
 
    

 
ANNALES 
ACADEMIAE MEDICAE 
GEDANENSIS 
TOM XXXVI 
2 0 0 5 
SUPLEMENT 4 
 

 
 
 
 

 



 



 

 

AKADEMIA MEDYCZNA W GDA�SKU 
 
 
 
 
 
 
 

Joanna Nowakowska 
 

 

ANALITYCZNE ASPEKTY BADANIA SUBSTANCJI 
FIZJOLOGICZNIE AKTYWNYCH POCHODZENIA 

NATURALNEGO METOD� TLC I HPTLC 
 

ANALYTICAL ASPECTS INVESTIGATION OF NATURAL  
OCCURRING SUBSTANCES WITH PHYSIOLOGICAL  

ACTIVITY BY TLC AND HPTLC METHOD 
 

 

 

 

Rozprawa habilitacyjna 

 

 

 

 

 

 

Katedra i Zakład Chemii Fizycznej 
Wydziału Farmaceutycznego 

Kierownik Katedry: prof. dr hab. Jerzy Łukasiak 
 

GDA�SK 2005 



 

 

 
Wydano za zgod� 

Senackiej Komisji Wydawnictw Akademii Medycznej w Gda�sku 
 
 
 
 
 
 

REDAKTOR NACZELNY 
PRESIDENT OF THE EDITORIAL BOARD 

prof. dr Roman Kaliszan 
 
 
 
 

KOMITET REDAKCYJNY 
EDITORIAL BOARD  

prof. dr Marek Grzybiak (sekretarz), prof. dr Andrzej Hellmann, 
dr hab. Józef Jordan, prof. nadzw. AMG, prof. dr Janusz Limon, 

prof. dr Zbigniew Machali�ski, prof. dr Stefan Raszeja 
 

 
 
 

ADRES REDAKCJI 
ADDRESS OF EDITORIAL OFFICE 

Annales Academiae Medicae Gedanensis 
ul. Marii Skłodowskiej-Curie 3a, 

80-210 Gda�sk, Poland 
e-mail: annales@amg.gda.pl  

 
 
 
 
 

Artykuły opublikowane w Annales AMG 
s� zamieszczane w bazie EMBASE 
Articles published In Annales AMG are covered 
by the Excerpta  Medica database (EMBASE) 

 
 
 
 
 

PL ISSN 0303-4135 
 
 
 

 

Akademia Medyczna w Gda�sku 



 

 

SPIS TRE�CI 

 

WST�P .............................................................................................................................7 

1. ANTYBIOTYKI MAKROCYKLICZNE...................................................................8 
1.1. MAKROLIDY .........................................................................................................8 

1.1.1. Analiza chromatograficzna makrolidów................................................13 
1.2. WANKOMYCYNA.................................................................................................15 

1.2.1. Analiza chromatograficzna wankomycyny.............................................16 
1.3. ANSAMYCYNY ....................................................................................................18 

1.3.1. Analiza chromatograficzna ansamycyn .................................................21 
1.4. ANTYBIOTYKI MAKROCYKLICZNE W SEPARACJI CHIRALNEJ ...............................22 
1.5. BADANIA WŁASNE ..............................................................................................31 

2. PORFIRYNY............................................................................................................32 
2.1. METODY OZNACZANIA PORFIRYN .......................................................................38 
2.2. BADANIA WŁASNE ..............................................................................................38 

3. KWASY - ROZMARYNOWY I WALERENOWY.................................................39 
3.1. METODY OZNACZANIA KWASU WALERENOWEGO I ROZMARYNOWEGO ..............50 
3.2. BADANIA WŁASNE ..............................................................................................52 

CZ��� ANALITYCZNA..............................................................................................53 

4. ADSORBENTY........................................................................................................53 
4.1. KRÓTKA CHARAKTERYSTYKA STOSOWANYCH ADSORBENTÓW ..........................53 
4.2. WIZUALIZACJA BADANYCH ZWI�ZKÓW ..............................................................56 

5. ELUENTY................................................................................................................58 
5.1. WODNE FAZY RUCHOME .....................................................................................59 

5.1.1. Antybiotyki makrocykliczne na celulozowej fazie stacjonarnej .............59 
5.1.2. Antybiotyki makrocykliczne na poliamidowej fazie stacjonarnej...........62 
5.1.3. Kwas walerenowy i rozmarynowy na aminowej fazie stacjonarnej.......66 
5.1.4. Kwas walerenowy i rozmarynowy w układzie faz normalnych   
 i odwróconych........................................................................................68 

5.2. WODNE FAZY RUCHOME MODYFIKOWANE CHLORKIEM SODU.............................72 
5.2.1. Antybiotyki makrocykliczne w układzie faz normalnych 
  i odwróconych.......................................................................................72 

 

 



 

 

5.3. NIEWODNE FAZY RUCHOME................................................................................ 78 
5.3.1. Kwas walerenowy i rozmarynowy na aminowej fazie stacjonarnej 
  oraz w układzie faz normalnych i odwróconych................................... 78 
5.3.2. Porfiryny na krzemionkowej, poliamidowej i celulozowej fazie 
 stacjonarnej ........................................................................................... 79 

5.4. NIEWODNE FAZY RUCHOME MODYFIKOWANE DMSO I HMDSO ....................... 84 
5.4.1. Porfiryny na krzemionkowej fazie stacjonarnej .................................... 84 
5.4.2. Antybiotyki makrocykliczne na fazie stacjonarnej   
 LiChrospher Si 60 ................................................................................. 88 
5.4.3. Antybiotyki makrocykliczne na fazie stacjonarnej RP-18...................... 94 
5.4.4. Antybiotyki makrocykliczne w układzie faz normalnych  
  i odwróconych ...................................................................................... 98 

5.5. FAZY RUCHOME MODYFIKOWANE BUFOREM .................................................... 103 
5.5.1. Wpływ pH na retencj� chromatograficzn� kwasu walerenowego  
 i rozmarynowego ................................................................................. 103 
5.5.2. Wpływ pH na parametry widma absorpcyjnego porfiryn.................... 110 

PODSUMOWANIE..................................................................................................... 115 

WNIOSKI..................................................................................................................... 118 

STRESZCZENIE......................................................................................................... 119 

SUMMARY.................................................................................................................. 120 

WYKAZ PUBLIKACJI STANOWI�CYCH TRE�� PRACY HABILITACYJNEJ....... 121 

LITERATURA............................................................................................................. 122 

 

 



Joanna Nowakowska 7

WST�P 

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) jest dynamicznie rozwijaj�c� si� 
metod� analityczn� we współczesnej praktyce laboratoryjnej. Technika ta po-
nownie wzbudziła zainteresowanie, po długim okresie zapomnienia, w pó�nych 
latach 30-tych. A stało si� to za spraw� Izmajłowa i Shraibera, którzy doszli do 
wniosku, �e TLC jest narz�dziem analitycznym szybszym, wygodniejszym oraz 
umo�liwiaj�cym lepsz� separacj� w porównaniu z konwencjonaln� kolumnow� 
chromatografi� cieczow�. Lata 50-te to okres wyt��onej pracy dwóch niezale�-
nych naukowców - Stahla i Kirchnera. Poło�yli oni niejako podwaliny pod kla-
syczn� kapilarn� TLC, opracowuj�c i ujednolicaj�c procedury dotycz�ce polep-
szania separacji i odtwarzalno�ci wyników oraz wnie�li wkład w rozwój wielu 
nowych jej zastosowa�. W tym samym mniej wi�cej czasie rozpocz�ła si� ko-
mercjalizacja materiałów i urz�dze� oraz dost�pno�	 techniki w wielu laborato-
riach. To zwiastowało złoty wiek w ewolucji TLC, która szybko wyparła chro-
matografi� bibułow� i stała si� główn� chromatograficzn� metod� separacji.  
W latach 70-tych nast�pił spadek zainteresowania TLC jako nowoczesn� cie-
czow� chromatografi� kolumnow�, natomiast rozpocz�ł si� rozwój automatyza-
cji i całkowitej instrumentalizacji rozdzielania chromatograficznego. Dalsze 
optymalizowanie warunków TLC, bardziej powszechnie znanej jako HPTLC lub 
nowoczesnej TLC, nie zdołało podtrzyma	 wcze�niejszego zainteresowania t� 
technik�. Przez lata 80-te nowoczesna TLC została całkowicie zinstrumentali-
zowana, jakkolwiek w tym samym czasie odł�czyła si� od głównego nurtu bada� 
chromatograficznych. W swojej konwencjonalnej formie TLC jest nadal metod� 
szybk�, niedrog�, „elastyczn�” oraz „przeno�n�” stosowan� w analizie szeregu 
substancji. Z drugiej strony, nowoczesna TLC była wła�ciwie coraz bardziej 
marginalizowana oraz niewidoczna na wa�nych sympozjach chromatograficz-
nych. Ponadto szkolenia w zakresie nowoczesnej TLC faktycznie nie istniej� 
zarówno w przemy�le i w szkolnictwie wy�szym, co oznacza, �e wielu współ-
czesnych uczonych jest nie�wiadomych tego, �e TLC mo�e by	 metod� z wybo-
ru w rozwi�zywaniu pewnych problemów analitycznych. Jest nadzieja, �e nowo-
czesna TLC przetrwa dzi�ki silnemu poparciu kilku entuzjastów, kontynuuj�-
cych rozwój tej techniki oraz szerokiemu wykorzystywaniu wyników ich bada� 
w celach komercyjnych.  
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1. ANTYBIOTYKI MAKROCYKLICZNE 

Zjawiska powstawania kompleksów inkluzyjnych wchodz� w zakres chemii 
supramolekularnej, która jest jedn� z najbardziej dynamicznie rozwijaj�cych si� 
dziedzin nauki. W chromatografii zwi�zki inkluzyjne s� najcz��ciej wykorzy-
stywane w analizie trudno rozdzielaj�cych si� substancji jako modyfikatory faz 
ruchomych lub stacjonarnych. Pomimo sporej ilo�ci prac dotycz�cych zastoso-
wa� zwi�zków inkluzyjnych, brak jest szerszych opracowa� teoretycznych,  
a efektywn� separacj� mieszanin uzyskuje si� zazwyczaj metod� prób i bł�dów. 
Ze wzgl�du na rosn�c� ilo�	 syntetycznie otrzymywanych pochodnych antybio-
tyków makrocyklicznych, stale poszukuje si� szybkich i wydajnych metod ich 
separacji. Najta�sz� i najszybsz� technik� wydaje si� tu by	 chromatografia 
cienkowarstwowa. Znajduje ona równie� zastosowanie w rozdzielaniu mieszanin 
racemicznych z u�yciem tej klasy zwi�zków jako selektorów chiralnych. 

Antybiotyki makrocykliczne to zró�nicowana pod wzgl�dem budowy klasa 
zwi�zków wykazuj�cych, mi�dzy innymi, wła�ciwo�ci inkluzyjne. Nale�� do 
niej: polieny makrocykliczne, glikopeptydy makrocykliczne, peptydy, zwi�zki 
ansa i wiele innych struktur. Generalnie podzieli	 je mo�na na trzy grupy: 
1) antybiotyki niepolienowe (w skrócie zwane makrolidami), 
2) ansamycyny, 
3) antybiotyki polienowe. 

Grupa pierwsza i druga wykazuje działanie przeciwbakteryjne. W skład trze-
ciej wchodz� antybiotyki o działaniu przeciwgrzybiczym. Ci��ary cz�steczkowe 
antybiotyków makrocyklicznych mieszcz� si� w granicach 600-2200. Posiadaj� 
charakter kwasowy, zasadowy b�d� oboj�tny. Niektóre silnie absorbuj� �wiatło 
w nadfiolecie [1].  
 
 

1.1. Makrolidy 

Pod wzgl�dem chemicznym makrolidy stanowi� poł�czenia glikozydowe,  
w których aglikonem jest wieloczłonowy, bezazotowy pier�cie� laktonowy, na-
tomiast cz��ci� cukrow� s� deoksycukry, a w�ród nich przynajmniej jeden ami-
nosacharyd. Trzeciorz�dowy azot aminocukru odpowiedzialny jest za słabo za-
sadowy charakter tych zwi�zków. Liczba atomów w pier�cieniu, przewa�nie 
parzysta, mie�ci si� w zakresie od 12 do 24 i cz�sto stanowi podstaw� klasyfika-
cji antybiotyków [2]. Najcz��ciej spotykane s� makrolidy 14-członowe (erytro-
mycyny A, B, C, D, E i F, oleandomycyna, troleandomycyna, roksytromycyna, 
dirytromycyna, klarytromycyna i flurytromycyna) lub 16-członowe (josamycy-



Joanna Nowakowska 

 

9

na, rosaramycyna, kitasamycyna, mirosamycyna, spiramycyna i tylozyna). Nie-
typowym, bo 15-członowym makrolidem jest azytromycyna, natomiast kar-
bomycyna ma w swoim pier�cieniu a� 17 atomów [3]. S� to zwi�zki o charakte-
rze lipofilowym, trudno lub całkowicie nierozpuszczalne w wodzie; wykazuj� 
dobr� rozpuszczalno�	 w alkoholach, acetonie, chloroformie [4]. Rozkład ich - 
przebiegaj�cy głównie w �rodowisku kwa�nym - zwi�zany jest �ci�le z budow�. 
Słabymi punktami s� wi�zania glikozydowe (ulegaj�ce p�kaniu) oraz te miejsca 
w strukturze antybiotyku, z których mo�liwe jest oderwanie cz�steczki wody.  
Z powodu braku układów chromoforowych zwi�zki te wykazuj� słab� absorpcj� 
promieniowania nadfioletowego w jego dolnym zakresie (< 220 nm). Dotyczy to 
w szczególno�ci erytromycyny i oleandomycyny [5]. Z wyj�tkiem rosaramycyny 
i mirosamycyny, które wyizolowano z gatunku Micromonospora, a tak�e półsyn-
tetycznych pochodnych erytromycyny A (roksytromycyny, dirytromycyny, kla-
rytromycyny, flurytromycyny i azytromycyny) i oleandomycyny (troleandomy-
cyna), makrolidy otrzymuje si� z hodowli mikroorganizmów z rodzaju Strepto-
myces. Otrzymane w ten sposób stanowi� mieszanin� homologicznych zwi�z-
ków [3]. Antybiotyki makrolidowe posiadaj� wła�ciwo�ci bakteriostatyczne b�-
d�ce skutkiem hamowania syntezy białek. Leki te działaj� poprzez odwracalne 
wi�zanie z receptorem 23S rRNA na podjednostce 50S rybosomu zaburzaj�c  
w ten sposób reakcje translokacji i wydłu�ania ła�cuchów polipeptydowych [6]. 
Wszystkie makrolidy posiadaj� podobne wła�ciwo�ci przeciwbakteryjne.  
W st��eniu 0.1-0.2 µg/ml s� aktywne przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, 
ł�cznie z dwoinkami zapalenia płuc, paciorkowcami i maczugowcami błonicy 
oraz przeciwko niektórym bakteriom Gram-ujemnym, jak Haemophilus influen-
zae i Legionella pneumophila [6]. Nowsze pochodne erytromycyny wykazuj� 
aktywno�	 wobec Helicobacter pylori i st�d ich zastosowanie w chorobie wrzo-
dowej �oł�dka [5]. Wra�liwe na działanie makrolidów s� tak�e mykoplazmy, 
chlamydie i riketsje. Erytromycyna i jej analogi s� cz�sto lekami z wyboru w za-
ka�eniach wywołanych przez wy�ej wymienione drobnoustroje i stanowi� leki 
substytucyjne u chorych nadwra�liwych na penicyliny. Trzeba ponadto zazna-
czy	, �e stosowanie makrolidów w chemioterapii ogranicza ich hepatotoksycz-
no�	, a tak�e rozwijaj�ca si�, zwłaszcza w�ród gronkowców, oporno�	 polegaj�-
ca na metylacji receptora 23S rRNA [6]. Zwi�zki te, a w szczególno�ci tylmiko-
zyna, tylozyna i spiramycyna, znalazły zastosowanie w weterynarii w leczeniu 
infekcji dróg oddechowych bydła i �wi� [4,7], w zapaleniu wymion krów [8], jak 
równie� jako dodatek do pasz przyspieszaj�cych wzrost drobiu [4,7].  

 

Erytromycyna 

Erytromycyna (ryc. 1), antybiotyk wytwarzany przez promieniowce z gatun-
ku Streptomyces erythreus, została odkryta przez McGuire’a w 1952 roku [9]. 
Jest to w zasadzie mieszanina blisko ze sob� spokrewnionych chemicznie  
zwi�zków oznaczonych literami A, B, C, D, E i F. Nazwa „erytromycyna”  
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zarezerwowana jest dla głównego reprezentanta tej grupy, erytromycyny A,  
o ci��arze cz�steczkowym 734. Zarówno w surowym produkcie biosyntezy, jak  
i w oczyszczonych preparatach erytromycyna A wyst�puje w najwi�kszej ilo�ci 
(90%). Ma ona tak�e najsilniejsze wła�ciwo�ci przeciwbakteryjne; erytromycyna 
B ma tylko 85% aktywno�ci erytromycyny A, natomiast erytromycyna C 20% 
[2]. Aglikonowa cz��	 cz�steczki - erytronolid - to 14-członowy pier�cie� lakto-
nowy, natomiast cze�	 cukrow� tworz� dwa spo�ród trzech dezoksycukrów. 
Aminocukier - D-dezozamina - poł�czony jest wi�zaniem β-glikozydowym  
z pier�cieniem w pozycji C5 i wyst�puje we wszystkich erytromycynach.  
D-dezozamina jako III-rz�dowa amina decyduje o zasadowym charakterze ery-
tromycyny (pKa 8.8) [3]. Ta cz��	 cz�steczki wykorzystywana jest tak�e do jej 
modyfikacji w wyniku estryfikacji grupy wodorotlenowej (z kwasem propiono-
wym, etylow�glowym i etylobursztynowym) lub na drodze tworzenia soli po-
przez ugrupowanie dimetyloaminowe (laktobionian, glukoheptonian i stearynian 
erytromycyny). Dwie pozostałe dezoksyheksozy, unikalne dla erytromycyny, to 
L-kladinoza - wyst�puj�ca w erytromycynach A, B, E i F oraz L-mykaroza - 
wyst�puj�ca w erytromycynie C i D. Obie przył�czone s� do polihydroksylakto-
nu wi�zaniem β-glikozydowym w pozycji C3 [2,3]. Erytromycyna jest nietrwała 
w �rodowisku kwa�nym ulegaj�c wewn�trzcz�steczkowej reakcji mi�dzy grup� 
karbonylow� w poło�eniu C9 a grup� wodorotlenow� w poło�eniu C6. W wyniku 
tej reakcji zachodz�cej z odszczepieniem cz�steczki wody powstaje nieaktywny 
hemiketal anhydroerytroromycyny [2]. 

 
 

Troleandomycyna 

Prekursorem troleandomycyny (trójacetylooleandomycyny, TAO) jest - bio-
syntezowana przez Streptomyces antibioticus - oleandomycyna, która budow�  
i wła�ciwo�ciami pozostaje zbli�ona do erytromycyny (ryc. 1) [10]. Aglikonem 
oleandomycyny jest 14-członowy pier�cie� laktonowy zwany oleandolidem po-
ł�czony z dwoma sacharydami: D-dezozamin�, która wyst�puje tak�e w erytro-
mycynie, i L-oleandroz� [11]. Zarówno aglikon, jak i ka�dy z cukrów posiada 
woln� grup� wodorotlenow�, a całkowita acetylacja tych grup prowadzi do 
troleandomycyny o ci��arze cz�steczkowym 814. Powstaje dzi�ki temu zwi�zek  
o odmiennych wła�ciwo�ciach, w porównaniu z oleandomycyn�, jest stabilniej-
szy, trwalszy w �rodowisku kwa�nym i słabiej rozpuszczalny w wodzie [2]. 
Spektrum działania tego półsyntetycznego antybiotyku pokrywa si� w znacznej 
mierze z zakresem działania erytromycyny [9]. Troleandomycyna stosowana jest 
w infekcjach wywołanych przez gronkowce oporne na erytromycyn�, penicylin� 
i tetracykliny [10]. Szczególnie skuteczna okazała si� w zaka�eniach górnych 
dróg oddechowych [2]. 
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Ryc. 1.  Budowa chemiczna erytromycyny (A), oleandomycyny (1B) i troleandomycyny 

(2B). 
Fig. 1.  The chemical structures of erythromycin (A), oleandomycin (1B) and trolean-

domycin (2B). 
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Tylozyna 

Tylozyna (ryc. 2) powstaje podczas procesów fermentacyjnych zachodz�-
cych w hodowlach Streptomyces fradiae, Streptomyces rimosas i Streptomyces 
hydroscopius. Jednak tylko pierwszy z powy�szych gatunków został wykorzy-
stany do produkcji tylozyny. Otrzymuje si� w ten sposób mieszanin� zawieraj�c� 
szereg substancji, spo�ród których tylozyna A o masie molowej 916.1 zajmuje 
czołow� pozycj�; mniejsze znaczenie maj� tylozyna B (dezmykozyna), tylozyna 
C (makrocyna), tylozyna D (relomycyna), laktenocyna, 5-O-mykaminozyltyloid 
(OMT) i demycynozylotylozyna (DMT). W przeciwie�stwie do erytromycyny  
i troleandomycyny tylozyna zawiera 16-członowy pier�cie� laktonowy i jeden 
lub wi�cej spo�ród trzech podstawników cukrowych: mykaminozy, mycynozy  
i mykarozy. Mykaminoza, obecna we wszystkich zwi�zkach tej grupy, przył�-
czona jest wi�zaniem β-glikozydowym w pozycji C5 pier�cienia. Tylozyny A, C 
i D zawieraj� mycynoz� w pozycji C14 i mykaroz� poł�czon� wi�zaniem gliko-
zydowym z w�glem C4 mykaminozy. Inne pokrewne zwi�zki zawieraj� mycyno-
z� lub mykaroz� b�d� te� nie zawieraj� �adnej z nich. Jest to stosunkowo nowy 
antybiotyk u�ywany wył�cznie w weterynarii. Dodawany do karmy dla kurcz�t, 
�wi� i bydła zapobiega ró�nym infekcjom, przyspiesza wzrost i utrzymuje dobry 
stan zdrowia zwierz�t. Stosowany jest tak�e w leczeniu ró�nych chorób inwenta-
rza [3]. 

 

 
 
 
 
 

Ryc. 2.  Budowa chemiczna tylozyny. 
Fig. 2.  The chemical structure of tylosin. 
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1.1.1. Analiza chromatograficzna makrolidów 

W analizie antybiotyków makrocyklicznych odchodzi si� od popularnych  
w latach 50-tych i 60-tych ubiegłego wieku metod mikrobiologicznych, 
fluorymetrycznych i spektrofotometrycznych z powodu ich małej specyficzno�ci 
na rzecz metod chromatograficznych [3]. W�ród nich najwi�ksz� popularno�ci� 
ciesz� si�: wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) z detekcj� UV lub 
innymi detektorami (fluorymetrycznym, chemiluminescencyjnym, elektroche-
micznym) [4], chromatografia gazowa (GC) z detektorem płomieniowo-joniza-
cyjnym, oznaczanie densytometryczne po uprzednim rozdzieleniu technik� 
HPTLC i elektroforeza kapilarna [3]. Do detekcji w chromatografii gazowej  
i cieczowej stosuje si� tak�e spektrometri� masow� [4]. Do oznaczania antybio-
tyków makrolidowych technik� HPLC najcz��ciej wykorzystuje si� układ faz 
odwróconych, a faz� ruchom� stanowi zazwyczaj metanol, acetonitryl i bufor 
fosforanowy lub octanowy. Separacj� przeprowadza si� w �rodowisku kwa�nym, 
z wyj�tkiem erytromycyny, która przy ni�szych warto�ciach pH jest niestabilna 
[12]. Chromatografi� cieczow� stosowano do rozdzielania erytromycyn, ich po-
chodnych oraz produktów degradacji [3-5,7,9,13-30], troleandomycyny [10,20, 
31] i tylozyny [3,4,7,12,32-39]. 

W surowicy, osoczu i moczu erytromycyna i inne makrolidy mog� by	 
oznaczane metod� chromatografii cieczowej z detektorem UV osi�gaj�c czuło�	 
0.25 µg/ml w surowicy i 1.0 µg/ml w moczu, lub z detektorem fluorymetrycz-
nym osi�gaj�c czuło�	 50 ng/ml. Mimo małej specyficzno�ci detektora UV po-
jawiaj� si� wci�� nowe publikacje na temat tej metody. Zastosowanie detektora 
fluorymetrycznego podnosi specyficzno�	, jednak�e przygotowanie do oznacze-
nia jest pracochłonne. Detektor elektrochemiczny okazuje si� najbardziej odpo-
wiedni w badaniach nad farmakokinetyk� i biodost�pno�ci� makrolidów. Jest te� 
z powodzeniem wykorzystywany w analizie �ladowych ilo�ci makrolidów  
w płynach biologicznych [3]. Przykładowo Taninaka i inni oznaczali parametry 
farmakokinetyczne erytromycyny, klarytromycyny, roksytromycyny i azytromy-
cyny przy u�yciu detektora amperometrycznego. Materiał stanowiło osocze 
szczurów, a eluentem była mieszanina acetonitrylu i 0.05 M buforu fosforano-
wego o pH 7.2 (43:57) [40]. Z kolei Kees i inni z powodzeniem u�yli tej metody 
do oznaczania tych samych antybiotyków w ludzkim osoczu, �linie, soku �oł�d-
kowym i lizacie limfocytów. Faz� stacjonarn� stanowiła krzemionka cyjanopro-
pylowa a faz� ruchom� mieszanina acetonitryl - metanol - bufor fosforanowy  
o pH w zakresie od 6.5 do 8.0 w zale�no�ci od oznaczanego antybiotyku [5]. 
Rozdzielenie troleandomycyny z zastosowaniem mieszaniny acetonitryl - bufor 
octanowo-amonowy (pH 6.0) - woda (45:5:50 v/v/v) jako fazy ruchomej był 
przedmiotem bada� Chepkowny i współpracowników. Detektorem był spektro-
fotometr UV, a pomiarów dokonano przy długo�ci fali 205 nm [10]. Ostatnio 
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zwraca si� coraz wi�ksz� uwag� na ska�enie wód gruntowych antybiotykami, 
które najprawdopodobniej jest przyczyn� pojawiania si� infekcji opornych na 
działanie tych leków. Dlatego rosn�ce znaczenie ma oznaczanie poziomu anty-
biotyków w wodzie pitnej. Dotychczas stosowano metody oparte na chromato-
grafii gazowej poł�czonej ze spektrometri� masow�, s� one jednak pracochłonne 
i mało uniwersalne. Kompleksowe badanie �ladowych ilo�ci antybiotyków jest 
mo�liwe dzi�ki chromatografii cieczowej z zastosowaniem spektrometru maso-
wego, gdzie jony generowane s� technik� elektrorozpylania. Dobre rezultaty, 
korzystaj�c z tej metody, uzyskali Hirsch i współpracownicy oznaczaj�c równo-
cze�nie obok makrolidów tak�e tetracykliny, sulfonamidy i penicyliny [41]. In-
nym problemem jest obecno�	 makrolidów w produktach spo�ywczych pocho-
dzenia zwierz�cego. Poza pojawianiem si� szczepów opornych, mo�e to by	 
przyczyn� wyst�powania niepo��danych objawów przy długotrwałym spo�ywa-
niu ska�onego mi�sa. Przepisy Unii Europejskiej okre�laj� maksymalne st��enie 
antybiotyków, w tym tak�e makrolidowych, w produktach mi�snych i mlecz-
nych, konieczne jest wi�c znalezienie optymalnej metody do oznaczania jako-
�ciowego i ilo�ciowego antybiotyków w �ywno�ci [4]. Leal i inni do okre�lenia 
poziomu siedmiu wyst�puj�cych obok siebie makrolidów w mi�sie kurcz�t u�ył 
chromatografii cieczowej z detektorem UV. Badał wpływ pH i procentowo�ci 
acetonitrylu na separacj�, a tak�e sprawdził przydatno�	 dwóch detektorów UV: 
detektora o programowanej zmianie długo�ci fali i detektora typu „diode-array” 
[12]. Draisci i współpraconicy do oznaczenia poziomu tilmikozyny, tylozyny, 
erytromycyny i roksytromycyny w mi�sie wołowym u�ył chromatografii cie-
czowej z dwoma sprz��onymi spektrometrami masowymi. Jako fazy ruchomej 
u�ył mieszaniny acetonitryl - metanol - 1% kwas trifluorooctowy (60:20:20 
v/v/v) [4]. Dubois z zespołem oznaczał poziom tilmikozyny, tylozyny, erytro-
mycyny, spiromycyny oraz josamycyny w mi�sie, mleku i jajach t� sam� meto-
d�, lecz stosuj�c elucj� gradientow� (zmienny w czasie stosunek st��e� acetoni-
trylu i 0.1 mol/l roztworu octanu amonu) [7]. Tylozyn� analizowało równie� 
wielu innych badaczy w mleku i tkankach zwierz�cych [42-45]. Nale�y ponadto 
nadmieni	, �e oleandomycyna u�ywana była jako standard wewn�trzny w anali-
zie erytromycyny technik� chromatografii cieczowej [46-49]. 

Liczba publikacji na temat u�ycia chromatografii cieczowej w jako�ciowym 
i ilo�ciowym oznaczaniu makrolidów �wiadczy o du�ej popularno�ci tej metody. 
Elektroforeza kapilarna zdaje si� by	 jej godnym nast�pc�, gdy� posiada zalety 
HPLC, a ponadto cechuje si� szybkim czasem analizy i niskimi kosztami. Elek-
trokinetyczn� chromatografi� micelarn� posłu�ył si� Tobback i współpracownicy 
do rozdzielenia tylozyny A od jej pochodnych. Rozpatrywano wpływ rodzaju 
buforu, pH, st��enia cholanu sodu i bromku cetylotrimetyloamonowego [50]. 
Elektroforez� kapilarn� stosowano w analizie erytromycyny [51,51] oraz tylozy-
ny [50]. 



Joanna Nowakowska 

 

15

Chromatografia gazowa została u�yta do analizy ilo�ciowej i separacji ery-
tromycyny w mieszaninach zawieraj�cych erytromycyn� A, B i C, anhydroery-
tromycyn� A, erytrolozamin� i propionian erytromycyny przy u�yciu detektora 
płomieniowo-jonizacyjnego. Podobnie, erytromycyna A i B były rozdzielane      
i oznaczane ilo�ciowo w obecno�ci erytromycyny C, anhydroerytromycyny A  
i erytrolozaminy w tabletkach zawieraj�cych erytromycyn�. Chromatografia 
gazowa poł�czona ze spektrometri� masow� (GC-MS) wykorzystana została do 
oznaczenia erytromycyny w mi�sie wieprzowym i wołowym. W toku analizy 
ilo�ciowej erytromycny w kapsułkach z etylobursztynianem erytromycyny u�yto 
pirolityczn� chromatografi� gazow� [3]. Danielson i inni separowali erytromy-
cyn� i troleandomycyn�  stosuj�c metod� chromatografii gazowej [53]. 

Chromatografia cienkowarstwowa stanowi doskonałe uzupełnienie powy�-
szych metod. Ramirez i współpracownicy oznaczali poziom kilku antybiotyków 
(m. in. erytromycyny) w mleku przy u�yciu wysokosprawnej chromatografii 
cienkowarstwowej poł�czonej z detekcj� mikrobiologiczn� (bioautografi�) [8]. 
Technika chromatografii cienkowarstwowej została wykorzystana w separacji 
erytromycyny [54-63], troleandomycyny [64-66] oraz tylozyny [66,67]. 
 
 
 

 

1.2. Wankomycyna 

Wankomycyna wyizolowana została z hodowli Streptomyces orientalis. Za-
liczana jest, obok teikoplaniny, awoparacyny i rystocetyny A, do klasy antybio-
tyków glikopeptydowych [68]. Pod wzgl�dem chemicznym wankomycyna sta-
nowi trójpier�cieniowy heptapeptyd o masie cz�steczkowej 1449 poł�czony gli-
kozydowo z disacharydem wankozaminozyloglukoz� (ryc. 3). Aglikon zbudo-
wany jest z trzech makrocyklicznych cz��ci, w których wyró�ni	 mo�na amino-
kwasy: N-metyloleucyn�, kwas asparaginowy, chloro-β-hydroksytyrozyn�  
i fenyloglicyn�. W swojej strukturze zawiera osiemna�cie asymetrycznych cen-
trów, pi�	 pier�cieni aromatycznych, dziewi�	 grup wodorotlenowych, dwie 
grupy aminowe (I- i II-rz�dow�), siedem grup amidowych, jedn� karboksylow�  
i dwa atomy chloru. Posiada równie� trzy zdolne do dysocjacji grupy (dwie ami-
nowe i jedna karboksylowa) [69]. Dzi�ki takiej ró�norodno�ci wankomycyna  
i inne antybiotyki tej grupy zdolne s� do generowania szeregu oddziaływa�, co 
ma istotne znaczenie dla ich enancjoselektywno�ci. Makrocykliczny rdze� jest 
wspólny dla wy�ej wymienionych glikopeptydów - ró�nice sprowadzaj� si� do 
rodzaju, ilo�ci i miejsca podstawienia grup funkcyjnych, a tak�e w przypadku 
teikoplaniny i rystocetyny A do dodatkowego pier�cienia makrocyklicznego 
[3,69]. 
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Wankomycyna posiada wła�ciwo�ci amfoteryczne. Dobrze rozpuszcza si�  
w �rodowisku kwa�nym, nierozpuszczalna jest w roztworach o odczynie oboj�t-
nym, natomiast w �rodowisku zasadowym ulega rozkładowi [2]. Rozpuszczal-
no�	 wankomycyny w wodzie zwi�ksza dodatek mocznika. Ponadto jest bardzo 
dobrze rozpuszczalna w polarnych rozpuszczalnikach aprotonowych takich jak 
dimetylosulfotlenek (DMSO) [69]. Z kolei chlorowodorek wankomycyny dobrze 
rozpuszcza si� w wodzie, słabo w metanolu, nie rozpuszcza si� w wy�szych al-
koholach i innych mniej polarnych rozpuszczalnikach organicznych. W roztwo-
rach wodnych wankomycyna mo�e tworzy	 dimer w zale�no�ci od wła�ciwo�ci 
danego roztworu i st��enia wankomycyny. Roztwory z wankomycyn� s� stabilne 
w warunkach chłodniczych i w buforze o warto�ci pH w zakresie  3-6 [2]. 

Glikopeptydy hamuj� syntez� �ciany komórki bakteryjnej, wi���c silnie  
D-alanylo-D-alanin� - jednostk� niezb�dn� do usieciowania peptydoglikanów -  
a pozbawiona �ciany komórkowej bakteria ulega lizie na skutek du�ego ci�nienia 
osmotycznego. Glikopeptydy działaj� wi�c silnie bakteriobójczo. Poniewa� 
wczesne etapy biosyntezy odbywaj� si� wewn�trz błony cytoplazmatycznej, leki 
te musz� przez ni� przenika	, aby mogły działa	 [6]. Nie jest to jednak jedyny 
mechanizm działania. Wybiórcze hamowanie syntezy RNA i zmiana wła�ciwo-
�ci fizykochemicznych błony cytoplamatycznej cho	 mniej poznane, mog� by	 
tak�e odpowiedzialne za wła�ciwo�ci przeciwbakteryjne. 

Zakres działania anybiotyków glikopeptydowych obejmuje przede wszyst-
kim bakterie Gram-dodatnie: gronkowce, paciorkowce i enterokoki. W zaka�e-
niach Corynebacterium jeikeium i Clostridium difficile s� lekami pierwszego 
rzutu [70]. Stosuje si� je tak�e w rzekomobłoniastym zapaleniu jelit [6], w przy-
padku infekcji zwi�zanych z wszczepionymi chirurgicznie tworzywami sztucz-
nymi [11], a tak�e w posocznicy, zapaleniu wsierdzia oraz szpiku kostnego wy-
wołanych przez gronkowce oporne na inne antybiotyki. Stosowanie glikopepty-
dów z tej grupy wymaga ostro�no�ci z uwagi na znaczn� toksyczno�	. Wanko-
mycyna mo�e działa	 nefrotoksycznie, ototoksycznie i kardiotoksycznie [2]. 
Oporno�	 na te antybiotyki wyst�puje stosunkowo rzadko [70]. 

 

1.2.1. Analiza chromatograficzna wankomycyny 

Del Nozal i współpracownicy wykazali wy�szo�	 metody chromatograficz-
nej nad metodami enzymatycznymi, immunologicznymi, radioimmunologicz-
nymi w rozdzielaniu wankomycyny w materiale biologicznym [71]. Antybiotyki 
makrocykliczne, w tym wankomycyn�, rozdzielał Igloy i współpracownicy. Naj-
lepsz� separacj� osi�gni�to kiedy faz� ruchom� była mieszanina alkoholu z nie-
polarnym rozpuszczalnikiem z dodatkiem 30% chlorku sodu oraz buforu [72]. 
Betina przebadał wankomycyn� i 61 innych antybiotyków metod� chromatogra-
fii bibułowej. Podzielił je na pi�	 klas oraz czterna�cie podklas. Klasyfikacji 
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dokonał na podstawie warto�ci RF i u�ytych układów rozpuszczalników [73]. 
Technika ta została równie� u�yta przez innych badaczy analizuj�cych wanko-
mycyn� [74-82]. Kitahashi i Furuta analizowali wankomycyn� metod� elektrofo-
rezy kapilarnej [83]. Chromatografia cienkowarstwowa posłu�yła tak�e innym 
badaczom jako metoda identyfikacji 82 antybiotyków. Klasyfikacji dokonano 
stosuj�c ró�ne układy faz ruchomych [84].  

 

 
 
 

 
Ryc. 3.  Budowa chemiczna wankomycyny. 
Fig. 3.  The chemical structure of vancomycin. 
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1.3. Ansamycyny 

Ansamycyny (ryc. 4) s� stosunkowo niedawno odkrytymi antybiotykami.  
W roku 1957 Sensi wyodr�bnił ryfamycyn� B ze szczepu Nocardia mediterra-
nea [85]. Rdze� ansamycyn stanowi planarny układ chromoforowy, którego 
skrajne atomy w�gla spi�te s� długim nienasyconym ła�cuchem alifatycznym. 
Powstaje w ten sposób makrocykliczny pier�cie� „ansa” [2]. Pochodzenie układu 
chromoforowego stanowi podstaw� do podziału ansamycyn. Ryfamycyny, strep-
towarycyny i tolipomycyny posiadaj�ce aktywno�	 przeciwbakteryjn� s� po-
chodnymi naftochinonu. Benzochinon jest natomiast fragmentem struktury an-
samycyn o wła�ciwo�ciach chwastobójczych i przeciwnowotworowych, do któ-
rych zaliczamy ansamytocyny (np. herbimycyna) oraz ansamakrolidy typu maj-
tanzyny (w przeciwie�stwie do innych ansamycyn wyodr�bnione z ro�lin tropi-
kalnych). Najnowsz� klas� ansamycyn s� mykotrieniny [86-88]. Składaj� si�  
z 21-członowego makrocyklicznego pier�cienia laktamowego i układu cyklohek-
sylokarbonylu. 

Układ chromoforowy wyst�puje w dwóch formach: chinonowej i hydrochi-
nonowej. Obie formy przechodz� jedna w drug� pod wpływem czynników utle-
niaj�cych i redukuj�cych. Stopie� utlenienia układu hydrochinonowego nie 
wpływa jednak istotnie na profil działania. O wiele wa�niejsze dla zachowania 
aktywno�ci biologicznej s� inne fragmenty struktury antybiotyku, np. obecno�	 
dwóch tlenów fenolowych w poło�eniu 5 i 6 układu naftochinonu oraz wolne 
grupy wodorotlenowe w poło�eniu 17 i 19 ła�cucha „ansa”. Te cztery grupy OH 
musz� by	 odpowiednio uło�one w przestrzeni. Ryfamycyna O zawieraj�ca za-
blokowan� grup� wodorotlenow� w pozycji 9 naftochinonu ulega hydrolizie do 
ryfamycyny S o du�o wi�kszej aktywno�ci, co przemawia za tym, �e tak�e ta 
grupa wpływa na aktywno�	 [2]. Ansamycyny, jako �e zawieraj� chromoforowy 
układ naftohydrochinonu, silnie absorbuj� promieniowanie elektromagnetyczne 
z zakresu �wiatła widzialnego i nadfioletu. Z tej przyczyny roztwory z ryfamy-
cyn� B przyjmuj� w zale�no�ci od pH i u�ytego rozpuszczalnika zabarwienie 
pomara�czowe  lub �ółte, natomiast ryfampicyna w roztworze przyjmuje barw� 
pomara�czow�. W postaci stałej antybiotyki te maj� odpowiednio barw� �ółt�  
i pomara�czowo-czerwon�. Ryfamycyna B i ryfampicyna słabo rozpuszczaj� si� 
w wodzie, dobrze w metanolu, etanolu, chloroformie i acetonie [68]. 
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Ryc. 4.  Budowa chemiczna ryfamycyny B (A) i ryfampicyny (B). 
Fig. 4.  The chemical structures of rifamycin B (A) and rifampicin (B). 
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Ansamycyny s� antybiotykami o bardzo zró�nicowanej aktywno�ci przeciw-
bakteryjnej, a tak�e przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej [2]. Hamuj� 
wzrost wi�kszo�ci Gram-dodatnich i niektórych Gram-ujemnych mikroorgani-
zmów wskutek działania na DNA-zale�n� polimeraz� RNA. Dzieje si� tak za 
spraw� tworzenia trwałego kompleksu lek-enzym, blokuj�c tym samym proces 
inicjacji formowania ła�cucha w syntezie mRNA. Mechanizm działania na wiru-
sy jest odmienny. Lek blokuje pó�ne etapy budowy wirusów ospy, prawdopo-
dobnie zakłócaj�c tworzenie płaszcza białkowego [6]. Ryfamycyny działaj� tak-
�e na RNA-zale�n� polimeraz� DNA i dlatego s� intensywnie badane jako inhi-
bitory odwrotnej transkryptazy (RT), enzymu odpowiedzialnego za replikacj�  
i wirulencj� wirusa HIV. Co prawda antybiotyki te wykazuj� in vitro aktywno�	 
wobec tego wirusa, jednak w badaniach klinicznych nie uzyskano zadowalaj�-
cych efektów. Niektórzy autorzy sugeruj�, �e mo�e to by	 skutkiem zmian kon-
formacyjnych zachodz�cych w komórkach �ywych, a �ci�lej rotacji wi�zania 
mi�dzy w�glami w pozycjach 23 i 24. W zale�no�ci od warunków otoczenia 
wi�zanie to „odsłania” lub „zasłania” wi���ce si� z enzymem grupy hydroksy-
lowe w pozycjach 17 i 19 [89]. 

W niektórych krajach, w tym tak�e w Polsce, ryfampicyna - główny przed-
stawiciel ansamycyn - stosowana jest wył�cznie w leczeniu gru�licy, cz�sto  
w poł�czeniu z izoniazydem [9]. Jednak ryfampicyna hamuje wzrost nie tylko 
pr�tków, lecz tak�e wi�kszo�ci bakterii Gram-dodatnich i niektórych Gram-
ujemnych. Jest skutecznym antybiotykiem w zwalczaniu zaka�e� wywołanych 
przez Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis, Legionella pneumophilia,  
a tak�e przez szczepy Chlamydia i wirusa ospy. Ryfampicyna jest ju� skuteczna 
w st��eniach poni�ej 1 µg/ml, szybko jednak rozwija si� na ni� oporno�	 [6,70]. 
Ostatnio wprowadzono do terapii gru�licy ryfabutyn�, która w przeciwie�stwie 
do ryfampicyny skuteczna jest przeciw niedawno odkrytym pr�tkom Mycobacte-
rium avium i Mycobacterium intercellulare odpowiedzialnym za trudne do wyle-
czenia infekcje u chorych na AIDS [89]. 

 

Ryfamycyna B 

Nieoczyszczony produkt biosyntezy Streptomyces mediterranei (Nocardia 
mediterranea) zawiera około pi�	 ró�nych substancji biologicznie czynnych 
(ryfamycyn� B, O, S, L i SV), ró�ni�cych si� mi�dzy sob� niektórymi fragmen-
tami struktury chemicznej, a tak�e stopniem utlenienia. Najaktywniejszym z tych 
antybiotyków jest ryfamycyna B [2] o masie cz�steczkowej 755.8, która zawiera 
15-w�glowy ła�cuch alifatyczny poł�czony pier�cieniowo z płaskim układem 
naftohydrochinonofuranowym z jednej strony mostkiem enoloketalowym, z dru-
giej za� ugrupowaniem karboamidowym (ryc. 4). Jak ju� wspomniano ryfamy-
cyna B charakteryzuje si� mał� rozpuszczalno�ci�, ale dzi�ki obecno�ci grupy 
karboksylowej tworzy trwałe sole, łatwo rozpuszczalne w wodzie. Podj�to tak�e 
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próby modyfikacji ryfamycyny B. Przez podstawienie reszty hydroksylowej przy 
C9 układu chromoforowego otrzymano wiele nowych zwi�zków o charakterze 
estrów, amidów i hydrazydów. Znaczenie praktyczne znalazł N-dimetyloamid 
ryfamycyny, zwany ryfamidem, a tak�e ryfampicyna [2].  

 

Ryfampicyna 

Ten półsyntetyczny antybiotyk o ci��arze cz�steczkowym równym 823 zo-
stał wprowadzony do lecznictwa w 1957 roku [70] i od tamtej pory zajmuje czo-
łowe miejsce w leczeniu gru�licy. Chemicznie jest to pochodna hydrazonowa 
formyloryfamycyny SV (ryc. 4) [11]. Ryfampicyna ma charakter amfoteryczny. 
Jest stosunkowo trwała w szerokim zakresie pH. W �rodowisku silnie kwa�nym 
ulega cz��ciowo hydrolizie do produktów wyj�ciowych. Rozkład nast�puje tak�e 
w �rodowisku alkalicznym, natomiast w �rodowisku oboj�tnym, w obecno�ci 
tlenu atmosferycznego, układ hydrochinonu mo�e utlenia	 si� do chinonu [2].  
W porównaniu z ryfamycyn� jest jednak stabilniejsza i ma korzystniejsze para-
metry farmakokinetyczne [9]. 

 
 

 

1.3.1. Analiza chromatograficzna ansamycyn 

Ansamycyny mo�na z du�� precyzj� i czuło�ci� oznacza	 przy pomocy 
chromatografii cieczowej, jednak do bada� orientacyjnych lub wst�pnych z po-
wodzeniem wykorzystano chromatografi� cienkowarstwow� i bibułow� [90-92]. 
Sensi i współpracownicy badali chromatograficznie produkty transformacji ry-
famycyny B. Do tego celu stosowali chromatografi� bibułow� oraz cienkowar-
stwow� na �elu krzemionkowym, a jako fazy ruchomej u�yli acetonu [93]. Wil-
son i inni przeprowadzili badania identyfikuj�ce ryfamycyny, tak�e za pomoc� 
chromatografii cienkowarstwowej na �elu krzemionkowym. Faz� ruchom� sta-
nowiła tu mieszanina chloroform - metanol - woda (80:20:2.5 v/v) [90]. Jindal  
z zespołem wykorzystali wy�ej wymieniony układ faz do monitorowania pro-
duktów degradacji ryfampicyny [91]. W innych badaniach ryfampicyn� rozdzie-
lano na płytkach krzemionkowych. Jako faz� ruchom� zastosowano mieszanin� 
chloroform - etanol - 0.1 M chlorek sodu (84:15.9:0.1) [92]. Chromatografia 
cienkowarstwowa okazała si� równie� przydatn� technik� w pracach badaw-
czych dotycz�cych produktów inaktywacji ryfampicyny przez drobnoustroje 
[94].  

Poł�czon� metod� chromatografii cieczowej i spektrometrii masowej zasto-
sowano w celu identyfikacji oraz separacji ryfampicyny, ryfamycyny SV i ryfa-
mycyny B [95]. Marzo i Dal Bo zwrócili uwag� na zalety chromatografii cie-
czowej w analityce metabolitów ryfamycyn [9]. Inni badacze - Ishi i Ogata - 
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oznaczali ryfampicyn� i jej metabolity: 25-deacetyloryfampicyn� (DR), 3-
formylo-25-deacetyloryfamycyn� SV (FDR) i 3-formyloryfamycyn� SV (FR)  
w ludzkim osoczu metod� HPLC [96]. Post�puj�c podobnie Lau i współpra-
cownicy oznaczali półsyntetyczn� pochodn� ryfampicyny - ryfabutyn� - w oso-
czu ludzkim po oczyszczeniu przy u�yciu ekstrakcji ciecz-ciało stałe [97]. 
Chromatografi� cieczow� stosowali równie� inni badacze w analizie ansamycyn 
[98,99]. 

 
 
 

1.4. Antybiotyki makrocykliczne w separacji chiralnej 

Chiralno�	 pozostaje wa�nym aspektem wielu zwi�zków chemicznych ta-
kich jak leki, biomolekuły czy pestycydy. W wielu przypadkach tylko 
jeden spo�ród izomerów odpowiedzialny jest za po��dane działanie, pod-
czas gdy inne mog� nie wykazywa	 terapeutycznej warto�ci, a nawet mo-
g� by	 potencjaln� przyczyn� efektów ubocznych. W momencie, gdy do-
strze�ono pozytywn� zale�no�	 pomi�dzy fizjologiczn� aktywno�ci� a stereo-
chemi�, konieczno�	 zbadania farmakologicznych i toksykologicznych wła�ci-
wo�ci składników mieszanin enancjomerów stała si� oczywista. We wczesnych 
latach 80-tych ubiegłego wieku szybkie analityczne rozdzielenie mieszaniny 
stereoizomerów było stosunkowo trudne. Jednak ju� na pocz�tku lat 90-tych 
dokonano znacznych post�pów na polu separacji izomerów optycznych i wkrót-
ce rozdzielenie enancjoselektywne stało si� rutynowym i powszechnym proce-
sem. Te post�py w dziedzinie separacji, a tak�e wzrost �wiadomo�ci na temat 
samych izomerów, przyczyniły si� do zmian w zaleceniach FDA (Food and 
Drug Administration) dotycz�cych stereochemii leków i innych chemicznych 
zwi�zków mog�cych mie	 wpływ na zdrowie ludzkie. Separacji chiralnej doko-
nuje si� najcz��ciej przy pomocy chromatografii cieczowej (LC) i jej modyfika-
cji. W ostatnich latach du�� popularno�	 zyskała równie� elektroforeza kapilarna 
(CE). Wi�kszo�	 rozwi�za� technicznych stosowanych w chromatografii cie-
czowej przy rozdzielaniu izomerów optycznych przeniesiono na grunt elektrofo-
rezy kapilarnej. W obu metodach stosuje si� jako selektory chiralne tak�e te sa-
me substancje (głównie cyklodekstryny i chiralne wymieniacze jonowe), z tym, 
�e selektory w chromatografii cieczowej zwi�zane s� przewa�nie z faz� stacjo-
narn� - przeciwnie ni� w elektroforezie kapilarnej. W wielu pracach znale�	 
mo�na przegl�d wła�ciwo�ci zwi�zków selektywnych chiralnie stosowanych  
w elektroforezie kapilarnej. Mo�liwo�	 wyboru ogranicza niewystarczaj�ca roz-
puszczalno�	 i problemy z wykrywaniem. Niew�tpliw� przewag� elektroforezy 
nad chromatografi� cieczow� jest łatwo�	 z jak� mo�na zmienia	 roztwór bufo-
rowy z selektorem, umo�liwia to bowiem natychmiastowe zobrazowanie  
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wpływu zastosowanej fazy na rozdzielenie chiralne minimalnym nakładem kosz-
tów i pracy. Poza chromatografi� cieczow� i elektroforez� pewne znaczenie ma 
tak�e chromatografia gazowa (GC) i chromatografia cienkowarstwowa (TLC) 
[68]. 

Poniewa� parametry retencyjne pary enancjomerów znikomo si� ró�ni�  
w porównaniu z diastereoizomerami, cz�sto przed analiz� upochadnia si� enan-
cjomery czystymi optycznie czynnikami chiralnymi. Powstałe w ten sposób 
diastereoizomery łatwiej jest rozdzieli	. Jest to po�rednia metoda separacji,  
i cho	 wydajniejsza, to jednak obdarzona du�ymi wadami - czynnik upochadnia-
j�cy musi by	 optycznie czysty, a rozdzielone zwi�zki trzeba przeprowadzi	 do 
stanu pocz�tkowego, co cz�sto prowadzi do racemizacji. Dlatego o wiele wi�cej 
uwagi po�wi�ca si� metodzie bezpo�redniej, w której rozdzielenie opiera si� na 
selektywnym i odwracalnym oddziaływaniu analitu z chiralnym odczynnikiem 
(selektorem). Mało jest zwi�zków, które zapewniaj� wysoki stopie� selektywno-
�ci, a jednocze�nie posiadaj� szeroki zakres stosowalno�ci. Antybiotyki makro-
cykliczne s� najbardziej obiecuj�c� grup� pod tym wzgl�dem, i rzeczywi�cie, od 
chwili wprowadzenia ich przez Armstronga w 1994 roku znacz�co wpłyn�ły na 
dziedzin� zajmuj�c� si� chiraln� separacj� [100]. Szybko zyskały popularno�	, 
podczas gdy przed rokiem 1994 blisko 90% wszystkich selektorów chiralnych 
stanowiły cyklodekstryny oraz pokrewne im zwi�zki. Od momentu wprowadze-
nia u�yto ich do rozdzielenia wielu zwi�zków ró�nymi metodami (m.in. w wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), wysokosprawnej chromatogra-
fii cienkowarstwowej (HPTLC), elektroforezie (CE) i elektroforezie sprz��onej 
ze spektrometri� masow� (CE-MS)). Nie stanowi� one jedynie dodatkowej klasy 
zwi�zków o podobnych wła�ciwo�ciach do dobrze ju� poznanych cyklodekstryn, 
lecz oferuj� now� jako�	 pozwalaj�c� uzyska	 wi�ksz� rozdzielczo�	 i selektyw-
no�	 ni� to było mo�liwe do tej pory i to w przypadku zwi�zków pozostaj�cych 
poza zasi�giem cyklodekstryn [68]. 

Antybiotyki makrocykliczne stanowi� now� generacj� selektorów chiral-
nych. Wykazuj� zarówno bardzo wysok� selektywno�	, która jest charaktery-
styczna dla wielkocz�steczkowych selektorów pochodzenia biologicznego  
(białka), jak i wysok� wydajno�	, wła�ciw� dla cyklodekstryn i innych zwi�z-
ków tworz�cych kompleksy typu go�	-gospodarz [70]. Nieodł�cznym proble-
mem jest natomiast ich mała stabilno�	 chemiczna. Antybiotyki te cz�sto wyst�-
puj� w formie zjonizowanej, posiadaj� cz��ci hydrofobowe i hydrofilowe  
oraz odznaczaj� si� łatwo�ci� odkształce�, dzi�ki czemu łatwo dopasowuj� si� 
do rozdzielanych analitów. Ostatnia wymieniona cecha oznacza równie�, �e 
wraz ze zmian� �rodowiska zmienia si� tak�e ich enancjoselektywno�	. Maj� 
tak�e pewn� ilo�	 centrów chiralnych i grup funkcyjnych stanowi�cych poten-
cjalne �ródło oddziaływa� mi�dzycz�steczkowych z chiraln� molekuł�. Efekty 
decyduj�ce o powinowactwie antybiotyku do cz�steczki analitu to oprócz wi�za� 
jonowych, oddziaływania typu dipol-dipol, oddziaływania pomi�dzy elektronami 
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π, wi�zania wodorowe, wi�zania akceptorowo-donorowe i wykluczanie hydro-
fobowe. Niemał� rol� odgrywaj� te� efekty steryczne. Poza miejscami hydrofo-
bowymi, antybiotyki makrocykliczne posiadaj� w swojej cz�steczce równie� 
ugrupowania hydrofilowe, jak równie� grupy zdolne do jonizacji daj�ce im  
dobr� rozpuszczalno�	 w roztworach wodnych, a tak�e w przypadku elektrofore-
zy kapilarnej decyduj�ce o ich ruchliwo�ci. Najlepsz� i najcz��ciej stosowan� 
jako selektory grup� antybiotyków wydaj� si� by	 glikopeptydy, ale pozostałe 
grupy, takie jak ansamycyny, makrolidy, aminoglikozydy (kanamycyna, fradi-
nomycyna B i C, streptomycyna), czy polipeptydy (tiostrepton) nie pozostaj� 
niezauwa�one [68].  

 

Ansamycyny 

Ansamycyny, takie jak ryfamycyna B i ryfamycyna SV wyró�niły si� tym, 
�e jako pierwsze zastosowano je wył�cznie w elektroforezie kapilarnej, bez 
uprzednich bada� nad ich zachowaniem w chromatografii cieczowej. Spo�ród 
ansamycyn ryfamycyna B była pierwsz� zastosowan� w elektroforezie kapilar-
nej. U�yto jej do rozdzielenia zwi�zków aminowych. Zarówno mostek alifatycz-
ny, jak i pier�cie� chromoforowy, mo�e by	 podstawiony na ró�ne sposoby. 
Rodzaj, liczba i poło�enie podstawników decyduj� o powinowactwie ryfamycyn 
do izomerów optycznych, podczas gdy układ chromoforowy i mostek ansa pozo-
staj� bez zmian. Ryfamycyna B posiada dziewi�	 centrów chiralnych, cztery 
grupy wodorotlenowe, jedn� cz�steczk� kwasu karboksylowego, trzy podwójne 
wi�zania, jedn� grup� karboksymetylow� i jedno wi�zanie amidowe. Wiadomo, 
�e grupy funkcyjne tego typu zdolne s� zapewni	 wielorakie oddziaływania nie-
zb�dne do rozpoznawania chiralnego. Ryfamycyna B jest podwójnie dysocjuj�-
cym kwasem. Jej pKa wynosi odpowiednio 2.8 i 6.7, co przy warto�ci pH towa-
rzysz�cej przewa�nie oznaczeniom nadaje jej ładunek ujemny i powoduje elek-
trostatyczne przyci�ganie z kationowymi analitami, b�d�c tym samym wa�nym 
czynnikiem chiralnego rozpoznawania. Ryfamycyna SV ró�ni si� od ryfampicy-
ny B tylko woln� grup� wodorotlenow� w pozycji C9. Oba te zwi�zki s� spo�ród 
ansamycyn najcz��ciej stosowane jako selektory chiralne. Ryfamycyna B jest 
u�yteczna w separacji hydrofilowych zwi�zków aminowych [68], zwłaszcza 
jednopier�cieniowych [69], i uzupełnia w ten sposób zakres stosowania gliko-
peptydów, które dobrze radz� sobie z anionami. Spo�ród zwi�zków o charakterze 
kationowym wchodz�cych w interakcj�  z ryfamycyn� B mo�na wymieni	 leki 
zw��aj�ce naczynia, wazodylatory, leki przeciwarytmiczne i β-blokery. Arm-
strong i inni badali wpływ st��enia buforu, st��enia ryfamycyny B, siły jonowej  
i rodzaju modyfikatora organicznego na zachowanie tych leków [100]. Ryfamy-
cyna SV rozpoznaje z kolei cz�steczki anionowe i oboj�tne [68] zawieraj�ce  
w swojej strukturze dwa pier�cienie aromatyczne [69], dopełniaj�c w ten sposób 
ryfamycyn� B. Interesuj�ce jest, �e mała zmiana w budowie polegaj�ca na usu-
ni�ciu grupy karboksylowej zmienia profil analityczny ryfamycyny SV. Selektor 
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ten reaguje z takimi zwi�zkami, jak kwas dansyloaspartamowy, heksobarbital 
czy glutetimid. 

Ansamycyny, jako �e zawieraj� chromoforowy układ naftohydrochinonu, 
silnie absorbuj� promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu �wiatła widzial-
nego i nadfioletu. W przypadku ryfamycyny B (i SV) maksima na widmie wy-
st�puj� przy długo�ci fali 220, 304 i 425 nm, a minima w okolicach 275 i 350 
nm. Ponadto ansamycyny stosowane s� w chiralnej separacji w du�ych st��e-
niach (20-25 mM), co w powi�zaniu z siln� absorbancj� uniemo�liwia bezpo-
�rednie monitorowanie rozdzielania. Po�rednia detekcja opiera si� na redukcji 
absorbancji silnego sygnału tła. Przy st��eniach powy�ej 30 mM nast�puje nie-
dopuszczalnie niski stosunek sygnału do szumu. Ward i współpracownicy zwró-
cili uwag� na fakt, �e pomiar przy minimum absorbancji (275 nm) mo�e złago-
dzi	 niekorzystnie wysokie pochłanianie tła, co znacznie podnosi czuło�	 [68]. 
Co ciekawe, nie zaobserwowano wła�ciwo�ci enancjoselektywnych, je�eli wcze-
�niej nie dodano do roztworu z antybiotykiem modyfikatora organicznego. An-
samycyny przejawiaj� takie wła�ciwo�ci przy st��eniach modyfikatora w zakre-
sie st��e� 10-40%. Wyja�nieniem mo�e by	 fakt, �e ryfamycyny B i SV maj�  
w roztworach wodnych wła�ciwo�ci agregacyjne prawie tak dobre jak teikopla-
nina (tworz�ca micele). Dodatek rozpuszczalnika organicznego zmniejsza wza-
jemne oddziaływanie cz�steczek ryfamycyn i poprawia separacj� chiraln�. Naj-
lepszym modyfikatorem dla ansamycyn okazał si� izopropanol (natomiast dla 
teikoplaniny acetonitryl). 

 

Glikopeptydy 

Glikopeptydy wydaj� si� by	 najlepszymi, spo�ród antybiotyków makrocy-
klicznych, selektorami chiralnymi poznanymi do tej pory. Ta wła�ciwo�	 wynika 
z szybkiej kinetyki procesu separacji (du�a liczba półek teoretycznych), a ponad-
to z ograniczonej dyfuzji kompleksu go�	-gospodarz (du�y ci��ar cz�steczkowy 
glikopeptydów i dwukrotnie wi�kszy dimerów) [70]. Do tej klasy zaliczamy 
awoparacyn�, rystocetyn� A, teikoplanin�, wankomycyn� i kilka jej pochodnych. 
Glikopeptydy zawieraj� w swojej cz�steczce aglikon otrzymany ze scalenia kilku 
pier�cieni makrocyklicznych tworz�cych charakterystyczny „kosz” i z przył�-
czonej do „kosza” cz��ci cukrowej. Aglikonowy kosz składa si� z trzech lub 
czterech skodensowanych pier�cieni makrocyklicznych, zło�onych z kolei  
z aminokwasów i ró�nie podstawionych fenoli. Cz��	 cukrow� natomiast stano-
wi� mono-, di- lub polisacharydy. Maj� one mo�liwo�	 swobodnej rotacji, dzi�ki 
czemu mog� si� ró�nie orientowa	 wzgl�dem otoczenia. Pozwala to na otoczenie 
cz�steczki rozdzielanego zwi�zku i zamkni�cie jej w koszu [68]. O kształcie 
kosza decyduje tak�e k�t helikalnego skr�cenia. Co prawda nie zale�y on od 
rozmiaru cz�steczki, jednak wankomycyna, która posiada najmniejszy pier�cie� 
makrocykliczny spo�ród glikopeptydów, ma najwi�ksz� jego warto�	 [69]. 
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Wi�kszo�	 zwi�zków odpowiada wymiarom wolnej wn�ki w cz�steczce gliko-
peptydu, st�d ich przewaga nad innymi antybiotykami makrocyklicznymi. Po-
nadto, gdy jeden spo�ród glikopeptydów powoduje tylko cz��ciowe rozdzielenie, 
jest wielce prawdopodobne, �e u�ycie innego glikopeptydu poprawi skuteczno�	. 
Tak du�� liczb� racematów mo�na oznacza	 z u�yciem glikopeptydów z kilku 
powodów: 

1. Glikopeptydy maj� charakter amfoteryczny dzi�ki temu, �e posiadaj� zdolne 
do dysocjacji grupy kwasowe i zasadowe. 

2. W ich strukturze mo�na rozró�ni	 wiele ugrupowa� zdolnych do rozpozna-
wania izomerów optycznych. 

3. Antybiotyki te zawieraj� zarówno grupy hydrofilowe, jak i hydrofobowe - 
dlatego wykazuj� dobr� rozpuszczalno�	 i s� stabilne w szerokim zakresie 
stosowanych zazwyczaj w elektroforezie kapilarnej roztworów buforowych. 

Wszystkie antybiotyki nale��ce do tej klasy zawieraj� w swojej cz�steczce 
kilka zdolnych do jonizacji grup odpowiedzialnych za wypadkowy ładunek gli-
kopeptydów i za selektywne oddziaływanie z rozdzielanymi enancjomerami. 
Stopie� jonizacji i ładunek zale�y od pH buforu. Rystocetyna A, wankomycyna  
i awoparacyna maj� zbli�one punkty izoelektryczne wynosz�ce odpowiednio 7.5, 
7.2, 7.5. Przy pH poni�ej warto�ci 7.5 s� one naładowane dodatnio. Odmienne 
wła�ciwo�ci ma teikoplanina. Antybiotyki glikopeptydowe wykazuj� najwi�ksz� 
selektywno�	 wobec ujemnie naładowanych, najcz��ciej kwasowych grup takich 
jak grupa karboksylowa, fosforanowa czy sulfonowa. Gasper i inni wykazali, �e 
najwi�kszy wpływ na rozró�nianie cz�steczki przez glikopeptydy maj� grupy  
w pozycji α, β lub γ od centrum chiralnego. Jest to najbardziej widoczne w przy-
padku grupy karboksylowej, pier�cienia aromatycznego i grupy amidowej [101]. 
Najlepsz� selektywno�	 wobec kwasów zaobserwowano przy pH nieco poni�ej 
punktu izoelektrycznego antybiotyku. Ma on wtedy zjonizowan� grup� amino-
w�, a pH nie jest na tyle niskie, aby kwas asocjował. Glikopeptydy mog� by	 
stosowane w elektroforezie kapilarnej jako dodatek do roztworu buforowego 
przewa�nie w ilo�ci 1-5 mM, zarówno w kolumnach powlekanych, jak i niepo-
wlekanych [68]. 

Glikopeptydy silnie pochłaniaj� promieniowanie elektromagnetyczne  w za-
kresie nadfioletu. W roztworach kwa�nych najwy�sza absorbancja przypada na 
długo�	 fali 250 nm z charakterystycznym minimum w okolicach 260 nm.  
W przeciwie�stwie do ansamycyn dobr� separacj� mo�na uzyska	 ju� przy nie-
wielkich ilo�ciach (1-5 mM) dodanych do buforu. Jest to jeszcze jedna zaleta 
glikopeptydów [68]. 
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Elektroforeza kapilarna 

Rozdzielenie dwóch enancjomerów mo�e by	 przeprowadzone metod� elek-
troforezy kapilarnej z u�yciem chiralnego �rodowiska. Selektor chiralny, który 
jest b�d� rozpuszczony w buforze, b�d� zwi�zany chemicznie ze �ciank� kapila-
ry lub immobilizowany w �elu, tworzy z analitem labilne diastereoizomery,  
które migruj� w kierunku detektora z ró�nymi szybko�ciami, zale�nymi od sta-
łych trwało�ci kompleksu [69]. Mechanizm enancjoseparacji jest wi�c „chroma-
tograficzny”, podczas gdy mechanizm migracji „elektroforetyczny” [102].  
W porównaniu z innymi powszechnie u�ywanymi w separacji stereoselektywnej 
metodami analitycznymi, elektroforeza ł�czy w sobie kilka cennych zalet - wy-
sok� sprawno�	 (liczba półek teoretycznych si�ga 100 000, a nawet 200 000 
[102]), wydajno�	 rozdzielenia, du�� moc elucyjn�, pełn� lub cz��ciow� automa-
tyzacj�, szybko�	 oznaczenia i niskie koszty. Te ostatnie zwi�zane s� z małymi 
obj�to�ciami buforu i analitu potrzebnymi do oznaczania [69]. Wa�n� cech� 
elektroforezy kapilarnej jest te� jej komplementarno�	 z innymi metodami anali-
tycznymi. Podczas gdy techniki chromatograficzne stosowane s� głównie do 
rozdzielenia zwi�zków niepolarnych, elektroforeza skuteczna jest w separacji 
jonów i zwi�zków polarnych [96]. Ponadto enancjoselektywno�	 mo�e by	 ła-
two regulowana przez stosowanie zarówno zwykłych, jak i powlekanych lub 
wi�zanych chemicznie kapilar oraz modyfikacj� takich parametrów jak: rodzaj  
i st��enie antybiotyku, pH, siła jonowa, a tak�e rodzaj i st��enie elektrolitu, czy 
modyfikatora organicznego i wiele innych [69]. 

Spo�ród glikopeptydów najcz��ciej stosowanym w elektroforezie kapilarnej 
antybiotykiem jest wankomycyna [68,69,101,103-108,115,116]. Wankomycyna 
została wprowadzona do elektroforezy kapilarnej jako selektor chiralny przez 
Armstronga i innych [100]. Zastosował on wankomycyn� do rozdzielenia ponad 
100 racematów, wł�czaj�c w to niesteroidowe leki przeciwzapalne, leki przeciw-
nowotworowe, pestycydy i wiele N-podstawionych aminokwasów. Vespalec  
i współpracownicy u�yli tego antybiotyku do separacji zawieraj�cych siark�  
i selen aminokwasów podstawionych 6-aminochinolono-N-hydroksy-bursztyno-
imidylokarbaminianami (AQC) [109,110] Wan i Blomberg ocenili wankomycy-
n� jako selektor chiralny w separacji innych pochodnych aminokwasów. Doszli 
do wniosku, �e wysokie st��enia tego antybiotyku daj� optymaln� rozdzielczo�	, 
ale najlepsza wydajno�	 wyst�puje przy niskich st��eniach [111]. Było to zgodne 
z wcze�niejszymi badaniami Armstronga i Rundletta, które wykazały, �e wyso-
kie st��enia (2-5 mM) wankomycyny powodowały jej adsorpcj� na �ciankach 
kapilar obni�aj�c sprawno�	 i wydłu�aj�c czasy migracji [112]. U�ywaj�c wan-
komycyny Wan i Blomberg analizowali kilka di- i tripeptydów podstawionych 
9-fluorometylochloromrówczanami ( FMOC ) [113]. 

Podczas stosowania zwykłych kapilar zanotowano pewne niedogodno�ci, 
zwi�zane z adsorpcj� antybiotyków na �ciankach i brakiem czuło�ci pomiarów  
w ni�szym pa�mie promieniowania UV stosowanym przewa�nie w elektroforezie 
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kapilarnej (< 254 nm). Najsilniej spo�ród glikopeptydów zjawisku adsorpcji 
ulega wankomycyna, najmniej teikoplanina, co mo�na wytłumaczy	 jej hydrofo-
bowym charakterem, obecno�ci� tylko jednej grupy aminowej i tworzeniem  
miceli oraz agregatów. Rystocetyna A mimo podobnych do wankomycyny wła-
�ciwo�ci fizykochemicznych, ma wi�ksz� cz�steczk�, co redukuje powinowac-
two do �cianek kapilar. Konsekwencj� adsorpcji s� nast�puj�ce efekty: obni�enie 
czuło�ci, rozszerzenie pików, mała wydajno�	 oraz drastyczny spadek przepływu 
elektroosmotycznego (EOF) i zwi�zane z tym wydłu�enie czasów migracji.  
W celu zminimalizowania lub wyeliminowania adsorpcji cz�steczek antybiotyku 
w przypadku zwykłych kapilar stosuje si� przemywanie przez długi czas wod� 
lub buforem bez antybiotyku. Innym sposobem zmniejszenia oddziaływania 
pomi�dzy glikopeptydami a �ciankami kapilar jest zwi�kszenie st��enia buforu, 
zwi�kszenie przyło�onego napi�cia lub dodatek modyfikatora organicznego np. 
2-propanolu [69]. Wan i Blomberg zaproponowali ustalenie warto�ci pH mo�li-
wie jak najbli�ej punktu izoelektrycznego wankomycyny, wiadomo jednak, �e 
podwy�szenie pH buforu wpływa niekorzystnie na stabilno�	 antybiotyków 
[111]. Kolejnym podej�ciem do problemu adsorpcji jest u�ycie powlekanych 
kapilar, jakkolwiek stwierdzono, �e produkty rozpadu wankomycyny mog� re-
agowa	 z powlekanymi kapilarami i wówczas konieczne jest przemywanie kapi-
lary pomi�dzy oznaczeniami w celu przywrócenia sprawno�ci kapilary. Alterna-
tyw� dla powy�szych rozwi�za� jest elektroforeza przeciwpr�dowa. T� metod� 
realizuje si� poprzez u�ycie buforu o warto�ci pH, przy której analit i selektor s� 
przeciwnie naładowane, dzi�ki czemu migruj� w przeciwnych kierunkach. Mo-
dyfikacj� tej metody jest technika cz��ciowego wypełnienia, w której bufor  
z selektorem wypełnia tylko cz��	 kapilary, pozostawiaj�c okienko detekcyjne 
wolne. Po przyło�eniu napi�cia antybiotyk przesuwa si� w kierunku katody lub 
anody (w zale�no�ci od ładunku), nie przecinaj�c obszaru detekcji co pozwala na 
oznaczenie analitu z wi�ksz� czuło�ci�. Modyfikacja ta wprowadzona została 
przez Valtchev� i innych [114]. Technik� t�, z zastosowaniem wankomycyny 
jako selektora chiralnego, u�yto z powodzeniem do separacji i analizy leków 
oraz zanieczyszcze� �rodowiska. Uzyskano du�� powtarzalno�	, liniowo�	  
i odtwarzalno�	 wyników. Z u�yciem wankomycyny w st��eniach ułamka mili-
mola udało si� równie� rozdzieli	 siarkowe i selenowe aminokwasy podstawione 
AQC w układzie o odwróconej polarno�ci, a tak�e niektóre dansylowe pochodne 
aminokwasów [68]. Podobna metoda, tyle �e z całkowitym wypełnieniem kapi-
lary i z zatrzymaniem przepływu elektroosmotycznego przedstawiona została 
przez Warda i współpracowników [115]. Inn� ciekaw� alternatyw� dla metody 
przeciwpr�dowej mo�e by	 sprz��enie elektroforezy kapilarnej ze spektrometri� 
masow�. Pokazano to na przykładzie oznaczania niesteroidowych leków prze-
ciwzapalnych w moczu. Selektorem chiralnym była wankomycyna [69]. Fanali  
i inni posłu�yli si� metod� CE-ESI-MS do rozdzielania pochodnych kwasu ary-
lopropionowego [116]. Strege i współpracownicy zastosowali analog wankomy-
cyny A82846B jako selektor chiralny do rozdzielenia anionowych zwi�zków      
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z u�yciem powlekanych i niepowlekanych kapilar ze stopionej krzemionki [117]. 
Analog okazał si� lepszy od wankomycyny w rozdzieleniu flurbiprofenu, dansy-
lowaliny i dansylotryptofanu. Wankomycyna i A82846B ró�ni� si� tym, �e ich 
aminocukry s� epimerami, a tak�e tym, �e analog zawiera dodatkowo reszt� 
epiwankozaminy. Skutkiem tego A82846B ma charakter bardziej zasadowy  
i punkt izoelektryczny przy warto�ci pH ok. 9, co poci�ga za sob� wi�kszy wy-
padkowy ładunek w porównaniu z wankomycyn� przy tym samym pH. Z kolei 
pochodn� A82846B powstał� przez dodanie do disacharydu reszty bifenylowej 
jest LY30599. Znalazła ona tak�e zastosowanie w enancjoseparacji flurbiprofenu 
[68]. Wielu badaczy starało si� wyja�ni	 mechanizm chiralnego rozpoznawania. 
Punkt ci��ko�ci z modelu statycznego teorii oddziaływania trzech punktów prze-
suwa si� w stron� modelu dynamicznego, uwzgl�dniaj�c nie tylko przestrzenne 
uporz�dkowanie trzech punktów, ale równie� wpływ achiralnych składników 
�rodowiska. W swojej pracy Nair i inni starali si� znale�	 miejsce wi�zania od-
powiedzialne za enancjoselektywno�	 wankomycyny, badaj�c zarówno struktur� 
krystalograficzn�, jak i zdolno�	 rozdzielcz� kompleksu mied� – wankomycyna 
[118]. Tym miejscem okazała si� II-rz�dowa amina N-metyloleucyny, odgrywa-
j�ca główn� rol� w enancjorozpoznawaniu wankomycyny w roztworach wod-
nych. W istocie atomy miedzi, po przył�czeniu do II-rz�dowej aminy wankomy-
cyny, silnie redukuj� selektywno�	 chiraln� kompleksu i obni�aj� drastycznie 
rozdzielczo�	 wzgl�dem analizowanych enancjomerów (o charakterze kwasów). 

 

Chromatografia cieczowa 

Antybiotyki makrocykliczne stosowane jako stacjonarne fazy chiralne (CSP) 
od momentu ich wprowadzenia do chromatografii cieczowej ciesz� si� du�� 
popularno�ci�. Najcz��ciej korzysta si� z wankomycyny, rystocetyny A, teiko-
planiny, awoparacyny, ryfamycyny B i polipeptydu tiostreptonu. Cz�steczki 
antybiotyków s� kowalencyjnie zwi�zane z krzemionk� przy pomocy ła�cuchów 
o ró�nym charakterze chemicznym, które zapewniaj� im stabilno�	 przy nie-
zmienionych zdolno�ciach do rozpoznawania enancjomerów. Glikopeptydy  
i tiostrepton przył�czane s� przez reakcj� z zawieraj�cymi grupy karboksylowe 
zwi�zkami krzemoorganicznymi, natomiast ryfamycyna B poprzez reakcj�  
z aminami zwi�zków krzemoorganicznych. Inn� reakcj� pozwalaj�c� zwi�za	 
glikopeptydy na �elu krzemionkowym jest reakcja z zawieraj�cymi krzem epok-
syzwi�zkami. Analogicznie do cyklodekstryn, mog� by	 tak�e immobilizowane 
przez działanie na nie zawieraj�cymi krzem izocyjanianami w bezwodnym dime-
tyloformamidzie (DMF). Otrzymane w ten sposób CSP mog� by	 stosowane  
w układzie faz normalnych, odwróconych i polarnoorganicznych lub te� mog� 
by	 dalej upochadniane. CSP z antybiotykami makrocyklicznymi musz� spełnia	 
okre�lone kryteria. Oprócz kryterium selektywno�ci, powinny wykazywa	 dobr� 
wytrzymało�	 mechaniczn� przy wypełnianiu lub immobilizowaniu i powinny 
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by	 dost�pne w odpowiednich ilo�ciach za rozs�dn� cen�. Fazy te s� podobne do 
CSP na bazie białek lecz maj� od nich wi�ksz� chłonno�	 i s� stabilniejsze. 
Enancjoseparacja jest mo�liwa dzi�ki wi�zaniom π-π, kompleksowaniu,  
wi�zaniom wodorowym, hydrofobowej inkluzji, oddziaływaniom sterycznym, 
oddziaływaniom dipoli, a tak�e kombinacji powy�szych. W przeciwie�stwie do 
CSP bazuj�cych na białkach makrocykliczne CSP mo�na u�ywa	 w układzie faz 
normalnych bez drastycznych zmian w enancjoselektywno�ci i bez niebezpie-
cze�stwa denaturacji. Mog� by	 tak�e u�yte w celach preparatywnch. Wanko-
mycyna, ryfamycyna B i tiostrepton były pierwszymi w HPLC wi�zanymi na 
fazach stałych antybiotykami makrocyklicznymi [1]. Spo�ród tych trzech, do-
tychczas tylko wankomycyna znalazła szersze zastosowanie. Dost�pne w handlu 
kolumny z chiralnymi fazami stacjonarnymi bazuj� na razie na antybiotykach 
glikopeptydowych: Chirobiotic V na wankomycynie, Chirobiotic T na teikopla-
ninie i Chirobiotic R na rystocetynie A. Odpowiednia wersja dla awoparacyny 
powinna by	 niedługo dost�pna na rynku. Ponad 70 chiralnych zwi�zków zostało 
przebadanych przez Armstronga i współpracowników [1], w przybli�eniu 95% 
spo�ród 45 zwi�zków udało si� rozdzieli	 przy pomocy wankomycyny w ukła-
dzie faz odwróconych, a 84% z 31 zwi�zków w układzie faz normalnych. Wan-
komycyna była tak�e upochodniana 3,5-dimetylofenyloizocyjanianem (DMP) 
i w tej postaci stosowana w CSP. Tak zmodyfikowana wankomycyna rozpozna-
wała zwi�zki, których wcze�niej nie udało jej si� rozdzieli	 np. hydroksyzyn�  
i altiazyd.  

 

Chromatografia gazowa 

Chromatografia gazowa ma ograniczone zastosowanie w rozdzielaniu mie-
szanin enancjomerów. Ze wzgl�du na du�e ilo�ci chiralnego selektora jakich 
trzeba byłoby u�y	 w celu modyfikacji fazy ruchomej, a tak�e z powodu ich 
małej lotno�ci selektory wi�zane s� wył�cznie z faz� stacjonarn�. Z praktyczne-
go punktu widzenia technika chromatografii gazowej mo�e by	 stosowana jedy-
nie do separacji izomerów optycznych narkotyków wziewnych [102]. 

 

Chromatografia cienkowarstwowa 

Wankomycyna była tak�e u�yta jako chiralny dodatek do fazy ruchomej  
w chromatografii cienkowarstwowej (TLC) stosowanej do rozdzielania amino-
kwasów podstawionych AQC, racematów leków i dansylowych pochodnych 
aminokwasów. Autorzy wykazali, �e natura fazy stacjonarnej i skład fazy ru-
chomej znacznie wpływaj� na rozdzielczo�	. Difenylowa faza stacjonarna z mo-
dyfikatorem organicznym odznaczała si� najwydajniejsz� separacj� i krótkim 
czasem rozwijania [68]. W innym badaniu faza ruchoma składała si� z wanko-
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mycyny, 0.6 M chlorku sodu (który miał stabilizowa	 wi�zania na płytce) lub, 
dla niektórych substancji, z octanu trietyloamonowego (pH = 4.1) oraz acetoni-
trylu. Rozdzielano racematy ró�nych zwi�zków, mi�dzy innymi dansyloamino-
kwasów, w przypadku których zaobserwowano, �e D-enancjomery zawsze osi�-
gały wy�sze warto�ci współczynnika RF w porównaniu z L-enancjomerami. Po-
nadto stwierdzono, �e na efektywno�	 chromatografii cienkowarstwowej w sepa-
racji enancjomerów wpłyn�ła enancjoselektywno�	 wankomycyny jako dodatku 
do fazy ruchomej oraz otrzymanie relatywnie małej wielko�ci plamki podczas 
rozwijania chromatogramu [119]. Bushan i Parshad rozdzielali dansylowe po-
chodne aminokwasów metod� TLC stosuj�c eytromycyn� jako chiralny modyfi-
kator fazy stacjonarnej [120]. 
 
 
 

1.5. Badania własne 
Metod� chromatografii cienkowarstwowej zbadano wła�ciwo�ci chromato-

graficzne antybiotyków makrocyklicznych z grupy makrolidów (erytromycyna, 
troleandomycyna, tylozyna), ansamycyn (ryfamycyna B, ryfampicyna) oraz gli-
kopeptydów (wankomycyna). Jako fazy ruchome zastosowano czyste rozpusz-
czalniki oraz ich mieszaniny binarne z wod�, NaCl, HMDSO i DMSO. Do-
�wiadczenia prowadzone były na płytkach pokrytych poliamidem, celuloz�, ró�-
nego rodzaju �elem krzemionkowym oraz n-oktadecysilanem. Wyniki opubli-
kowano w [467,468,472,477-479]. 
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2. PORFIRYNY 

Porfiryny s� klas� naturalnie wyst�puj�cych, makrocyklicznych zwi�zków, 
które odgrywaj� bardzo wa�n� rol� w metabolizmie �ywych organizmów [121]. 
Cz�steczka porfiryny zawiera cztery pier�cienie pirolowe poł�czone mostkami 
metylowymi. J�dro porfiryny jest tetraedrycznym ligandem, w którym miejsce 
dost�pne dla metalu koordynuj�cego ma maksymaln� �rednic� około 3.7 Å 
[122]. Układ pier�cienia porfiryny jest bardzo stabilny i wykazuje charakter 
aromatyczny (ryc. 5). Porfiryny posiadaj� wła�ciwo�ci kompleksowego wi�zania 
jonów metali z atomami azotu wyst�puj�cych w poszczególnych pier�cieniach 
pirolowych. Najwa�niejszy dla człowieka i organizmów zwierz�cych jest hem 
(kompleks protoporfiryn z dwuwarto�ciowym �elazem), stanowi�cy grup� pro-
stetyczn� dla hemoprotein b�d�cych centrum wszystkich przemian tlenowych  
w hepatocytach – hemoglobiny, mioglobiny, cytochromów, cytooksydazy, kata-
lazy, peroksydazy oraz pirolazy tryptofanu. Fujii przeprowadził syntez� porfiry-
ny z �elazem (IV) [123]. U bezkr�gowców wyst�puje erytrokruoryna pełni�ca 
podobn� rol� jak hemoglobina i b�d�ca tak�e białkiem �elazoporfirynowym 
[124]. Wyst�puj� równie� poł�czenia kompleksowe porfiryn z dwuwarto�cio-
wym magnezem, w wyniku czego powstaje chlorofil - barwnik ro�linny bior�cy 
udział w fotosyntezie [125]. Poł�czenie porfiryn z dwuwarto�ciowym kobaltem 
po�redniczy w syntezie witaminy B12. Zwi�zki te uwra�liwiaj� na �wiatło – 
szczególnie skór� [126-129], co czyni je klinicznie odpowiedzialnymi za zjawi-
sko zwane „fotosensibilitas” [130]. Poddanie porfiryn wpływowi �wiatła prowa-
dzi do powstania nadtlenku wodoru i nadtlenków lipidów, które niszcz� błony 
komórkowe, powstaj� równie� wolne rodniki uszkadzaj�ce błony lizosomalne. 
Działanie fotodynamiczne maj� głównie: uroporfiryna, porfiryna 7-karbo-
ksylowa i protoporfiryna. Kompleksy porfiryny z przej�ciowymi jonami metalu 
s� bardzo trwałe. Wi�kszo�	 metali tworzy kompleksy w stosunku 1:1, chocia� 
sód, potas i lit tworz� kompleksy 2:1 [122,131]. Kompleksy metaloporfiryn od-
grywaj� wa�n� rol� w biologicznych czynno�ciach, co dotyczy przykładowo 
kompleksu �elaza w hemoproteinach, kompleksów magnezu w chlorofilu i kom-
pleksu kobaltu w witaminie B12. Kompleksy wielu metali z ró�nymi porfirynami 
zacz�ły by	 obszernie studiowane w celu zrozumienia biologicznej czynno�ci  
i formowania naturalnych zwi�zków oraz zasadniczych procesów biologicznych.  
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Ryc. 5.  Budowa chemiczna badanych porfiryn. 
Fig. 5.  The chemical structures of investigated porphyrins. 
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Takie kompleksy znalazły rozmaite zastosowanie jako modele transportu 
elektronów, transportu tlenu i enzymów [132,133]. Metaloporfiryny wyst�puj� 
jako mieszaniny zwi�zków organicznych w bardzo starych skałach, nie oczysz-
czonych olejach, w�glu i skałach osadowych. W morskich osadach tworzone s� 
przez modyfikacj� chlorofilu obecnego w organizmach fototroficznych. Pochod-
ne porfiryn graj� kluczow� rol� w istotnych procesach biologicznych takich jak: 
fotosynteza, transport ditlenków i magazynowanie [122,134]. Z punktu widzenia 
koordynacji chemicznej, ligand porfiryn okazał si� by	 bardzo uniwersalny,  
a prawie wszystkie metale mog� ł�czy	 si� z porfirynami. Zwi�zki te s� aktyw-
nym miejscem w wielu enzymach (cytochromach, katalazie, peroksydazie itp.). 
Dobrze znane kompleksy porfiryn z �elazem s� no�nikiem tlenowym białek 
(hemoglobiny, mioglobiny). Z materiału biologicznego izolowane s� wył�cznie 
izomery I i III, natomiast izomery II i IV s� nadal słabo poznane [135]. 

Porfiryny tworz� charakterystyczne widma pod wpływem �wiatła widzialne-
go, jak i nadfioletu. Na uwag� zasługuje fakt, �e nast�puje silne pochłanianie  
w pa�mie ok. 400 nm, charakterystyczne dla pier�cienia porfirynowego niezale�-
nie od ła�cuchów bocznych porfiryn. Pasmo to okre�lane jest  mianem pasma 
Soreta od nazwiska jego odkrywcy. Porfiryny tworz� si� z porfirynogenów, 
które s� nietrwałe w obecno�ci tlenu i łatwo utleniaj� si� do odpowiednich porfi-
ryn. Porfirynogeny s� bezbarwne i posiadaj� mostki metylenowe (-CH2-), nato-
miast barwne porfiryny zawieraj� mostki metinowe (-HC=) powoduj�ce absorb-
cj� i fluorescencj� porfiryn. Porfiryny rozpuszczone w rozpuszczalnikach orga-
nicznych lub w mocnych kwasach i na�wietlone UV fluoryzuj� silnie na czerwo-
no. Pier�cienie pirolowe oznaczone literami A, B, C, D s� poł�czone mi�dzy 
sob� mostkami metinowymi okre�lanymi kolejno jako �, �, �, �. Miejsca pod-
stawie� ła�cuchów bocznych w pier�cieniach pirolowych oznaczane s� cyframi 
od 1 do 8 (ryc. 5). W naturalnie wyst�puj�cych porfirynach grupy: winylowa  
(-CH=CH2), metylowa (-CH3), propionianowa (-CH2-CH2COO-), octanowa  
(-CH2COO-) - s� typowymi podstawnikami [136]. 

Prawidłowa przemiana porfiryn rozpoczyna si� od dwóch prostych zwi�z-
ków – glicyny oraz bursztynylo-koenzymu A. Enzymem reguluj�cym szybko�	 
tej przemiany w w�trobie jest syntetaza kwasu 
-aminolewulinowego [137].  
W układzie erytropoetycznym mechanizm regulacji jest inny, ale nie w pełni 
jeszcze poznany. U zdrowych osób wydalanie porfiryn i ich prekursorów jest 
niewielkie, a normy tego wydalania s� okre�lone [138]. Do zaburzenia przemia-
ny hemu dochodzi, gdy co najmniej jeden z enzymów ma obni�on� aktywno�	. 
Powstaje blok enzymatyczny, przed którym gromadz� si� produkty przemiany. 
Niektóre bł�dy w przemianie pirolowej powoduj� pojawienie si� w moczu ko-
proporfiryny i uroporfiryny, natomiast w kale koproporfiryny i protoporfiryny. 
Porfirie s� grup� chorób metabolicznych, w których pierwotnym bł�dem jest 
niedobór przynajmniej jednego enzymu uczestnicz�cego w biosyntezie hemu, 
odmiennego dla ka�dego typu porfirii. Zale�nie od miejsca bloku enzymatyczne-
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go ró�ny jest skład ilo�ciowy porfiryn wytwarzanych, gromadzonych i wydala-
nych z organizmu. Rozpoznanie porfirii i jej ró�nicowanie opiera si� na wyni-
kach oznacze� aktywno�ci enzymów biosyntezy hemu oraz analizie ilo�ciowej  
i identyfikacji porfiryn w krwinkach czerwonych, osoczu, moczu i kale. Nazew-
nictwo i klasyfikacja porfirii nie jest w pełni ujednolicona [139]. Porfirie mog� 
by	 klasyfikowane w oparciu o: 

I. etiologi� (wrodzone i objawowe), 
II. kryteria kliniczne:  

 a - ostre lub przewlekłe, 
 b - jawne lub utajone, 
 c - skórne, z objawami neurologicznymi lub brzusznymi, 
III. lokalizacj� nieprawidłowo�ci enzymatycznej, 
IV. miejsce niedoboru enzymu w kaskadzie biosyntezy hemu [140]. 

Podział porfirii dokonany według miejsca, w którym zaburzenie ujawnia si� 
najmocniej, obejmuje porfirie w�trobowe i porfirie erytropoetyczne. Klinicznie 
wygodniej dzieli	 porfirie na ostre i nieostre. Ka�da z tych grup ma inne proble-
my diagnostyczne i lecznicze [141]. Porfiria - przed kilkudziesi�ciu laty rzadko 
spotykana - obecnie ujawnia si� coraz cz��ciej, prawdopodobnie na skutek dzia-
łania niekorzystnych warunków �rodowiskowych, zanieczyszcze� powietrza, 
chemizacji �ycia. Badanie produktów przemiany porfiryn ma znaczenie diagno-
styczne w rozmaitych wrodzonych i nabytych stanach chorobowych, w których 
dochodzi do cz��ciowego bloku enzymatycznego na drodze biosyntezy hemu. 
Zaburzenia przemiany porfiryn mog� równie� wyst�powa	 w przebiegu innych 
schorze�. Najcz�stszym typem zaburze� nie zwi�zanych z porfiriami jest kopro-
porfirynuria wtórna charakteryzuj�ca si� du�� zawarto�ci� koproporfiryn w mo-
czu. Od dawna wiadomo, �e wyst�puje w zatruciu ołowiem i alkoholowym zapa-
leniu w�troby [142]. Koproporfirynuri� opisano ponadto w licznych przypad-
kach innych chorób np. w anemii hemolitycznej, ziarnicy zło�liwej, cukrzycy, 
niewydolno�ci nerek oraz jako skutek działania ró�nych substancji toksycznych, 
zwi�zanych z czynnikami �rodowiskowymi, nara�eniem zawodowym oraz przy-
padkowymi zatruciami [143]. Do zwi�zków chemicznych najsilniej zaburzaj�-
cych przemian� porfiryn nale�� m. in. dioksyna, chlorek winylu, heksachloro-
benzen, difenole, w�glowodory aromatyczne. Jako�ciowe i ilo�ciowe oznaczanie 
porfiryn znalazło zastosowanie w biologicznych i biomedycznych naukach np.  
w diagnozie metabolicznych nieprawidłowo�ci lub oszacowaniu wpływu �rodo-
wiska [144]. Do wyst�pienia objawów u nosicieli bł�dów metabolicznych do-
chodzi po zadziałaniu czynników zwanych porfirynogennymi. Zazwyczaj działa-
j� indukuj�co równocze�nie dwa czynniki. Przyjmuje si�, �e do zachorowania na 
porfirie dochodzi u około 10-20% nosicieli defektywnego genu i �e odsetek ten 
zwi�ksza si� wraz ze wzrostem zanieczyszcze� �rodowiska i chemizacji �ycia 
[141]. Do czynników indukuj�cych nale�� zwi�zki chemiczne, a w�ród nich 
wiele leków, farby, lakiery, rozpuszczalniki organiczne, �rodki ochrony ro�lin, 
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alkohol, a tak�e zaburzenia hormonalne, infekcje, stresy, niedobory kaloryczne - 
znane s� przypadki zgonów młodych dziewcz�t odchudzaj�cych si�, a b�d�cych 
nosicielkami porfirii [138]. Powstałe niedowłady sprzyjaj� wyst�powaniu powi-
kła� oddechowych, kr��eniowych, infekcyjnych. Na skutek takich powikła�  
w czasie pełno objawowych napadów umiera około 10% chorych. Zasadniczym 
post�powaniem w ostrych porfiriach jest zapobieganie napadom. Słu�� temu 
badania członków rodzin chorych maj�ce na celu wykrycie defektu enzymatycz-
nego i wdro�enie odpowiedniego post�powania [145]. 

W ostatnich latach porfiryny znalazły szerokie zastosowanie w chemii anali-
tycznej, przede wszystkim jako wska�nik w oznaczaniu metodami spektrofoto-
metrycznymi jonów metali: jonów miedzi [134,146-153], kadmu [154], cynku 
[153,155-158], palladu [159], magnezu [160], bizmutu [161], srebra [162,163], 
niklu [164], litu [165,166], rt�ci, ołowiu i kadmu [167], ołowiu [168,169], azoty-
nów [170,171], nadtlenku wodoru [172-174], szczawianów [175], rodanków 
[176], tlenu [177-179] oraz w badaniu odczynu pH [153,180,181]. Elektroanali-
tyczne stosowanie porfiryn mo�na podzieli	 na trzy grupy - po pierwsze poten-
cjometryczne metody oparte na u�yciu porfiryn mog� słu�y	 do oznaczania 
anionów nieorganicznych w wodzie [182,183], chlorków w surowicy ludzkiej 
[184], azotanów i fluorków [185], jodków [186,187], rodanków w moczu [183], 
salicylanów w moczu i surowicy [188], jonów niklu w czekoladzie [189], jonów 
kobaltu [190]. Po drugie porfiryny szeroko stosuje si� w badaniach ró�nych 
zwi�zków metodami woltametrycznymi – mi�dzy innymi oznaczano chlorki 
organiczne w wodzie [191], cukry [192], tlen [193-195], hydrazyn� [196], fenole 
[197], tlenek azotu [198-203], tlenek azotu i azotany [204], azotyny i siarczyny 
[205], azotany i azotyny [206], azotany i siarczyny [207], jony niklu [208-210], 
jony miedzi i metali ci��kich [211], acetoaminofen w paracetamolu [212], alko-
hole [213], DNA [214-216], dopamin� [217,218]. Po trzecie porfiryny u�ywano 
jako elektrochemiczne biosensory w badaniu glukozy [219,220], acetylocholine-
sterazy [221], aktywno�ci enzymów [222]. Porfiryny stosowano równie� w o-
znaczaniu niektórych jonów metali metod� HPLC: jonów niklu miedzi i cynku 
[223,224], jonów kobaltu [225,226], manganu [227], lantanowców [228]. Wielu 
badaczy immobilizowało porfiryny na �elu krzemionkowym, co z kolei miało 
decyduj�ce znaczenie w analizie ró�nych zwi�zków mi�dzy innymi policyklicz-
nych w�glowodorów aromatycznych [229-232], fulerenów [233-235], amino-
kwasów [236-238], di- i triterpenów [239]. Kim i inni z powodzeniem zastoso-
wał porfiryn� chemicznie wi�zan� z �ywic� XAD w celu zwi�kszenia wydajno-
�ci ekstrakcji do fazy stałej fenolu i chlorofenoli [240]. 

Fotoaktywne wła�ciwo�ci porfiryn szeroko wykorzystano w produkcji ogniw 
słonecznych [241-247]. Ogniwa słoneczne s� wa�ne w pozyskiwaniu energii, 
natomiast czynniki fotouczulaj�ce s� nowo�ci� rynkow� i wydaj� si� by	 obiecu-
j�ce w przetwarzaniu energii słonecznej. Porfiryny zajmuj� czołow� pozycj�  
w fotodynamicznej terapii nowotworowej (PDT), która polega na selektywnej 
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akumulacji czynnika fotouczulaj�cego (np. porfiryn, psoralenów, ftalocyjanin, 
merocyjanin) wewn�trz tkanki rakowej. W wyniku na�wietlania chorej tkanki 
dochodzi do uwolnienia pojedynczego tlenu, który uszkadza komórki nowotwo-
rowe i w ko�cowym efekcie prowadzi do �mierci tych komórek [248-253]. Sto-
sowano hematoporfiryn� w selektywnym leczeniu nowotworów [254]. 

Od niedawna wiadomo, �e porfiryny tworz� kompleksy z cyklodekstrynami. 
Coraz wi�cej badaczy zajmuje si� syntez� takich kompleksów [255-267] oraz 
analiz� supramolekularnych oddziaływa� kompleksu porfiryna-cyklodekstryna 
[268-272]. Zdolno�	 porfiryn do tworzenia kompleksów z cyklodekstrynami daje 
szerokie mo�liwo�ci stosowania ich w analizie DNA [273-280], w badaniu struk-
tury DNA [281,282], porfiryny stosowane były równie� jako czynniki po�redni-
cz�ce w procesie fragmentacji DNA [283-285]. Kompleks porfiryna-cyklo-
dekstryna stosowano ponadto w badaniach aktywno�ci enzymów [286] oraz  
w oznaczaniu jonów rt�ci (wysoce selektywna metoda) [287,288]. Swamy  
i współpracownicy prowadzili badania nad kompleksem estradiol-porfiryna 
[289]. W przypadku leczenia raka piersi kompleks taki ł�czy si� j�drowym re-
ceptorem estrogenowym. Sessler i inni opisali mo�liwo�	 inhibicji wirusa HIV-1 
przez porfiryny [290]. 

Uroporfiryny w odró�nieniu od koproporfiryny rozpuszczaj� si� w eterze 
etylowym, co zostało wykorzystane do wyizolowania po raz pierwszy uroporfi-
ryny z moczu przez Fischera, który zidentyfikował ten zwi�zek jako porfiryn� 
nale��c� do izomerów I typu [291]. W 1934 roku Waldenström wyizolował  
z moczu chorych na ostr� porfiri� substancj� nazwan� pó�niej porfiryn� Welden-
ströma, która długi czas uchodziła za uroporfiryn� III [292]. Porfiryna ta izolo-
wana była octanem etylu przy pH 3.0-3.4. Według Girnsteina i współpracowni-
ków [293] oraz Watsona i współpracowników [294] porfiryna Weldenströma nie 
była substancj� jednorodn�. Składała si� z przewa�aj�cej ilo�ci uroporfiryny I 
oraz heptakarboksylowej porfiryny III. Nicholas i Rimington [295] doszli  
w wyniku swych bada� do wniosku, �e jest to mieszanina składaj�ca si� w 75% 
z uroporfiryny III i w 25% z uroporfiryny I. Za pomoc� pó�niejszych dokład-
nych bada� w roku 1955 Watson i współpracownicy [296] potwierdzili swój 
poprzedni pogl�d, �e w kompleksie Waldenströma przewa�a uroporfiryna I. 
Wykazali oni, �e mieszanina 80% uroporfiryny I oraz 20% heptakarboksylowej 
porfiryny zachowuje si� chromatograficznie jak czysta uroporfiryna III. 
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2.1. Metody oznaczania porfiryn 

Technika chromatografii cienkowarstwowej (TLC) została wykorzystana  
w separacji oraz badaniach i ilo�ciowych porfiryn. w materiale biologicznym 
(mocz, kał, tkanki) [297-303]. Jak wynika z danych literaturowych szeroko sto-
sowan� metod� separacji, okre�lania poziomu w materiale biologicznym oraz 
badania wła�ciwo�ci chromatograficznych porfiryn w ostatnich latach jest chro-
matografia cieczowa [304,305]. U�ywano dwa typy detektorów. Detektora UV 
u�ywano przy długo�ci fali 400-404 nm w analizie ilo�ciowej pochodnych mety-
lowych porfiryn [306-315]. Najbardziej rozpowszechnionym jest detektor flu-
orescencyjny z uwagi na znaczne skrócenie czasu analizy oraz wi�ksz� czuło�	 
[304,316-331]. Jacob i inni wykorzystali w analizie porfiryn chromatografi� 
cieczow� z parami jonowymi [332]. Stosowano ponadto metody: LC-MS [333-
337], LC-MS-MS [338], GC-IRMS [339], spektrofluorometryczne [340], se-
cond-derivative spectroscopy [341], LDI-TOF MS [342], FAB-MS [343]. Naj-
nowsz� technik� jest elektroforeza mikrokapilarna [310,344-348]. Szybka sepa-
racja, obni�one zu�ycie próbek i rozpuszczalnika czyni� j� efektywn� i atrakcyj-
n� technik� dla separacji porfiryn. 

 

 

2.2. Badania własne 

Analizowano zachowanie chromatograficzne wybranych porfiryn (uroporfi-
ryna I i III, koproporfiryna I i III, protoporfiryna) metod� TLC. Stosowano nie-
wodne fazy ruchome – czyste rozpuszczalniki oraz ich mieszaniny binarne  
z DMSO. Jako adsorbenty wykorzystano �el krzemionkowy, poliamid oraz 
celuloz�. Ponadto badano wpływ pH roztworów buforowych oraz rodzaju buforu 
na parametry widma badanych porfiryn. Wyniki opublikowano w [475,476,484]. 
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3. KWASY - ROZMARYNOWY I WALERENOWY 

Od wieków zioła odgrywaj� wa�n� rol� w codziennym �yciu człowieka. Sto-
sowano je w gospodarstwie domowym, w kosmetyce, były tak�e głównym �ró-
dłem leków. Błyskawiczny rozwój chemii, a przede wszystkim produkcja ró�ne-
go rodzaju syntetyków spowodował, i� zioła znalazły si� na drugim planie. 
Chemia zmieniła �wiat, ale tak�e zacz�ła go niszczy	. St�d ponowne zaintereso-
wanie ziołami i coraz gło�niejsze nawoływania do powrotu do natury. Przez 
wiele lat leki naturalne, przede wszystkim za� ro�liny lecznicze, były główn�,  
a nawet jedyn� broni� w r�ku lekarza oraz jedynym surowcem materia medica 
do wyrobu leków. Podobnie lecznictwo ludowe i fitofarmacja nie przestały nigdy 
korzysta	 z ziół, a nawet starały si� podtrzyma	 tradycj� terapeutyczn� znan� od 
zarania ewolucji człowieka. Z biegiem lat mo�na było obserwowa	 zwi�kszenie 
si� liczby poznanych ro�lin leczniczych. Odkrycie wła�ciwo�ci nowych gatun-
ków ziół przywo�onych zza oceanów i zastosowanie ich jako �rodka współdzia-
łaj�cego z preparatami chemicznymi, odkrycie warto�ci dietetycznej ro�lin oraz 
witamin, hormonów, substancji antybakteryjnych, antywirusowych i innych, 
przyczyniły si� do odrodzenia i rozwoju fitoterapii [349]. Obecnie przemysł 
farmaceutyczny ponownie zaczyna si� interesowa	 zasobami naturalnymi i ro�li-
nami leczniczymi. Zakładane s� du�e plantacje zarówno do�wiadczalne, jak  
i handlowe. Uprawa ro�lin leczniczych staje si� znów wa�n� dziedzin� rolnicz�, 
gdy� uzyskuje si� z nich i produkuje surowce niezb�dne do wyrobu leków. Jak 
zatem wida	, nigdy nie przestano całkowicie interesowa	 si� ro�linami leczni-
czymi, a najwa�niejsze jest to, �e obecnie sami pacjenci staraj� si� zdoby	 wi�cej 
wiadomo�ci o zastosowaniu ro�lin w leczeniu ró�nych chorób. Nale�y jednak 
pami�ta	, �e nie zawsze i nie w ka�dej chorobie u�ycie leków naturalnych jest 
wła�ciwe [350]. 

Wiek XX, szczególnie po otrzymaniu przez Domagka w roku 1935 sulfona-
midów, jest wiekiem leku syntetycznego. W połowie lat trzydziestych wprowa-
dzono w krótkim czasie wiele leków syntetycznych działaj�cych silnie, szybko  
i skutecznie. Od tej pory lekarze praktykuj�cy zacz�li domaga	 si� leków o �ci�le 
okre�lonym wzorze chemicznym, mechanizmie działania i dawkowaniu. Leki 
ro�linne tamtej doby, przy ówczesnej technologii ich wytwarzania i tradycyjnej 
postaci nie wytrzymały konkurencji z lekami syntetycznymi. Dopiero w połowie 
lat pi�	dziesi�tych, kiedy to coraz cz��ciej stwierdzano, �e leki syntetyczne maj� 
wiele wad wyra�aj�cych si� licznymi objawami niepo��danymi, a szczególnie 
depresyjnym wpływem na układ krwiotwórczy, działaniem hepatotoksycznym, 
neurotoksycznym, sporadycznie i teratogennym nast�powała powolna zmiana  
i zwrot ku lekom naturalnym, ziołowym przede wszystkim [351]. Rozkwit fitote-
rapii nast�pił dzi�ki rozwojowi fitochemii, farmakognozji, fitoanalityki, immu-
nologii i farmakodynamiki. Nale�y jednak zaznaczy	, �e leki ro�linne nie mog� 
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by	 przeciwstawiane lekom syntetycznym, ale powinny by	 stosowane ł�cznie, 
wzajemnie si� uzupełniaj�c. Zgodnie z artykułem 1 Dyrektywy Rady EEC (Eu-
ropean Economic Community) nr 65/65 przetwory ro�linne s� traktowane jako 
�rodki lecznicze. Uj�cie to zostało potwierdzone przez CPMP (Commission for 
Proprietary Medicinal Products) w roku 1992. Odmienne regulacje prawne  
w poszczególnych krajach zostały ujednolicone, a zmiany uznano równie� za 
obowi�zuj�ce poza Uni� Europejsk� [352]. Obecnym kierunkiem rozwoju zioło-
lecznictwa jest stosowanie pojedynczych zwi�zków czynnych wyizolowanych  
z ro�lin, zidentyfikowanych i oczyszczonych, maj�cych �ci�le sprecyzowane 
wła�ciwo�ci farmakologiczne, punkt uchwytu, mechanizm działania, charaktery-
zuj�cych si� w wi�kszo�ci stosunkowo mał� toksyczno�ci� i nielicznymi działa-
niami niepo��danymi. Nale�y równie� zaznaczy	, �e pod poj�ciem leków ro�lin-
nych rozumie si� �rodki lecznicze, których składniki stanowi wył�cznie materiał 
ro�linny np. surowce poci�te lub sproszkowane, wydzieliny ro�lin (olejki, bal-
samy, �ywice), soki lub wyci�gi, głównie alkoholowe. �rodkami leczniczymi nie 
s� natomiast przetwory homeopatyczne, a tak�e zdefiniowane składniki ro�linne 
jak np. mentol, eugenol, tymol, czyste alkaloidy, glikozydy oraz antybiotyki 
naturalne. Poj�cie leku ro�linnego jest przyj�te na płaszczy�nie mi�dzynarodo-
wej i zgodne z postanowieniami WHO [353]. Nowoczesna technologia stosowa-
na przy produkcji leku ro�linnego umo�liwia standaryzacj� preparatów, produk-
cj� innych formulacji farmaceutycznych takich jak dra�etki, czopki, iniekcje  
z precyzyjnie okre�lon� dawk� wyizolowanej substancji czynnej [351]. Dost�p-
no�	 wiarygodnych metod analitycznych jest niezb�dna dla kontroli jako�ciowej 
i identyfikacji substancji aktywnych. 

 
 
 

Kwas rozmarynowy 

Kwas rozmarynowy nale�y do grupy zwi�zków zwanych depsydami. Dep-
sydy stanowi� poł�czenia dwóch lub wi�cej fenolokwasów. S� rozpowszechnio-
ne w�ród ro�lin kwiatowych i porostów. Kwas rozmarynowy jest depsydem 
kwasu kawowego i kwasu �-hydroksydihydrokawowego (ryc. 6) [11]. Zwi�zek 
ten zaliczany jest obecnie do kawotanoidów, grupy zwi�zków pokrewnych garb-
nikom, nie wykazuj�cych jednak zdolno�ci garbowania skóry surowej. W 1958 
roku dwaj włoscy chemicy (Scarpati i Oriente) wyizolowali po raz pierwszy 
kwas rozmarynowy jako czysty zwi�zek i nazwali stosownie do ro�liny, z której 
go wyodr�bnili (Rosmarinus officinalis) [354]. Badania biogenetyczne rozpocz�-
to w roku 1970, kiedy to Ellis i Towers zasilali ro�liny z rodzaju Mentha radio-
aktywnie znakowanymi aminokwasami [355]. Okazało si�, �e dwa aminokwasy 
aromatyczne – fenyloalanina i tyrozyna – wchodz� w skład struktury kwasu 
rozmarynowego. Najbardziej znan� pochodn� kwasu rozmarynowego jest kwas 
litospermowy (ł�cz�cy w swojej strukturze kwas rozmarynowy i kawowy) oraz 
kwas litospermowy B (dimer kwasu rozmarynowego) [356,357]. Długotrwałe 
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poszukiwania metody syntezowania kwasu rozmarynowego zostały zwie�czone 
sukcesem w roku 1991 [358]. 

 

 
 
Ryc. 6.  Budowa chemiczna kwasu rozmarynowego (A) i walerenowego (B). 
Fig. 6.  The chemical structures of rosmarinic acid (A) and valerenic acid (B). 

 

Współczesne badania wykazały obecno�	 wolnego kwasu rozmarynowego  
w ponad stu gatunkach ro�lin w ilo�ciach od 0.01 mg do 78 mg w 1 g surowca, 
głównie jednak w rodzinie Lamiaceae (Labiateae) [359]. Opisano równie� wy-
st�powanie kwasu rozmarynowego w ro�linach z innych rodzin np. w paprociach 
z rodziny Blechnaceae, w porostach oraz trawach morskich z rodziny Zosterace-
ae, w spokrewnionych Potamogetonaceae, jak równie� w Cannaceae [354]. Tak 
szeroka dystrybucja kwasu rozmarynowego powoduje niemo�no�	 stosowania 
tego kwasu jako wyznacznika chemotaksonomicznego, ró�nicuj�cego poszcze-
gólne rodziny. 
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Rozpatruj�c szczegółowo, wyst�powanie kwasu rozmarynowego stwierdzo-
no w nast�puj�cych taksonach: 
� Lamiaceae w rodzajach Agastache, Coleus, Dracocephalum, Esholtzia, Gle-

choma, Hyptis, Hyssopus, Lavandula, Majorana, Melisa, Mentha, Monada, 
Nepeta, Ocimum, Origanum, Orthosiphon, Perilla, Prunella, Rabdosia, Ro-
smarinus, Salvia, Satureja, Thymus. 

� Apiaceae w rodzaju Sanicula.  
� Boraginaceae w rodzajach Anchusa, Lithospermum, Symphytum. 
� Plantaginaceae w rodzaju Plantago. 
� Sterculiaceae w rodzaju Helicteres. 

 

W�ród wymienionych taksonów relatywnie wysok� koncentracj� tego skład-
nika posiada jedynie kilka powszechnie stosowanych w lecznictwie surowców 
ro�linnych, jak melisa lekarska, szałwia lekarska, lebiodka pospolita oraz rozma-
ryn lekarski [11,359]. 

W �wiecie ro�linnym kwas rozmarynowy wyst�puje w formie wolnej, estry-
fikowanej, glikozydowej oraz w formie poł�cze� o charakterze oligomerów.  
W wyniku szerokiej gamy wła�ciwo�ci farmakologicznych zioła zawieraj�ce  
w swoim składzie kwas rozmarynowy znalazły zastosowanie w leczeniu i zapo-
bieganiu wielu chorób. Jako substancja naturalnie wyst�puj�ca, kwas rozmary-
nowy charakteryzuje si� du�ym potencjałem terapeutycznym wobec organizmów 
zwierz�cych, potwierdzonym w oparciu o badania przeprowadzone zarówno in 
vitro jak i in vivo. Stabilizuje on błony biologiczne [360], chroni przed szkodli-
wym wpływem promieniowania UV i reaktywnych form tlenu, w tym tak�e 
wolnych rodników, działa przeciwutleniaj�co [361-369] przeciwzapalnie, anty-
proliferacyjnie [370], przeciwbakteryjnie, przeciwwirusowo [371,372], prze-
ciwhormonalnie i najprawdopodobniej sedatywnie na centralny system nerwo-
wy. Posiada ponadto nieznaczne wła�ciwo�ci przeciwalergiczne, a pochodne 
estrowe wła�ciwo�ci �ółciotwórcze i �ółciop�dne. Bior�c pod uwag� powy�sze 
wła�ciwo�ci Perry i inni zastosował ekstrakt z szałwii w leczeniu choroby Alzhe-
imera [373-378]. Ponadto opisano jego działanie moczop�dne oraz zwi�kszaj�ce 
wydalanie sodu oraz kwasu moczowego z moczem [379]. 

Wobec enzymów kwas rozmarynowy wykazuje cechy niespecyficznego in-
hibitora. W przeprowadzonych testach zwi�zek ten obni�ał w ró�nym stopniu 
aktywno�	: cyklooksygenazy 1 i 2, lipooksygenazy, hialuronidazy, β-heksozami-
nidazy, dekarboksylazy ornitynowej, reduktazy aldozowej, �-amylazy, karbok-
sypeptydazy A, cyklazy adenylowej oraz dejodynazy jodotyroniny [359,380]. 
Cechuje go aktywno�	 immunomoduluj�ca. Pobudza produkcj� prostaglandyny 
E2 oraz obni�a syntez� leukotrienów B4 w ludzkich leukocytach ró�nokształtno-
j�drowych. Na układ dopełniacza, spełniaj�cego istotn� rol� w odczynie zapal-
nym, działa hamuj�co. Obserwowany pod jego wpływem efekt antytrombinowy 
powstaje przypuszczalnie w drodze zapobiegania agregacji płytek krwi lub 
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ewentualnej promocji procesu fibrynolizy. Wywiera dodatkowo działanie 
ochronne na lipoproteiny osocza, w tym na frakcj� LDL, głównego inicjatora 
procesu aterogenezy. W poł�czeniu z innymi zwi�zkami naturalnymi jak rutyna, 
kwas ursolowy czy likopen wykazuje cechy synergistyczne. U podło�a aktywno-
�ci przeciwzapalnej kwasu rozmarynowego le�y szereg uzupełniaj�cych si� me-
chanizmów biologicznych, których suma dostarcza efekty porównywalne z sił� 
działania stosowanych od lat syntetycznych niesteroidowych leków przeciwza-
palnych. Nie odnotowano jednak wpływu na konwertaz� C3. Obserwowany efekt 
przeciwzapalny jest wynikiem niespecyficznego hamowania enzymów biosynte-
zy prostanoidów – cyklooksygenaz i lipooksygenazy oraz enzymów uczestnicz�-
cych w degradacji kwasu hialuronowego – hialuronidazy i 
-hekso-zaminidazy. 
W wyniku przytoczonych wła�ciwo�ci zwi�zek ten zmniejsza przepuszczalno�	 
naczy� kapilarnych zapobiegaj�c wnikaniu toksyn i drobnoustrojów. Obni�a 
tak�e poziom syntezy mediatorów stanu zapalnego (prostaglandyn, prostacyklin  
i tromboksanu), znosz�c ich wpływ na zako�czenia czuciowe oraz zapobiega 
agregacji trombocytów. Powy�sze obserwacje jak i wyniki przeprowadzonych 
dodatkowo licznych bada� farmakologicznych sugeruj� mo�liwo�	 zastosowania 
kwasu rozmarynowego lub dostarczaj�cych go surowców w profilaktyce i terapii 
pomocniczej stanów chorobowych przebiegaj�cych z odczynem zapalnym, m.in. 
w astmie oskrzelowej, wrzodach trawiennych, mia�d�ycy t�tnic, chorobie niedo-
krwiennej serca i za	mie [359,381]. 

Podobnie do innych zwi�zków fenolowych, kwas rozmarynowy wykazuje 
równie� wła�ciwo�ci przeciwdrobnoustrojowe (dezynfekuj�ce). Aktywno�	 wi-
rusostatyczna skierowana przeciwko wirusom opryszczki typu 1 (HSV-1),  
a tak�e wirusom ludzkiego niedoboru immunologicznego (HIV-1) powstaje  
w wyniku oddziaływania kwasu ze strukturami białkowymi zarówno czynnika 
zaka�nego jak i gospodarza, co w konsekwencji utrudnia adsorbcj� wirusa na 
powierzchni komórek lub te� upo�ledza jego namna�anie. Jako niespecyficzny 
inhibitor enzymatyczny, kwas rozmarynowy obni�a in vitro aktywno�	 kluczo-
wych enzymów replikacji HIV, odwrotnej transkryptazy i integrazy, zapobiega-
j�c tym samym syntezie nici komplementarnego wirusowego DNA na matrycy 
RNA oraz jego poł�czeniu z chromosomem gospodarza. Preparaty zawieraj�ce  
w swoim składzie wyci�gi z melisy lekarskiej znalazły zastosowanie m.in.  
w leczeniu opryszczki czerwieni wargowej (ma�	 Meliherp) [359,382]. 

W medycynie nieoficynalnej od dawna znane s� wła�ciwo�ci przeciwhor-
monalne surowców posiadaj�cych w zespole substancji aktywnych kwas rozma-
rynowy. Współcze�nie we wspomagaj�cej terapii zespołu Gravesa zalecane by-
waj�: ziele karbie�ca pospolitego (Lycopi herba), li�cie melisy lekarskiej (Melis-
sae folium) oraz ziele nawrotu lekarskiego (Lithospermi herba). Przyczyn� cho-
roby jest wytwarzanie immunoglobulin klasy IgG, które pobudzaj�c receptory 
tyreotropinowe (TSI) prowadz� do powi�kszenia tarczycy oraz nadmiernej nie-
kontrolowanej biosyntezy trijodotyroniny (T3) i tyroksyny (T4). Prekursorem 
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hormonów tarczycy T4 i T3 jest du�e białko tyreoglobulina, zawieraj�ce w swojej 
cz�steczce ok. 70% jodu w postaci nieaktywnych prekursorów monojodotyrozy-
ny (MIT) i dijodotyrozyny (DIT). Jod uwolniony z nieaktywnych aminokwasów, 
dzi�ki aktywno�ci enzymu dejodynazy, stanowi wa�n� pul� tego pierwiastka  
w obr�bie tarczycy. Kwas rozmarynowy hamuje aktywno�	 dejodynazy jodoty-
roniny i w konsekwencji enzymatyczne odszczepienie jodu od MIT i DIT [383, 
384]. 

Kolejne badania ujawniły, i� ten powszechnie wyst�puj�cy w rodzinie La-
miaceae składnik jest przypuszczalnie równie� odpowiedzialny za uspokajaj�ce 
działanie niektórych surowców. W pojedynczej dawce 30 mg/kg m.c. kwas roz-
marynowy osłabiał aktywno�	 spontaniczn� zwierz�t do�wiadczalnych oraz ak-
tywno�	 stymulowan� amfetamin�. Nie zmieniał jednak wła�ciwo�ci układu 
dopaminowego. Nie odnotowano tak�e pod jego wpływem działania przeciwl�-
kowego i przeciwdrgawkowego, a mechanizm aktywno�ci sedatywnej najpraw-
dopodobniej zwi�zany jest z funkcjonowaniem układu adrenergicznego [359, 
384]. 

Istotne znaczenie dla cech farmakologicznych kwasu rozmarynowego ma je-
go struktura polifenolowa (cztery wolne grupy wodorotlenowe pozostaj�ce 
wzgl�dem siebie w pozycji orto) oraz obecno�	 podwójnego wi�zania w ła�cu-
chu w�glowym (ryc. 6). Wieloletnie badania przeprowadzane w grupie analo-
gicznych zwi�zków naturalnych ujawniły, i� orto-dihydroksyle charakteryzuje 
aktywno�	 przeciwutleniaj�ca i przeciwwolnorodnikowa wynikaj�ca ze zdolno-
�ci oksydacyjno-redukcyjnych (donor protonów) oraz kompleksowania jonów 
metali (głównie �elaza i miedzi) uczestnicz�cych w reakcji Fentona, tj. konwersji 
anionorodnika ponadtlenkowego w odpowiedzialny za efekty cytotoksyczne 
reaktywny rodnik wodorotlenkowy. Kwas rozmarynowy, podobnie jak kwas 
askorbowy, nie posiada zdolno�ci hamowania oksydazy ksantynowej, enzymu 
katalizuj�cego rozkład puryn z pobocznym wytworzeniem nadtlenku wodoru  
i anionorodnika ponadtlenkowego [384]. Jednak wobec przemian anionorodnika 
ponadtlenkowego wykazuje aktywno�	 znacznie wy�sz� w porównaniu z wita-
min� C. Aktywno�	 ta jest rezultatem nało�enia si� efektów obu buduj�cych 
struktur� kwasu rozmarynowego cz�stek – kwasów kawowego i dihydroksy- 
fenylomlekowego. Zdolno�	 inaktywowania wolnych rodników oraz znoszenia 
skutków ich toksycznego wpływu na struktury kwasów nukleinowych, białek, 
lipidów i kwasów tłuszczowych, tak�e w obr�bie błon biologicznych, stanowi 
naturalny czynnik prewencji procesów kancerogenezy i karcynogenezy. Polife-
nole ro�linne zmniejszaj� przypuszczalnie ryzyko wyst�pienia incydentów no-
wotworu w drodze blokowania metabolizmu prokarcynogenów prowadz�cego 
do ich uaktywnienia lub zapobiegaj� ł�czeniu si� ju� aktywnych karcynogenów  
z materiałem genetycznym. Potwierdzenie tej tezy znajdujemy w pracach pro-
wadzonych na wyci�gach polarnych z li�ci rozmarynu lekarskiego, które to 
hamowały etap inicjacji procesu powstawania nowotworu w badaniach in vitro 
na liniach komórkowych nabłonka oskrzelowego indukowanych 
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liniach komórkowych nabłonka oskrzelowego indukowanych benzo[a]pirenem 
oraz in vivo mysiego guza sutka wywołanego 7,12-dimetylo-benzo[a]antracenem 
[359,380]. Nale�y równie� nadmieni	, �e zwi�zki polifenolowe o analogicznej 
do kwasu rozmarynowego budowie s� silnymi inhibitorami absorbcji �elaza      
w organizmie. Fakt ten powinien by	 brany pod uwag� w równoczesnej terapii 
preparatami �elaza [359].  

Reasumuj�c, przytoczone wła�ciwo�ci biologiczne kwasu rozmarynowego 
oraz wielopokoleniowe do�wiadczenia medycyny nieoficynalnej z ro�linami  
z rodziny Lamiaceae pozwalaj� wysun�	 wniosek, �e wprowadzenie ich do co-
dziennej diety mo�e mie	 pewne znaczenie w profilaktyce mia�d�ycy, niektó-
rych schorze� o podło�u zapalnym oraz w prewencji chorób nowotworowych. 
Przedstawione powy�ej dane wskazuj� ponadto, i� gatunki te s� nie tylko  
�ródłem olejków eterycznych, szeroko opisanych w pi�miennictwie, lecz tak�e 
zwi�zków polifenolowych z kwasem rozmarynowym na czele. Przemysł farma-
ceutyczny oferuje mnogo�	 preparatów zawieraj�cych w swoim składzie  
omawiane surowce ro�linne. Wymieni	 tu nale�y powszechnie stosowane her-
baty ziołowe na bazie li�ci mi�ty pieprzowej (Menthae fix), melisy lekarskiej 
(Melissae fix) oraz ró�nego rodzaju mieszanki ziołowe: Pulmobonisan (li�cie 
mi�ty pieprzowej, ziele tymianku), Nervinum (li�cie melisy i mi�ty pieprzowej), 
Nervosan (ziele melisy i mi�ty pieprzowej), Nervobonisan (li�cie melisy),  
Cardiobonisan (li�cie melisy), Septosan (li�cie melisy, mi�ty pieprzowej, ziele 
tymianku) i wiele innych. Ponadto s� one komponentami leków zło�onych, ta-
kich jak: krople mi�towe, Melisal, Melis-Tonic, Melissana, Persen, Pectosol, 
Sirupus Thymi compositus, Tymsal, Tussipect, Dentosept, Salviasept, Ung.  
Salviae czy Lycoactin. Jednak �aden z krajowych preparatów o kompozycji 
opartej o te surowce nie podlega standaryzacji na obecno�	 kwasu rozmaryno-
wego lub ogólnej sumy polifenoli w przeliczeniu na kwas kawowy, pomimo tak 
wysokiej ich zawarto�ci. W konsekwencji, brak norm okre�laj�cych minimalny, 
dopuszczaj�cy do obrotu w lecznictwie, poziom kwasu rozmarynowego mo�e 
by	 przyczyn� ró�nic w efekcie terapeutycznym leków produkowanych na bazie 
tego samego surowca przez ró�nych producentów, a nawet nierównocenno�ci 
preparatów tej samej wytwórni pochodz�cych natomiast z kolejnych zbiorów lub 
od innych dostawców. Nale�y zatem zadba	 aby surowce i preparaty uzyskane  
z gatunków nale��cych do rodziny Lamiaceae, obok olejku eterycznego posiada-
ły zawsze odpowiedni zasób tych cennych składników leczniczych [359]. 

 
 

Kwas walerenowy 

Kwas walerenowy (ryc. 6) nale�y do izoprenoidów. Izoprenoidy jest to du�a 
grupa naturalnych zwi�zków, których podstawowym prekursorem przemian jest 
„aktywny izopren” tj. izopentenylofosforan lub jego izomer dimetyloallilodifos-
foran. Główn� reakcj� biochemicznych przemian aktywnego izoprenu jest  
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polimeryzacja jego pi�ciow�glowych jednostek, w wyniku tej pierwotnej reakcji 
powstaj� zwi�zki o liczbie atomów w�gla podzielnej przez pi�	. Grupa izopre-
noidów jest szersza ni� grupa terpenów, gdy� na skutek reakcji wtórnych, oksy-
dacji, cyklizacji, odszczepiania niektórych, powstaj� jeszcze inne cz�steczki,  
w których liczba atomów w�gla nie jest podzielna przez pi�	, np. steroidy [11]. 
Kwas walerenowy jest zwi�zkiem o pi�tnastu atomach w�gla, czyli nale�y do 
grupy seskwiterpenów. Wyst�puje w ilo�ci 0.1–0.3% w korzeniach kozłka lekar-
skiego Valeriana officinalis z rodziny Kozłkowatych (Valerianaceae). Jest to 
gatunek wielopostaciowy, wyst�puj�cy w Europie, Ameryce Północnej i Azji na 
miejscach wilgotnych, rzadko jednak tworz�cy wi�ksze skupienia. W obr�bie 
tego du�ego gatunku zbiorowego istniej� podgatunki ró�ni�ce si� morfologicz-
nie, zwłaszcza kształtem li�ci, kariologicznie (kariotypy), a tak�e zawarto�ci� 
składników, głównie wyst�puj�cych w olejku lotnym. Jest ogólnie znanym fakt, 
�e zawarto�	 i skład zwi�zków aktywnych w ziołach w du�ym stopniu zale�y od 
wielu czynników takich jak: genotyp, klimat, zbiór oraz proces przygotowywa-
nia. Np. korzenie V. wallichii ró�nego pochodzenia mog� zawiera	 olejki ete-
ryczne w granicach 0.09 do 1.30% (v/w) [385]. Opisano geograficzne ró�nice  
w składzie olejków eterycznych w trzech populacjach V. officinalis [386].  
W czasach nam współczesnych V. officinalis jest nadal obecna w wielu farmako-
peach - m. in. niemieckiej, szwajcarskiej, brytyjskiej, francuskiej, japo�skiej, 
chinskiej, europejskiej. Ponad 200 innych gatunków Valeriana wyst�puje na 
całym �wiecie - V. walichii w Indiach, V. edulis w Meksyku, V. officinalis var. 
latifolia w Japonii i Chinach - równie� stosowane w medycynie ludowej [387]. 
Dwie główne grupy - mono- i seskwiterpeny - s� uwa�ane za substancje aktyw-
ne. Do seskwiterpenów nale�� hydrofilowe kwasy walerenowe oraz hydrofobo-
we walepotriaty. Farmakopea europejska wymaga wykrywania obecno�ci za-
równo walepotriatów, jak i kwasu walerenowego.  

Surowcem farmakopealnym s� narz�dy podziemne kozłka lekarskiego [11]. 
Wyst�puj�cy w Polsce dziko gatunek kozłka jest okre�lany jako Valeriana offi-
cinalis var. latifolia Vahl. (Valeriana exaltata Mik.) oraz var. tenuifolia Vahl. 
(Valeriana angustifolia Tausch.) [11]. Korze� kozłka lekarskiego jest surowcem 
olejkowym. Olejek eteryczny zawarty w ilo�ci 0.5–2.0% oprócz kwasu walere-
nowego, zawiera równie� terpeny m. in. �- i 
-pinen, 
-felandren, seskwiterpe-
ny: kariofilen, �-kadinen, azulenogenne pochodne gwajanu: kessan, kessoglikol, 
estry borneolu, m.in. z kwasem izowalerianowym (zapach!), mrówkowym, 
octowym, estry eugenolu, waleranon, walerenal i zwi�zki pokrewne – ogółem 
kilkadziesi�t składników, przy czym skład jako�ciowy i ilo�ciowy jest uzale�-
niony od pochodzenia surowca i technologii otrzymywania olejku. W korzeniu 
kozłka jest ponadto zawarty bardzo nietrwały glikozydowy ester irydoidowy – 
walerozydat oraz ostatnio wykryte chlorowcopochodne walepotriatów, a tak�e 
ich hydryny [11]. Trzy najwa�niejsze gatunki stosowane jako leki ziołowe  
(o działaniu łagodnie uspakajaj�cym) to Valeriana officinalis L. s.l., Valeriana 
wallichi DC i Valeriana edulis. Stosowanie ekstraktu z korzeni oraz kł�czy  
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kozłka w celu uspokojenia oraz złagodzenia problemów ze spaniem datuje si� od 
XVIII wieku [389], natomiast nie znano wówczas składu preparatów sporz�dza-
nych z tej ro�liny. W ci�gu ostatnich 120 lat, kiedy to poszukiwano aktywnych 
substancji w gatunku Valeriana, wiele zwi�zków izolowano i identyfikowano, 
ale jak dot�d nie do ko�ca wyja�niono sposób ich działania [390,391]. Najszerzej 
poznanymi zwi�zkami s� epoksyirydoidy zwane walepotriatami, ich produkty 
rozkładu – baldrynale oraz nielotne terpenoidy (pochodne kwasu walerenowe-
go). Fernández i inni [392] poddali w w�tpliwo�	 znaczenie tych zwi�zków  
w wyja�nianiu mechanizmu działania ekstraktu z kozłka. Zauwa�yli, �e: (a) de-
presyjne działanie walepotriatów, waleranonu oraz olejku eterycznego na cen-
tralny układ nerwowy nie udowodniono na podstawie reakcji redukcji glukozy  
w cyklu metabolicznym w mózgu szczura [393]; (b) siła uspokajaj�ca tych 
zwi�zków jest dosy	 niska (> 30 mg/kg dla myszy); (c) walepotriaty ulegaj� 
szybkiemu rozkładowi w obecno�ci wody, co przyczynia si� do tego, �e baldry-
nale s� reaktywne chemicznie i mog� tworzy	 polimery [390], st�d oba walepo-
triaty i baldrynale znikaj� szybko z ekstraktu; (d) korzenie i kł�cza ró�nych ga-
tunków Valeriana wykazuj� du�e ró�nice w składzie np. V. officinalis zawiera 
głównie kwas walerenowy i pochodne, jak równie� walepotriaty i inne składniki, 
podczas gdy V. wallichii i V. edulis nie zawiera kwasu walerenowego i jego po-
chodnych [391].  

Obiecuj�c� propozycj� wykrywania nowych aktywnych substancji w eks-
trakcie z kozłka wydaje si� by	 poszukiwanie ligandów posiadaj�cych zdolno�	 
ł�czenia si� z głównymi receptorami mózgowymi, przewa�nie zwi�zanych  
z wła�ciwo�ciami anksjolitycznymi, uspokajaj�cymi i/lub poprawiaj�cymi sen 
[394]. Niestety, tego rodzaju badania daj� generalnie nieprzekonuj�ce rezultaty 
prawdopodobnie z powodu stosowania surowych ekstraktów do analiz 
[395,396]. Bodesheim i Hölzl stwierdzili, �e lignan (+) hydroksypinorezynol, 
obecny w ekstrakcie z kozłka, jest w pewnym sensie podobnym ligandem dla 
receptora 5-HT, ale nie zbadano tego in vivo [397]. Wasowski i inni w metodzie 
„ligand-poszukiwana pochodna” u�ywali mo�liwie najczystszych ekstraktów  
i opisali obecno�	 6-metyloapigeniny w V. wallichii i V. officinalis oraz udo-
wodnili, �e jest ona ligandem wi���cym benzodiazepin� [398]. Oni równie� po 
raz pierwszy opisali 2S (-) hesperydyn� w V. wallichii i V. officinalis oraz 
stwierdzili, �e ma ona wła�ciwo�ci uspokajaj�ce i ułatwiaj�ce zasypianie. Z kolei 
6-metyloapigenina wykazuje działanie anksjolityczne oraz wzmaga wła�ciwo�ci 
2S (-) hesperydyny [399]. Fernández i inni opisali po raz pierwszy zidentyfiko-
wany flawonoid glikozydowy linaryn� w V. officinalis, jego wła�ciwo�ci uspoka-
jaj�ce i ułatwiaj�ce zasypianie myszy, a tak�e wzmaganie tych efektów przez 
równoległe stosowanie kwasu walerenowego. [392]. 

W �le suszonym surowcu, a tak�e w jego przetworach, jak Tinctura Valeria-
nae, Extractum Valerianae, walepotriaty s� zawarte w bardzo małych ilo�ciach 
lub nie ma ich wcale, s� natomiast wy�ej wymienione nieczynne produkty  
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rozpadu [11,400]. Surowiec od dawna jest znany jako sedativum. Słowo „Vale-
riana” po raz pierwszy pojawia si� ju� w pismach z IX i X w. Jest tak�e wymie-
niane w anglosaskich pracach z XI w. Kozłek lekarski był ceniony nie tylko za 
swoje wła�ciwo�ci lecznicze, ale tak�e jako przyprawa i dodatek do perfum. 
Obecnie jest stosowany jako �rodek uspokajaj�cy, spazmolityczny, wiatrop�dny. 
Nadal znaczne ilo�ci wykorzystywane s� przez przemysł perfumeryjny [401]. 
Surowiec jest równie� wykorzystywany w pułapkach na gryzonie (np. szczury), 
gdy� wabi je swoim charakterystycznym zapachem. Li�cie kozłka s� dodawane 
do kompostu ze wzgl�du na bogactwo składników mineralnych. Ro�lin� sadzi 
si� przy warzywach, poniewa� zwi�ksza ilo�	 niezb�dnego do wegetacji fosforu 
[402]. Odkrycie walepotriatów zmieniło ocen� warto�ci surowca, która dotych-
czas była przeprowadzana na podstawie oznaczenia zawarto�ci olejku. Obecnie 
wprowadza si� w wielu farmakopeach oznaczanie zawarto�ci tych substancji 
czynnych. Stwierdzono, �e ich zawarto�	 wzrasta na jesieni i nie ma zwi�zku  
z zawarto�ci� olejku, zale�y natomiast od podgatunku lub odmiany surowca 
[400]. Odk�d Bounthanh i współpracownicy [403] opisali wła�ciwo�ci cytotok-
syczne i inhibuj�ce syntez� DNA walepotriatów, rynek wymaga produktów  
o wysokiej zawarto�ci kwasu walerenowego, natomiast niskiej walepotriatów. 
Ich wyst�powanie ograniczone jest do rodziny Valerianacae. Wyj�tek stanowi  
1-
-aceacewaltrat, który był wcze�niej izolowany z Phyllactis pulvinata Rauh et 
Willer (ro�lina rosn�ca w peruwia�skich Andach) i opisany przez Beckera  
w roku 1986 [404]. Rodzaj Phyllactis jest niekiedy wł�czany do Valeriana lub 
uznawany za grup� Valeriana [405]. Ponadto charakteryzuj� si� szczególnymi 
cechami strukturalnymi nie spotykanymi w budowie innych irydoidów. Glikozy-
dy irydoidowe równie� były izolowane z tej rodziny. Poza Valerianacae wyst�-
puj� równie� w rodzaju Viburnum i Sambucus (Caprifoliacae sensu Cronquist, 
1981) [406,407] oraz, co jest zadziwjaj�ce, w rodzaju Penstemon (Scrophularia-
cae) [408]. Poza produktami izolowanymi z gatunku Valeriana na uwag� zasłu-
guje dihydrokornina. Zwi�zek ten izolowany z polarnej frakcji, dotychczas był 
nie znany w rodzinie Valerianacae. Ró�ni si� zdecydowanie budow� od pozosta-
łych glikozydów irydoidowych wyst�puj�cych zazwyczaj w Valeriana. Dihy-
drokornina najpierw była izolowana z Viburnum dentata (Caprifoliacae sensu 
Cronquist, 1981) [409]. 

Wła�ciwo�ci substancji czynnych zostały wyja�nione z chwil� wykrycia wa-
lepotriatów. Zwi�zki te wykazuj� uspokajaj�cy wpływ na o�rodkowy układ ner-
wowy. Poniewa� s� nietrwałe, najlepiej działaj� przetwory ze �wie�ego surowca. 
Oprócz walepotriatów pewn� rol� w działaniu uspokajaj�cym odgrywa olejek 
eteryczny i kwas walerenowy. Wskazuje na to działanie uspokajaj�ce Tinctura 
Valerianeae, która na ogół nie zawiera walepotriatów [11]. Kwas walerenowy 
wywiera działanie pentobarbitalopodobne na centralny układ nerwowy. Niektóre 
walepotriaty posiadaj� antydepresyjne wła�ciwo�ci [410]. Ekstrakt z kozłka ob-
ni�a ci�nienie krwi, działa przeciwdrgawkowo, uspokajaj�co i nasennie [411]. 
Problemem s� interakcje walepotriatów z syntetycznymi lekami uspokajaj�cymi 
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[412]. Kozłek lekarski jest składnikiem licznych preparatów galenowych i mie-
szanek ziołowych o działaniu uspokajaj�cym oraz nale�y do najcz��ciej stoso-
wanych surowców ro�linnych. Surowiec znalazł zastosowanie głównie w postaci 
wyci�gów etanolowych jako łagodny �rodek uspokajaj�cy i spazmolityczny,  
w dystonii wegetatywnej, wyczerpaniu nerwowym, niepokoju psychmotorycz-
nym, w stanach napi�cia i l�ku. Ze wzgl�du na nierozpuszczalno�	 zwi�zków 
estrowych w wodzie, podawanie wyci�gów wodnych jako nervinum jest nieuza-
sadnione. Wyci�gi etanolowe wchodz� w skład m.in.: Species cardiacae, Species 
sedativae, Guttae stomachicae oraz inne [413]. Ostatnie badania in vitro wyka-
zały, �e walepotriaty s� grup� kontrowersyjn�, gdy� mog� mie	 działanie cyto-
toksyczne, mutagenne i karcynogenne [391,410]. Opieraj�c si� na ich potencjal-
nej toksyczno�ci, mo�na je postrzega	 jako niepo��dane w fitoterapii [400,414]. 
Potwierdzenie zagro�enia ze strony walepotriatów jest obecnie trudne, poniewa� 
podane doustnie prawdopodobnie ulegaj� szybkiemu rozkładowi w przewodzie 
pokarmowym jeszcze przed wchłoni�ciem [400]. Badania receptorowe wykazały 
interakcj� wodnych wyci�gów V. officinalis z miejscem wi�zania benzodiazepin. 
Obserwacja wpływu ekstraktów na stopie� wi�zania (3H) flunitrazepamu w peł-
ni to potwierdziła [415].  

Trudno równie� nie wspomnie	 o oddziaływaniu wodnych wyci�gów V. of-
ficinalis z kwasem �-aminomasłowym. Polega ono na zaburzeniu poziomu tego 
neuroprzeka�nika. Badania prowadzono na wyizolowanej korze mózgowej 
szczura. Nast�powała inhibicja wychwytu i pot�gowanie uwalniania (3H)GABA 
w obr�bie hipokampa. Wy�szy poziom (3H)GABA uwolnionego wydaje si� by	 
niezale�ny od aktywno�ci Na+-K+-ATP-azy i potencjału błonowego. Wyniki 
potwierdzaj�, �e wyci�gi z kozłka lekarskiego działaj� na receptory GABA(A), 
ale mog� równie� powodowa	 interakcje z innymi presynaptycznymi składni-
kami neuronów GABA-ergicznych [410,415-417]. Wzrost wydzielania GABA 
oraz hamowanie jego wychwytu jest zwi�zane z tymi samymi receptorami jak 
benzodiazepiny, ale w mniejszym stopniu i łagodniejszym skutkiem [396]. Opi-
sano te� oddziaływania ekstraktu walerianowego oraz walerianowo-chmie-
lowego z receptorami adenozynowymi [418]. Ponadto badano równie� zdolno�	 
kwasu walerenowego do inhibowania aktywno�ci katalitycznej enzymów bior�-
cych udział w syntezie DNA [419]. Hendriks i inni [420] wykazali, �e kwas wa-
lerenowy wywiera niespecyficzne działanie depresyjne na centralny układ ner-
wowy myszy po dootrzewnowym podaniu. W dawkach powy�ej 100 mg/kg 
masy ciała, efekt był obserwowany w czynno�ciach ruchowych myszy. Wy�sze 
dawki okazały si� toksyczne. Spontaniczna aktywno�	 ruchowa myszy była re-
dukowana przez kwas walerenowy w dawce 50 mg/kg. Ci sami badacze wykona-
li równie� test polegaj�cy na przedłu�aniu snu indukowanego barbituratem.  
Z kolei Hiller i Zetler [421] stwierdzili, �e czysty kwas walerenowy – antagoni-
sta pikrotoksyny – indukuje konwulsje u myszy w dawce 12.5 oraz 25 mg/kg.  
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Chocia� nie dokonano jeszcze całkowitej oceny bezpiecze�stwa stosowania 
preparatów z V. officinalis, nie zanotowano bardziej niepokoj�cych przypadków 
działa� niepo��danych. Dost�pno�	 analitycznych metod jest niezb�dna do kon-
troli jako�ciowej i identyfikacji profilu chemicznego ró�nych podgatunków  
i odmian kozłka oraz przy produkcji przemysłowej i standaryzacji preparatów. 
Pozwol� one równie� wykluczy	 ewentualnie szkodliwe działanie mutagenne 
poszczególnych zwi�zków, dlatego niezb�dne jest opracowanie metod separacji. 
Działania uboczne ekstraktu z kozłka to przede wszystkim ból głowy, kocio-
kwik, pobudzenie paradoksalne, niepokój oraz zaburzenia sercowe. Przedawko-
wanie wywołuje bezład, hipotermi�, obni�enie czucia, halucynacje oraz zwi�k-
sza zwiotczenie mi��ni [422]. Ekstrakt z kozłka mo�e potencjalnie wywiera	 
efekt podobny do barbituratów, benzodiazepin, opiatów i alkoholu [421,423]. 
Przedłu�a równie� sen indukowany przez tiopental i pentobarbital [3]. Pacjenci 
nie powinni prowadzi	 pojazdów oraz obsługiwa	 jakichkolwiek urz�dze� po 
za�yciu preparatów z kozłka. Ekstraktu z kozłka nie powinno stosowa	 si�  
w ci��y. Dawka wynosi 450 mg przed snem [410]. 
 
 

3.1. Metody oznaczania kwasu walerenowego i rozmarynowe-
go 

Aby kontrola zawarto�ci kwasu walerenowego i rozmarynowego w prepara-
tach była mo�liwa, niezb�dne jest opracowanie metody analizy jako�ciowej  
i ilo�ciowej tych zwi�zków. Niewielka ilo�	 doniesie� naukowych w ci�gu kilku 
ostatnich lat nie wpłyn�ła jednoznacznie na zamkni�cie tego tematu, cho	 zainte-
resowanie kwasem walerenowym i rozmarynowym nie maleje. Wynika z tego, 
�e wszelkie informacje dotycz�ce analitycznych aspektów oznaczania kwasu 
walerenowego i rozmarynowego mog� mie	 istotne znaczenie. 

Szeroko stosowan� metod� w analizie kwasu rozmarynowego i pochod-
nych jest chromatografia cieczowa. W wi�kszo�ci prac wykorzystywano dwa 
rodzaje detektorów – UV [365,379,424-428] oraz DAD – [366,369,429-431]. 
Natomiast Dabkevicius i współpracownicy [368] do badania antyoksydantów 
(m. in. kwasu rozmarynowego) u�yli detektora CL. Kasimu i inni oznaczali kwas 
rozmarynowy i jego pochodne metod� chromatografii cieczowej ze spektrosko-
pi� masow� [432]. Ibanez i współpracownicy stosowali technik� ekstrakcji  
w stanie nadkrytycznym (SFE), a otrzymane frakcje poddane były analizie przy 
zastosowaniu dwóch metod: wysokosprawnej chromatografii cieczowej w ukła-
dzie faz odwróconych (RP-HPLC) oraz elektrokinetycznej chromatografii  
micelarnej (MEKC) [433]. Chromatografia gazowa wykorzystywana była jako 
metoda analityczna w celu separacji kwasu rozmarynowego i innych antyoksy-
dantów [365,377,431] oraz kwasu rozmarynowego i jego pochodnych zawartych 
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w olejkach eterycznych Melissa officinalis [430] i Salvia officinalis [372]. Kilku 
badaczy za pomoc� chromatografii cienkowarstwowej identyfikowało i separo-
wało kwas rozmarynowy, jego pochodne oraz inne fenolokwasy [424,425, 
429,434]. Andrade i współpracownicy [435] badali zawarto�	 kwasu rozmary-
nowego i innych polifenoli w ró�nych rodzajch miodów, mi�dzy innymi wrzo-
sowym, lawendowym, akacjowym, rzepakowym, słonecznikowym, rozmaryno-
wym, cytrynowym, rododendronowym, tymiankowym, kasztanowym. Stosuj�c 
technik� elektroforezy mikrokapilarnej (CE) stwierdzili, �e miód tymiankowy 
zawierał najwi�ksz� ilo�	 kwasu rozmarynowego. Ta sama metoda analityczna 
posłu�yła do oznaczania substancji fenolowych np. kwasu walerenowego i ka-
wowego w ekstrakcie z Lycopus europaeus L. [428]. El-Mousallamy i inni wy-
izolowali oraz zidentyfikowali metod� EI-MS i FAB-MS dwa nowe naturalne 
fenole - teukrol, czyli kwas dekarboksyrozmarynowy oraz jego triglikozyd, teu-
krozyd – z ziela o�anki z gatunku Teucrium pilosum (Lamiaceae) [436]. Ponadto 
wielu naukowców badało fenolokwasy i ich pochodne zarówno w surowcach 
ro�linnych, jak i w �ywno�ci z wykorzystaniem ró�nych metod analitycznych 
[437-444]. Przy czym nale�y doda	, �e dominowały metody z u�yciem technik 
chromatograficznych. 

Stahl i Schild [445] w roku 1969 opracowali i opublikowali pierwsz�, kom-
pletn� metod� jako�ciow� analizy walepotriatów (TLC) w korzeniu kozłka le-
karskiego. Laufer i współpracownicy [446] stosowali udoskonalon� metod� 
Stahla i Schilda. Pierwsze ilo�ciowe metody oznaczania substancji aktywnych 
zawartych w korzeniu kozłka lekarskiego z wykorzystaniem chromatografii 
cienkowarstwowej ukazały si� w roku 1979 i 1981 [447-449]. W ostatnich latach 
metoda ta równie� była wykorzystywana w oznaczaniu walepotriatów [400,409]. 
Bos i inni opisali oznaczanie tych zwi�zków metod� GC, MS oraz CE [400]. Jak 
wynika z danych literaturowych, obecnie szeroko stosowan� metod� analityczn� 
okre�laj�c� zawarto�ci kwasu walerenowego i pochodnych jest chromatografia 
cieczowa. Tittel i Wagner [450] rozdzielali oraz oznaczali ilo�ciowo walepotria-
ny w ekstraktach preparatów leczniczych. Bos i współpracownicy [451] anali-
zowali kwas walerenowy, waltrat i izowaltrat w surowcu ro�linnym Valeriana 
officinalis z ró�nych ogrodów botanicznych Europy. Bokstaller i Schmidt badali 
flawonoidy w Passiflora incarnata i seskwiterpeny w Valeriana officinalis [452] 
oraz oznaczali zawarto�	 kwasu walerenowego, hydroksywalerenowago i ace-
toksywalerenowego w preparatach leczniczych [453]. W celu identyfikacji  
i standaryzacji naturalnych leków ro�linnych zawieraj�cych kwas walerenowy  
i pochodne przeprowadzono szereg analiz metod� chromatografii cieczowej 
[454]. Kwas walerenowy i waltraty w ekstrakcie z korzenia kozłka, z u�yciem tej 
techniki, analizowało jeszcze kilku innych badaczy [418,456,457]. Gränicher  
i współpracownicy zastosowali metod� chromatografii gazowej w celu okre�le-
nia składu ekstraktu otrzymanego z korzenia Valeriana officinalis var. sambuci-
folia [458]. Badano podobny surowiec na obecno�	 kwasu walerenowego, 
6-metyloapigeniny oraz 2S (-) hesperydyny technik� EI-MS [392]. 
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3.2. Badania własne 

Badano retencj� chromatograficzn� kwasu rozmarynowego i walerenowego 
metod� TLC na płytkach aminowych oraz w układzie faz normalnych i odwró-
conych. Stosowano czyste rozpuszczalniki oraz ich mieszaniny binarne z wod�. 
Dokonano równie� oceny zale�no�ci parametru RF obu badanych zwi�zków od 
pH u�ytych roztworów buforowych. Wyniki opublikowano w [469,470]. 
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4. ADSORBENTY 

4.1. Krótka charakterystyka stosowanych adsorbentów 
 
Celuloza (TLC Cellulose F) 

Chromatografia cienkowarstwowa na płytkach celulozowych jest rozwini�-
ciem klasycznej chromatografii bibułowej. Separacja oparta jest głównie na 
chromatograficznych mechanizmach podziału, jakkolwiek nie nale�y wyklucza	 
adsorpcji. Obecnie w chromatografii cienkowarstwowej stosuje si� ró�ne rodzaje 
celuloz odpowiednio przygotowywanych. Sproszkowana celuloza ró�ni si�  
w istotny sposób od bibuły chromatograficznej delikatnymi włóknami, które  
w przypadku bibuły s� długie i zwarte. Krótkie włókna celulozy uniemo�liwiaj� 
niemal natychmiastowe rozmycie plamek podczas rozwijania chromatogramu, co 
z kolei wpływa korzystnie na sprawno�	 rozdzielcz� i czuło�	 wykrywania na 
chromatogramie. W separacji substancji o słabych wła�ciwo�ciach hydrofilnych 
stosuje si� celuloz� acetylowan� do chromatografii w odwróconym układzie faz 
z eluentami zawieraj�cymi wod� [459]. Celuloza acetylowana jest wra�liwa na 
działanie niektórych rozpuszczalników, np. zawieraj�cych chlorowce, dioksanu, 
estrów i ketonów. Du�y wpływ na proces separacji ma u�yty rozpuszczalnik do 
sporz�dzania roztworu substancji badanej (na przykład wyst�puje znaczna ró�ni-
ca w rozdzielaniu chromatograficznym, gdy substancja badana rozpuszczona jest 
w etanolu lub dimetyloformamidzie [460]). Celulozy jonowymienne w chro-
matografii cienkowarstwowej s� u�ywane głównie do separacji du�ych cz�ste-
czek: białek, aminokwasów, enzymów, kwasów nukleinowych, hormonów, wi-
rusów. Przygotowywane s� przez wprowadzenie do struktury celulozy grup jo-
nogennych. Grupy te znajduj� si� zazwyczaj na powierzchni włókien celulozo-
wych. Szeroko stosowana jest dietyloaminoetyloceluloza, karboksymetylocelu-
loza, fosforan celulozy, cytrynian celulozy oraz celulozy impregnowane na przy-
kład polietylenoimin�, polifosforanem. 
 
 
Poliamid (TLC Polyamid 11F) 

Poliamid (syntetyczny polimer polikondensacyjny) jest szeroko stosowanym 
adsorbentem w chromatografii cienkowarstwowej oraz kolumnowej. Wa�n� rol� 
odgrywaj� rozpuszczalniki stosowane jako fazy ruchome. Szereg eluotropowy 
rozpuszczalników o wzrastaj�cej sile elucyjnej zestawiono w nast�puj�cy spo-
sób: woda < metanol < aceton < NaOH < formamid < dimetyloformamid [465]. 
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Istotn� cech� strukturaln� poliamidu jest równoległe wyst�powanie obszarów  
o ró�nym stopniu uporz�dkowania. Obszarom krystalicznym o wysokim stopniu 
uporz�dkowania towarzysz� obszary amorficzne (bezpostaciowe) [461]. Obszary 
krystaliczne (w przeciwie�stwie do amorficznych) charakteryzuj� si� wyprosto-
wanymi ła�cuchami, le��cymi w jednej płaszczy�nie, powi�zanymi miedzycz�-
steczkowymi wi�zaniami wodorowymi. Proces sorpcji polarnych zwi�zków or-
ganicznych przebiega w przestrzeniach amorficznych (bezpostaciowych) polia-
midu. Rozpuszczalniki polarne (np. metanol) wnikaj� w gł�b struktury poliami-
du, szczególnie do obszarów bezpostaciowych, nadaj�c jej półpłynn� konsysten-
cj�. Do wytworzonego w ten sposób �elu mog� dyfundowa	 cz�steczki substan-
cji badanej. Mechanizm separacji na poliamidzie jest procesem zło�onym. Pole-
ga na przemiennej sorpcji cz�steczek substancji przez �el poliamidowy oraz de-
sorpcji do rozpuszczalnika tworz�cego faz� ruchom�. Metoda chromatografii 
cienkowarstwowej na poliamidzie stosowana jest głównie do izolacji i identyfi-
kacji naturalnych zwi�zków posiadaj�cych fenolowe ugrupowania (np. antocyja-
ny, antrachinony, flawonoidy) [460].  
 
 
�el krzemionkowy (TLC i HPTLC Kieselgel 60 F; HPTLC LiChrospher Si 60 
F; TLC Kieselgel 60 W) 
 
Kieselgel 60 

�el krzemionkowy jest najpopularniejszym adsorbentem wykorzystywanym 
w analizie. Proces adsorpcji odbywa si� na zasadzie chemisorpcji, wskutek 
obecno�ci na powierzchni, a cz��ciowo i wewn�trz cz�stek, grup silanolowych 
(Si-OH) oraz grup siloksanowych (Si-O-Si) i ich wzajemnego wi�zania za po-
moc� mostków wodorowych z cz�steczkami cieczy [462]. W stosowanych  
w chromatografii cienkowarstwowej szerokoporowatych �elach krzemionko- 
wych, przy całkowicie zhydroksylowanej powierzchni, odległo�	 mi�dzy s�sied-
nimi powierzchniowymi grupami -OH wynosi ok. 5 Å (0.5 nm), co nie pozwala 
na wytworzenie mostków wodorowych mi�dzy s�siednimi grupami wodorotle-
nowymi. Praktycznie wi�c o wła�ciwo�ciach adsorpcyjnych decyduj� swobodne 
grupy wodorotlenowe i grupy bli�niacze, natomiast udział grup zwi�zanych  
i uaktywnionych jest niewielki w odró�nieniu od �eli w�skoporowatych. [463]. 
�el krzemionkowy wykazuje silne powinowactwo do substancji i rozpuszczalni-
ków donorowo-akceptorowych i elektronodonorowych. Ma te� wyra�ne, lecz 
mniejsze od tlenku glinu i glinokrzemianów, powinowactwo do zwi�zków  
z wi�zaniami π. Najsilniejsze oddziaływania obserwuje si� mi�dzy krzemionk�  
a zwi�zkami zawieraj�cymi grupy amidowe (-CO2NH-), karboksylowe 
(-COOH), sulfotlenkowe (>S=O) i aminowe (-NH2). Umiarkowanie wi�zane s� 
grupy wodorotlenowe, karbonylowe, tioeterowe, eterowe, nitrylowe, nitrowe 
oraz azot II- i III-rz�dowy. �el krzemionkowy spełnia wszystkie wymagania 
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stawiane fazom stacjonarnym w chromatografii cienkowarstwowej. Nie rozpusz-
cza si� w wodzie, kwasach i rozcie�czonych zasadach oraz w rozpuszczalnikach 
organicznych. Jest praktycznie oboj�tny chemicznie - nie wchodzi w reakcje  
z rozdzielanymi zwi�zkami, rzadko reaguje z u�ywanymi w chromatografii roz-
puszczalnikami [462]. Nie posiada wła�ciwo�ci katalitycznych. Ponadto jest 
odporny na ekstremalne warunki panuj�ce podczas wywoływania (silne kwasy, 
�r�ce rozpuszczalniki), procesu aktywacji (temperatura do 200 °C - powy�ej tej 
warto�ci nast�puje kondensacja grup wodorotlenowych z nieodwracaln� utrat� 
aktywno�ci [463]) i rozwijania w ci�nieniowej chromatografii cienkowarstwo-
wej. W przeciwie�stwie do faz stacjonarnych na bazie celulozy lub poliamidu 
nie p�cznieje pod wpływem wody, ma te� o wiele wi�ksz� pojemno�	 sorpcyjn� 
od tlenku glinu. 
 
LiChrospher Si 60 

�el krzemionkowy o sferycznym kształcie ziaren (�cisle okre�lonej wielko-
�ci) umo�liwiaj�cym lepsze „upakowanie” warstwy adsorbentu. To z kolei wa-
runkuje, �e faza stacjonarna LiChrospher Si 60 charakteryzuje si� bardzo krót-
kim czasem analizy przy najwy�szej sprawno�ci separacyjnej. W porównaniu  
z konwencjonalnym �elem krzemionkowym ten adsorbent charakteryzuje si� 
przede wszystkim wysok� powtarzalno�ci� oznacze� i odtwarzalno�ci� wyni-
ków. Ma jednorodn�, bardziej odporn� na uszkodzenia mechaniczne powierzch-
ni�, mał� �rednic� drobin przejawiaj�c� si� silnie rozwini�t� powierzchni� mi�-
dzyfazow�, a tak�e korzystny rozkład wielko�ci cz�stek (homogenno�	). Plamki 
substancji chromatografowanej s� mniejsze, wyra�niejsze, mniej rozmyte, bez 
smug i ogonów. Analiza charakteryzuje si� lepszymi parametrami separacji - 
współczynnikiem selektywno�ci (α) i zdolno�ci� rozdzielcz� (Rs) [464]. 
 
Kieselgel 60 W 

Konwencjonalny �el krzemionkowy, którego wła�ciwo�ci umo�liwiaj� sto-
sowanie czystej wody jako eluentu lub faz ruchomych zawieraj�cych du�y doda-
tek wody [464]. 
 
 
 
RP-18W HPTLC 

Płytki pokryte faz� odwrócon� C-18 (n-oktadecysilan) przystosowan� do ru-
chomych faz chromatograficznych z du�� zawarto�ci� wody (do 100%). Chro-
matogramy w układzie faz odwróconych mog� by	 rozwijane w czystych orga-
nicznych oraz organiczno/wodnych rozpuszczalnikach, jak równie� w czystej 
wodzie [464]. 
 



Cz��	 analityczna 

 

56 

NH2 (TLC NH2 F254s) 

Chemicznie modyfikowana faza aminopropylowa. Aminowa modyfikacja 
prowadzi do zoboj�tnienia warstwy, która jest zwil�alna zarówno przez czyst� 
wod� jak i przez rozpuszczalniki organiczne. W ten sposób wszystkie konwen-
cjonalne eluenty stosowane w chromatografii mog� by	 u�ywane bez zastrze�e� 
[460]. Ten �rednio-polarny adsorbent posiadaj�cy słabo zasadowe wła�ciwo�ci 
jonowymienne, jest szczególnie rekomendowany do separacji wielowarto�cio-
wych anionów np. fenoli, nukleotydów, kwasów sulfonowych i karboksylowych. 
Z sukcesem separowano równie� witaminy, steroidy, pestycydy [464]. 
 
 
 
 

4.2. Wizualizacja badanych zwi�zków 

Analiz� chromatograficzn� przeprowadzono na płytkach firmy Merck 
(Darmstadt, Niemcy). Rozwijanie chromatogramów odbywało si� w cylindrycz-
nych szklanych komorach o wymiarach 70 x 110 mm nasyconych parami fazy 
ruchomej. Nasycenie komór parami uzyskiwano poprzez umieszczenie w nich 
bibuły zwil�onej faz� ruchom�. Proces chromatograficzny prowadzony był  
w temperaturze pokojowej (20 ± 2oC). Po rozpyleniu odczynnika wywołuj�cego 
nad płytkami, umieszczano je na 10 minut w cieplarce o temeraturze 120oC. Po 
tym czasie badane zwiazki, obserwowane w �wietle widzialnym lub UV, uwi-
daczniały si� w postaci barwnych plam (tab. 1). 
 



Joanna Nowakowska 

 

57

Tab. 1.   Wykrywanie badanych zwi�zków. 
Tab. 1. Detection of investigated compounds. 
 

ZWI�ZEK 
Compound 

ADSORBENT 
Adsorbent 

WYKRYWANIE 
Detection 

EFEKT (barwa plam) 
Effect (colour of spots) 

Celuloza 

aldehyd any�owy 
metanol (99.9%) 
kwas siarkowy (96%) 

1:10:0.5 (v/v) 

fioletowa 

Poliamid 

aldehyd any�owy 
metanol (99.9%) 
kwas octowy 
kwas o-fosforowy 
kwas siarkowy 

1:100:10:10:5 (v/v) 

fioletowa 

 
 

RP-18W 

 
 

20% kwas nadchlorowy 

ER      fioletowa 

TROL     zielona 
TYL        br�zowa 
WAN      ró�owa 

RB          br�zowa 

R             pomara�cz. 
 
 

Kieselgel 60 W 

 
 

20% kwas nadchlorowy 

ER          fioletowa 

TROL     zielona 
TYL        br�zowa 

WAN      ró�owa 

RB          br�zowa 

R             pomara�cz. 

 
 
 

Antybiotyki 
makrocykliczne 

 
 

ER  – erytromycyna 
TROL – troleandomycyna 
TYL  – tylozyna 
WAN  – wankomycyna 
RB  – ryfamycyna B 
R  – ryfampicyna 

 

LiChrospher Si 60 
Kieselgel 60 

kwas siarkowy st��ony 
metanol 

1:4 (v/v) 

br�zowa 

Celuloza pary jodu fioletowa 
Poliamid UV czerwona Porfiryny 
Kieselgel 60 UV czerwona 

NH2 
kwas siarkowy st��ony 
metanol 

1:10 (v/v)  �  UV 

KR   �ółta 
KW   ró�owa 

RP-18 
kwas siarkowy st��ony 
metanol 

1:4 (v/v)  �  UV 

KR   �ółta 
KW   ró�owa 

 
Kwas rozmarynowy  
Kwas walerenowy 

 
KR – kwas rozmarynowy 
KW – kwas walerenowy 
 
 Kieselgel 60 W 

kwas siarkowy st��ony 
metanol 

1:4 (v/v)  �  UV 

KR   �ółta 
KW   ró�owa 
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5. ELUENTY 

Tab. 2. Rozpuszczalniki stosowane jako fazy ruchome. 
Tab. 2. The solvents used as mobile-phase components. 
 

L.p. Nazwa chemiczna Nazwa zwyczajowa 

1 Metanol Alkohol metylowy 
Karbinol 

2 Etanol Alkohol etylowy 
3 2-Metoksyetanol Eter monometylenowy 
4 1-Propanol Alkohol propylowy 

5 2-Propanol Izopropanol 
Alkohol sec-propylowy 

6 1-Butanol Alkohol butylowy 
7 2-Butanol Alkohol sec-butylowy 

8 2-Metylo-1-propanol Izobutanol 
Alkohol izobutylowy 

9 2-Metylo-2-propanol tert-Butanol 
Trimetylokarbinol 

10 2-Metylo-1-butanol Alkohol n-amylowy 

11 2-Metylo-2-butanol Alkohol tert-amylowy 
Alkohol tert-pentylowy 

12 3-Metylo-1-butanol Alkohol izoamylowy 
Alkohol izopentylowy 

13 2-Propen-1-ol Alkohol allilowy 

14 2-Pentanol Alkohol sec-pentylowy 
Metylopropylokarbinol 

15 Benzometanol Alkohol benzylowy 
16 2-Bromoetanol Bromohydryna glikolu etylenowego 
17 2-Dietyloaminoetanol N,N-Dietyloetanoloamina 
18 4-Hydroksy-4-metylo-2-pentanon Alkohol diacetonowy 
19 Aceton Dimetyloketon 
20 2-Butanon Metyloetyloketon 
21 3-Pentanon Dietyloketon 
22 Octan metylu  
23 Octan etylu  
24 Octan n-butylu  
25 Octan tert-butylu  
26 Octan n-amylu Octan pentylu 
27 Propionian propylu  
28 Mrówczan etylu  
29 Meta-ksylen 1,3-dimetylobenzen 
30 Para-ksylen 1,4-dimetylobenzen 
31 Acetonitryl Cyjanid metylu 

32 Tetrahydrofuran THF 
Oksolan 

33 Heksametylodisiloksan HMDSO 
34 Dimetylosulfotlenek DMSO 
35 Woda  



Joanna Nowakowska 

 

59

5.1. Wodne fazy ruchome 

Jako fazy ruchome stosowane były nast�puj�ce mieszaniny binarne: meta-
nol-woda, etanol-woda, propanol-woda, acetonitryl-woda, THF-woda. 
 
 

5.1.1. Antybiotyki makrocykliczne na celulozowej fazie stacjonarnej 

Zaobserwowano silne oddziaływanie wankomycyny z faz� stacjonarn�  
(ryc. 7). Warto�ci parametru RF tego zwi�zku były bliskie lub równe zero (z wy-
j�tkiem fazy ruchomej THF-woda w w�skim zakresie st��e�), co praktycznie 
wyklucza mo�liwo�	 stosowania wankomycyny jako modyfikatora faz rucho-
mych. Tym niemniej, bior�c powy�sze kryteria pod uwag�, mo�na zasugerowa	 
u�ywanie tego antybiotyku do modyfikowania fazy stacjonarnej. Jak wynika  
z danych otrzymanych w trakcie bada�, wyst�puje pewne podobie�stwo warto�ci 
współczynników RF badanych antybiotyków w szerokim zakresie st��e� faz 
binarnych. A zatem w analizowanych układach chromatograficznych wykluczo-
na jest mo�liwo�	 badania separacji erytromycyny, troleandomycyny, tylozyny 
oraz ansamycyn. Jedynie w przypadku u�ycia wodnej fazy ruchomej oraz mie-
szanin binarnych o zawarto�ci powy�ej 60% v/v wody uzyskano zadowalaj�ce 
rozdzielenie ansamycyn (ryfamycyny B i ryfampicyny). Na uwag� zwraca brak 
elucji (RF = 0) erytromycyny, troleandomycyny, tylozyny oraz ansamycyn po 
zastosowaniu 100% propanolu, acetonitrylu i THF. Uzyskane wyniki nie korelu-
j� z zale�no�ci� pomi�dzy retencj� chromatograficzn� a rozpuszczalno�ci� anali-
tu w fazie ruchomej [465,466]. Retencja powinna wzrasta	, kiedy rozpuszczal-
no�	 w fazie ruchomej maleje. Wy�ej wymienione antybiotyki s� bardzo dobrze 
rozpuszczalne w tych eluentach. Natomiast s� praktycznie nie rozpuszczalne  
w wodzie. Minimum retencji (RF = 1) zaobserwowano dla faz ruchomych  
o �redniej zawarto�ci etanolu, propanolu, acetonitrylu i THF. Maksymalne wy-
mywanie w najszerszym zakresie st��e� miało miejsce w przypadku u�ycia jako 
fazy ruchomej mieszaniny THF w wodzie. W tych układach chromatograficz-
nych badane antybiotyki makrocykliczne (z wyj�tkiem wankomycyny) mog� 
by	 polecane jako modyfikatory faz ruchomych [467]. 
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Ryc. 7.  Zale�no�	 parametru RF antybiotyków makrocyklicznych w funkcji zawarto�ci 

modyfikatora organicznego w wodzie. Faza stacjonarna: Celuloza. 
Fig. 7.  Dependance of RF parameter of macrocyclic antibiotics on concentration of 

organic modifier in water. Support: Cellulose. 
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5.1.2. Antybiotyki makrocykliczne na poliamidowej fazie stacjonar-
nej 

Jak wynika z danych otrzymanych w trakcie bada� (ryc. 8), transport anty-
biotyków wymagał wy�szych st��e� modyfikatora organicznego. Badane zwi�z-
ki nie były wymywane, kiedy faz� ruchom� była woda. W pewnym sensie mo�-
na zgodzi	 si� z sugesti� niektórych badaczy mówi�c� o zale�no�ci pomi�dzy 
retencj� chromatograficzn� a rozpuszczalno�ci� analizowanych zwi�zków  
w fazie ruchomej. Retencja ro�nie, kiedy rozpuszczalno�	 substancji w fazie 
ruchomej maleje. Makrolidy oraz ansamycyny s� w zasadzie nie rozpuszczalne 
w wodzie. Dla wankomycyny oraz ansamycyn zakres wyst�powania maksimum 
retencji (RF = 0) jest szerszy w porównaniu z pozostałymi antybiotykami.  
W zwi�zku z tym wankomycyna, ryfamycyna B oraz ryfampicyna mog� by	 
polecane jako modyfikatory fazy stacjonarnej (wi�zane fizycznie na sorbencie) 
w bardzo szerokim zakresie st��e� faz ruchomych. Retencja makrolidów (ery-
tromycyna, troleandomycyna, tylozyna) była minimalna (RF = 1) dla faz rucho-
mych 60% v/v propanol-woda oraz 50% v/v THF-woda. Podobne zachowanie 
zaobserwowano w przypadku fazy ruchomej acetonitryl-woda, jednak�e zakres 
st��e�, w którym wyst�powało minimum retencji dla makrolidów był szerszy. 
Ponadto stosuj�c 50% v/v acetonitryl w wodzie uzyskano maksymaln� elucj� 
wankomycyny. Z praktycznego punktu widzenia, mo�liwo�	 zastosowania anty-
biotyków makrocyklicznych jako modyfikatorów fazy ruchomej warunkuje ich 
maksymalna migracja z faz� ruchom� (warto�ci parametru RF antybiotyków 
powinny by	 bliskie lub równe jedno�ci). A zatem makrolidy s� �wietnymi kan-
dydatami na selektory chiralne w fazach ruchomych propanol-woda, THF-woda 
oraz acetonitryl-woda, natomiast wankomycyna w eluencie acetonitryl-woda. 
Dla serii alkoholi homologicznych badana zale�no�	 (parametr RF w funcji st�-
�enia alkoholu w wodzie) wykazywała jedno maksimum dla du�ego st��enia 
alkoholu w wodzie. Wraz ze wzrostem długo�ci ła�cucha w�glowego alkoholu, 
maksimum to przesuwa si� w kierunku zmniejszonej zawarto�ci alkoholu w wo-
dzie. Zarazem rosła elucja ansamycyn i poprawie uległa separacja. Najlepsz� 
separacj� makrolidów uzyskano dla fazy metanol-woda. Stwierdzono równie�, 
�e w miar� wzrostu długo�ci ła�cucha w�glowego alkoholu rozdzielczo�	 tych 
antybiotyków pogorszyła si�. Poza tym zaobserwowano, �e w przypadku stoso-
wania faz ruchomych metanol-woda i etanol-woda elucja makrolidów była  nie-
całkowita (RF < 1) w całym zakresie st��e� faz ruchomych. Tym niemniej naj-
lepsz� separacj� makrolidów uzyskano stosuj�c wy�ej wymienione fazy alkoho-
lowe. Dlatego te układy eluentów mog� by	 rekomendowane w analizie makro-
lidów. Wymywanie ansamycyn we wszystkich badanych układach binarnych faz 
ruchomych było niecałkowite. Z kolei separacja była zadowalaj�ca, najlepsza dla 
fazy ruchomej THF-woda. Z praktycznego punktu widzenia u�yte rozpuszczal-
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niki oraz ich mieszaniny mo�na stosowa	 do bada� nad wła�ciwo�ciami ansa-
mycyn.  

Tabela 3 zawiera warto�ci współczynników a i b obliczone z równania regre-
sji liniowej (RM = bSa +⋅% ; gdzie %S oznacza kompozycj� fazy ruchomej % 
v/v) po zastosowaniu fazy ruchomej metanol-woda w szerokim zakresie st��e�. 
Nieliniowe zachowanie (r < 0.9) wykazała wankomycyna, w zwi�zku z czym 
mo�na zasugerowa	 zło�ony mechanizm retencji lub obecno�	 wielorakich ty-
pów wi�za�. Zmiany w konformacji oraz zmiany w obszarze, w którym faza 
ruchoma oddziaływuje z analitem lub z faz� stacjonarn�, prowadz� równie� do 
nieliniowo�ci na wykresach. Dla faz ruchomych zawieraj�cych etanol, propanol, 
THF i acetonitryl współczynniki korelacji (r) były niskie (r < 0.9) w przypadku 
wszystkich badanych antybiotyków makrocyklicznych, z wyj�tkiem erytromy-
cyny chromatografowanej przy u�yciu fazy ruchomej etanol-woda (r = 0.902) 
[468]. 

 
Tab. 3. Współczynniki (a, b) oraz warto�ci współczynnika korelacji (r) równania regre-

sji liniowej RM = bSa +⋅% antybiotyków makrocyklicznych. 
Tab. 3. Regression coeficients (a, b) and correlation coefficient (r) of regression equa-

tion  RM = bSa +⋅% for macrocyclic antibiotics. 
 

Antybiotyk 
Antibiotic 

CH3OH 
(%  v/v) n a b r 

Erytromycyna 10-100 10 -0.028 1.352 0.975 
Ryfamycyna B 60-100 5 -0.023 2.601 0.975 

Troleandomycna 10-100 10 -0.025 1.124 0.954 
Tylozyna 10-100 10 -0.023 0.820 0.935 

Ryfampicyna 50-100 6 -0.026 2.640 0.920 
Wankomycyna 10-70 7  0.009 0.825 0.816 

 
n – ilo�	 prób 
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Ryc. 8.  Zale�no�	 parametru RF antybiotyków makrocyklicznych w funkcji zawarto�ci 

modyfikatora organicznego w wodzie. Faza stacjonarna: Poliamid. 
Fig. 8.  Dependance of RF parameter of macrocyclic antibiotics on concentration of 

organic modifier in water. Support: Polyamide. 
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5.1.3. Kwas walerenowy i rozmarynowy na aminowej fazie stacjo-
narnej 

Jak wynika z danych otrzymanych w trakcie bada�, w przypadku kwasu wa-
lerenowego, dla serii alkoholi homologicznych (ryc. 9) badana zale�no�	 (para-
metr RF w funkcji st��enia alkoholu w wodzie) wykazuje jedno maksimum dla 
�redniego i du�ego st��enia wody w alkoholu. Wraz ze wzrostem długo�ci ła�-
cucha w�glowego alkoholu, maksimum to przesuwa si� w kierunku zmniejszo-
nej zawarto�ci alkoholu w wodzie. Z kolei rodzaj u�ytego alkoholu nie miał 
wi�kszego wpływu na retencj� chromatograficzn� kwasu rozmarynowego. Jak 
mo�na zauwa�y	 jedynie wzrost zawarto�ci alkoholu w binarnej fazie ruchomej 
zdecydowanie zmniejszał wymywanie tego zwi�zku. Fazy ruchome acetonitryl-
woda oraz THF-woda wykazały silne wła�ciwo�ci elucyjne w stosunku do kwa-
su walerenowego przy �redniej zawarto�ci modyfikatora organicznego w wodzie.  
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Ryc. 9.  Zale�no�	 parametru RF kwasu walerenowego (A) i rozmarynowego (B)  

w funkcji zawarto�ci modyfikatora organicznego w wodzie. Faza stacjonarna: 
NH2. 

Fig. 9.  Dependance of RF parameter of valerenic (A) and rosmarinic (B) acids on con-
centration of organic modifier in water. Support: NH2. 

 

Na uwag� zwraca brak elucji (RF = 0) kwasu walerenowego i rozmarynowe-
go w przypadku u�ycia 100% acetonitrylu i tetrahydrofuranu. Uzyskane wyniki 
nie koreluj� z zale�no�ci� pomi�dzy retencj� chromatograficzn� a rozpuszczal-
no�ci� analitu w fazie ruchomej [465,466]. Retencja powinna wzrasta	, kiedy 
rozpuszczalno�	 substancji w fazie ruchomej maleje. Badane zwi�zki s� bardzo 
dobrze rozpuszczalne w wy�ej wymienionych eluentach, natomiast praktycznie 
nie rozpuszczalne w wodzie. Wpływ mieszaniny acetonitrylu i tetrahydrofuranu 
w wodzie na retencj� chromatograficzn� kwasu rozmarynowego był nieco 
mniejszy ni� zaobserwowany w przypadku kwasu walerenowego. Tym niemniej 
tetrahydrofuran jako modyfikator organiczny okazał si� do�	 dobrym eluentem 
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dla wy�ej wymienionego zwi�zku. Maksimum retencji zaobserwowano dla faz 
ruchomych zawieraj�cych czysty acetonitryl oraz 100% i 90% v/v THF w wo-
dzie.  

Tabela 4 zawiera warto�ci współczynników a i b oraz r obliczone z równania 
regresji liniowej RM = bSa +⋅% . Nieliniowe zachowanie (r < 0.9) zaobserwo-
wano dla kwasu walerenowego przy zastosowaniu faz ruchomych zawieraj�cych 
wod�, natomiast dla kwasu rozmarynowego dla mieszanin wody z acetonitrylem 
i THF [469]. 

 
Tab. 4. Współczynniki (a, b) oraz warto�ci współczynnika korelacji (r) równania regre-

sji liniowej RM = bSa +⋅%  kwasu walerenowego i rozmarynowego. 
Tab. 4. Regression coeficients (a, b) and correlation coefficient (r) of regression equa-

tion  RM = bSa +⋅% for valerenic and rosmarinic acids. 
 

Eluent 
Eluent a b r 

Kwas rozmarynowy 
Rosmarinic acid 

Metanol-woda 0.015 0.222 0.9708 
Etanol-woda 0.016 0.029 0.9503 

Propanol-woda 0.016 0.098 0.9507 

Kwas walerenowy 
Valerenic acid 

Acetonitryl-metanol -0.021 1.765 0.9567 

 
 
 

5.1.4. Kwas walerenowy i rozmarynowy w układzie faz normalnych  
i odwróconych  

W układzie faz odwróconych stwierdzono istotny wpływ długo�ci ła�cucha 
w�glowego alkoholu na zdolno�	 wymywania badanych zwi�zków, a zatem ze 
wzrostem długo�ci ła�cucha w�glowego rosła siła elucyjna alkoholu. W przy-
padku kwasu rozmarynowego obserwowana elucja (RF > 0) odpowiada na wy-
kresach obszarom o malej�cej zawarto�ci wody. Prawdopodobnie transport tego 
zwi�zku z pocz�tku wymagał wy�szych st��e� metanolu, etanolu oraz propano-
lu. Podobnie zachowywał si� kwas walerenowy w układzie faz normalnych  
i odwróconych przy zastosowaniu faz ruchomych z dodatkiem wody.  
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Adsorbent: RP-18  
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Adsorbent: Kieselgel 60W 

 

 
 
Ryc. 10. Zale�no�	 pomi�dzy kompozycj� fazy ruchomej a parametrem RF kwasu wale-

renowego (---) i rozmarynowego (__) w układzie faz normalnych i odwróco-
nych. 

Fig. 10. Relationships between mobile-phase composition and RF values for valerenic  
(---) and rosmarinic (__) acids on normal- and reversed-phase. 
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W obu badanych układach faz stacjonarnych minimalne warto�ci współ-
czynnika RF zaobserwowano dla kwasu walerenowego w przypadku u�ycia 
wodnej fazy ruchomej oraz faz ruchomych z niewielk� zawarto�ci� modyfikatora 
organicznego. Wytłumaczy	 to mo�na zjawiskiem zatrzymywania tego zwi�zku 
przez faz� stacjonarn�. Kwas rozmarynowy osi�gn�ł wysokie warto�ci parametru 
RF dla �rednich zawarto�ci acetonitrylu i tetrahydrofuranu w wodzie. Z kolei 
kwas walerenowy był lepiej wymywany w układzie faz normalnych przy u�yciu 
wy�ej wymienionych faz ruchomych.  

W tabeli 5 zestawiono warto�ci współczynników a, b oraz współczynnika 
korelacji r równania regresji liniowej RM = bSa +⋅% . Nieliniowe zachowanie, 
w przypadku kwasu walerenowego, obserwowano w układzie faz normalnych, 
natomiast w przypadku kwasu rozmarynowego w układzie faz odwróconych 
[470]. 

 
Tab. 5  Współczynniki (a, b) oraz warto�ci współczynnika korelacji (r) równania regre-

sji liniowej RM = bSa +⋅%  kwasu walerenowego i rozmarynowego. 
Tab. 5. Regression coeficients (a, b) and correlation coefficient (r) of regression equa-

tion RM = bSa +⋅% for valerenic and rosmarinic acids. 
 

Adsorbent 
Adsorbent 

Eluent 
Eluent a b r 

Kwas rozmarynowy 
Rosmarinic acid 

K-60 Metanol-woda 0.003 -0.788 0.9233 
K-60 Acetonitryl-woda 0.010 -0.925 0.9609 

Kwas walerenowy 
Valerenic acid 

K-60 Acetonitryl-metanol 0.001 -0,601 0.9942 
RP-18 Acetonitryl-metanol 0.006 -0.330 0.9824 
RP-18 Metanol-woda -0.030 2.536 0.9862 
RP-18 Etanol-woda -0.021 1.684 0.9441 
RP-18 THF-woda -0.024 1.568 0.9593 
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5.2. Wodne fazy ruchome modyfikowane chlorkiem sodu 

5.2.1. Antybiotyki makrocykliczne w układzie faz normalnych i od-
wróconych 

Warto�ci RF badanych zwiazków makrocyklicznych były mierzone w szero-
kim zakresie st��e� (0-100% v/v) metanolu i 1-propanolu w wodzie. Na krze-
mionkowej fazie stacjonarnej (ryc. 11) retencja zwi�zków malała w przypadku 
niskich oraz �rednich st��e� fazy organicznej. Jak mo�na zauwa�y	, wankomy-
cyna była silnie adsorbowana przez krzemionk�, a zakres wystepowania maksi-
mum retencji był szeroki. Z tego wzgl�du zwi�zek ten mo�e by	 dobrym selekto-
rem chiralnym wi�zanym fizycznie na sorbencie w bardzo szerokim zakresie 
st��e� binarnej fazy ruchomej.  
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Ryc. 11. Zale�no�	 parametru RF antybiotyków makrocyklicznych w funkcji zawarto�ci 

metanolu i propanolu w wodzie. Adsorbent: Kieselgel 60W. 
Fig. 11. Relationships between methanol- and propanol-water, mobile phase compo- 

sition and RF of macrocyclic antibiotics. Support: Kieselgel 60W. 
 
 

W układzie faz odwróconych (ryc. 12) makrolidy i ansamycyny nie były 
eluowane, kiedy st��enie wody w binarnej organiczno-wodnej fazie ruchomej 
było bliskie 100%. Zakres, w którym miała miejsce maksymalna retencja  
(RF = 0) był szeroki. Z tego punktu widzenia zwi�zki te mog� by	 polecane jako 
modyfikatory fazy stacjonarnej (selektory chiralne). Separacja antybiotyków 
makrocyklicznych była generalnie gorsza w układzie faz normalnych ni�  
w układzie faz odwróconych.  
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Ryc. 12. Zale�no�	 parametru RF antybiotyków makrocyklicznych w funkcji zawarto�ci 

metanolu i propanolu w wodzie. Adsorbent: RP-18W. 
Fig. 12. Relationships between methanol- and propanol-water, mobile phase compo- 

sition and RF of macrocyclic antibiotics. Support: RP-18W. 
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Najlepsz� separacj� otrzymano dla ansamycyn w przypadku u�ycia wodnej 
fazy ruchomej (na płytkach krzemionkowych), natomiast na fazie stacjonarnej 
RP-18, kiedy st��enie metanolu lub propanolu w fazie ruchomej było > 10% v/v. 
Elucja makrolidów na obu badanych fazach stacjonarnych przy zastosowaniu 
zarówno fazy ruchomej metanol-woda jak i propanol-woda, była niecałkowita 
(RF < 1) w całym zakresie st��e� faz ruchomych. Potwierdza to wcze�niejsze 
obserwacje dotycz�ce tego, �e ani metanol ani propanol nie mog� by	 polecane 
jako fazy ruchome modyfikowane antybiotykami makrocyklicznymi. Tym nie-
mniej, oba rozpuszczalniki mog� by	 z powodzeniem stosowane w analizie ma-
krolidów. Na rycinie 13 przedstawiono wyniki otrzymane po modyfikacji chlor-
kiem sodu dwóch faz ruchomych: 70% v/v metanolu w wodzie i 30% v/v propa-
nolu w wodzie, przy zastosowaniu układu faz odwróconych.  

Najbardziej spektakularny wpływ chlorku sodu na retencj� zaobserwowano 
dla wankomycyny. Retencja malała przy niskich st��eniach NaCl, co jest jedno-
znaczne z bardzo dobrym wymywaniem tego antybiotyku (RF > 0.9). A zatem  
w wy�ej wymienionych układach chromatograficznych wankomycyna mo�e by	 
z powodzeniem stosowana jako modyfikator fazy ruchomej. Szkielet wankomy-
cyny zawiera kilka grup funkcyjnych - grupy karboksylowe, wodorotlenowe, 
aminowe, amidowe oraz pier�cienie aromatyczne. Trzy naładowane grupy (dwie 
aminowe i jedna karboksylowa) s� głównie odpowiedzialne za jonizacj� wan-
komycyny. Selektywno�	 tego antybiotyku w stosunku do kwasów jest zwi�zana 
z grupami aminowymi, st�d na �elu krzemionkowym była silnie wi�zana nie-
mal�e niezale�nie od st��enia eluentu. Mo�na to cz��ciowo wyja�ni	 tym, �e 
kwasowy charakter sorbentu (obecno�	 wolnych grup silanolowych) ma równie� 
decyduj�ce znaczenie nawet po nało�eniu warstwy i pozwala na wi�zanie zwi�z-
ków zawieraj�cych zasadowe ugrupowania. Jak wida	 na rycinach 11 i 12,  
z wyj�tkiem w�skiego zakresu st��e� alkoholu w wodzie, wankomycyna wyka-
zuje wysok� retencj�. Jest to zwi�zane z tymi samymi interakcjami, niekomplet-
nie zinaktywowanej wankomycyny, z grupami oktadecysilanowymi. Jest zna-
nym fakt, �e w układzie faz odwróconych sorbent cz��ciowo zachowuje swój 
charakter adsorpcyjny nawet po uwarstwieniu. Efekt silanofilowy mo�e by	 eli-
minowany przez chlorek sodu dodany do eluentu. Jony wi��� sie do pozostałych 
centrów adsorpcyjnych krzemionki, co z kolei neutralizuje je lub obni�a ich 
wpływ na retencj� oraz hamuje dysocjacj� polarnych ugrupowa�. W zwi�zku  
z czym nast�puje redukowanie charakteru kwasowego �elu krzemionkowego.  
W stosunku do powy�szego wankomycyna jest prawie całkowicie eluowana  
(RF > 0.9); elucja jest efektywniejsza przy zastosowaniu propanolu ni� metanolu. 
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70% v/v metanol-woda 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

30% v/v propanol-woda 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Ryc. 13. Zale�no�	 parametru RM antybiotyków makrocyklicznych w funkcji zawarto�ci 
 chlorku sodu w fazie ruchomej. Faza stacjonarna: RP-18. 
Fig. 13. Dependance of RM of macrocyclic antibiotics on concentration of sodium chlo-

ride in mobile phase. Support: RP-18. 
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Dodatek NaCl do faz ruchomych spowodował istotne ró�nice w migracji po-
zostałych badanych antybiotyków. Elucja makrolidów rosła, kiedy st��enie NaCl 
w obu fazach ruchomych wynosiło 0.3 M. Lipofilowo�	 obni�a si� liniowo ze 
wzrostem st��enia NaCl w fazie ruchomej [471]. Mo�na to wyja�ni	 przypusz-
czalnie tym, �e jony dysocjuj�cej soli zajmuj� centra adsorpcyjne na powierzchni 
krzemionki nie pokrytej impregnantem, w rezultacie czego dochodzi do zmniej-
szania obj�to�ci retencji. To stwierdzenie wskazuje równie� na to, �e dodatek 
soli do fazy ruchomej znacznie modyfikuje retencj� tych zwi�zków w układzie 
faz odwróconych. Poza opisanym mechanizmem, zmiana w stałej dielektrycznej 
fazy ruchomej prawdopodobnie równie� wpływa na separacj� tych zwi�zków 
metod� TLC. Przeciwnie, elucja ansamycyn malała ze wzrostem st��enia NaCl 
w fazach ruchomych. Dane retencyjne makrolidów otrzymane w trakcie bada�  
w układzie faz normalnych i odwróconych zale�ały od oddziaływa� pomi�dzy 
grupami silanolowymi a grupami funkcyjnymi antybiotyków (np. wodorotleno-
wymi). Zatem modyfikacja faz ruchomych chlorkiem sodu znacz�co polepszyła 
wymywanie makrolidów. Ansamycyny (ryc. 4) s� szczególnie wyj�tkow� grup� 
antybiotyków, posiadaj�c� charakterystyczn� struktur� „ansa” (struktura pier-
�cienia lub chromoforu spi�ta jest ła�cuchem alifatycznym). Ró�ni� si� od siebie 
typem oraz poło�eniem podstawników w pier�cieniu naftohydrochinonowym.  
W zale�no�ci od natury ugrupowa� i warunków zwi�zki te mog� by	 naładowa-
ne dodatnio, ujemnie lub te� mog� by	 oboj�tne. Poza tym wszystkie ryfamycy-
ny posiadaj� podstawiony mostek alifatyczny. Grupy wodorotlenowe przy pier-
�cieniach aromatycznych ulegaj� jonizacji, st�d ryfamycyna B istnieje jak diza-
sadowy kwas słabo rozpuszczalny w wodzie. Ich kwasowe wła�ciwo�ci redukuj� 
niejako oddziaływania z grupami silanolowymi adsorbentu [472]. 
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5.3. Niewodne fazy ruchome 

5.3.1. Kwas walerenowy i rozmarynowy na aminowej fazie stacjo-
narnej oraz w układzie faz normalnych i odwróconych 

W celu sprawdzenia, czy elucja badanych kwasów walerenowego i rozmary-
nowego jest zale�na od specyficznych wła�ciwo�ci wody na aminowej fazie 
stacjonarnej (ryc. 14), przeprowadzono badania w układzie acetonitryl-metanol. 
Dla kwasu rozmarynowego zaobserwowano minimalne warto�ci współczynnika 
RF w szerokim zakresie st��e� acetonitrylu w metanolu. St�d mo�na wywnio-
skowa	, �e transport tego zwi�zku wymagał dodatku wody do fazy ruchomej.  
Z kolei ze wzrostem st��enia metanolu w acetonitrylu malała retencja chromato-
graficzna kwasu walerenowego [469]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Ryc. 14. Zale�no�	 parametru RF kwasu walerenowego i rozmarynowego w funkcji za-

warto�ci acetonitrylu w metanolu. Faza stacjonarna: NH2. 
Fig. 14. Dependance of RF parameter of valerenic and rosmarinic acids on concentra-

tion of acetonitrile in methanol. Support NH2. 

 

W układzie faz normalnych i odwróconych (ryc. 10) wykorzystano mie-
szanin� metanolu z acetonitrylem. Jak wynika z danych otrzymanych w trakcie 
bada� w układzie faz odwróconych brak dodatku wody do fazy ruchomej miał 
zdecydowany wpływ na retencj� chromatograficzn� obu badanych kwasów. 
Natomiast w układzie faz normalnych dla kwasu rozmarynowego zauwa�ono 
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pewne podobie�stwo wyników do otrzymanych dla fazy metanol-woda. Mo�na 
przypuszcza	, �e retencja tego zwi�zku nie jest bezpo�rednio zwi�zana z wła-
�ciwo�ciami wody [470]. 

 

 

5.3.2. Porfiryny na krzemionkowej, poliamidowej i celulozowej fazie 
stacjonarnej  

Jako fazy ruchome zastosowano metanol, etanol, propanol, butanol, acetoni-
tryl i tetrahydrofuran. Dla serii alkoholi homologicznych, w przypadku stosowa-
nia �elu krzemionkowego jako fazy stacjonarnej (ryc. 15) zaobserwowano, �e 
ze wzrostem długo�ci ła�cucha w�glowego alkoholu zwi�kszeniu ulegała elucja 
porfiryn. St�d mo�na wywnioskowa	, �e transport badanych zwi�zków wymagał 
bardziej polarnej alkoholowej fazy ruchomej.  

 
 

 

 



Cz��	 analityczna 

 

80 

             METANOL     ETANOL 

  

 PROPANOL     BUTANOL 

 

Ryc. 15. Wpływ fazy ruchomej na warto�ci RF uroporfiryny I (1), uroporfiryny III (2), 
koproporfiryny (3), koproporfiryny III (4) i protoporfiryny IX (5). Adsorbent: 
Kieselgel 60F254s. 

Fig. 15. Effect of mobile phase on RF values of uroporphyrin I (1), uroporphyrin III (2), 
coproporphyrin (3), coproporphyrin III (4) and protoporphyrin IX (5). Support: 
Kieselgel 60F254s. 

 

1 2 3 4 5

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

1

Rf

1 2 3 4 5

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

1

Rf

1 2 3 4 5

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

1

Rf

1 2 3 4 5

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

1

Rf



Joanna Nowakowska 

 

81

Z kolei na poliamidowej fazie stacjonarnej (ryc. 16) retencja chromatogra-
ficzna uroporfiryny I, uroporfiryny III, koproporfiryny I, koproporfiryny III  
i protoporfiryny malała w miar� wydłu�ania si� ła�cucha w�glowego alkoholu.  

 
 METANOL     ETANOL 

 

PROPANOL     BUTANOL 

 

Ryc. 16. Wpływ fazy ruchomej na warto�ci RF uroporfiryny I (1), uroporfiryny III (2), 
koproporfiryny (3), koproporfiryny III (4) i protoporfiryny IX (5). Adsorbent: 
Poliamid 11F254. 

Fig. 16. Effect of mobile phase on RF values of uroporphyrin I (1), uroporphyrin III (2), 
coproporphyrin (3), coproporphyrin III (4) and protoporphyrin IX (5). Support: 
Polyamide 11F254. 
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A zatem metanol okazał si� najkorzystniejsz� faz� ruchom�. Na uwag� 
zwraca brak elucji badanych porfiryn na celulozowej fazie stacjonarnej dla alko-
holowych faz ruchomych. Z tego wzgl�du u�ycie tej fazy stacjonarnej w dal-
szych badaniach dotycz�cych porfiryn jest bezcelowe. Fakt zatrzymywania przez 
faz� stacjonarn� porfiryn cz��ciowo mo�na wyja�ni	 oddziaływaniami tych 
zwi�zków z celuloz�. Z danych otrzymanych przy u�yciu acetonitrylu i tetrahy-
drofuranu jako faz ruchomych oraz badanych faz stacjonarnych wynika niewiel-
ka przydatno�	 wymienionych rozpuszczalników w analizie porfiryn. Elucja 
uzyskana w tych warunkach jest niezadowalaj�ca - maksymalne warto�ci współ-
czynnika RF otrzymane na poliamidowej fazie stacjonarnej nie przekraczaj� 0.2.  

W tabeli 6 zestawiono warto�ci współczynników a, b oraz warto�ci współ-
czynnika korelacji r równa� regresji liniowej log (1/RF) = ⋅a �e+ b. Obserwo-
wane współczynniki korelacji pomi�dzy warto�ciami log (1/RF) i polaryzowal-
no�ci� alkoholu (�e) dla danej porfiryny s� wysokie i w prawie ka�dym przypad-
ku przekraczaj� warto�	 0.95.  

 

Tab. 6.  Współczynniki (a, b) oraz warto�ci współczynnika korelacji (r) równania 
regresji liniowej log (1/RF) = ⋅a �e+ b porfiryn. 

Tab. 6.  Regression coeficients (a, b) and correlation coefficient (r) of regression equa-
tion log (1/RF) = ⋅a �e+ b for porphyrins. 

 
Faza stacjonarna – Kieselgel 60 
Stationary phase – Kieselgel 60 

porfiryna 
porphyrin a b r 

uroporfiryna I -0.130 1.574 0.9805 
uroporfiryna III -0.088 1.219 0.9422 
koproporfiryna I -0.108 1.271 0.9603 

koproporfiryna III -0.147 1.525 0.9107 
protoporfiryna -0.080 1.051 0.9897 

Faza stacjonarna – Poliamid 
Stationary phase – Polyamide 

porfiryna 
porphyrin a b r 

uroporfiryna I 0.063 0.125 0.9544 
uroporfiryna III 0.014 0.102 0.9586 
koproporfiryna I 0.023 0.253 0.8893 

koproporfiryna III 0.032 0.202 0.9975 
protoporfiryna 0.033 0.216 0.9864 
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Stanowi to potwierdzenie hipotezy o podstawowej roli oddziaływa� elektro-
statycznych w procesie separacji chromatograficznej w badanych układach.  
W przypadku stosowania jako fazy stacjonarnej �elu krzemionkowego współ-
czynniki regresji liniowej a maj� warto�ci ujemne. W zwi�zku z tym u�ycie fazy 
ruchomej o wy�szej polaryzowalno�ci powoduje wzrost warto�ci parametru RF 
badanej porfiryny, natomiast warto�	 log (1/RF) maleje. Tego typu zachowanie 
obserwowano ju� uprzednio w przypadku policyklicznych w�glowodorów aro-
matycznych badanych w układzie faz odwróconych [473, 474]. Współczynniki 
regresji a i b uzyskane na poliamidowej fazie stacjonarnej maj� warto�ci dodat-
nie. Niew�tpliwie jest to efekt zwi�zany z faz� stacjonarn�. Z tego wzgl�du 
mo�na zasugerowa	, �e na parametr retencyjny maj� wpływ ró�nice w sile od-
działywa� elektrostatycznych badanych porfiryn z faz� ruchom�, jak i stacjo-
narn�. Podsumowuj�c, nale�y stwierdzi	, �e ze wzrostem długo�ci ła�cucha w�-
glowego alkoholu elucja porfiryn na krzemionkowej fazie stacjonarnej ro�nie, na 
poliamidowej fazie stacjonarnej maleje. W obu przypadkach maksymalne warto-
�ci parametru RF były równe około 0.5, a zatem opisane układy chromatogra-
ficzne mog� by	 polecane do dalszej analizy porfiryn. Otrzymane wyniki na 
celulozowej fazie stacjonarnej sugeruj� znikom� przydatno�	 tej fazy oraz serii 
alkoholi homologicznych jako faz ruchomych w badaniach dotycz�cych porfi-
ryn. Ponadto stosowanie acetonitrylu i THF przy u�yciu wszystkich trzech faz 
stacjonarnych nie przyniosło zadowalaj�cych efektów. Na krzemionkowej i po-
liamidowej fazie stacjonarnej zaobserwowano liniow� zale�no�	 mi�dzy log 
(1/RF) a polaryzowalno�ciami molekularnymi alkoholi stosowanych jako fazy 
ruchome. Otrzymane wysokie współczynniki korelacji r potwierdziły hipotez�  
o podstawowej roli oddziaływa� elektrostatycznych w procesie separacji porfi-
ryn na badanych fazach stacjonarnych [475]. 
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5.4. Niewodne fazy ruchome modyfikowane DMSO i HMDSO 

5.4.1. Porfiryny na krzemionkowej fazie stacjonarnej 

Fazy binarne sporz�dzano przez zmieszanie odpowiednich ilo�ci czystych 
estrów, ketonów oraz ksylenów z DMSO w proporcjach od 0 do 100% v/v. Na 
uwag� zwraca silne oddziaływanie badanych zwi�zków z faz� stacjonarn�  
w przypadku stosowania faz ruchomych zawieraj�cych 100% rozpuszczalników 
(z wyj�tkiem acetonu i 2-butanonu) oraz faz z niewielkim dodatkiem DMSO.  
A zatem transport porfiryn wymagał obecno�ci DMSO w fazie ruchomej. Naj-
prawdopodobniej DMSO oddziałuj�c z grupami silanolowymi fazy stacjonarnej  
i blokuj�c je zarazem, powodowało wzrost wymywania porfiryn wraz ze zwi�k-
szaj�c� si� zawarto�ci� DMSO w fazie ruchomej. Analizuj�c otrzymane wyniki 
przy zastosowaniu szeregu homologicznego estrów stwierdzono, �e ze wzrostem 
długo�ci ła�cucha w�glowego estru rosła retencja chromatograficzna badanych 
porfiryn. Z kolei octan tert-butylu wpłyn�ł zadowalaj�co na separacj� uroporfi-
ryn w zakresie st��e� 40-100% v/v DMSO/octan tert-butylu. Najwi�kszy wpływ 
na elucj� porfiryn miał mrówczan etylu (ryc. 17), powoduj�c ich znaczn� migra-
cj�. Przy czym nale�y równie� doda	, �e separacja badanych zwi�zków uległa 
pogorszeniu, kiedy faz� ruchom� była mieszanina DMSO/mrówczan etylu. 
Octan metylu i mrówczan etylu - estry o jednakowej długo�ci ła�cucha w�glo-
wego oraz jednakowej masie - miały bardzo zró�nicowany wpływ na zachowa-
nie chromatograficzne porfiryn. Nale�y przypuszcza	, �e przyczyn� tego było 
poło�enie grup metylowych w strukturze obu estrów. Generalnie estry zawarte  
w fazie ruchomej miały wi�kszy wpływ na retencj� oraz separacj� koproporfiryn 
i protoporfiryny ni� na uroporfiryny. Zaobserwowano, �e podobnie jak w przy-
padku szeregu homologicznego estrów, długo�	 ła�cucha w�glowego ketonów 
miała zdecydowany wpływ na retencj� badanych zwi�zków. I tak ze wzrostem 
długo�ci ła�cucha malała elucja porfiryn, szczególnie koproporfiryny III oraz 
protoporfiryny. Maksymalna retencja wyst�piła, kiedy faza ruchoma zło�ona 
była ze 100% 3-pentanonu lub zawierała 10% v/v dodatek DMSO (z wyj�tkiem 
protoporfiryny). Stosuj�c fazy ruchome zawieraj�ce ketony otrzymano najlepsz� 
separacj� koproporfiryn. Porównuj�c dane otrzymane po rozwini�ciu chromato-
gramów przy zastosowaniu jako faz ruchomych mieszanin DMSO/para-ksylen  
i DMSO/meta-ksylen stwierdzono niewielkie ró�nice w zachowaniu chromato-
graficznym porfiryn. Jedynie protoporfiryna była lepiej wymywana, kiedy faza 
ruchoma składała si� z DMSO i para-ksylenu. Ponadto stosuj�c ksylenowe fazy 
ruchome zaobserwowano dobr� separacj� koproporfiryn i protoporfiryny. God-
nym uwagi jest fakt, �e sekwencja elucji porfiryn zale�ała od ich masy cz�stecz-
kowej. St�d najwolniej wymywane były uroporfiryny (m.cz. 943.0), nast�pnie 
koproporfiryny (m.cz. 710.8), najszybciej protoporfiryna (m.cz. 590.7). W tabeli 
7 zestawiono warto�ci współczynników a, b oraz współczynnika korelacji r  
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równania regresji liniowej RM = bSa +⋅% . Zaobserwowano, �e liniowe za-
chowanie porfiryn w du�ej mierze zale�ało od długo�ci ła�cucha w�glowego 
estrów [476]. 
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Ryc. 17. Przykładowe zale�no�ci pomi�dzy składem fazy ruchomej a parametrem RF 

porfiryn. Faza stacjonarna: Kieselgel 60 HPTLC. 
Fig. 17. Examples of relationships between mobile phase composition and the RF values 

of the porphyrins. Support: Kieselgel 60 HPTLC. 

� �� �� �� �� �� �� �� 	� 
� ���

�����*��*+��+���*��*!"#

�

���

���

���

���

���

���

���

��	

��


�

��

 �����!������"

 �����!������"""

��������!������"

��������!������"""

��������!�����



Joanna Nowakowska 

 

87

Tab. 7.  Współczynniki a, b oraz warto�ci współczynnika korelacji r równania regresji 
liniowej RM = bSa +⋅%  porfiryn. 

Tab. 7.  Regression coeficients (a, b) and correlation coefficient (r) of regression equa-
tion RM = bSa +⋅%  for porphyrins. 

  
Eluent 
Eluent 

Porfiryna 
Porphyrin a b r 

DMSO/OCTAN ETYLU koproporfiryna I -0.016 1.409 0.9448 

uroporfiryna I -0.009 1.525 0.9885 
uroporfiryna III -0.010 1.564 0.9881 
koproporfiryna III -0.021 1.364 0.9396 

DMSO/OCTAN N-BUTYLU 

protoporfiryna -0.015 0.649 0.9493 

koproporfiryna III -0.017 1.043 0.9565 DMSO/OCTAN TERT-BUTYLU 
protoporfiryna -0.019 0.837 0.9476 

uroporfiryna I -0.011 1.562 0.9126 
uroporfiryna III -0.012 1.597 0.9327 
koproporfiryna I -0.015 1.499 0.9888 
koproporfiryna III -0.022 1.746 0.9843 

DMSO/OCTAN N-AMYLU 

protoporfiryna -0.025 1.666 0.9715 

uroporfiryna III -0.010 1.288 0.9379 
koproporfiryna I -0.013 1.303 0.9672 
koproporfiryna III -0.018 1.363 0.9903 

DMSO/PROPIONIAN PROPYLU 

protoporfiryna -0.020 1.347 0.9516 

uroporfiryna III -0.004 0.702 0.9019 DMSO/ACETON 
koproporfiryna I -0.006 0.687 0.9753 

uroporfiryna I -0.007 1.142 0.9227 
uroporfiryna III -0.005 0.980 0.9670 DMSO/2-BUTANON 
koproporfiryna I -0.009 1.010 0.9907 

koproporfiryna I -0.014 1.393 0.9273 
koproporfiryna III -0.021 1.335 0.9241 DMSO/3-PENTANON 
protoporfiryna -0.019 0.997 0.9711 
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5.4.2. Antybiotyki makrocykliczne na fazie stacjonarnej  
LiChrospher Si 60 

Jako fazy ruchome zastosowano mieszaniny binarne alkoholi i ketonów  
z HMDSO w proporcjach od 0 do 100% v/v oraz z DMSO w proporcjach od  
0 do 50% v/v. Oba rozpuszczalniki zastosowano po raz pierwszy jako eluenty  
w TLC. Analizuj�c otrzymane wyniki dla serii alkoholi homologicznych w mie-
szaninie z HMDSO, mo�na zauwa�y	, �e ze wzrostem długo�ci ła�cucha w�-
glowego alkoholu oraz dodatku HMDSO do fazy ruchomej retencja makrolidów 
(erytromycyna, troleandomycyna, tylozyna) rosła, a minimalne warto�ci współ-
czynnika RF wyst�powały w coraz szerszym zakresie st��e� HMDSO w alkoho-
lu (w przypadku mieszanin binarnych HMDSO z 1-butanolem, 2-butanolem oraz 
2-pentanolem miała miejsce maksymalna retencja w całym badanym zakresie 
st��e� 0-100% v/v). U�ycie wy�ej wymienionych faz ruchomych powodowało 
coraz lepsz� separacj� obu badanych grup antybiotyków. Uzyskane warto�ci 
parametru RF dla ryfamycyny B były najwy�sze w porównaniu z warto�ciami RF 
pozostałych antybiotyków, a najlepszym eluentem okazała si� mieszanina 60% 
v/v HMDSO/etanol (RF > 0.9). Ryfamycyna B była silnie wi�zana przez faz� 
stacjonarn� w przypadku u�ycia faz ruchomych zawieraj�cych 100% HMDSO 
lub niewielki dodatek alkoholu. Z kolei oddziaływanie ryfampicyny było wi�k-
sze - maksymalna retencja miała miejsce w całym badanym zakresie st��e�  
0-100% v/v dla mieszanin HMDSO z 2-butanolem i 2-pentanolem. Nale�y rów-
nie� nadmieni	, �e zatrzymywanie tego antybiotyku przez faz� stacjonarn� rosło 
ze wzrostem długo�ci ła�cucha w�glowego alkoholi. Ze wzrostem długo�ci ła�-
cucha w�glowego alkoholu polepszyła si� separacja ansamycyn. Porównuj�c 
zachowanie chromatograficzne badanych antybiotyków dla faz ruchomch skła-
daj�cych si� z HMDSO oraz 1-propanolu, 2-propanolu, 1-butanolu i 2-butanolu, 
zaobserwowano wi�kszy wpływ na retencj� alkoholi z grup� wodorotlenow� 
podstawion� w pozycji 2 - retencja rosła w przypadku u�ycia takich mieszanin 
binarnych. Wszystkie antybiotyki (z wyj�tkiem ryfamycyny B) były słabo elu-
owane w szerokim zakresie st��e� HMDSO w 2-metylo-1-propanolu, 2-metylo-
2-propanolu, 2-metylo-1-butanolu, 2-metylo-2- butanolu i 3-metylo-1-butanolu.  
A zatem mo�na zasugerowa	 zastosowanie badanych antybiotyków jako mody-
fikatorów fazy stacjonarnej. Minimum retencji zaobserwowano dla ryfamycyny 
B w przypadku u�ycia 100% 2-metylo-2-propanolu. Ten antybiotyk mo�e by	 
polecany jako modyfikator fazy ruchomej w wy�ej wymienionym układzie 
chromatograficznym. W przypadku u�ycia mieszaniny DMSO/2-metylo-2-
propanol minimum retencji wyst�piło w najszerszym zakresie st��e�. Ansamy-
cyny były lepiej wymywane w porównaniu z makrolidami.  
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Ryc. 18. Przykładowe zale�no�ci pomi�dzy składem fazy ruchomej a parametrem RF 
antybiotyków makrocyklicznych. Faza stacjonarna: LiChrospher Si 60 F254s. 

Fig. 18. Examples of relationships between mobile phase composition and the RF values 
of the macrocyclic antibiotics. Support: LiChrospher Si 60 F254s. 

� �� �� �� �� �� �� �� 	� 
� ���

,�����)�� ��(�! ����"

�

���

���

���

���

���

���

���

��	

��


�

��


�����������

����
��#�������

��������

��!��������$

��!��������

� �� �� �� �� ��

�����)�� ��(�! ����"

�

���

���

���

���

���

���

���

��	

��


�

��


�����������

����
��#�������

��������

��!��������$

��!��������

� �� �� �� �� ��

�����)�� �!"��)�*��*���"

�

���

���

���

���

���

���

���

��	

��


�

��


�����������

����
��#�������

��������

��!��������$

��!��������

� �� �� �� �� �� �� �� 	� 
� ���

,�����)�� �!"��)�*��*���"

�

���

���

���

���

���

���

���

��	

��


�

��


�����������

����
��#�������

��������

��!��������$

��!��������



Joanna Nowakowska 

 

91

Nale�y równie� nadmieni	, �e miała miejsce dobra separacja ansamycyn dla 
faz ruchomych zawieraj�cych 100% alkoholu lub 10 i 20% v/v dodatek DMSO 
do alkoholu. Zaobserwowano zdecydowanie wi�kszy wpływ 2-dietyloamino-
etanolu (ryc. 18) na wymywanie makrolidów ni� ansamycyn. W zakresie st��e� 
10-30% v/v HMDSO/2-dietyloaminoetanol warto�ci parametru RF makrolidów 
osi�gn�ły warto�	 najwy�sz� (RF > 0.9). Najlepsz� separacj� makrolidów uzy-
skano w zakresie st��e� 50-60% v/v HMDSO/alkohol, natomiast najlepsza sepa-
racja ansamycyn wyst�piła w zakresie st��e�  0-20% v/v HMDSO/alkohol. An-
samycyny silnie oddziaływały z faz� stacjonarn� w szerokim zakresie st��e� 
HMDSO – mog� by	 stosowane jako modyfikatory fazy stacjonarnej. Minimum 
retencji dla makrolidów zaobserwowano w szerszym zakresie st��e� DMSO  
w porównaniu z ansamycynami, co daje mo�liwo�	 stosowania makrolidów jako 
modyfikatorów faz ruchomych. Uzyskano równie� lepsz� separacj� ansamycyn 
ni� makrolidów przy zastosowaniu fazy ruchomej DMSO/2-dietyloaminoetanol. 
Maksymalne wymywanie badanych antybiotyków makrocyklicznych zaobser-
wowano dla fazy ruchomej 20% v/v HMDSO/2-metoksyetanol, przy czym naj-
wy�sze warto�ci parametru RF osi�gn�ła ryfamycyna B oraz tylozyna. Stosuj�c 
faz� ruchom� HMDSO/2-metoksyetanol zaobserwowano dobr� separacj� ansa-
mycyn w zakresie st��e� 0-20% v/v HMDSO/alkohol. Z kolei minimum retencji 
zaobserwowano dla ansamycyn w przypadku u�ycia fazy ruchomej 50% v/v 
DMSO/2-metoksyetanol. Ponadto uzyskano dobr� separacj� ansamycyn w za-
kresie st��e� 0-20% v/v DMSO/alkohol. Podczas stosowania jako fazy ruchomej 
mieszaniny HMDSO/alkohol allilowy miała miejsce zadowalaj�ca separacja 
ansamycyn w szerokim zakresie st��e�. Makrolidy oraz ryfampicyna zatrzymy-
wane były przez faz� stacjonarn� w zakresie st��e� 60-100% v/v HMD-
SO/alkohol allilowy, w zwi�zku z czym wymienione antybiotyki mog� by	 sto-
sowane jako modyfikatory fazy stacjonarnej. Minimum retencji zaobserwowano 
dla ansamycyn oraz tylozyny od 40% v/v DMSO/alkohol allilowy. Natomiast 
dobra separacja ansamycyn wyst�piła w zakresie st��e� 0-20% v/v DM-
SO/alkohol allilowy. Nast�puj�ce alkohole: benzylowy, diacetonowy oraz  
2-bromoetanol nie mieszały si� z HMDSO. St�d mo�liwa była tylko analiza ba-
danych antybiotyków makrocyklicznych przy u�yciu faz ruchomych zawieraj�-
cych wy�ej wymienione alkohole i DMSO. Najszerszy zakres st��e�, w którym 
parametr RF osi�gn�ł maksymaln� warto�	 zaobserwowano dla ryfamycyny B  
w przypadku u�ycia jako dodatku do fazy ruchomej alkoholu benzylowego oraz 
diacetonowego. Z kolei mieszanina DMSO/2-bromoetanol dobrze eluowała 
wszystkie badane antybiotyki, najlepiej wymywana była tylozyna. Separacja 
ansamycyn była najlepsza, kiedy faz� ruchom� była mieszanina DMSO/alkohol 
diacetonowy, a separacja makrolidów zadowalaj�ca w przypadku u�ycia faz 
ruchomych DMSO/alkohol benzylowy. Wszystkie badane antybiotyki (z wyj�t-
kiem ryfamycyny B) były słabo eluowane przez mieszanin� HMDSO/2-butanon 
w zakresie st��e� 0-20% v/v. Zaobserwowano silne oddziaływanie wszystkich 
badanych antybiotyków (z wyj�tkiem ryfamycyny B) z faz� stacjonarn�, kiedy 
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faz� ruchom� była mieszanina HMDS/3-pentanon. Godnym uwagi jest fakt, �e 
retencja antybiotyków rosła ze wzrostem długo�ci ła�cucha w�glowego ketonu. 
Natomiast u�ycie DMSO w fazie ruchomej spowodowało, �e ze wzrostem ła�-
cucha w�glowego ketonu elucja badanych zwi�zków malała oraz pogorszyła si� 
separacja ansamycyn. Minimum retencji zaobserwowano dla ansamycyn w sze-
rokim zakresie st��e� DMSO/2-butanon. Uzyskano dobr� separacj� ansamycyn 
w szerszym zakresie st��e� DMSO/2-butanon ni� DMSO/3-pentanon. Mo�na 
zasugerowa	 zatem, �e długo�	 ła�cucha w�glowego ketonu miała decyduj�cy 
wpływ na separacj� ryfamycyny B i ryfampicyny. Wankomycyna jako jedyny 
antybiotyk nie była eluowana przez wszystkie rozpuszczalniki u�yte do sporz�-
dzenia faz ruchomych. Jedynie w przypadku fazy ruchomej DMSO/alkohol dia-
cetonowy zaobserwowano wymywanie tego zwi�zku. Na ryc. 18 przedstawiono 
przykłady wpływu kompozycji fazy ruchomej na warto�ci parametru RF bada-
nych antybiotyków. 

Warto zaznaczy	, �e cho	 analizowane antybiotyki makrocykliczne rozpusz-
czaj� si� w ni�szych alkoholach (z wyj�tkiem wankomycyny) i cz��ciowo  
w ketonach, to nie dysocjuj� w takim stopniu w jakim dysocjowałyby w wodzie. 
Powodem tego jest to, �e pomimo wzgl�dnie wysokich warto�ci momentów 
dipolowych alkoholi i ketonów (decyduj�cych o rozpuszczalno�ci) maj� one 
nisk� stał� dielektryczn�, b�d�c� z kolei miar� zdolno�ci rozpuszczalnika do 
jonizacji substancji rozpuszczonej [462]. Utrata naładowanych grup mo�e grozi	 
spadkiem wła�ciwo�ci enancjoselektywnych antybiotyków makrocyklicznych. 
Tabela 8 odzwierciedla nieliniowe zachowanie chromatografowanych antybioty-
ków [477]. 
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Tab. 8. Nieliniowe zachowanie chromatografowanych antybiotyków. 
Tab. 8. Non-linear behavior of chromatographed antibiotics. 

 
faza ruchoma 
mobile phase 

antybiotyk 
antibiotic a b r 

Erytromycyna 0.003 1.319 0.5787 
Troleandomycyna 0.007 1.364 0.7977 HMDSO/ETANOL 
Ryfamycyna B 0.008 -0.761 0.3085 

     
Tylozyna 0.009 -1.046 0.8872 HMDSO/2-METOKSYETANOL Ryfamycyna B 0.037 -1.135 0.8835 

     
DMSO/2-DIETYLOAMINOETANOL Ryfamycyna B -0.028 0.281 0.8902 

     
Ryfamycyna B 0.004 -0.672 0.8315 HMDSO/1-PROPANOL 
Ryfampicyna 0.004 0.929 0.8834 

     
HMDSO/2-PROPANOL Ryfamycyna B 0.002 -0.419 0.8768 

     
DMSO/2-PROPANOL Ryfamycyna B 0.015 -0.404 0.8508 

     
HMDSO/1-BUTANOL Ryfamycyna B 0.003 -0.593 0.8151 

     
HMDSO/2-BUTANOL Ryfamycyna B 0.003 -0.311 0.8353 

     
HMDSO/2-METYLO-1-PROPANOL Ryfamycyna B 0.014 -0.305 0.8439 

     
HMDSO/2-METYLO-2-PROPANOL Tylozyna 0.007 0.089 0.8827 

     
Ryfamycyna B 0.018 -0.775 0.8952 HMDSO/2-METYLO-1-BUTANOL Ryfampicyna 0.006 1.241 0.7974 

     
HMDSO/3-METYLO-1-BUTANOL Ryfamycyna B 0.003 -0.527 0.8930 

     
HMDSO/ALKOHOL ALLILOWY Erytromycyna 0.001 1.426 0.8944 

     
HMDSO/2-PENTANOL Ryfamycyna B 0.003 -0.405 0.8731 

     
Troleandomycyna 0.011 0.990 0.8983 DMSO/ALKOHOL BENZYLOWY Tylozyna 0.030 0.552 0.8684 

     
DMSO/ALKOHOL DIACETONOWY Erytromycyna 0.005 0.273 0.8421 

     



Cz��	 analityczna 

 

94 

5.4.3. Antybiotyki makrocykliczne na fazie stacjonarnej RP-18 

Fazy binarne przygotowano przez zmieszanie odpowiednich ilo�ci czystych 
alkoholi z HMDSO oraz z DMSO w proporcjach od 0 do 100% v/v. Analizuj�c 
otrzymane wyniki dla serii alkoholi homologicznych zawieraj�cych dodatek 
HMDSO mo�na zauwa�y	, �e ze wzrostem długo�ci ła�cucha w�glowego alko-
holu, wymywanie badanych antybiotyków makrocyklicznych malało (z wyj�t-
kiem ryfamycyny B). Ponadto stwierdzono silne oddziaływanie antybiotyków  
z faz� stacjonarn� w przypadku stosowania faz ruchomych z czystym HMDSO 
lub z dodatkiem niewielkiej ilo�ci alkoholu. A zatem transport badanych zwi�z-
ków wymagał obecno�ci alkoholu w fazie ruchomej. Maksymalna retencja wy-
st�piła w najszerszym zakresie st��e� 2-pentanolu w HMDSO, szczególnie  
w przypadku makrolidów. Najsilniej zatrzymywana była troleandomycyna  
w całym zakresie badanych st��e� fazy ruchomej 2-pentanol/HMDSO. Dlatego 
mo�na poleci	 makrolidy jako modyfikatory fazy stacjonarnej przy u�yciu wy�ej 
wymienionej fazy ruchomej oraz faz ruchomych zawieraj�cych czysty HMDSO 
lub niewielki dodatek alkoholu. Parametr RF tylozyny i ryfamycyny B osi�gn�ł 
maksymaln� warto�	 dla faz ruchomych 80% v/v etanol/HMDSO - z tego 
wzgl�du oba antybiotyki mog� by	 stosowane jako modyfikatory wymienionej 
fazy ruchomej. Separacja ansamycyn w porównaniu z makrolidami (z wyj�tkiem 
fazy ruchomej metanol/HMDSO) była zadowalaj�ca w szerokim zakresie st��e� 
faz ruchomych. Natomiast najlepsz� separacj� makrolidów zaobserwowano przy 
u�yciu fazy ruchomej etanol/HMDSO, propanol/HMDSO, butanol/HMDSO  
z du�ym dodatkiem alkoholu do fazy binarnej. Nale�y nadmieni	, �e separacja 
pogarszała si� ze wzrostem długo�ci ła�cucha w�glowego alkoholu. Porównuj�c 
zachowanie chromatograficzne badanych zwi�zków  (ze szczególnym uwzgl�d-
nieniem tylozyny i ryfamycyny B) dla faz ruchomych zło�onych z HMDSO oraz 
1-propanolu, 2-propanolu, 1-butanolu i 2-butanolu, zaobserwowano wi�ksz� 
elucj� antybiotyków, kiedy faza ruchoma składała si� z alkoholu z grup� wodo-
rotlenow� podstawion� w pozycji 1. Na podstawie obserwacji wyników otrzy-
manych po zastosowaniu faz ruchomych zawieraj�cych DMSO i alkohole ho-
mologiczne stwierdzono, �e retencja chromatograficzna badanych zwi�zków 
malała ze wzrostem długo�ci ła�cucha w�glowego alkoholu. Minimum retencji 
ansamycyn wyst�piło w szerszym zakresie st��e� faz ruchomych ni� makroli-
dów. Tym niemniej wszystkie badane antybiotyki mog� by	 polecane jako mo-
dyfikatory faz ruchomych, szczególnie faz etanol/DMSO, 1-propanol/DMSO  
2-propanol/DMSO,  2-butanol/DMSO oraz 2-pentanol/DMSO.  
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Ryc. 19. Przykładowe zale�no�ci pomi�dzy składem fazy ruchomej a parametrem RF 

antybiotyków makrocyklicznych. Faza stacjonarna: RP-18. 
Fig. 19.  Examples of relationships between mobile phase composition and the RF values 

of the macrocyclic antibiotics. Support: RP-18. 
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Uzyskano zadowalaj�c� separacj� obu grup antybiotyków, która pogarszała 
si� ze wzrostem długo�ci ła�cucha w�glowego alkoholu. Godnym uwagi jest 
zachowanie chromatograficzne badanych antybiotyków makrocyklicznych przy 
zastosowaniu jako fazy ruchomej mieszaniny 2-metoksyetanol/HMDSO. W tym 
wypadku chromatografowane zwi�zki oddziaływały zarówno z faz� stacjonarn� 
(w szerokim zakresie st��e� fazy ruchomej), jak i z faz� ruchom�. A zatem mo�-
na zasugerowa	 dwojakie zastosowanie antybiotyków jako modyfikatorów i fazy 
stacjonarnej (w zakresie st��e� 0-40% v/v 2-metoksyetanol/HMDSO) i fazy 
ruchomej (wszystkich antybiotyków dla mieszaniny 70% v/v 2-metoksy-
etanol/HMDSO oraz tylozyny i ryfamycyny B dla 80% v/v 2-metoksyetanol 
/HMDSO). W przypadku stosowania fazy ruchomej zło�onej z 2-metoksyetanolu 
i DMSO parametry RF badanych zwi�zków osi�gn�ły maksymaln� warto�	  
w szerokim zakresie st��e� fazy ruchomej, co ułatwia precyzyjny dobór modyfi-
kowanych faz ruchomych u�ywanych w separacji chiralnej. Dla faz ruchomych 
zło�onych z alkoholi metylopodstawionych (2-metylo-1-propanol, 2-metylo-1-
butanol, 2-metylo-2-butanol, 3-metylo-1-butanol) oraz HMDSO otrzymane wy-
niki s� w zasadzie podobne, z wyj�tkiem ryfamycyny B, na retencj� której bada-
ne fazy ruchome miały najwi�kszy wpływ. Pozostałe antybiotyki nie były elu-
owane w szerokim zakresie faz ruchomych, co z praktycznego punktu widzenia 
daje mo�liwo�	 stosowania ich jako modyfikatorów fazy stacjonarnej. Uzyskano 
równie� zadowalaj�c� separacj� ansamycyn. Minimum retencji ansamycyn wy-
st�piło w szerszym zakresie st��e� faz ruchomych alkohol metylopodstawio-
ny/DMSO ni� makrolidów. W przypadku stosowania mieszaniny 2-dietylo-
aminoetanolu z HMDSO maksymalna retencja obserwowana była dla faz ru-
chomych niezawieraj�cych alkoholu lub jego niewielki dodatek - 10% v/v dla 
ryfamycyny B oraz 10 i 20% v/v dla ryfampicyny oraz uzyskano zadowalaj�c� 
separacj� ansamycyn. Z kolei minimalna retencja miała miejsce w zakresie st�-
�e� 60-100% v/v 2-dietyloaminoetanol/HMDSO dla makrolidów oraz 70-90% 
v/v dla ryfamycyny B. Parametry RF badanych zwi�zków osi�gn�ły maksymaln� 
warto�	 w szerokim zakresie st��e� fazy ruchomej 2-dietyloaminoetanol/DMSO, 
szczególnie tylozyna i ryfamycyna B. Zaobserwowano, �e faza ruchoma alkohol 
allilowy/HMDSO najlepiej wymywała ryfamycyn� B, parametry RF pozostałych 
antybiotyków osi�gn�ły warto�ci poni�ej 0.9. Zaobserwowano słabe oddziały-
wanie badanych antybiotyków z faz� stacjonarn�. W całym badanym zakresie 
st��e� otrzymano bardzo dobr� separacj� ansamycyn. Natomiast dla mieszaniny 
alkoholu allilowego z DMSO - minimum retencji wyst�piło w zakresie st��e� 
10-60% v/v dla tylozyny i ansamycyn oraz 30-60% v/v dla erytromycyny i trole-
andomycyny. Alkohol benzylowy i diacetonowy nie mieszały si� z HMDSO.  
A zatem mo�liwa była analiza badanych antybiotyków makrocyklicznych przy 
u�yciu faz ruchomych zawieraj�cych wy�ej wymienione alkohole i DMSO. Naj-
szerszy zakres st��e�, w którym parametr RF osi�gn�ł maksymaln� warto�	  
(RF = 1) zaobserwowano dla ryfamycyny B w przypadku u�ycia jako fazy ru-
chomej mieszaniny alkohol benzylowy/DMSO 10-100% v/v, dla ryfampicyny 
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10-90% v/v, tylozyny 20-60% v/v oraz pozostałych makrolidów 40-60% v/v. 
Natomiast mieszanina alkohol diacetonowy/DMSO najlepiej eluowała tylozyn� 
oraz ryfamycyn� B (RF = 1 w zakresie st��e� 10-70% v/v) Na ryc. 19 przedsta-
wiono przykłady wpływu kompozycji fazy ruchomej na warto�ci parametru RF 
badanych antybiotyków.W przypadku stosowania HMDSO jako dodatku do faz 
ruchomych zaobserwowano (w wi�kszo�ci otrzymanych wyników) liniowe za-
chowanie antybiotyków makrocyklicznych, natomiast nieliniowe stosuj�c DM-
SO w mieszaninie z alkoholami [478].  
 
 

5.4.4. Antybiotyki makrocykliczne w układzie faz normalnych  
i odwróconych 

Do sporz�dzenia faz ruchomych u�yto estrów i ketonów mieszaj�c je  
z HMDSO oraz DMSO w proporcjach od 0 do 100% v/v. Stosuj�c HMDSO jako 
dodatek do faz ruchomych, zarówno w układzie faz normalnych jak i odwróco-
nych, zaobserwowano silne oddziaływanie badanych antybiotyków z faz� sta-
cjonarn�. Z wyj�tkiem ryfamycyny B, maksymalna retencja wyst�powała  
w bardzo szerokim zakresie st��e� faz ruchomych. Powy�sze obserwacje sugeru-
j� mo�liwo�	 stosowania tych�e antybiotyków makrocyklicznych jako dodatków 
modyfikuj�cych obie stosowane fazy stacjonarne w opisanych warunkach chro-
matograficznych. Obserwuj�c zachowanie chromatograficzne ryfamycyny B  
w obu badanych układach faz stacjonarnych mo�na �miało zasugerowa	, �e wraz 
ze wzrostem długo�ci ła�cucha w�glowego w szeregu homologicznym estrów 
elucja tego zwi�zku malała. Podobne wyniki otrzymano w przypadku stosowania 
serii ketonów. Elucja pozostałych antybiotyków makrocyklicznych miała miej-
sce jedynie w przypadku u�ycia faz ruchomych nie zawieraj�cych HMDSO lub 
jego niewielki dodatek - octan metylu/HMDSO, keton/HMDSO. Na ryc. 20 
przedstawiono przykłady wpływu kompozycji fazy ruchomej na warto�ci para-
metru RF badanych antybiotyków. 
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Adsorbent: Kieselgel 60     
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Adsorbent:RP-18 
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Adsorbent: Kieselgel 60     
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Adsorbent:RP-18 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Ryc. 20. Przykładowe zale�no�ci pomi�dzy składem fazy ruchomej a parametrem RF 
 antybiotyków makrocyklicznych w układzie faz normalnych i odwróconych. 
Fig. 20.  Examples of relationships between mobile phase composition and the RF values 

of the macrocyclic antibiotics on normal and reversed phases. 
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fazie stacjonarnej. Umo�liwia to precyzyjny dobór faz ruchomych, modyfiko-
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w którym miała miejsce maksymalna elucja badanych zwi�zków malał ze wzro-
stem długo�ci ła�cucha w�glowego estru. Zadowalaj�c� separacj� badanych 
zwi�zków zaobserwowano w przypadku stosowania faz ruchomych zawieraj�-
cych 90% v/v dodatek octanu metylu, octanu etylu oraz mrówczanu etylu do 
DMSO. Przy stosowaniu wszystkich binarnych faz ruchomych uzyskano dobr� 
separacj� ansamycyn. W układzie faz odwróconych najszerszy zakres st��e�,  
w którym parametry RF badanych antybiotyków makrocyklicznych osi�gn�ły 
maksymaln� warto�	 zaobserwowano dla faz ruchomych octan metylu/DMSO 
oraz mrówczan etylu/DMSO. Najlepiej wymywanym antybiotykiem okazała si� 
ryfampicyna. Najlepsz� separacj� badanych zwi�zków uzyskano w przypadku 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

ACETON / DMSO % v/v

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1

Rf

erytromycyna
troleandomycyna
tylozyna
ryfamycyna B
ryfampicyna



Joanna Nowakowska 

 

103

u�ycia faz ruchomych nie zawieraj�cych estrów lub ketonów lub ich niewielki 
dodatek. Porównuj�c warto�ci współczynników korelacji r zaobserwowano, �e  
w układzie faz odwróconych liniowe zachowanie badanych antybiotyków wy-
st�powało w przypadku stosowania HMDSO jako dodatku do faz ruchomych,  
z kolei w układzie faz normalnych modyfikacja eluentów DMSO powodowała 
uzyskanie liniowo�ci [479]. 
 
 
 
 

5.5. Fazy ruchome modyfikowane buforem 

5.5.1. Wpływ pH na retencj� chromatograficzn� kwasu walerenowe-
go i rozmarynowego 

Jako binarne fazy ruchome stosowano mieszaniny buforu wg Brittona-
Robinsona z acetonitrylem oraz metanolem. Zbadano wpływ pH fazy ruchomej 
na retencj� badanych zwi�zków na aminowej fazie stacjonarnej. Ryc. 21 obra-
zuje zale�no�	 parametru RF w funkcji pH. Zaobserwowano minimalny wpływ 
pH na retencj� chromatograficzn� kwasu walerenowego i rozmarynowego  
w badanych układach [469]. 

Zbadano wpływ pH fazy ruchomej na retencj� badanych zwi�zków w ukła-
dzie faz normalnych i odwróconych (ryc. 22 i 23). W układzie faz normalnych 
zdecydowany wzrost wymywania kwasu rozmarynowego i walerenowego zaob-
serwowano w przypadku faz ruchomych zawieraj�cych czysty bufor oraz faz  
z niewielkim dodatkiem modyfikatora organicznego. W układzie faz odwróco-
nych pH fazy ruchomej wpłyn�ło na retencj� kwasu rozmarynowego w zakresie 
st��e� faz ruchomych metanol-bufor i acetonitryl-bufor 0-10% v/v. Na uwag� 
zwraca brak elucji kwasu walerenowego dla fazy ruchomej metanol-bufor  
w granicach st��e� 0-40 % v/v w całym badanym zakresie pH oraz w granicach 
50-60 % v/v dla faz ruchomych o pH 2-5 [470]. 
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KWAS ROZMARYNOWY 
 
 
 
 
 
 
 
 

KWAS WALERENOWY 
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KWAS WALERENOWY 
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         Eluent: acetonitryl-bufor  

 

Ryc. 21. Wpływ pH na retencj� chromatograficzn� kwasu walerenowego i rozmaryno-
wego. Faza stacjonarna: NH2. 

Fig. 21. Effect of pH on the chromatographic retention of valerenic and rosmarinic 
acids. Support: NH2. 
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KWAS ROZMARYNOWY 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

KWAS WALERENOWY 
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KWAS WALERENOWY 
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       Eluent: acetonitryl-bufor 

 
Ryc. 22. Wpływ pH na retencj� chromatograficzn� kwasu walerenowego i rozmaryno-

wego. Faza stacjonarna: Kieselgel 60W. 
Fig. 22. Effect of pH on the chromatographic retention of valerenic and rosmarinic ac-

ids. Support: Kieselgel 60W. 
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KWAS ROZMARYNOWY 
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     KWAS WALERENOWY 
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Ryc. 23. Wpływ pH na retencj� chromatograficzn� kwasu walerenowego i rozmaryno-

wego. Faza stacjonarna: RP-18. 
Fig. 23.  Effect of pH on the chromatographic retention of valerenic and rosmarinic 

acids. Support: RP-18. 
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5.5.2. Wpływ pH na parametry widma absorpcyjnego porfiryn 

Metod� spektrofotometrii w zakresie UV-VIS zbadano wpływ pH czterech 
roztworów buforowych – buforu Brittona-Robinsona, fosforanowego, borano-
wego oraz octanowego - na parametry widma uroporfiryny I, uroporfiryny III, 
koproporfiryny I, koproporfiryny III i protoporfiryny. 

W elektronowych widmach absorpcyjnych porfiryn w zakresie 400-700 nm 
wyst�puj� pasma pochodz�ce głównie od przej�	 π → π* (π - orbital wi���cy,  
π* - orbital antywi���cy). Elektrony π odpowiedzialne s� za wi�zania podwójne,  
a ich funkcje charakterystyczne i g�sto�ci ładunku maj� płaszczyzny w�złowe  
i znajduj� si� na orbitalach, których o� symetrii jest prostopadła do osi wiazania 
chemicznego. Przej�cie spektralne elektronów zwi�zane z pochłoni�ciem pro-
mieniowania odpowiada przej�ciu z orbitala wi���cego na wy�szy energetycznie 
orbital antywi���cy. Przej�cia π → π* charakteryzuj� si� du�� intensywno�ci�, 
zmieniaj�c� si� w zale�no�ci od liczby i rodzaju wi�za� wielokrotnych w cz�-
steczce. Zwi�kszenie liczby wi�za� sprz��onych powoduje zbli�enie poziomów 
π i π*, zwi�kszenie prawdopodobie�stwa przej�cia i intensywno�ci widma.  
W widmie porfiryn dominuje pasmo Soreta (B, γ) przy około 400-420 nm  
(ε ∼ 105), a ponadto wyst�puj� słabsze pasma mi�dzy 500-600 nm zwane pa-
smami α (Q0) oraz β (Q1) (ε ∼ 104). Pasma Soreta i β odpowiadaj� przej�ciom  
π → π*, podczas gdy pasmo α powstaje na skutek sprz��enia wibronowego 
[480]. Pasmo α oraz β nie wyst�piło w przypadku stosowania buforu octanowe-
go. Sprz��enie wibronowe [481] lub jak podaje inny autor [482] wibroniowe 
odnosi si� do przej�	, które s� wzbronione ze wzgl�du na symetri�, ale wskutek 
drga� oscylacyjnych i wibracyjnych symetria cz�steczki ulega zmianie i wów-
czas na krótki moment zakazy zostaj� zniesione i pojawiaj� si� w�skie pasma  
w prawie jednakowych odległo�ciach od siebie oraz o niewielkiej intensywno�ci. 
Zr�by atomowe w molekule wykonuj� drgania, które zmieniaj� moment dipolo-
wy [481]. Jak wynika z powy�szego poło�enie pasm w ultrafiolecie i w zakresie 
widzialnym zale�y od oddziaływa� mi�dzy elektronami walencyjnymi, a tylko 
wtórnie od pierwiastka, jaki uczestniczy w układzie chromoforowym. Dlatego 
widma w zakresie 200-800 nm informuj� raczej o rodzaju układu chromoforo-
wego, ni� o grupach funkcyjnych obecnych w cz�steczce – co jest domen� in-
nych metod spektroskopowych, jak podczerwieni i magnetycznego rezonansu 
j�drowego. Tym niemniej maj�c wst�pne informacje o budowie cz�steczki, 
widma elektronowe pozwalaj� na ustalenie subtelnych elementów struktury, 
takich jak rozmieszczenie wi�za� podwójnych. Bardzo wysokie warto�ci molo-
wych współczynników absorpcji ε (w prawie wszystkich przypadkach ε = 105) 
potwierdzaj� fakt obecno�ci du�ej ilo�ci ugrupowa� chromoforowych.  
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Ryc. 24. Zale�no�	 molowego współczynnika absorpcji porfiryn w funkcji pH buforu. 
Fig. 24. Dependence of the molar absorption coefficient of porphyrins on pH of buffer. 
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Rozmaite ugrupowania atomów zwi�zane z grup� chromoforow� mog� 
powodowa	 przesuni�cie pasma absorpcyjnego i zmian� warto�ci ε. Przyczyn� 
tego s� ogólnie efekty mezomeryczne i indukcyjne. Nale�y równie� nadmieni	, 
�e detekcja jest tym wi�ksza, im wi�kszy jest molowy współczynnik absorpcji. 
Porównuj�c warto�ci molowego współczynnika absorpcji ε uroporfiryny I, uro-
porfiryny III, koproporfiryny I, koproporfiryny III i protoporfiryny (ryc. 24) 
otrzymane w zale�no�ci od rodzaju u�ytego roztworu buforowego, na uwag� 
zwraca fakt, �e najni�sze warto�ci ε otrzymano w przypadku stosowania buforu 
octanowego. Nale�y równie� doda	, �e pH tego buforu miało zdecydowany 
wpływ na warto�ci molowego współczynnika absorpcji ε koporoporfiryn w w�-
skim zakresie pH 4-5 (za wzrostem pH molowy współczynnik absorpcji malał). 
Zaobserwowano wyst�powanie przesuni�	 batochromowych dla pasm absorpcji 
badanych porfiryn wraz ze wzrostem st��enia. Jonizacja odczynników spektrofo-
tometrycznych ze zmian� pH deformuje elektronow� struktur� cz�steczki, co 
prowadzi do batochromowego przesuni�cia si� maksimum absorpcji [483]. Po-
nadto w przypadku stosowania buforu octanowego dla pasm absorpcji kopropor-
firyn nast�piło przesuni�cie hipsochromowe ze wzrostem pH. W tabeli 9 zesta-
wiono warto�ci współczynników a, b oraz warto�ci współczynnika korelacji r 
równa� regresji liniowej ε =a . pH + b. Otrzymano niskie współczynniki korela-
cji pomi�dzy warto�ciami ε i pH stosowanych roztworów buforowych. A zatem 
nie wyst�puje liniowa zale�no�	 molowego współczynnika absorpcji ε od pH 
buforu. Jedynie dla uroporfiryny III przy stosowaniu buforu boranowego i octa-
nowego oraz dla protoporfiryny przy stosowaniu buforu octanowego – współ-
czynniki korelacji r przekroczyły warto�	 0.95. Nieliniowa zale�no�	 mo�e suge-
rowa	 zło�ony mechanizm oddziaływa� pomi�dzy badanymi porfirynami a roz-
tworami buforowymi. Badania elektronowych widm absorpcyjnych pozwalaj� 
nie tylko ustali	 typy przej�	 elektronowych i wyci�gn�	 wnioski dotycz�ce 
elektronowej i geometrycznej struktury cz�steczek. Pomiary spektrofotome-
tryczne w nadfiolecie i widzialnej cz��ci widma s� jedn� z najbardziej rozpo-
wszechnionych metod identyfikacji zwi�zków i badania ich czysto�ci. Ró�nice  
w poło�eniu i nat��eniu elektronowych pasm absorpcyjnych ró�nych form cz�-
steczkowych s� cz�sto wykorzystywane do badania równowag, jakie ustalaj� si� 
pomi�dzy nimi w roztworach. Mo�na tu wymieni	 równowagi pomi�dzy ró�ny-
mi tautomerami, izomerami (np. formami cis i trans badanego zwi�zku), rów-
nowagi asocjacyjne, wyznaczanie stałych nietrwało�ci kompleksów itp. [484]. 
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Tab. 9.  Współczynniki a, b oraz warto�ci współczynnika korelacji r równania regresji 
liniowej ε = bpHa +⋅  porfiryn. 

Tab. 9.  Regression coeficients (a, b) and correlation coefficient (r) of regression equa-
tion ε = bpHa +⋅  for porphyrins. 

 

Bufor Brittona-Robinsona 
Britton-Robinson buffer 

 a b r 
Uroporfiryna I -0.002 0.231 0.5219 
Uroporfiryna III -0.004 0.550 0.3608 
Koproporfiryna I 0.002 0.228 0.6963 
Koproporfiryna III 0.002 0.817 0.5979 
Protoporfiryna  -0.001 0.168 0.5094 

Bufor fosforanowy 
Sodium phosphate buffer 

 a b r 
Uroporfiryna I -0.003 0.254 0.5360 
Uroporfiryna III -0.0001 0.556 0.0299 
Koproporfiryna I -0.005 0.305 0.4941 
Koproporfiryna III -0.0005 0.843 0.1975 
Protoporfiryna  -0.003 0.135 0.6869 

Bufor boranowy 
Boric acid buffer 

 a b r 
Uroporfiryna I -0.012 0.341 0.8435 
Uroporfiryna III -0.024 0.799 0.9600 
Koproporfiryna I -0.0008 0.265 0.3989 
Koproporfiryna III -0.022 1.054 0.7861 
Protoporfiryna  -0.006 0.247 0.9844 

Bufor octanowy 
Ammonium acetate buffer 

 a b r 
Uroporfiryna I -0.006 0.135 0.8257 
Uroporfiryna III -0.026 0.349 0.9521 
Koproporfiryna I -0.035 0.261 0.7527 
Koproporfiryna III -0.077 0.716 0.7196 
Protoporfiryna  -0.002 0.048 0.7683 
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PODSUMOWANIE 

Chromatografia cienkowarstwowa posłu�yła jako bardzo dogodne narz�dzie 
w analizie zwi�zków inkluzyjnych z grupy antybiotyków makrocyklicznych, 
ponadto porfiryn oraz kwasu walerenowego i rozmarynowego. Za cel postawio-
no sobie zbadanie wpływu adsorbentów i eluentów (modyfikowanych b�d� nie) 
na retencj� oraz separacj� badanych zwi�zków. Podj�to si� równie� próby wyja-
�nienia niektórych mechanizmów odpowiedzialnych za zachowanie chromato-
graficzne tych�e substancji.  
 
 
 
Antybiotyki makrocykliczne 

Zastosowanie ró�nego rodzaju zwi�zków makrocyklicznych posiadaj�cych 
zdolno�	 inkludowania w swoim wn�trzu cz�steczki go�cia, w celu modyfikacji 
faz w chromatografii cienkowarstwowej, mo�e by	 dwojakiego rodzaju. Po 
pierwsze mo�na je adsorbowa	 na fazie stacjonarnej, je�eli warto�ci parametru 
RF tych zwi�zków s� zbli�one lub równe zero. W drugim przypadku tj. w celu 
modyfikacji nimi fazy ruchomej, ich parametry RF powinny by	 bliskie lub rów-
ne jedno�ci. 

Generalnie wankomycyna była antybiotykiem najsilniej adsorbowanym 
przez faz� stacjonarn� niezale�nie od jej rodzaju. Maksymalna retencja (RF = 0) 
badanych antybiotyków makrocyklicznych obserwowana była na poliamidowej 
fazie stacjonarnej w przypadku u�ycia wody jako fazy ruchomej oraz faz z nie-
wielkim dodatkiem modyfikatora organicznego (szerszy zakres st��e� dla ansa-
mycyn ni� makrolidów). Makrolidy ponadto nie były wymywane w 100% aceto-
nitrylu i THF. Te dwa rozpuszczalniki oraz propanol nie były zdolne do elucji 
badanych antybiotyków na celulozie. W układzie faz odwróconych makrolidy 
oddziaływały najsilniej z faz� stacjonarn�. Dodatek HMDSO do fazy ruchomej, 
u�yty w układzie faz normalnych i odwróconych, silnie wpływał na retencj� 
chromatograficzn� badanych zwi�zków, powoduj�c jej wzrost, w przeciwie�-
stwie do DMSO, który to zwi�zek zwi�kszał migracj� antybiotyków makrocy-
klicznych - minimalna retencja (RF = 1). Maksymaln� migracj� makrolidów za-
obserwowano w w�skim zakresie st��e� faz ruchomych na poliamidowej i celu-
lozowej fazie stacjonarnej, ansamycyn na celulozie. Na uwag� zwraca minimal-
na retencja wankomycyny osi�gni�ta na poliamidzie w przypadku zastosowania 
jako fazy ruchomej 50% v/v acetonitrylu w wodzie oraz 40% v/v THF w wodzie 
na celulozie. Dodatek roztworu chlorku sodu do faz ruchomych w najwi�kszym 
stopniu wpłyn�ł na wymywanie wankomycyny. Parametr RF osi�gn�ł najwy�sz� 
warto�	 (RF > 0.9) dla 70% v/v metanolu w wodzie zawieraj�cego 0.9 M chlorek 
sodu oraz dla 30% v/v propanolu w wodzie z 0.6 M i 0.9 M chlorkiem sodu. 
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Sugeruje to mo�liwo�	 wykorzystania tego zwi�zku jako potencjalnego modyfi-
katora tak sporz�dzonych faz ruchomych. W przypadku makrolidów modyfika-
cja faz ruchomych roztworem chlorku sodu wpłyn�ła pozytywnie na elucj� tych 
antybiotyków, tym niemniej warto�ci parametru RF nie przekroczyły 0.5 dla fazy 
ruchomej 70% v/v metanol-woda oraz 0.4 dla fazy 30% v/v propanol-woda.  
Z kolei obserwuj�c zachowanie chromatograficzne ansamycyn stwierdzono, �e 
wraz ze wzrostem st��enia chlorku sodu w fazie ruchomej pogarszało si� ich 
wymywanie.  

Długo�	 ła�cucha w�glowego oraz pozycja grupy wodorotlenowej alkoholi, 
stosowanych jako eluenty, miała wpływ na retencj� i separacj� badanych anty-
biotyków makrocyklicznych. Np. na fazie stacjonarnej LiChrospher Si 60 alko-
hole z grup� OH podstawion� w pozycji 2 w mieszaninie z HMDSO najsilniej 
hamowały elucj� antybiotyków. Uzyskano zadowalaj�c� separacj� ansamycyn, 
bez wzgl�du na rodzaj stosowanego układu chromatograficznego. 

Uzyskane wyniki bada� sugeruj� mo�liwo�	 stosowania analizowanych an-
tybiotyków makrocyklicznych jako modyfikatorów inkluzyjnych fazy stacjonar-
nej i ruchomej w wybranych układach chromatograficznych.  
 
 
 
Porfiryny 

Jak wynika z danych otrzymanych w trakcie bada� wybranych porfiryn, ze 
wzrostem długo�ci ła�cucha w�glowego alkoholu elucja porfiryn na krzemion-
kowej fazie stacjonarnej rosła, na poliamidzie malała. Z kolei celuloza silnie 
adsorbowała badane zwi�zki. Stosuj�c jako fazy ruchome mieszaniny binarne 
estrów, ketonów i ksylenów z DMSO oraz płytki pokryte �elem krzemionkowym 
zaobserwowano, �e sekwencja wymywania porfiryn zale�ała od ich masy cz�-
steczkowej. Transport badanych porfiryn wymagał obecno�ci DMSO w fazie 
ruchomej. Fazy ruchome zawieraj�ce estry miały najwi�kszy wpływ na retencj�  
i separacj� koproporfiryn. Poło�enie grup metylowych w układach struktural-
nych estrów miało wpływ na zachowanie chromatograficzne porfiryn. Ze wzro-
stem długo�ci ła�cucha w�glowego w szeregu homologicznym estrów i ketonów 
rosła retencja chromatograficzna porfiryn. Najwi�kszy wpływ na elucj� porfiryn 
miała mieszanina DMSO/mrówczan etylu, powoduj�c ich znaczn� migracj�, 
jednocze�nie pogarszaj�c rozdzielczo�	 badanych zwi�zków. Najlepsz� separa-
cj� koproporfiryn uzyskano stosuj�c mieszaniny DMSO/keton. Badane układy 
chromatograficzne mog� by	 stosowane w dalszej analizie porfiryn. 

Metod� spektrofotometrii w zakresie UV-VIS zbadano wpływ pH czterech 
roztworów buforowych – buforu Brittona-Robinsona, fosforanowego, borano-
wego oraz octanowego - na parametry widma porfiryn. Stwierdzono, �e w elek-
tronowych widmach porfiryn wyst�puj� pasma Soreta i β zwi�zane z przej�ciem 
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π → π* oraz pasmo α powstaj�ce na skutek sprz��enia wibronowego, które nie 
wyst�puje w przypadku stosowania buforu octanowego. Wysokie warto�ci mo-
lowych współczynników absorpcji ε porfiryn potwierdzaj� fakt obecno�ci du�ej 
ilo�ci ugrupowa� chromoforowych w strukturze tych zwi�zków, co z kolei 
zwi�ksza czuło�	 ich wykrywania. pH buforu octanowego miało zdecydowany 
wpływ na warto�ci molowego współczynnika absorpcji ε koporoporfiryn w w�-
skim zakresie pH 4-5 (ze wzrostem pH molowy współczynnik absorpcji malał). 
Wraz ze wzrostem st��enia porfiryn wyst�piły przesuni�cia batochromowe dla 
pasm absorpcji tych zwi�zków. Ponadto w przypadku stosowania buforu octa-
nowego dla pasm absorpcji koproporfiryn nast�piło du�e przesuni�cie hipso-
chromowe wraz ze wzrostem pH. Obserwowane współczynniki korelacji pomi�-
dzy warto�ciami ε i pH stosowanych roztworów buforowych były niskie. A za-
tem nie wyst�powała liniowa zale�no�	 molowego współczynnika absorpcji ε od 
pH buforu, co mo�e sugerowa	 zło�ony mechanizm oddziaływa� pomi�dzy ba-
danymi porfirynami a roztworami buforowymi. 
 
 
 
Kwas walerenowy i rozmarynowy 

Stosuj�c aminow� faz� stacjonarn� w analizie chromatograficznej kwasu wa-
lerenowego i rozmarynowego stwierdzono, �e długo�	 ła�cucha w�glowego 
alkoholu miała wpływ jedynie na retencj� kwasu walerenowego. Kwas rozmary-
nowy był silniej adsorbowany przez faz� stacjonarn�. Ponadto transport tego 
zwi�zku wymagał dodatku wody do fazy ruchomej, co zaobserwowano stosuj�c 
mieszanin� acetonitryl-metanol. Badane kwasy nie były eluowane w przypadku 
u�ycia jako fazy ruchomej 100% acetonitrylu i THF, czyli wyst�pił brak korela-
cji pomi�dzy otrzymanymi wynikami a zale�no�ci� retencja chromatograficzna-
rozpuszczalno�	 analitu w fazie ruchomej.  

Wpływ pH na retencj� chromatograficzn� kwasu walerenowego i rozmary-
nowego był minimalny w badanych układach. W układzie faz odwróconych  
i normalnych długo�	 ła�cucha w�glowego alkoholu miała wpływ na retencj� 
badanych substancji. Wraz ze wzrostem długo�ci ła�cucha w�glowego rosła siła 
elucyjna u�ytych alkoholi. W układzie faz normalnych i odwróconych transport 
kwasu walerenowego wymagał dodatku modyfikatora organicznego do fazy 
ruchomej. W układzie faz odwróconych lepiej wymywany był kwas rozmaryno-
wy. Retencja chromatograficzna obu badanych kwasów w układzie faz normal-
nych zale�ała w istotny sposób od pH fazy ruchomej w przypadku stosowania 
czystej fazy buforowej oraz faz zawieraj�cych niewielki dodatek metanolu lub 
acetonitrylu. Natomiast w układzie faz odwróconych wymywanie kwasu rozma-
rynowego zale�ało od pH fazy ruchomej w zakresie st��e� 0-10% v/v faz binar-
nych metanol-bufor i acetonitryl-bufor. 
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WNIOSKI 

Zastosowano po raz pierwszy HMDSO i DMSO jako eluenty w chromato-
grafii cienkowarstwowej.  

W trakcie szeregu do�wiadcze�, maj�cych na celu zbadanie zachowania 
chromatograficznego antybiotyków makrocyklicznych i porfiryn, otrzymano 
wyniki interesuj�ce pod wzgl�dem praktycznym. Okazało si� bowiem, �e HMD-
SO silnie hamuje wymywanie antybiotyków makrocyklicznych.  

Natomiast transport zarówno badanych antybiotyków jak i porfiryn wymagał 
obecno�ci DMSO w fazie ruchomej. Praktycznie rzecz ujmuj�c ma to istotne 
znaczenie w wykorzystaniu badanych antybiotyków makrocyklicznych jako 
inkluzyjnych modyfikatorów faz ruchomych lub stacjonarnych w separacji chi-
ralnej trudno rozdzielaj�cych si� substancji. 

Równie� dodatek chlorku sodu do faz ruchomych, podobnie jak HMDSO 
i DMSO, miał ogromny wpływ na retencj� chromatograficzn� analizowanych 
antybiotyków, szczególnie wankomycyny.  

Z kolei badania w �rodowisku buforu dały wyniki mo�e nie tak spektakular-
ne jak powy�sze, tym nie mniej ciekawe.  

Ponadto nale�y doda	, �e retencja oraz separacja badanych zwi�zków zale-
�ała głównie od składu faz ruchomych oraz rodzaju zastosowanego adsorbentu, 
co jak wykazały badania, ma kluczowe znaczenie w analizie wybranych substan-
cji. 
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STRESZCZENIE 

Zbadano wła�ciwo�ci fizykochemiczne i chromatograficzne wybranych an-
tybiotyków makrocyklicznych, porfiryn oraz kwasu walerenowego i rozmary-
nowego. Wszystkich pomiarów dokonano metod� chromatografii cienkowar-
stwowej. Stosuj�c wodne fazy ruchome analizowano antybiotyki makrocyklicz-
ne na celulozowej i poliamidowej fazie stacjonarnej oraz kwas walerenowy  
i rozmarynowy w układzie faz normalnych i odwróconych. Binarne mieszaniny 
wodne modyfikowano chlorkiem sodu i tak sporz�dzone eluenty u�yto w bada-
niach antybiotyków makrocyklicznych w układzie faz normalnych i odwróco-
nych. Z kolei niewodne fazy ruchome zostały wykorzystane w analizie chroma-
tograficznej kwasu walerenowego i rozmarynowego na aminowej fazie stacjo-
narnej oraz w układzie faz normalnych i odwróconych, a tak�e w analizie porfi-
ryn na adsorbencie krzemionkowym, celulozowym i poliamidowym. Rozpusz-
czalniki organiczne z dodatkiem DMSO lub HMDSO stosowano jako eluenty 
(nie opisane wcze�niej) w badaniu retencji antybiotyków makrocyklicznych  
w układzie faz normalnych i odwróconych oraz porfiryn na krzemionkowej fazie 
stacjonarnej. Badano równie� wpływ pH na zachowanie chromatograficzne kwa-
su walerenowego i rozmarynowego oraz wpływ pH na parametry widma absorp-
cyjnego porfiryn, stosuj�c binarne fazy ruchome zawieraj�ce bufor. Rodzaj ad-
sorbentu, skład faz ruchomych oraz modyfikacja eluentów miały zdecydowany 
wpływ na zachowanie chromatograficzne badanych zwi�zków. Z cał� pewno�ci� 
zasugerowa	 mo�na praktyczne zastosowanie otrzymanych wyników w analizie 
wybranych substancji. 

Wszystkie wyniki bada� zostały opublikowane (wykaz publikacji str. 121). 
W ramach dorobku naukowego osi�gni�to sumaryczny Impact Factor równy 
27.739. 
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SUMMARY 

The physicochemical and chromatographic properties of macrocyclic antibi-
otics, porphyrins and valerenic and rosmarinic acids were studied by using the 
thin-layer chromatography. The macrocyclic antibiotics have been examined on 
Cellulose and Polyamide TLC plates, valerenic and rosmarinic acid on normal 
and reversed-phases using aqueous mobile phases. The binary aqueous solvent 
mixtures were modified with sodium chloride. Using these eluents, the macro-
cyclic antibiotics on normal and reversed-phases were studied. The non-aqueous 
mobile phases were used in the chromatographic analysis of valerenic and ros-
marinic acid on an amino stationary phase and on normal and reversed-phases. 
Porphyrins have been studied on silica gel, Cellulose and Polyamide plates. The 
retention behavior of macrocyclic antibiotics has been examined on normal and 
reversed-phases, porphyrins on silica gel plates, when the organic solvents with 
hexamethyldisiloxane (HMDSO) and dimethyl sulfoxide (DMSO) were used as 
mobile phases (it never has been described before). The dependance of the RF of 
valerenic and rosmarinic acid on buffer solution pH and the effect of pH on ab-
sorption spectra of porphyrins were also studied. The type of adsorbents, mobile 
phase composition and the modification of eluents have an major effect on the 
chromatographic behavior of investigated compounds. From practical point of 
view, the application of chromatographic retention data in the analysis of se-
lected substances can be evident suggested. 

All obtained results were pubilished (list of references page 121). The total 
Impact Factor of research practice is equal 27.739. 
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