 11,5333 1,4536
3 | 3-Trifluorometylofenol 2,95 2,4767 2,7492 19136 2,3936 | 2,5446 2,6934 11,8084 2,2958 | 2,3644 24142 11,7882 2,0636
4 | 3,5-Dichlorofenol 3,62 2,9067 3,1068 1,8546 2,5812 | 2,9028 3,3242 2,0986 2,6902 | 2,6836 2,7367 11,9450 2,3626
5 | 4-Cyjanofenol 1,60 1,1913 11,1519 0,9907 11,1268 | 1,1868 11,3640 0,7875 0,7327 | 1,2585 11,3292 0,9433 0,8079
6 | 4-Jodofenol 2,91 2,3268 12,5503 1,4663 19125 | 2,3731 2,6015 11,6516 2,2292 | 2,1776 2,3112 1,6255 11,9140
7 | Metylofenyloeter (anizol) 2,11 2,0077 2,0584 1,7163 19775 | 1,9424 2,0307 11,5994 11,8957 | 1,7502 11,8282 11,5375 11,6251
8 | Benzamid 0,64 0,7460 0,8942 0,4002 0,7416 | 0,7587 0,9900 0,1082 0,2878 | 0,5587 1,4173 0,3214 0,3098
9 | Benzen 2,13 1,9659 1,8763 1,7097 1,9296 | 1,8808 1,8198 1,6095 1,8500 | 1,6440 11,5199 11,5152 11,5547
10 | Chlorobenzen 2,89 2,6414 2,7447 19827 2,3390 | 2,5579 2,8156 2,0521 2,5172 | 2,2593 2,2675 11,8995 2,1523
11 | Cycloheksanon 0,81 0,9587 1,1142 0,8197 09964 | 0,8369 0,9535 0,5557 0,5708 | 0,8367 0,9464 0,6733 0,5440
12 | Dibenzotiofen 4,38 3,9231 4,6704 2,6458 29946 | 3,6125 42492 2,8211 3,8720 | 3,4315 3,9355 2,5660 3,2086
13 | Fenol 1,47 1,0728 11,0295 09182 1,0518 | 1,1348 1,2055 0,7895 0,7864 | 1,0304 1,0580 0,8840 0,7094
14 | Heksachlorobutadien 4,78 4,4616 5,0473 3,1655 3,4613 | 43737 4,8551 2,8581 2,6926 | 4,0397 4,6644 2,9490 3,6876
15 | Indazol 1,77 1,6296 11,7415 11,0747 1,3727 | 1,5651 1,9077 0,7715 1,0460 | 1,4821 11,7098 0,9075 1,0569
16 | Kofeina -0,07 | 0,8004 1,5108 04177 11,1568 | 0,5884 11,3347 -0,5868 -1,1659| 0,7164 11,3468 -0,0259 0,2196
17 | N-Metylo-2-pirolidynon -0,54 | 0,3920 10,7399 -0,0871 0,4254 |-0,0126 0,4184 -0,5198 -0,5067 | 0,0880 0,4389 -0,3010 -0,1407
18 | Naftalen 3,30 3,0415 3,3985 12,2952 2,8053 | 3,0422 3,5106 2,2420 2,9525 | 2,7438 2,9141 2,2087 2,6324
19 | 4-Chlorofenol 2,39 1,9309 11,9501 1,4381 11,8228 | 1,9458 1,9842 11,3633 11,6858 | 1,8158 11,8312 11,3829 11,5290
20 | Toluen 2,73 2,5775  2,6314 22,0036 2,2765 | 2,4506 2,4734 2,0256 2,4491 | 2,1586 2,1070 11,8578 2,0523
21 | Benzonitryl 1,56 1,5306 11,6813 1,4174 11,5414 | 1,5357 11,5901 11,2407 11,3967 | 1,4825 11,6051 11,2915 11,3028
I MeOH/woda, model liniowy; > MeOH/woda, model kwadratowy, 3 ACN/ woda, model liniowy; ¢ ACN/woda, model kwadratowy
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W tabeli 11 przedstawiono dane statystyczne rownan regresji typu log k. = k; +
k> log P dla sze$ciu kolumn. Wspotczynniki R §wiadczg o wysokiej korelacji pomigdzy
warto$ciami /log k. a log P. Mozna roOwniez zauwazyc¢, ze wspotczynniki k2 réGwnania sg
znacznie wigksze 1 blizsze jednosci w przypadku log k, otrzymanego w metanolowo-
wodnej fazie ruchomej w poréwnaniu do fazy zawierajacej acetonitryl. Stad wniosek, ze
na badanych fazach stacjonarnych wystepowa¢ moze silna zalezno$¢ retencji
chromatograficznej od lipofilowosci analitow odzwierciedlanej przez log P, zwlaszcza
w przypadku eluentu zawierajacego metanol jako modyfikator organiczny. Wartos$ci k>
sg znacznie mniejsze od jednosci w przypadku fazy zawierajacej acetonitryl. Takie
obserwacje sg zrozumiate w $wietle prac Knoxa i Rossa [168]. Wedlug tych autoréw
pochodna d log k/d log P odzwierciedla stopien otaczania analitu przez faze stacjonarng.
Maksymalnie moze on wynie$¢ 1. Zjawisko to moze by¢ nieco mniejsze w przypadku
zwigzanych faz stacjonarnych w poréwnaniu do ptynnego n-oktanolu. W zwiazku z tym
podziatl w obrebie fazy zwigzanej jest prawdopodobnie nieco mniejszy niz w n-oktanolu
1 stad stosunek d log k/d log P bedzie mniejszy od jednosci.

Z tabeli 11 wynika, Ze najlepsze przewidywanie wartosci log P zapewniaja
wartos$ci log k. wyprowadzone w ukladzie metanolowo-wodnym przy uzyciu modelu
liniowego. Taki uktad chromatograficzny i model retencji zapewniaja najwyzsza
korelacj¢ pomigdzy wartosciami log k. a log P. Potwierdza to w sposéb ilosciowy i

statystyczny poglady wyrazane wcze$niej przez innych autorow [169,170].

4.2. Analiza poréwnawcza optymalizacji izokratycznych rozdzielen
HPLC przeprowadzonych z wykorzystaniem programow DryLab i

ChromSword

Wyniki poréwnania eksperymentalnych i1 przewidzianych danych retencyjnych
analitow chromatografowanych w fazie ruchomej zawierajacej metanol 1 acetonitryl
zebrane sg w tabelach 12-15.

W tabeli 12 przedstawiono wyniki eksperymentéw przeprowadzonych z
analitami o charakterze neutralnym chromatografowanych w binarnych metanolowo-

wodnej 1 acetonitrylowo-wodnej fazach ruchomych.
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Tabela 11. Wspotczynniki regresji (k;-k>) (£S.D.), wspotczynniki korelacji (R), standardowe bledy
estymacji (s) i wartosci testu F (F) rownan regresji typu: log k. = ki + k> log P dla szesciu kolumn

chromatograficznych.
Chnd ooy |, o [ x [ [

All

MeOH/H 0O (liniowy) 0,4389 (+£0,0846) | 0,8284 (+0,0308) | 0,9871 | 0,2099 721
MeOH/H >0 (kwadratowy) 0,7468 (£0,1322) | 0,8313 (x0,0482) | 0,9695 | 0,3281 298
ACN/H ;0 (liniowy) 0,2399 (+£0,1100) | 0,6512 (£0,0401) | 0,9658 | 0,2730 264
ACN/ H>0 (kwadratowy) 0,4853 (+0,1385) | 0,6509 (+0,0505) | 0,9473 | 0,3438 166
RX

MeOH/H O (liniowy) 0,3138 (£0,1175) | 0,8014 (£0,0429) | 0,9739 | 0,2918 350
MeOH/H >0 (kwadratowy) 0,4076 (+£0,1983) | 0,8562 (+0,0723) | 0,9385 | 0,4921 140
ACN/H>O (liniowy) 0,2861 (+£0,1036) | 0,5648 (+0,0378) | 0,9600 | 0,2572 224
ACN/ H>0O (kwadratowy) 0,6382 (£0,1003) | 0,5547 (+0,0366) | 0,9611 | 0,2490 230
Alu

MeOH/H 0O (liniowy) -0,7979 (£0,0684) | 0,8695 (£0,0249) | 0,9923 | 0,1698 1216
MeOH/H >0 (kwadratowy) -1,1898 (£0,1794) | 1,0986 (£0,0654) | 0,9679 | 0,4453 282
ACN/H ;0 (liniowy) -0,7921 (+0,1174) | 0,7490 (£0,0428) | 0,9704 | 0,2913 306
ACN/ H>0 (kwadratowy) -0,7197 (+0,1258) | 0,8303 (£0,0459) | 0,9722 | 0,3122 328
Hyper

MeOH/H O (liniowy) 0,2105 (£0,0865) | 0,8136 (+0,0315) | 0,9860 | 0,2146 666
MeOH/H O (kwadratowy) 0,5633 (£0,1545) | 0,7414 (£0,0563) | 0,9493 | 0,3834 173
ACN/H ;0 (liniowy) -0,0762 (£0,1111) | 0,6550 (+0,0405) | 0,9656 | 0,2756 262
ACN/ H>0 (kwadratowy) -0,0709 (+£0,1985) | 0,7587 (£0,0724) | 0,9233 | 0,4928 110
TPW

MeOH/H O (liniowy) 0,3335 (+£0,0641) | 0,7664 (+0,0234) | 0,9913 | 0,1590 1076
MeOH/H >0 (kwadratowy) 0,2689 (+£0,1948) | 0,8302 (+0,0710) | 0,9370 | 0,4834 137
ACN/H ;0 (liniowy) 0,2907 (£0,0995) | 0,5379 (+0,0363) | 0,9594 | 0,2469 220
ACN/ H>O (kwadratowy) 0,1834 (+£0,1007) | 0,7177 (£0,0367) | 0,9760 | 0,2499 382
SelB

MeOH/H O (liniowy) 0,2390 (+£0,0855) | 0,7329 (+0,0312) | 0,9832 | 0,2123 552
MeOH/H ;0 (kwadratowy) 0,3771 (£0,1922) | 0,7716 (+0,0701) | 0,9298 | 0,4772 121
ACN/H ;0 (liniowy) 0,1229 (£0,0819) | 0,5848 (+0,0299) | 0,9761 | 0,2034 383
ACN/ H>0 (kwadratowy) -0,0131 (+£0,0924) | 0,7355 (+£0,0337) | 0,9806 | 0,2294 476
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Tabela 12. Eksperymentalne i przewidziane czasy retencji dla analitéw o charakterze neutralnym,
chromatografowanych w warunkach izokratycznych przy sktadzie fazy ruchomej 75/25 (v/v) MeOH/H>O

170/30 (v/v) ACN/H»O.
Analit Faza ruchoma 7 metanolem jako modyfikatorem organicznym

IR exp ’Rl Atr t»Rz Atr ’R3 Atr ’R4 Atr
Toluen 520 | 5,17 | 0,03 | 5,12 | 0,08 | 535 | 0,15 | 6,24 | 1,04
Naftalen 6,88 | 6,82 | 0,06 | 6,74 | 0,14 | 7,09 | 0,21 | 7,70 | 0,82
Etylobenzen 7,16 | 7,13 | 0,03 | 7,04 | 0,12 | 7,35 | 0,19 | 10,98 | 3,82
n-Propylobenzen 10,83 1 10,72| 0,11 | 10,56 | 0,27 | 11,11 | 0,28 | 15,48 | 4,65
Fenantren 1591 | 15,74 | 0,17 | 15,50 | 0,41 | 16,03 | 0,12 | 14,47 | 1,44
n-Butylobenzen 16,86 | 16,71 | 0,15 | 16,43 | 0,43 | 17,26 | 0,40 | 21,70 | 4,84
Antracen 18,69 | 18,45 | 0,24 | 18,15| 0,54 | 18,82 | 0,13 | 14,47 | 4,22
n-Amylobenzen 26,81(26,40| 0,41 {2590 091 |27,39| 0,58 |30,19| 3,38
Srednia: 0,15 0,36 0,26 3,03
Analit Faza ruchoma z acetonitrylem jako modyfikatorem organicznym
tRep | IR | A tRz Atr tR3 Atr tR4 Atr
Toluen 4,42 | 445 | 0,03 | 436 | 0,06 | 431 | 0,11 | 535 | 0,93
Naftalen 532 | 537 | 0,05 | 525 | 0,07 | 518 | 0,14 | 6,04 | 0,72
Etylobenzen 5,74 | 5,79 | 0,05 | 5,63 | 0,11 | 5,52 | 0,22 | 8,05 | 2,31
n-Propylobenzen 8,08 | 817 | 0,09 | 7,83 | 0,25 | 7,58 | 0,50 | 10,20 | 2,12
Fenantren 9,34 | 9,42 | 0,08 | 8,98 | 0,36 | 8,65 | 0,69 | 9,17 | 0,17
n-Butylobenzen 10,42 | 10,50 | 0,08 | 9,96 | 0,46 | 9,53 | 0,89 | 9,17 | 1,25
Antracen 11,57 11,70 | 0,13 | 11,07 | 0,50 | 10,56 | 1,01 | 12,87 | 1,30
n-Amylobenzen 16,96 | 17,17 | 0,21 | 16,01 | 0,95 | 15,04 | 1,92 | 16,16 | 0,80
Srednia: 0,09 0,34 0,68 1,20

I Przewidywania oparte na danych retencyjnych z dwéch wstepnych eksperymentow (identyczne dla

DryLab i ChromSword)

2 Przewidywania oparte na danych retencyjnych z dwéch wstepnych eksperymentéw i strukturze

molekularnej analitow (ChromSword)

3 Przewidywania oparte na danych retencyjnych z jednego wstepnego eksperymentow i strukturze

molekularnej analitow (ChromSword)

4 Przewidywania oparte wylqcznie na strukturze molekularnej analitow (ChromSword)
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Warto$¢ $rednia réznicy pomiedzy czasem eksperymentalnym i przewidzianym,
Atr, dowodzi, ze przewidywania oparte na danych retencyjnych z dwoch wstepnych
eksperymentow (DryLab i ChromSword) oraz przewidywania oparte na danych
retencyjnych z dwoch wstepnych eksperymentow 1 strukturze molekularnej analitow
(ChromSword) sa dokladne. Rowniez satysfakcjonujace przewidywania mozna
otrzyma¢ w przypadku uzycia danych retencyjnych z jednego wstepnego eksperymentu
1 opisanej strukturze molekularnej analitow (ChromSword). Przewidywania oparte tylko
na podstawie informacji strukturalnej sa obarczone najwickszym bledem. Zastosowany
model opisujacy retencje chromatograficzng oparty na danych strukturalnych analitow
nie jest w stanie rozr6zni¢ izomerow strukturalnych (antracen i fenantren). Ponadto
przewidziane czasy retencji dla poszczegdlnych analitow znacznie rdznig si¢ od
obserwowanych w rzeczywistos$ci (rycina 17).

Analogiczne studia poroéwnawcze przeprowadzono takze dla analitow o
charakterze kwasowym i zasadowym. Wyniki uzyskane w eksperymentach z analitami
kwasowymi 1 zasadowymi potwierdzaja wczesnie] obserwowane tendencje co do
przewidywalno$ci  poszczegdlnych  opcji  zastosowanych ~ w  symulacjach
komputerowych dla analitow neutralnych. Ponownie najdoktadniejsze przewidywania
obserwowano, gdy jako dane wejSciowe zastosowano dane retencyjne z dwoch
wstepnych eksperymentow. Takze w przypadku analitow kwasowych potwierdzono
fakt nierozrdzniania izomerdéw strukturalnych w modelu QSRR zastosowanym w
programie ChromSword: przewidywane czasy retencji dla kwasu salicylowego i kwasu
4-hydroksybenzoesowego oparte tylko na podstawie struktury molekularnej analitow
nie r6znig si¢ (tabela 13).

W przypadku analitow zasadowych dodatkowo eksperymenty przeprowadzono z
roztworami buforowymi o pH 3,0 i 7,0. Takze dla tych analitow przewidywania oparte
chociaz czeSciowo na danych retencyjnych majg wyrazng przewage nad tymi opartymi
tylko na strukturze molekularnej analitéw. Najbardziej widoczne bledy w
przewidywaniach zaobserwowano w przypadku eksperymentow przy pH 3,0, kiedy to
roznica w przewidywanych i obserwowanych czasach retencji w metanolowo-wodne;j
fazie ruchomej dla 2-amylopirydyny i 2-heksylopirydyny przekraczata 1000 min (tabela
14 irycina 18).
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Rycina 17. Poréwnanie chromatograméw przewidywanych i eksperymentalnego dla rozdzielenia
izokratycznego analitow neutralnych z uzyciem 75/25 (v/v) MeOH/H,0 na kolumnie Kromasil KR100-
5C18; a) chromatogram eksperymentalny, b) chromatogram przewidziany na podstawie danych
retencyjnych z dwoch wstgpnych eksperymentow (DryLab i ChromSword), ¢) przewidywania oparte na
danych retencyjnych z dwodch wstepnych eksperymentow 1 strukturze molekularnej analitéw
(ChromSword), d) przewidywania oparte na danych retencyjnych z jednego wstepnego eksperymentu i
strukturze molekularnej analitow (ChromSword), e) przewidywania oparte na strukturze molekularnej
analitow (ChromSword); 1) toluen, 2) naftalen, 3) etylobenzen, 4) n-propylobenzen, 5) fenantren, 6) n-
butylobenzen, 7) antracen, 8) n-amylobenzen.

75



Tabela 13. Eksperymentalne i przewidziane czasy retencji dla analitéw o charakterze kwasowym
chromatografowanych w warunkach izokratycznych przy sktadzie fazy ruchomej 35/65 (v/v) MeOH/bufor
cytrynianowy pH 3,0 1 20/80 (v/v) ACN/ bufor cytrynianowy pH 3,0.

Analit

Faza ruchoma 7 metanolem jako modyfikatorem organicznym

IR exp c:;: ;| Atr c;’:; Atr c:lI: s | Atz c:l’: . | Atr
Kwas 4-hydroksybenzoesowy 4,19 | 4,22 | 0,03 | 4,06 | 0,13 | 4,65 | 0,46 | 2,07 | 2,12
Kwas 3-cyjanobenzoesowy 724 | 7,35 | 0,11 | 7,05 | 0,19 | 8,07 | 0,83 | 3,26 | 3,98
Kwas 2-fluorobenzoesowy 8,29 | 8,31 | 0,02 | 8,04 | 0,25 | 894 | 0,65 | 5,71 | 2,58
Kwas acetylosalicylowy 8,84 | 9,07 | 0,23 | 8,64 | 0,20 | 9,51 | 0,67 | 5,46 | 3,38
Kwas salicylowy 9,81 | 9,89 | 0,08 | 9,55 | 0,26 | 10,83 | 1,02 | 2,07 | 7,74
Kwas 3-nitrobenzoesowy 11,67 | 11,75 | 0,08 | 11,40 | 0,27 | 12,41 | 0,74 | 3,99 | 7,68
Srednia: 0,09 0,22 0,73 4,58

Faza ruchoma z acetonitrylem jako modyfikatorem organicznym

Analit tr tr tr tr

Rew | et Atr cate? Atr cate’ Atr cale? Atr
Kwas 4-hydroksybenzoesowy 348 | 325 | 0,23 | 3,51 | 0,03 | 3,10 | 0,38 | 2,25 | 1,23
Kwas 3-cyjanobenzoesowy 8,25 | 7,32 |1 0,93 | 8,02 | 0,23 | 7,03 | 1,22 | 3,91 | 4,34
Kwas 2-fluorobenzoesowy 8,78 | 7,86 | 0,92 | 8,54 | 0,24 | 7,62 | 1,16 | 7,42 | 1,36
Kwas acetylosalicylowy 9,59 | 820 | 1,39 | 9,05 | 0,54 | 8,64 | 0,95 | 6,44 | 3,15
Kwas salicylowy 9,64 | 843 | 1,21 | 9,31 | 0,33 | 7,82 | 1,82 | 2,25 | 7,39
Kwas 3-nitrobenzoesowy 13,26 | 11,58 | 1,68 | 12,87 | 0,39 | 11,03 | 2,23 | 4,91 | 8,35
Srednia: 1,06 0,29 1,29 4,30

I Przewidywania oparte na danych retencyjnych z dwéch wstepnych eksperymentow (identyczne dla

DryLab i ChromSword)

2 Przewidywania oparte na danych retencyjnych z dwéch wstepnych eksperymentéow i strukturze

molekularnej analitow (ChromSword)

3 Przewidywania oparte na danych retencyjnych z jednego wstepnego eksperymentow i strukturze

molekularnej analitow (ChromSword)

4 Przewidywania oparte wylqcznie na strukturze molekularnej analitéw (ChromSword)
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Tabela 14. Eksperymentalne i przewidziane czasy retencji dla analitow o charakterze zasadowym
chromatografowanych w warunkach izokratycznych przy sktadzie fazy ruchomej 40/60 (v/v) MeOH/bufor
cytrynianowy pH 3,0 1 30/70 (v/v) ACN/ bufor cytrynianowy pH 3,0.

Analit

Faza ruchoma z metanolem jako modyfikatorem organicznym

IR exp c:l’: ;| Atr c:l’: , | Atr c:l’: s | Adtr | treac? | Atr
Anilina 2,07 | 2,08 | 0,01 | 2,07 | 0,00 | 2,14 | 0,07 | 6,98 4,91
Teofilina 2,38 | 2,43 | 0,05 | 2,35 | 0,03 | 2,68 | 0,30 | 247 0,09
Kofeina 2,76 | 2,88 | 0,12 | 2,75 | 0,01 | 3,18 | 0,42 | 3,68 0,92
4-Etyloanilina 4,14 | 426 | 0,12 | 4,13 | 0,01 | 4,34 | 0,20 | 70,12 | 65,98
2-Amylopirydyna 6,07 | 6,49 | 0,42 | 6,46 | 0,39 | 5,12 | 0,95 |1010,14 | 1004,07
4-Bromoanilina 9,97 | 9,63 | 0,34 | 9,65 | 0,32 | 8,93 | 1,04 | 28,66 | 18,69
2-Heksylopirydyna 14,27 | 15,39 | 1,12 | 15,29 1,02 | 11,13 | 3,14 |2138,10|2123,83
Srednia: 0,31 0,25 0,87 459,78

Faza ruchoma z acetonitrylem jako modyfikatorem organicznym
Analit . i i

tRep | Atr 2 Atr e Atr | trReae® | Atr
Anilina 1,98 | 2,03 | 0,05 | 2,04 | 0,06 | 1,95 | 0,03 | 7,66 5,68
Teofilina 1,50 | 1,46 | 0,04 | 1,44 | 0,06 | 1,57 | 0,07 | 2,24 0,74
Kofeina 1,70 | 1,79 | 0,09 | 1,75 | 0,05 | 1,84 | 0,14 | 3,08 1,38
4-Etyloanilina 2,77 | 2,90 | 0,13 | 2,87 | 0,10 | 2,74 | 0,03 | 51,35 | 48,58
2-Amylopirydyna 3,00 | 3,17 | 0,17 | 3,09 | 0,09 | 2,92 | 0,08 | 498,08 | 495,08
4-Bromoanilina 10,26 | 10,27 | 0,01 | 10,15 | 0,11 | 9,73 | 0,53 | 24,93 14,67
2-Heksylopirydyna 5,30 | 5,76 | 0,46 | 5,55 | 0,25 | 5,09 | 0,21 | 900,09 | 894,79
Srednia: 0,14 0,10 0,16 208,70

I Przewidywania oparte na danych retencyjnych z dwoch wstepnych eksperymentéw (identyczne dla

DryLab i ChromSword)

2 Przewidywania oparte na danych retencyjnych z dwdch wstepnych eksperymentéw i strukturze
molekularnej analitow (ChromSword)
3 Przewidywania oparte na danych retencyjnych z jednego wstepnego eksperymentow i strukturze
molekularnej analitow (ChromSword)
* Przewidywania oparte wylgcznie na strukturze molekularnej analitéw (ChromSword)
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Rycina 18. Poréwnanie chromatograméw przewidywanych i eksperymentalnego dla rozdzielenia
izokratycznego analitow zasadowych z uzyciem 30/70 (v/v) ACN/bufor cytrynowy pH 3,0 na kolumnie
Kromasil KR100-5C18; a) chromatogram eksperymentalny, b) chromatogram przewidziany na podstawie
danych retencyjnych z dwoch wstepnych eksperymentéw (DryLab i ChromSword), ¢) przewidywania
oparte na danych retencyjnych z dwoch wstepnych eksperymentdow i strukturze molekularnej analitow
(ChromSword), d) przewidywania oparte na danych retencyjnych z jednego wstepnego eksperymentow i
strukturze molekularnej analitow (ChromSword), e) przewidywania oparte na strukturze molekularnej
analitow (ChromSword); 1) anilina, 2) teofilina, 3) kofeina, 4) 4-etyloanilina, 5) 2-amylopirydyna, 6) 2-

heksylopirydyna, 7) 4-bromoanilina.
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4.3. Przewidywanie gradientowej retencji HPLC z wykorzystaniem
ilosciowych zaleznoS$ci struktura-retencja (QSRR) i modelu liniowego

retencji (LSS)

4.3.1. Porownanie wartosci log k., otrzymanych w warunkach izokratycznych i
gradientowych

Przeprowadzono eksperymenty, ktorych celem byto wykazanie, czy warto$ci log
kw otrzymane w warunkach izokratycznych i1 gradientowych moga by¢ traktowane jako
rownocenne. Dane zebrane w tabeli 3 wskazuja, ze wartosci log k. otrzymane obiema
metodami sa podobne dla wszystkich analitow. Zostalo to potwierdzone analizg

korelacyjng (rycina 19).
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Rycina 19. Korelacje pomigdzy log k, wyznaczonym w warunkach izokratycznych i gradientowych: a)
kolumna Inertsil ODS-3 i metanolowo-wodna faza ruchoma, b) kolumna Inertsil ODS-3 i acetonitrylowo-
wodna faza ruchoma, c¢) kolumna Aluspher 100 RP-select B i metanolowo-wodna faza ruchoma, d)
kolumna Aluspher 100 RP-select B i acetonitrylowo-wodna faza ruchoma.

Odnotowano wysoka korelacj¢ w przypadku zastosowanej fazy ruchomej
zawierajacej metanol jako modyfikator organiczny (R > 0,98). Korelacja w fazie
zawierajacej acetonitryl jest nizsza lecz nadal relatywnie wysoka (R > 0,95). Wyniki tej
czesci badan dowodza, ze model LSS stuzacy do wyprowadzenia wartosci log k. w
warunkach elucji gradientowej moze by¢ polecany jako wiarygodny, wygodny i

efektywny. Metoda gradientowa jest zdecydowanie mniej czasochtonna niz tradycyjne

podejscie polikratyczne.
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4.3.2. Charakterystyka zastosowanych ukladéw chromatograficznych HPLC z
wykorzystaniem analizy QSRR

W przypadku kolumny Inertsil ODS-3 analiza QSRR dla parametrow
retencyjnych log k., 1 S byla przeprowadzona zarowno w przypadku stosowania fazy
ruchomej zawierajgcej metanol, jak 1 acetonitryl. Majac wartosci log kv 1 S dla serii
analitow modelowych (anality nr 1-15 w tabeli 5), wyprowadzono wieloparametrowe
réwnania regresji QSRR. W tabeli 15 przedstawiono wspotczynniki i1 parametry
statystyczne réwnan regresji opisujacych log kv 1 S wzgledem trzech wybranych
parametrow strukturalnych.

W  przypadku uktadu chromatograficznego zawierajacego metanol jako
modyfikator fazy ruchomej charakterystyka wartosci log k.. poprzez wybrane parametry
strukturalne jest bardzo dobra (réwnanie 17). Wszystkie wspotczynniki przy trzech
deskryptorach strukturalnych sg istotne statystycznie (p < 0,002) i istotne statystycznie
jest cate rownanie (p = 6E-11). Wspodtczynnik korelacji, R, standardowy btad estymacji,
s, oraz warto$¢ testu F, F, sg satysfakcjonujgce. W przypadku wartosci S, wspditczynnik
ks przy oOwmin okazal si¢ nieistotny statystycznie. Pominigcie tego deskryptora
doprowadzilo do réwnania zawierajacego u 1 Awas (rbwnanie 18). To rownanie jest
istotne statystycznie na poziomie istotnosci p = 6E-09.

Uktad chromatograficzny uformowany z kolumny Inertsil ODS-3 i fazy
ruchomej zawierajacej acetonitryl jako mocniejszy rozpuszczalnik zostal opisany w
sposob jak wyzej. Wszystkie wspotczynniki przy deskryptorach strukturalnych
opisujacych warto$¢ log k. (rownanie 19) sa statystycznie istotne. RoOwniez parametry
R, s, F i p dowodza znacznej istotnosci statystycznej rownania regresji. W przypadku
wartosci S, wykorzystujac wszystkie trzy parametry strukturalne mozna otrzymac
roOwnanie z dwoma wspotczynnikami, ktérych istotno$¢ statystyczna jest jednak niska (p
> 0,05). Dlatego tez, ostateczne rownanie (réwnanie 20) zawiera jedynie Owmin jako
deskryptor strukturalny. Warto$ci parametrow R, s, F 1 p odzwierciedlaja raczej
ograniczong wiarygodno$¢ réwnania 20.

Charakterystyka witasciwosci retencyjnych kolumn XTerra MS, Aluspher 100
RP-select B 1 PRP-1 zostata przeprowadzona analogicznie jak w przypadku kolumny
Inertsil ODS-3. Analiza QSRR przeprowadzona zostata dla danych retencyjnych

otrzymanych w uktadach chromatograticznych zawierajacych w fazie ruchomej metanol
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jako mocniejszy rozpuszczalnik i bufor uniwersalny Brittona-Robinsona o pH 7,0 jako

rozpuszczalnik stabszy.

Tabela 15. Wspotczynniki regresji k;-k+ (£S.D.), poziomy istotnosci, p (w nawiasach) i parametry
statystyczne, R, s, F' 1 p, rOwnan regresji typu: log ky. =k + ko g+ k3 Opgin + kg Awas 1S =k + ko p + ks
Omin + k4 Awas, dla serii analitow modelowych uzytych do wyprowadzenia ogolnych modeli QSRR dla
poszczegdlnych uktadow chromatograficznych .

Zmienna
afofﬁZZ,-e ki k2 ks ke R s £ p
nr)
Inertsil ODS-3 (metanolowa faza ruchoma)
loo k -1,5669 -0,3514 2,9618 0,0176
‘zél’nw (£0,2909) | (£0,0430) | (£0,6969) | (+0,0007) |0,9943 |0,1746| 318 | 6E-11
(»=0,0002) | (p=1E-05) | (p=0,002) | (p=1E-10)
B -0,2427 -0,1432 0,0144
(18 (+0,3394) | (+0,0469) - (+0,0010) |0,9781 | 0,2286 | 133 | 6E-09
) (=05 | (p=001) (p = 4E-00)
Inertsil ODS-3 (acetonitrylowa faza ruchoma)
loo k -0,3357 -0,1511 2,7828 0,0086
0‘%’9 W (£ 0,3764) (£0,0557) (£0,9018) (£0,0010) | 0,9659 | 0,2260 | 51 10E-07
W | p=04 | =003 | (p=001) | (=28
B 3,2968 -4,8446
a0) (+0,3374) ; (* 1,6767) - 0,6253 10,5199 | 8 0,01
(p = 2E-07) (»p=0,01)
XTerra MS
loo k -1,1725 -0,2561 2,7259 0,0144
‘é’l)‘” (+02115) | (£0,0313) | (+£0,5067) | (+0,0005) |0,9954|0,1270 | 397 2E-11
(»=10,0002) | (p=1E-05) | (p=0,0002) | (p=2E-11)
B 0,2623 -1,8806 0,0106
@2 (+0,4519) - (+0,9033) | (£0,0011) |0,9363|0,2716| 43 3E-06
) (p=0.,6) (p=0,06) | (p=1E-06)
Aluspher 100 RP-select B
loo k -2,6867 -0,3762 2,4917 0,0164
0§3 " (£ 0,3581) (£0,0530) (£ 0,8580) (£ 0,0009) |0,9905|0,2150 | 190 9E-10
@3) | ()=1E-05) | (p=2E-05) | (p=001) | (p=2E-09)
B 0,9049 0,0085
) (+ 0,5896) - - (+0,0018) | 0,8007 | 0,4322| 23 0,0003
(» =0,15) (» = 0,0003)
PRP-1
loo k -0,8490 -0,6899 0,0185
‘55)"’ (£0,9378) (£0,1297) - (£0,0026) |0,9430 | 0,6317 | 48 2E-06
»=04) (» =0,0002) (p = 1E-05)
B 0,4307 -0,2739 0,0130
26) (+0,9966) | (+0,1379) - (+0,0028) | 0,8466 | 0,6713 | 15 0,0005
»=07) | (p=0,07) (p = 0,0006)
Wieloparametrowe rownania regresji opisujagce wartosci log kw 1 S

wyprowadzone na kolumnie XTerra MS sa przedstawione w tabeli 15 (réwnania 21 i
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22). Bardzo dobrym statystycznie jest roOwnanie opisujace log k. (roOwnanie 21).
Wszystkie wspotczynniki przy parametrach strukturalnych sg statystycznie istotne (p <
0,0002). Wysoka warto$§¢ wspodtczynnika korelacji, R, niska warto$¢ standardowego
btedu estymacji, s, oraz wysoka wartos¢ F potwierdzajg istotnos¢ calego rownania. W
przypadku wartosci S, wspotczynnik k2 przy u okazal si¢ nieistotny statystycznie.
Niemniej, dobre statystycznie rownanie QSRR zostalo wyprowadzone przy
wykorzystaniu dwoch deskryptorow strukturalnych: owmin 1 Awas (rownanie 22).

Podobna sytuacje zaobserwowano dla kolumny Aluspher 100 RP-select B.
Istotne statystycznie jest rownanie opisujace log k,. (rOwnanie 23). Jednakze w
przypadku wartosci S, tylko parametr 4 w4s okazat si¢ istotny statystycznie i mogt by¢
uzyty w rownaniu QSRR (réwnanie 24). Rownanie to ma jednak ograniczong wartos¢
statystyczng (R = 0,8007, s = 0,4322, F =23, p = 0,0003).

W przypadku kolumny PRP-1, w opisie zarowno log k., jak 1 S, deskryptor Ouin
okazal si¢ nieistotny statystycznie. Dlatego wyprowadzono dwuparametrowe rownania

regresji (rOwnania 25 1 26). Maja one umiarkowang warto$¢ statystyczna.

4.3.3. Przewidywanie gradientowej retencji HPLC na kolumnie Inertsil ODS-3 z
wykorzystaniem réwnan QSRR i sztucznych sieci neuronowych

W tabeli 16 zebrano wyliczone wartosci log k. 1 S oraz przewidziane i
eksperymentalne gradientowe czasy retencji, tz, dla strukturalne zréznicowanej serii
analitéw, ktore nie byly wczesniej wykorzystywane do wyprowadzenia ogolnych
rownan QSRR opisujacych log k. 1 S, na kolumnie Inertsil ODS-3 z metanolowo-
wodng 1 acetonitrylowo-wodng faza ruchoma. Wielkosci log k. wyliczone zostaly z
réwnania 17 a wielko$¢ S z rdOwnania 18 (tabela 15). W przypadku acetonitrylowej fazy
ruchomej wykorzystano odpowiednio réwnania 19 i 20. Nastepnie wyliczono
gradientowy czas retencji, fr caic, Na podstawie modelu LSS. Przewidziana warto$¢
czasu retencji jest podana w tabeli 16 obok czasu retencji eksperymentalnego, 7z exp.

Jak mozna zauwazy¢, nie ma drastycznych rdéznic pomiedzy danymi
retencyjnymi przewidzianymi i1 eksperymentalnymi dla przebadanych 19 analitow
testowych w uktadzie chromatograficznym zawierajacym metanol jako modyfikator
organiczny fazy ruchomej. Sredni bezwzgledny blad przewidywan (réznica pomigdzy

czasem retencji przewidzianym i eksperymentalnym), A¢r, nie przekracza 1,15 min.
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Tabela 16. Wyliczone wartosci log k. 1 S oraz przewidziane i eksperymentalne gradientowe czasy
retencji, g, dla serii analitow testowych chromatografowanych na kolumnie Inertsil ODS-3; gradient
liniowy 5-100% B, czas gradientu, ¢ = 20 min.

Nr

Analit

Metanolowa faza ruchoma

log kw S tR cale IR exp Atr
1 | Kumaryna 1,36 3,54 10,73 13,95 3,22
2 | Ftalimid 1,45 3,69 11,04 11,95 0,91
3 | Ftalonitryl 1,67 3,44 12,67 12,29 0,38
4 | 1,4-Naftochinon 2,88 4,24 17,23 15,33 1,90
5 | Toluen 2,64 3,67 17,71 19,01 1,30
6 | Fenyloacetylen 2,88 391 18,26 17,76 0,50
7 | Etylobenzen 2,98 4,04 18,39 20,16 1,77
8 | Karbazol 3,64 4,79 19,19 19,09 0,10
9 | Kumen 3,41 4,36 19,45 20,85 1,40
10 | I-Bromonaftalen 3,48 4,46 19,45 21,71 2,26
11 | n-Propylobenzen 3,50 4,46 19,54 21,17 1,63
12 | n-Butylobenzen 4,04 4,90 20,56 21,97 1,41
13 | 9,10-Antrachinon 442 5,35 20,75 19,97 0,78
14 | Ksanten 4,20 5,01 20,90 21,91 1,01
15 | n-Amylobenzen 4,58 5,34 21,37 22,59 1,22
16 | n-Heksylobenzen 5,10 5,78 22,04 23,20 1,16
17 | Heksachlorobutadien 4,21 4,66 22,15 22,29 0,14
18 | Antracen 4,73 5,22 22,40 22,03 0,37
19 | 1,3,5-Triizopropylobenzen 6,22 6,64 23,30 23,65 0,35
Srednia: 1,15

Nr Analit Acetonitrylowa faza ruchoma
log kv S tR calc IR exp Atr
1 | Kumaryna 1,53 4,69 10,08 11,71 1,63
2 | Ftalimid 1,38 5,25 8,95 9,28 0,33
3 | Ftalonitryl 1,93 3,85 13,30 11,87 1,43
4 | 1,4-Naftochinon 2,19 4,60 13,13 13,09 0,04
S | Toluen 2,16 4,17 13,84 16,61 2,77
6 | Fenyloacetylen 2,25 4,25 14,13 15,57 1,44
7 | Etylobenzen 2,29 4,32 14,16 17,97 3,81
8 | Karbazol 2,59 4,48 15,23 16,61 1,38
9 | Kumen 2,50 4,29 15,23 19,01 3,78
10 | I-Bromonaftalen 2,64 4,04 16,57 19,87 3,30
11 | n-Propylobenzen 2,54 432 15,34 19,36 4,02
12 | n-Butylobenzen 2,80 4,32 16,66 20,99 4,33
13 | 9,10-Antrachinon 2,88 4,68 16,09 17,09 1,00
14 | Ksanten 2,99 4,03 18,41 19,47 1,06
15 | n-Amylobenzen 3,07 4,32 17,93 21,65 3,72
16 | n-Heksylobenzen 3,33 432 19,19 22,61 3,42
17 | Heksachlorobutadien 3,06 3,65 20,22 21,79 1,57
18 | Antracen 3,24 3,91 20,21 20,03 0,18
19 | 1,3,5-Triizopropylobenzen 3,87 4,29 21,94 23,33 1,39
Srednia: 2,14
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Trafno$¢ przewidywan gradientowego czasu retencji, tz, na kolumnie Inertsil
ODS-3 z metanolowg fazg ruchomg dla serii analitow z tabeli 16 ilustruje dodatkowo
rycina 20. Wspotczynnik korelacji, R, pomi¢dzy przewidzianym i obserwowanym ¢z

wynosi 0,9446. Warto$¢ ta wskazuje na catkiem dobra przewidywalno$¢ zastosowanego

., .
podejscia (rycina 20a).
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Rycina 20. Korelacja pomigdzy gradientowymi czasami retencji przewidzianymi i eksperymentalnymi dla
serii analitow testowych z tabeli 16 na kolumnie Inertsil ODS-3: a) metanolowo-wodna faza ruchoma;
wieloparametrowa analiza regresji jako metoda obliczeniowa, b) acetonitrylowo-wodna faza ruchoma;
wieloparametrowa analiza regresji jako metoda obliczeniowa, c¢) metanolowo-wodna faza ruchoma;
sztuczne sieci neuronowe jako metoda obliczeniowa, d) acetonitrylowo-wodna faza ruchoma; sztuczne
sieci neuronowe jako metoda obliczeniowa. Czas gradientu, zg = 20 min.

Dane w tabeli 16 wskazuja, ze w przypadku acetonitrylowo-wodnej fazy
ruchomej réznice pomigdzy przewidywanymi i eksperymentalnymi czasami retencji sa
wieksze niz obserwowane dla metanolowo-wodnej fazy ruchome;j. Srednia bezwzgledna
warto$¢ tej roznicy wynosi 2,14 min. Chociaz rownanie QSRR uzyte do wyliczenia
warto$ci S ma stosunkowo niska warto$¢ statystyczng (réwnanie 20 w tabeli 15),
przewidywania ¢r przeprowadzone z tym rownaniem w kombinacji z rownaniem 19 sg
stosunkowo doktadne dla wigkszosci analitoéw. Niemniej, dla kilku analitéw réznice
pomigdzy przewidzianym i eksperymentalnym czasem retencji sa duze (szczegdlnie dla
pochodnych alkilobenzenowych). Pomimo to, wspotczynnik korelacji R = 0,911 dla

zaleznosci przedstawionej na rycinie 20b podtrzymuje stusznos$¢ ogdlnych zatozen
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prezentowanego podejscia. Potrzebne sg dalsze studia QSRR prowadzace do lepszego
opisu wartosci S w przypadku acetonitrylowej fazy ruchome;.

Podobne studia pordwnawcze przeprowadzono w przypadku danych
retencyjnych eksperymentalnych i przewidzianych za pomoca sztucznych sieci
neuronowych (ANN). Jak ilustruje rycina 20c, wyniki dotyczace kolumny Inertsil ODS-
3 1 metanolowo-wodnej fazy ruchomej s3 podobne do otrzymanych z wykorzystaniem
wieloparametrowej analizy regresji (rycina 20a). Wspolczynnik korelacji pomigdzy
czasem retencji eksperymentalnym i przewidzianym z ANN jest wysoki 1 wynosi R =
0,9377.

Sztuczne sieci neuronowe wykorzystano réwniez do przewidywan retencji na
kolumnie Inertsil ODS-3 z acetonitrylowg fazg ruchoma. Poréwnanie gradientowych
czasOw retencji eksperymentalnych 1 przewidzianych przedstawia rycina 20d.
Zaobserwowano podobng korelacja (R = 0,9423) do osiagnictej z wykorzystaniem

wieloparametrowej analizy regresji (rycina 20b).

4.3.4. Przewidywania gradientowego czasu retencji na kolumnach XTerra MS,
Aluspher 100 RP-select B i PRP-1 za pomoca wieloparametrowej analizy regresji i
sztucznych sieci neuronowych

Przewidywania gradientowych czaséw retencji na kolumnach XTerra MS,
Aluspher 100 RP-select B i PRP-1 z eluentem metanolowo-buforowym o pH
zatrzymujacym dysocjacj¢ analitow, dotyczyly serii prostych pochodnych benzenu,
kwasow organicznych (wiaczajac niesteroidowe leki przeciwzapalne) oraz pochodnych
aniliny. Wartosci log k. 1 S wyliczone z ogélnych modeli QSRR zawiera tabela 17.
Otrzymano satysfakcjonujace przewidywania gradientowych czasow retencji w
przypadku pochodnych benzenu 1 kwaséw organicznych. Przewidywania dla
pochodnych aniliny byly mniej doktadne. Moze by¢ to spowodowane znanymi
trudnosciami  w rozdzieleniach chromatograficznych zwigzkéw o charakterze
zasadowym [171-174].

Gradientowe czasy retencji przewidziane przy pomocy MRA (tabela 18)
poréwnano z czasami przewidzianymi przez ANN (tabela 19). Rozpatrzono seri¢ 42
analitéw chromatografowanych na kolumnach XTerra MS, Aluspher 100 RP-select B i
PRP-1. Korelacje pomigdzy obserwowanymi i przewidywanymi za pomocg ANN i

MRA czasami retencji ilustrujg ryciny 21-23.
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Tabela 17. Wartosci log k, i S dla serii analitow testowych na XTerra MS, Aluspher 100 RP-select B i

PRP-1 wyliczone z ogélnych rownan QSRR (réwnania 21-26 z tabeli 15).

Aluspher 100

Nr | Analit Xterra MS RP-select B PRP-1
log kyw S log kw S log kw S
1 Toluen 2,22 3,51 1,27 3,24 4,04 3,93
2 | Etylobenzen 2,50 3,84 1,60 3,46 4,49 4,25
3 | I-Bromonaftalen 2,95 4,16 1,99 3,80 4,48 4,47
4 | Kumen 2,84 4,06 1,99 3,64 4,94 4,55
5 | n-Propylobenzen 2,92 4,16 2,07 3,71 5,02 4,63
6 | Antracen 3,94 4,52 3,22 4,13 6,17 5,36
7 | n-Heksylobenzen 4,23 5,13 3,57 4,49 6,71 5,81
8 | n-Butylobenzen 3,36 4,48 2,58 3,97 5,59 5,03
9 | n-Amylobenzen 3,80 4,81 3,08 423 6,15 5,42
10 | 2-Etylotoluen 2,79 4,08 1,91 3,65 4,81 4,50
11 | 1,3,5-Trimetylobenzen 3,12 4,12 2,31 3,73 5,30 4,75
12 | 1,2,3-Trimetylobenzen 2,82 3,99 1,93 3,62 4,73 4,46
13 | I-Metylonaftalen 3,09 4,16 2,26 3,75 5,16 4,71
14 | o-Ksylen 2,50 3,75 1,57 3,43 4,35 4,17
15 | m-Ksylen 2,64 3,81 1,74 3,48 4,58 4,30
16 | p-Ksylen 2,71 3,81 1,85 3,49 4,77 4,38
17 | Kwas 3-cyjanobenzoesowy 1,50 4,35 0,24 3,64 2,42 3,55
18 | Kwas 3-fluorobenzoesowy 1,38 4,05 0,21 3,40 2,68 3,50
19 | Kwas 3-nitrobenzoesowy 1,08 4,34 -0,37 3,64 1,30 3,10
20 | Kwas o-toluenowy 1,73 423 0,67 3,53 343 3,88
21 | Kwas p-toluenowy 1,67 431 0,54 3,60 3,07 3,78
22 | Kwas 4-etylobenzoesowy 2,04 4,60 0,95 3,83 3,52 4,11
23 | Kwas 3-hydroksybenzoesowy 1,27 4,11 0,02 3,45 2,29 3,37
24 | Kwas 4-hydroksybenzoesowy 1,38 4,14 0,19 3,46 2,63 3,51
25 | Kwas benzoesowy 1,36 4,00 0,22 3,35 2,81 3,51
26 | Kwas I-naftyloooctowy 2,71 4,96 1,80 4,11 4,72 4,77
27 | Kwas acetylosalicylowy 1,53 4,64 0,10 3,91 1,68 3,44
28 | Naproksen 3,68 5,67 2,86 4,70 5,80 5,59
29 | Piroksykam 2,81 7,22 2,24 5,07 6,80 6,24
30 | Ketoprofen 4,07 6,04 3,27 5,00 6,14 5,93
31 | Fenbufen 3,88 6,13 2,95 5,07 5,44 5,70
32 | Diklofenak 4,00 5,87 3,29 4,83 6,47 5,95
33 | 2-Chloroanilina 1,41 4,04 0,36 3,33 3,27 3,68
34 | 2-Metoksyanilina 1,93 427 1,03 3,51 427 4,19
35 | 3,4-Dichloroanilina 1,24 4,30 0,00 3,54 2,32 3,44
36 | 3,5-Dichloroanilina 1,46 4,33 0,31 3,56 2,87 3,67
37 | 3,5-Dimetyloanilina 2,02 4,46 1,10 3,65 4,25 4,28
38 | 3-Chloroanilina 1,21 4,09 0,05 3,36 2,70 3,47
39 | 3-Metyloanilina 1,55 4,15 0,54 3,40 3,57 3,84
40 | 4-Chloroanilina 1,09 4,09 -0,12 3,36 2,37 3,35
41 | N-Etyloanilina 2,08 4,41 1,08 3,69 3,92 4,18
42 | 4-Metoksyanilina 1,65 4,32 0,61 3,53 3,52 3,91
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Tabela 18. Przewidziane za pomoca wieloparametrowej analizy regresji (MRA) i eksperymentalne gradientowe czsy retencji, ¢z, dla serii analitoéw testowych na kolumnach
XTerra MS, Aluspher 100 RP-select B i PRP-1; gradient liniowy 5-100% MeOH we danym czasie gradientu, /c.

Xterra MS Aluspher 100 RP-select B PRP-1
Nr | Analit t¢ =20 min t¢ =40 min t¢ =10 min t¢ =30 min t¢ =10 min t¢ =30 min
tReatc TR exp AR | tRcale IR exp AIR | tRcalc (R exp AR | tRcatc TR exp AR | tRcalec IR exp AR | tRcale IR exp  ALR
1 | Toluen 18,04 18,48 0,44 |26,17 30,10 3,93 | 9,62 10,35 0,73 | 13,09 14,75 1,66 | 16,73 17,63 0,90 | 34,38 34,67 0,29
2 | Etylobenzen 18,64 21,48 2,84 |27,65 3348 5083 [1037 11,60 1,23 |1537 19,32 3,95 | 17,05 18,32 1,27 |35,65 35,82 0,17
3 | 1I-Bromonaftalen 20,07 23,32 3,25 {30,76 37,13 6,37 | 11,09 13,38 2,29 | 17,75 25,15 7,40 | 16,50 23,60 7,10 |34,17 40,78 6,61
4 | Kumen 19,82 22,67 2,85 |30,18 35,63 5,45 |11,30 12,25 0,95 | 18,22 21,77 3,55 | 17,40 18,53 1,13 | 36,92 36,23 0,69
5 | n-Propylobenzen 1991 22,72 2,81 3043 36,25 5,82 | 11,44 12,50 1,06 | 18,69 22,73 4,04 | 17,40 19,03 1,63 | 36,99 36,75 0,24
6 | Antracen 23,69 23,70 0,01 |38,22 38,03 0,19 | 13,84 13,68 0,16 |26,25 2598 0,27 | 18,14 23,78 5,64 |39,65 43,27 3,62
7 | n-Heksylobenzen 2293 2528 2,35 37,04 37,37 0,33 |14,07 14,17 0,10 |27,22 27,95 0,73 | 18,19 22,10 3,91 | 40,03 40,65 0,62
8 | n-Butylobenzen 21,09 23,37 2,28 [33,01 3847 546 |12,45 13,20 0,75 |21,93 24,82 2,89 | 17,72 19,97 2,25 |38,19 37,90 0,29
9 | n-Amylobenzen 22,08 2447 2,39 |3518 37,38 220 |13,31 13,73 042 |24,75 26,57 1,82 | 17,97 21,12 3,15 |39,18 39,13 0,05
10 | 2-Etylotoluen 19,47 22,73 3,26 29,50 3580 6,30 | 11,06 12,38 1,32 |17,54 22,02 4,48 | 17,20 19,03 1,83 |36,29 36,72 0,43
11 | 1,3,5-Trimetylobenzen 21,08 23,03 1,95 |32,75 36,75 4,00 |12,10 12,70 0,60 |20,66 22,92 2,26 |17,73 19,42 1,69 |38,05 37,18 0,87
12 | 1,2,3-Trimetylobenzen 1990 22,83 2,93 |30,28 3583 5,55 |11,14 1245 1,31 |17,73 22,05 4,32 |17,14 19,38 2,24 | 36,08 37,07 0,99
13 | I-Metylonaftalen 20,80 22,55 1,75 |32,20 35,87 3,67 |11,90 12,80 0,90 |20,08 23,35 3,27 |17,52 21,38 3,86 |37,39 39,37 1,98
14 | o-Ksylen 18,93 21,60 2,67 |28,16 33,33 5,17 [10,34 11,57 1,23 | 15,24 19,10 3,86 | 16,88 18,42 1,54 |35,08 3598 0,90
15 | m-Ksylen 19,49 21,87 2,38 29,33 3392 4,59 10,77 11,73 0,96 | 16,53 19,67 3,14 | 17,15 1848 1,33 |35,98 36,23 0,25
16 | p-Ksylen 19,90 21,93 2,03 |30,15 33,93 3,78 [11,09 11,72 0,63 | 17,45 19,58 2,13 | 17,41 18,62 1,21 |36,84 36,25 0,59
17 | Kwas 3-cyjanobenzoesowy | 12,61 1322 0,61 | 16,16 17,07 091 | 691 442 249 | 725 463 2,62 | 12,97 13,50 0,53 | 22,73 2430 1,57
18 | Kwas 3-fluorobenzoesowy 12,41 15,78 3,37 | 15,65 21,82 6,17 | 6,90 6,03 0,87 | 7,20 6,30 0,90 | 13,87 14,12 0,25 | 25,35 26,12 0,77
19 | Kwas 3-nitrobenzoesowy 10,76 14,58 3,82 | 12,74 1945 6,71 | 6,19 6,70 0,51 | 6,22 7,30 1,08 | 10,14 14,43 429 | 14,11 27,00 12,89
20 | Kwas o-toluenowy 13,88 16,58 2,70 | 18,54 23,52 498 | 7,82 6,85 097 | 893 7,30 1,63 | 1519 14,62 0,57 |29,71 27,70 2,01
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Tabela 18. c.d.

21 | Kwas p-toluenowy 13,45 16,95 3,50 | 17,76 24,43 6,67 | 7,49 7,67 0,18 | 8,28 8,77 0,49 | 14,41 14,78 0,37 |27,29 28,17 0,88
22 | Kwas 4-etylobenzoesowy 14,72 18,68 3,96 | 20,40 28,08 7,68 | 835 943 1,08 |10,25 13,37 3,12 | 1493 1540 047 |29,16 3030 1,14
23 | Kwas 3-hydroksybenzoesowy | 11,83 11,33 0,50 | 14,58 13,58 1,00 | 6,61 3,08 3,53 | 6,77 3,13 3,64 | 12,89 11,10 1,79 |22,29 17,43 4,86
24 | Kwas 4-hydroksybenzoesowy | 1230 9,90 2,40 |1548 11,15 433 | 6,86 2,60 4,26 | 7,15 2,63 4,52 | 13,68 10,72 2,96 |24,80 16,30 8,50
25 | Kwas benzoesowy 12,37 14,67 2,30 | 15,54 19,78 4,24 | 6,92 445 247 | 7,24 4,55 2,69 | 1421 1395 0,26 |2639 2532 1,07
26 | Kwas I-naftylooctowy 17,02 17,92 0,90 |25,14 26,78 1,64 | 10,27 9,53 0,74 | 15,61 13,78 1,83 | 16,41 15,58 0,83 |34,10 30,63 3,47
27 | Kwas acetylosalicylowy 12,40 13,32 0,92 | 15,89 18,38 2,49 | 6,65 698 033 | 6,86 7,18 0,32 |10,95 1298 2,03 | 16,69 22,55 5,86
28 | Naproksen 19,35 19,37 0,02 | 30,12 30,10 0,02 | 12,14 10,63 1,51 |21,58 17,47 4,11 | 16,95 16,58 0,37 |36,19 33,52 2,67
29 | Piroksykam 14,09 16,97 2,88 |20,07 24,97 490 |1042 9,62 0,80 |16,69 13,34 3,35 | 17,53 18,10 0,57 |3821 3585 236
30 | Ketoprofen 19,95 18,98 0,97 | 31,45 29,30 2,15 | 12,65 10,23 2,42 |2329 16,50 6,79 | 16,96 16,13 0,83 |36,36 32,60 3,76
31 | Fenbufen 19,09 19,65 0,56 |29,76 30,58 0,82 | 11,88 10,98 0,90 |21,03 18,68 2,35 |16,09 17,23 1,14 | 33,68 34,65 0,97
32 | Diklofenak 20,09 21,42 1,33 |31,67 34,12 2,45 |12,90 11,93 0,97 |23,95 21,50 2,45 |17,50 16,92 0,58 | 38,01 34,57 3,44
33 | 2-Chloroanilina 12,57 15,73 3,16 | 15,92 21,52 5,60 | 7,19 5,70 1,49 | 7,68 5,67 2,01 | 15,18 16,00 0,82 |29,49 30,28 0,79
34 | 2-Metoksyanilina 14,78 15,50 0,72 | 20,33 21,55 1,22 | 8,73 5,78 2,95 | 11,03 5,87 5,16 | 16,63 16,58 0,05 |3434 31,72 2,62
35 | 3,4-Dichloroanilina 11,49 18,02 6,53 | 14,04 26,77 12,73 | 6,56 9,90 3,34 | 6,71 1435 7,64 | 12,88 16,22 3,34 |2234 31,82 9,48
36 | 3,5-Dichloroanilina 12,47 19,27 6,80 | 15,88 29,10 13,22 | 7,05 10,63 3,58 | 7,47 16,37 8,90 | 14,05 16,43 2,38 |26,09 3285 6,76
37 | 3,5-Dimetyloanilina 14,88 16,52 1,64 | 20,62 23,55 293 | 883 588 295 |11,33 6,30 5,03 | 16,38 15,67 0,71 |33,66 30,08 3,58
38 | 3-Chloroanilina 11,55 15,52 3,97 | 14,07 21,32 7,25 | 6,66 6,10 0,56 | 6,85 6,17 0,68 | 13,95 1537 1,42 |2558 29,08 3,50
39 | 3-Metyloanilina 13,11 14,08 0,97 | 17,02 18,52 1,50 | 7,57 3,23 4,34 | 839 3,23 5,16 | 15,63 14,83 0,80 |31,02 27,23 3,79
40 | 4-Chloroanilina 11,02 15,33 4,31 | 13,12 2097 785 | 6,44 593 0,51 | 6,54 6,07 0,47 |13,21 1535 2,14 23,20 29,10 5,90
41 | N-Etyloanilina 1524 17,45 2,21 | 21,32 25,07 3,75 | 8,76 6,42 2,34 | 11,19 6,63 4,56 | 1581 16,73 0,92 |31,85 33,58 1,73
42 | 4-Metoksyanilina 13,32 10,85 2,47 | 17,52 18,23 0,71 | 7,67 10,85 3,18 | 8,38 18,23 9,85 | 15,34 13,65 1,69 |30,21 23,72 6,49

Srednia: 2,37 4,35 1,52 3,36 1,73 2,84
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Tabela 19. Przewidziane za pomoca sztucznych sieci neuronowych (ANN) i eksperymentalne gradientowe czsy retencji, ¢z, dla serii analitow testowych na kolumnach XTerra
MS, Aluspher 100 RP-select B i PRP-1; gradient liniowy 5-100% MeOH we danym czasie gradientu, ¢g.

N Xterra MS Aluspher 100 RP-select B PRP-1
Analit t¢ =20 min t¢ =40 min t¢=10 min t¢ =30 min t¢=10 min t¢ =30 min

r tReale IR exp AR | tRcate TR exp AR | tRcale IR exp  ALR | tRcalc IR exp AR | tRcalc TR exp  AIR | tRcale IR exp  ALR
1 | Toluen 18,64 18,48 0,16 |26,95 30,10 3,15 (10,71 10,35 0,36 | 14,80 14,75 0,05 | 18,42 17,63 0,79 | 35,11 34,67 0,44
2 | Etylobenzen 19,32 21,48 2,16 |29,20 33,48 4,28 11,85 11,60 0,25 | 18,25 19,32 1,07 | 18,90 1832 0,58 |36,54 3582 0,72
3 | I-Bromonaftalen 20,54 23,32 2,78 | 32,44 37,13 4,69 | 12,77 13,38 0,61 | 21,48 25,15 3,67 |19,64 23,60 3,96 |38,35 40,78 2,43
4 | Kumen 21,80 22,67 0,87 |3544 3563 0,19 | 1345 12,25 1,20 | 24,12 21,77 2,35 20,35 18,53 1,82 |39,91 36,23 3,68
5 | n-Propylobenzen 2292 22,72 0,20 | 37,74 36,225 1,49 | 13,95 12,50 1,45 26,20 22,73 3,47 |20,92 19,03 1,89 | 41,08 36,75 4,33
6 | Antracen 2390 23,70 0,20 | 39,40 38,03 1,37 |1431 13,68 0,63 |27,74 2598 1,76 |21,38 23,78 240 |41,93 4327 1,34
7 | n-Heksylobenzen 20,43 2528 4485 32,03 37,37 534 12,68 14,17 1,49 |21,05 27,95 6,90 | 19,61 22,10 2,49 |38,19 40,65 2,46
8 | n-Butylobenzen 20,02 23,37 3,35 |31,24 3847 723 |12,84 1320 0,36 |21,85 24,82 297 |19,28 19,97 0,69 |37,56 37,90 0,34
9 | n-Amylobenzen 20,18 24,47 429 |31,38 37,38 6,00 |12,97 13,73 0,76 | 22,31 26,57 426 | 19,31 21,12 1,81 | 37,51 39,13 1,62
10 | 2-Etylotoluen 21,53 22,73 1,20 | 34,35 3580 1,45 [13,23 12,38 0,85 | 22,74 22,02 0,72 |20,29 19,03 1,26 |39,53 36,72 281
11 | 1,3,5-Trimetylobenzen 23,68 23,03 0,65 |38,61 36,75 1,86 |13,94 12,70 124 |2624 2292 3,32 |21,30 19,42 1,88 | 41,61 37,18 443
12 | 1,2,3-Trimetylobenzen 21,18 22,83 1,65 |33,73 3583 2,10 | 13,16 12,45 0,71 |23,07 22,05 1,02 |19,99 19,38 0,61 |39,01 37,07 1,94
13 | I-Metylonaftalen 19,68 22,55 2,87 |30,77 3587 5,10 |13,08 12,80 0,28 |23,83 2335 0,48 | 1852 21,38 2,86 |3599 39,37 3,38
14 | o-Ksylen 19,29 21,60 2,31 |28,96 33,33 437 (11,96 11,57 0,39 | 18,70 19,10 0,40 | 18,77 18,42 0,35 |36,14 3598 0,16
15 | m-Ksylen 19,88 21,87 1,99 |30,36 33,92 3,56 [12,09 11,73 0,36 | 18,92 19,67 0,75 | 19,23 18,48 0,75 |37,15 36,23 0,92
16 | p-Ksylen 20,37 21,93 1,56 | 31,40 33,93 2,53 |12,28 11,72 0,56 | 19,22 19,58 0,36 | 19,64 18,62 1,02 |37,98 36,25 1,73
17 | Kwas 3-cyjanobenzoesowy 12,47 13,22 0,75 | 15,59 17,07 1,48 | 3,83 442 0,59 | 3,82 4,63 0,81 |13,36 13,50 0,14 | 22,52 24,30 1,78
18 | Kwas 3-fluorobenzoesowy 13,09 15,78 2,69 | 16,59 21,82 523 | 530 6,03 0,73 | 541 6,30 0,89 |14,03 14,12 0,09 | 24,37 26,12 1,75
19 | Kwas 3-nitrobenzoesowy 11,08 14,58 3,50 | 12,07 19,45 7,38 | 1,43 6,70 527 |-0,17 7,30 7,47 |12,32 1443 2,11 |19,20 27,00 7,80
20 | Kwas o-toluenowy 14,57 16,58 2,01 | 19,99 23,52 3,53 | 7,18 6,85 0,33 | 851 7,30 1,21 |1523 14,62 0,61 |28,15 27,70 0,45
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Tabela 19. c.d.

21 [ Kwas p-toluenowy 13,69 1695 3,26 | 1829 2443 6,14 | 6,35 7,67 132|731 877 146 | 1441 1478 0,37 25,78 28,17 239
22 | Kwas 4-etylobenzoesowy 1454 18,68 4,14 [20,79 2808 7,29 | 7,73 943 1,70 | 10,16 13,37 321 |1492 1540 048 |27,71 3030 2,59
23 | Kwas 3-hydroksybenzoesowy | 1229 1133 0,96 | 1501 1358 143 | 344 3,08 036 | 3,13 3,13 0,00 | 1338 11,10 228 [2234 1743 491
24 | Kwas 4-hydroksybenzoesowy | 12,85 9,90 2,95 | 1621 11,15 506 | 3,71 2,60 1,11 | 3,42 263 0,79 | 13,84 10,72 3,12 |23.82 16,30 7,52
25 | Kwas benzoesowy 1332 14,67 135 | 1697 19,78 281 | 525 445 080 | 520 4,55 0,65 | 1429 13,95 0,34 |25,13 2532 0,19
26 | Kwas 1-naftylooctowy 1742 17,92 0,50 | 28,03 26,78 1,25 | 8,95 953 058 | 12,36 13,78 142 1725 15,58 1,67 |34,15 30,63 3,52
27 | Kwas acetylosalicylowy 11,67 13,32 1,65 | 13,33 1838 505 | 2,41 698 457 | 1,65 7,08 5,53 | 1247 12,98 0,51 |20,10 22,55 2,45
28 | Naproksen 20,01 19,37 0,64 | 34,66 30,10 4,56 | 948 10,63 1,15 | 14,02 17,47 345 | 18,84 16,58 226 |37.87 33,52 435
29 | Piroksykam 1531 1697 1,66 | 29,74 2497 477 | 2,60 9,62 7,02 | 1,31 1334 12,03[1732 18,10 0,78 | 3520 3585 0,65
30 | Ketoprofen 20,56 18,98 1,58 3627 2930 6,97 | 10,73 1023 0,550 | 17,66 16,50 1,16 | 19,07 16,13 2,94 | 3847 32,60 5,87
31 | Fenbufen 1838 19,65 1,27 |3328 30,58 2,70 | 6,90 10,98 408 | 9,63 18,68 9,05 |17,17 1723 0,06 | 35,61 34,65 0,96
32 | Diklofenak 21,52 2142 0,10 |37,16 34,12 3,04 | 1290 1193 097 | 23,64 21,50 2,14 20,00 16,92 3,08 [39,72 3457 5,15
33 | 2-Chloroanilina 1407 15,73 1,66 | 1842 21,52 3,10 | 6,25 5,70 055 | 6,52 567 085 | 1507 16,00 093 |27,55 3028 2,73
34 | 2-Metoksyanilina 1649 1550 0,99 23,94 21,55 239 | 486 5,78 092 | 418 587 1,69 [17,12 16,58 0,54 | 33,18 31,72 146
35 | 3,4-Dichloroanilina 12,00 18,02 6,02 | 1454 26,77 1223 5,71 990 419 | 6,61 1435 7,74 [1322 1622 3,00 | 21,95 31,82 9,87
36 | 3,5-Dichloroanilina 12,96 1927 6,31 | 16,70 29,10 12,40 | 6,51 10,63 4,12 | 7,68 16,37 8,69 | 1396 1643 247 | 2439 32385 846
37 | 3,5-Dimetyloanilina 16,14 16,52 0,38 |23,78 23,55 023 | 8,35 588 247 |1025 6,30 3095 16,72 1567 1,05 | 3240 30,08 2,32
38 | 3-Chloroanilina 12,72 15,52 2,80 | 1583 2132 549 | 525 6,10 085 | 518 6,17 0,99 1392 1537 1,45 |24,05 29,08 5,03
39 | 3-Metyloanilina 1462 14,08 0,54 | 19,76 1852 124 | 6,35 323 3,12 | 6,59 323 3,36 |1555 1483 0,72 |29,03 2723 1,80
40 | 4-Chloroanilina 12,12 1533 321 | 14,63 2097 634 | 479 593 1,14 | 461 6,07 146 |1345 1535 1,90 |22,50 29,10 6,60
41| N-Etyloanilina 15,79 1745 1,66 | 23,07 2507 2,00 | 6,79 642 037 | 749 6,63 086 | 16,14 16,73 0,59 | 30,83 33,58 2,75
42 | 4-Metoksyanilina 1431 10,85 3,46 | 1956 1823 133 | 3,88 10,85 6,97 | 2,97 1823 1526|1518 13,65 1,53 |28,14 23,72 442

Srednia: 2,07 4,05 1,60 3,09 143 3,11
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Widoczne jest podobienstwo sily przewidywawczej dwoch zastosowanych

metod. Niemniej, w kilku przypadkach korelacja pomiedzy czasami retencji
eksperymentalnymi i przewidywanymi jest nieco lepsza w przypadku ANN.

Analizujac dane otrzymane na kolumnie XTerra MS, mozna zauwazy¢
generalny trend dla prawie wszystkich analitow, ze §rednie réznice pomigdzy czasem
retencji eksperymentalnym 1 przewidywanym za pomoca MRA 1 ANN sa bardzo

podobne zaréwno przy czasie gradientu, G, rtownym 20 min jak i 40 min (rycina 21).
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Rycina 21. Korelacje pomigdzy gradientowymi czasami retencji przewidzianymi i eksperymentalnymi dla
serii analitow testowych z tabeli 18 i 19 na kolumnie XTerra MS: a) wieloparametrowa analiza regresji,
t¢ = 20 min; b) sztuczne sieci neuronowe, ¢ = 20 min; ¢) wicloparametrowa analiza regresji, t¢ = 40
min; d) sztuczne sieci neuronowe, ¢ = 40 min.

Rozwazajac dane retencyjne wyznaczone na dwoch pozostalych kolumnach
mozna odnotowac podobne zjawisko. W przypadku kolumny Aluspher 100 RP-select B
eksperymenty przeprowadzono przy czasach gradientu, zg, rownych 10 min i 30 min.
Zgodnos¢ pomiedzy czasem retencji wyliczonym z wykorzystaniem MRA 1 ANN z
jednej strony i danymi eksperymentalnymi z drugiej strony, zostala potwierdzona
analiza korelacyjng (rycina 22). Rozrzut punktow na rycinie 22 jest wiekszy niz na
rycinach 20, 21 1 23. Powodem tego moga by¢ specyficzne wilasciwosci adsorpcyjne
immobilizowanej na tlenku glinu fazy Aluspher 100 RP-select B.

Analiza danych oznaczonych na kolumnie PRP-1 takze wykazala zgodno$¢
eksperymentalnych. Wspotczynniki

parametrow retencyjnych przewidywanych i

korelacji w przypadku MRA 1 ANN sg porownywalne (rycina 23).
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Rycina 22. Korelacje pomigdzy gradientowymi czasami retencji przewidzianymi i eksperymentalnymi dla
serii analitow testowych z tabeli 18 i 19 na kolumnie Aluspher 100 RP-select B: a) wicloparametrowa
analiza regresji, t¢ = 10 min; b) sztuczne sieci neuronowe, f¢ = 10 min; c¢) wieloparametrowa analiza
regresji, t¢ = 30 min; d) sztuczne sieci neuronowe, ¢ = 30 min.

Uzyskane wyniki nie s3 absolutne i §wiadcza o ograniczonej doktadnosci
przewidywan retencji (jak réwniez innych wiasciwosci fizykochemicznych 1
biologicznych) zwigzkéw chemicznych na podstawie ich struktury molekularne;j.
Powodem nie sa niedoktadnosci wykonanych obliczen QSRR lecz niemozno$¢
precyzyjnego, ilosciowego opisu struktury molekularnej analitu za pomocg istniejacych

deskryptorow strukturalnych.
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Rycina 23. Korelacje pomigdzy gradientowymi czasami retencji przewidzianymi i eksperymentalnymi dla
serii analitow testowych z tabeli 18 i 19 na kolumnie PRP-1: a) wieloparametrowa analiza regresji, ¢ =
10 min; b) sztuczne sieci neuronowe, g = 10 min; ¢) wieloparametrowa analiza regresji, z¢ = 30 min; d)
sztuczne sieci neuronowe, ¢ = 30 min.
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4.3.5. Optymalizacja rozdzielen flawonoidow metoda elucji gradientowej HPLC z
wykorzystaniem modelu QSRR/LSS

Przedstawione powyzej relacje pomigdzy czasami retencji przewidywanymi
przez model QSRR/LSS i eksperymentalnymi sg przyblizone. Niemniej, wprowadzone
zaleznosci QSRR sa istotne statystycznie 1 maja sens chemiczny. Niewatpliwie,
dostarczajg one przyblizonej ale praktycznie uzytecznej informac;ji.

Flawonoidy naleza do zwigzkow najbardziej rozpowszechnionych w $wiecie
ro§linnym. Ze wzglegdu na réznorodne dziatanie lecznicze ciesza si¢ duzym
zainteresowaniem fitochemikow. Szeroko stosowang metoda badan flawonoidow jest
wysoce sprawna chromatografia cieczowa w tzw. odwroconym uktadzie faz. Stuzy ona
zarowno do oznaczen jakosciowych jak ilosciowych [175-178].

Flawonoidy w okreslonym wyciggu roslinnym sa zwykle bardzo podobne pod
wzgledem budowy chemicznej. Dlatego opracowanie dobrych warunkéw ich
rozdzielenia stanowi z reguty problem analityczny [179,180]. Duzym wyzwaniem sa
zwlaszcza wyciagi zawierajace zwykle flawonoidy 1 ich formy dimeryczne
(biflawonoidy) [181,182]. Substancje te znacznie rd6znig si¢ polarno$cig 1 masa
czasteczkowa. W zwiazku z tym ich separacja w warunkach izokratycznych jest
praktycznie niemozliwa i konieczne jest prowadzenie elucji gradientowej. Problem
stanowi okreslenie warunkéw gradientowych tak, aby rozdzieli¢ wszystkie, lub
przynajmniej wickszos¢ flawonoidéw w badanej probce. Interesujaca wydawata sig
proba zoptymalizowanie rozdziatu chromatograficznego zwigzkow flawonoidowych z
metanolowych wyciggéw z cisa pospolitego (Taxus baccata var. elegantissima) 1
metasekwoi chinskiej (Metasequoia glyptostroboides) [183]. W pierwszej zastosowane;j
procedurze optymalizacyjnej (program DryLab) wykorzystano dane retencyjne z dwéch
wstepnych eksperymentéw w warunkach gradientowych roznigcych si¢ czasem
gradientu. Nastepnie podjeto probe przewidywania retencji dla kilku wybranych
flawonoidow metoda opartag o model QSRR/LSS.

4.3.5.1. Analiza wyciggu 7 cisa pospolitego (Taxus baccata var. elegantissima)

W wyciggu z cisa zidentyfikowano 13 flawonoidow, w tym 6 dimerow
flawonoidowych. Do programu DryLab wprowadzono parametry procesu chromatogra-
ficznego oraz czasy retencji uzyskane z dwoch wstepnych przebiegow gradientowych.
Symulowany chromatogram przedstawia rycina 24a, a uzyskany eksperymentalnie

rycina 24b.
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Przez odjecie czasow retencji przewidzianych (fr ) od czaséw retencji
eksperymentalnych (¢z «xp) obliczono bezwzgledne réznice w zarejestrowanych czasach

retencji, Atg, (tabela 20). Przewidywania okazaly si¢ bardzo doktadne.
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Rycina 24. Rozdzielenie chromatograficzne wyciggu metanolowego z cisa pospolitego (Taxus baccata
var. elegantissima) na kolumnie Inertsil ODS-3 z liniowym gradientem 5-100% metanolu przy czasie
gradientu, ¢ = 35 min: a) chromatogram przewidziany; b) chromatogram eksperymentalny.
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Tabela 20. Poréwnanie przewidzianych i eksperymentalnych czaséw retencji sktadnikow mieszaniny
zwigzkow flawonoidowych i zwigzkéw niezidentyfikowanych zawartych w metanolowym wyciagu z cisa
pospolitego (Taxus baccata var. elegantissima) z wykorzystaniem gradientu liniowego w zakresie 5-
100% metanolu przy t¢ = 35 min.

Nr Analit IR calc 1R exp Atr
1 |znl 6,65 6,67 0,02

2 |zn2 8,53 8,53 0,00

3 |zn3 8,86 8,88 0,02

4 |znd 9,96 10,00 0,04

5 |zns 11,24 11,25 0,01

6 |zno6 12,40 12,43 0,03

7 |zn7 13,76 13,79 0,03

8 | 7-O-Glukozyd kwercetyny 18,60 18,64 0,04

9 | Glukozyd flawonolowy 1 19,14 19,17 0,03

10 | Glukozyd flawonolowy 2 19,94 19,97 0,03
11 | 7-O-Glukozyd kemferolu 20,56 20,61 0,05
12 |z.n. 8 20,94 20,99 0,05
13 | Glukozyd flawonolowy 3 21,57 21,60 0,03
14 | Mirycetyna 22,40 22,45 0,05
15 | Kwercetyna 23,05 23,09 0,04
16 | Amentoflawon 29,14 29,23 0,09
17 | Bilobetyna 30,18 30,42 0,24
18 ’-0-Metyloamentoflawon 31,95 32,04 0,10
19 | 7-O-Metyloamentoflawon 32,41 32,56 0,15
20 | Ginkgetyna 33,19 33,31 0,12
21 | Sciadopityzyna 35,52 35,56 0,13
Srednia 0,06

z. n. — zwigzek niezidentyfikowany

4.3.5.2. Analiza wyciggu 7 metasekwoi chinskiej (Metasequoia glyptostroboides)

Posiadane wzorce pozwolity na zidentyfikowanie 16 flawonoidow, w tym 8
biflawonoidow. Jak w przypadku wyciggu z cisa, dane wejsciowe do symulacji
komputerowych stanowily czasy retencji z dwoch wstepnych elucji gradientowych.

Korzystajac z programu DryLab ustalono, ze w stosowanym wyj$ciowo
gradiencie w zakresie 5-100% B zadowalajacg separacje branych pod uwage analitow
mozna uzyska¢ w czasie trwania gradientu tc = 40 min. Wynik analizy przedstawia
chromatogram na rycinie 25, a poréwnanie czasOw retencji zebrano w tabeli 21. Jak
wynika z przedstawionych danych $rednie bledy retencji sa bardzo mate.

Dalsze symulacje doprowadzily do wytypowania do werytfikacji do§wiadczalnej
dla wyciggu z metasekwoi gradientu liniowego 30-90% B w czasie t¢ = 30 min.
Zastosowanie wigkszego stezenia metanolu w poczatkowej fazie ruchomej zmniejszyto
czasy retencji wszystkich pikow 1 skrocito czas analizy. Dodatkowo, rozdzielczos$¢

krytycznej pary pikow (3’-O-glukozyd trycetyny i 7-O-glukozyd apigeniny) ulegta
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zwiekszeniu. Btedy w retencji 1 rozdzielczosci okazaty si¢ jednak wigksze niz w
poprzedniej analizie z wykorzystaniem gradientu liniowego 5-100% B.

Dyskutujac wyniki otrzymane w tej cze$ci badan nalezy stwierdzi¢, ze
zastosowanie modelu liniowego retencji w programie DryLab znacznie przyspiesza i
usprawnia w porownaniu do metody ,prob 1 bledow” optymalizacje rozdzielen
chromatograficznych zwigzkéw flawonoidowych z metanolowego wyciggu z cisa
pospolitego (Taxus baccata var. elegantissima) 1 metasekwoi chinskiej (Metasequoia
glyptostroboides). Najdokladniejsze przewidywania rozdzielen chromatograficznych
zwigzkoéw flawonoidowych z metanolowego wyciagu z cisa pospolitego (Taxus baccata
var. elegantissima) i metasekwoi chinskiej (Metasequoia glyptostroboides) otrzymaé

mozna stosujac gradient liniowy w zakresie 5-100% B.
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Rycina 25. Rozdzielenie chromatograficzne wyciagu metanolowego z metasekwoi chinskiej
(Metasequoia glyptostroboides) na kolumnie Inertsil ODS-3 z liniowym gradientem 5-100% metanolu
przy czasie gradientu, /g = 40 min: a) chromatogram przewidziany; b) chromatogram eksperymentalny.
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Tabela 21. Poréwnanie przewidzianych i eksperymentalnych czaséw retencji sktadnikow mieszaniny
zwigzkow flawonoidowych i zwigzkow niezidentyfikowanych zawartych w metanolowym wyciagu z
metasekwoi chinskiej (Metasequoia glyptostroboides) z wykorzystaniem gradientu liniowego w zakresie
5-100% metanolu przy t¢ = 40 min.

Nr Analit 1R cale 1R exp Atr
1 |zn 1 11,92 11,89 0,03

2 lzn2 12,96 12,96 0,00

3 |zn3 15,22 15,23 0,01

4 lzn4 16,37 16,35 0,02

5 |zns 19,25 19,28 0,03

6 | 7-0-Glukozyd luteoliny 21,25 21,25 0,00

7 |zn6 21,98 22,00 0,02

8 | 3°-0-Glukozyd trycetyny 22,77 22,77 0,00

9 | 7-0-Glukozyd apigeniny 22,98 22,99 0,01

10 | 3-Ramnozyd kwercetyny 23,63 23,65 0,02
11 |z n7 24,89 24,93 0,04
12| 3-a-Ramnozyd kemferolu 25,61 25,63 0,02
13 |zn8 26,44 26,48 0,04
14 | Luteolina 27,26 27,31 0,05
15 | Kemferol 28,79 28,85 0,06
16 | Apigenina 29,12 29,17 0,05
17 |z n9 31,91 31,97 0,06
18 | Amentoflawon 32,38 32,43 0,05
19 | Bilobetyna 33,73 33,81 0,08
20 | 4’-Metylokupressuflawon 34,13 34,24 0,11
21 *°.0-Metylokupressuflawon 35,14 35,23 0,09
22 |z n 10 35,38 35,47 0,09
23 | 7-0-Metyloamentoflawon 36,15 36,27 0,12
24 | Ginkgetyna 36,98 37,12 0,14
25 | 2,3-Dihydrosciadopityzyna 38,77 38,93 0,16
26 | Sciadopityzyna 39,68 39,84 0,16
Srednia 0,06

z. n. — zwigzek niezidentyfikowany

4.3.5.3. Zastosowanie modelu QSRR/LSS do optymalizacji rozdzielen flawonoidow

W celu praktycznego sprawdzenia podejScia do optymalizacji rozdzielen
flawonoidow opartego na QSRR 1 modelu LSS analizie poddano mieszaning
flawonoidéw w postaci aglikonow. Wybrane anality to zwigzki o podobnej strukturze
chemicznej (rycina 26).

Bez wczesniej przeprowadzanych eksperymentow chromatograficznych
wyliczono gradientowe czasy retencji opierajac si¢ na strukturze molekularnej analitow.

Stosujac odpowiednie rownania QSRR (réwnania 17 1 18 z tabeli 15) oraz model
LSS przewidziano gradientowe czasy retencji dla 8 flawonoidéow (anality nr 58-65 w
tabeli 5). Przewidywania przeprowadzono z wykorzystaniem MRA i ANN, a wyniki

odniesiono do danych eksperymentalnych.
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kemferol

ginkgetyna

Rycina 26. Wzory strukturalne flawonoidéow wykorzystanych w badaniach optymalizacji rozdzielen
HPLC z uzyciem procedury QSRR/LSS.

Obydwa przewidziane chromatogramy (rycina 27a 1 b) maja cechy
podobienstwa. Przewidziane czasy retencji analitow znajduja si¢ w realistycznym
zakresie warto$ci. Nalezy podkresli¢, ze z jednym wyjatkiem, przewidziana kolejnos¢
elucji analitow jest prawidlowa, mimo duzego podobiefistwa strukturalnego
rozdzielanych zwigzkow. Dowodzi to praktycznej uzyteczno$ci proponowanego w
pracy podejscia. Stosujac opracowang w pracy metodyke mozna zatem wyliczy¢ czas
gradientu w réznych warunkach gradientowych i w konsekwencji zoptymalizowaé
rozdzielenie HPLC analizowanej mieszaniny zwigzkow chemicznych w oparciu

wyltacznie o ich budowe strukturalng.
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Rycina 27. Rozdzielenie chromatograficzne flawonoidéw na kolumnie Inertsil ODS-3 z liniowym
gradientem 5-100% metanolu przy czasie gradientu, ¢ = 20 min: a) chromatogram przewidziany z
uzyciem wieloparametrowej analizy regresji; b) chromatogram przewidziany z uzyciem sztucznych sieci
neuronowych; ¢) chromatogram eksperymentalny. Numeracja analitow jak w tabeli 5.
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5. Whnioski

5.1. Analiza porownawcza modelu liniowego i kwadratowego retencji

chromatograficznej

Statystyczna ocena modelu liniowego 1 kwadratowego retencji przeprowadzona
na 18 kolumnach chromatograficznych z metanolem 1 acetonitrylem jako
modyfikatorami organicznymi fazy ruchomej dowiodla, ze oba modele opisuja retencje
chromatograficzng z podobng doktadnoscig. Analiza statystyczna wykazala, ze czion
kwadratowy w réwnaniu drugiego stopnia nie jest generalnie istotny, z wyjatkiem
niektoérych analitéw 1 kolumn chromatograficznych. Analiza multiwariacyjna metoda
glownych sktadowych (PCA) danych retencyjnych potwierdzita, Ze nie ma istotnych
statystycznie rdznic pomiedzy wartos$ciami /og k., wyznaczonymi z rOwnania liniowego
1 kwadratowego w przypadku metanolowo-wodnych faz ruchomych. Natomiast w
przypadku fazy ruchomej zawierajgcej acetonitryl jako modyfikator fazy ruchomej w
analizie PCA zamanifestowaly si¢ istotne statystycznie rdznice pomig¢dzy wartosciami
log ky otrzymanymi z uzyciem modelu liniowego i kwadratowego retencji.

Najwyzsza korelacje pomigdzy parametrami hydrofobowosci log k. 1 log P
zanotowano w przypadku uktadéw RP-HPLC z metanolowo-wodng faza ruchoma, gdy
log k. wyliczono z modelu liniowego. Swiadczy to o wigkszym podobiefistwie uktadu
podziatowego HPLC, sktadajacego sie z weglowodorowych ligandow fazy stacjonarnej
z zaadsorbowang warstwg metanolowg oraz metanolowo-wodnego eluentu do uktadu n-
oktanol-woda niz odpowiedniego ukladu chromatograficznego z acetonitrylem jako

sktadnikiem fazy ruchome;.

5.2. Przydatnos¢ programow DryLab i ChromSword do optymalizacji

izokratycznych rozdzielen HPLC

Programy komputerowe DryLab i ChromSword okazaly si¢ rdwnowarto$ciowe
pod wzgledem doktadnosci przewidywania izokratycznych parametrow retencji w
sytuacjach, gdy stosowano jako dane wejSciowe wyniki dwoch wstepnych
eksperymentow. Program ChromSword zapewniat tez dobra predykcje retencji, jesli
stosowano informacj¢ odnosnie struktury molekularnej analitow w kombinacji z danymi
z dwoch wstepnych eksperymentéw. Doktadnos$¢ przewidywan byta poréwnywalna dla

zwigzkow o charakterze neutralnym, kwasowym i zasadowym, analizowanych przy
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zastosowaniu fazy ruchomej zawierajacej zarowno metanol, jak acetonitryl jako
modyfikatory organiczne.

Oferowane w programie ChromSword przewidywania komputerowe oparte na
deskryptorach strukturalnych w kombinacji z danymi z jednego eksperymentu sa
wyraznie mniej doktadne niz przewidywania oparte na danych retencyjnych z dwéch
eksperymentdéw (zard6wno wykorzystanych samodzielnie jak w polagczeniu z informacja
ze struktury molekularnej analitow).

Przewidywania dokonywane na bazie programu ChromSword, oparte jedynie na
strukturze molekularnej analitow, nie sa doktadne. Nie dostarczaja one wiarygodnej
informacji odno$nie rozdzielanych analitow. Przewidywane czasy retencji z
wykorzystaniem tej opcji programu r6znig si¢ znacznie od eksperymentalnych czasow

retencji.

5.3. Przewidywanie retencji gradientowej HPLC z wykorzystaniem

modelu QSRR/LSS

Elucja gradientowa HPLC umozliwia szybkie 1 dogodne wyznaczenie
chromatograficznego parametru lipofilnosci, /og k.. IloSciowe zalezno$ci struktura-
retencja (QSRR) w kombinacji z modelem liniowej zaleznoSci retencji
chromatograficznej od sity elucyjnej fazy ruchomej (LSS) umozliwiajg przewidywanie
gradientowego czasu retencji HPLC dla dowolnych analitow o zdefiniowanej strukturze
molekularnej na uprzednio scharakteryzowanej kolumnie. Wyniki przewidywan maja
praktyczng wartos$¢ analityczng.

Dwa eksperymenty gradientowe rdéznigce si¢ czasem gradientu dla 15
wyselekcjonowanych analitéw modelowych umozliwiajg wyprowadzenie odpowiednich
ogbélnych rownan QSRR. Roéwnania te, raz wyprowadzone dla danego ukladu
chromatograficznego, moga by¢ uzyte do wyliczenia podstawowych parametrow
retencyjnych log k. i S dla dowolnego analitu o okre$lonej strukturze chemiczne;j.
Nastepnie, z wykorzystaniem odpowiednich réwnan teorii LSS, mozna wyliczy¢
gradientowy czas retencji dla danego analitu w danym uktadzie HPLC. W
konsekwencji, na drodze obliczen symulacyjnych mozna okresli¢ optymalne warunki
chromatograficzne dla rozdzielenia danej mieszaniny analitow.

Niezaleznie od standardowej analizy QSRR, opartej na wieloparametrowej

analizie regresji, przewidywania gradientowego czasu retencji umozliwiajg rowniez
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sztuczne sieci neuronowe. Sita predykcyjna sieci neuronowych jest podobna lub
wieksza niz wieloparametrowej analizy regresji.

Zaproponowana w pracy doktorskiej procedura QSRR/LSS umozliwia
komputerowo-wspomagang automatyzacje optymalizacji warunkoéw
chromatograficznych. Do tego celu wykorzysta¢ mozna standardowe programy
komputerowe do modelowania molekularnego, do optymalizacji gradientowych
rozdzieleh HPLC oraz do analiz statystycznych. Odpowiednie oprogramowanie jest
osiggalne handlowo. Jedynymi danymi eksperymentalnymi wymaganymi przed
zastosowaniem nowego ukladu chromatograficznego sa parametry log k. 1 S dla 15
analitow modelowych. Po wyznaczeniu tych parametrow nalezy wyznaczy¢
deskryptory strukturalne dla rozdzielanych analitow. Z kolei, w oparciu o modelowe
rownania QSRR 1 teori¢ LSS mozna otrzymac szczegdlowa informacje odnosnie
warunkéw chromatograficznych zapewniajacych odpowiednie gradientowe czasy
retencji. Symulacje dla zbioru rozwazanych analitbw umozliwiaja nastepnie
optymalizacje warunkow rozdzielenia ich mieszaniny.

Weryfikacja praktyczna opracowanej procedury predykcyjnej opartej o QSRR i
LSS na przyktadzie analizy zwiagzkow pochodzenia roslinnego dowodzi jej uzytecznos$ci
praktycznej podczas opracowywania metod rozdzielen chromatograficznych.
Wykorzystanie procedury QSRR/LSS moze dostarczy¢ informacji odnosnie
wiasciwosci retencyjnych rozdzielanych analitow, w tym takze ztozonych mieszanin
zwigzkow obecnych w ekstraktach roslinnych. Wykorzystanie statystycznych metod do
oceny mechanizmu retencji chromatograficznej oraz modelowania molekularnego jako
metody stuzacej do charakterystyki struktury molekularnej analitow moze pomdc w
zrozumieniu zjawisk lezacych u podstaw oddzialywan miedzyczasteczkowych oraz
usprawni¢ proces optymalizacji rozdzieleh w wysoce sprawnej chromatografii

cieczowe;j.
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