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WSTEP

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) jest dynamicznie rozwijajaca sig
metoda analityczng we wspodtczesnej praktyce laboratoryjnej. Technika ta po-
nownie wzbudzita zainteresowanie, po dtugim okresie zapomnienia, w p6znych
latach 30-tych. A stalo sig to za sprawa Izmajlowa i Shraibera, ktérzy doszli do
wniosku, ze TLC jest narzgdziem analitycznym szybszym, wygodniejszym oraz
umozliwiajacym lepsza separacj¢ w poroéwnaniu z konwencjonalng kolumnowa
chromatografia cieczowa. Lata 50-te to okres wytgzonej pracy dwoéch niezalez-
nych naukowcéw - Stahla i1 Kirchnera. Potozyli oni niejako podwaliny pod kla-
syczng kapilarna TLC, opracowujac i ujednolicajac procedury dotyczace polep-
szania separacji i odtwarzalno$ci wynikéw oraz wniesli wktad w rozwdj wielu
nowych jej zastosowan. W tym samym mniej wigcej czasie rozpoczela si¢ ko-
mercjalizacja materiatow i urzadzen oraz dostgpnos¢ techniki w wielu laborato-
riach. To zwiastowato zloty wiek w ewolucji TLC, ktéra szybko wyparta chro-
matografi¢ bibutowa i stata si¢ gléwna chromatograficzng metoda separacji.
W latach 70-tych nastapil spadek zainteresowania TLC jako nowoczesna cie-
czowa chromatografia kolumnowa, natomiast rozpoczal si¢ rozwoj automatyza-
cji 1 catkowitej instrumentalizacji rozdzielania chromatograficznego. Dalsze
optymalizowanie warunkéw TLC, bardziej powszechnie znanej jako HPTLC lub
nowoczesnej TLC, nie zdotato podtrzyma¢ wcze$niejszego zainteresowania ta
technika. Przez lata 80-te nowoczesna TLC zostala catkowicie zinstrumentali-
zowana, jakkolwiek w tym samym czasie odtaczyla si¢ od gtéwnego nurtu badan
chromatograficznych. W swojej konwencjonalnej formie TLC jest nadal metoda
szybka, niedroga, ,.elastyczna” oraz ,,przeno$na”’ stosowana w analizie szeregu
substancji. Z drugiej strony, nowoczesna TLC byta wilasciwie coraz bardziej
marginalizowana oraz niewidoczna na waznych sympozjach chromatograficz-
nych. Ponadto szkolenia w zakresie nowoczesnej TLC faktycznie nie istnieja
zaréwno w przemysle i w szkolnictwie wyzszym, co oznacza, ze wielu wspot-
czesnych uczonych jest nieSwiadomych tego, ze TLC moze by¢ metoda z wybo-
ru w rozwiazywaniu pewnych probleméw analitycznych. Jest nadzieja, ze nowo-
czesna TLC przetrwa dzigki silnemu poparciu kilku entuzjastéw, kontynuuja-
cych rozwdj tej techniki oraz szerokiemu wykorzystywaniu wynikéw ich badan
w celach komercyjnych.
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1. ANTYBIOTYKI MAKROCYKLICZNE

Zjawiska powstawania komplekséw inkluzyjnych wchodza w zakres chemii
supramolekularnej, ktéra jest jedna z najbardziej dynamicznie rozwijajacych si¢
dziedzin nauki. W chromatografii zwiazki inkluzyjne sa najczesciej wykorzy-
stywane w analizie trudno rozdzielajacych si¢ substancji jako modyfikatory faz
ruchomych lub stacjonarnych. Pomimo sporej ilosci prac dotyczacych zastoso-
wan zwiazkéw inkluzyjnych, brak jest szerszych opracowan teoretycznych,
a efektywna separacj¢ mieszanin uzyskuje si¢ zazwyczaj metoda préb i btedow.
Ze wzgledu na rosnaca ilo$¢ syntetycznie otrzymywanych pochodnych antybio-
tykdw makrocyklicznych, stale poszukuje sie¢ szybkich i wydajnych metod ich
separacji. Najtansza i najszybsza technika wydaje si¢ tu by¢ chromatografia
cienkowarstwowa. Znajduje ona réwniez zastosowanie w rozdzielaniu mieszanin
racemicznych z uzyciem tej klasy zwigzkéw jako selektoréw chiralnych.

Antybiotyki makrocykliczne to zréznicowana pod wzgledem budowy klasa
zwiazkéw wykazujacych, migdzy innymi, wtasciwosci inkluzyjne. Naleza do
niej: polieny makrocykliczne, glikopeptydy makrocykliczne, peptydy, zwiazki
ansa i wiele innych struktur. Generalnie podzieli¢ je mozna na trzy grupy:

1) antybiotyki niepolienowe (w skrécie zwane makrolidami),
2) ansamycyny,
3) antybiotyki polienowe.

Grupa pierwsza i druga wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne. W sktad trze-
ciej wchodza antybiotyki o dzialaniu przeciwgrzybiczym. Cigzary czasteczkowe
antybiotykéw makrocyklicznych mieszcza si¢ w granicach 600-2200. Posiadaja
charakter kwasowy, zasadowy badz oboje¢tny. Niektdre silnie absorbuja $wiatlo
w nadfiolecie [1].

1.1. Makrolidy

Pod wzgledem chemicznym makrolidy stanowia potaczenia glikozydowe,
w ktérych aglikonem jest wielocztonowy, bezazotowy pierscien laktonowy, na-
tomiast czgscia cukrowa sa deoksycukry, a wérdd nich przynajmniej jeden ami-
nosacharyd. Trzeciorzedowy azot aminocukru odpowiedzialny jest za stabo za-
sadowy charakter tych zwiazkéw. Liczba atoméw w pierScieniu, przewaznie
parzysta, mieSci si¢ w zakresie od 12 do 24 i czgsto stanowi podstawg klasyfika-
cji antybiotykéw [2]. NajczeSciej spotykane sa makrolidy 14-czionowe (erytro-
mycyny A, B, C, D, E i F, oleandomycyna, troleandomycyna, roksytromycyna,
dirytromycyna, klarytromycyna i flurytromycyna) lub 16-cztonowe (josamycy-
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na, rosaramycyna, kitasamycyna, mirosamycyna, spiramycyna i tylozyna). Nie-
typowym, bo 15-czlonowym makrolidem jest azytromycyna, natomiast kar-
bomycyna ma w swoim pierScieniu az 17 atoméw [3]. Sa to zwiazki o charakte-
rze lipofilowym, trudno lub catkowicie nierozpuszczalne w wodzie; wykazuja
dobra rozpuszczalnos¢ w alkoholach, acetonie, chloroformie [4]. Rozktad ich -
przebiegajacy gtéwnie w $rodowisku kwasnym - zwiazany jest $cisle z budowa.
Stabymi punktami sa wiazania glikozydowe (ulegajace pgkaniu) oraz te miejsca
w strukturze antybiotyku, z ktérych mozliwe jest oderwanie czasteczki wody.
Z powodu braku uktadéw chromoforowych zwiazki te wykazuja staba absorpcje
promieniowania nadfioletowego w jego dolnym zakresie (< 220 nm). Dotyczy to
w szczegllnosci erytromycyny i oleandomycyny [5]. Z wyjatkiem rosaramycyny
i mirosamycyny, ktére wyizolowano z gatunku Micromonospora, a takze p6tsyn-
tetycznych pochodnych erytromycyny A (roksytromycyny, dirytromycyny, kla-
rytromycyny, flurytromycyny i azytromycyny) i oleandomycyny (troleandomy-
cyna), makrolidy otrzymuje si¢ z hodowli mikroorganizméw z rodzaju Strepto-
myces. Otrzymane w ten sposOb stanowia mieszaning homologicznych zwiaz-
kéw [3]. Antybiotyki makrolidowe posiadaja wlasciwosci bakteriostatyczne bg-
dace skutkiem hamowania syntezy biatek. Leki te dziataja poprzez odwracalne
wiazanie z receptorem 23S rRNA na podjednostce 50S rybosomu zaburzajac
w ten sposob reakcje translokacji i wydtuzania fancuchéw polipeptydowych [6].
Wszystkie makrolidy posiadaja podobne wlasciwosci przeciwbakteryjne.
W stezeniu 0.1-0.2 pg/ml sa aktywne przeciwko bakteriom Gram-dodatnim,
facznie z dwoinkami zapalenia pluc, paciorkowcami i maczugowcami btonicy
oraz przeciwko niektérym bakteriom Gram-ujemnym, jak Haemophilus influen-
zae 1 Legionella pneumophila [6]. Nowsze pochodne erytromycyny wykazuja
aktywno$¢ wobec Helicobacter pylori i stad ich zastosowanie w chorobie wrzo-
dowej zotadka [5]. Wrazliwe na dziatanie makrolidow sa takze mykoplazmy,
chlamydie i riketsje. Erytromycyna i jej analogi sa czgsto lekami z wyboru w za-
kazeniach wywotanych przez wyzej wymienione drobnoustroje i stanowia leki
substytucyjne u chorych nadwrazliwych na penicyliny. Trzeba ponadto zazna-
czy¢, ze stosowanie makroliddw w chemioterapii ogranicza ich hepatotoksycz-
no$¢, a takze rozwijajaca si¢, zwlaszcza wérdd gronkowcéw, opornos¢ polegaja-
ca na metylacji receptora 23S rRNA [6]. Zwiazki te, a w szczegdlnosci tylmiko-
zyna, tylozyna i spiramycyna, znalazly zastosowanie w weterynarii w leczeniu
infekcji drég oddechowych bydta i §win [4,7], w zapaleniu wymion kréw [8], jak
rowniez jako dodatek do pasz przyspieszajacych wzrost drobiu [4,7].

Erytromycyna

Erytromycyna (ryc. 1), antybiotyk wytwarzany przez promieniowce z gatun-
ku Streptomyces erythreus, zostata odkryta przez McGuire’a w 1952 roku [9].
Jest to w zasadzie mieszanina blisko ze soba spokrewnionych chemicznie
zwiazkéw oznaczonych literami A, B, C, D, E i F. Nazwa ,erytromycyna”
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zarezerwowana jest dla gldwnego reprezentanta tej grupy, erytromycyny A,
o cigzarze czasteczkowym 734. Zar6wno w surowym produkcie biosyntezy, jak
1 w oczyszczonych preparatach erytromycyna A wystgpuje w najwigkszej ilosci
(90%). Ma ona takze najsilniejsze wiaSciwosci przeciwbakteryjne; erytromycyna
B ma tylko 85% aktywnosci erytromycyny A, natomiast erytromycyna C 20%
[2]. Aglikonowa czg$¢ czasteczki - erytronolid - to 14-czionowy pierscien lakto-
nowy, natomiast cze$¢ cukrowa tworza dwa sposrdd trzech dezoksycukrow.
Aminocukier - D-dezozamina - potaczony jest wiazaniem PB-glikozydowym
z pierscieniem w pozycji Cs 1 wystgpuje we wszystkich erytromycynach.
D-dezozamina jako III-rzedowa amina decyduje o zasadowym charakterze ery-
tromycyny (pK, 8.8) [3]. Ta czg$¢ czasteczki wykorzystywana jest takze do jej
modyfikacji w wyniku estryfikacji grupy wodorotlenowej (z kwasem propiono-
wym, etylowgglowym i etylobursztynowym) lub na drodze tworzenia soli po-
przez ugrupowanie dimetyloaminowe (laktobionian, glukoheptonian i stearynian
erytromycyny). Dwie pozostate dezoksyheksozy, unikalne dla erytromycyny, to
L-kladinoza - wystgpujaca w erytromycynach A, B, E i F oraz L-mykaroza -
wystepujaca w erytromycynie C i D. Obie przylaczone sa do polihydroksylakto-
nu wigzaniem B-glikozydowym w pozycji C; [2,3]. Erytromycyna jest nietrwata
w $Srodowisku kwasnym ulegajac wewnatrzczasteczkowej reakcji miedzy grupa
karbonylowa w potozeniu Cy a grupa wodorotlenowa w potozeniu Cs. W wyniku
tej reakcji zachodzacej z odszczepieniem czasteczki wody powstaje nieaktywny
hemiketal anhydroerytroromycyny [2].

Troleandomycyna

Prekursorem troleandomycyny (tréjacetylooleandomycyny, TAO) jest - bio-
syntezowana przez Streptomyces antibioticus - oleandomycyna, ktéra budowa
i wlasciwosciami pozostaje zblizona do erytromycyny (ryc. 1) [10]. Aglikonem
oleandomycyny jest 14-cztonowy pierscien laktonowy zwany oleandolidem po-
faczony z dwoma sacharydami: D-dezozaminag, ktéra wystgpuje takze w erytro-
mycynie, i L-oleandroza [11]. Zaréwno aglikon, jak i kazdy z cukréw posiada
wolna grupe wodorotlenowa, a calkowita acetylacja tych grup prowadzi do
troleandomycyny o cigzarze czasteczkowym 814. Powstaje dzigki temu zwiazek
o odmiennych wtasciwo$ciach, w poréwnaniu z oleandomycyna, jest stabilniej-
szy, trwalszy w $rodowisku kwasnym i stabiej rozpuszczalny w wodzie [2].
Spektrum dziatania tego péisyntetycznego antybiotyku pokrywa si¢ w znacznej
mierze z zakresem dziatania erytromycyny [9]. Troleandomycyna stosowana jest
w infekcjach wywotanych przez gronkowce oporne na erytromycyng, penicyling
i tetracykliny [10]. Szczegélnie skuteczna okazala si¢ w zakazeniach gérnych
drég 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 procesow fermentacyjnych zachodza-
cych w hodowlach Streptomyces fradiae, Streptomyces rimosas i Streptomyces
hydroscopius. Jednak tylko pierwszy z powyzszych gatunkéw zostal wykorzy-
stany do produkcji tylozyny. Otrzymuje si¢ w ten sposob mieszaning zawierajaca
szereg substancji, sposréd ktérych tylozyna A o masie molowej 916.1 zajmuje
czolowa pozycjg; mniejsze znaczenie maja tylozyna B (dezmykozyna), tylozyna
C (makrocyna), tylozyna D (relomycyna), laktenocyna, 5-O-mykaminozyltyloid
(OMT) i demycynozylotylozyna (DMT). W przeciwienstwie do erytromycyny
i troleandomycyny tylozyna zawiera 16-cztonowy pier§cien laktonowy i jeden
lub wigcej sposrdd trzech podstawnikéw cukrowych: mykaminozy, mycynozy
i mykarozy. Mykaminoza, obecna we wszystkich zwiazkach tej grupy, przyta-
czona jest wiazaniem B-glikozydowym w pozycji Cs pierScienia. Tylozyny A, C
i D zawieraja mycynozg w pozycji Ci4 i mykaroz¢ potaczona wigzaniem gliko-
zydowym z weglem C4 mykaminozy. Inne pokrewne zwiazki zawieraja mycyno-
z¢ lub mykaroze¢ badz tez nie zawieraja zadnej z nich. Jest to stosunkowo nowy
antybiotyk uzywany wylacznie w weterynarii. Dodawany do karmy dla kurczat,
$win i bydta zapobiega r6znym infekcjom, przyspiesza wzrost i utrzymuje dobry
stan zdrowia zwierzat. Stosowany jest takze w leczeniu r6znych choréb inwenta-
rza [3].

Hye

0
CH,
‘ OHC H:icx"_,«CI'h
OCH,
H3C HO OH CHy

HO OCH, 0

/L i
0 el
H{
ﬂg\\

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

W analizie antybiotykéw makrocyklicznych odchodzi si¢ od popularnych
w latach 50-tych i 60-tych ubieglego wieku metod mikrobiologicznych,
fluorymetrycznych i spektrofotometrycznych z powodu ich matej specyficznosci
na rzecz metod chromatograficznych [3]. Wérdd nich najwigksza popularnoscia
ciesza si¢: wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) z detekcja UV lub
innymi detektorami (fluorymetrycznym, chemiluminescencyjnym, elektroche-
micznym) [4], chromatografia gazowa (GC) z detektorem ptomieniowo-joniza-
cyjnym, oznaczanie densytometryczne po uprzednim rozdzieleniu technika
HPTLC i elektroforeza kapilarna [3]. Do detekcji w chromatografii gazowe;j
i cieczowej stosuje si¢ takze spektrometri¢ masowa [4]. Do oznaczania antybio-
tykéw makrolidowych technika HPLC najczgéciej wykorzystuje si¢ uktad faz
odwréconych, a fazg¢ ruchoma stanowi zazwyczaj metanol, acetonitryl i bufor
fosforanowy lub octanowy. Separacjg przeprowadza si¢ w srodowisku kwasnym,
z wyjatkiem erytromycyny, ktéra przy nizszych wartosciach pH jest niestabilna
[12]. Chromatografi¢ cieczowa stosowano do rozdzielania erytromycyn, ich po-
chodnych oraz produktéw 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 moga by¢
oznaczane metoda chromatografii cieczowej z detektorem UV osiagajac czutos¢
0.25 pg/ml w surowicy i 1.0 pg/ml w moczu, lub z detektorem fluorymetrycz-
nym osiaggajac czuto$¢ 50 ng/ml. Mimo malej specyficznosci detektora UV po-
jawiaja si¢ wciaz nowe publikacje na temat tej metody. Zastosowanie detektora
fluorymetrycznego podnosi specyficzno$¢, jednakze przygotowanie do oznacze-
nia jest pracochtonne. Detektor elektrochemiczny okazuje si¢ najbardziej odpo-
wiedni w badaniach nad farmakokinetyka i biodostepnoscia makrolidéw. Jest tez
z powodzeniem wykorzystywany w analizie $ladowych ilo$ci makrolidow
w ptynach biologicznych [3]. Przyktadowo Taninaka i inni oznaczali parametry
farmakokinetyczne erytromycyny, klarytromycyny, roksytromycyny i azytromy-
cyny przy uzyciu detektora amperometrycznego. Material stanowilo osocze
szczuréw, a eluentem byla mieszanina acetonitrylu i 0.05 M buforu fosforano-
wego o pH 7.2 (43:57) [40]. Z kolei Kees i inni z powodzeniem uzyli tej metody
do oznaczania tych samych antybiotykéw w ludzkim osoczu, $linie, soku zotad-
kowym i lizacie limfocytéw. Fazg stacjonarng stanowila krzemionka cyjanopro-
pylowa a fazg¢ ruchoma mieszanina acetonitryl - metanol - bufor fosforanowy
o pH w zakresie od 6.5 do 8.0 w zalezno$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 byt
przedmiotem badan Chepkowny i wspdipracownikéw. Detektorem byt spektro-
fotometr UV, a pomiaréw dokonano przy dlugosci fali 205 nm [10]. Ostatnio
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zwraca si¢ coraz wigksza uwage na skazenie wéd gruntowych antybiotykami,
ktére najprawdopodobniej jest przyczyna pojawiania si¢ infekcji opornych na
dziatanie tych lekéw. Dlatego rosnace znaczenie ma oznaczanie poziomu anty-
biotykéw w wodzie pitnej. Dotychczas stosowano metody oparte na chromato-
grafii gazowej potaczonej ze spektrometria masowa, sa one jednak pracochtonne
i mato uniwersalne. Kompleksowe badanie $ladowych ilo$ci antybiotykéw jest
mozliwe dzigki chromatografii cieczowej z zastosowaniem spektrometru maso-
wego, gdzie jony generowane sa technika elektrorozpylania. Dobre rezultaty,
korzystajac z tej metody, uzyskali Hirsch i wspétpracownicy oznaczajac réwno-
cze$nie obok makrolidéw takze tetracykliny, sulfonamidy i penicyliny [41]. In-
nym problemem jest obecno$¢ makrolidéw w produktach spozywczych pocho-
dzenia zwierzgcego. Poza pojawianiem si¢ szczepOw opornych, moze to by¢
przyczyng wystgpowania niepozadanych objawéw przy dlugotrwatym spozywa-
niu skazonego migsa. Przepisy Unii Europejskiej okreslaja maksymalne st¢zenie
antybiotykéw, w tym takze makrolidowych, w produktach migsnych i mlecz-
nych, konieczne jest wigc znalezienie optymalnej metody do oznaczania jako-
Sciowego i iloSciowego antybiotykéw w zywnosci [4]. Leal i inni do okre$lenia
poziomu siedmiu wystgpujacych obok siebie makrolidow w migsie kurczat uzyt
chromatografii cieczowej z detektorem UV. Badat wpltyw pH i procentowosci
acetonitrylu na separacjg, a takze sprawdzit przydatnos¢ dwéch detektoréw UV:
detektora o programowanej zmianie dlugosci fali i detektora typu ,,diode-array”
[12]. Draisci i wsp6tpraconicy do oznaczenia poziomu tilmikozyny, tylozyny,
erytromycyny i roksytromycyny w migsie wolowym uzyt chromatografii cie-
czowej z dwoma sprz¢zonymi spektrometrami masowymi. Jako fazy ruchome;j
uzyl mieszaniny acetonitryl - metanol - 1% kwas trifluorooctowy (60:20:20
v/v/v) [4]. Dubois z zespolem oznaczal poziom tilmikozyny, tylozyny, erytro-
mycyny, spiromycyny oraz josamycyny w migsie, mleku i jajach ta sama meto-
da, lecz stosujac elucje¢ gradientowa (zmienny w czasie stosunek st¢zen acetoni-
trylu i 0.1 mol/l roztworu octanu amonu) [7]. Tylozyn¢ analizowato réwniez
wielu innych badaczy w mleku i tkankach zwierzgcych [42-45]. Nalezy ponadto
nadmieni¢, ze oleandomycyna uzywana byta jako standard wewngtrzny w anali-
zie erytromycyny technika chromatografii cieczowej [46-49].

Liczba publikacji na temat uzycia chromatografii cieczowej w jako$ciowym
i illoSciowym oznaczaniu makrolidéw §wiadczy o duzej popularnosci tej metody.
Elektroforeza kapilarna zdaje si¢ by¢ jej godnym nastgpca, gdyz posiada zalety
HPLC, a ponadto cechuje si¢ szybkim czasem analizy i niskimi kosztami. Elek-
trokinetyczna chromatografia micelarna postuzyt si¢ Tobback i wspétpracownicy
do rozdzielenia tylozyny A od jej pochodnych. Rozpatrywano wptyw rodzaju
buforu, pH, st¢zenia cholanu sodu i bromku cetylotrimetyloamonowego [50].
Elektroforeze kapilarna stosowano w analizie erytromycyny [51,51] oraz tylozy-
ny [50].
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Chromatografia gazowa zostata uzyta do analizy ilosciowej i separacji ery-
tromycyny w mieszaninach zawierajacych erytromycyneg A, B i C, anhydroery-
tromycyng A, erytrolozaming i propionian erytromycyny przy uzyciu detektora
pltomieniowo-jonizacyjnego. Podobnie, erytromycyna A i B byly rozdzielane
i oznaczane ilo§ciowo w obecno$ci erytromycyny C, anhydroerytromycyny A
i erytrolozaminy w tabletkach zawierajacych erytromycyng. Chromatografia
gazowa polaczona ze spektrometria masowa (GC-MS) wykorzystana zostata do
oznaczenia erytromycyny w migsie wieprzowym i wolowym. W toku analizy
ilosciowej erytromycny w kapsulkach z etylobursztynianem erytromycyny uzyto
pirolityczna chromatografi¢ gazowa [3]. Danielson i inni separowali erytromy-
cyng i troleandomycyng stosujac metodg chromatografii gazowej [53].

Chromatografia cienkowarstwowa stanowi doskonale uzupetnienie powyz-
szych metod. Ramirez i wspdlpracownicy oznaczali poziom kilku antybiotykéw
(m. in. erytromycyny) w mleku przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej potaczonej z detekcja mikrobiologiczna (bioautografia) [8].
Technika chromatografii cienkowarstwowej zostata wykorzystana w separacji
erytromycyny [54-63], troleandomycyny [64-66] oraz tylozyny [66,67].

1.2. Wankomycyna

Wankomycyna wyizolowana zostala z hodowli Streptomyces orientalis. Za-
liczana jest, obok teikoplaniny, awoparacyny i rystocetyny A, do klasy antybio-
tykéow glikopeptydowych [68]. Pod wzgledem chemicznym wankomycyna sta-
nowi trdjpierscieniowy heptapeptyd o masie czasteczkowej 1449 potaczony gli-
kozydowo z disacharydem wankozaminozyloglukoza (ryc. 3). Aglikon zbudo-
wany jest z trzech makrocyklicznych czgsci, w ktérych wyrézni¢ mozna amino-
kwasy: N-metyloleucyng, kwas asparaginowy, chloro-f-hydroksytyrozyng
i fenyloglicyng. W swojej strukturze zawiera osiemnascie asymetrycznych cen-
tréw, pig¢ pierScieni aromatycznych, dziewi¢¢ grup wodorotlenowych, dwie
grupy aminowe (I- i II-rzedowa), siedem grup amidowych, jedna karboksylowa
i dwa atomy chloru. Posiada réwniez trzy zdolne do dysocjacji grupy (dwie ami-
nowe i jedna karboksylowa) [69]. Dzigki takiej réznorodno$ci wankomycyna
1 inne antybiotyki tej grupy zdolne sq do generowania szeregu oddzialywan, co
ma istotne znaczenie dla ich enancjoselektywnos$ci. Makrocykliczny rdzen jest
wspolny dla wyzej wymienionych glikopeptydéw - réznice sprowadzaja si¢ do
rodzaju, iloSci i miejsca podstawienia grup funkcyjnych, a takze w przypadku
teikoplaniny i rystocetyny A do dodatkowego pierScienia makrocyklicznego
[3,69].
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Wankomycyna posiada wtasciwosci amfoteryczne. Dobrze rozpuszcza sig
w $rodowisku kwasnym, nierozpuszczalna jest w roztworach o odczynie obojet-
nym, natomiast w §rodowisku zasadowym ulega rozkltadowi [2]. Rozpuszczal-
no$¢ wankomycyny w wodzie zwigksza 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, stabo w metanolu, nie rozpuszcza si¢ w wyzszych al-
koholach i innych mniej polarnych rozpuszczalnikach organicznych. W roztwo-
rach wodnych wankomycyna moze tworzy¢ dimer w zaleznosci od wlasciwosci
danego roztworu i st¢zenia wankomycyny. Roztwory z wankomycyna sa stabilne
w warunkach chlodniczych i w buforze o wartosci pH w zakresie 3-6 [2].

Glikopeptydy hamuja synteze $ciany komorki bakteryjnej, wiazac silnie
D-alanylo-D-alaning - jednostk¢ niezbedna do usieciowania peptydoglikanéw -
a pozbawiona Sciany komoérkowej bakteria ulega lizie na skutek duzego ci$nienia
osmotycznego. Glikopeptydy dziataja wigc silnie bakteriobdjczo. Poniewaz
wczesne etapy biosyntezy odbywaja si¢ wewnatrz btony cytoplazmatycznej, leki
te musza przez nig przenika¢, aby mogly dziata¢ [6]. Nie jest to jednak jedyny
mechanizm dzialania. Wybidrcze hamowanie syntezy RNA i zmiana wlasciwo-
$ci fizykochemicznych btony cytoplamatycznej cho¢ mniej poznane, moga by¢
takze odpowiedzialne za wtasciwosci przeciwbakteryjne.

Zakres dzialania anybiotykéw glikopeptydowych obejmuje przede wszyst-
kim bakterie Gram-dodatnie: gronkowce, paciorkowce i enterokoki. W zakaze-
niach Corynebacterium jeikeium i Clostridium difficile sa lekami pierwszego
rzutu [70]. Stosuje si¢ je takze w rzekomobloniastym zapaleniu jelit [6], w przy-
padku infekcji zwiazanych z wszczepionymi chirurgicznie tworzywami sztucz-
nymi [11], a takze w posocznicy, zapaleniu wsierdzia oraz szpiku kostnego wy-
wotanych przez gronkowce oporne na inne antybiotyki. Stosowanie glikopepty-
déw z tej grupy wymaga ostroznosci z uwagi na znaczng toksyczno$¢. Wanko-
mycyna moze dziata¢ nefrotoksycznie, ototoksycznie i kardiotoksycznie [2].
Opornos¢ na te antybiotyki wystgpuje stosunkowo rzadko [70].

1.2.1. Analiza chromatograficzna wankomycyny

Del Nozal i wspétpracownicy wykazali wyzszo$§¢ metody chromatograficz-
nej nad metodami enzymatycznymi, immunologicznymi, radioimmunologicz-
nymi w rozdzielaniu wankomycyny w materiale biologicznym [71]. Antybiotyki
makrocykliczne, w tym wankomycyne, rozdzielat Igloy i wspétpracownicy. Naj-
lepsza separacje osiagnigto kiedy faza ruchoma byta mieszanina alkoholu z nie-
polarnym rozpuszczalnikiem z dodatkiem 30% chlorku sodu oraz buforu [72].
Betina przebadal wankomycyne i 61 innych antybiotykéw metoda chromatogra-
fii bibutowej. Podzielit je na pig¢ klas oraz czternascie podklas. Klasyfikacji
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dokonat na podstawie wartosci Rg 1 uzytych uktadéw rozpuszczalnikéw [73].
Technika ta zostata réwniez uzyta przez innych badaczy analizujacych wanko-
mycyng [74-82]. Kitahashi i Furuta analizowali wankomycyn¢ metoda elektrofo-
rezy kapilarnej [83]. Chromatografia cienkowarstwowa postuzyta takze innym
badaczom jako metoda identyfikacji 82 antybiotykéw. Klasyfikacji dokonano
stosujac rézne uktady faz ruchomych [84].
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Ryc. 3. Budowa chemiczna wankomycyny.
Fig. 3. The chemical structure of vancomycin.



18 Wstep

1.3. Ansamycyny

Ansamycyny (ryc. 4) sa stosunkowo niedawno odkrytymi antybiotykami.
W roku 1957 Sensi wyodrebnil ryfamycyng B ze szczepu Nocardia mediterra-
nea [85]. Rdzen ansamycyn stanowi planarny uklad chromoforowy, ktérego
skrajne atomy wegla spigte sa dtugim nienasyconym tafncuchem alifatycznym.
Powstaje w ten spos6b makrocykliczny pierscien ,,ansa” [2]. Pochodzenie uktadu
chromoforowego stanowi podstawe do podzialu ansamycyn. Ryfamycyny, strep-
towarycyny i tolipomycyny posiadajace aktywnos$¢ przeciwbakteryjng sa po-
chodnymi naftochinonu. Benzochinon jest natomiast fragmentem struktury an-
samycyn o wlasciwo$ciach chwastobdjczych i przeciwnowotworowych, do kto-
rych zaliczamy ansamytocyny (np. herbimycyna) oraz ansamakrolidy typu maj-
tanzyny (w przeciwienstwie do innych ansamycyn wyodrgbnione z ro$lin tropi-
kalnych). Najnowsza klasa ansamycyn sa mykotrieniny [86-88]. Sktadaja si¢
z 21-cztonowego makrocyklicznego pierscienia laktamowego i uktadu cyklohek-
sylokarbonylu.

Uktad chromoforowy wystepuje w dwoch formach: chinonowej i hydrochi-
nonowej. Obie formy przechodza jedna w druga pod wplywem czynnikéw utle-
niajacych i redukujacych. Stopien utlenienia ukladu hydrochinonowego nie
wptywa jednak istotnie na profil dziatania. O wiele wazniejsze dla zachowania
aktywnosci biologicznej sa inne fragmenty struktury antybiotyku, np. obecno$¢
dwoéch tlenéw fenolowych w potozeniu 5 i 6 ukladu naftochinonu oraz wolne
grupy wodorotlenowe w potozeniu 17 i 19 fancucha ,,ansa”. Te cztery grupy OH
muszg by¢ odpowiednio utozone w przestrzeni. Ryfamycyna O zawierajaca za-
blokowana grupe wodorotlenowa w pozycji 9 naftochinonu ulega hydrolizie do
ryfamycyny S o duzo wigkszej aktywnos$ci, co przemawia za tym, ze takze ta
grupa wptywa na aktywno$¢ [2]. Ansamycyny, jako ze zawieraja chromoforowy
uktad naftohydrochinonu, silnie absorbuja promieniowanie elektromagnetyczne
z zakresu $wiatla widzialnego i nadfioletu. Z tej przyczyny roztwory z ryfamy-
cyna B przyjmuja w zaleznosci od pH i uzytego rozpuszczalnika zabarwienie
pomaranczowe lub zoétte, natomiast ryfampicyna w roztworze przyjmuje barwe
pomaranczowa. W postaci stalej antybiotyki te maja odpowiednio barwe zotta
1 pomaranczowo-czerwona. Ryfamycyna B i ryfampicyna stabo rozpuszczaja sig
w wodzie, dobrze w metanolu, etanolu, chloroformie i acetonie [68].
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Ryc. 4. Budowa chemiczna ryfamycyny B (A) i ryfampicyny (B).
Fig. 4. The chemical structures of rifamycin B (A) and rifampicin (B).
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Ansamycyny sg antybiotykami o bardzo zr6znicowanej aktywnosci przeciw-
bakteryjnej, a takze przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej [2]. Hamuja
wzrost wigkszo$ci Gram-dodatnich i niektérych Gram-ujemnych mikroorgani-
zmow wskutek dziatania na DNA-zalezna polimeraz¢ RNA. Dzieje si¢ tak za
sprawa tworzenia trwatego kompleksu lek-enzym, blokujac tym samym proces
inicjacji formowania tancucha w syntezie mRNA. Mechanizm dzialania na wiru-
sy jest odmienny. Lek blokuje pézne etapy budowy wiruséw ospy, prawdopo-
dobnie zaktécajac tworzenie plaszcza biatkowego [6]. Ryfamycyny dziataja tak-
ze na RNA-zalezna polimeraz¢ DNA i dlatego sa intensywnie badane jako inhi-
bitory odwrotnej transkryptazy (RT), enzymu odpowiedzialnego za replikacj¢
1 wirulencj¢ wirusa HIV. Co prawda antybiotyki te wykazuja in vitro aktywnos$¢
wobec tego wirusa, jednak w badaniach klinicznych nie uzyskano zadowalaja-
cych efektéw. Niektorzy autorzy sugeruja, ze moze to by¢ skutkiem zmian kon-
formacyjnych zachodzacych w komodrkach zywych, a $cislej rotacji wiazania
migdzy weglami w pozycjach 23 i 24. W zaleznosci od warunkéw otoczenia
wiazanie to ,,odslania” lub ,,zastania” wiazace si¢ z enzymem grupy hydroksy-
lowe w pozycjach 171 19 [89].

W niektérych krajach, w tym takze w Polsce, ryfampicyna - gtéwny przed-
stawiciel ansamycyn - stosowana jest wylacznie w leczeniu gruzlicy, czgsto
w polaczeniu z izoniazydem [9]. Jednak ryfampicyna hamuje wzrost nie tylko
pratkéw, lecz takze wigkszo$ci bakterii Gram-dodatnich i niektérych Gram-
ujemnych. Jest skutecznym antybiotykiem w zwalczaniu zakazen wywotanych
przez Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis, Legionella pneumophilia,
a takze przez szczepy Chlamydia i wirusa ospy. Ryfampicyna jest juz skuteczna
w stgzeniach ponizej 1 pg/ml, szybko jednak rozwija si¢ na nig opornos¢ [6,70].
Ostatnio wprowadzono do terapii gruzlicy ryfabutyne, ktéra w przeciwienstwie
do ryfampicyny skuteczna jest przeciw niedawno odkrytym pratkom Mycobacte-
rium avium 1 Mycobacterium intercellulare odpowiedzialnym za trudne do wyle-
czenia infekcje u chorych na AIDS [89].

Ryfamycyna B

Nieoczyszczony produkt biosyntezy Streptomyces mediterranei (Nocardia
mediterranea) zawiera okolo pi¢¢ réznych substancji biologicznie czynnych
(ryfamycyng B, O, S, L i SV), rézniacych si¢ migdzy soba niektérymi fragmen-
tami struktury chemicznej, a takze stopniem utlenienia. Najaktywniejszym z tych
antybiotykéw jest ryfamycyna B [2] o masie czasteczkowej 755.8, ktéra zawiera
15-weglowy tancuch alifatyczny potaczony pierscieniowo z ptaskim uktadem
naftohydrochinonofuranowym z jednej strony mostkiem enoloketalowym, z dru-
giej za$ ugrupowaniem karboamidowym (ryc. 4). Jak juz wspomniano ryfamy-
cyna B charakteryzuje si¢ mala rozpuszczalnoscia, ale dzigki obecnosci grupy
karboksylowej tworzy trwale sole, tatwo rozpuszczalne w wodzie. Podjgto takze
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proby modyfikacji ryfamycyny B. Przez podstawienie reszty hydroksylowej przy
Cy ukladu chromoforowego otrzymano wiele nowych zwiazkéw o charakterze
estrow, amidow i hydrazydéw. Znaczenie praktyczne znalazt N-dimetyloamid
ryfamycyny, zwany ryfamidem, a takze ryfampicyna [2].

Ryfampicyna

Ten potsyntetyczny antybiotyk o ci¢zarze czasteczkowym réwnym 823 zo-
stal wprowadzony do lecznictwa w 1957 roku [70] i od tamtej pory zajmuje czo-
fowe miejsce w leczeniu gruzlicy. Chemicznie jest to pochodna hydrazonowa
formyloryfamycyny SV (ryc. 4) [11]. Ryfampicyna ma charakter amfoteryczny.
Jest stosunkowo trwata w szerokim zakresie pH. W $rodowisku silnie kwasnym
ulega czgsciowo hydrolizie do produktéw wyjsciowych. Rozktad nastgpuje takze
w $§rodowisku alkalicznym, natomiast w $rodowisku obojetnym, w obecnosci
tlenu atmosferycznego, uktad hydrochinonu moze utlenia¢ si¢ do chinonu [2].
W poréwnaniu z ryfamycyna jest jednak stabilniejsza i ma korzystniejsze para-
metry farmakokinetyczne [9].

1.3.1. Analiza chromatograficzna ansamycyn

Ansamycyny mozna z duza precyzja i czulo$cia oznacza¢ przy pomocy
chromatografii cieczowej, jednak do badan orientacyjnych lub wstepnych z po-
wodzeniem wykorzystano chromatografi¢ cienkowarstwowa i bibutowa [90-92].
Sensi i wspdtpracownicy badali chromatograficznie produkty transformacji ry-
famycyny B. Do tego celu stosowali chromatografi¢ bibutowa oraz cienkowar-
stwowga na zelu krzemionkowym, a jako fazy ruchomej uzyli acetonu [93]. Wil-
son i inni przeprowadzili badania identyfikujace ryfamycyny, takze za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej na zelu krzemionkowym. Fazg ruchoma sta-
nowita tu mieszanina chloroform - metanol - woda (80:20:2.5 v/v) [90]. Jindal
z zespolem wykorzystali wyzej wymieniony uktad faz do monitorowania pro-
duktéw degradacji ryfampicyny [91]. W innych badaniach ryfampicyng rozdzie-
lano na plytkach krzemionkowych. Jako faz¢ ruchoma zastosowano mieszaning
chloroform - etanol - 0.1 M chlorek sodu (84:15.9:0.1) [92]. Chromatografia
cienkowarstwowa okazata si¢ roéwniez przydatna technika w pracach badaw-
czych dotyczacych produktéw inaktywacji ryfampicyny przez drobnoustroje
[94].

Potaczona metodg chromatografii cieczowej i spektrometrii masowej zasto-
sowano w celu identyfikacji oraz separacji ryfampicyny, ryfamycyny SV i ryfa-
mycyny B [95]. Marzo i Dal Bo zwrdcili uwage na zalety chromatografii cie-
czowej w analityce metabolitow ryfamycyn [9]. Inni badacze - Ishi i Ogata -
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oznaczali ryfampicyng i jej metabolity: 25-deacetyloryfampicyng (DR), 3-
formylo-25-deacetyloryfamycyn¢ SV (FDR) i 3-formyloryfamycyne SV (FR)
w ludzkim osoczu metoda HPLC [96]. Postgpujac podobnie Lau i wspdtpra-
cownicy oznaczali péisyntetyczng pochodna ryfampicyny - ryfabutyng - w oso-
czu ludzkim po oczyszczeniu przy uzyciu ekstrakcji ciecz-cialo state [97].
Chromatografi¢ cieczowa stosowali rowniez inni badacze w analizie ansamycyn
[98,99].

1.4. Antybiotyki makrocykliczne w separacji chiralnej

Chiralno$¢ pozostaje waznym aspektem wielu zwiazkéw chemicznych ta-
kich jak leki, biomolekuty czy pestycydy. W wielu przypadkach tylko
jeden sposrdd izomeréw odpowiedzialny jest za pozadane dzialanie, pod-
czas gdy inne moga nie wykazywac terapeutycznej wartosci, a nawet mo-
ga by¢ potencjalng przyczyna efektéw ubocznych. W momencie, gdy do-
strzezono pozytywna zalezno$¢ pomiedzy fizjologiczng aktywnoscia a stereo-
chemia, konieczno$¢ zbadania farmakologicznych i toksykologicznych wtasci-
wosci sktadnikéw mieszanin enancjomerdéw stala si¢ oczywista. We wczesnych
latach 80-tych ubieglego wieku szybkie analityczne rozdzielenie mieszaniny
stereoizomeréw byto stosunkowo trudne. Jednak juz na poczatku lat 90-tych
dokonano znacznych postgpéw na polu separacji izomeréw optycznych i wkrét-
ce rozdzielenie enancjoselektywne stato si¢ rutynowym i powszechnym proce-
sem. Te postgpy w dziedzinie separacji, a takze wzrost §wiadomosci na temat
samych izomeréw, przyczynity si¢ do zmian w zaleceniach FDA (Food and
Drug Administration) dotyczacych stereochemii lekéw i innych chemicznych
zwiazkéw mogacych mie¢ wptyw na zdrowie ludzkie. Separacji chiralnej doko-
nuje si¢ najczesciej przy pomocy chromatografii cieczowej (LC) i jej modyfika-
cji. W ostatnich latach duza popularnos¢ zyskata réwniez elektroforeza kapilarna
(CE). Wigkszo$¢ rozwiazan technicznych stosowanych w chromatografii cie-
czowej przy rozdzielaniu izomeréw optycznych przeniesiono na grunt elektrofo-
rezy kapilarnej. W obu metodach stosuje si¢ jako selektory chiralne takze te sa-
me substancje (gléwnie cyklodekstryny i chiralne wymieniacze jonowe), z tym,
ze selektory w chromatografii cieczowej zwiazane sa przewaznie z faza stacjo-
narna - przeciwnie niz w elektroforezie kapilarnej. W wielu pracach znalezé
mozna przeglad wilasciwosci zwiazkéw selektywnych chiralnie stosowanych
w elektroforezie kapilarnej. Mozliwo§¢ wyboru ogranicza niewystarczajaca roz-
puszczalno$¢ i problemy z wykrywaniem. Niewatpliwa przewaga elektroforezy
nad chromatografia cieczowa jest tatwo$¢ z jaka mozna zmienia¢ roztwor bufo-
rowy z selektorem, umozliwia to bowiem natychmiastowe zobrazowanie
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wplywu zastosowanej fazy na rozdzielenie chiralne minimalnym naktadem kosz-
tow i pracy. Poza chromatografia cieczowa i elektroforeza pewne znaczenie ma
takze chromatografia gazowa (GC) i chromatografia cienkowarstwowa (TLC)
[68].

Poniewaz parametry retencyjne pary enancjomeréw znikomo sie¢ réznia
w poréwnaniu z diastereoizomerami, czg¢sto przed analiza upochadnia si¢ enan-
cjomery czystymi optycznie czynnikami chiralnymi. Powstale w ten sposéb
diastereoizomery tatwiej jest rozdzieli¢. Jest to posrednia metoda separacji,
i cho¢ wydajniejsza, to jednak obdarzona duzymi wadami - czynnik upochadnia-
jacy musi by¢ optycznie czysty, a rozdzielone zwiazki trzeba przeprowadzi¢ do
stanu poczatkowego, co czgsto prowadzi do racemizacji. Dlatego o wiele wigcej
uwagi poswigca si¢ metodzie bezposredniej, w ktorej rozdzielenie opiera si¢ na
selektywnym i odwracalnym oddziatywaniu analitu z chiralnym odczynnikiem
(selektorem). Malo jest zwiazkow, ktére zapewniaja wysoki stopien selektywno-
Sci, a jednoczes$nie posiadaja szeroki zakres stosowalnoséci. Antybiotyki makro-
cykliczne sa najbardziej obiecujaca grupa pod tym wzgledem, i rzeczywiscie, od
chwili wprowadzenia ich przez Armstronga w 1994 roku znaczaco wptyngty na
dziedzing zajmujaca si¢ chiralng separacja [100]. Szybko zyskaly popularnos¢,
podczas gdy przed rokiem 1994 blisko 90% wszystkich selektoréw chiralnych
stanowity cyklodekstryny oraz pokrewne im zwiazki. Od momentu wprowadze-
nia uzyto ich do rozdzielenia wielu zwiazkéw ré6znymi metodami (m.in. w wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), wysokosprawnej chromatogra-
fii cienkowarstwowej (HPTLC), elektroforezie (CE) i elektroforezie sprzgzonej
ze spektrometriag masowa (CE-MS)). Nie stanowia one jedynie dodatkowej klasy
zwiazkow o podobnych wtasciwosciach do dobrze juz poznanych cyklodekstryn,
lecz oferuja nowa jako$¢ pozwalajaca uzyskaé wigksza rozdzielczo$¢ i selektyw-
no$¢ niz to byto mozliwe do tej pory i to w przypadku zwiazkéw pozostajacych
poza zasi¢giem cyklodekstryn [68].

Antybiotyki makrocykliczne stanowia nowa generacje selektoréw chiral-
nych. Wykazuja zar6wno bardzo wysoka selektywnos¢, ktéra jest charaktery-
styczna dla wielkoczasteczkowych selektoréw pochodzenia biologicznego
(biatka), jak i wysoka wydajno$¢, wlasciwa dla cyklodekstryn i innych zwiaz-
kéw tworzacych kompleksy typu go$é-gospodarz [70]. Nieodtacznym proble-
mem jest natomiast ich mata stabilno$¢ chemiczna. Antybiotyki te czgsto wyste-
puja w formie zjonizowanej, posiadaja czgsci hydrofobowe i hydrofilowe
oraz odznaczaja si¢ tatwoscia odksztalcen, dzigki czemu tatwo dopasowuja si¢
do rozdzielanych analitéw. Ostatnia wymieniona cecha oznacza réwniez, ze
wraz ze zmiang Srodowiska zmienia si¢ takze ich enancjoselektywnos¢. Maja
takze pewna ilo$¢ centréw chiralnych i grup funkcyjnych stanowiacych poten-
cjalne zrédlo oddzialywan migdzyczasteczkowych z chiralng molekuta. Efekty
decydujace o powinowactwie antybiotyku do czasteczki analitu to oprécz wiagzan
jonowych, oddziatywania typu dipol-dipol, oddzialywania pomigdzy elektronami
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T, wigzania wodorowe, wigzania akceptorowo-donorowe i wykluczanie hydro-
fobowe. Niemata rol¢ odgrywaja tez efekty steryczne. Poza miejscami hydrofo-
bowymi, antybiotyki makrocykliczne posiadaja w swojej czasteczce rowniez
ugrupowania hydrofilowe, jak réwniez grupy zdolne do jonizacji dajace im
dobra rozpuszczalno$¢ w roztworach wodnych, a takze w przypadku elektrofore-
zy kapilarnej decydujace o ich ruchliwosci. Najlepsza i najczgsciej stosowang
jako selektory grupa antybiotykéw wydaja si¢ by¢ glikopeptydy, ale pozostate
grupy, takie jak ansamycyny, makrolidy, aminoglikozydy (kanamycyna, fradi-
nomycyna B i C, streptomycyna), czy polipeptydy (tiostrepton) nie pozostaja
niezauwazone [68].

Ansamycyny

Ansamycyny, takie jak ryfamycyna B i ryfamycyna SV wyr6znily si¢ tym,
ze jako pierwsze zastosowano je wylacznie w elektroforezie kapilarnej, bez
uprzednich badan nad ich zachowaniem w chromatografii cieczowej. Spos$réd
ansamycyn ryfamycyna B byla pierwsza zastosowana w elektroforezie kapilar-
nej. Uzyto jej do rozdzielenia zwiazkéw aminowych. Zaréwno mostek alifatycz-
ny, jak i pier§cien chromoforowy, moze by¢ podstawiony na rézne sposoby.
Rodzaj, liczba i potozenie podstawnikéw decyduja o powinowactwie ryfamycyn
do izomeréw optycznych, podczas gdy uktad chromoforowy i mostek ansa pozo-
staja bez zmian. Ryfamycyna B posiada dziewi¢¢ centrow chiralnych, cztery
grupy wodorotlenowe, jedna czasteczke kwasu karboksylowego, trzy podwdjne
wigzania, jedng grupe karboksymetylowa i jedno wigzanie amidowe. Wiadomo,
ze grupy funkcyjne tego typu zdolne sa zapewni¢ wielorakie oddzialywania nie-
zbedne do rozpoznawania chiralnego. Ryfamycyna B jest podwdéjnie dysocjuja-
cym kwasem. Jej pK, wynosi odpowiednio 2.8 1 6.7, co przy wartoSci pH towa-
rzyszacej przewaznie oznaczeniom nadaje jej tadunek ujemny i powoduje elek-
trostatyczne przyciaganie z kationowymi analitami, bedac tym samym waznym
czynnikiem chiralnego rozpoznawania. Ryfamycyna SV rézni si¢ od ryfampicy-
ny B tylko wolng grupa wodorotlenowa w pozycji Co. Oba te zwiazki sa sposréd
ansamycyn najcze¢sciej stosowane jako selektory chiralne. Ryfamycyna B jest
uzyteczna w separacji hydrofilowych zwiazkéw aminowych [68], zwlaszcza
jednopierscieniowych [69], i uzupelnia w ten sposéb zakres stosowania gliko-
peptydéw, ktére dobrze radza sobie z anionami. Sposréd zwiazkéw o charakterze
kationowym wchodzacych w interakcje z ryfamycyna B mozna wymieni¢ leki
zwezajace naczynia, wazodylatory, leki przeciwarytmiczne i [-blokery. Arm-
strong i inni badali wptyw st¢zenia buforu, st¢zenia ryfamycyny B, sity jonowej
i rodzaju modyfikatora organicznego na zachowanie tych lekéw [100]. Ryfamy-
cyna SV rozpoznaje z kolei czasteczki anionowe i obojgtne [68] zawierajace
w swojej strukturze dwa pier§cienie aromatyczne [69], dopelniajac w ten sposéb
ryfamycyng B. Interesujace jest, ze mata zmiana w budowie polegajaca na usu-
nigciu grupy karboksylowej zmienia profil analityczny ryfamycyny SV. Selektor
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ten reaguje z takimi zwiazkami, jak kwas dansyloaspartamowy, heksobarbital
czy glutetimid.

Ansamycyny, jako ze zawieraja chromoforowy uklad naftohydrochinonu,
silnie absorbuja promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu §wiatta widzial-
nego i nadfioletu. W przypadku ryfamycyny B (i SV) maksima na widmie wy-
stgpuja przy dtugosci fali 220, 304 i 425 nm, a minima w okolicach 275 i 350
nm. Ponadto ansamycyny stosowane sa w chiralnej separacji w duzych stgze-
niach (20-25 mM), co w powiazaniu z silng absorbancja uniemozliwia bezpo-
$rednie monitorowanie rozdzielania. Posrednia detekcja opiera si¢ na redukcji
absorbancji silnego sygnatu tta. Przy st¢zeniach powyzej 30 mM nastgpuje nie-
dopuszczalnie niski stosunek sygnatu do szumu. Ward i wspétpracownicy zwro-
cili uwage na fakt, ze pomiar przy minimum absorbancji (275 nm) moze ztago-
dzi¢ niekorzystnie wysokie pochtanianie tta, co znacznie podnosi czuto$¢ [68].
Co ciekawe, nie zaobserwowano wilasciwosci enancjoselektywnych, jezeli wcze-
$niej nie dodano do roztworu z antybiotykiem modyfikatora organicznego. An-
samycyny przejawiaja takie wtasciwos$ci przy stgzeniach modyfikatora w zakre-
sie stgzen 10-40%. Wyjasnieniem moze by¢ fakt, ze ryfamycyny B i SV maja
w roztworach wodnych wtasciwos$ci agregacyjne prawie tak dobre jak teikopla-
nina (tworzaca micele). Dodatek rozpuszczalnika organicznego zmniejsza wza-
jemne oddzialywanie czasteczek ryfamycyn i poprawia separacj¢ chiralna. Naj-
lepszym modyfikatorem dla ansamycyn okazat si¢ izopropanol (natomiast dla
teikoplaniny acetonitryl).

Glikopeptydy

Glikopeptydy wydaja si¢ by¢ najlepszymi, sposréd antybiotykéw makrocy-
klicznych, selektorami chiralnymi poznanymi do tej pory. Ta wtasciwo§¢ wynika
z szybkiej kinetyki procesu separacji (duza liczba pétek teoretycznych), a ponad-
to z ograniczonej dyfuzji kompleksu gos§¢-gospodarz (duzy cigzar czasteczkowy
glikopeptydéw i dwukrotnie wigkszy dimeréw) [70]. Do tej klasy zaliczamy
awoparacyng, rystocetyng A, teikoplaning, wankomycyng i kilka jej pochodnych.
Glikopeptydy zawieraja w swojej czasteczce aglikon otrzymany ze scalenia kilku
pier§cieni makrocyklicznych tworzacych charakterystyczny ,.kosz” i z przyla-
czonej do ,.kosza” czg$ci cukrowej. Aglikonowy kosz sktada si¢ z trzech lub
czterech skodensowanych pierscieni makrocyklicznych, ztozonych z kolei
z aminokwaséw i réznie podstawionych fenoli. Cz¢$¢ cukrowa natomiast stano-
wig mono-, di- lub polisacharydy. Maja one mozliwo$§¢ swobodnej rotacji, dzigki
czemu mogg si¢ réznie orientowaé wzgledem otoczenia. Pozwala to na otoczenie
czasteczki rozdzielanego zwiazku i zamknigcie jej w koszu [68]. O ksztalcie
kosza decyduje takze kat helikalnego skrgcenia. Co prawda nie zalezy on od
rozmiaru czasteczki, jednak wankomycyna, ktéra posiada najmniejszy pier§cien
makrocykliczny sposréd glikopeptydéw, ma najwigksza jego warto$¢ [69].
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Wigkszos¢ zwiazkéw odpowiada wymiarom wolnej wneki w czasteczce gliko-
peptydu, stad ich przewaga nad innymi antybiotykami makrocyklicznymi. Po-
nadto, gdy jeden sposrdd glikopeptydéw powoduje tylko czg$ciowe rozdzielenie,
jest wielce prawdopodobne, ze uzycie innego glikopeptydu poprawi skutecznos$¢.
Tak duza liczbg racematéw mozna oznacza¢ z uzyciem glikopeptydéw z kilku
powodéw:

1. Glikopeptydy maja charakter amfoteryczny dzieki temu, ze posiadaja zdolne
do dysocjacji grupy kwasowe i zasadowe.

2. W ich strukturze mozna rozrézni¢ wiele ugrupowan zdolnych do rozpozna-
wania izomeréw optycznych.

3. Antybiotyki te zawieraja zar6wno grupy hydrofilowe, jak i hydrofobowe -
dlatego wykazuja dobra rozpuszczalno$¢ i sa stabilne w szerokim zakresie
stosowanych zazwyczaj w elektroforezie kapilarnej roztworéw buforowych.

Wszystkie antybiotyki nalezace do tej klasy zawieraja w swojej czasteczce
kilka zdolnych do jonizacji grup odpowiedzialnych za wypadkowy tadunek gli-
kopeptydéw i za selektywne oddzialywanie z rozdzielanymi enancjomerami.
Stopien jonizacji i tadunek zalezy od pH buforu. Rystocetyna A, wankomycyna
1 awoparacyna maja zblizone punkty izoelektryczne wynoszace odpowiednio 7.5,
7.2, 7.5. Przy pH ponizej wartosci 7.5 sa one natadowane dodatnio. Odmienne
wlasciwosci ma teikoplanina. Antybiotyki glikopeptydowe wykazuja najwigksza
selektywno$¢ wobec ujemnie natadowanych, najczgsciej kwasowych grup takich
jak grupa karboksylowa, fosforanowa czy sulfonowa. Gasper i inni wykazali, ze
najwigkszy wpltyw na rozréznianie czasteczki przez glikopeptydy maja grupy
w pozycji ., B lub y od centrum chiralnego. Jest to najbardziej widoczne w przy-
padku grupy karboksylowej, pierscienia aromatycznego i grupy amidowej [101].
Najlepsza selektywnos¢ wobec kwaséw zaobserwowano przy pH nieco ponizej
punktu izoelektrycznego antybiotyku. Ma on wtedy zjonizowana grupg amino-
wa, a pH nie jest na tyle niskie, aby kwas asocjowal. Glikopeptydy moga by¢
stosowane w elektroforezie kapilarnej jako dodatek do roztworu buforowego
przewaznie w ilosci 1-5 mM, zaréwno w kolumnach powlekanych, jak i niepo-
wlekanych [68].

Glikopeptydy silnie pochtaniaja promieniowanie elektromagnetyczne w za-
kresie nadfioletu. W roztworach kwasnych najwyzsza absorbancja przypada na
dtugos¢ fali 250 nm z charakterystycznym minimum w okolicach 260 nm.
W przeciwienstwie do ansamycyn dobra separacje mozna uzyska¢ juz przy nie-
wielkich ilo$ciach (1-5 mM) dodanych do buforu. Jest to jeszcze jedna zaleta
glikopeptydow [68].
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Elektroforeza kapilarna

Rozdzielenie dwéch enancjomeréw moze by¢ przeprowadzone metoda elek-
troforezy kapilarnej z uzyciem chiralnego srodowiska. Selektor chiralny, ktéry
jest badz rozpuszczony w buforze, badz zwiazany chemicznie ze Scianka kapila-
ry lub immobilizowany w zelu, tworzy z analitem labilne diastereoizomery,
ktére migruja w kierunku detektora z réznymi szybko$ciami, zaleznymi od sta-
tych trwatoéci kompleksu [69]. Mechanizm enancjoseparacji jest wigc ,,chroma-
tograficzny”, podczas gdy mechanizm migracji ,elektroforetyczny” [102].
W poréwnaniu z innymi powszechnie uzywanymi w separacji stereoselektywnej
metodami analitycznymi, elektroforeza taczy w sobie kilka cennych zalet - wy-
soka sprawno$¢ (liczba poétek teoretycznych sigga 100 000, a nawet 200 000
[102]), wydajnos$¢ rozdzielenia, duza moc elucyjna, petng lub cz¢sciowa automa-
tyzacje, szybko$¢ oznaczenia i niskie koszty. Te ostatnie zwigzane sg z maltymi
objgtosciami buforu i analitu potrzebnymi do oznaczania [69]. Wazna cecha
elektroforezy kapilarnej jest tez jej komplementarno$¢ z innymi metodami anali-
tycznymi. Podczas gdy techniki chromatograficzne stosowane sa gtéwnie do
rozdzielenia zwiazkéw niepolarnych, elektroforeza skuteczna jest w separacji
jondéw i zwiazkéw polarnych [96]. Ponadto enancjoselektywnos¢ moze by¢ fa-
two regulowana przez stosowanie zaréwno zwyktych, jak i powlekanych lub
wigzanych chemicznie kapilar oraz modyfikacj¢ takich parametréw jak: rodzaj
1 stgzenie antybiotyku, pH, sita jonowa, a takze rodzaj i st¢zenie elektrolitu, czy
modyfikatora organicznego i wiele innych [69].

Sposréd glikopeptyddw najczesciej stosowanym w elektroforezie kapilarnej
antybiotykiem jest wankomycyna [68,69,101,103-108,115,116]. Wankomycyna
zostata wprowadzona do elektroforezy kapilarnej jako selektor chiralny przez
Armstronga i innych [100]. Zastosowat on wankomycyne do rozdzielenia ponad
100 racematéw, wilaczajac w to niesteroidowe leki przeciwzapalne, leki przeciw-
nowotworowe, pestycydy i wiele N-podstawionych aminokwaséw. Vespalec
i wspdtpracownicy uzyli tego antybiotyku do separacji zawierajacych siarke
1 selen aminokwaséw podstawionych 6-aminochinolono-N-hydroksy-bursztyno-
imidylokarbaminianami (AQC) [109,110] Wan i Blomberg ocenili wankomycy-
ng jako selektor chiralny w separacji innych pochodnych aminokwaséw. Doszli
do wniosku, ze wysokie stgzenia tego antybiotyku daja optymalna rozdzielczos$¢,
ale najlepsza wydajno$¢ wystepuje przy niskich st¢zeniach [111]. Bylo to zgodne
z wczesniejszymi badaniami Armstronga i Rundletta, ktére wykazaty, ze wyso-
kie stezenia (2-5 mM) wankomycyny powodowatly jej adsorpcje na Sciankach
kapilar obnizajac sprawno$¢ 1 wydtuzajac czasy migracji [112]. Uzywajac wan-
komycyny Wan i Blomberg analizowali kilka di- i tripeptydéw podstawionych
9-fluorometylochloromréwczanami ( FMOC ) [113].

Podczas stosowania zwyklych kapilar zanotowano pewne niedogodnosci,

zwigzane z adsorpcja antybiotykéw na $ciankach i1 brakiem czuto$ci pomiaréw
W nizszym pasmie promieniowania UV stosowanym przewaznie w elektroforezie
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kapilarnej (< 254 nm). Najsilniej spos$réd glikopeptydow zjawisku adsorpcji
ulega wankomycyna, najmniej teikoplanina, co mozna wyttumaczy¢ jej hydrofo-
bowym charakterem, obecnoscia tylko jednej grupy aminowej i tworzeniem
miceli oraz agregatow. Rystocetyna A mimo podobnych do wankomycyny wta-
sciwosci fizykochemicznych, ma wigksza czasteczke, co redukuje powinowac-
two do $cianek kapilar. Konsekwencja adsorpcji sa nastgpujace efekty: obniZzenie
czulosci, rozszerzenie pikow, mata wydajno$¢ oraz drastyczny spadek przeptywu
elektroosmotycznego (EOF) 1 zwiazane z tym wydluzenie czaséw migracji.
W celu zminimalizowania lub wyeliminowania adsorpcji czasteczek antybiotyku
w przypadku zwyklych kapilar stosuje si¢ przemywanie przez diugi czas woda
lub buforem bez antybiotyku. Innym sposobem zmniejszenia oddziatywania
pomiedzy glikopeptydami a $ciankami kapilar jest zwigkszenie stgzenia buforu,
zwigkszenie przylozonego napigcia lub dodatek modyfikatora organicznego np.
2-propanolu [69]. Wan 1 Blomberg zaproponowali ustalenie warto$ci pH mozli-
wie jak najblizej punktu izoelektrycznego wankomycyny, wiadomo jednak, ze
podwyzszenie pH buforu wptywa niekorzystnie na stabilno$¢ antybiotykéw
[111]. Kolejnym podej$ciem do problemu adsorpcji jest uzycie powlekanych
kapilar, jakkolwiek stwierdzono, ze produkty rozpadu wankomycyny moga re-
agowac z powlekanymi kapilarami i wéwczas konieczne jest przemywanie kapi-
lary pomigdzy oznaczeniami w celu przywrécenia sprawnosci kapilary. Alterna-
tywa dla powyzszych rozwiazan jest elektroforeza przeciwpradowa. T¢ metodeg
realizuje si¢ poprzez uzycie buforu o wartosci pH, przy ktérej analit i selektor sa
przeciwnie natadowane, dzigki czemu migruja w przeciwnych kierunkach. Mo-
dyfikacja tej metody jest technika czgSciowego wypetnienia, w ktérej bufor
z selektorem wypelnia tylko czes¢ kapilary, pozostawiajac okienko detekcyjne
wolne. Po przylozeniu napigcia antybiotyk przesuwa si¢ w kierunku katody lub
anody (w zaleznosci od tadunku), nie przecinajac obszaru detekcji co pozwala na
oznaczenie analitu z wigksza czuloscia. Modyfikacja ta wprowadzona zostata
przez Valtcheva i innych [114]. Technike¢ tg, z zastosowaniem wankomycyny
jako selektora chiralnego, uzyto z powodzeniem do separacji i analizy lekéw
oraz zanieczyszczen S$rodowiska. Uzyskano duza powtarzalnos$¢, liniowosé
i odtwarzalno$¢ wynikéw. Z uzyciem wankomycyny w stezeniach utamka mili-
mola udato si¢ réwniez rozdzieli¢ siarkowe i selenowe aminokwasy podstawione
AQC w uktadzie o odwréconej polarnosci, a takze niektére dansylowe pochodne
aminokwaséw [68]. Podobna metoda, tyle ze z calkowitym wypelieniem kapi-
lary i z zatrzymaniem przeptywu elektroosmotycznego przedstawiona zostata
przez Warda i wspétpracownikéw [115]. Inna ciekawa alternatywa dla metody
przeciwpradowej moze by¢ sprzezenie elektroforezy kapilarnej ze spektrometria
masowa. Pokazano to na przykladzie oznaczania niesteroidowych lekéw prze-
ciwzapalnych w moczu. Selektorem chiralnym byta wankomycyna [69]. Fanali
1 inni postuzyli si¢ metoda CE-ESI-MS do rozdzielania pochodnych kwasu ary-
lopropionowego [116]. Strege i wsp6tpracownicy zastosowali analog wankomy-
cyny A82846B jako selektor chiralny do rozdzielenia anionowych zwiazkéw
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z uzyciem powlekanych i niepowlekanych kapilar ze stopionej krzemionki [117].
Analog okazat sig lepszy od wankomycyny w rozdzieleniu flurbiprofenu, dansy-
lowaliny i dansylotryptofanu. Wankomycyna i A82846B r6znia si¢ tym, ze ich
aminocukry sa epimerami, a takze tym, ze analog zawiera dodatkowo reszte
epiwankozaminy. Skutkiem tego A82846B ma charakter bardziej zasadowy
i punkt izoelektryczny przy wartosci pH ok. 9, co pociaga za soba wigkszy wy-
padkowy fadunek w poréwnaniu z wankomycyna przy tym samym pH. Z kolei
pochodna A82846B powstata przez dodanie do disacharydu reszty bifenylowe;j
jest LY30599. Znalazta ona takze zastosowanie w enancjoseparacji flurbiprofenu
[68]. Wielu badaczy staralo si¢ wyjasni¢ mechanizm chiralnego rozpoznawania.
Punkt cigzkosci z modelu statycznego teorii oddziatywania trzech punktéw prze-
suwa si¢ w strong modelu dynamicznego, uwzgledniajac nie tylko przestrzenne
uporzadkowanie trzech punktéw, ale réwniez wptyw achiralnych sktadnikéw
srodowiska. W swojej pracy Nair i inni starali si¢ znalez¢ miejsce wigzania od-
powiedzialne za enancjoselektywno$¢ wankomycyny, badajac zar6wno strukturg
krystalograficzna, jak i zdolno$¢ rozdzielcza kompleksu miedZ — wankomycyna
[118]. Tym miejscem okazata si¢ [I-rzgdowa amina N-metyloleucyny, odgrywa-
jaca gtéwna rol¢ w enancjorozpoznawaniu wankomycyny w roztworach wod-
nych. W istocie atomy miedzi, po przylaczeniu do II-rzgdowej aminy wankomy-
cyny, silnie redukuja selektywno$¢ chiralnag kompleksu i obnizaja drastycznie
rozdzielczo$¢ wzgledem analizowanych enancjomeréw (o charakterze kwasow).

Chromatografia cieczowa

Antybiotyki makrocykliczne stosowane jako stacjonarne fazy chiralne (CSP)
od momentu ich wprowadzenia do chromatografii cieczowej ciesza si¢ duza
popularnos$cia. Najczgsciej korzysta si¢ z wankomycyny, rystocetyny A, teiko-
planiny, awoparacyny, ryfamycyny B i polipeptydu tiostreptonu. Czasteczki
antybiotykow sa kowalencyjnie zwiazane z krzemionka przy pomocy tancuchéw
o réznym charakterze chemicznym, ktére zapewniaja im stabilno$¢ przy nie-
zmienionych zdolnosciach do rozpoznawania enancjomeréw. Glikopeptydy
i tiostrepton przylaczane sg przez reakcje z zawierajacymi grupy karboksylowe
zwiazkami krzemoorganicznymi, natomiast ryfamycyna B poprzez reakcje
z aminami zwiazkéw krzemoorganicznych. Inng reakcja pozwalajaca zwiazaé
glikopeptydy na zelu krzemionkowym jest reakcja z zawierajacymi krzem epok-
syzwigzkami. Analogicznie do cyklodekstryn, moga by¢ takze immobilizowane
przez dziatanie na nie zawierajacymi krzem izocyjanianami w bezwodnym dime-
tyloformamidzie (DMF). Otrzymane w ten sposob CSP moga by¢ stosowane
w uktadzie faz normalnych, odwréconych i polarnoorganicznych lub tez moga
by¢ dalej upochadniane. CSP z antybiotykami makrocyklicznymi musza spetniaé
okreslone kryteria. Oprécz kryterium selektywnos$ci, powinny wykazywa¢ dobra
wytrzymato$¢ mechaniczng przy wypetnianiu lub immobilizowaniu i powinny
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by¢ dostgpne w odpowiednich ilo$ciach za rozsadna ceng. Fazy te sa podobne do
CSP na bazie biatek lecz maja od nich wigksza chtonno$¢ i sa stabilniejsze.
Enancjoseparacja jest mozliwa dzigki wigzaniom =-%, kompleksowaniu,
wigzaniom wodorowym, hydrofobowej inkluzji, oddziatywaniom sterycznym,
oddzialywaniom dipoli, a takze kombinacji powyzszych. W przeciwienstwie do
CSP bazujacych na biatkach makrocykliczne CSP mozna uzywaé¢ w uktadzie faz
normalnych bez drastycznych zmian w enancjoselektywnosci i bez niebezpie-
czenstwa denaturacji. Moga by¢ takze uzyte w celach preparatywnch. Wanko-
mycyna, ryfamycyna B i tiostrepton byly pierwszymi w HPLC wigzanymi na
fazach statych antybiotykami makrocyklicznymi [1]. Sposréd tych trzech, do-
tychczas tylko wankomycyna znalazta szersze zastosowanie. Dostgpne w handlu
kolumny z chiralnymi fazami stacjonarnymi bazuja 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¢ niedlugo dostgpna na rynku. Ponad 70 chiralnych zwiazkéw zostato
przebadanych przez Armstronga i wspétpracownikéw [1], w przyblizeniu 95%
sposréd 45 zwiazkéw udalo si¢ rozdzieli¢ przy pomocy wankomycyny w ukta-
dzie faz odwréconych, a 84% z 31 zwiazkéw w uktadzie faz normalnych. Wan-
komycyna byta takze upochodniana 3,5-dimetylofenyloizocyjanianem (DMP)
i w tej postaci stosowana w CSP. Tak zmodyfikowana wankomycyna rozpozna-
wata zwiazki, ktérych wczesniej nie udato jej si¢ rozdzieli¢ np. hydroksyzyne
i altiazyd.

Chromatografia gazowa

Chromatografia gazowa ma ograniczone zastosowanie w rozdzielaniu mie-
szanin enancjomeréw. Ze wzgledu na duze iloSci chiralnego selektora jakich
trzeba bytoby uzy¢ w celu modyfikacji fazy ruchomej, a takze z powodu ich
matej lotnosci selektory wigzane sa wylacznie z faza stacjonarna. Z praktyczne-
go punktu widzenia technika chromatografii gazowej moze by¢ stosowana jedy-
nie do separacji izomerédw optycznych narkotykdéw wziewnych [102].

Chromatografia cienkowarstwowa

Wankomycyna byta takze uzyta jako chiralny dodatek do fazy ruchome;j
w chromatografii cienkowarstwowej (TLC) stosowanej do rozdzielania amino-
kwaséw podstawionych AQC, racematéw lekéw i dansylowych pochodnych
aminokwas6éw. Autorzy wykazali, ze natura fazy stacjonarnej i sktad fazy ru-
chomej znacznie wptywaja na rozdzielczos¢. Difenylowa faza stacjonarna z mo-
dyfikatorem organicznym odznaczata si¢ najwydajniejsza separacja i krétkim
czasem rozwijania [68]. W innym badaniu faza ruchoma sktadata si¢ z wanko-
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mycyny, 0.6 M chlorku sodu (ktéry miat stabilizowa¢ wiazania na plytce) lub,
dla niektérych substancji, z octanu trietyloamonowego (pH = 4.1) oraz acetoni-
trylu. Rozdzielano racematy réznych zwiazkéw, migdzy innymi dansyloamino-
kwaséw, w przypadku ktérych zaobserwowano, ze D-enancjomery zawsze 0sig-
galy wyzsze warto$ci wspdlczynnika Rr w poréwnaniu z L-enancjomerami. Po-
nadto stwierdzono, ze na efektywnos$¢ chromatografii cienkowarstwowej w sepa-
racji enancjomeréw wptyngta enancjoselektywno$¢ wankomycyny jako dodatku
do fazy ruchomej oraz otrzymanie relatywnie matej wielkosci plamki podczas
rozwijania chromatogramu [119]. Bushan i Parshad rozdzielali dansylowe po-
chodne aminokwaséw metoda TLC stosujac eytromycyng jako chiralny modyfi-
kator fazy stacjonarnej [120].

1.5. Badania wlasne

Metoda chromatografii cienkowarstwowej zbadano wtasciwosci chromato-
graficzne antybiotykéw makrocyklicznych z grupy makrolidéw (erytromycyna,
troleandomycyna, tylozyna), ansamycyn (ryfamycyna B, ryfampicyna) oraz gli-
kopeptydéw (wankomycyna). Jako fazy ruchome zastosowano czyste rozpusz-
czalniki oraz ich mieszaniny binarne z woda, NaCl, HMDSO i DMSO. Do-
$wiadczenia prowadzone byly na plytkach pokrytych poliamidem, celuloza, réz-
nego rodzaju zelem krzemionkowym oraz n-oktadecysilanem. Wyniki opubli-
kowano w [467,468,472,477-479].
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2. PORFIRYNY

Porfiryny sa klasa naturalnie wystgpujacych, makrocyklicznych zwiazkéw,
ktére odgrywaja bardzo wazna rol¢ w metabolizmie zywych organizméw [121].
Czasteczka porfiryny zawiera cztery pierscienie pirolowe potaczone mostkami
metylowymi. Jadro porfiryny jest tetraedrycznym ligandem, w ktérym miejsce
dostegpne dla metalu koordynujacego ma maksymalng $rednic¢ okoto 3.7 A
[122]. Uktad pierscienia porfiryny jest bardzo stabilny i wykazuje charakter
aromatyczny (ryc. 5). Porfiryny posiadaja wlasciwosci kompleksowego wiazania
jonéw metali z atomami azotu wystepujacych w poszczegdlnych pierscieniach
pirolowych. Najwazniejszy dla czlowieka i organizméw zwierzecych jest hem
(kompleks protoporfiryn z dwuwarto§ciowym zelazem), stanowiacy grupg pro-
stetyczna dla hemoprotein bedacych centrum wszystkich przemian tlenowych
w hepatocytach — hemoglobiny, mioglobiny, cytochromdéw, cytooksydazy, kata-
lazy, peroksydazy oraz pirolazy tryptofanu. Fujii przeprowadzit syntezg¢ porfiry-
ny z zelazem (IV) [123]. U bezkregowcéw wystegpuje erytrokruoryna pelniaca
podobna role jak hemoglobina i bgdaca takze bialkiem zelazoporfirynowym
[124]. Wystepuja réwniez polaczenia kompleksowe porfiryn z dwuwartoscio-
wym magnezem, w wyniku czego powstaje chlorofil - barwnik ros§linny bioracy
udzial w fotosyntezie [125]. Potaczenie porfiryn z dwuwartosciowym kobaltem
posredniczy w syntezie witaminy B;,. Zwiazki te uwrazliwiaja na Swiatlo —
szczegOlnie skorg [126-129], co czyni je klinicznie odpowiedzialnymi za zjawi-
sko zwane ,,fotosensibilitas” [130]. Poddanie porfiryn wplywowi $wiatta prowa-
dzi do powstania nadtlenku wodoru i nadtlenkéw lipidéw, ktére niszcza btony
komérkowe, powstaja rowniez wolne rodniki uszkadzajace btony lizosomalne.
Dzialanie fotodynamiczne maja gtéwnie: uroporfiryna, porfiryna 7-karbo-
ksylowa i protoporfiryna. Kompleksy porfiryny z przejSciowymi jonami metalu
sa bardzo trwale. Wigkszo§¢ metali tworzy kompleksy w stosunku 1:1, chociaz
s6d, potas i lit tworza kompleksy 2:1 [122,131]. Kompleksy metaloporfiryn od-
grywaja wazna rol¢ w biologicznych czynnosciach, co dotyczy przyktadowo
kompleksu zelaza w hemoproteinach, komplekséw magnezu w chlorofilu i kom-
pleksu kobaltu w witaminie B,,. Kompleksy wielu metali z r6znymi porfirynami
zaczgly by¢ obszernie studiowane w celu zrozumienia biologicznej czynnosci
i formowania naturalnych zwiazkéw oraz zasadniczych proceséw biologicznych.
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Takie kompleksy znalazty rozmaite zastosowanie jako modele transportu
elektronéw, transportu tlenu i enzyméw [132,133]. Metaloporfiryny wystepuja
jako mieszaniny zwiazkéw organicznych w bardzo starych skatach, nie oczysz-
czonych olejach, weglu i1 skatach osadowych. W morskich osadach tworzone sa
przez modyfikacje¢ chlorofilu obecnego w organizmach fototroficznych. Pochod-
ne porfiryn graja kluczowa role w istotnych procesach biologicznych takich jak:
fotosynteza, transport ditlenkéw i magazynowanie [122,134]. Z punktu widzenia
koordynacji chemicznej, ligand porfiryn okazat si¢ by¢ bardzo uniwersalny,
a prawie wszystkie metale moga taczy¢ si¢ z porfirynami. Zwiazki te sa aktyw-
nym miejscem w wielu enzymach (cytochromach, katalazie, peroksydazie itp.).
Dobrze znane kompleksy porfiryn z zelazem sa no$nikiem tlenowym bialek
(hemoglobiny, mioglobiny). Z materiatu biologicznego izolowane sa wylacznie
izomery I i III, natomiast izomery Il i IV sa nadal stabo poznane [135].

Porfiryny tworza charakterystyczne widma pod wptywem $wiatta widzialne-
go, jak i nadfioletu. Na uwage zastuguje fakt, ze nastgpuje silne pochtanianie
w pasmie ok. 400 nm, charakterystyczne dla pierScienia porfirynowego niezalez-
nie od tancuchéw bocznych porfiryn. Pasmo to okre$lane jest mianem pasma
Soreta od nazwiska jego odkrywcy. Porfiryny tworza si¢ z porfirynogendw,
ktére sa nietrwate w obecnosci tlenu i tatwo utleniaja si¢ do odpowiednich porfi-
ryn. Porfirynogeny sa bezbarwne i1 posiadaja mostki metylenowe (-CH,-), nato-
miast barwne porfiryny zawieraja mostki metinowe (-HC=) powodujace absorb-
cje i fluorescencje porfiryn. Porfiryny rozpuszczone w rozpuszczalnikach orga-
nicznych lub w mocnych kwasach i nas§wietlone UV fluoryzuja silnie na czerwo-
no. Pier§cienie pirolowe oznaczone literami A, B, C, D sa potaczone migdzy
soba mostkami metinowymi okre$lanymi kolejno jako a, S, y, 6. Miejsca pod-
stawien tancuchéw bocznych w pierscieniach pirolowych oznaczane sg cyframi
od 1 do 8 (ryc. 5). W naturalnie wystgpujacych porfirynach grupy: winylowa
(-CH=CH,), metylowa (-CHs;), propionianowa (-CH,-CH,COO-), octanowa
(-CH,COO-) - sa typowymi podstawnikami [136].

Prawidlowa przemiana porfiryn rozpoczyna si¢ od dwoéch prostych zwiaz-
kéw — glicyny oraz bursztynylo-koenzymu A. Enzymem regulujacym szybkosé
tej przemiany w watrobie jest syntetaza kwasu d-aminolewulinowego [137].
W uktadzie erytropoetycznym mechanizm regulacji jest inny, ale nie w pelni
jeszcze poznany. U zdrowych oséb wydalanie porfiryn i ich prekursoréw jest
niewielkie, a normy tego wydalania sa okre§lone [138]. Do zaburzenia przemia-
ny hemu dochodzi, gdy co najmniej jeden z enzyméw ma obnizona aktywnosc¢.
Powstaje blok enzymatyczny, przed ktérym gromadza si¢ produkty przemiany.
Niektére blgdy w przemianie pirolowej powoduja pojawienie si¢ w moczu ko-
proporfiryny i uroporfiryny, natomiast w kale koproporfiryny i protoporfiryny.
Porfirie sa grupa choréb metabolicznych, w ktérych pierwotnym btedem jest
niedobdr przynajmniej jednego enzymu uczestniczacego w biosyntezie hemu,
odmiennego dla kazdego typu porfirii. Zaleznie od miejsca bloku enzymatyczne-
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go rézny jest sktad ilosciowy porfiryn wytwarzanych, gromadzonych i wydala-
kach oznaczen aktywno$ci enzyméw biosyntezy hemu oraz analizie iloSciowe;j
i identyfikacji porfiryn w krwinkach czerwonych, osoczu, moczu i kale. Nazew-
nictwo i klasyfikacja porfirii nie jest w petni ujednolicona [139]. Porfirie moga
by¢ klasyfikowane w oparciu o:

I. etiologig (wrodzone i objawowe),
II.  kryteria kliniczne:
a - ostre lub przewlekte,
b - jawne lub utajone,
¢ - skérne, z objawami neurologicznymi lub brzusznymi,

III.  lokalizacj¢ nieprawidtowos$ci enzymatycznej,
IV. miejsce niedoboru enzymu w kaskadzie biosyntezy hemu [140].

Podziat porfirii dokonany wedtug miejsca, w ktérym zaburzenie ujawnia sig
najmocniej, obejmuje porfirie watrobowe i porfirie erytropoetyczne. Klinicznie
wygodniej dzieli¢ porfirie na ostre i nieostre. Kazda z tych grup ma inne proble-
my diagnostyczne i lecznicze [141]. Porfiria - przed kilkudziesigciu laty rzadko
spotykana - obecnie ujawnia si¢ coraz czg¢sciej, prawdopodobnie na skutek dzia-
lania niekorzystnych warunkéw S$rodowiskowych, zanieczyszczeh powietrza,
chemizacji zycia. Badanie produktéw przemiany porfiryn ma znaczenie diagno-
styczne w rozmaitych wrodzonych i nabytych stanach chorobowych, w ktérych
dochodzi do czg$ciowego bloku enzymatycznego na drodze biosyntezy hemu.
Zaburzenia przemiany porfiryn moga réwniez wystgpowaé w przebiegu innych
schorzen. Najczestszym typem zaburzen nie zwigzanych z porfiriami jest kopro-
porfirynuria wtérna charakteryzujaca si¢ duza zawarto$cia koproporfiryn w mo-
czu. Od dawna wiadomo, ze wystepuje w zatruciu olowiem i alkoholowym zapa-
leniu watroby [142]. Koproporfirynuri¢ opisano ponadto w licznych przypad-
kach innych choréb np. w anemii hemolitycznej, ziarnicy zlo§liwej, cukrzycy,
niewydolnos$ci nerek oraz jako skutek dziatania r6znych substancji toksycznych,
zwigzanych z czynnikami $rodowiskowymi, narazeniem zawodowym oraz przy-
padkowymi zatruciami [143]. Do zwiazkéw chemicznych najsilniej zaburzaja-
cych przemiang porfiryn naleza m. in. dioksyna, chlorek winylu, heksachloro-
benzen, difenole, wgglowodory aromatyczne. Jako$ciowe i iloSciowe oznaczanie
porfiryn znalazto zastosowanie w biologicznych i biomedycznych naukach np.
w diagnozie metabolicznych nieprawidtowosci lub oszacowaniu wplywu srodo-
wiska [144]. Do wystapienia objawéw u nosicieli bledéw metabolicznych do-
chodzi po zadziataniu czynnikéw zwanych porfirynogennymi. Zazwyczaj dziata-
ja indukujaco réwnoczesnie dwa czynniki. Przyjmuje sig, ze do zachorowania na
porfirie dochodzi u okoto 10-20% nosicieli defektywnego genu i ze odsetek ten
zwigksza si¢ wraz ze wzrostem zanieczyszczen Srodowiska i chemizacji zycia
[141]. Do czynnikéw indukujacych naleza zwiazki chemiczne, a wsréd nich
wiele lekéw, farby, lakiery, rozpuszczalniki organiczne, srodki ochrony roslin,
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alkohol, a takze zaburzenia hormonalne, infekcje, stresy, niedobory kaloryczne -
znane sa przypadki zgonéw miodych dziewczat odchudzajacych sig, a bedacych
nosicielkami porfirii [138]. Powstale niedowlady sprzyjaja wystgpowaniu powi-
ktan oddechowych, krazeniowych, infekcyjnych. Na skutek takich powiktan
w czasie pelno objawowych napadéw umiera okoto 10% chorych. Zasadniczym
postgpowaniem w ostrych porfiriach jest zapobieganie napadom. Stuza temu
badania cztonkéw rodzin chorych majace na celu wykrycie defektu enzymatycz-
nego i wdrozenie odpowiedniego postgpowania [145].

W ostatnich latach porfiryny znalazty szerokie zastosowanie w chemii anali-
tycznej, przede wszystkim jako wskaznik w oznaczaniu metodami spektrofoto-
metrycznymi jonéw metali: jonéw miedzi [134,146-153], kadmu [154], cynku
[153,155-158], palladu [159], magnezu [160], bizmutu [161], srebra [162,163],
niklu [164], litu [165,166], rteci, otowiu i kadmu [167], otowiu [168,169], azoty-
néw [170,171], nadtlenku wodoru [172-174], szczawianéw [175], rodankéw
[176], tlenu [177-179] oraz w badaniu odczynu pH [153,180,181]. Elektroanali-
tyczne stosowanie porfiryn mozna podzieli¢ na trzy grupy - po pierwsze poten-
cjometryczne metody oparte na uzyciu porfiryn moga stuzy¢ do oznaczania
anionéw nieorganicznych w wodzie [182,183], chlorkéw w surowicy ludzkiej
[184], azotandw i fluorkéw [185], jodkéw [186,187], rodankéw w moczu [183],
salicylanéw w moczu i surowicy [188], jondw niklu w czekoladzie [189], jonéw
kobaltu [190]. Po drugie porfiryny szeroko stosuje si¢ w badaniach r6znych
zwiazkéw metodami woltametrycznymi — migdzy innymi oznaczano chlorki
organiczne w wodzie [191], cukry [192], tlen [193-195], hydrazyng [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 cigzkich [211], acetoaminofen w paracetamolu [212], alko-
hole [213], DNA [214-216], dopaming [217,218]. Po trzecie porfiryny uzywano
jako elektrochemiczne biosensory w badaniu glukozy [219,220], acetylocholine-
sterazy [221], aktywnosci enzyméw [222]. Porfiryny stosowano réwniez w o-
znaczaniu niektérych jonéw metali metoda HPLC: jonéw niklu miedzi i cynku
[223,224], jonéw kobaltu [225,226], manganu [227], lantanowcéw [228]. Wielu
badaczy immobilizowato porfiryny na zelu krzemionkowym, co z kolei miato
decydujace znaczenie w analizie r6znych zwiazkéw migdzy innymi policyklicz-
nych weglowodoréw aromatycznych [229-232], fulerenéw [233-235], amino-
kwaséw [236-238], di- i triterpendéw [239]. Kim i inni z powodzeniem zastoso-
wal porfiryne¢ chemicznie wigzang z zywica XAD w celu zwigkszenia wydajno-
Sci ekstrakcji do fazy statej fenolu i chlorofenoli [240].

Fotoaktywne wlasciwosci porfiryn szeroko wykorzystano w produkcji ogniw
stonecznych [241-247]. Ogniwa stoneczne sa wazne w pozyskiwaniu energii,
natomiast czynniki fotouczulajace sa nowoscia rynkowa i wydaja si¢ by¢ obiecu-
jace w przetwarzaniu energii slonecznej. Porfiryny zajmuja czotowa pozycje
w fotodynamicznej terapii nowotworowej (PDT), ktéra polega na selektywne;j
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akumulacji czynnika fotouczulajacego (np. porfiryn, psoralenéw, ftalocyjanin,
merocyjanin) wewnatrz tkanki rakowej. W wyniku na$wietlania chorej tkanki
dochodzi do uwolnienia pojedynczego tlenu, ktéry uszkadza komérki nowotwo-
rowe i w koncowym efekcie prowadzi do $mierci tych komérek [248-253]. Sto-
sowano hematoporfiryne w selektywnym leczeniu nowotworéw [254].

Od niedawna wiadomo, ze porfiryny tworza kompleksy z cyklodekstrynami.
Coraz wigcej badaczy zajmuje si¢ synteza takich komplekséw [255-267] oraz
analiza supramolekularnych oddziatywan kompleksu porfiryna-cyklodekstryna
[268-272]. Zdolnos¢ porfiryn do tworzenia komplekséw z cyklodekstrynami daje
szerokie mozliwosci stosowania ich w analizie DNA [273-280], w badaniu struk-
tury DNA [281,282], porfiryny stosowane byly réwniez jako czynniki posredni-
czace w procesie fragmentacji DNA [283-285]. Kompleks porfiryna-cyklo-
dekstryna stosowano ponadto w badaniach aktywnosci enzyméw [286] oraz
w oznaczaniu jondéw rteci (wysoce selektywna metoda) [287,288]. Swamy
i wspétpracownicy prowadzili badania nad kompleksem estradiol-porfiryna
[289]. W przypadku leczenia raka piersi kompleks taki taczy si¢ jadrowym re-
ceptorem estrogenowym. Sessler i inni opisali mozliwos¢ inhibicji wirusa HIV-1
przez porfiryny [290].

Uroporfiryny w odréznieniu od koproporfiryny rozpuszczaja si¢ w eterze
etylowym, co zostato wykorzystane do wyizolowania po raz pierwszy uroporfi-
ryny z moczu przez Fischera, ktéry zidentyfikowat ten zwiazek jako porfiryng
nalezaca do izomeréw I typu [291]. W 1934 roku Waldenstrom wyizolowat
z moczu chorych na ostra porfiri¢ substancj¢ nazwana p6zniej porfiryna Welden-
stroma, ktéra dtugi czas uchodzita za uroporfiryng III [292]. Porfiryna ta izolo-
wana byta octanem etylu przy pH 3.0-3.4. Wedtug Girnsteina i wspdtpracowni-
kéw [293] oraz Watsona i wspotpracownikow [294] porfiryna Weldenstroma nie
byla substancja jednorodna. Skladata si¢ z przewazajacej ilosci uroporfiryny I
oraz heptakarboksylowej porfiryny III. Nicholas i Rimington [295] doszli
w wyniku swych badan do wniosku, Ze jest to mieszanina sktadajaca sie w 75%
z uroporfiryny IIl i w 25% z uroporfiryny 1. Za pomoca pézniejszych doktad-
nych badan w roku 1955 Watson 1 wspotpracownicy [296] potwierdzili swdj
poprzedni poglad, ze w kompleksie Waldenstroma przewaza uroporfiryna I.
Wykazali oni, ze 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) zostala wykorzystana
w separacji oraz badaniach i ilosciowych porfiryn. w materiale biologicznym
(mocz, kat, tkanki) [297-303]. Jak wynika z danych literaturowych szeroko sto-
sowang metoda separacji, okre§lania poziomu w materiale biologicznym oraz
badania wtasciwosci chromatograficznych porfiryn w ostatnich latach jest chro-
matografia cieczowa [304,305]. Uzywano dwa typy detektoréw. Detektora UV
uzywano przy dtugosci fali 400-404 nm w analizie ilosciowej pochodnych mety-
lowych porfiryn [306-315]. Najbardziej rozpowszechnionym jest detektor flu-
orescencyjny z uwagi na znaczne skrécenie czasu analizy oraz wigksza czuto$§¢
[304,316-331]. Jacob i inni wykorzystali w analizie porfiryn chromatografie
cieczowa 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-
nowsza technika jest elektroforeza mikrokapilarna [310,344-348]. Szybka sepa-
racja, obnizone zuzycie prébek i rozpuszczalnika czynig j3 efektywna i atrakcyj-
na technika dla separacji porfiryn.

2.2. Badania wlasne

Analizowano zachowanie chromatograficzne wybranych porfiryn (uroporfi-
ryna I i III, koproporfiryna I i IIl, protoporfiryna) metoda TLC. Stosowano nie-
wodne fazy ruchome — czyste rozpuszczalniki oraz ich mieszaniny binarne
z DMSO. Jako adsorbenty wykorzystano zel krzemionkowy, poliamid oraz
celulozg. Ponadto badano wptyw pH roztworéw 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 wiekdéw ziota odgrywaja wazna rol¢ w codziennym zyciu cztowieka. Sto-
sowano je w gospodarstwie domowym, w kosmetyce, byly takze gléwnym Zré-
diem lekéw. Blyskawiczny rozwdj chemii, a przede wszystkim produkcja rézne-
go rodzaju syntetykéw spowodowal, iz ziola znalazty si¢ na drugim planie.
Chemia zmienita §wiat, ale takze zacze¢la go niszczy¢. Stad ponowne zaintereso-
wanie ziotami i coraz glosniejsze nawolywania do powrotu do natury. Przez
wiele lat leki naturalne, przede wszystkim za$ rosliny lecznicze, byly giéwna,
a nawet jedyna bronia w r¢ku lekarza oraz jedynym surowcem materia medica
do wyrobu lekéw. Podobnie lecznictwo ludowe i fitofarmacja nie przestaty nigdy
korzysta¢ z zi6l, a nawet staraty si¢ podtrzymac tradycje terapeutyczng znang od
zarania ewolucji cztowieka. Z biegiem lat mozna bylo obserwowac¢ zwigkszenie
si¢ liczby poznanych roslin leczniczych. Odkrycie wtasciwosci nowych gatun-
kéw zi6t przywozonych zza oceanéw i zastosowanie ich jako $srodka wspétdzia-
lajacego z preparatami chemicznymi, odkrycie warto$ci dietetycznej ro$lin oraz
witamin, hormondw, substancji antybakteryjnych, antywirusowych i innych,
przyczynity si¢ do odrodzenia i rozwoju fitoterapii [349]. Obecnie przemyst
farmaceutyczny ponownie zaczyna si¢ interesowa¢ zasobami naturalnymi i rosli-
nami leczniczymi. Zaktadane sa duze plantacje zar6wno do$wiadczalne, jak
1 handlowe. Uprawa roélin leczniczych staje si¢ znéw wazna dziedzing rolnicza,
gdyz uzyskuje si¢ z nich i produkuje surowce niezbedne do wyrobu lekéw. Jak
zatem wida¢, nigdy nie przestano catkowicie interesowaé sig¢ roslinami leczni-
czymi, a najwazniejsze jest to, ze obecnie sami pacjenci staraja si¢ zdoby¢ wigce;j
wiadomosci o zastosowaniu roslin w leczeniu réznych choréb. Nalezy jednak
pamigtaé, ze nie zawsze i nie w kazdej chorobie uzycie lekow naturalnych jest
wtasciwe [350].

Wiek XX, szczegdlnie po otrzymaniu przez Domagka w roku 1935 sulfona-
midéw, jest wiekiem leku syntetycznego. W potowie lat trzydziestych wprowa-
dzono w krétkim czasie wiele lekéw syntetycznych dziatajacych silnie, szybko
1 skutecznie. Od tej pory lekarze praktykujacy zaczegli domagac si¢ lekéw o $cisle
okreslonym wzorze chemicznym, mechanizmie dziatania i dawkowaniu. Leki
roslinne tamtej doby, przy éwczesnej technologii ich wytwarzania i tradycyjnej
postaci nie wytrzymaty konkurencji z lekami syntetycznymi. Dopiero w potowie
lat pigcdziesiatych, kiedy to coraz czesciej stwierdzano, ze leki syntetyczne maja
wiele wad wyrazajacych si¢ licznymi objawami niepozadanymi, a szczegdlnie
depresyjnym wplywem na uktad krwiotwérczy, dziataniem hepatotoksycznym,
neurotoksycznym, sporadycznie i teratogennym nastgpowata powolna zmiana
i zwrot ku lekom naturalnym, ziotowym przede wszystkim [351]. Rozkwit fitote-
rapii nastgpit dzigki rozwojowi fitochemii, farmakognoz;ji, fitoanalityki, immu-
nologii i farmakodynamiki. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze leki roslinne nie moga
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by¢ przeciwstawiane lekom syntetycznym, ale powinny by¢ stosowane lacznie,
wzajemnie si¢ uzupelniajac. Zgodnie z artykutem 1 Dyrektywy Rady EEC (Eu-
ropean Economic Community) nr 65/65 przetwory roslinne sa traktowane jako
srodki lecznicze. Ujgcie to zostalo potwierdzone przez CPMP (Commission for
Proprietary Medicinal Products) w roku 1992. Odmienne regulacje prawne
w poszczegllnych krajach zostaly ujednolicone, a zmiany uznano réwniez za
obowiazujace poza Unig Europejska [352]. Obecnym kierunkiem rozwoju zioto-
lecznictwa jest stosowanie pojedynczych zwiazkéw czynnych wyizolowanych
z ro$lin, zidentyfikowanych i oczyszczonych, majacych $cisle sprecyzowane
wiasciwosci farmakologiczne, punkt uchwytu, mechanizm dziatania, charaktery-
zujacych si¢ w wigkszosci stosunkowo matq toksycznoscia i nielicznymi dziata-
niami niepozadanymi. Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze pod pojeciem lekow roslin-
nych rozumie si¢ srodki lecznicze, ktérych sktadniki stanowi wytacznie materiat
ro$linny np. surowce pocigte lub sproszkowane, wydzieliny roslin (olejki, bal-
samy, zywice), soki lub wyciagi, gtéwnie alkoholowe. Srodkami leczniczymi nie
sa natomiast przetwory homeopatyczne, a takze zdefiniowane sktadniki roslinne
jak np. mentol, eugenol, tymol, czyste alkaloidy, glikozydy oraz antybiotyki
naturalne. Pojecie leku roslinnego jest przyjete na plaszczyznie migdzynarodo-
wej i zgodne z postanowieniami WHO [353]. Nowoczesna technologia stosowa-
na przy produkcji leku ros§linnego umozliwia standaryzacj¢ preparatéw, produk-
cje¢ innych formulacji farmaceutycznych takich jak drazetki, czopki, iniekcje
z precyzyjnie okreslong dawka wyizolowanej substancji czynnej [351]. Dostep-
no$¢ wiarygodnych metod analitycznych jest niezbedna dla kontroli jako$ciowe]
1 identyfikacji substancji aktywnych.

Kwas rozmarynowy

Kwas rozmarynowy nalezy do grupy zwiazkéw zwanych depsydami. Dep-
sydy stanowig pofaczenia dwéch lub wigcej fenolokwaséw. Sa rozpowszechnio-
ne wsrdd roslin kwiatowych i porostdw. Kwas rozmarynowy jest depsydem
kwasu kawowego i kwasu a-hydroksydihydrokawowego (ryc. 6) [11]. Zwiazek
ten zaliczany jest obecnie do kawotanoidéw, grupy zwiazkéw pokrewnych garb-
nikom, nie wykazujacych jednak zdolnosci garbowania skory surowej. W 1958
roku dwaj wloscy chemicy (Scarpati i Oriente) wyizolowali po raz pierwszy
kwas rozmarynowy jako czysty zwiazek i nazwali stosownie do roSliny, z ktérej
go wyodrebnili (Rosmarinus officinalis) [354]. Badania biogenetyczne rozpoczg-
to w roku 1970, kiedy to Ellis i Towers zasilali rosliny z rodzaju Mentha radio-
aktywnie znakowanymi aminokwasami [355]. Okazato sig, ze dwa aminokwasy
aromatyczne — fenyloalanina i tyrozyna — wchodza w sktad struktury kwasu
rozmarynowego. Najbardziej znang pochodng kwasu rozmarynowego jest kwas
litospermowy (taczacy w swojej strukturze kwas rozmarynowy i kawowy) oraz
kwas litospermowy B (dimer kwasu rozmarynowego) [356,357]. Dtugotrwate
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poszukiwania metody syntezowania kwasu rozmarynowego zostaly zwienczone
sukcesem w roku 1991 [358].

COOH
= Tcoo
A 2 L |
HO HO
OH CH
B

.

COOH

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

Wspobtczesne badania wykazaly obecno$¢ wolnego kwasu rozmarynowego
w ponad stu gatunkach roélin w ilo$ciach od 0.01 mg do 78 mg w 1 g surowca,
gléwnie jednak w rodzinie Lamiaceae (Labiateae) [359]. Opisano réwniez wy-
stepowanie kwasu rozmarynowego w roslinach z innych rodzin np. w paprociach
z rodziny Blechnaceae, w porostach oraz trawach morskich z rodziny Zosterace-
ae, w spokrewnionych Potamogetonaceae, jak réwniez w Cannaceae [354]. Tak
szeroka dystrybucja kwasu rozmarynowego powoduje niemoznos$¢ stosowania
tego kwasu jako wyznacznika chemotaksonomicznego, réznicujacego poszcze-
gblne rodziny.
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Rozpatrujac szczegétowo, wystgpowanie kwasu rozmarynowego stwierdzo-
no w nastgpujacych 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.

VVVY

Wséréd wymienionych taksonéw relatywnie wysoka koncentracje tego sktad-
nika posiada jedynie kilka powszechnie stosowanych w lecznictwie surowcéw
roslinnych, jak melisa lekarska, szatwia lekarska, lebiodka pospolita oraz rozma-
ryn lekarski [11,359].

W $wiecie ro§linnym kwas rozmarynowy wystepuje w formie wolnej, estry-
fikowanej, glikozydowej oraz w formie potaczen o charakterze oligomerdw.
W wyniku szerokiej gamy wtasciwosci farmakologicznych ziota zawierajace
w swoim sktadzie kwas rozmarynowy znalazly zastosowanie w leczeniu i zapo-
bieganiu wielu choréb. Jako substancja naturalnie wystgpujaca, kwas rozmary-
nowy charakteryzuje si¢ duzym potencjalem terapeutycznym wobec organizméw
zwierzecych, potwierdzonym w oparciu o badania przeprowadzone zaréwno in
vitro jak i in vivo. Stabilizuje on btony biologiczne [360], chroni przed szkodli-
wym wpltywem promieniowania UV i reaktywnych form tlenu, w tym takze
wolnych rodnikéw, dziata przeciwutleniajaco [361-369] przeciwzapalnie, anty-
proliferacyjnie [370], przeciwbakteryjnie, przeciwwirusowo [371,372], prze-
ciwhormonalnie i najprawdopodobniej sedatywnie na centralny system nerwo-
wy. Posiada ponadto nieznaczne wtasciwo$ci przeciwalergiczne, a pochodne
estrowe wilasciwosci zélciotworcze i zélciopedne. Biorac pod uwage powyzsze
wiasciwosci Perry i inni zastosowal ekstrakt z szatwii w leczeniu choroby Alzhe-
imera [373-378]. Ponadto opisano jego dzialanie moczopgdne oraz zwigkszajace
wydalanie sodu oraz kwasu moczowego z moczem [379].

Wobec enzyméw kwas rozmarynowy wykazuje cechy niespecyficznego in-
hibitora. W przeprowadzonych testach zwiazek ten obnizat w réZznym stopniu
aktywno$¢: cyklooksygenazy 1 i 2, lipooksygenazy, hialuronidazy, B-heksozami-
nidazy, dekarboksylazy ornitynowej, reduktazy aldozowej, a-amylazy, karbok-
sypeptydazy A, cyklazy adenylowej oraz dejodynazy jodotyroniny [359,380].
Cechuje go aktywno$¢ immunomodulujaca. Pobudza produkcje prostaglandyny
E, oraz obniza syntezg leukotrienéw B, w ludzkich leukocytach réznoksztattno-
jadrowych. Na uktad dopelniacza, spetniajacego istotnag rol¢ w odczynie zapal-
nym, dziata hamujaco. Obserwowany pod jego wptywem efekt antytrombinowy
powstaje przypuszczalnie w drodze zapobiegania agregacji ptytek krwi lub
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ewentualnej promocji procesu fibrynolizy. Wywiera dodatkowo dziatanie
ochronne na lipoproteiny osocza, w tym na frakcje LDL, gléwnego inicjatora
procesu aterogenezy. W potaczeniu z innymi zwiazkami naturalnymi jak rutyna,
kwas ursolowy czy likopen wykazuje cechy synergistyczne. U podtoza aktywno-
$ci przeciwzapalnej kwasu rozmarynowego lezy szereg uzupetniajacych si¢ me-
chanizméw biologicznych, ktérych suma dostarcza efekty poréwnywalne z sita
dzialania stosowanych od lat syntetycznych niesteroidowych lekéw przeciwza-
palnych. Nie odnotowano jednak wplywu na konwertazg C;. Obserwowany efekt
przeciwzapalny jest wynikiem niespecyficznego hamowania enzymow biosynte-
zy prostanoidéw — cyklooksygenaz i lipooksygenazy oraz enzyméw uczestnicza-
cych w degradacji kwasu hialuronowego — hialuronidazy i B-hekso-zaminidazy.
W wyniku przytoczonych wiasciwosci zwiazek ten zmniejsza przepuszczalnosé
naczyn kapilarnych zapobiegajac wnikaniu toksyn i drobnoustrojéw. Obniza
takze poziom syntezy mediatorow stanu zapalnego (prostaglandyn, prostacyklin
i tromboksanu), znoszac ich wptyw na zakonczenia czuciowe oraz zapobiega
agregacji trombocytow. Powyzsze obserwacje jak i wyniki przeprowadzonych
dodatkowo licznych badaf farmakologicznych sugeruja mozliwo$¢ zastosowania
kwasu rozmarynowego lub dostarczajacych go surowcéw w profilaktyce i terapii
pomocniczej stanéw chorobowych przebiegajacych z odczynem zapalnym, m.in.
w astmie oskrzelowej, wrzodach trawiennych, miazdzycy tgtnic, chorobie niedo-
krwiennej serca i za¢mie [359,381].

Podobnie do innych zwiazkéw fenolowych, kwas rozmarynowy wykazuje
rowniez wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe (dezynfekujace). Aktywnos$¢ wi-
rusostatyczna skierowana przeciwko wirusom opryszczki typu 1 (HSV-1),
a takze wirusom ludzkiego niedoboru immunologicznego (HIV-1) powstaje
w wyniku oddziatywania kwasu ze strukturami biatkowymi zar6wno czynnika
zakaznego jak i gospodarza, co w konsekwencji utrudnia adsorbcj¢ wirusa na
powierzchni komdrek lub tez uposledza jego namnazanie. Jako niespecyficzny
inhibitor enzymatyczny, kwas rozmarynowy obniza in vitro aktywno$¢ kluczo-
wych enzyméw replikacji HIV, odwrotnej transkryptazy i integrazy, zapobiega-
jac tym samym syntezie nici komplementarnego wirusowego DNA na matrycy
RNA oraz jego potaczeniu z chromosomem gospodarza. Preparaty zawierajace
w swoim skladzie wyciagi z melisy lekarskiej znalazly zastosowanie m.in.
w leczeniu opryszczki czerwieni wargowej (mas¢ Meliherp) [359,382].

W medycynie nieoficynalnej od dawna znane sa wiasciwosci przeciwhor-
monalne surowcéw posiadajacych w zespole substancji aktywnych kwas rozma-
rynowy. Wspdlczesnie we wspomagajacej terapii zespolu Gravesa zalecane by-
waja: ziele karbienca pospolitego (Lycopi herba), liscie melisy lekarskiej (Melis-
sae folium) oraz ziele nawrotu lekarskiego (Lithospermi herba). Przyczyna cho-
roby jest wytwarzanie immunoglobulin klasy IgG, ktére pobudzajac receptory
tyreotropinowe (TSI) prowadza do powigkszenia tarczycy oraz nadmiernej nie-
kontrolowanej biosyntezy trijodotyroniny (T3) i tyroksyny (T4). Prekursorem
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hormonéw tarczycy T4 1 T3 jest duze biatko tyreoglobulina, zawierajace w swojej
czasteczce ok. 70% jodu w postaci nieaktywnych prekursoréw monojodotyrozy-
ny (MIT) i dijodotyrozyny (DIT). Jod uwolniony z nieaktywnych aminokwaséw,
dzigki aktywnosci enzymu dejodynazy, stanowi wazna pulg tego pierwiastka
w obrebie tarczycy. Kwas rozmarynowy hamuje aktywnos$¢ dejodynazy jodoty-
roniny i w konsekwencji enzymatyczne odszczepienie jodu od MIT i DIT [383,
384].

Kolejne badania ujawnily, iz ten powszechnie wystgpujacy w rodzinie La-
miaceae skladnik jest przypuszczalnie réwniez odpowiedzialny za uspokajajace
dziatanie niektérych surowcéw. W pojedynczej dawce 30 mg/kg m.c. kwas roz-
marynowy ostabiat aktywnos$¢ spontaniczng zwierzat do$wiadczalnych oraz ak-
tywno$¢ stymulowana amfetamina. Nie zmienial jednak wtasciwosci uktadu
dopaminowego. Nie odnotowano takze pod jego wptywem dziatania przeciwlg-
kowego i przeciwdrgawkowego, a mechanizm aktywnosci sedatywnej najpraw-
dopodobniej zwiazany jest z funkcjonowaniem uktadu adrenergicznego [359,
384].

Istotne znaczenie dla cech farmakologicznych kwasu rozmarynowego ma je-
go struktura polifenolowa (cztery wolne grupy wodorotlenowe pozostajace
wzgledem siebie w pozycji orto) oraz obecno$¢ podwdjnego wigzania w tancu-
chu weglowym (ryc. 6). Wieloletnie badania przeprowadzane w grupie analo-
gicznych zwiazkéw naturalnych ujawnily, iz orfo-dihydroksyle charakteryzuje
aktywno$¢ przeciwutleniajaca i przeciwwolnorodnikowa wynikajaca ze zdolno-
$ci oksydacyjno-redukcyjnych (donor protonéw) oraz kompleksowania jonéw
metali (gtéwnie Zelaza i miedzi) uczestniczacych w reakcji Fentona, tj. konwersji
anionorodnika ponadtlenkowego w odpowiedzialny za efekty cytotoksyczne
reaktywny rodnik wodorotlenkowy. Kwas rozmarynowy, podobnie jak kwas
askorbowy, nie posiada zdolnoSci hamowania oksydazy ksantynowej, enzymu
katalizujacego rozklad puryn z pobocznym wytworzeniem nadtlenku wodoru
i anionorodnika ponadtlenkowego [384]. Jednak wobec przemian anionorodnika
ponadtlenkowego wykazuje aktywno$¢ znacznie wyzsza w poréwnaniu z wita-
ming C. Aktywno$¢ ta jest rezultatem nalozenia si¢ efektow obu budujacych
strukture kwasu rozmarynowego czastek — kwasow kawowego i dihydroksy-
fenylomlekowego. Zdolno$¢ inaktywowania wolnych rodnikéw oraz znoszenia
skutkéw ich toksycznego wptywu na struktury kwaséw nukleinowych, biatek,
lipidéw 1 kwaséw tluszczowych, takze w obrgbie blon biologicznych, stanowi
naturalny czynnik prewencji proceséw kancerogenezy i karcynogenezy. Polife-
nole ro$linne zmniejszaja przypuszczalnie ryzyko wystapienia incydentéw no-
wotworu w drodze blokowania metabolizmu prokarcynogendéw prowadzacego
do ich uaktywnienia lub zapobiegaja taczeniu si¢ juz aktywnych karcynogenéw
z materialem genetycznym. Potwierdzenie tej tezy znajdujemy w pracach pro-
wadzonych na wyciagach polarnych z liSci rozmarynu lekarskiego, ktére to
hamowaly etap inicjacji procesu powstawania nowotworu w badaniach in vitro
na liniach  komérkowych  nablonka  oskrzelowego  indukowanych
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liniach komérkowych nabtonka oskrzelowego indukowanych benzo[a]pirenem
oraz in vivo mysiego guza sutka wywotanego 7,12-dimetylo-benzo[a]antracenem
[359,380]. Nalezy réwniez nadmieni¢, ze zwiazki polifenolowe o analogicznej
do kwasu rozmarynowego budowie sa silnymi inhibitorami absorbcji zelaza
w organizmie. Fakt ten powinien by¢ brany pod uwage w réwnoczesnej terapii
preparatami zelaza [359].

Reasumujac, przytoczone wilasciwosci biologiczne kwasu rozmarynowego
oraz wielopokoleniowe doswiadczenia medycyny nieoficynalnej z roslinami
z rodziny Lamiaceae pozwalaja wysunaé wniosek, ze wprowadzenie ich do co-
dziennej diety moze mie¢ pewne znaczenie w profilaktyce miazdzycy, niektd-
rych schorzen o podtozu zapalnym oraz w prewencji choréb nowotworowych.
Przedstawione powyzej dane wskazuja ponadto, iz gatunki te sa nie tylko
zrédtem olejkéw eterycznych, szeroko opisanych w pi$miennictwie, lecz takze
zwiazkow polifenolowych z kwasem rozmarynowym na czele. Przemyst farma-
ceutyczny oferuje mnogo$¢ preparatow zawierajacych w swoim skladzie
omawiane surowce ro$linne. Wymieni¢ tu nalezy powszechnie stosowane her-
baty ziolowe na bazie lisci migty pieprzowej (Menthae fix), melisy lekarskiej
(Melissae fix) oraz réznego rodzaju mieszanki ziotowe: Pulmobonisan (liscie
migty pieprzowej, ziele tymianku), Nervinum (liScie melisy i migty pieprzowej),
Nervosan (ziele melisy i migty pieprzowej), Nervobonisan (liScie melisy),
Cardiobonisan (liscie melisy), Septosan (liscie melisy, migty pieprzowej, ziele
tymianku) i wiele innych. Ponadto sa one komponentami lekéw zlozonych, ta-
kich jak: krople migtowe, Melisal, Melis-Tonic, Melissana, Persen, Pectosol,
Sirupus Thymi compositus, Tymsal, Tussipect, Dentosept, Salviasept, Ung.
Salviae czy Lycoactin. Jednak zaden z krajowych preparatéw o kompozycji
opartej o te surowce nie podlega standaryzacji na obecno$¢ kwasu rozmaryno-
wego lub ogdlnej sumy polifenoli w przeliczeniu na kwas kawowy, pomimo tak
wysokiej ich zawarto$ci. W konsekwencji, brak norm okreslajacych minimalny,
dopuszczajacy do obrotu w lecznictwie, poziom kwasu rozmarynowego moze
by¢ przyczyna réznic w efekcie terapeutycznym lekéw produkowanych na bazie
tego samego surowca przez réznych producentéw, a nawet nierdwnocennosci
preparatow tej samej wytworni pochodzacych natomiast z kolejnych zbioréw lub
od innych dostawcéw. Nalezy zatem zadbac aby surowce i preparaty uzyskane
z gatunkéw nalezacych do rodziny Lamiaceae, obok olejku eterycznego posiada-
ly zawsze odpowiedni zaséb tych cennych sktadnikéw leczniczych [359].

Kwas walerenowy

Kwas walerenowy (ryc. 6) nalezy do izoprenoidéw. Izoprenoidy jest to duza
grupa naturalnych zwiazkéw, ktérych podstawowym prekursorem przemian jest
»aktywny izopren” tj. izopentenylofosforan lub jego izomer dimetyloallilodifos-
foran. Gléwna reakcja biochemicznych przemian aktywnego izoprenu jest
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polimeryzacja jego pigcioweglowych jednostek, w wyniku tej pierwotnej reakcji
powstaja zwiazki o liczbie atoméw wegla podzielnej przez pig¢. Grupa izopre-
noidéw jest szersza niz grupa terpenéw, gdyz na skutek reakcji wtérnych, oksy-
dacji, cyklizacji, odszczepiania niektérych, powstaja jeszcze inne czasteczki,
w ktorych liczba atoméw wegla nie jest podzielna przez pig¢, np. steroidy [11].
Kwas walerenowy jest zwiazkiem o pigtnastu atomach wegla, czyli nalezy do
grupy seskwiterpenéw. Wystepuje w ilosci 0.1-0.3% w korzeniach koztka lekar-
skiego Valeriana officinalis z rodziny Kozitkowatych (Valerianaceae). Jest to
gatunek wielopostaciowy, wystgpujacy w Europie, Ameryce Pétnocnej i Azji na
miejscach wilgotnych, rzadko jednak tworzacy wigksze skupienia. W obrgbie
tego duzego gatunku zbiorowego istnieja podgatunki rézniace si¢ morfologicz-
nie, zwlaszcza ksztaltem lisci, kariologicznie (kariotypy), a takze zawartoscia
sktadnikéw, gléwnie wystepujacych w olejku lotnym. Jest ogdlnie znanym fakt,
ze zawarto$¢ 1 sktad zwiazkéw aktywnych w ziotach w duzym stopniu zalezy od
wielu czynnikéw takich jak: genotyp, klimat, zbidr oraz proces przygotowywa-
nia. Np. korzenie V. wallichii r6znego pochodzenia moga zawiera¢ olejki ete-
ryczne w granicach 0.09 do 1.30% (v/w) [385]. Opisano geograficzne réznice
w sktadzie olejkéw eterycznych w trzech populacjach V. officinalis [386].
W czasach nam wspotczesnych V. officinalis jest nadal obecna w wielu farmako-
peach - m. in. niemieckiej, szwajcarskiej, brytyjskiej, francuskiej, japonskiej,
chinskiej, europejskiej. Ponad 200 innych gatunkéw Valeriana wystgpuje na
catym $wiecie - V. walichii w Indiach, V. edulis w Meksyku, V. officinalis var.
latifolia w Japonii i Chinach - réwniez stosowane w medycynie ludowej [387].
Dwie gtéwne grupy - mono- i seskwiterpeny - sa uwazane za substancje aktyw-
ne. Do seskwiterpenéw naleza hydrofilowe kwasy walerenowe oraz hydrofobo-
we walepotriaty. Farmakopea europejska wymaga wykrywania obecnosci za-
réwno walepotriatow, jak i kwasu walerenowego.

Surowcem farmakopealnym sa narzady podziemne koztka lekarskiego [11].
Wystepujacy w Polsce dziko gatunek kozika jest okreslany jako Valeriana offi-
cinalis var. latifolia Vahl. (Valeriana exaltata Mik.) oraz var. tenuifolia Vahl.
(Valeriana angustifolia Tausch.) [11]. Korzen kozika lekarskiego jest surowcem
olejkowym. Olejek eteryczny zawarty w ilosci 0.5-2.0% oprécz kwasu walere-
nowego, zawiera rowniez terpeny m. in. o- i B-pinen, B-felandren, seskwiterpe-
ny: kariofilen, y-kadinen, azulenogenne pochodne gwajanu: kessan, kessoglikol,
estry borneolu, m.in. z kwasem izowalerianowym (zapach!), mréwkowym,
octowym, estry eugenolu, waleranon, walerenal i zwiazki pokrewne — ogélem
kilkadziesiat sktadnikéw, przy czym sktad jakoSciowy i iloSciowy jest uzalez-
niony od pochodzenia surowca i technologii otrzymywania olejku. W korzeniu
kozika jest ponadto zawarty bardzo nietrwaty glikozydowy ester irydoidowy —
walerozydat oraz ostatnio wykryte chlorowcopochodne walepotriatow, a takze
ich hydryny [11]. Trzy najwazniejsze gatunki stosowane jako leki ziolowe
(o dziataniu tagodnie uspakajajacym) to Valeriana officinalis L. s.l., Valeriana
wallichi DC 1 Valeriana edulis. Stosowanie ekstraktu z korzeni oraz klaczy
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koztka w celu uspokojenia oraz ztagodzenia probleméw ze spaniem datuje si¢ od
XVIII wieku [389], natomiast nie znano wéwczas sktadu preparatéw sporzadza-
nych z tej rosliny. W ciagu ostatnich 120 lat, kiedy to poszukiwano aktywnych
substancji w gatunku Valeriana, wiele zwiazkéw izolowano i identyfikowano,
ale jak dotad nie do konca wyjasniono sposoéb ich dziatania [390,391]. Najszerzej
poznanymi zwigzkami sa epoksyirydoidy zwane walepotriatami, ich produkty
rozktadu — baldrynale oraz nielotne terpenoidy (pochodne kwasu walerenowe-
go). Fernandez i inni [392] poddali w watpliwo$¢ znaczenie tych zwiazkow
w wyjasnianiu mechanizmu dziatania ekstraktu z koztka. Zauwazyli, ze: (a) de-
presyjne dziatanie walepotriatéw, waleranonu oraz olejku eterycznego na cen-
tralny uktad nerwowy nie udowodniono na podstawie reakcji redukcji glukozy
w cyklu metabolicznym w mdzgu szczura [393]; (b) sita uspokajajaca tych
zwiazkéw jest dosy¢ niska (> 30 mg/kg dla myszy); (c) walepotriaty ulegaja
szybkiemu rozktadowi w obecnosci wody, co przyczynia si¢ do tego, ze baldry-
nale sa reaktywne chemicznie i moga tworzy¢ polimery [390], stad oba walepo-
triaty i baldrynale znikaja szybko z ekstraktu; (d) korzenie i ktacza réznych ga-
tunkéw Valeriana wykazuja duze réznice w sktadzie np. V. officinalis zawiera
gtéwnie kwas walerenowy i1 pochodne, jak réwniez walepotriaty i inne sktadniki,
podczas gdy V. wallichii i V. edulis nie zawiera kwasu walerenowego i jego po-
chodnych [391].

Obiecujaca propozycja wykrywania nowych aktywnych substancji w eks-
trakcie z koztka wydaje si¢ by¢ poszukiwanie ligandéw posiadajacych zdolnosé
Iaczenia si¢ z gléwnymi receptorami mézgowymi, przewaznie zwigzanych
z wlasciwosciami anksjolitycznymi, uspokajajacymi i/lub poprawiajacymi sen
[394]. Niestety, tego rodzaju badania daja generalnie nieprzekonujace rezultaty
prawdopodobnie z powodu stosowania surowych ekstraktéw do analiz
[395,396]. Bodesheim i Holzl stwierdzili, ze lignan (+) hydroksypinorezynol,
obecny w ekstrakcie z kozltka, 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” uzywali mozliwie najczystszych ekstraktéw
1 opisali obecnos¢ 6-metyloapigeniny w V. wallichii 1 V. officinalis oraz udo-
wodnili, Ze jest ona ligandem wiazacym benzodiazeping [398]. Oni réwniez po
raz pierwszy opisali 2S (-) hesperydyne w V. wallichii i V. officinalis oraz
stwierdzili, Zze ma ona wla$ciwoSci uspokajajace i ulatwiajace zasypianie. Z kolei
6-metyloapigenina wykazuje dziatanie anksjolityczne oraz wzmaga wtasciwosci
2S (-) hesperydyny [399]. Ferndndez i inni opisali po raz pierwszy zidentyfiko-
wany flawonoid glikozydowy linaryng w V. officinalis, jego wlaSciwosci uspoka-
jajace i ulatwiajace zasypianie myszy, a takze wzmaganie tych efektow przez
réwnolegte stosowanie kwasu walerenowego. [392].

W Zle suszonym surowcu, a takze w jego przetworach, jak Tinctura Valeria-
nae, Extractum Valerianae, walepotriaty sa zawarte w bardzo matych ilo$ciach
Iub nie ma ich wcale, sa natomiast wyzej wymienione nieczynne produkty



48 Wstep

rozpadu [11,400]. Surowiec od dawna jest znany jako sedativum. Stowo ,,Vale-
riana” po raz pierwszy pojawia si¢ juz w pismach z IX i X w. Jest takze wymie-
niane w anglosaskich pracach z XI w. Koztek lekarski byt ceniony nie tylko za
swoje wlasciwosci lecznicze, ale takze jako przyprawa i dodatek do perfum.
Obecnie jest stosowany jako srodek uspokajajacy, spazmolityczny, wiatropgdny.
Nadal znaczne ilo$ci wykorzystywane sa przez przemyst perfumeryjny [401].
Surowiec jest réwniez wykorzystywany w putapkach na gryzonie (np. szczury),
gdyz wabi je swoim charakterystycznym zapachem. Liscie koztka sa dodawane
do kompostu ze wzgledu na bogactwo sktadnikéw mineralnych. Ro$ling sadzi
sig¢ przy warzywach, poniewaz zwigksza ilo§¢ niezbgdnego do wegetacji fosforu
[402]. Odkrycie walepotriatéw zmienito oceng wartosci surowca, ktéra dotych-
czas byta przeprowadzana na podstawie oznaczenia zawarto$ci olejku. Obecnie
wprowadza si¢ w wielu farmakopeach oznaczanie zawartoéci tych substancji
czynnych. Stwierdzono, ze ich zawarto$¢ wzrasta na jesieni i nie ma zwigzku
z zawarto$cia olejku, zalezy natomiast od podgatunku lub odmiany surowca
[400]. Odkad Bounthanh i wspétpracownicy [403] opisali wlasciwosci cytotok-
syczne i inhibujace syntez¢ DNA walepotriatéw, rynek wymaga produktéw
o wysokiej zawartosci kwasu walerenowego, natomiast niskiej walepotriatow.
Ich wystgpowanie ograniczone jest do rodziny Valerianacae. Wyjatek stanowi
1-B-aceacewaltrat, ktory byl weczesniej izolowany z Phyllactis pulvinata Rauh et
Willer (roslina rosnaca w peruwianskich Andach) i opisany przez Beckera
w roku 1986 [404]. Rodzaj Phyllactis jest niekiedy wilaczany do Valeriana lub
uznawany za grupe Valeriana [405]. Ponadto charakteryzuja si¢ szczegdlnymi
cechami strukturalnymi nie spotykanymi w budowie innych irydoidéw. Glikozy-
dy irydoidowe réwniez byly izolowane z tej rodziny. Poza Valerianacae wyste-
puja réwniez w rodzaju Viburnum i Sambucus (Caprifoliacae sensu Cronquist,
1981) [406,407] oraz, co jest zadziwjajace, w rodzaju Penstemon (Scrophularia-
cae) [408]. Poza produktami izolowanymi z gatunku Valeriana na uwage zastu-
guje dihydrokornina. Zwiazek ten izolowany z polarnej frakcji, dotychczas byt
nie znany w rodzinie Valerianacae. R6zni si¢ zdecydowanie budowa od pozosta-
tych glikozydéw irydoidowych wystgpujacych zazwyczaj w Valeriana. Dihy-
drokornina najpierw byta izolowana z Viburnum dentata (Caprifoliacae sensu
Cronquist, 1981) [409].

Wiasciwosci substancji czynnych zostaty wyjasnione z chwila wykrycia wa-
lepotriatéw. Zwiazki te wykazuja uspokajajacy wptyw na osrodkowy uktad ner-
wowy. Poniewaz sa nietrwale, najlepiej dzialaja przetwory ze Swiezego surowca.
Oprécz walepotriatdéw pewna role¢ w dziataniu uspokajajacym odgrywa olejek
eteryczny i kwas walerenowy. Wskazuje na to dziatanie uspokajajace Tinctura
Valerianeae, ktéra na ogét nie zawiera walepotriatéw [11]. Kwas walerenowy
wywiera dzialanie pentobarbitalopodobne na centralny uktad nerwowy. Niektére
walepotriaty posiadaja antydepresyjne wlasciwos$ci [410]. Ekstrakt z koztka ob-
niza ci$nienie krwi, dziata przeciwdrgawkowo, uspokajajaco i nasennie [411].
Problemem sa interakcje walepotriatéw z syntetycznymi lekami uspokajajacymi
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[412]. Koztek lekarski jest sktadnikiem licznych preparatéw galenowych i mie-
szanek ziolowych o dziataniu uspokajajacym oraz nalezy do najczgsciej stoso-
wanych surowcéw roslinnych. Surowiec znalazt zastosowanie gléwnie w postaci
wyciagéw etanolowych jako tagodny s$rodek uspokajajacy i spazmolityczny,
w dystonii wegetatywnej, wyczerpaniu nerwowym, niepokoju psychmotorycz-
nym, w stanach napigcia i Igku. Ze wzgledu na nierozpuszczalno$¢ zwiazkéw
estrowych w wodzie, podawanie wyciagéw wodnych jako nervinum jest nieuza-
sadnione. Wyciagi etanolowe wchodza w skiad m.in.: Species cardiacae, Species
sedativae, Guttae stomachicae oraz inne [413]. Ostatnie badania in vitro wyka-
zaly, ze walepotriaty sa grupa kontrowersyjna, gdyz moga mie¢ dziatanie cyto-
toksyczne, mutagenne i1 karcynogenne [391,410]. Opierajac si¢ na ich potencjal-
nej toksycznosci, mozna je postrzegac jako niepozadane w fitoterapii [400,414].
Potwierdzenie zagrozenia ze strony walepotriatéw jest obecnie trudne, poniewaz
podane doustnie prawdopodobnie ulegaja szybkiemu rozktadowi w przewodzie
pokarmowym jeszcze przed wchlonigciem [400]. Badania receptorowe wykazaty
interakcj¢ wodnych wyciagdéw V. officinalis z miejscem wigzania benzodiazepin.
Obserwacja wptywu ekstraktow na stopien wiazania (3H) flunitrazepamu w pel-
ni to potwierdzita [415].

Trudno réwniez nie wspomnie¢ o oddziatywaniu wodnych wyciagéw V. of-
ficinalis z kwasem y-aminomastowym. Polega ono na zaburzeniu poziomu tego
neuroprzekaznika. Badania prowadzono na wyizolowane] korze mézgowej
szczura. Nastgpowata inhibicja wychwytu i potggowanie uwalniania (3H)GABA
w obre¢bie hipokampa. Wyzszy poziom (3H)GABA uwolnionego wydaje si¢ by¢
niezalezny od aktywno$ci Na'-K*-ATP-azy i potencjalu btonowego. Wyniki
potwierdzaja, ze wyciagi z kozika lekarskiego dzialaja na receptory GABA(A),
ale moga réwniez powodowac interakcje z innymi presynaptycznymi sktadni-
kami neuronéw GABA-ergicznych [410,415-417]. Wzrost wydzielania GABA
oraz hamowanie jego wychwytu jest zwiazane z tymi samymi receptorami jak
benzodiazepiny, ale w mniejszym stopniu i tagodniejszym skutkiem [396]. Opi-
sano tez oddziatywania ekstraktu walerianowego oraz walerianowo-chmie-
lowego z receptorami adenozynowymi [418]. Ponadto badano réwniez zdolnos¢
kwasu walerenowego do inhibowania aktywnosci katalitycznej enzymdéw biora-
cych udziat w syntezie DNA [419]. Hendriks i inni [420] wykazali, ze kwas wa-
lerenowy wywiera niespecyficzne dziatanie depresyjne na centralny uktad ner-
wowy myszy po dootrzewnowym podaniu. W dawkach powyzej 100 mg/kg
masy ciata, efekt byt obserwowany w czynnosciach ruchowych myszy. Wyzsze
dawki okazaly si¢ toksyczne. Spontaniczna aktywno$¢ ruchowa myszy byta re-
dukowana przez kwas walerenowy w dawce 50 mg/kg. Ci sami badacze wykona-
li réwniez test polegajacy na przedluzaniu snu indukowanego barbituratem.
Z kolei Hiller i Zetler [421] stwierdzili, Zze czysty kwas walerenowy — antagoni-
sta pikrotoksyny — indukuje konwulsje u myszy w dawce 12.5 oraz 25 mg/kg.
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Chociaz nie dokonano jeszcze calkowitej oceny bezpieczenstwa stosowania
preparatow z V. officinalis, nie zanotowano bardziej niepokojacych przypadkow
dziatan niepozadanych. Dostgpnos$¢ analitycznych metod jest niezbgdna do kon-
troli jakosciowej i identyfikacji profilu chemicznego réznych podgatunkéw
i odmian koztka oraz przy produkcji przemystowej i standaryzacji preparatéw.
Pozwola one réwniez wykluczy¢ ewentualnie szkodliwe dzialanie mutagenne
poszczegblnych zwiazkéw, dlatego niezbedne jest opracowanie metod separacji.
Dziatania uboczne ekstraktu z koztka to przede wszystkim bdl glowy, kocio-
kwik, pobudzenie paradoksalne, niepokdj oraz zaburzenia sercowe. Przedawko-
wanie wywoluje beztad, hipotermig, obnizenie czucia, halucynacje oraz zwigk-
sza zwiotczenie migsni [422]. Ekstrakt z koztka moze potencjalnie wywierac
efekt podobny do barbituratéw, benzodiazepin, opiatéw i alkoholu [421,423].
Przedtuza réwniez sen indukowany przez tiopental i pentobarbital [3]. Pacjenci
nie powinni prowadzi¢ pojazdéw oraz obstugiwaé jakichkolwiek urzadzen po
zazyciu preparatow z koztka. Ekstraktu z koztka nie powinno stosowaé sig
w ciazy. Dawka wynosi 450 mg przed snem [410].

3.1. Metody oznaczania kwasu walerenowego i rozmarynowe-
go

Aby kontrola zawarto$ci kwasu walerenowego i rozmarynowego w prepara-
tach byla mozliwa, niezbg¢dne jest opracowanie metody analizy jakoSciowej
i illoSciowej tych zwiazkéw. Niewielka ilo$¢ doniesien naukowych w ciagu kilku
ostatnich lat nie wptyngta jednoznacznie na zamknigcie tego tematu, cho¢ zainte-
resowanie kwasem walerenowym i rozmarynowym nie maleje. Wynika z tego,
7ze wszelkie informacje dotyczace analitycznych aspektéw oznaczania kwasu
walerenowego i rozmarynowego moga miec istotne znaczenie.

Szeroko stosowang metodq w analizie kwasu rozmarynowego i pochod-
nych jest chromatografia cieczowa. W wigkszo$ci prac wykorzystywano dwa
rodzaje detektorow — UV [365,379,424-428] oraz DAD - [366,369,429-431].
Natomiast Dabkevicius i wspdélpracownicy [368] do badania antyoksydantéw
(m. in. kwasu rozmarynowego) uzyli detektora CL. Kasimu 1 inni oznaczali kwas
rozmarynowy i jego pochodne metoda chromatografii cieczowej ze spektrosko-
pia masowa [432]. Ibanez i wspétpracownicy stosowali technike ekstrakcji
w stanie nadkrytycznym (SFE), a otrzymane frakcje poddane byly analizie przy
zastosowaniu dwdch metod: wysokosprawnej chromatografii cieczowej w ukta-
dzie faz odwréconych (RP-HPLC) oraz elektrokinetycznej chromatografii
micelarnej (MEKC) [433]. Chromatografia gazowa wykorzystywana byla jako
metoda analityczna w celu separacji kwasu rozmarynowego i innych antyoksy-
dantéw [365,377,431] oraz kwasu rozmarynowego i jego pochodnych zawartych
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w olejkach eterycznych Melissa officinalis [430] 1 Salvia officinalis [372]. Kilku
badaczy za pomoca chromatografii cienkowarstwowej identyfikowato i separo-
wato kwas rozmarynowy, jego pochodne oraz inne fenolokwasy [424,425,
429,434]. Andrade i wspotpracownicy [435] badali zawarto$¢ kwasu rozmary-
nowego i innych polifenoli w réznych rodzajch miodéw, migdzy innymi wrzo-
sowym, lawendowym, akacjowym, rzepakowym, stonecznikowym, rozmaryno-
wym, cytrynowym, rododendronowym, tymiankowym, kasztanowym. Stosujac
technike elektroforezy mikrokapilarnej (CE) stwierdzili, ze miéd tymiankowy
zawieral najwigksza ilo§¢ kwasu rozmarynowego. Ta sama metoda analityczna
postuzyla 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 metoda EI-MS i FAB-MS dwa nowe naturalne
fenole - teukrol, czyli kwas dekarboksyrozmarynowy oraz jego triglikozyd, teu-
krozyd — z ziela ozanki z gatunku Teucrium pilosum (Lamiaceae) [436]. Ponadto
wielu naukowcéw badato fenolokwasy i ich pochodne zar6wno w surowcach
ros$linnych, jak i w zywnosci z wykorzystaniem r6znych metod analitycznych
[437-444]. Przy czym nalezy doda¢, ze dominowaty metody z uzyciem technik
chromatograficznych.

Stahl i Schild [445] w roku 1969 opracowali i opublikowali pierwsza, kom-
pletna metodg jakosciowa analizy walepotriatow (TLC) w korzeniu kozika le-
karskiego. Laufer i wspdlpracownicy [446] stosowali udoskonalona metode
Stahla i Schilda. Pierwsze ilosciowe metody oznaczania substancji aktywnych
zawartych w korzeniu kozika lekarskiego z wykorzystaniem chromatografii
cienkowarstwowej ukazaly si¢ w roku 1979 1 1981 [447-449]. W ostatnich latach
metoda ta réwniez byta wykorzystywana w oznaczaniu walepotriatéw [400,409].
Bos i inni opisali oznaczanie tych zwiazkéw metoda GC, MS oraz CE [400]. Jak
wynika z danych literaturowych, obecnie szeroko stosowana metoda analityczna
okreslajaca zawartosci kwasu walerenowego i pochodnych jest chromatografia
cieczowa. Tittel i Wagner [450] rozdzielali oraz oznaczali ilosciowo walepotria-
ny w ekstraktach preparatéw leczniczych. Bos i wspdtpracownicy [451] anali-
zowali kwas walerenowy, waltrat i izowaltrat w surowcu roslinnym Valeriana
officinalis z r6znych ogrodéw botanicznych Europy. Bokstaller i Schmidt badali
flawonoidy w Passiflora incarnata i seskwiterpeny w Valeriana officinalis [452]
oraz oznaczali zawarto$¢ kwasu walerenowego, hydroksywalerenowago i ace-
toksywalerenowego w preparatach leczniczych [453]. W celu identyfikacji
i standaryzacji naturalnych lekéw roslinnych zawierajacych kwas walerenowy
1 pochodne przeprowadzono szereg analiz metoda chromatografii cieczowej
[454]. Kwas walerenowy i waltraty w ekstrakcie z korzenia koztka, z uzyciem tej
techniki, analizowalo jeszcze kilku innych badaczy [418,456,457]. Grénicher
i wspotpracownicy zastosowali metode chromatografii gazowej w celu okreéle-
nia sktadu ekstraktu otrzymanego z korzenia Valeriana officinalis var. sambuci-
folia [458]. Badano podobny surowiec na obecno$¢ kwasu walerenowego,
6-metyloapigeniny oraz 2S (-) hesperydyny technika EI-MS [392].
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3.2. Badania wlasne

Badano retencj¢ chromatograficzna kwasu rozmarynowego i walerenowego
metoda TLC na plytkach aminowych oraz w uktadzie faz normalnych i odwro-
conych. Stosowano czyste rozpuszczalniki oraz ich mieszaniny binarne z woda.
Dokonano réwniez oceny zaleznoSci parametru Ry obu badanych zwiazkéw od
pH uzytych roztworéw buforowych. Wyniki opublikowano w [469,470].
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4. ADSORBENTY

4.1. Kroétka charakterystyka stosowanych adsorbentow

Celuloza (TLC Cellulose F)

Chromatografia cienkowarstwowa na ptytkach celulozowych jest rozwinig-
ciem klasycznej chromatografii bibutlowej. Separacja oparta jest gléwnie na
chromatograficznych mechanizmach podziatu, jakkolwiek nie nalezy wykluczad
adsorpcji. Obecnie w chromatografii cienkowarstwowej stosuje si¢ rézne rodzaje
celuloz odpowiednio przygotowywanych. Sproszkowana celuloza rézni sig
w istotny sposéb od bibuly chromatograficznej delikatnymi widknami, ktére
w przypadku bibuly sa dlugie i zwarte. Krétkie widkna celulozy uniemozliwiaja
niemal natychmiastowe rozmycie plamek podczas rozwijania chromatogramu, co
z kolei wptywa korzystnie na sprawnos$¢ rozdzielcza i czuto$¢ wykrywania na
chromatogramie. W separacji substancji o stabych wtasciwos$ciach hydrofilnych
stosuje si¢ celulozg acetylowana do chromatografii w odwréconym ukladzie faz
z eluentami zawierajacymi wodg [459]. Celuloza acetylowana jest wrazliwa na
dziatanie niektérych rozpuszczalnikéw, np. zawierajacych chlorowce, dioksanu,
estrow i ketonéw. Duzy wplyw na proces separacji ma uzyty rozpuszczalnik do
sporzadzania roztworu substancji badanej (na przyklad wystepuje znaczna rézni-
ca w rozdzielaniu chromatograficznym, gdy substancja badana rozpuszczona jest
w etanolu lub dimetyloformamidzie [460]). Celulozy jonowymienne w chro-
matografii cienkowarstwowej sa uzywane gidwnie do separacji duzych czaste-
czek: bialek, aminokwasow, enzyméw, kwasow nukleinowych, hormonéw, wi-
ruséw. Przygotowywane sa przez wprowadzenie do struktury celulozy grup jo-
nogennych. Grupy te znajduja si¢ zazwyczaj na powierzchni widkien celulozo-
wych. Szeroko stosowana jest dietyloaminoetyloceluloza, karboksymetylocelu-
loza, fosforan celulozy, cytrynian celulozy oraz celulozy impregnowane na przy-
ktad polietylenoiming, polifosforanem.

Poliamid (TLC Polyamid 11F)

Poliamid (syntetyczny polimer polikondensacyjny) jest szeroko stosowanym
adsorbentem w chromatografii cienkowarstwowej oraz kolumnowej. Wazng role
odgrywaja rozpuszczalniki stosowane jako fazy ruchome. Szereg eluotropowy
rozpuszczalnikéw o wzrastajacej sile elucyjnej zestawiono w nastgpujacy spo-
s6b: woda < metanol < aceton < NaOH < formamid < dimetyloformamid [465].
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Istotng cecha strukturalna poliamidu jest réwnolegte wystgpowanie obszaréw
o réznym stopniu uporzadkowania. Obszarom krystalicznym o wysokim stopniu
uporzadkowania towarzysza obszary amorficzne (bezpostaciowe) [461]. Obszary
krystaliczne (w przeciwienstwie do amorficznych) charakteryzuja si¢ wyprosto-
wanymi fancuchami, lezacymi w jednej ptaszczyznie, powiazanymi miedzycza-
steczkowymi wiazaniami wodorowymi. Proces sorpcji polarnych zwiazkéw or-
ganicznych przebiega w przestrzeniach amorficznych (bezpostaciowych) polia-
midu. Rozpuszczalniki polarne (np. metanol) wnikaja w glab struktury poliami-
du, szczegdlnie do obszaréw bezpostaciowych, nadajac jej pétptynna konsysten-
cje. Do wytworzonego w ten spos6b zelu moga dyfundowa¢ czasteczki substan-
cji badanej. Mechanizm separacji na poliamidzie jest procesem ztozonym. Pole-
ga na przemiennej sorpcji czasteczek substancji przez zel poliamidowy oraz de-
sorpcji do rozpuszczalnika tworzacego fazg¢ ruchoma. Metoda chromatografii
cienkowarstwowej na poliamidzie stosowana jest gtéwnie do izolacji i identyfi-
kacji naturalnych zwiazkéw posiadajacych fenolowe ugrupowania (np. antocyja-
ny, antrachinony, flawonoidy) [460].

Zel krzemionkowy (TLC i HPTLC Kieselgel 60 F; HPTLC LiChrospher Si 60
F; TLC Kieselgel 60 W)

Kieselgel 60

Zel krzemionkowy jest najpopularniejszym adsorbentem wykorzystywanym
w analizie. Proces adsorpcji odbywa si¢ na zasadzie chemisorpcji, wskutek
obecnosci na powierzchni, a czg§ciowo i wewnatrz czastek, grup silanolowych
(Si-OH) oraz grup siloksanowych (Si-O-Si) i ich wzajemnego wigzania za po-
moca mostkéw wodorowych z czasteczkami cieczy [462]. W stosowanych
w chromatografii cienkowarstwowej szerokoporowatych zelach krzemionko-
wych, przy catkowicie zhydroksylowanej powierzchni, odlegto$¢ migedzy sasied-
nimi powierzchniowymi grupami -OH wynosi ok. 5 A (0.5 nm), co nie pozwala
na wytworzenie mostkow wodorowych migdzy sasiednimi grupami wodorotle-
nowymi. Praktycznie wigc o wtasciwosciach adsorpcyjnych decyduja swobodne
grupy wodorotlenowe i grupy blizniacze, natomiast udzial grup zwiazanych
1 uaktywnionych jest niewielki w odréznieniu od Zeli waskoporowatych. [463].
Zel krzemionkowy wykazuje silne powinowactwo do substancji i rozpuszczalni-
kéw donorowo-akceptorowych i elektronodonorowych. Ma tez wyrazne, lecz
mniejsze od tlenku glinu i glinokrzemianéw, powinowactwo do zwiazkéw
z wiazaniami 7. Najsilniejsze oddzialywania obserwuje si¢ miedzy krzemionka
a zwiazkami zawierajacymi grupy amidowe (-CO,NH-), karboksylowe
(-COOH), sulfotlenkowe (>S=0) i aminowe (-NH,). Umiarkowanie wigzane sg
grupy wodorotlenowe, karbonylowe, tioeterowe, eterowe, nitrylowe, nitrowe
oraz azot II- i Ill-rzedowy. Zel krzemionkowy spetnia wszystkie wymagania



Joanna Nowakowska 55

stawiane fazom stacjonarnym w chromatografii cienkowarstwowej. Nie rozpusz-
cza si¢ w wodzie, kwasach i rozcienczonych zasadach oraz w rozpuszczalnikach
organicznych. Jest praktycznie obojgtny chemicznie - nie wchodzi w reakcje
z rozdzielanymi zwiazkami, rzadko reaguje z uzywanymi w chromatografii roz-
puszczalnikami [462]. Nie posiada wilasciwosci katalitycznych. Ponadto jest
odporny na ekstremalne warunki panujace podczas wywolywania (silne kwasy,
zrace rozpuszczalniki), procesu aktywacji (temperatura do 200 °C - powyzej tej
warto$ci nastgpuje kondensacja grup wodorotlenowych z nieodwracalng utrata
aktywnosci [463]) i rozwijania w ci$nieniowej chromatografii cienkowarstwo-
wej. W przeciwienstwie do faz stacjonarnych na bazie celulozy lub poliamidu
nie pecznieje pod wptywem wody, ma tez o wiele wigksza pojemnos$¢ sorpcyjna
od tlenku glinu.

LiChrospher Si 60

Zel krzemionkowy o sferycznym ksztalcie ziaren (Scisle okre$lonej wielko-
$ci) umozliwiajacym lepsze ,,upakowanie” warstwy adsorbentu. To z kolei wa-
runkuje, ze faza stacjonarna LiChrospher Si 60 charakteryzuje si¢ bardzo krét-
kim czasem analizy przy najwyzszej sprawnosci separacyjnej. W poréwnaniu
z konwencjonalnym zelem krzemionkowym ten adsorbent charakteryzuje si¢
przede wszystkim wysoka powtarzalnoscia oznaczen i odtwarzalno$cia wyni-
kéw. Ma jednorodna, bardziej odporng na uszkodzenia mechaniczne powierzch-
ni¢, matg $rednic¢ drobin przejawiajaca si¢ silnie rozwinigta powierzchnia mig-
dzyfazowa, a takze korzystny rozktad wielkosci czastek (homogennosc¢). Plamki
substancji chromatografowanej sa mniejsze, wyrazniejsze, mniej rozmyte, bez
smug i ogondéw. Analiza charakteryzuje si¢ lepszymi parametrami separacji -
wspotczynnikiem selektywnos$ci (o) i zdolno$cia rozdzielcza (Rs) [464].

Kieselgel 60 W

Konwencjonalny zel krzemionkowy, ktérego wtasciwo$ci umozliwiaja sto-
sowanie czystej wody jako eluentu lub faz ruchomych zawierajacych duzy doda-
tek wody [464].

RP-18W HPTLC

Ptytki pokryte faza odwrécona C-18 (n-oktadecysilan) przystosowana do ru-
chomych faz chromatograficznych z duza zawarto$cia wody (do 100%). Chro-
matogramy w uktadzie faz odwréconych moga by¢ rozwijane w czystych orga-
nicznych oraz organiczno/wodnych rozpuszczalnikach, jak réwniez w czystej
wodzie [464].
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NH; (TLC NH; Fs4,)

Chemicznie modyfikowana faza aminopropylowa. Aminowa modyfikacja
prowadzi do zobojgtnienia warstwy, ktéra jest zwilzalna zaréwno przez czysta
wodg jak i1 przez rozpuszczalniki organiczne. W ten sposéb wszystkie konwen-
cjonalne eluenty stosowane w chromatografii moga by¢ uzywane bez zastrzezen
[460]. Ten $rednio-polarny adsorbent posiadajacy stabo zasadowe wtasciwosci
jonowymienne, jest szczegdlnie rekomendowany do separacji wielowarto$cio-
wych anionéw np. fenoli, nukleotydéw, kwaséw sulfonowych i karboksylowych.
Z. sukcesem separowano réwniez witaminy, steroidy, pestycydy [464].

4.2. Wizualizacja badanych zwigzkow

Analiz¢ chromatograficzng przeprowadzono na ptytkach firmy Merck
(Darmstadt, Niemcy). Rozwijanie chromatograméw odbywato si¢ w cylindrycz-
nych szklanych komorach o wymiarach 70 x 110 mm nasyconych parami fazy
ruchomej. Nasycenie komér parami uzyskiwano poprzez umieszczenie w nich
bibuty zwilzonej faza ruchoma. Proces chromatograficzny prowadzony byt
w temperaturze pokojowej (20 £ 2°C). Po rozpyleniu odczynnika wywotujacego
nad ptytkami, umieszczano je na 10 minut w cieplarce o temeraturze 120°C. Po
tym czasie badane zwiazki, obserwowane w $wietle widzialnym lub UV, uwi-
dacznialy si¢ w postaci barwnych plam (tab. 1).
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Tab. 1. Wykrywanie badanych zwiazkow.
Tab. 1. Detection of investigated compounds.

ZWIAZEK ADSORBENT WYKRYWANIE EFEKT (barwa plam)
Compound Adsorbent Detection Effect (colour of spots)
aldehyd anyZowy
metanol (99.9%) .
Celuloza kwas siarkowy (96%) fioletowa
Antybiotyki 1:10:0.5 (v/v)
makrocykliczne aldehyd anyzowy
metanol (99.9%)
- kwas octow .
ER  —erytromycyna Poliamid kwas o—fosf(})lrowy fioletowa
TROL - troleandomycyna kwas siarkowy
TYL -tylozyna 1:100:10:10:5 (v/v)
WAN - wankomycyna ER fioletowa
RB  —ryfamycyna B TROL  zielona
R —ryfampicyna RP-18W 20% kwas nadchlorowy TYL brazowa
WAN  rézowa
RB brazowa
R pomarancz.
ER fioletowa
TROL  zielona
Kieselgel 60 W 20% kwas nadchlorowy TYL brazowa
WAN  rézowa
RB brazowa
R pomarancz.
LiChrospher Si 60 kwas siarkowy stgzony brazowa
Kieselgel 60 metanol
1:4 (v/v)
Celuloza pary jodu fioletowa
Porfiryny Poliamid uv czerwona
Kieselgel 60 Uuv czerwona
kwas siarkowy stgzony KR zétta
Kwas rozmarynowy NH, metanol KW rézowa
Kwas walerenowy 1:10 (v/iv) = UV
kwas siarkowy stgzony KR zétta
KR —kwas rozmarynowy | RP-18 metanol KW r6zowa
KW —kwas walerenowy 1:4 (viv) = UV
kwas siarkowy stezony KR zétta
Kieselgel 60 W metanol KW ré6zowa
1:4 (v/v) = UV
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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

Alkohol metylowy

1 Metanol Karbinol

2 Etanol Alkohol etylowy

3 2-Metoksyetanol Eter monometylenowy

4 1-Propanol Alkohol propylowy
Izopropanol

> | 2-Propanol AlkIZ)hgl sec-propylowy

6 1-Butanol Alkohol butylowy

7 2-Butanol Alkohol sec-butylowy
Izobutanol

8 | 2-Metylo-1-propanol Alkohol izobutylowy
tert-Butanol

0 2-Metylo-2-propanol Trimetylokarbinol

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

11 | 2-Metylo-2-butanol Alkohol o ﬂ_penytyloxy

12 Alkohol izoamylow

3-Metylo-1-butanol Alkohol izopenytyloviy

13 2-Propen-1-ol Alkohol allilowy
Alkohol sec-pentylow

14| 2-Pentanol Metylopropylljoka}r]bino}{

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 Mréwczan etylu

29 | Meta-ksylen 1,3-dimetylobenzen

30 | Para-ksylen 1,4-dimetylobenzen

31 Acetonitryl Cyjanid metylu

32 | Tetrahydrofuran Fg)ll;li)lan

33 Heksametylodisiloksan HMDSO

34 | Dimetylosulfotlenek DMSO

35 | Woda
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5.1. Wodne fazy ruchome

Jako fazy ruchome stosowane byly nastgpujace mieszaniny binarne: meta-
nol-woda, etanol-woda, propanol-woda, acetonitryl-woda, THF-woda.

5.1.1. Antybiotyki makrocykliczne na celulozowej fazie stacjonarnej

Zaobserwowano silne oddzialywanie wankomycyny z faza stacjonarna
(ryc. 7). Wartosci parametru Rr tego zwiazku byty bliskie lub réwne zero (z wy-
jatkiem fazy ruchomej THF-woda w waskim zakresie stezen), co praktycznie
wyklucza mozliwo$¢ stosowania wankomycyny jako modyfikatora faz rucho-
mych. Tym niemniej, biorac powyzsze kryteria pod uwagg, mozna zasugerowac
uzywanie tego antybiotyku do modyfikowania fazy stacjonarnej. Jak wynika
z danych otrzymanych w trakcie badan, wystgpuje pewne podobienstwo warto$ci
wspotczynnikdw Rg badanych antybiotykéw w szerokim zakresie stgzen faz
binarnych. A zatem w analizowanych ukladach chromatograficznych wykluczo-
na jest mozliwo$¢ badania separacji erytromycyny, troleandomycyny, tylozyny
oraz ansamycyn. Jedynie w przypadku uzycia wodnej fazy ruchomej oraz mie-
szanin binarnych o zawartoéci powyzej 60% v/v wody uzyskano zadowalajace
rozdzielenie ansamycyn (ryfamycyny B i ryfampicyny). Na uwage zwraca brak
elucji (Rg = 0) erytromycyny, troleandomycyny, tylozyny oraz ansamycyn po
zastosowaniu 100% propanolu, acetonitrylu i THF. Uzyskane wyniki nie korelu-
ja z zalezno$cia pomigdzy retencja chromatograficzna a rozpuszczalnoS$cia anali-
tu w fazie ruchomej [465,466]. Retencja powinna wzrasta¢, kiedy rozpuszczal-
no$¢ w fazie ruchomej maleje. Wyzej wymienione antybiotyki sa bardzo dobrze
rozpuszczalne w tych eluentach. Natomiast sa praktycznie nie rozpuszczalne
w wodzie. Minimum retencji (Rg = 1) zaobserwowano dla faz ruchomych
o $redniej zawarto$ci etanolu, propanolu, acetonitrylu i THF. Maksymalne wy-
mywanie w najszerszym zakresie st¢zen miato miejsce w przypadku uzycia jako
fazy ruchomej mieszaniny THF w wodzie. W tych uktadach chromatograficz-
nych badane antybiotyki makrocykliczne (z wyjatkiem wankomycyny) moga
by¢ polecane jako modyfikatory faz ruchomych [467].
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Ryc. 7. Zalezno$¢ parametru Rg antybiotykéw makrocyklicznych w funkcji zawarto$ci
modyfikatora organicznego w wodzie. Faza stacjonarna: Celuloza.

Fig. 7. Dependance of Rr 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 badan (ryc. 8), transport anty-
biotykéw wymagal wyzszych stezen modyfikatora organicznego. Badane zwiaz-
ki nie byty wymywane, kiedy faza ruchoma byta woda. W pewnym sensie moz-
na zgodzi¢ si¢ z sugestig niektérych badaczy méwiaca o zalezno$ci pomigdzy
retencja chromatograficzna a rozpuszczalnoscia analizowanych zwiazkéw
w fazie ruchomej. Retencja ro$nie, kiedy rozpuszczalno$¢ substancji w fazie
ruchomej maleje. Makrolidy oraz ansamycyny sa w zasadzie nie rozpuszczalne
w wodzie. Dla wankomycyny oraz ansamycyn zakres wystgpowania maksimum
retencji (R = 0) jest szerszy w poréwnaniu z pozostaltymi antybiotykami.
W zwiazku z tym wankomycyna, ryfamycyna B oraz ryfampicyna moga by¢
polecane jako modyfikatory fazy stacjonarnej (wiazane fizycznie na sorbencie)
w bardzo szerokim zakresie stgzen faz ruchomych. Retencja makrolidéw (ery-
tromycyna, troleandomycyna, tylozyna) byta minimalna (Rr = 1) dla faz rucho-
mych 60% v/v propanol-woda oraz 50% v/v THF-woda. Podobne zachowanie
zaobserwowano w przypadku fazy ruchomej acetonitryl-woda, jednakze zakres
stezen, w ktérym wystgpowato minimum retencji dla makrolidéw byt szerszy.
Ponadto stosujac 50% v/v acetonitryl w wodzie uzyskano maksymalna elucjg
wankomycyny. Z praktycznego punktu widzenia, mozliwo$¢ zastosowania anty-
biotykéw makrocyklicznych jako modyfikatoréw fazy ruchomej warunkuje ich
maksymalna migracja z faza ruchoma (warto$ci parametru Rp antybiotykéw
powinny by¢ bliskie lub réwne jednosci). A zatem makrolidy sa Swietnymi kan-
dydatami na selektory chiralne w fazach ruchomych propanol-woda, THF-woda
oraz acetonitryl-woda, natomiast wankomycyna w eluencie acetonitryl-woda.
Dla serii alkoholi homologicznych badana zaleznos$¢ (parametr Rg w funcji ste-
zenia alkoholu w wodzie) wykazywata jedno maksimum dla duzego stgzenia
alkoholu w wodzie. Wraz ze wzrostem dlugosci tancucha weglowego alkoholu,
maksimum to przesuwa si¢ w kierunku zmniejszonej zawartosci alkoholu w wo-
dzie. Zarazem rosta elucja ansamycyn i poprawie ulegla separacja. Najlepsza
separacje makrolidéw uzyskano dla fazy metanol-woda. Stwierdzono réwniez,
ze w miar¢ wzrostu dlugosci tancucha weglowego alkoholu rozdzielczos¢ tych
antybiotykéw pogorszylta si¢. Poza tym zaobserwowano, ze w przypadku stoso-
wania faz ruchomych metanol-woda i etanol-woda elucja makrolidéw byta nie-
catkowita (Rp < 1) w catym zakresie stgzen faz ruchomych. Tym niemniej naj-
lepsza separacj¢ makrolidéw uzyskano stosujac wyzej wymienione fazy alkoho-
lowe. Dlatego te uktady eluentéw moga by¢ rekomendowane w analizie makro-
lidéw. Wymywanie ansamycyn we wszystkich badanych uktadach binarnych faz
ruchomych bylto niecatkowite. Z kolei separacja byta zadowalajaca, najlepsza dla
fazy ruchomej THF-woda. Z praktycznego punktu widzenia uzyte rozpuszczal-
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niki oraz ich mieszaniny mozna stosowa¢ do badan nad wtasciwosciami ansa-
mycyn.

Tabela 3 zawiera warto$ci wspdtczynnikéw a i b obliczone z réwnania regre-
sji liniowej (Ry = a-%S + b ; gdzie %S oznacza kompozycje fazy ruchomej %
v/v) po zastosowaniu fazy ruchomej metanol-woda w szerokim zakresie stgzen.
Nieliniowe zachowanie (r < 0.9) wykazala wankomycyna, w zwiazku z czym
mozna zasugerowac ztozony mechanizm retencji lub obecno$¢ wielorakich ty-
poéw wigzan. Zmiany w konformacji oraz zmiany w obszarze, w ktérym faza
ruchoma oddziatywuje z analitem lub z faza stacjonarna, prowadza rowniez do
nieliniowo$ci na wykresach. Dla faz ruchomych zawierajacych etanol, propanol,
THF i acetonitryl wspdélczynniki korelacji (r) byty niskie (r < 0.9) w przypadku
wszystkich badanych antybiotykéw makrocyklicznych, z wyjatkiem erytromy-
cyny chromatografowanej przy uzyciu fazy ruchomej etanol-woda (r = 0.902)
[468].

Tab. 3. Wspdtczynniki (a, b) oraz wartosci wspéiczynnika korelacji (r) réwnania regre-
sji liniowej Ry = @+ %S + b antybiotykéw makrocyklicznych.

Tab. 3. Regression coeficients (a, b) and correlation coefficient (r) of regression equa-
tion Ry = a-%S + b for macrocyclic antibiotics.

Antybiotyk CH;0H

An{ibiotiyc (% 3V/V) n a b '
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$¢ préb
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Ryc. 8.

Fig. 8.
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Zalezno$¢ parametru Ry antybiotykéw makrocyklicznych w funkcji zawartosci
modyfikatora organicznego w wodzie. Faza stacjonarna: Poliamid.
Dependance of Rr 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 badan, w przypadku kwasu wa-
lerenowego, dla serii alkoholi homologicznych (ryc. 9) badana zaleznos$¢ (para-
metr Rr w funkcji st¢zenia alkoholu w wodzie) wykazuje jedno maksimum dla
sredniego i duzego stezenia wody w alkoholu. Wraz ze wzrostem diugosci tan-
cucha weglowego alkoholu, maksimum to przesuwa si¢ w kierunku zmniejszo-
nej zawarto$ci alkoholu w wodzie. Z kolei rodzaj uzytego alkoholu nie miat
wigkszego wptywu na retencj¢ chromatograficzng kwasu rozmarynowego. Jak
mozna zauwazy¢ jedynie wzrost zawartosci alkoholu w binarnej fazie ruchome;j
zdecydowanie zmniejszal wymywanie tego zwiazku. Fazy ruchome acetonitryl-
woda oraz THF-woda wykazaty silne wtasciwosci elucyjne w stosunku do kwa-
su walerenowego przy $redniej zawartosci modyfikatora organicznego w wodzie.

Rf
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Ryc. 9. Zalezno$¢ parametru R kwasu walerenowego (A) i rozmarynowego (B)
w funkcji zawartosci modyfikatora organicznego w wodzie. Faza stacjonarna:
NH,.

Dependance of Rr parameter of valerenic (A) and rosmarinic (B) acids on con-
centration of organic modifier in water. Support: NH,.

Fig. 9.

Na uwagg zwraca brak elucji (Rr = 0) kwasu walerenowego i rozmarynowe-
go w przypadku uzycia 100% acetonitrylu i tetrahydrofuranu. Uzyskane wyniki
nie koreluja z zalezno$cia pomigdzy retencja chromatograficzna a rozpuszczal-
no$cia analitu w fazie ruchomej [465,466]. Retencja powinna wzrasta¢, kiedy
rozpuszczalno$¢ substancji w fazie ruchomej maleje. Badane zwiazki sg bardzo
dobrze rozpuszczalne w wyzej wymienionych eluentach, natomiast praktycznie
nie rozpuszczalne w wodzie. Wplyw mieszaniny acetonitrylu i tetrahydrofuranu
w wodzie na retencj¢ chromatograficzna kwasu rozmarynowego byl nieco
mniejszy niz zaobserwowany w przypadku kwasu walerenowego. Tym niemniej
tetrahydrofuran jako modyfikator organiczny okazat si¢ do$¢ dobrym eluentem
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dla wyzej wymienionego zwiazku. Maksimum retencji zaobserwowano dla faz
ruchomych zawierajacych czysty acetonitryl oraz 100% i 90% v/v THF w wo-
dzie.

Tabela 4 zawiera wartosci wspdtczynnikéw a i b oraz r obliczone z réwnania
regresji liniowej Ry = a- %S + b . Nieliniowe zachowanie (r < 0.9) zaobserwo-
wano dla kwasu walerenowego przy zastosowaniu faz ruchomych zawierajacych

wodg, natomiast dla kwasu rozmarynowego dla mieszanin wody z acetonitrylem
i THF [469].

Tab. 4. Wspdtczynniki (a, b) oraz wartosci wspétczynnika korelacji (r) réwnania regre-
sji liniowej Ry = a- %S + b kwasu walerenowego i rozmarynowego.

Tab. 4. Regression coeficients (a, b) and correlation coefficient (r) of regression equa-
tion Ry = a-%S + b for valerenic and rosmarinic acids.

Eluent b
Eluent a 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 ukladzie faz normalnych
i odwréconych

W uktadzie faz odwréconych stwierdzono istotny wptyw dtugosci tancucha
weglowego alkoholu na zdolno$¢ wymywania badanych zwiazkéw, a zatem ze
wzrostem dtugosci tancucha weglowego rosta sita elucyjna alkoholu. W przy-
padku kwasu rozmarynowego obserwowana elucja (Rr > 0) odpowiada na wy-
kresach obszarom o malejacej zawartosci wody. Prawdopodobnie transport tego
zwiazku z poczatku wymagat wyzszych stg¢zen metanolu, etanolu oraz propano-
Iu. Podobnie zachowywal si¢ kwas walerenowy w uktadzie faz normalnych
i odwréconych przy zastosowaniu faz ruchomych z dodatkiem wody.
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Ryc. 10. Zalezno$¢ pomiedzy kompozycja fazy ruchomej a parametrem Ry kwasu wale-

renowego (---) 1 rozmarynowego (—) w ukladzie faz normalnych i odwréco-

nych.
Fig. 10. Relationships between mobile-phase composition and Rr values for valerenic

(---) and rosmarinic (—) acids on normal- and reversed-phase.
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W obu badanych uktadach faz stacjonarnych minimalne warto$ci wspét-
czynnika Rp zaobserwowano dla kwasu walerenowego w przypadku uzycia
wodnej fazy ruchomej oraz faz ruchomych z niewielka zawartoscia modyfikatora
organicznego. Wytlumaczy¢ to mozna zjawiskiem zatrzymywania tego zwiazku
przez fazg stacjonarng. Kwas rozmarynowy osiagnat wysokie warto$ci parametru
RE dla $rednich zawarto$ci acetonitrylu i tetrahydrofuranu w wodzie. Z kolei
kwas walerenowy byt lepiej wymywany w uktadzie faz normalnych przy uzyciu
wyzej wymienionych faz ruchomych.

W tabeli 5 zestawiono wartosci wspétczynnikéw a, b oraz wspélczynnika
korelacji r rwnania regresji liniowej Ry = a- %S + b . Nieliniowe zachowanie,
w przypadku kwasu walerenowego, obserwowano w ukladzie faz normalnych,

natomiast w przypadku kwasu rozmarynowego w ukladzie faz odwréconych
[470].

Tab.5 Wspoélczynniki (a, b) oraz wartosci wspétczynnika korelacji (r) réwnania regre-
sji liniowej Ry = @ - %S + b kwasu walerenowego i rozmarynowego.

Tab. 5. Regression coeficients (a, b) and correlation coefficient (r) of regression equa-
tion Ry = a- %S + b for valerenic and rosmarinic acids.

Adsorbent Eluent
Adsorbent 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 THEF-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 ukladzie faz normalnych i od-
wréconych

Wartosci Rr badanych zwiazkéw makrocyklicznych byty mierzone w szero-
kim zakresie stezen (0-100% v/v) metanolu i 1-propanolu w wodzie. Na krze-
mionkowej fazie stacjonarnej (ryc. 11) retencja zwiazkéw malata w przypadku
niskich oraz §rednich st¢zen fazy organicznej. Jak mozna zauwazy¢, wankomy-
cyna byta silnie adsorbowana przez krzemionke, a zakres wystepowania maksi-
mum retencji byl szeroki. Z tego wzgledu zwiazek ten moze by¢ dobrym selekto-
rem chiralnym wiazanym fizycznie na sorbencie w bardzo szerokim zakresie
stezen binarnej fazy ruchome;.

.
e \\\

% (v/v) Metanol

- erytromycyna -¥- wankomycyna
—® troleandomycyna —* ryfamycyna B
- tylozyna - ryfampicyna
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Ryc. 11.

Fig. 11.

W ukladzie faz odwréconych (ryc. 12) makrolidy i ansamycyny nie byty
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Zalezno$¢ parametru Ry antybiotykéw makrocyklicznych w funkcji zawarto$ci

metanolu i propanolu w wodzie. Adsorbent: Kieselgel 60W.

Relationships between methanol- and propanol-water, mobile phase compo-

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

eluowane, kiedy stezenie wody w binarnej organiczno-wodnej fazie ruchomej
byto bliskie 100%. Zakres, w ktérym miata miejsce maksymalna retencja

(Rp= 0) byt szeroki. Z tego punktu widzenia zwiazki te moga by¢ polecane jako
modyfikatory fazy stacjonarnej (selektory chiralne). Separacja antybiotykow

makrocyklicznych byta generalnie gorsza w uktadzie faz normalnych niz
w uktadzie faz odwréconych.
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Ryc. 12. Zalezno$¢ parametru Rg antybiotykéw makrocyklicznych w funkcji zawartos$ci
metanolu i propanolu w wodzie. Adsorbent: RP-18W.

Fig. 12. Relationships between methanol- and propanol-water, mobile phase compo-
sition and Ry of macrocyclic antibiotics. Support: RP-18W.
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Najlepsza separacj¢ otrzymano dla ansamycyn w przypadku uzycia wodnej
fazy ruchomej (na ptytkach krzemionkowych), natomiast na fazie stacjonarnej
RP-18, kiedy st¢zenie metanolu lub propanolu w fazie ruchomej byto > 10% v/v.
Elucja makrolidéw na obu badanych fazach stacjonarnych przy zastosowaniu
zaréwno fazy ruchomej metanol-woda jak i propanol-woda, byta niecatkowita
(Rg < 1) w catym zakresie stezen faz ruchomych. Potwierdza to wcze$niejsze
obserwacje dotyczace tego, ze ani metanol ani propanol nie moga by¢ polecane
jako fazy ruchome modyfikowane antybiotykami makrocyklicznymi. Tym nie-
mniej, oba rozpuszczalniki moga by¢ z powodzeniem stosowane w analizie ma-
krolidéw. Na rycinie 13 przedstawiono wyniki otrzymane po modyfikacji chlor-
kiem sodu dwéch faz ruchomych: 70% v/v metanolu w wodzie i 30% v/v propa-
nolu w wodzie, przy zastosowaniu uktadu faz odwréconych.

Najbardziej spektakularny wplyw chlorku sodu na retencj¢ zaobserwowano
dla wankomycyny. Retencja malata przy niskich st¢zeniach NaCl, co jest jedno-
znaczne z bardzo dobrym wymywaniem tego antybiotyku (R > 0.9). A zatem
w wyzej wymienionych uktadach chromatograficznych wankomycyna moze by¢
z powodzeniem stosowana jako modyfikator fazy ruchome;j. Szkielet wankomy-
cyny zawiera kilka grup funkcyjnych - grupy karboksylowe, wodorotlenowe,
aminowe, amidowe oraz pierscienie aromatyczne. Trzy natadowane grupy (dwie
aminowe i jedna karboksylowa) sa gtéwnie odpowiedzialne za jonizacj¢ wan-
komycyny. Selektywnos¢ tego antybiotyku w stosunku do kwaséw jest zwiazana
z grupami aminowymi, stad na zelu krzemionkowym byla silnie wiazana nie-
malze niezaleznie od stgzenia eluentu. Mozna to cze¢sciowo wyjasni¢ tym, ze
kwasowy charakter sorbentu (obecno$¢ wolnych grup silanolowych) ma réwniez
decydujace znaczenie nawet po natozeniu warstwy i pozwala na wiazanie zwiaz-
kéw zawierajacych zasadowe ugrupowania. Jak wida¢ na rycinach 11 i 12,
z wyjatkiem waskiego zakresu stgzen alkoholu w wodzie, wankomycyna wyka-
zuje wysoka retencje. Jest to zwiagzane z tymi samymi interakcjami, niekomplet-
nie zinaktywowanej wankomycyny, z grupami oktadecysilanowymi. Jest zna-
nym fakt, ze w ukladzie faz odwrdconych sorbent czg$ciowo zachowuje swdj
charakter adsorpcyjny nawet po uwarstwieniu. Efekt silanofilowy moze by¢ eli-
minowany przez chlorek sodu dodany do eluentu. Jony wiaza sie do pozostatych
centréw adsorpcyjnych krzemionki, co z kolei neutralizuje je lub obniza ich
wplyw na retencj¢ oraz hamuje dysocjacj¢ polarnych ugrupowan. W zwiazku
z czym nastgpuje redukowanie charakteru kwasowego zelu krzemionkowego.
W stosunku do powyzszego wankomycyna jest prawie catkowicie eluowana
(Rr > 0.9); elucja jest efektywniejsza przy zastosowaniu propanolu niz metanolu.
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Ryc. 13. Zalezno$¢ parametru Ry antybiotykéw makrocyklicznych w funkcji zawarto$ci
chlorku sodu w fazie ruchomej. Faza stacjonarna: RP-18.

Fig. 13. Dependance of Ry of macrocyclic antibiotics on concentration of sodium chlo-
ride in mobile phase. Support: RP-18.
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Dodatek NaCl do faz ruchomych spowodowat istotne r6znice w migracji po-
zostatych badanych antybiotykéw. Elucja makrolidéw rosta, kiedy stezenie NaCl
w obu fazach ruchomych wynosito 0.3 M. Lipofilowo$¢ obniza si¢ liniowo ze
wzrostem stgzenia NaCl w fazie ruchomej [471]. Mozna to wyjasni¢ przypusz-
czalnie tym, ze jony dysocjujacej soli zajmuja centra adsorpcyjne na powierzchni
krzemionki nie pokrytej impregnantem, w rezultacie czego dochodzi do zmniej-
szania objgtosci retencji. To stwierdzenie wskazuje réwniez na to, ze dodatek
soli do fazy ruchomej znacznie modyfikuje retencj¢ tych zwiazkéow w uktadzie
faz odwréconych. Poza opisanym mechanizmem, zmiana w stalej dielektrycznej
fazy ruchomej prawdopodobnie réwniez wptywa na separacj¢ tych zwiazkéw
metoda TLC. Przeciwnie, elucja ansamycyn malata ze wzrostem st¢zenia NaCl
w fazach ruchomych. Dane retencyjne makrolidéw otrzymane w trakcie badan
w uktadzie faz normalnych i odwréconych zalezaly od oddzialywan pomigdzy
grupami silanolowymi a grupami funkcyjnymi antybiotykéw (np. wodorotleno-
wymi). Zatem modyfikacja faz ruchomych chlorkiem sodu znaczaco polepszyta
wymywanie makrolidéw. Ansamycyny (ryc. 4) sa szczegdlnie wyjatkowa grupa
antybiotykéw, posiadajaca charakterystyczng struktur¢ ,.ansa” (struktura pier-
$cienia lub chromoforu spigta jest tancuchem alifatycznym). R6znia sig od siebie
typem oraz potozeniem podstawnikéw w pier§cieniu naftohydrochinonowym.
W zaleznos$ci od natury ugrupowan i warunkéw zwiazki te moga by¢ natadowa-
ne dodatnio, ujemnie lub tez moga by¢ obojetne. Poza tym wszystkie ryfamycy-
ny posiadaja podstawiony mostek alifatyczny. Grupy wodorotlenowe przy pier-
$cieniach aromatycznych ulegaja jonizacji, stad ryfamycyna B istnieje jak diza-
sadowy kwas stabo rozpuszczalny w wodzie. Ich kwasowe wlasciwosci redukuja
niejako oddziatywania z grupami silanolowymi adsorbentu [472].



78 Cze$¢ analityczna

5.3. Niewodne fazy ruchome

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

W celu sprawdzenia, czy elucja badanych kwaséw walerenowego i rozmary-
nowego jest zalezna od specyficznych witasciwosci wody na aminowej fazie
stacjonarnej (ryc. 14), przeprowadzono badania w uktadzie acetonitryl-metanol.
Dla kwasu rozmarynowego zaobserwowano minimalne wartosci wspotczynnika
Rr w szerokim zakresie stg¢zen acetonitrylu w metanolu. Stad mozna wywnio-
skowa¢, ze transport tego zwiazku wymagat dodatku wody do fazy ruchome;.
Z kolei ze wzrostem st¢zenia metanolu w acetonitrylu malata retencja chromato-
graficzna kwasu walerenowego [469].
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Ryc. 14. Zalezno$¢ parametru Rg kwasu walerenowego i rozmarynowego w funkcji za-
wartosci acetonitrylu w metanolu. Faza stacjonarna: NH,.

Fig. 14. Dependance of Rr parameter of valerenic and rosmarinic acids on concentra-
tion of acetonitrile in methanol. Support NH,.

W ukladzie faz normalnych i odwréconych (ryc. 10) wykorzystano mie-
szaning metanolu z acetonitrylem. Jak wynika z danych otrzymanych w trakcie
badan w uktadzie faz odwréconych brak dodatku wody do fazy ruchomej miat
zdecydowany wplyw na retencj¢ chromatograficzng obu badanych kwaséw.
Natomiast w uktadzie faz normalnych dla kwasu rozmarynowego zauwazono
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pewne podobienstwo wynikéw do otrzymanych dla fazy metanol-woda. Mozna
przypuszczaé, ze retencja tego zwiazku nie jest bezposrednio zwiazana z wta-
sciwo$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 Zelu krzemionkowego jako fazy stacjonarnej (ryc. 15) zaobserwowano, ze
ze wzrostem dlugosci tancucha weglowego alkoholu zwigkszeniu ulegata elucja
porfiryn. Stad mozna wywnioskowac¢, ze transport badanych zwiazkéw wymagat
bardziej polarnej alkoholowej fazy ruchome;.
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METANOL ETANOL

PROPANOL BUTANOL
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Ryc. 15. Wptyw fazy ruchomej na warto$ci Rg uroporfiryny I (1), uroporfiryny III (2),
koproporfiryny (3), koproporfiryny III (4) i protoporfiryny IX (5). Adsorbent:
Kieselgel 60Fs,;.

Fig. 15. Effect of mobile phase on Rr values of uroporphyrin I (1), uroporphyrin I1I (2),
coproporphyrin (3), coproporphyrin Il (4) and protoporphyrin IX (5). Support:
Kieselgel 60F »s4,.
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Z kolei na poliamidowej fazie stacjonarnej (ryc. 16) retencja chromatogra-
ficzna uroporfiryny I, uroporfiryny III, koproporfiryny I, koproporfiryny III
1 protoporfiryny malata w miar¢ wydtuzania sig¢ tancucha wegglowego alkoholu.

METANOL ETANOL

Ryc. 16. Wptyw fazy ruchomej na warto$ci Rg 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 Ry values of uroporphyrin I (1), uroporphyrin 111 (2),
coproporphyrin (3), coproporphyrin IlI (4) and protoporphyrin IX (5). Support:
Polyamide 11F 5s,.
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A zatem metanol okazal si¢ najkorzystniejsza faza ruchoma. Na uwage
zwraca brak elucji badanych porfiryn na celulozowej fazie stacjonarnej dla alko-
holowych faz ruchomych. Z tego wzgledu uzycie tej fazy stacjonarnej w dal-
szych badaniach dotyczacych porfiryn jest bezcelowe. Fakt zatrzymywania przez
faze stacjonarng porfiryn czgsciowo mozna wyjasni¢ oddziatywaniami tych
zwiazkéw z celuloza. Z danych otrzymanych przy uzyciu acetonitrylu i tetrahy-
drofuranu jako faz ruchomych oraz badanych faz stacjonarnych wynika niewiel-
ka przydatno$¢ wymienionych rozpuszczalnikéw w analizie porfiryn. Elucja
uzyskana w tych warunkach jest niezadowalajaca - maksymalne warto$ci wspot-
czynnika Ry otrzymane na poliamidowej fazie stacjonarnej nie przekraczaja 0.2.

W tabeli 6 zestawiono wartos$ci wspétczynnikéw a, b oraz wartosci wspot-
czynnika korelacji r réwnan regresji liniowej log (1/Rp) = a-a.+ b. Obserwo-
wane wspotczynniki korelacji pomigdzy warto$ciami log (1/Rg) i polaryzowal-
noscig alkoholu (o.) dla danej porfiryny sa wysokie i w prawie kazdym przypad-
ku przekraczaja warto$¢ 0.95.

Tab. 6. Wspétczynniki (a, b) oraz warto$ci wspdtczynnika korelacji (r) réwnania
regresji liniowej log (1/Rr) = a - a.+ b porfiryn.

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

Faza stacjonarna — Kieselgel 60
Stationary phase — Kieselgel 60

orfiryna
gorphgrin a b r
uroporfiryna I -0.130 1.574 0.9805
uroporfiryna III -0.088 1.219 0.9422
koproporfiryna [ -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
porfiryr!a a b r
porphyrin
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 I1I 0.032 0.202 0.9975
protoporfiryna 0.033 0.216 0.9864
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Stanowi to potwierdzenie hipotezy o podstawowej roli oddziatywan elektro-
statycznych w procesie separacji chromatograficznej w badanych uktadach.
W przypadku stosowania jako fazy stacjonarnej zelu krzemionkowego wspot-
czynniki regresji liniowej a maja wartosci ujemne. W zwiazku z tym uzycie fazy
ruchomej o wyzszej polaryzowalnos$ci powoduje wzrost wartosci parametru Rg
badanej porfiryny, natomiast warto$¢ log (1/Rg) maleje. Tego typu zachowanie
obserwowano juz uprzednio w przypadku policyklicznych weglowodoréw aro-
matycznych badanych w ukladzie faz odwréconych [473, 474]. Wspéiczynniki
regresji a i b uzyskane na poliamidowej fazie stacjonarnej maja wartosci dodat-
nie. Niewatpliwie jest to efekt zwigzany z faza stacjonarna. Z tego wzgledu
mozna zasugerowac, Ze na parametr retencyjny maja wptyw réznice w sile od-
dzialywan elektrostatycznych badanych porfiryn z faza ruchoma, jak i stacjo-
narna. Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze ze wzrostem dlugos$ci tancucha we-
glowego alkoholu elucja porfiryn na krzemionkowej fazie stacjonarnej rosnie, na
poliamidowe;j fazie stacjonarnej maleje. W obu przypadkach maksymalne warto-
$ci parametru Rg byty réwne okoto 0.5, a zatem opisane uktady chromatogra-
ficzne moga by¢ polecane do dalszej analizy porfiryn. Otrzymane wyniki na
celulozowej fazie stacjonarnej sugeruja znikoma przydatnos¢ tej fazy oraz serii
alkoholi homologicznych jako faz ruchomych w badaniach dotyczacych porfi-
ryn. Ponadto stosowanie acetonitrylu i THF przy uzyciu wszystkich trzech faz
stacjonarnych nie przyniosto zadowalajacych efektow. Na krzemionkowej i po-
liamidowej fazie stacjonarnej zaobserwowano liniowa zalezno$¢ migdzy log
(1/Rp) a polaryzowalno$ciami molekularnymi alkoholi stosowanych jako fazy
ruchome. Otrzymane wysokie wspotczynniki korelacji r potwierdzity hipoteze
o podstawowej roli oddzialywan 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 sporzadzano przez zmieszanie odpowiednich ilosci czystych
estrow, ketondéw oraz ksylenéw z DMSO w proporcjach od 0 do 100% v/v. Na
uwage zwraca silne oddzialywanie badanych zwiazkéw z faza stacjonarna
w przypadku stosowania faz ruchomych zawierajacych 100% rozpuszczalnikéw
(z wyjatkiem acetonu i 2-butanonu) oraz faz z niewielkim dodatkiem DMSO.
A zatem transport porfiryn wymagat obecnosci DMSO w fazie ruchomej. Naj-
prawdopodobniej DMSO oddziatujac z grupami silanolowymi fazy stacjonarne;j
i blokujac je zarazem, powodowato wzrost wymywania porfiryn wraz ze zwigk-
szajaca si¢ zawartoscia DMSO w fazie ruchomej. Analizujac otrzymane wyniki
przy zastosowaniu szeregu homologicznego estréw stwierdzono, ze ze wzrostem
dtugosci tancucha weglowego estru rosta retencja chromatograficzna badanych
porfiryn. Z kolei octan tert-butylu wptynal zadowalajaco na separacj¢ uroporfi-
ryn w zakresie stgzen 40-100% v/v DMSO/octan tert-butylu. Najwigkszy wplyw
na elucje porfiryn mial mréwczan etylu (ryc. 17), powodujac ich znaczng migra-
cj¢. Przy czym nalezy rowniez dodaé, ze separacja badanych zwiazkéw ulegta
pogorszeniu, kiedy faza ruchoma byla mieszanina DMSO/mréwczan etylu.
Octan metylu 1 mréwczan etylu - estry o jednakowej dlugosci tancucha weglo-
wego oraz jednakowej masie - miaty bardzo zr6znicowany wplyw na zachowa-
nie chromatograficzne porfiryn. Nalezy przypuszczaé, ze przyczyna tego bylo
polozenie grup metylowych w strukturze obu estrow. Generalnie estry zawarte
w fazie ruchomej mialy wigkszy wptyw na retencj¢ oraz separacj¢ koproporfiryn
i protoporfiryny niz na uroporfiryny. Zaobserwowano, ze podobnie jak w przy-
padku szeregu homologicznego estréw, diugos¢ tancucha weglowego ketonéw
miata zdecydowany wptyw na retencj¢ badanych zwiazkéw. I tak ze wzrostem
dlugos$ci tancucha malata elucja porfiryn, szczegdlnie koproporfiryny III oraz
protoporfiryny. Maksymalna retencja wystapita, kiedy faza ruchoma zlozona
byta ze 100% 3-pentanonu lub zawierata 10% v/v dodatek DMSO (z wyjatkiem
protoporfiryny). Stosujac fazy ruchome zawierajace ketony otrzymano najlepsza
separacj¢ koproporfiryn. Poréwnujac dane otrzymane po rozwinigciu chromato-
graméw przy zastosowaniu jako faz ruchomych mieszanin DMSO/para-ksylen
i DMSO/meta-ksylen stwierdzono niewielkie r6znice w zachowaniu chromato-
graficznym porfiryn. Jedynie protoporfiryna byta lepiej wymywana, kiedy faza
ruchoma sktadata si¢ z DMSO i para-ksylenu. Ponadto stosujac ksylenowe fazy
ruchome zaobserwowano dobra separacje¢ koproporfiryn i protoporfiryny. God-
nym uwagi jest fakt, ze sekwencja elucji porfiryn zalezala od ich masy czastecz-
kowej. Stad najwolniej wymywane byly uroporfiryny (m.cz. 943.0), nastgpnie
koproporfiryny (m.cz. 710.8), najszybciej protoporfiryna (m.cz. 590.7). W tabeli
7 zestawiono wartosci wspdtczynnikéw a, b oraz wspéiczynnika korelacji r
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réwnania regresji liniowej Ry = a-%S +b . Zaobserwowano, ze liniowe za-
chowanie porfiryn w duzej mierze zalezalo od ditugosci tancucha weglowego

estrow [476].
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Ryc. 17. Przyktadowe zaleznoséci pomigdzy sktadem fazy ruchomej a parametrem Rg
porfiryn. Faza stacjonarna: Kieselgel 60 HPTLC.

Fig. 17. Examples of relationships between mobile phase composition and the Ry values
of the porphyrins. Support: Kieselgel 60 HPTLC.
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Tab. 7. Wspdtczynniki a, b oraz wartosci wspdtczynnika korelacji r réwnania regresji
liniowej Ry = a- %S + b porfiryn.

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

Eluent Porfiryna a b r
Eluent Porphyrin

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
DMSO/OCTAN N-BUTYLU koproporfiryna III -0.021 1.364 0.9396
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 IIT -0.012 1.597 0.9327
DMSO/OCTAN N-AMYLU koproportfiryna I -0.015 1.499 0.9888
koproporfiryna III -0.022 1.746 0.9843
protoporfiryna -0.025 1.666 0.9715
uroporfiryna IIT -0.010 1.288 0.9379
koproporfiryna I -0.013 1.303 0.9672
DMSO/PROPIONIAN PROPYLU koproporfiryna III -0.018 1.363 0.9903
protoporfiryna -0.020 1.347 0.9516
uroporfiryna IIT -0.004 0.702 0.9019
DMSO/ACETON koproportiryna I -0.006 0.687 0.9753
uroporfiryna I -0.007 1.142 0.9227
DMSO/2-BUTANON uroporfiryna III -0.005 0.980 0.9670
koproporfiryna I -0.009 1.010 0.9907
koproporfiryna I -0.014 1.393 0.9273
DMSO/3-PENTANON koproportfiryna III -0.021 1.335 0.9241
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 ketonéw
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. Analizujac otrzymane wyniki dla serii alkoholi homologicznych w mie-
szaninie z HMDSO, mozna zauwazy¢, ze ze wzrostem diugosci tancucha we-
glowego alkoholu oraz dodatku HMDSO do fazy ruchome;j retencja makrolidow
(erytromycyna, troleandomycyna, tylozyna) rosta, a minimalne warto$ci wspét-
czynnika Rg wystepowaly w coraz szerszym zakresie stezen HMDSO w alkoho-
Iu (w przypadku mieszanin binarnych HMDSO z 1-butanolem, 2-butanolem oraz
2-pentanolem miata miejsce maksymalna retencja w calym badanym zakresie
stezen 0-100% v/v). Uzycie wyzej wymienionych faz ruchomych powodowato
coraz lepsza separacj¢ obu badanych grup antybiotykow. Uzyskane wartosci
parametru Rg dla ryfamycyny B byly najwyzsze w poréwnaniu z warto§ciami Rg
pozostatych antybiotykéw, a najlepszym eluentem okazata si¢ mieszanina 60%
v/v HMDSO/etanol (Rg > 0.9). Ryfamycyna B byta silnie wiazana przez fazeg
stacjonarng w przypadku uzycia faz ruchomych zawierajacych 100% HMDSO
Iub niewielki dodatek alkoholu. Z kolei oddziatywanie ryfampicyny bylo wigk-
sze - maksymalna retencja miata miejsce w calym badanym zakresie stgzen
0-100% v/v dla mieszanin HMDSO z 2-butanolem i 2-pentanolem. Nalezy réw-
niez nadmieni¢, ze zatrzymywanie tego antybiotyku przez fazg stacjonarna rosto
ze wzrostem dlugos$ci fancucha weglowego alkoholi. Ze wzrostem dlugosci tan-
cucha weglowego alkoholu polepszyta si¢ separacja ansamycyn. Poréwnujac
zachowanie chromatograficzne badanych antybiotykéw dla faz ruchomch skta-
dajacych sig z HMDSO oraz 1-propanolu, 2-propanolu, 1-butanolu i 2-butanolu,
zaobserwowano wigkszy wpltyw na retencje¢ alkoholi z grupa wodorotlenowa
podstawiona w pozycji 2 - retencja rosta w przypadku uzycia takich mieszanin
binarnych. Wszystkie antybiotyki (z wyjatkiem ryfamycyny B) byly stabo elu-
owane w szerokim zakresie stgzen 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 mozna zasugerowac¢ zastosowanie badanych antybiotykéw jako mody-
fikator6w fazy stacjonarnej. Minimum retencji zaobserwowano dla ryfamycyny
B w przypadku uzycia 100% 2-metylo-2-propanolu. Ten antybiotyk moze by¢
polecany jako modyfikator fazy ruchomej w wyzej wymienionym uktadzie
chromatograficznym. W przypadku uzycia mieszaniny DMSO/2-metylo-2-
propanol minimum retencji wystapito w najszerszym zakresie st¢zen. Ansamy-
cyny byty lepiej wymywane w poréwnaniu z makrolidami.
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Ryc. 18. Przykladowe zalezno$ci pomigdzy sktadem fazy ruchomej a parametrem Rg
antybiotykéw makrocyklicznych. Faza stacjonarna: LiChrospher Si 60 Fsy;.

Fig. 18. Examples of relationships between mobile phase composition and the Ry values
of the macrocyclic antibiotics. Support: LiChrospher Si 60 F sy
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Nalezy réwniez nadmieni¢, ze miala miejsce dobra separacja ansamycyn dla
faz ruchomych zawierajacych 100% alkoholu lub 10 i 20% v/v dodatek DMSO
do alkoholu. Zaobserwowano zdecydowanie wigkszy wptyw 2-dietyloamino-
etanolu (ryc. 18) na wymywanie makrolidéw niz ansamycyn. W zakresie st¢zen
10-30% v/v HMDSO/2-dietyloaminoetanol wartosci parametru Rg makrolidow
osiagnely warto$¢ najwyzsza (Rg > 0.9). Najlepsza separacje makrolidéw uzy-
skano w zakresie stgzen 50-60% v/v HMDSO/alkohol, natomiast najlepsza sepa-
racja ansamycyn wystapita w zakresie stgzen 0-20% v/v HMDSO/alkohol. An-
samycyny silnie oddziatywaly z faza stacjonarng w szerokim zakresie stezen
HMDSO — moga by¢ stosowane jako modyfikatory fazy stacjonarnej. Minimum
retencji dla makrolidéw zaobserwowano w szerszym zakresie stgzen DMSO
w poréwnaniu z ansamycynami, co daje mozliwo$§¢ stosowania makrolidéow jako
modyfikatoréw faz ruchomych. Uzyskano réwniez lepsza separacje ansamycyn
niz makrolidéw przy zastosowaniu fazy ruchomej DMSO/2-dietyloaminoetanol.
Maksymalne wymywanie badanych antybiotykéw makrocyklicznych zaobser-
wowano dla fazy ruchomej 20% v/v HMDSO/2-metoksyetanol, przy czym naj-
wyzsze warto$ci parametru Rr osiagngta ryfamycyna B oraz tylozyna. Stosujac
fazg ruchoma HMDSO/2-metoksyetanol zaobserwowano dobra separacj¢ ansa-
mycyn w zakresie stezen 0-20% v/v HMDSO/alkohol. Z kolei minimum retencji
zaobserwowano dla ansamycyn w przypadku uzycia fazy ruchomej 50% v/v
DMSO/2-metoksyetanol. Ponadto uzyskano dobra separacj¢ ansamycyn w za-
kresie stezen 0-20% v/v DMSO/alkohol. Podczas stosowania jako fazy ruchomej
mieszaniny HMDSO/alkohol allilowy miata miejsce zadowalajaca separacja
ansamycyn w szerokim zakresie st¢zen. Makrolidy oraz ryfampicyna zatrzymy-
wane byly przez fazg stacjonarnag w zakresie stezen 60-100% v/v.e HMD-
SO/alkohol allilowy, w zwigzku z czym wymienione antybiotyki moga by¢ sto-
sowane jako modyfikatory fazy stacjonarnej. Minimum retencji zaobserwowano
dla ansamycyn oraz tylozyny od 40% v/v DMSO/alkohol allilowy. Natomiast
dobra separacja ansamycyn wystapila w zakresie stezen 0-20% v/v DM-
SOf/alkohol allilowy. Nastgpujace alkohole: benzylowy, diacetonowy oraz
2-bromoetanol nie mieszaty si¢ z HMDSO. Stad mozliwa byta tylko analiza ba-
danych antybiotykéw makrocyklicznych przy uzyciu faz ruchomych zawieraja-
cych wyzej wymienione alkohole i DMSO. Najszerszy zakres stgzen, w ktérym
parametr Ry osiagnal maksymalna warto$§¢ zaobserwowano dla ryfamycyny B
w przypadku uzycia jako dodatku do fazy ruchomej alkoholu benzylowego oraz
diacetonowego. Z kolei mieszanina DMSO/2-bromoetanol dobrze eluowata
wszystkie badane antybiotyki, najlepiej wymywana byta tylozyna. Separacja
ansamycyn byta najlepsza, kiedy faza ruchoma byta mieszanina DMSO/alkohol
diacetonowy, a separacja makroliddw zadowalajaca w przypadku uzycia faz
ruchomych DMSOYalkohol benzylowy. Wszystkie badane antybiotyki (z wyjat-
kiem ryfamycyny B) byly stabo eluowane przez mieszaning HMDSO/2-butanon
w zakresie stezen 0-20% v/v. Zaobserwowano silne oddziatywanie wszystkich
badanych antybiotykéw (z wyjatkiem ryfamycyny B) z faza stacjonarna, kiedy
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faza ruchoma byta mieszanina HMDS/3-pentanon. Godnym uwagi jest fakt, ze
retencja antybiotykéw rosta ze wzrostem dlugosci tancucha weglowego ketonu.
Natomiast uzycie DMSO w fazie ruchomej spowodowalo, ze ze wzrostem lan-
cucha weglowego ketonu elucja badanych zwiazkéw malata oraz pogorszyta sig
separacja ansamycyn. Minimum retencji zaobserwowano dla ansamycyn w sze-
rokim zakresie stgzen DMSO/2-butanon. Uzyskano dobra separacj¢ ansamycyn
w szerszym zakresie stgzen DMSO/2-butanon niz DMSO/3-pentanon. Mozna
zasugerowaé zatem, ze dlugos$¢ tancucha weglowego ketonu miata decydujacy
wplyw na separacj¢ ryfamycyny B i ryfampicyny. Wankomycyna jako jedyny
antybiotyk nie byta eluowana przez wszystkie rozpuszczalniki uzyte do sporza-
dzenia faz ruchomych. Jedynie w przypadku fazy ruchomej DMSO/alkohol dia-
cetonowy zaobserwowano wymywanie tego zwiagzku. Na ryc. 18 przedstawiono
przyklady wptywu kompozycji fazy ruchomej na wartosci parametru Ry bada-
nych antybiotykow.

Warto zaznaczy¢, ze cho¢ analizowane antybiotyki makrocykliczne rozpusz-
czaja si¢ w nizszych alkoholach (z wyjatkiem wankomycyny) i czg§ciowo
w ketonach, to nie dysocjuja w takim stopniu w jakim dysocjowatyby w wodzie.
Powodem tego jest to, ze pomimo wzglednie wysokich warto$ci momentéw
dipolowych alkoholi i ketonéw (decydujacych o rozpuszczalnosci) maja one
niska stata dielektryczna, bgdaca z kolei miarag zdolnoéci rozpuszczalnika do
jonizacji substancji rozpuszczonej [462]. Utrata naladowanych grup moze grozié¢
spadkiem wtasciwos$ci enancjoselektywnych antybiotykéw makrocyklicznych.
Tabela 8 odzwierciedla nieliniowe zachowanie chromatografowanych antybioty-
kéw [477].
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Tab. 8. Nieliniowe zachowanie chromatografowanych antybiotykéw.
Tab. 8. Non-linear behavior of chromatographed antibiotics.
faza ruchoma antybiotyk a b r
mobile phase antibiotic
Erytromycyna 0.003 1.319 | 0.5787
HMDSO/ETANOL Troleandomycyna 0.007 1.364 | 0.7977
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
HMDSO/1-PROPANOL Ryfamycyna B 0.004 | -0.672 | 0.8315
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
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5.4.3. Antybiotyki makrocykliczne na fazie stacjonarnej RP-18

Fazy binarne przygotowano przez zmieszanie odpowiednich iloci czystych
alkoholi z HMDSO oraz z DMSO w proporcjach od 0 do 100% v/v. Analizujac
otrzymane wyniki dla serii alkoholi homologicznych zawierajacych dodatek
HMDSO mozna zauwazy¢, ze ze wzrostem dtugosci tancucha weglowego alko-
holu, wymywanie badanych antybiotykéw makrocyklicznych malato (z wyjat-
kiem ryfamycyny B). Ponadto stwierdzono silne oddzialywanie antybiotykéw
z faza stacjonarng w przypadku stosowania faz ruchomych z czystym HMDSO
Iub z dodatkiem niewielkiej ilo$ci alkoholu. A zatem transport badanych zwiaz-
kéw wymagal obecnosci alkoholu w fazie ruchomej. Maksymalna retencja wy-
stapita w najszerszym zakresie stezen 2-pentanolu w HMDSO, szczegdlnie
w przypadku makrolidéw. Najsilniej zatrzymywana byta troleandomycyna
w catym zakresie badanych st¢zen fazy ruchomej 2-pentanol/HMDSO. Dlatego
mozna poleci¢ makrolidy jako modyfikatory fazy stacjonarnej przy uzyciu wyzej
wymienionej fazy ruchomej oraz faz ruchomych zawierajacych czysty HMDSO
lub niewielki dodatek alkoholu. Parametr Rg tylozyny i ryfamycyny B osiagnat
maksymalng warto$¢ dla faz ruchomych 80% v/v etano/HMDSO - z tego
wzgledu oba antybiotyki moga by¢ stosowane jako modyfikatory wymienionej
fazy ruchomej. Separacja ansamycyn w poréwnaniu z makrolidami (z wyjatkiem
fazy ruchomej metanol/HMDSO) byta zadowalajaca w szerokim zakresie st¢zen
faz ruchomych. Natomiast najlepsza separacje makrolidéw zaobserwowano przy
uzyciu fazy ruchomej etanol/HMDSO, propanol/HMDSO, butanol/HMDSO
z duzym dodatkiem alkoholu do fazy binarnej. Nalezy nadmieni¢, ze separacja
pogarszata si¢ ze wzrostem dtugos$ci tahcucha weglowego alkoholu. Poréwnujac
zachowanie chromatograficzne badanych zwiazkéw (ze szczegélnym uwzgled-
nieniem tylozyny i ryfamycyny B) dla faz ruchomych ztozonych z HMDSO oraz
1-propanolu, 2-propanolu, 1-butanolu i 2-butanolu, zaobserwowano wigksza
elucje antybiotykow, kiedy faza ruchoma sktadata si¢ z alkoholu z grupa wodo-
rotlenowa podstawiona w pozycji 1. Na podstawie obserwacji wynikow otrzy-
manych po zastosowaniu faz ruchomych zawierajacych DMSO i alkohole ho-
mologiczne stwierdzono, ze retencja chromatograficzna badanych zwiazkéw
malata ze wzrostem dlugosci taficucha weglowego alkoholu. Minimum retencji
ansamycyn wystapito w szerszym zakresie st¢zen faz ruchomych niz makroli-
déw. Tym niemniej wszystkie badane antybiotyki moga by¢ polecane jako mo-
dyfikatory faz ruchomych, szczegélnie faz etanol/DMSO, 1-propanol/DMSO
2-propanol/DMSO, 2-butanol/DMSO oraz 2-pentanol/DMSOQO.
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Ryc. 19. Przykladowe zalezno$ci pomigdzy skladem fazy ruchomej a parametrem Rg
antybiotykéw makrocyklicznych. Faza stacjonarna: RP-18.

Fig. 19. Examples of relationships between mobile phase composition and the Rr values
of the macrocyclic antibiotics. Support: RP-18.



Joanna Nowakowska 97

Uzyskano zadowalajaca separacje obu grup antybiotykéw, ktéra pogarszata
si¢ ze wzrostem dtugosci tancucha weglowego alkoholu. Godnym uwagi jest
zachowanie chromatograficzne badanych antybiotykéw makrocyklicznych przy
zastosowaniu jako fazy ruchomej mieszaniny 2-metoksyetanol/HMDSO. W tym
wypadku chromatografowane zwiazki oddziatywaty zaréwno z faza stacjonarna
(w szerokim zakresie stezen fazy ruchomej), jak i z faza ruchoma. A zatem moz-
na zasugerowac¢ dwojakie zastosowanie antybiotykéw jako modyfikatoréw i fazy
stacjonarnej (w zakresie stgzen 0-40% v/v 2-metoksyetanol/HMDSO) i fazy
ruchomej (wszystkich antybiotykéw 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 ztozonej z 2-metoksyetanolu
i DMSO parametry Rp badanych zwiazkéw osiagnety maksymalna warto$¢
w szerokim zakresie stezen fazy ruchomej, co utatwia precyzyjny dobér modyfi-
kowanych faz ruchomych uzywanych w separacji chiralnej. Dla faz ruchomych
ztozonych z alkoholi metylopodstawionych (2-metylo-1-propanol, 2-metylo-1-
butanol, 2-metylo-2-butanol, 3-metylo-1-butanol) oraz HMDSO otrzymane wy-
niki sa w zasadzie podobne, z wyjatkiem ryfamycyny B, na retencj¢ ktérej bada-
ne fazy ruchome miaty najwigkszy wptyw. Pozostate antybiotyki nie byty elu-
owane w szerokim zakresie faz ruchomych, co z praktycznego punktu widzenia
daje mozliwo$¢ stosowania ich jako modyfikatoréw fazy stacjonarnej. Uzyskano
rOwniez zadowalajaca separacj¢ ansamycyn. Minimum retencji ansamycyn wy-
stapito w szerszym zakresie stezen faz ruchomych alkohol metylopodstawio-
ny/DMSO niz makrolidéw. W przypadku stosowania mieszaniny 2-dietylo-
aminoetanolu z HMDSO maksymalna retencja obserwowana byta dla faz ru-
chomych niezawierajacych alkoholu lub jego niewielki dodatek - 10% v/v dla
ryfamycyny B oraz 10 i 20% v/v dla ryfampicyny oraz uzyskano zadowalajaca
separacj¢ ansamycyn. Z kolei minimalna retencja miata miejsce w zakresie stg-
zen 60-100% v/v 2-dietyloaminoetanol/HMDSO dla makrolidéw oraz 70-90%
v/v dla ryfamycyny B. Parametry R badanych zwiazkéw osiagnely maksymalna
warto$¢ w szerokim zakresie st¢zen fazy ruchomej 2-dietyloaminoetanol/DMSO,
szczegOlnie tylozyna i ryfamycyna B. Zaobserwowano, ze faza ruchoma alkohol
allilowy/HMDSO najlepiej wymywata ryfamycyne B, parametry R pozostatych
antybiotykow osiagnety wartosci ponizej 0.9. Zaobserwowano stabe oddziaty-
wanie badanych antybiotykéw z faza stacjonarna. W calym badanym zakresie
stezen otrzymano bardzo dobrg separacj¢ ansamycyn. Natomiast dla mieszaniny
alkoholu allilowego z DMSO - minimum retencji wystapito w zakresie stgzen
10-60% v/v dla tylozyny i ansamycyn oraz 30-60% v/v dla erytromycyny i trole-
andomycyny. Alkohol benzylowy i diacetonowy nie mieszaty si¢ z HMDSO.
A zatem mozliwa byla analiza badanych antybiotykéw makrocyklicznych przy
uzyciu faz ruchomych zawierajacych wyzej wymienione alkohole i DMSO. Naj-
szerszy zakres stgzen, w ktérym parametr Rr osiggnal maksymalng wartos$¢
(Rg = 1) zaobserwowano dla ryfamycyny B w przypadku uzycia 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 pozostalych makrolidéw 40-60% v/v.
Natomiast mieszanina alkohol diacetonowy/DMSO najlepiej eluowata tylozyne
oraz ryfamycyng B (Rr = 1 w zakresie stgzeh 10-70% v/v) Na ryc. 19 przedsta-
wiono przyktady wptywu kompozycji fazy ruchomej na warto$ci parametru Rg
badanych antybiotykéw.W przypadku stosowania HMDSO jako dodatku do faz
ruchomych zaobserwowano (w wigkszos$ci otrzymanych wynikéw) liniowe za-
chowanie antybiotykéw makrocyklicznych, natomiast nieliniowe stosujac DM-
SO w mieszaninie z alkoholami [478].

5.4.4. Antybiotyki makrocykliczne w ukladzie faz normalnych
i odwréconych

Do sporzadzenia faz ruchomych uzyto estréw i1 ketondéw mieszajac je
z HMDSO oraz DMSO w proporcjach od 0 do 100% v/v. Stosujac HMDSO jako
dodatek do faz ruchomych, zaré6wno w uktadzie faz normalnych jak i odwréco-
nych, zaobserwowano silne oddziatywanie badanych antybiotykéw z faza sta-
cjonarng. Z wyjatkiem ryfamycyny B, maksymalna retencja wystgpowata
w bardzo szerokim zakresie st¢zen faz ruchomych. Powyzsze obserwacje sugeru-
ja mozliwos¢ stosowania tychze antybiotykéw makrocyklicznych jako dodatkéw
modyfikujacych obie stosowane fazy stacjonarne w opisanych warunkach chro-
matograficznych. Obserwujac zachowanie chromatograficzne ryfamycyny B
w obu badanych uktadach faz stacjonarnych mozna $§miato zasugerowa¢, ze wraz
ze wzrostem dlugosci tancucha weglowego w szeregu homologicznym estrow
elucja tego zwiazku malata. Podobne wyniki otrzymano w przypadku stosowania
serii ketondw. Elucja pozostatych antybiotykéw makrocyklicznych miata miej-
sce jedynie w przypadku uzycia faz ruchomych nie zawierajacych HMDSO lub
jego niewielki dodatek - octan metyl/HMDSO, keton/HMDSO. Na ryc. 20
przedstawiono przyklady wptywu kompozycji fazy ruchomej na wartosci para-
metru Rr badanych antybiotykéw.
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Ryc. 20. Przyktadowe zalezno$ci pomigdzy sktadem fazy ruchomej a parametrem Rg
antybiotykéw makrocyklicznych w uktadzie faz normalnych i odwréconych.

Fig. 20. Examples of relationships between mobile phase composition and the Ry values
of the macrocyclic antibiotics on normal and reversed phases.

Na uwage zwraca silne oddziatywanie ryfamycyny B z faza stacjonarna przy
uzyciu faz ruchomych zawierajacych niewielki dodatek estru lub ketonu do
HMDSO - a zatem transport antybiotyku wymagal duzej zawartosci estréw lub
ketonéw w fazie ruchomej. Zaobserwowano ponadto zadowalajaca separacje
ansamycyn. W badanych uktadach eluentéw (ester/DMSO oraz keton/DMSO)
minimum retencji wystapito w szerszym zakresie st¢zen na krzemionkowej
fazie stacjonarnej. Umozliwia to precyzyjny dobdr faz ruchomych, modyfiko-
wanych badanymi antybiotykami makrocyklicznymi, stosowanych w separacji
chiralnej. Nalezy rowniez dodaé, ze zakres st¢zen faz ruchomych ester/DMSO,
w ktérym miata miejsce maksymalna elucja badanych zwiazkéw malat ze wzro-
stem dlugosci tancucha weglowego estru. Zadowalajaca separacje badanych
zwiazkéw zaobserwowano w przypadku stosowania faz ruchomych zawieraja-
cych 90% v/v dodatek octanu metylu, octanu etylu oraz mréwczanu etylu do
DMSO. Przy stosowaniu wszystkich binarnych faz ruchomych uzyskano dobra
separacj¢ ansamycyn. W ukladzie faz odwréconych najszerszy zakres stgzen,
w ktérym parametry Rp badanych antybiotykéw makrocyklicznych osiagngly
maksymalng warto$¢ zaobserwowano dla faz ruchomych octan metylu/DMSO
oraz mréwczan etylu/DMSO. Najlepiej wymywanym antybiotykiem okazata sig
ryfampicyna. Najlepsza separacj¢ badanych zwiazkéw uzyskano w przypadku
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uzycia faz ruchomych nie zawierajacych estréw lub ketonéw lub ich niewielki
dodatek. Poréwnujac warto$ci wspdtczynnikéw korelacji r zaobserwowano, ze
w uktadzie faz odwréconych liniowe zachowanie badanych antybiotykéw wy-
stgpowato w przypadku stosowania HMDSO jako dodatku do faz ruchomych,
z kolei w ukladzie faz normalnych modyfikacja eluentow DMSO powodowata
uzyskanie liniowosci [479].

5.5. Fazy ruchome modyfikowane buforem

5.5.1. Wplyw pH na retencj¢ chromatograficzng kwasu walerenowe-
g0 i rozmarynowego

Jako binarne fazy ruchome stosowano mieszaniny buforu wg Brittona-
Robinsona z acetonitrylem oraz metanolem. Zbadano wptyw pH fazy ruchomej
na retencj¢ badanych zwiazkéw na aminowej fazie stacjonarnej. Ryc. 21 obra-
zuje zalezno$¢ parametru Rg w funkcji pH. Zaobserwowano minimalny wptyw
pH na retencj¢ chromatograficzng kwasu walerenowego i rozmarynowego
w badanych uktadach [469].

Zbadano wptyw pH fazy ruchomej na retencj¢ badanych zwiazkéw w ukla-
dzie faz normalnych i odwréconych (ryc. 22 i 23). W uktadzie faz normalnych
zdecydowany wzrost wymywania kwasu rozmarynowego i walerenowego zaob-
serwowano w przypadku faz ruchomych zawierajacych czysty bufor oraz faz
z niewielkim dodatkiem modyfikatora organicznego. W uktadzie faz odwréco-
nych pH fazy ruchomej wptyneto na retencje kwasu rozmarynowego w zakresie
stezen faz ruchomych metanol-bufor i acetonitryl-bufor 0-10% v/v. Na uwage
zwraca brak elucji kwasu walerenowego dla fazy ruchomej metanol-bufor
w granicach stezen 0-40 % v/v w calym badanym zakresie pH oraz w granicach
50-60 % v/v dla faz ruchomych o pH 2-5 [470].
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KWAS WALERENOWY
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Ryc. 21. Wplyw pH na retencj¢ chromatograficzna kwasu walerenowego i rozmaryno-
wego. Faza stacjonarna: NH,.

Fig. 21. Effect of pH on the chromatographic retention of valerenic and rosmarinic
acids. Support: NH,.
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Ryc. 22. Wplyw pH na retencj¢ chromatograficzng 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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Ryc. 23. Wplyw pH na retencj¢ chromatograficzna 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. Wpltyw pH na parametry widma absorpcyjnego porfiryn

Metoda spektrofotometrii w zakresie UV-VIS zbadano wplyw pH czterech
roztworéw 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
wystepuja pasma pochodzace gléwnie od przejé¢é T — T (T - orbital wiazacy,
T - orbital antywiazacy). Elektrony © odpowiedzialne sa za wiazania podwéjne,
a ich funkcje charakterystyczne i ggstosci tadunku maja ptaszczyzny weztowe
1 znajduja si¢ na orbitalach, ktérych o$ symetrii jest prostopadta do osi wiazania
chemicznego. Przejécie spektralne elektronéw zwigzane z pochtonigciem pro-
mieniowania odpowiada przejsciu z orbitala wiazacego na wyzszy energetycznie
orbital antywiazacy. Przejécia 1 — T charakteryzuja si¢ duza intensywnoscia,
zmieniajaca si¢ w zalezno$ci od liczby i rodzaju wiazan wielokrotnych w cza-
steczce. Zwigkszenie liczby wigzan sprzezonych powoduje zblizenie pozioméw
m i ©, zwickszenie prawdopodobiefistwa przejécia i intensywno$ci widma.
W widmie porfiryn dominuje pasmo Soreta (B, y) przy okoto 400-420 nm
(e ~ 10°), a ponadto wystepuja stabsze pasma miedzy 500-600 nm zwane pa-
smami o (Qo) oraz B (Q)) (¢ ~ 10%). Pasma Soreta i B odpowiadaja przejsciom
n — 7, podczas gdy pasmo o powstaje na skutek sprzezenia wibronowego
[480]. Pasmo o oraz 3 nie wystapito w przypadku stosowania buforu octanowe-
go. Sprze¢zenie wibronowe [481] lub jak podaje inny autor [482] wibroniowe
odnosi si¢ do przejs¢, ktore sa wzbronione ze wzgledu na symetrig, ale wskutek
drgan oscylacyjnych i wibracyjnych symetria czasteczki ulega zmianie i1 wow-
czas na krétki moment zakazy zostaja zniesione i pojawiaja si¢ waskie pasma
w prawie jednakowych odlegtosciach od siebie oraz o niewielkiej intensywnosci.
Zrgby atomowe w molekule wykonuja drgania, ktére zmieniaja moment dipolo-
wy [481]. Jak wynika z powyzszego potozenie pasm w ultrafiolecie i w zakresie
widzialnym zalezy od oddziatywan migdzy elektronami walencyjnymi, a tylko
wtérnie od pierwiastka, jaki uczestniczy w uktadzie chromoforowym. Dlatego
widma w zakresie 200-800 nm informuja raczej o rodzaju uktadu chromoforo-
wego, niz o grupach funkcyjnych obecnych w czasteczce — co jest domeng in-
nych metod spektroskopowych, jak podczerwieni i magnetycznego rezonansu
jadrowego. Tym niemniej majac wstgpne informacje o budowie czasteczki,
widma elektronowe pozwalaja na ustalenie subtelnych elementéw struktury,
takich jak rozmieszczenie wiazan podwdéjnych. Bardzo wysokie warto$ci molo-
wych wspétezynnikéw absorpcji € (w prawie wszystkich przypadkach € = 10”)
potwierdzaja fakt obecnosci duzej ilosci ugrupowan chromoforowych.
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Ryc. 24. Zalezno$¢ molowego wspdétczynnika 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 atoméw zwiazane z grupa chromoforowa moga
powodowac przesunigcie pasma absorpcyjnego i zmiang wartoSci €. Przyczyna
tego sa ogdlnie efekty mezomeryczne i indukcyjne. Nalezy réwniez nadmienic,
ze detekcja jest tym wigksza, im wigkszy jest molowy wspdtczynnik absorpciji.
Poréwnujac wartosci molowego wspoétczynnika absorpcji € uroporfiryny I, uro-
porfiryny III, koproporfiryny I, koproporfiryny III i protoporfiryny (ryc. 24)
otrzymane w zalezno$ci od rodzaju uzytego roztworu buforowego, na uwage
zwraca fakt, Ze najnizsze wartos$ci € otrzymano w przypadku stosowania buforu
octanowego. Nalezy réwniez doda¢, ze pH tego buforu miato zdecydowany
wplyw na warto$ci molowego wspéiczynnika absorpcji € koporoporfiryn w wa-
skim zakresie pH 4-5 (za wzrostem pH molowy wspdtczynnik absorpcji malat).
Zaobserwowano wystepowanie przesuni¢¢ batochromowych dla pasm absorpcji
badanych porfiryn wraz ze wzrostem stgzenia. Jonizacja odczynnikéw spektrofo-
tometrycznych ze zmiang pH deformuje elektronowa strukturg czasteczki, co
prowadzi do batochromowego przesunigcia si¢ maksimum absorpcji [483]. Po-
nadto w przypadku stosowania buforu octanowego dla pasm absorpcji kopropor-
firyn nastapilo przesunigcie hipsochromowe ze wzrostem pH. W tabeli 9 zesta-
wiono wartos$ci wspdlczynnikéw a, b oraz warto$ci wspéiczynnika korelacji r
réwnan regresji liniowej € =a°pH + b. Otrzymano niskie wspéiczynniki korela-
cji pomigdzy warto$ciami € i pH stosowanych roztworéw buforowych. A zatem
nie wystepuje liniowa zalezno$¢ molowego wspoétczynnika absorpcji € od pH
buforu. Jedynie dla uroporfiryny III przy stosowaniu buforu boranowego i octa-
nowego oraz dla protoporfiryny przy stosowaniu buforu octanowego — wspdt-
czynniki korelacji r przekroczyly warto$¢ 0.95. Nieliniowa zalezno$¢ moze suge-
rowaé ztozony mechanizm oddzialywan pomig¢dzy badanymi porfirynami a roz-
tworami buforowymi. Badania elektronowych widm absorpcyjnych pozwalaja
nie tylko ustali¢ typy przej$¢ elektronowych i wyciagna¢ wnioski dotyczace
elektronowej i geometrycznej struktury czasteczek. Pomiary spektrofotome-
tryczne w nadfiolecie i widzialnej czg¢$ci widma sa jedna z najbardziej rozpo-
wszechnionych metod identyfikacji zwiazkéw i badania ich czystosci. R6znice
w potozeniu i natgzeniu elektronowych pasm absorpcyjnych réznych form cza-
steczkowych sa czgsto wykorzystywane do badania réwnowag, jakie ustalaja si¢
pomigdzy nimi w roztworach. Mozna tu wymieni¢ rownowagi pomigdzy rézny-
mi tautomerami, izomerami (np. formami cis i trans badanego zwiazku), réw-
nowagi asocjacyjne, wyznaczanie statych nietrwatos$ci komplekséw itp. [484].
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Tab.9. Wspélczynniki a, b oraz warto$ci wspélczynnika korelacji r réwnania regresji

liniowej € = a- pH + b porfiryn.

Tab. 9. Regression coeficients (a, b) and correlation coefficient (r) of regression equa-

tione= a- pH +b for porphyrins.

Bufor Brittona-Robinsona
Britton-Robinson buffer
a b r
Uroporfiryna [ -0.002 0.231 0.5219
Uroporfiryna IIT -0.004 0.550 0.3608
Koproporfiryna I 0.002 0.228 0.6963
Koproporfiryna II1 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 IIT -0.0005 0.843 0.1975
Protoporfiryna -0.003 0.135 0.6869
Bufor boranowy
Boric acid buffer
a b r
Uroporfiryna [ -0.012 0.341 0.8435
Uroporfiryna III -0.024 0.799 0.9600
Koproporfiryna I -0.0008 0.265 0.3989
Koproporfiryna II1 -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 IIT -0.077 0.716 0.7196
Protoporfiryna -0.002 0.048 0.7683
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PODSUMOWANIE

Chromatografia cienkowarstwowa postuzyla jako bardzo dogodne narzedzie
w analizie zwiazkéw inkluzyjnych z grupy antybiotykéw makrocyklicznych,
ponadto porfiryn oraz kwasu walerenowego i rozmarynowego. Za cel postawio-
no sobie zbadanie wptywu adsorbentéw i eluentéw (modyfikowanych badz nie)
na retencjg oraz separacje badanych zwiazkéw. Podjeto si¢ réwniez proby wyja-
$nienia niektérych mechanizméw odpowiedzialnych za zachowanie chromato-
graficzne tychze substancji.

Antybiotyki makrocykliczne

Zastosowanie réznego rodzaju zwiazkéw makrocyklicznych posiadajacych
zdolnos$¢ inkludowania w swoim wnetrzu czasteczki goscia, w celu modyfikacji
faz w chromatografii cienkowarstwowej, moze by¢ dwojakiego rodzaju. Po
pierwsze mozna je adsorbowa¢ na fazie stacjonarnej, jezeli wartoSci parametru
Rr tych zwiazkéw sa zblizone lub réwne zero. W drugim przypadku tj. w celu
modyfikacji nimi fazy ruchomej, ich parametry Rr powinny by¢ bliskie lub réw-
ne jednosci.

Generalnie wankomycyna byla antybiotykiem najsilniej adsorbowanym
przez fazg stacjonarng niezaleznie od jej rodzaju. Maksymalna retencja (Rr = 0)
badanych antybiotykéw makrocyklicznych obserwowana byta na poliamidowej
fazie stacjonarnej w przypadku uzycia wody jako fazy ruchomej oraz faz z nie-
wielkim dodatkiem modyfikatora organicznego (szerszy zakres st¢zen dla ansa-
mycyn niz makrolidéw). Makrolidy ponadto nie byty wymywane w 100% aceto-
nitrylu i THF. Te dwa rozpuszczalniki oraz propanol nie byty zdolne do elucji
badanych antybiotykéw na celulozie. W ukladzie faz odwréconych makrolidy
oddzialywaty najsilniej z faza stacjonarng. Dodatek HMDSO do fazy ruchome;j,
uzyty w uktadzie faz normalnych i odwrdéconych, silnie wptywal na retencje
chromatograficzna badanych zwiazkéw, powodujac jej wzrost, w przeciwien-
stwie do DMSO, ktéry to zwiazek zwigkszal migracje antybiotykéw makrocy-
klicznych - minimalna retencja (Rg = 1). Maksymalna migracje makrolidéow za-
obserwowano w waskim zakresie stg¢zen faz ruchomych na poliamidowej i celu-
lozowej fazie stacjonarnej, ansamycyn na celulozie. Na uwage zwraca minimal-
na retencja wankomycyny osiagnigta 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 najwigkszym
stopniu wptynat na wymywanie wankomycyny. Parametr Rr osiagnat najwyzsza
warto$¢ (Rg > 0.9) dla 70% v/v metanolu w wodzie zawierajacego 0.9 M chlorek
sodu oraz dla 30% v/v propanolu w wodzie z 0.6 M i 0.9 M chlorkiem sodu.
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Sugeruje to mozliwo$¢ wykorzystania tego zwigzku jako potencjalnego modyfi-
katora tak sporzadzonych faz ruchomych. W przypadku makrolidéw modyfika-
cja faz ruchomych roztworem chlorku sodu wptyngta pozytywnie na elucj¢ tych
antybiotykéw, tym niemniej wartosci parametru Rg nie przekroczyty 0.5 dla fazy
ruchomej 70% v/v metanol-woda oraz 0.4 dla fazy 30% v/v propanol-woda.
Z kolei obserwujac zachowanie chromatograficzne ansamycyn stwierdzono, ze
wraz ze wzrostem stg¢zenia chlorku sodu w fazie ruchomej pogarszato sig¢ ich
wymywanie.

Dtlugo$¢ tancucha weglowego oraz pozycja grupy wodorotlenowej alkoholi,
stosowanych jako eluenty, miata wptyw na retencj¢ i separacj¢ badanych anty-
biotykéw makrocyklicznych. Np. na fazie stacjonarnej LiChrospher Si 60 alko-
hole z grupa OH podstawiona w pozycji 2 w mieszaninie z HMDSO najsilniej
hamowaty elucj¢ antybiotykéw. Uzyskano zadowalajaca separacj¢ ansamycyn,
bez wzgledu na rodzaj stosowanego uktadu chromatograficznego.

Uzyskane wyniki badan sugeruja mozliwos$¢ stosowania analizowanych an-
tybiotykéw makrocyklicznych jako modyfikatoréw inkluzyjnych fazy stacjonar-
nej i ruchomej w wybranych uktadach chromatograficznych.

Porfiryny

Jak wynika z danych otrzymanych w trakcie badan wybranych porfiryn, ze
wzrostem diugosci tancucha weglowego alkoholu elucja porfiryn na krzemion-
kowej fazie stacjonarnej rosta, na poliamidzie malata. Z kolei celuloza silnie
adsorbowata badane zwiazki. Stosujac jako fazy ruchome mieszaniny binarne
estrow, ketonéw i ksylendw z DMSO oraz ptytki pokryte Zelem krzemionkowym
zaobserwowano, ze sekwencja wymywania porfiryn zalezata od ich masy cza-
steczkowej. Transport badanych porfiryn wymagat obecnosci DMSO w fazie
ruchome;j. Fazy ruchome zawierajace estry mialy najwigkszy wptyw na retencje
1 separacj¢ koproporfiryn. PotoZenie grup metylowych w ukladach struktural-
nych estréw miato wptyw na zachowanie chromatograficzne porfiryn. Ze wzro-
stem dtugosci tancucha weglowego w szeregu homologicznym estréw i ketonéw
rosta retencja chromatograficzna porfiryn. Najwigkszy wptyw na elucj¢ porfiryn
miata mieszanina DMSO/mréwczan etylu, powodujac ich znaczna migracjg,
jednoczesnie pogarszajac rozdzielczo$s¢ badanych zwiazkéw. Najlepsza separa-
cj¢ koproporfiryn uzyskano stosujac mieszaniny DMSO/keton. Badane uktady
chromatograficzne moga by¢ stosowane w dalszej analizie porfiryn.

Metoda spektrofotometrii w zakresie UV-VIS zbadano wplyw pH czterech
roztwordw buforowych — buforu Brittona-Robinsona, fosforanowego, borano-
wego oraz octanowego - na parametry widma porfiryn. Stwierdzono, ze w elek-
tronowych widmach porfiryn wystepuja pasma Soreta i  zwiazane z przejsciem
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T — T oraz pasmo o, powstajace na skutek sprzezenia wibronowego, ktére nie
wystgpuje w przypadku stosowania buforu octanowego. Wysokie warto$ci mo-
lowych wspdtczynnikéw absorpcji € porfiryn potwierdzaja fakt obecnos$ci duzej
ilo$ci ugrupowan chromoforowych w strukturze tych zwiazkéw, co z kolei
zwigksza czuto$¢ ich wykrywania. pH buforu octanowego mialo zdecydowany
wplyw na wartosci molowego wspéiczynnika absorpcji € koporoporfiryn w wa-
skim zakresie pH 4-5 (ze wzrostem pH molowy wspdtczynnik absorpcji malat).
Wraz ze wzrostem stgzenia porfiryn wystapity przesunigcia batochromowe dla
pasm absorpcji tych zwiazkéw. Ponadto w przypadku stosowania buforu octa-
nowego dla pasm absorpcji koproporfiryn nastapilo duze przesunigcie hipso-
chromowe wraz ze wzrostem pH. Obserwowane wspétczynniki korelacji pomig-
dzy warto$ciami € i pH stosowanych roztworéw buforowych byty niskie. A za-
tem nie wystepowata liniowa zalezno$¢ molowego wspoétczynnika absorpcji € od
pH buforu, co moze sugerowa¢ ztozony mechanizm oddzialywan pomigdzy ba-
danymi porfirynami a roztworami buforowymi.

Kwas walerenowy i rozmarynowy

Stosujac aminowa faz¢ stacjonarna w analizie chromatograficznej kwasu wa-
lerenowego i rozmarynowego stwierdzono, ze diugos$¢ tancucha weglowego
alkoholu miata wpltyw jedynie na retencj¢ kwasu walerenowego. Kwas rozmary-
nowy byt silniej adsorbowany przez fazg stacjonarna. Ponadto transport tego
zwiazku wymagat dodatku wody do fazy ruchomej, co zaobserwowano stosujac
mieszaning acetonitryl-metanol. Badane kwasy nie byly eluowane w przypadku
uzycia jako fazy ruchomej 100% acetonitrylu i THF, czyli wystapit brak korela-
cji pomigdzy otrzymanymi wynikami a zalezno$cia retencja chromatograficzna-
rozpuszczalno$¢ analitu w fazie ruchome;.

Wptyw pH na retencje chromatograficzng kwasu walerenowego i rozmary-
nowego byl minimalny w badanych uktadach. W uktadzie faz odwréconych
1 normalnych dlugo$¢ tancucha weglowego alkoholu miata wptyw na retencje
badanych substancji. Wraz ze wzrostem dlugos$ci tancucha weglowego rosta sita
elucyjna uzytych alkoholi. W uktadzie faz normalnych i odwréconych transport
kwasu walerenowego wymagal dodatku modyfikatora organicznego do fazy
ruchomej. W uktadzie faz odwréconych lepiej wymywany byl kwas rozmaryno-
wy. Retencja chromatograficzna obu badanych kwaséw w uktadzie faz normal-
nych zalezala w istotny sposéb od pH fazy ruchomej w przypadku stosowania
czystej fazy buforowej oraz faz zawierajacych niewielki dodatek metanolu lub
acetonitrylu. Natomiast w uktadzie faz odwréconych wymywanie kwasu rozma-
rynowego zalezato od pH fazy ruchomej w zakresie st¢zen 0-10% v/v faz binar-
nych metanol-bufor i acetonitryl-bufor.



118 Whioski

WNIOSKI

Zastosowano po raz pierwszy HMDSO i DMSO jako eluenty w chromato-
grafii cienkowarstwowe;j.

W trakcie szeregu do$wiadczen, majacych na celu zbadanie zachowania
chromatograficznego antybiotykéw makrocyklicznych i porfiryn, otrzymano
wyniki interesujace pod wzgledem praktycznym. Okazalo si¢ bowiem, ze HMD-
SO silnie hamuje wymywanie antybiotykéw makrocyklicznych.

Natomiast transport zardwno badanych antybiotykdéw jak i porfiryn wymagat
obecnosci DMSO w fazie ruchomej. Praktycznie rzecz ujmujac ma to istotne
znaczenie w wykorzystaniu badanych antybiotykéw makrocyklicznych jako
inkluzyjnych modyfikatoréw faz ruchomych lub stacjonarnych w separacji chi-
ralnej trudno rozdzielajacych si¢ substancji.

Réwniez dodatek chlorku sodu do faz ruchomych, podobnie jak HMDSO
i DMSO, miat ogromny wplyw na retencje¢ chromatograficzng analizowanych
antybiotykéw, szczegélnie wankomycyny.

Z kolei badania w srodowisku buforu daty wyniki moze nie tak spektakular-
ne jak powyzsze, tym nie mniej ciekawe.

Ponadto nalezy dodaé, Ze retencja oraz separacja badanych zwiazkéw zale-
zata gtéwnie od skladu faz ruchomych oraz rodzaju zastosowanego adsorbentu,
co jak wykazaly badania, ma kluczowe znaczenie w analizie wybranych substan-
Cji.
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STRESZCZENIE

Zbadano wtasciwosci fizykochemiczne i chromatograficzne wybranych an-
tybiotykéw makrocyklicznych, porfiryn oraz kwasu walerenowego i rozmary-
nowego. Wszystkich pomiaréw dokonano metoda chromatografii cienkowar-
stwowej. Stosujac wodne fazy ruchome analizowano antybiotyki makrocyklicz-
ne na celulozowej i poliamidowej fazie stacjonarnej oraz kwas walerenowy
i rozmarynowy w uktadzie faz normalnych i odwréconych. Binarne mieszaniny
wodne modyfikowano chlorkiem sodu i tak sporzadzone eluenty uzyto w bada-
niach antybiotykéw makrocyklicznych w uktadzie faz normalnych i odwréco-
nych. Z kolei niewodne fazy ruchome zostaly wykorzystane w analizie chroma-
tograficznej kwasu walerenowego i rozmarynowego na aminowej fazie stacjo-
narnej oraz w uktadzie faz normalnych i odwréconych, a takze w analizie porfi-
ryn na adsorbencie krzemionkowym, celulozowym i poliamidowym. Rozpusz-
czalniki organiczne z dodatkiem DMSO lub HMDSO stosowano jako eluenty
(nie opisane wczesniej) w badaniu retencji antybiotykéw makrocyklicznych
w uktadzie faz normalnych i odwréconych oraz porfiryn na krzemionkowej fazie
stacjonarnej. Badano réwniez wptyw pH na zachowanie chromatograficzne kwa-
su walerenowego i rozmarynowego oraz wptyw pH na parametry widma absorp-
cyjnego porfiryn, stosujac binarne fazy ruchome zawierajace bufor. Rodzaj ad-
sorbentu, sklad faz ruchomych oraz modyfikacja eluentéw mialy zdecydowany
wplyw na zachowanie chromatograficzne badanych zwiazkéw. Z cala pewnos$cia
zasugerowa¢ mozna praktyczne zastosowanie otrzymanych wynikéw w analizie
wybranych substancji.

Wszystkie wyniki badan zostaly opublikowane (wykaz publikacji str. 121).
W ramach dorobku naukowego osiagnigto sumaryczny Impact Factor réwny
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 Rg 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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