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Wplyw rodzaju kwasnego dodatku do eluentu oraz wiasciwosci fazy stacjonarnej na
rozdzielanie srednio i nisko hydrofobowych kwasnych organicznych zwigzkow
chemicznych w odwréconych uktadach faz kolumnowej elucyjnej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej - RP HPLC

Streszczenie: Jedna z serii prac badawczych nad opracowaniem optymalnych warunkéw rozdzielania, identyfikacji i
oznaczania wzglednie, $rednio i nisko polarnych sktadnikbw mieszanin organicznych zwigzkéw chemicznych
otrzymywanych z procesu konwersji biomasy lignocelulozowej, lub suszu ro$linnego z wykorzystaniem wysokosprawnej
kolumnowej elucyjnej chromatografii cieczowej w odwrdéconych ukfadach faz (RP-HPLC) z elucjg izokratyczng, a
wowczas gdy okaze sie to celowe - do otrzymywania sktadnikbw w czystej postaci w skali procesowej. Rozdzielane sg
sktadniki ekstraktow roslinnych, powstatych w rezultacie ekstrakcji — tugowania metabolitéw ze zrodet rodlinnych, lub/i
tugi powstate w wyniku hydrolizy, albo fermentacji produktow hydrolizy bio-masy ligno-celulozowej (BMLC)w zwigzku z
wykorzystaniem BMLC, po hydrolizie, do otrzymywania ciektych badz gazowych biopaliw, szczegdlnie bio-wodoru, lub
bioetanolu, w sprzezeniu z procesami bio-rafinacji.

Zbadano wplyw modyfikatora eluentu, takiego jak: HCI, H2SQO4, HsPO4, HCOOH, CH3COOH i TFA, dla trzech
wybranych faz stacjonarnych typu C18 na bazie zelu krzemionkowego réznigcych sie charakterystykg powierzchni
sorpcyjnej pod wzgledem stopnia inaktywacji pozostatosciowych grup hydroksylowych (OH) na powierzchni sorpcyjne;j.
Wykonane badania, ktérych wazniejsze rezultaty prezentuje ninigjsza praca, powinny ufatwi¢ dobér optymalnego
sorbentu oraz optymalnych warunkéw moZzliwie nisko — kosztowego rozdzielania oraz wydzielania w skali preparatywnej i
by¢ moze, w przyszto$ci — w skali procesowej okre$lonych sktadnikéw, lub grup sktadnikéw badanych i podobnych
mieszanin, w procesach bio-rafinacji.

Rezultaty badan przedstawione w pracy wskazujg, ze optymalnym dodatkiem do eluentu spos$réod kwasow
nieorganicznych, jest kwas ortofosforowy (pKa1 = 2,16). Jednak jego zastosowanie ogranicza mozliwo$¢ stosowania
selektywnej detekcji w postaci spektrometrii mas (LC-MS). To moze utrudnia¢ wyodrebnienie okres$lonych sktadnikéw
rozdzielanych mieszanin oraz odzysk wszystkich sktadnikéw eluatu w skali preparatywnej lub procesowej. Natomiast,
najkorzystniejszym modyfikatorem spos$réd lotnych kwaséw organicznych, okazat sie kwas mréwkowy (pKa = 3,75).
Jednakze, kwas mrowkowy absorbuje promieniowanie UV do ok. 230nm, co uniemozliwia wykorzystanie w tym zakresie
dfugo$ci fali detektora typu UV-VIS-DAD do detekcji, identyfikacji oraz oznaczania zwigzkéw chemicznych o charakterze
alifatycznych kwaséw karboksylowych, czy tego rodzaju hydroksy-kwasow karboksylowych, Ilub ich estrow,
zawierajgcych wytgcznie niearomatyczne struktury molekularne, ktore absorbujg $wiatto UV w tym samym zakresie, jak
kwas mrowkowy.

Stowa kluczowe: Nisko i $rednio hydrofobowe kwasowe zwigzki organiczne; Rozdzielanie; Wysokosprawna kolumnowa
chromatografia cieczowa z elucjg izokratyczng, Uktad faz odwréconych — RP-HPLC; Optymalny kwasny dodatek do
eluentu; Wptyw wtasciwosci fazy stacjonarnej.

Influence of the type of acid addition to the eluent and properties of the stationary
phase on the separation of medium and low-hydrophobic acid chemical compounds
in reversed columnar elution systems of high-performance liquid chromatography -
RP HPLC

Abstract: One of a series of research works on the development of optimal conditions for the separation, identification
and determination of relatively, medium and low-polar components of organic chemical compounds mixtures obtained
from the conversion process of lignocellulosic biomass (BMLC), or vegetable drought using high-efficiency elution
columnar liquid chromatography in reversed phase systems (RP-HPLC ) with isocratic elution, and when it proves
expedient - to obtain ingredients in a pure form on a process scale. Separated are the components of plant extracts
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resulting from extraction - leaching of metabolites from plant sources, or / and lyes resulting from hydrolysis or
fermentation of hydrolysis products of BMLC in connection with the use of BMLC, after hydrolysis, for obtaining liquid or
gaseous biofuels, especially bio-hydrogen or bioethanol, in conjunction with bio-refining processes.

The effect of the eluent modifier, such as: HCI, H2SOa4, HaPO4, HCOOH, CH3COOH and TFA, for three selected
stationary phases of type C18 based on silica gel differing in the sorption surface characteristics in terms of the degree of
inactivation of residual hydroxyl groups (OH) on the sorption surface.

The performed research, whose more important results are presented in this paper, should facilitate the selection
of the optimal sorbent and optimal conditions of low-cost separation and separation on a preparative scale and possibly
in the future on the process scale of specific components or groups of components tested and similar mixtures, bio-
refining processes.

The results of the research presented in the paper indicate that the optimum addition to the eluent among
inorganic acids is orthophosphoric acid (pKal = 2.16). However, its use limits the possibility of using selective detection
in the form of mass spectrometry (LC-MS). This may hinder the separation of specific components of the separated
mixtures and the recovery of all components of the eluate on a preparative or process scale. However, the most
preferred modifier of volatile organic acids was formic acid (pKa = 3.75). However, formic acid absorbs UV radiation up
to approx. 230nm, which makes it impossible to use the UV-VIS-DAD detector wavelength in this range for detection,
identification and determination of aliphatic carboxylic acid compounds or such hydroxy-carboxylic acids, or their esters,
containing only non-aromatic molecular structures that absorb UV light in the same range as formic acid.

Key words Low and medium hydrophobic acidic organic compounds; Separation; Reverse Phase High Performance
Isocratic Elution Column Liquid Chromatography — RP-HPLC; Optimal acidic component of eluent; Stationary phase
effect.

1. Wstep
(Introduction)

Celowos¢ wykorzystania bogactwa cennych sktadnikow zawartych w materiatach roslinnych, w tym, o
charakterze lekdw spowodowata i nadal wptywa na rozwdj techniki i technologii rozdzielania. Wykorzystuje
sie rozne techniki i metodyki rozdzielania. Jednak, w celu otrzymywania poszczegodlnych nielotnych, lub
nisko lotnych indywiduéw z mieszanin o bogatym skfadzie szczegdlne znaczenie ma elucyjna kolumnowa
chromatografia cieczowa (LC). W ostatnich latach coraz wieksze znaczenie zaczyna tez odgrywac
kolumnowa chromatografia z nadkrytycznym eluentem (SFC - Super Fluid Chromatography) w
zastosowaniu rozdzielania i otrzymywania czystych, nisko i $rednio polarnych zwigzkéw chemicznych z
mieszanin o bogatym sktadzie [1] .

Waznymi sktadnikami ekstraktéw materiatébw rodlinnych oraz hydrolizatéw chemicznych lub
enzymatycznych biomasy lignocelulozowej (BMLC), szczegdlnie frakgji ligniny, sa metabolity o kwasowym
charakterze, do ktérych m.in. zalicza sie kwasy fenolowe, np., kwas trans-ferulowy, wanilinowy, czy kawowy i
inne wzglednie polarne organiczne zwigzki chemiczne, takie, jak tzw., nisko czgsteczkowe kwasy
tluszczowe, hydroksykwasy karboksylowe itp. Znaczna ich czes¢ nalezy do grupy tzw. antyutleniaczy
wykorzystywanych przy produkcji kosmetykéw, suplementéw diety, a takze jako skiadniki lekéw, lub
prekursory do ich wytwarzania. Dodatkowo, w wyniku hydrolitycznej badz ekstrakcyjnej obrobki materiatu
roslinnego obok tychze zwigzkéw chemicznych mozliwe jest pozyskiwanie takze innych, uzytecznych
organicznych zwigzkéw chemicznych pochodzenia naturalnego, w tym, tzw. zwigzkéw fenolowych, m.in.
waniliny, stosowanej przede wszystkim w przemys$le spozywczym, jako gtoéwny sktadnik aromatéw
waniliowych, czy gwajakolu, wykorzystywanego jako srodek wykrztudny, a takze, hydroksy-kwasdw, jako
suplementow diety, sktadnikéw kosmetykow itp.

Réznice we wiasciwosciach fizykochemicznych sktadnikow ekstraktow roslinnych, czy hydrolizatéw sg
przyczyng wykorzystania do ich rozdzielania réoznych w ukfadow chromatograficznych wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) — ukfadéw faz odwroconych (RP-HPLC), oddziatywan hydrofilowych
(HILIC), badz faz normalnych (NP-HPLC). Ostatni, szczegdlnie w przypadku rozdzielania sktadnikow
stanowigcych mieszaniny izomerow strukturalnych [2].

Rozdzielanie, identyfikacja i oznaczanie, czasem, otrzymywanie w postaci czystej okreslonych ilosci
niskolotnych sktadnikéw lub grup sktadnikéw wielosktadnikowych mieszanin zwigzkéw organicznych
pochodzenia naturalnego jest w ostatnich latach szczegdlnie czesto wykonywane z wykorzystaniem
wysokosprawnej elucyjnej kolumnowej chromatografii cieczowej w odwréconych uktadach faz (RP-HPLC).
Opracowanie optymalnych warunkéw rozdzielania w celu otrzymywania sktadnikéw, lub grup sktadnikow
takich mieszanin wymaga szczegdlnie wysokiej selektywnosci ukfadu rozdzielczego, a nastepnie
optymalnego wykorzystania zasad przenoszenia (powiekszania) skali rozdzielania ze skali ,modelowej”
(czesto, analitycznej), do preparatywnej, czy procesowej [3].

W badaniach skfadu i wydzielaniu sktadnikow skomplikowanych mieszanin zawsze najwazniejszy jest
dobdr jak najbardziej selektywnych warunkoéw rozdzielania (maksymalizacja selektywnos$ci rozdzielania).
Jednoczesnie, korzystna jest wysoka sprawnos$c¢ rozdzielania — wysoka liczna potek teoretycznych kolumny
(N). Wéwczas, gdy sktadniki rozdzielanej mieszaniny charakteryzujg sie znacznym zakresem polarnosci /
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hydrofobowosci, stosuje sie elucje gradientowg w skali analitycznej lub semi-preparatywnej [1, 4-5].
Jednakze, nie jest to optymalne w skali procesowej rozdzielania takich mieszanin. Ze wzgledow
ekonomicznych w skali preparatywnej, a szczegodlnie, procesowej, celowe jest stosowanie elucji
izokratycznej (o statym sktadzie eluentu), ewentualnie elucji skokowej [6, 7].

Ostatnio, w przypadku rozdzielania bardzo skomplikowanych mieszanin technikg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w skali analitycznej i semi-preparatywnej, coraz czesciej wykorzystuje sie
dwuwymiarowe rozdzielanie (2D), z elucjg gradientowg w pierwszym i drugim ,wymiarze” rozdzielania [2, 4].
W skali procesowej wydaje sie bardziej korzystne stosowanie elucji skokowej w I-szym oraz w drugim
Lwymiarze” rozdzielania.

Naturalne organiczne zwigzki fenolowe i polifenolowe, w tym flawonoidy, zaréwno glikozydy, jak i ich
aglikony, sg stabymi kwasami organicznymi. Ich rozdzielanie chromatograficzne w uktadach faz
odwréconych (RP) wymaga zakwaszonego eluentu w celu ,cofniecia” kwasowej dysocjacji elektrolitycznej [2]
(patrz - studium ponizej). W literaturze odnotowano, ze podczas rozdzielania zwigzkéw chemicznych z grupy
flawonoidéw, pH eluentu mieszczace sie w zakresie od ok. 3 do 6 powodowato zwiekszenie stopnia
rozmycia pikéw chromatograficznych, spowodowane ich asymetrig. Natomiast, po zakwaszeniu eluentu do
pH = 2,5+3, uzyskano wyrazng poprawe rozdzielczosci pikow (R/Rs) [4].

W literaturze panuje tez opinia, ze stosowanie programowania sity elucyjnej eluentu poprzez realizacje
rozdzielania w warunkach elucji gradientowej poprawia rozdzielczos¢ pikéw [8-14]. Jest to jednak pozorny
wzrost rozdzielczosci. W warunkach stosowania elucji gradientowej ma miejsce pozorne zwezenie pikéw
przy jednoczesnym istotnym zmniejszeniu ,odlegto$ci” miedzy pikami (zmniejszenie wartosci oraz roznicy
warto$ci objetosci retenciji).

Nalezy podkresli¢, ze elucja gradientowa jest celowa tylko z powodu dgzenia do minimalizacji czasu
rozdzielania w przypadku separacji mieszanin o sktadnikach réznigcych sie znacznie powinowactwem
sorpcyjnym. Natomiast, potencjalnie maksymalna selektywnos¢ rozdzielania jest mozliwa do uzyskania tylko
w warunkach elucji izokratycznej. Jedyny wyjatek stanowi rozdzielanie aminokwaséw, peptydow i poli-
peptydéw oraz innych podobnych organicznych zwigzkéw chemicznych, ktére mogg jednoczes$nie
wykazywac¢ zjawisko elektrolitycznej dysocjacji kwasnej oraz zasadowej (tworzy¢ albo aniony, albo kationy,
lub kationy po ,sprotonowaniu”, jak ma to miejsce w przypadku aminokwasow i peptydow). Tak, wiec,
jedynie w przypadku rozdzielania aminokwasow, peptydéw, czy biatek w uktadach faz odwréconych (RP-
HPLC), ma miejsce wzrost selektywnosci rozdzielania po zastosowaniu elucji gradientowej. Natomiast, w
przypadku innych zadan rozdzielczych, elucja gradientowa zawsze wigze si¢ z obnizeniem selektywnosci (a)
oraz rozdzielczosci (R, lub Rs) w stosunku do warunkoéw izokratycznych.

Interesujgcym rozwigzaniem zapewniajgcym maksymalizacje selektywnosci i wysoki poziom ufnosci w
zakresie identyfikacji rozdzielanych sktadnikow ziozonych mieszanin jest wykorzystanie dwuwymiarowej
chromatografii cieczowej w sprzezeniu z ,dwuwymiarowg” spektrometrig mas (LC x LC - MS/MS) w opcji RP-
HPLC x HILIC [2,4]. Montenero i in. zaproponowali rozdzielanie zwigzkéw fenolowych z ekstraktu z jabtek z
wykorzystaniem w pierwszym wymiarze (HILIC) - kolumny Lichrospher Diol-5 (150 x 1.0 mm, 5 ym) z
programowanym sktadem eluentu, gdzie eluent (A) stanowita mieszanina acetonitryl : kwas octowy (98:2
v/v), natomiast eluent (B) metanol : woda : kwas octowy (95:3:2 v/v/v). W drugim wymiarze wykorzystano
(RP-HPLC) kolumne chromatograficzng C18 (50 x 4.6 mm, 2.7 pym). Przez pierwsze 25,4 min rozdzielania
LC x LC zastosowano gradient elucji, z nastepujgcymi eluentami: woda + 0,1% kwasu mrowkowego (A) oraz
acetonitryl (B). Nastepnie po 25,4 min rozdzielania eluent (A) pozostat ten sam, natomiast eluent (B)
stanowita mieszanina acetonitryl : metanol (1:1 v/v). W konsekwencji dokonano identyfikacji 65 zwigzkéw
chemicznych z grupy flawonoidow oraz kwaséw fenolowych w badanym materiale. Jednak to rozwigzanie,
moze by¢ zastosowane jedynie w skali analitycznej.

W ogodlnosci, w odwréconych uktadach faz (RP HPLC), takze, przypadku rozdzielania metabolitow
roslinnych, czy kwasowych organicznych produktéw hydrolizy BMLC, jako organiczny sktadnik eluentu,
wykorzystuje sie rozpuszczalny w wodzie i w rozcienczonych roztworach buforowych metanol (MeOH),
acetonitryl (AcCN), czasem tetrahydrofuran (THF), albo ich mieszaniny, jako organiczne skfadniki eluentu
[15-17]. Bardzo rzadko mozna spotka¢ stosowanie jako dodatku do eluentu etanolu (powoduje tworzenie
eluentu o bardzo wysokiej lepkosci z woda, albo tzw. wodnymi roztworami buforowymi), czy izopropanolu
(tym wyzszy wzrost lepkoéci eluentu), albo etoksy-etanolu (stosunkowo kosztowny i wzglednie bardzo
hydrofobowy), czy acetonu, albo butanonu (absorbujgcych UV w szerokim zakresie i takze wzglednie bardzo
hydrofobowe).

Na rys. 1 przedstawiono schematycznie roznice we witasciwosciach najwazniejszych
rozpuszczalnikéw, stosowanych jako organiczne dodatki do eluent w warunkach RP.
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Wtasciwosci zasadowe

Tetrahydrofuran (THF)

Metanol (MeOH)
°

°
Acetonitryl (AcCN)

Wiasciwosci kwasne Wtasciwosci bipolarne

Rys. 1. Schemat przedstawiajgcy wtasciwosci rozpuszczalnikow, wykorzystywanych w uktadach faz odwréconych [18].
Fig. 1. Diagram showing the properties of solvents used in reversed phase systems [18].

Tetrahydrofuran charakteryzuje sie wsrdd nich najnizszg polarnoscig oraz najwyzszg sitg elucyjna,
tzn., najwyzszg wartoscig parametru P> wyznaczonego przez Snyder'a [19]. Parametr ten uwzglednia trzy
gtdwne sktadowe oddziatywan, tzn., wiasciwosci protono-akceptorowe, protono-donorowe oraz dipolowe.
Wartosci sity elucyjnej typowych skiadnikéw eluentu w odwrdéconych uktadach faz (RP) przedstawia sie
nastepujgco: woda (,W”, P’ = 0), metanol ( MeOH, P’ = 3), acetonitryl (AcCN, P’ = 3,1), tetrahydrofuran
(THF, P’ = 4,4) [19]. Wiekszos¢ organicznych produktow hydrolizy BMLC, a takze istotna czesc¢ roslinnych
metabolitow wtérnych, to zwigzki chemiczne o wzglednie niskiej hydrofobowosci. Wéwczas THF jest zbyt
nisko polarny jako organiczny dodatek do eluentu. Dodatkowo, niekorzystny jest zakres absorpcji swiatta UV
przez THF, spowodowany formowaniem sie nadtlenkow w kontakcie z powietrzem. To wigze sie z
przesunigciem zakresu absorpcji swiatta UV od 220 nm dla $wiezego THF, do zakresu dtugosci fali, nawet
wyzszej od 250 nm. Jednoczesnie, w miare powstawania nadtlenkéw THF, ma miejsce zmiana warto$ci
parametru P’. Dodatkowo, moze mie¢ miejsce utlenianie sktadnikow rozdzielanej mieszaniny przez nadtlenki
THF, ktére sg, do tego, nisko lotne i mogg pozostawaé po odparowaniu frakgcji eluatu. W konsekwencji, nie
jest celowe stosowanie THF jako dodatku do eluentu, zwlaszcza w preparatywnych zastosowaniach RP-
HPLC!

Acetonitryl charakteryzuje sie nieco nizszg lepkoscig i nieco wyzszg lotnoscig od metanolu. Przede
wszystkim, mniej intensywny jest nieliniowy wzrost lepkosci mieszaniny acetonitrylu i wody w miare wzrostu
zawartosci acetonitrylu od mieszanin woda - alkohol. Maksimum lepkos$ci ma w kazdym przypadku miejsce
dla zawartosci wody na poziomie ok. 40 - 45% v/v. Przy czym, wartos¢ maksimum lepko$ci mieszaniny woda
— rozpuszczalny w wodzie organiczny sktadnik eluentu jest znacznie wyzsza dla mieszaniny metanol —
woda, a zwtaszcza etanol - woda, niz dla acetonitryl — woda. Np. lepko$¢ dynamiczna (NaccnmHzo - 278, 25°C)
mieszaniny acetonitryl : woda 2:8 v/v wynosi w temperaturze 25 °C ok. 0,95 mPas. Natomiast w
identycznych warunkach dla mieszaniny metanolu i wody ok. 1,4 mPas [20].

Nieco wyzsza sita elucyjna acetonitrylu, niz metanolu, jest korzystna z punktu widzenia rozdzielania
chromatograficznego $rednio hydrofobowych zwigzkéw organicznych. Jednak, dla nisko hydrofobowych —
niekorzystna [14]. Hadad i wspétpracownicy stwierdzili w badaniach dotyczgcych rozdzielania zwigzkéw
chemicznych z grupy poli-fenoli w warunkach RP-HPLC i elucji izokratycznej, Zze acetonitryl obecny w
eluencie w zawartosci powyzej 13% v/v powoduje znaczny wzrost selektywno$ci rozdzielania, a takze
zmniejszenie retencji srednio hydrofobowych sktadnikéw mieszaniny wzgledem metanolu jako organicznego
skfadnika eluentu. Wzrost selektywnosci rozdzielania Autor ttumaczy ograniczeniem asymetrii pikow
Jednakze, watpliwosci budzi brak zakwaszenia eluentu w tych badaniach [16]. Jest wysoce prawdopodobne,
ze po zakwaszeniu eluentu obserwowana poprawa selektywnosci mogtaby by¢ znacznie mniej wyrazna.

Zwigzki chemiczne rozdzielane w badaniach tej pracy charakteryzujg sie wiasciwosciami stabych
kwasow, ze wzgledu na obecnos¢ w ich strukturze grup karboksylowych, a takze, grup hydroksylowych o
charakterze kwasnym. Obnizajgc pH srodowiska (fazy ruchomej) poprzez dodatek kwasu wptywa sie na
zmiane ich hydrofobowosci w wyniku cofniecia dysocjacji elektrolitycznej. Przy czym, niezaleznie od tego ile
protonéw moze odszczepia¢ kwas w wyniku dysocjacji elektrolitycznej, pod uwage nalezy brac tylko I-szy
stopien dysocjacji kwasnej, ktéry charakteryzuje sie zawsze najwyzszg wartoscig statej rownowagi kwasnej
dysocjacji kazdego wieloprotonowego kwasu (Kaz).

Réwnanie 1, przedstawia schematycznie reakcje pierwszego stopnia dysocjacji elektrolitycznej kwasu
,X protonowego” w srodowisku wodnym:
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H,0
HA S H,0% + A™ (1)

gdzie: HA — kwas w formie niezdysocjowanej elektrolitycznie, HzO* - jon hydroniowy; A— anion
reszty kwasowej pierwszego stopnia dysocjacji elektrolitycznej kwasu x-protonowego.

Powyzsze rownanie opisuje pierwszy stopien dysocjacji elektrolitycznej stabego kwasu. W przypadku
stabych kwasoéw (tu — organicznych), dochodzi do ustalenia sie réwnowagi miedzy czescig zdysocjowang a
niezdysocjowang, opisanej statg rownowagi Ka1 (rownanie (2)). Wartos¢ statej rownowagi nie zalezy od pH
roztworu (eluentu). Natomiast, pH eluentu wplywa na stopien dysocjacji kwasu Zbadanie lub obliczenie na
drodze modelowania warto$ci stezen indywiduéw chemicznych w réwnaniu 2 pozwala na wyznaczenie statej
réwnowagi elektrolitycznej pierwszego stopnia dysocjacji kwasnej (Kay) :

_ [H:0'] [47]
Ka1 = " 2o 2

gdzie [ ]- molowe stezenie jondéw / niezdysocjowanych czgsteczek [mol/dm?].

Do opisania w sposdb ,mocy kwasu” dla pierwszego stopnia dysocjacji, wykorzystuje sie parametr
pKa1 (rébwnanie 3), bedgcy wartoscig ujemnego logarytmu ze statej dysocjacji.:

pKq = —log[K,4] (3

Warto$ci parametru pKai sg stablicowane dla bardzo wielu zwigzkéw chemicznych o charakterze
kwasnym. Natomiast pH eluentu mozna obliczy¢ z zaleznosci przedstawionej jako rownanie 6 :

pH = —log[H;07] 4)

Wprowadzenie jonéw hydroniowych do wodnego roztworu wzglednie stabego kwasu bedacego w
stanie rownowagi (wg rownania nr 1), powoduje tgczenie zdysocjowanych jonéw w czgsteczki. W uktadach
faz odwréconych ze wzgledu na wykorzystywanie eluentdw ze stosunkowo duzg iloscig wody, czyli
warunkow sprzyjajgcych dysocjacji elektrolitycznej, jest szczegdlnie istotne ustalenie takiej wartosci pH
eluentu, by réwnowaga byfa ustalona ,po stronie” niezdysocjowanej postaci kwasu. Korzystnie wartos¢ pH
eluentu powinna by¢ o co najmniej 0.5 jednostki pH nizsza od minimalnej wartosci pKa: skfadnikéw
rozdzielanej mieszaniny, co zapewnia brak istnienia anionéw A-. Jony nie ulegajg sorpcji na hydrofobowej
powierzchni wypetnienia kolumny i sg eluowane z objetoScig martwg kolumny, lub bardzo blisko objetosci
martwej, jesli jony posiadajg duze hydrofobowe fragmenty. Zwiekszanie hydrofobowosci rozdzielanych
skfadnikéw przez cofniecie ich dysocjacji powoduje wzrost retencji. Rodzaj kwasu zastosowanego do cofania
dysocjacji moze tez mie¢ wptyw na selektywnosc¢ rozdzielania w warunkach odwréconych uktadow faz.

Nalezy podkreslié, ze w przypadku rozdzielania organicznych wzglednie nisko hydrofobowych
zwigzkéw chemicznych w odwrdéconych uktadach faz, bardzo wazne znaczenie ma utrzymywanie
okreslonych wartosci pH eluentu (w celu ,cofania” kwasnej dysocjacji elektrolitycznej organicznych zwigzkow
chemicznych o charakterze stabych kwaséw). Rodzaj kwasu zastosowanego do cofania dysocjacji
elektrolitycznej moze mie¢, natomiast, istotny wptyw na selektywnos$¢ rozdzielania organicznych zwigzkow
chemicznych o charakterze kwasnym. Na przyktad, zastosowanie jako dodatku do eluentu mocnego kwasu
tri-fluorooctowego (TFA), posiadajacego w strukturze molekularnej bardzo hydrofobowg grupe CFs,
powoduje cofniecie dysocjacji elektrolitycznej grup karboksylowych, podobnie, jak w przypadku dodatku do
eluentu kazdego innego mocnego kwasu, albo kwasnego roztworu buforowego. Najprawdopodobniej
powoduje, takze, cofniecie dysocjacji elektrolitycznej grup -OH o kwasowym charakterze na powierzchni
sorpcyjnej. Dodatkowo, w przypadku zwigzkéw chemicznych posiadajgcych ujemnie spolaryzowane grupy
funkcyjne, np. grupe aminowg, albo amidowa, bgdz heterocykliczny azot, w warunkach dostatecznie niskich
wartosci pH eluentu, moze mie¢ miejsce protonowanie tych elementéw czasteczki, tym bardziej wyrazne, im
nizsze jest pH eluentu. Nastepnie, mozliwa jest solwatacja jonami CF3COO- sprotonowanych fragmentow
czagsteczek na zasadzie tworzenia par jonowych, co wigze sie ze wzrostem oddziatywan hydrofobowych
solwatéw na hydrofobowej powierzchni sorpcyjnej adsorbentu, a takze jednak, ze wzrostem oddziatywan
hydrofobowych w przestrzeni eluentu. Efektem obnizenia pH eluentu oraz zwiekszenia energii
hydrofobowych oddziatywan na hydrofobowej powierzchni sorpcyjnej powinien by¢ wzrost retencji, a takze,
poprawa symetrii pikéw chromatograficznych. Jednakze, istnienie hydrofobowych oddziatywan TFA z
hydrofobowymi fragmentami czasteczek sktadnikéw rozdzielanych mieszanin w przestrzeni eluentu, powinno
wptywac z kolei na obnizenie retencji. Podobne, lecz stabsze oddziatywania powinny wykazywa¢ aniony
takich kwasow karboksylowych, jak octowy, czy mrowkowy, a juz znacznie stabsze, takie aniony, H2PO4%,
czy SO4?%, albo CI-.

Istotnym zagadnieniem przy doborze warunkéw chromatograficznych w odwrdéconych uktadach faz,
oprécz sktadu eluentu, jest takze charakterystyka fazy stacjonarnej. Zwlaszcza w przypadku rozdzielania
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sktadnikbw o wzglednie niskiej hydrofobowosci, zalecane jest wykorzystywanie wypetnien kolumn o
wzglednie wysokiej hydrofobowosci powierzchni sorpcyjnej. Dotychczas najczesciej, szczegdlnie w
zastosowaniach preparatywnych, czy procesowych, stosowany jest zel krzemionkowy modyfikowany
grupami oktadecylowymi (,C18” / ,RP18” / ,ODS” — Octa Decyl Siloxane). Modyfikacja powierzchni poréw na
powierzchni zelu krzemionkowego ma najczesciej miejsce poprzez utworzenie kowalencyjnego wigzania
siloksanowego grupy modyfikatora z grupami —Si-OH. Woéwczas zakres pH powinien zosta¢ ograniczony do
przedziatu od ok. 2.0 — 3.0 do ok. 8.5 — 9.0. Poza tym przedziatem moze mie¢ miejsce hydroliza wigzan
siloksanowych. Mozliwa jest tez modyfikacja powierzchni sorpcyjnej zelu krzemionkowego poprzez
utworzenie wigzania kowalencyjnego -Si-C-. Woéwczas zakres pH eluentu moze byé znacznie rozszerzony —
od ok. 1 do ok. 10,5. Powyzsze dotyczy stosowania temperatury do ok. 30 C. Powyzej tej temperatury
zakres pH eluentu powinien zostaé ograniczony niezaleznie od sposobu zwigzania aktywnych grup
funkcyjnych z powierzchnig sorpcyjng zelu krzemionkowego.

Ze wzgledow sterycznych - nie wszystkie grupy Si-OH na powierzchni ziaren i wewnagtrz-ziarnowych
poréw zelu krzemionkowego mogg zosta¢ zastgpione grupami C18, na drodze utworzenia kowalencyjnych
potgczen siloksanowych, czy wigzan -Si-C- . Mozna ,maskowac¢” wolne grupy Si-OH na drodze metoksylacji,
tzn., tworzenia wigzan -Si-O-CHs (wykonywanie tzw. endkeepingu). Wyrdznia sie wypetnienia RP
(zwtaszcza C18), z obecnosciag oraz bez ,endcappingu” (tworzenia metylo-siloksanéw w miejsce
resztkowych grup funkcyjnych -Si—OH na powierzchni poréow zelu krzemionkowego). Obecnie istniejg tez
sorbenty typu RP (szczegdlnie C18) - bez, albo z dodatkowym ,alifatycznym ,sieciowaniem” w rejonie
powierzchni sorpcyjnej, powodujgcym przeszkody steryczne dostepu do resztkowych grup OH, lub do
wzglednie nisko hydrofobowego metoksylowanego krzemu w miejscu grup OH. Takie przygotowanie
powierzchni sorpcyjnej typu RP powoduje zwiekszenie stopnia jej obsadzenia weglem i wzrost
hydrofobowosci fazy stacjonarne;.

Ograniczenie do minimum mozliwosci oddziatywania polarnych resztkowych grup -Si-OH z polarnymi
fragmentami organicznych sktadnikéw rozdzielanych mieszanin ma istotne znaczenie w warunkach
odwréconych uktadéw faz. Organiczne zwigzki chemiczne posiadajgce w swojej strukturze molekularnej
polarne grupy funkcyjne, mogg oddziatywa¢ z wzglednie kwasnymi ,nieostonietymi” grupami
hydroksylowymi, lub karboksylowymi, na powierzchni sorpcyjnej sorbentéw typu RP, posiadajgcych
resztkowe grupy -Si-OH. Przy czym, sgsiedztwo struktur alifatycznych w poblizu resztkowych grup —Si-OH,
powoduje wzgledny wzrost polarnosci oraz zwiekszenie kwasowego charakteru grup —Si-OH. Wzglednie
polarne resztkowe grupy -Si-OH majg wowczas istotny wptyw na zmiane mechanizmu podziatu organicznych
zwigzkéw chemicznych zawierajgcych polarne struktury miedzy faze stacjonarng i ruchomg. Moze
powodowaé asymetrie pikow, a takze, wptywaé na zmiane selektywnosci rozdzielania w warunkach RP.
Obecnos¢ aktywnych resztkowych grup hydroksylowych na hydrofobowej powierzchni sorpcyjnej powoduje
asymetrie pikdw organicznych zwigzkéw chemicznych o charakterze kwaséw organicznych, zwtaszcza w
takich warunkach pH, gdy organiczne kwasowe zwigzki chemiczne sg czesciowo elektrolitycznie
zdysocjowane [10]. Nalezy dodaé, ze szczegdlnie silne oddziatywania majg wéwczas miejsce z grupami
funkcyjnymi o charakterze zasadowym.

Powyzsze dotyczy porowatych kulistych sorbentéw typu RP opartych na bazie zelu krzemionkowego
syntetyzowanego w warunkach bezwodnych z fazy gazowej z wykorzystaniem lotnego chloro-di-metylo-
oktadecylo-silanu. W przypadku wypetnieh kolumn otrzymywanych z Zelu krzemionkowego ze szkia
wodnego ma miejsce dodatkowy problem obecnosci jonéw metalu na powierzchni sorpcyjnej (-Si—O-Me, -
Si-O-Me-O, lub —Si-O-Me-OH, szczegdlnie, —Si-O-Fe, -Si-O-FeO, lub -Si-O-Fe-OH). Nie jest mozliwe
.,maskowanie” tego rodzaju struktur grupami hydrofobowymi w procesie ,end-keepingu”. Wéwczas moze
mie¢ miejsce silnie heterogeniczny charakter powierzchni sorpcyjnej typu RP, co prowadzi do szczegdlnie
wyraznej asymetrii pikdw organicznych zwigzkéw chemicznych posiadajgcych polarne struktury molekularne,
o0 kwasowym, a zwlaszcza, o zasadowym charakterze.

W zwigzku z tym, mimo znacznie nizszej ciggle jeszcze ceny zelu krzemionkowego o nieregularnych
ziarnach, wytwarzanego ze szkta wodnego, np. o nazwie LiChrosorb, albo LiChroprep, od kulistego Zelu
krzemionkowego, np. LiChrospher, czy Purospher, albo Spherisorb itp., obecnie w zastosowaniach w skali
analitycznej, a takze, semi-preparatywnej, stosowane sg wytgcznie te ostatnie sorbenty nie zawierajgce
metali na powierzchni sorpcyjnej. Takze do rozdzielania w skali procesowej mieszanin zwigzkéw
chemicznych posiadajgcych polarne struktury molekularne, coraz powszechniej sg ostatnio wykorzystywane
wypetnienia typu ,...spher”, pozbawione obecnosci jonéw metali na powierzchni sorpcyjne;j.

Wsrod sorbentdow otrzymywanych ze szkta wodnego, wykorzystywanych obecnie juz tylko w
procesowej skali stosowania kolumnowej elucyjnej chromatografii cieczowej - zaleznie od producenta
sorbentu - wyrdznia sie wypetnienia z / bez ,endcappingu”, a takze, bez / z réznymi sposobami
.,maskowania” wolnych grup — Si-OH. Dzieki temu ma miejsce zmniejszenie (korzystnie, catkowita
eliminacja) wptywu resztkowych grup —OH Zelu krzemionkowego na powierzchni sorpcyjnej typu RP.

Eliminacja oddziatywan sorpcyjnych resztkowych grup hydroksylowych na powierzchni sorpcyjnej typu
RP jest bardzo wazna, poniewaz zwigzki chemiczne posiadajgce w swojej strukturze polarne grupy
funkcyjne moga oddziatywaé nie tylko z polarnymi fragmentami czgsteczek eluentu, ale takze z grupami
hydroksylowymi na powierzchni sorbentu. Do tego, jak wspomniano powyzej, grupy —Si-OH usytuowane w
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poblizu hydrofobowych sorpcyjnych centrow aktywnych typu C18, lub wiekszych fancuchéw, czy grup
fenylowych, czy di-fenylowych, stajg sie wzglednie bardzo polarne, do tego stopnia, ze moze zachodzi¢ ich
dysocjacja elektrolityczna w kontakcie z wodg. Wéwczas mogg one wykazywaé wiasciwosci kationo-
wymienne, albo jonowo - wykluczajgce. Wptywa to na mechanizm podziatu rozdzielanych skfadnikéw miedzy
faze stacjonarng i ruchomg oraz moze mie¢ bardzo istotny wptyw na retencje i selektywnos$c¢ rozdzielania w
warunkach RP HPLC, szczegodlnie wobec struktur molekularnych o charakterze kationowym, czy wyraznie
elektrostatycznie spolaryzowanych dodatnio. Szczegdlnie silna asymetria pikbw ma miejsce — jak
wspomniano - w obecno$ci aktywnych resztkowych grup hydroksylowych na hydrofobowej powierzchni
sorpcyjnej w przypadku elucji zasad organicznych!

Nalezy tez doda¢, ze ze wzgledu na wysoki koszt materiatu wypetnienia typu HPLC w przypadku
kolumny HPLC w skali procesowej, wykorzystuje sie jeszcze czesto - i najprawdopodobniej dtugo jeszcze
beda wykorzystywane - sorbenty o nieregularnym ksztalcie ziaren, na bazie Zzelu krzemionkowego
otrzymywanego ze ,szkta wodnego”, jednak, catkowicie pozbawionego mozliwosci oddziatywania jonow
metali na powierzchni sorpcyjnej z polarnymi grupami funkcyjnymi rozdzielanych zwigzkéw chemicznych.

Wowczas, gdy ze wzgledow ekonomicznych nie jest celowa catkowita eliminacja, zwtaszcza kationow
zelaza +3, ze struktury powierzchni sorpcyjnej, powinny one zosta¢ w sposob trwaty ,skompleksowane” za
pomoca ,kompleksonu” o hydrofobowej strukturze grupy funkcyjnej oddzialtywujgcej ze sktadnikami
rozdzielanej mieszaniny i sktadnikami eluentu. Najczesciej dokonujg tego renomowani producenci wypetnien
takich kolumn dla skali procesowej. Wowczas gdy tego tupu ,endkeeping” nie zostat wykonany, to -
szczegolnie w przypadku rozdzielania organicznych zwigzkéw chemicznych posiadajgcych polarne struktury
0 charakterze donoréow pary elektronowej w obecnosci wody w eluencie - moze mie¢ miejsce polarna
heterogeniczna adsorpcja na zasadowych kationo-metalicznych centrach aktywnych, skutkujgca bardzo
silng asymetrig pikdw chromatograficznych po stronie zstepujgcej, i w konsekwencji - szczegdlnie niska
selektywnos$¢ rozdzielania. Jednakze ten efekt mozna zminimalizowag, albo wyeliminowa¢ dodajgc niewielkg
zawartos¢ kompleksonu do eluentu.

Opisane powyzej zasady postepowania mozna zastosowaé do rozdzielania, identyfikacji i oznaczania,
a takze, do ewentualnego otrzymywania sktadnikbw mieszanin organicznych zwigzkéw chemicznych
powstajgcych w rezultacie hydrolizy biomasy ligno-celulozowej (BMLC) oraz w tzw. procesach bio-rafinacji.
Bio-rafinerie, to wytwdrnie bazujgce na maksymalizacji stopnia przetwarzania biomasy ligno-celulozowej,
ktéra jest w czesci wykorzystywana do wytwarzania biopaliwa (w tym, bio-wodoru), a w czesci do
otrzymywania uzytecznych produktéw dodatkowych w postaci organicznych zwigzkéw chemicznych,
skfadnikéw hydrolizatow, szczegodlnie ligniny, a takze, czesci produktdow hydrolizy hemicelulozy. Zuzycie
energii mozna rekompensowaé poprzez spalanie otrzymanej frakcji bio-paliwowej, lub innego rodzaju
biomasy, albo, pozostatosci biomasy, zwtaszcza czesci nieprzydatnej do produkciji [21].

W procesach bio-rafineryjnych otrzymywane sg gtéwnie organiczne chemiczne zwigzki poli-fenolowe
nalezgce do stabych kwaséw organicznych, a takze bardziej kwasne zwigzki organiczne o charakterze
hydroksykwaséw i niektére kwasy karboksylowe. Do ich rozdzielania chromatograficznego oraz oznaczania
wykorzystuje sie dotychczas przede wszystkim uktady faz odwréconych (RP) oraz zakwaszony eluent [2, 4],
powodujgcy cofniecie dysocjacji elektrolitycznej kwasowych sktadnikow rozdzielanej mieszaniny w eluencie
oraz wzrost hydrofobowosci, zalezny od rodzaju kwasu zastosowanego jako dodatek do eluentu.

Wykorzystuje sie czesto, dodatkowo, selektywne warunki detekcji. Jedng z mozliwosci jest stosowanie
detekcji spektrofotometrycznej w zakresie nadfioletu oraz $wiatta widzialnego (UV-VIS), zwlaszcza z
zastosowaniem detektora z tablicg fotoelementéw (typu DAD — Diode Array Detection) oraz wykorzystanie
widm w zakresie UV-VIS do identyfikacji zwigzkéw chemicznych. Ostatnio, coraz czesciej wykorzystuje sie
sprzezenie LC-MS lub LC-MS-MS w celu identyfikacji sktadnikow mieszaniny [13].

Woéwcezas, gdy celem rozdzielania jest otrzymywanie wybranych sktadnikéw ztozonych mieszanin z
zastosowaniem chromatografii cieczowej w skali preparatywnej, a szczegdlnie - procesowej oraz z
wykorzystaniem eluentéw zawierajgcych wzglednie kosztowne organiczne sktadniki o wysokiej czystosci,
takie np., jak AcCN, czy MeOH - w odwréconych uktadach faz, wtedy, korzystne jest tez stosowanie
niektérych innych zasad postepowania od stosowanych w skali analitycznej [3, 22, 23].

Miedzy innymi ze wzgledéw ekonomicznych bardzo wazne znaczenie posiada wysoki stopiern odzysku
organicznych sktadnikoéw eluentu [3, 23]. W tym celu, korzystne jest stosowanie elucji izokratycznej, albo,
stopniowej, a unikanie elucji gradientowej. Wtedy mozna bezposrednio zawracaé¢ do procesu rozdzielania
eluent stanowigcy rozpuszczalnik rozdzielanych sktadnikow zawartych w kolekcjonowanych frakcjach eluatu
- po odparowaniu i ponownym skropleniu. W przypadku stosowania elucji gradientowej, otrzymywane sg
frakcje eluatu o zmiennym sktadzie eluentu. Wéwczas otrzymywanie sktadnikow eluentu w postaci czystej
wymaga zastosowania operacji rektyfikacji, co jest znacznie bardziej energochionne oraz kosztowne niz
zwykte odparowanie i kondensacja eluentu o statym sktadzie.

Czasem nalezy tez unika¢ naswietlania eluatu swiattem UV o niskiej wartosci dtugosci fali z lampy
deuterowej. To moze powodowaé reakcje chemiczne w roztworze kolekcjonowanym, spowodowane
dziataniem Swiatta nadfioletowego, w tym szczegdlnie, wolno-rodnikowe utlenianie rozdzielanych sktadnikéw
tlenem z powietrza, rozpuszczonym w eluencie. Woéwczas korzystne jest umieszczenie systemu detekcji na
boczniku i kolekcja tylko tej czesci eluatu, ktéra omija detektor, jak to zilustrowano na rys. 1.Ma to
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zastosowanie nie tylko przypadku potrzeby stosowania detektora UV z lampg deuterowg, a takze przy
uzyciu kazdego detektora o charakterze destrukcyjnym, w tym detekcji LC-MS, Umozliwia to wyodrebnianie
skfadnikéw mieszaniny zawartych we frakcjach eluatu, kierowanych do kolektora frakcji, z jednoczesng
kontrolg ich skfadu (czystosci) za pomocg destrukcyjnego detektora umieszczonego na boczniku, przez kiéry
przeptywa tylko niewielka czes$¢ eluatu, tym mniejsza im wyzsza jest skala rozdzielania (im wieksza srednica
kolumny (dc).

W warunkach stosowania kolumny chromatograficznej o zwiekszonej $rednicy wazne znaczenie ma
takze réwnomierne rozprowadzanie oraz rownomierna kolekcja frakcji na / z catej powierzchni wypetnienia
kolumny, jak to w sposéb pogladowy naszkicowano na rys. 1.

1
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R

.
.
0

95+-99,1%

Rys. 2.Schemat ideowy detekcji bocznikowej na wylocie preparatywnej / procesowej kolumny chromatograficznej w
warunkach preparatywnego rozdzielania i kolekcji frakcji, z zachowaniem zasady kierowania do kolektora frakcji
tylko eluatu omijajacego detektor / uktad detektoréw. Oznaczenia: 1 — wylot z kolumny preparatywnej, 2 —
detektor / uktad detektoréw umieszczony na boczniku, 3 — naczynie na Scieki, 4 — tréjnik, 5 — restryktor kapilarny
zapewniajgcy okreslong warto$¢ podziatu strumieni oraz jednakowy czas przeptywu miedzy 4-D oraz 4-6, 6 — wlot
do kolektora frakcji.

Fig. 2. Schematic diagram of bypass detection in preparative / proces scale separation and fractions collection with
bypassing only the smal part of effluent to the detector and the same time flow between points 4-6 and 4-2;
Marking: 1 - outlet from the preparative/process column, 2 - detector / detector’s system placed on the bypass, 3 -
vessel for sewage from detector / detector’s system, 4 — T-conector, 5 (R) — capillary (restrictor) ensuring a
certain value of stream splitting, 6 - inlet to the fraction collector.

Na rys. 2. Pokazano, ze w zaleznosci od skali rozdzielania (w zaleznosci od $rednicy kolumny
preparatywnej / procesowej), przez detektor przeptywa od 5-ciu do 0,1% objetosciowych eluatu, ktory jest
usuwany do S$cieku. Natomiast, gidéwna czes¢ eluatu omija detektor i jest bezposrednio kierowana do
kolektora frakcji. Przy tym wazne sg takie warunki uzytkowania uktadu wedtug rys. 1, aby sygnat w
detektorze D (2) powstawat w tym samym momencie, w ktérym ma miejsce wlot odpowiedniej frakcji eluatu
do kolektora frakcji (6).Uzyskuje sie to dzieki doborowi oporu hydraulicznego oraz objetosci ,restryktora” (R)
— element (5) na rys. 2 [3, 7]. Detektor / detektory znajdujgce sie w ,systemie detekcyjnym” to w skali semi-
preparatywnej / preparatywnej najczesciej zwykie detektory uzytkowane w skali analitycznej HPLC.
Natomiast, w skali procesowej, a takze niekiedy - w skali preparatywnej, stosuje sie detektor UV-VIS o
obnizonej czutosci poprzez zmniejszenie drogi optycznej w kuwecie przeptywowej detektora z 10-ciu / 5-ciu
mm, do 1 mm, a nawet do 0.2 mm.

Niniejsza praca jest pierwszg serii, dotyczgcych opracowania optymalnych warunkéw rozdzielania w
warunkach odwréconych uktadéw faz (RP-HPLC), z eluentem o stalym sktadzie (w warunkach
izokratycznych) wzglednie nisko, lub $rednio hydrofobowych, tzn., wzglednie polarnych, lub srednio
polarnych skfadnikdw naturalnych mieszanin o charakterze hydrolizatéw biomasy ligno-celulozowej, czy
brzeczek fermentacyjnych réznego typu, szczegdlnie, sktadnikéw plynéw procesowych zwigzanych z
wytwarzaniem cieklych lub gazowych biopaliw, zwtaszcza bio-wodoru, a takze, skladnikéw ekstraktéw,
zwlaszcza ze zrodet roslinnych, zawierajgcych metabolity roslinne i inne.

Badania niniejszej pracy dotyczg warunkéw odwréconych uktadow faz (RP)) i rozdzielania sktadnikéw
mieszanin wzorcowych w warunkach izokratycznych z zastosowaniem analitycznych kolumn HPLC, tzn., w
warunkach ,modelowych” dla rozdzielania w skali preparatywnej lub procesowej [3, 24]. Sg realizowane z
myslag o opracowaniu optymalnych zasad, a w przysziosci — optymalnych procedur - rozdzielania
identyfikacji, oznaczania oraz otrzymywania w warunkach RP-HPLC wybranych skftadnikow
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wielosktadnikowych mieszanin organicznych zwigzkéw chemicznych, powstatych w rezultacie hydrolizy
chemicznej lub enzymatycznej, albo w procesach fermentacji drozdzowej, lub bakteryjnej, albo z ekstraktow
roslinnych.

W przysziosci przewidujemy podobne badania w warunkach oddziatywan hydrofilowych (HILIC), w
warunkach dynamicznie generowanej lipofilowo — hydrofilowej fazy stacjonarnej (NP-w) [7], a takze w
warunkach wykluczania jonowego (IExcl) i/lub jonowymiennych — szczegdlnie w przypadku badan produktéw
kwasnej, czy enzymatycznej hydrolizy BMLC.

Zastosowanie w praktyce wynikéw tych badan powinno zapewni¢ mozliwo$¢ opracowania procedur
wyodrebniania w skali semi-preparatywnej, lub preparatywnej wszystkich sktadnikéw w/w mieszanin pod
kontrolg detekcji UV-VIS-DAD / MS / LLSD, z detektorami umieszczonymi w sposdb bocznikowy, jak na rys
1. To w pierwszej kolejnosci powinno umozliwi¢ ich identyfikacje takimi technikami ,uzupetniajgcymi”, jak:
absorpcja w zakresie $redniej podczerwieni z transformacjg Fouriera (MIR-FTIR),spektrometria
magnetycznego rezonansu jadrowego H1 NMR oraz C13 NMR, spektrometria fluorescencji rentgenowskiej
(XRF), spektrometria absorpcji atomowej (AAS) i innymi technikami. Powinno zapewni¢ mozliwos¢
jednoznacznej identyfikacji wszystkich sktadnikow hydrolizatéw BMLC z réznego typu surowcow. Dacé
dodatkowe informacje dla optymalizacji warunkéw rozdzielania ekstraktéw roslinnych. Przede wszystkim,
pomoc w opracowaniu procedur otrzymywania standardéw analitycznych sktadnikéw hydrolizatow réznego
rodzaju BMLC, powstajgcych w rezultacie alkalicznej, lub enzymatycznej hydrolizy w warunkach
.zachowawczych”, tzn., bez dodatkowego utleniania, gdy powstajg liczne rézne produkty, albo tychze,
otrzymywanych w warunkach zastosowania dodatkowego utleniania, gdy liczba powstajgcych ,produktéw”
(organicznych zwigzkéw chemicznych), jest znacznie wyzsza.

Opracowane w ten sposob zasady postepowania separacyjnego powinny w dalszej przysziosci
umozliwi¢ projektowanie optymalnych warunkéw wykorzystania dwu-, lub wyzej wymiarowej sorpcji —
desorpcji oraz elucyjnej kolumnowej chromatografii cieczowej (2D / nD) do rozdzielania, identyfikacji oraz
otrzymywania wszystkich zwigzkéw chemicznych - produktéw hydrolizy lub fermentacji w procesach bio-
rafinacji [8], a takze wszystkich skfadnikow roslinnych ekstraktow. Przy czym, w przypadku obecnosci
peptydow i biatek konieczne bedzie ,wtgczenie” elektroforezy zelowej (GE) do procedur rozdzielania.

2. Czes¢ eksperymentalna
(Experimental part)

2.1. Materialy
(Materials)

Do badan wykorzystano:

acetonitryl (AcCN) (cz.d.a. HPLC, Merck, Niemcy),

wode demineralizowana,

kwas siarkowy (VI) min. 96% (czda, POCH, Polska),

kwas octowy min. 99,5% (czda, Zaktady Chemiczne Oswiecim, Polska),

kwas trifluorooctowy (TFA) min. 99% (czda, SIGMA-ALDRICH, USA),

kwas solny 35 — 38% (czda, POCH, Polska),

kwas ortofosforowy 85% (czda, P.P.H. Polskie Odczynniki Chemiczne Gliwice, Polska),
kwas mrowkowy min. 99% (czda, AnalaR NORMAPUR, Francja).

Tabela 1. Sktad mieszaniny wzorcowej nr 1.
Table 1. Composition of reference mixture No. 1.

Nazwa substancji Stezenie (mg na m
Lp. AcCN:woda 3:7 viv) Producent Czystosé
(Name of the . ;
(No.) substance) (Concentration (mg per ml (Manufacturer) (Purity)
AcCN: water 3: 7v /V))
1 Kwercetyna 0,2 SIGMA-ALDRICH (Niemcy) | Czda
2 Mirycetyna 0,1 SIGMA-ALDRICH (Niemcy) | Czda
3 Kwas 4- 0,4 SIGMA-ALDRICH (Niemcy) | Czda
hydroksybenzoesowy
4 Kwas wanilinowy 0,4 SIGMA-ALDRICH (Niemcy) | Czda
5 Wanilina 0,4 SIGMA-ALDRICH (Niemcy) | Czda
6 Kwas trans-ferulowy 0,4 SIGMA-ALDRICH (Niemcy) | Czda
7 Kwas kawowy 0,4 SIGMA-ALDRICH (Niemcy) | Czda
8 Kwas 3,4- 0,4 SIGMA-ALDRICH (Niemcy) | Czda
dihydroksybenzoesowy
9 Gwajakol 1 SIGMA-ALDRICH (Niemcy) | Czda

Vol. 9, No 2/2017 Camera Separatoria



115

10 2,6-dimetoksyfenol 0,4 SIGMA-ALDRICH (Niemcy) | Czda
11 1,2-dihydroksybenzen | 0,4 SIGMA-ALDRICH (Niemcy) | Czda

Tabela 2. Sktad mieszaniny wzorcowej nr 2.
Table 2. Composition of reference mixture No. 2.

Lp. - Stezenie (mg na ml

(No.) (NNaazr\:1v2 (s);JEhséanCJl AcCN:woda 3:7 v/v) Producent Czystosé
substance) (Concentration (mg per ml (Manufacturer) (Purity)

AcCN: water 3: 7 v /v))

1 Kwas 4- 0,5 MERCK (Niemcy) Czda
hydroksybenzoesowy

2 p-hydroksy-benzoesan | 0,5 MERCK (Niemcy) Czda
metylu

W badaniach postuzono si¢ nastepujgcymi mieszaninami eluentow:
1) AcCN : H20 (2:8 viv)

2) AcCN : H20 (2:8 v/v) + HCI (1 ml/L eluentu, pH = 2,5)

3) AcCN : H20 (2:8 v/v) + H2SO4 (1 ml/L eluentu, pH = 2,5)

4) AcCN : H20 (2:8 v/v) + HsPO4 (1 ml/L eluentu, pH = 2,5)

5) AcCN : H20 (2:8 v/v) + HCOOH (2 ml/L eluentu, pH = 2,5)
6) ACCN : H20 (2:8 v/v) + CH3COOH (1 ml/L eluentu, pH = 3,5)
7) AcCN : H20 (2:8 v/iv) + TFA (0,5 ml/L eluentu, pH = 2,5)

8) ACcCN : H20 (3:7 v/v)

9) AcCN : H20 (3:7 v/v) + HCI (1 ml/L eluentu, pH = 2,5)

10) AcCN : H20 (3:7 v/v) + H2SO4 (1 ml/L eluentu, pH = 2,5)

11) AcCN : Hz20 (3:7 v/v) + HsPOa4 (1 ml/L eluentu, pH = 2,5)

12) AcCN : H20 (3:7 v/v) + HCOOH (2 ml/L eluentu, pH = 2,5)
13) AcCN : H20 (3:7 v/v) + CHsCOOH (1 ml/L eluentu, pH = 3,5)
14) AcCN : H20 (3:7 viv) + TFA (0,5 ml/L eluentu, pH = 2,5)

Roztwory eluentéw zostaty sporzgdzone jako ’pre-mix’.

2.2. Aparatura i wyposazenie
(Apparatus and equipment)

W badaniach wykorzystano gradientowy chromatograf cieczowy LaChrom (Merck-Hitachi, Niemcy-
Japonia), wyposazony w pompe L-6200, zawor dozujgcy Rheodyne Rh-7725i — Hamilton USA, detektor UV-
VIS DAD L-7450A (Merck HITACHI, Niemcy - Japonia) i kolejno, detektor refraktometrycznego Smartline
2300 (Knauer - Niemcy). Sygnat z obu detektorow przekazywany za posrednictwem interface D-6000 o
komputera z oprogramowaniem HSM-7000, wersja 3.1.1. Dodatkowo, aparat zostat wyposazony w
szesciodrogowy, dwupotozeniowy zawor V 7226 (Knauer, Niemcy) do zmiany kierunku przeptywu eluentu w
kolumnie (,backflush”), stosowany w celu elucji sktadnikow wykazujgcych nadmiernie wysokie wartosci
objetosci elucji w warunkach stosowanego eluentu.

Uzyto nastepujacych kolumn chromatograficznych:

e Luna C18(2) (150 x 4,6 mm, 3 ym) Phenomenex (USA) (nowoczesny sorbent z ,endkeeping’iem”
oraz alifatycznym usieciowaniem w poblizu powierzchni sorpcyjnej),

¢ MERCK (Niemcy) — LiChroCART (250 x 4 mm, 5 pm) LiChrospher C18e (sorbent z
L-endkeeping’iem”, bez alifatycznego usieciowania w poblizu powierzchni sorpcyjney),

e MERCK — LiChroCART (250 x 4 mm, 5 ym) LiChrospher C18(sorbent bez ,endkeeping’u” i bez
alifatycznego usieciowania w poblizu powierzchni sorpcyjnej ).

2.3. Metodyka
(Methods)

Przygotowano mieszanine substancji wzorcowych, o stezeniach wymienionych w tabeli 1 oraz w tabeli
2. Wzorce rozpuszczano w mieszaninie AcCN : woda 3:7 v/v. Dodatkowo przygotowano probki
pojedynczych wzorcéw — do weryfikacji kolejnosci elucji sktadnikédw w mieszaninie. Probki dozowano z
wykorzystaniem automatycznego podajnika probek. Objetos¢ dozowania wynosita 4 ul (dla kolumn o
wielkosci ziarna 5 um) badz 2 pl (dla kolumny o srednicy ziarna rownej 3 um). Natezenie przeptywu eluentu
wynosito 1.0 mL/min Detekcje prowadzono z zastosowaniem detektora UV-VIS DAD przy dtugosci fali
réwnej 280 nm (umozliwiajgcej identyfikacje wszystkich sktadnikow rozdzielanej mieszaniny). Parametry
chromatograficzne wyznaczono z wykorzystaniem oprogramowania HSM.
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3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

Badania obejmowaty wptyw skfadu eluentu i rodzaju kwasu na parametry retencji, selektywno$¢ oraz
na sprawnos¢ rozdzielania, w tym, na symetrie uzyskanych pikéw, dla eluentéw o zréznicowanej sile
elucyjnej, z wykorzystaniem kolumn RP typu C18 o réznych charakterystykach powierzchni sorpcyjnej.

Rozdzielano mieszaniny organicznych zwigzkéw chemicznych o niskiej i $redniej hydrofobowosci, o
charakterze stabych kwaséw.

Uwzgledniono trzy rodzaje fazy stacjonarnej typu C18, bazujgcej na zelu krzemionkowym. Przy czym,
w badaniach zastosowano trzy rézne fazy stacjonarne réznigce sie stopniem eliminacji wptywu resztkowych
grup OH na hydrofobowej powierzchni sorpcyjnej na warunki sorpcji sktadnikdw rozdzielanej mieszaniny /
skfadnikéw eluentu.

W tabeli 3 zestawiono parametry kolumn chromatograficznych oraz ich wypetnien, uzytych w
badaniach wg malejgcej hydrofobowosci. Jak widac, uzyte sorbenty réznig sie ze wzgledu na powierzchnie
wtasciwg, procent pokrycia weglem oraz zakres ,uzytkowy” pH.

Tabela 3. Zestawienie podstawowych parametréw kolumn chromatograficznych uzytych w badaniach.
Table 3. List of basic parameters of chromatographic columns used in the research.

Procent
: Dtugos¢ kolumny x . Powi hni pokrycia Zak
Lp Faze_l Engoe_lppmg_/ Srednica Rozmiar Rozmiar owierzchni weglem akres
stacjonarna Usieciowanie czastek . a wlasciwa p ¢ | PH
: . wewnetrzna : poréw iy (Percen
(Stationary (Endcapping / (Particle . (Specific (pH
hase) Cross-linking) (Column length x size) (Pore size) ¢ age of
P 9 | internal diameter) surface) carbon range)
coating)
1. Luna C-18( 2) Tak/Tak 150 x 4,6 mm 3 um 100 A 440 m?/g 19% 1,5-10
2 &g‘mpher RP- | TakiNie 250 x 4 mm 5 um 100 A 350 m?g 21,6% 2-75
3. | LIChrosPherRP- | pie/Nie 250 x 4 mm 5 ym 100 A 3BOmAg | 21% 2-75

Tabela 4, zawiera spis rozdzielanych substancji wzorcowych wraz z ich kwasowoscig (pKa) oraz
wartoscig logP, czyli parametru charakteryzujgcego w sposdb ogdlny hydrofobowos$¢ sktadnikéw
rozdzielanej mieszaniny, jako warto$¢ wspoétczynnika podziatu (P) - n-oktanol / woda. Warto$¢ P jest miarg
hydrofobowosci danego zwigzku chemicznego (réwnanie 1).

Cokranst

P = —
Cwoda ' (5)
logP =10gCopranot — 109 Cooda (6)

gdzie: P — wspotczynnik podziatu n-oktanol/woda; Cokanol — Stezenie molowe substancji chemicznej w
oktanolu (mol/dm?3); Cwoda — stezenie molowe substancji chemicznej w wodzie — w stanie réwnowagi.

Tabela 4. Zestawienie wartosci pKa, logP oraz struktur molekularnych zwigzkéw chemicznych wchodzgcych
w skfad badanejmieszaniny.

Table 4. List of pKa, logP values and molecular structures of chemical compounds included in the tested
mixture.

Lp. Nazwa substancji
(No.) | (Substance name)

Wz6r strukturalny

pKa logP (Structural formula)

OH
pKa(1) -OH w pozycji C-3 OH
wynosi 5, dla innych grup - HO o O
1 Kwercetyna OH przy pier$cieniach Ai B 2,08 O \
wynosi 10 OH
OH O
OH
OH
pKa(l) 6,43, dlainnych O
2 Mirycetyna grup -OH przy pierécieniach | 2,11 HO O 0 ‘ OH
A'i B wynosi 10 oH
OH O
o
3 Kwas 4- 4,48 1,42 ~ /”\ou
hydroksybenzoesowy |
Ho NF
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4 Kwas wanilinowy 4,45 1,33
OCH,
HO
Os__H
5 Wanilina 7,78 1,19 é\
/CHB
(6]
OH
(0]
. pKa(l) =4,5 HsCO x
6 Kwas trans-ferulowy pKa(2) = 8.7 1,64 OH

HO
0
HO
7 Kwas kawowy 4,62 1,42 :@/\)\OH
HO
Os__OH
Kwas 3,4-
8 dihydroksybenzoesowy 4,48 1,16 &\
OH

(@]
9 Gwajakol 9,98 1,19 @,‘W
OH
10 | 2,6-dimetoksyfenol 10,59 2,36 H3°\©/C“3

OH
i OH
11 1,2-dihydroksybenzen 9,48 0,88 @/

Zastosowane do badan zwigzki chemiczne, stanowig gtéwne sktadniki hydrolizatow biomasy ligno-
celulozowej (BMLC), ktére jednoczesnie sg cennymi skifadnikami ze wzgledu na mozliwosé ich
przemystowego wykorzystania. Z punktu widzenia witasciwosci fizykochemicznych, zwigzki chemiczne
charakteryzujgce sie wartoscig logP<1 okreslane sg jako zwigzki hydrofilowe (np., 1,2-dihydroksybenzen).
Natomiast przy warto$ci logP> 3, méwimy o zwigzkach chemicznych silnie hydrofobowych. Zwigzki
chemiczne o sredniej hydrofobowosci charakteryzujg sie wartoscig logP mieszczaca sie w zakresie 1<logP<
3 (kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, wanilina, gwajakol, kwas wanilinowy, kwas 4-hydroksybenzoesowy,
kwas kawowy, kwas trans-felurowy kwercetyna, mirycetyna, 2,6-dimetoksyfenol).

Tabela 5 zawiera spis kwasnych modyfikatorow eluentéw, ktére wykorzystano do obnizenia pH fazy
ruchomej. W badaniach wykorzystano zaréwno kwasy nieorganiczne (HCI, H2SO4, H3POs), jak i organiczne
(HCOOH, CH3COOH, CFsCOOH). Jak wspomniano w cze$ci eksperymentalnej, pH eluentéw wynosito 2,5, z
wyjatkiem kwasu octowego, ktérego pH ze wzgledu na niskg kwasowos¢ wynosito 3,5.

Tabela 5. Zestawienie modyfikatorow eluentu wykorzystanych w badaniach wraz z wartosciami pKa i logP.
Table 5. Comparison of the eluent modifiers used in the studies together with pKa and logP values.

Lp. Nazwa kwasu

(No.) | (The name of the acid) pKa logP
1 Kwas solny -8 0,00
2 Kwas siarkowy (VI) 1,99 -1,03
3 Kwas ortofosforowy 2,16 -2,15
4 Kwas mréowkowy 3,75 -0,54
5 Kwas octowy 4,76 -0,17
6 Kwas trifluorooctowy (TFA) 0,52 1,24

Istotng informacjg, ktérg przyniosty wykonane badania sg réznice w kolejnosci elucji rozdzielanych
skfadnikéw mieszaniny w zaleznosci o udziatu objetoSciowego organicznego skiadnika w eluencie.
Mianowicie, gdy zastosowano eluent AcCN:H20 2:8 v/v, kolejno$¢ pikdw chromatograficznych prezentuje
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sie nastepujgco: kwas 3,4 dihydroksybenzoesowy, kwas kawowy, kwas 4-hydroksybenzoesowy, kwas
wanilinowy, 1,2 dihydroksybenzen, wanilina, kwas trans-ferulowy, 2,6 dimetoksyfenol, gwajakol, mirycetyna,
kwercetyna. Natomiast, z wykorzystaniem eluentu AcCN:H20 3:7 v/v, zaobserwowano zmiany w kolejnosci
elucji po pigtym piku, mianowicie, po 1,2 dihydroksybenzenie kolejny pik pochodzit od kwasu trans-
ferulowego, po6zniej waniliny, mirycetyny, 2,6 dimetoksyfenolu, gwajakolu i kwercetyny. Zwiekszenie
zawartosci wody w eluencie w warunkach ukfadéw odwréconych faz powoduje wzrost tendenciji eluentu do
eliminacji z jego przestrzeni hydrofobowych fragmentéw molekut, co wptywa na tym wigekszy wzrost retencji
sktadnikéw rozdzielanej mieszaniny, im wyzsza jest wartos¢ log P. tzn., im wyzsza jest roznica energii
pozytywnej solwatacji powierzchni fazy stacjonarnej oraz negatywnych oddziatywan z hydrofobowymi
fragmentami molekut w fazie ruchome;.

W celu uwidocznienia tych zmian sporzgdzono wykresy zaleznosci logarytmu z wartosci
wspotczynnika retencji ( log(k) ) od objetosciowej zawartosci organicznego sktadnika w eluencie. Rys. 3.
przedstawia przyktad takiej zaleznosci dla eluentu zawierajgcego AcCN : woda + HsPOs, pH = 2,5 dla
kolumny Luna C18(2) (150 x 4,6 mm, 3 ym) Phenomenex (USA). Mozna zauwazy¢, ze wiekszos$c linii jest
praktycznie rownolegta. Jednak, niektére charakteryzujg sie réznym katem nachylenia. To sugeruje
zréznicowanie mechanizmu sorpcji poszczegolnych zwigzkéw chemicznych. Np. poprzez istnienie sorpcji
dwupunktowej w miejsce jednopunktowej. Niewielkie roznice kata nachylenia linii log k = f(utamka
objetosciowego organicznego dodatku do eluentu), moga by¢ powodowane zréznicowanymi
oddziatywaniami fragmentéw charakterze hydrofilowym w przestrzeni eluentu, szczegdlnie tworzeniem
wigzan wodorowych lub podobnego typu oddziatywan polarnych fragmentéw eluowanych molekut z woda,
oraz z azotem acetonitrylu, a takze/lub z grupg OH alkoholu, jesli stanowi organiczny dodatek do eluentu w
warunkach faz odwréconych.

Phenomenex Luna C-18(2) - H;PO,
1,2 |
1
0,8
s oyyas 3,4-dihydroksy-benzoesowy
0,6 sl lyvas kofeinowy
0,4 i kwas 4-OH benzoesowy
= | e 3 s wanilinowy
‘t°|-5 0,2 i sl 1, 2-dihydroksy-benzen
0 ‘ wanilina
)Pﬁ:_ !, kwas trans-fenolowy
. [T == ;lE
0,2 2, 6-dimetoksy-fenol
0,4 gwajakol
mirycetyna
-0,6 ?1% (v/v) 30% (v/Vv)
— kwercetyna
-0,8
Udziat objetosciowy skladnika organicznego (tu : AcCN) w eluencie

Rys. 3. Wykres zaleznosci log(k) od zawartosci sktadnika organicznego w eluencie — kolumna PhenomenexC-18(2),
eluent AcCN : woda + H3POg4, pH = 2,5.

Fig. 3. Graph of log (k) dependence on the content of organic component in the eluent - Phenomenex C-18 column (2),
eluent : AcCN water + HaPOa, pH = 2.5.

Podobne wykresy wykonano na podstawie danych zawartych w tabelach 6 dol14 dla ré6znych uzytych
w badaniach faz stacjonarnych typu C18, dla eluentu acetonitryl/woda, lub metanol/woda oraz réznych
kwasnych dodatkéw do eluentu. Przebiegi sg podobne, jak na rys. 3., ale nie identyczne. Na rysunkach 4
do 12 zamieszczono chromatogramy otrzymane w opisanych warunkach badan, a odpowiednie dane (k, a),
w tabelach 6 do 14. Na tej podstawie mozna oceni¢ retencje (k), selektywnosé (a) oraz sprawnosé
rozdzielania, a takze, stopien asymetrii pikéw. Odpowiednie wartosci rezultatéw badan, opisujgce sprawnos¢
rozdzielania mierzong liczbg potek teoretycznych (N), wyznaczong na podstawie pomiaru szerokosci pikow
w potowie ich wysokoéci oraz charakterystyke asymetrii catkowicie rozdzielonych pikow kwercetyny —
zamieszczono w tabelach 15 do 18.
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Rozpatrujgc wpltyw kwasnego modyfikatora eluentu na zwiekszenie hydrofobowosci organicznych
sktadnikow o kwasnym charakterze poprzez cofniecie dysocjacji elektrolitycznej oraz na retencje i
selektywnos¢ rozdzielania sktadnikéw badanej mieszaniny wzorcéw dla stosowanych w niniejszych
badaniach faz stacjonarnych (kolumn chromatograficznych), mozna sformutowac¢ nastepujgce stwierdzenia :
a) Kolumna Luna C18(2) (150 x 4,6 mm, 3 um) Phenomenex (USA) zapewnia maksymalng retencje.

Szczegolnie wysokg - wzglednie wysoko hydrofobowej kwercetyny (ki1). Najwieksze wartosci retencji

zaobserwowano w przypadku eluentu zakwaszanego kwasem ortofosforowym, zaréwno w przypadku

mieszaniny ACCN:Hz20 2:8 v/v (ki1 = 9,46), jak i 3:7 v/v (ki1 = 2,52). Natomiast, dla eluentéw AcCN:H20

2:8 vlv z dodatkiem kwasu octowego (ki1 = 6,88) oraz AcCN:H20 3:7 z kwasem mréowkowym (ki1 =

1,61), stwierdzono nizsze warto$ci wspétczynnikdw retencji kwercetyny, a takze innych eluowanych

sktadnikéw mieszaniny wzorcowej;

b) Dla kolumny MERCK (Niemcy) — LiChroCART (250 x 4 mm, 5 um) LiChrospher C18e maksymalng
wartos¢ wspotczynnika retencji kwercetyny uzyskano dla mieszaniny AcCN:H20 2:8 v/v gdy eluent nie
zostat zakwaszony - ki1 = 13,81. Natomiast, dodatek kwasu octowego dla eluentu AcCN:H20 2:8 v/v -
ki1 = 8,40. W przypadku eluentu AcCN:H20 3:7 v/v, zakwaszonego kwasem octowym ki1 = 2,97, a dla
zakwaszenia kwasem mrowkowym mieszaniny AcCN:H20 3:7 v/v - ki1 = 1,91. Zakwaszanie eluentu
powoduje wiec, istotne zmniejszenie wspotczynnika retencji, a takze zmiane selektywnosci w stosunku
do rezultatéw otrzymanych dla kolumny Phenomenex C-18 (2), bez istotnego wzrostu asymetrii pikow.
Stad wynika wniosek, ze oprocz oddziatywan z C18, istotny wplyw na retencje majg oddziatywania grup
tri-metylo-siloksanowych na powierzchni sorpcyjnej;

c) Dla kolumny MERCK - LiChroCART (250 x 4 mm, 5 pm) LiChrospher C18, analogicznie jak w punkcie
b) — najwiekszg retencje kwercetyny uzyskano dla mieszaniny AcCN:H20 2:8 v/v gdy eluent nie zostat
zakwaszony (ki1 = 14,98). Natomiast, w przypadku mieszaniny AcCN:H20 3:7 v/v najwyzsza warto$¢
czasu retencji kwercetyny wystepuje, gdy eluent zakwaszono kwasem octowym (ki1 = 2,95). W
przypadku tej kolumny dodatek kwasu octowego do eluentu AcCN:H20 2:8 v/v obniza retencje
kwercetyny do ki1 = 9,24, a mrowkowego dla mieszaniny AcCN:H20 3:7 v/v — do ki1 = 1,90;

Dodatkowo, obnizenie pH eluentu spowodowalo lepsze rozdzielenie organicznych zwigzkéw
chemicznych o pKa w zakresie ok. 4 — 6 w poréwnaniu do niezakwaszonego eluentu. Jednakze, mimo to,
nie odnotowano catkowitego rozdzielenia wzorcow.

W przypadku kolumny Luna C18 (2) (150 x 4,6 mm, 3 ym) Phenomenex (USA) i eluentu AcCN:woda
2:8 v/v wystepuje ko-elucja kilku sktadnikéw mieszaniny wzorcowej, z ktérych czesé¢ eluowana jest dos¢
szybko, blisko czasu martwego (z wyjatkiem kwercetyny, gwajakolu, 2,6-dimetoksyfenolu oraz mirycetyny).

Poréwnujgc  wptyw  kwasnych modyfikatorow eluentu na stopien rozdzielenia pikéw
chromatograficznych, mozna zauwazy¢, ze dla wszystkich kolumn wystepuje niedostateczne rozdzielenie
dwéch par zwigzkow chemicznych, tj. kwasu wanilinowego od 1,2-dihydroksybenzenu oraz 2,6-
dimetoksyfenolu od gwajakolu. Poréwnujgc chromatogramy wykonane z dodatkiem kwasnego modyfikatora
eluentu z chromatogramem bez dodatku kwasu, widoczne jest, ze obnizenie pH ma znaczgcy wptyw na
stopien rozdzielenia sktadnikdw mieszaniny wzorcowej. Analogiczny wniosek mozna takze sformutowac
rozpatrujgc zmniejszenie zawartosci organicznego sktadnika eluentu z 30% do 20% AcCN (rys.4 do 6). Z
eluentem zawierajgcym 20 % AcCN, uzyskano wyzsze wartosci wspoétczynnikdw retencji (co jest oczywiste) i
znaczne lepsze rozdzielenie pikdw chromatograficznych.

Bez korekty pH eluentu — wystepujg 3 pary skfadnikow o identycznym wspdtczynniku retencji (tj. 1 -
kwas kawowy i kwas 4-hydroksybenzoesowy, 2 - kwas wanilinowy i 1,2-dihydroksybenzen, 3 - kwas trans-
ferulowy i wanilina). Natomiast po zakwaszeniu eluentu (do pH = 2,5) mozliwe jest zaobserwowanie
wszystkich 11 sktadnikéw mieszaniny wzorcowej, jednakze nie wszystkie z nich ulegajg catkowitemu
rozdzieleniu (koelucja kwasu kawowego z kwasem 4-hydroksybenzoesowym oraz z kwasem wanilinowym, a
takze kwasu trans-ferulowego z waniling).

Najbardziej korzystnym kwasnym modyfikatorem eluentu w rozpatrywanych warunkach jest kwas
ortofosforowy, w dalszej kolejnosci wyrézni¢ mozna takze kwas solny oraz siarkowy (rys. 4), natomiast z
kwasow organicznych — mréwkowy (rys.6). Ponadto, mozna zaobserwowaé, ze w przypadku dodatku kwasu
organicznego, czas rozdzielania jest o ok. 1 min krétszy niz przy zastosowaniu kwasu nieorganicznego.

Ponadto, poréwnujgc chromatogramy z rézng zawartoscig acetonitrylu (rys. 4) mozna zauwazy¢
opisane poprzednio réznice w zmianie kolejnosci eluji oraz obnizenie selektywnosci rozdzielania sktadnikéw
badanej mieszaniny.

Kolejng kolumng uzytg w badaniach stanowita kolumna LiChroCART z wypetnieniem LiChrospher RP-
18e (250 x 4 mm). Woykorzystujgc eluent podstawowy — AcCN:woda 2:8 v/v, zakwaszony kwasem
siarkowym (VI), piki chromatograficzne mirycetyny, gwajakolu oraz 2,6-dimetoksyfenolu czesciowo naktadajg
sie na siebie. Podobne zjawisko wystepuje w przypadku zastosowania kwasu tri-fluorooctowego. Natomiast,
gdy zastosowano dodatek kwasu mréwkowego, piki chromatograficzne pochodzgce od gwajakolu oraz 2,6-
dimetoksyfenolu nadal charakteryzuje ko-elucja, lecz pik mirycetyny jest rozdzielony (catkowicie u
podstawy). Analogiczne wnioski mozna wyciggng¢ dla eluentu AcCN:woda 2:8 v/v z dodatkiem kwasu
ortofosforowego, jednak piki chromatograficzne gwajakolu oraz 2,6-dimetoksyfenolu nakfadajg sie w
wiekszym stopniu niz w przypadku zastosowania kwasu mrowkowego. Dodatkowo, poréwnujgc
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chromatogramy uzyskane z wykorzystaniem kolumny Phenomenex Luna C-18(2) i LiChroCART z
wypetnieniem LiChrospher RP-18e z eluentem w postaci AcCN:woda 2:8 v/v + CH3COOH (pH = 3,5),
widoczne sg rozbieznosci w kolejnosci elucji sktadnikéw badanej mieszaniny. Mianowicie, przy zastosowaniu
LiChrospher RP-18e, mirycetynajest 7-mym pikiem (za kwasem trans-ferulowym), natomiast przy
zastosowaniu kolumny Phenomenex, 9-tym (za gwajakolem).
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Rys. 4. Chromatogramy DAD 280 nm mieszaniny wzorcow 1 — kwas 3,4 dihydroksybenzoesowy, 2 — kwas kawowy, 3
— kwas 4-hydroksybenzoesowy, 4 — kwas wanilinowy, 5 — 1,2-dihydroksybenzen, 6 — kwas trans-ferulowy, 7 —
wanilina, 8 — mirycetyna, 9 — 2,6-dimetoksyfenol, 10 — gwajakol, 11 - kwercetyna, kolumna: Luna Phenomenex
C-18(2) (150 x 4,6 mm, 3 pm), przeptyw: 1,5 ml/min, temperatura: 35°C, objeto$¢ dozowania: 2 pl, detekcja:
UV-VIS DAD,

A-eluent: AcCN : H20 (3:7 v/v) + H3POg4, pH = 2.5,

B- eluent: AcCCN: H20 (2: 8 v/ V) + H3POa, pH = 2.5,
C- eluent: AcCN: H20 (3: 7 v/ V) + H2SOg4, pH = 2.5,
D- eluent: AcCN : H20 (3:7 v/v) + HCOOH, pH =2,5

Fig. 4. Chromatograms DAD 280 nm of mixture of standards 1 - 3,4 dihydroxybenzoic acid, 2 - caffeic acid, 3 - 4-
hydroxybenzoic acid, 4 - vanillic acid, 5 - 1,2-dihydroxybenzene, 6 - trans-ferulic acid, 7 - vanillin, 8 - mirycetin, 9
- 2,6-dimethoxyphenol, 10 - guaiacol, 11 - quercetin, column: Luna Phenomenex C-18 (2) (150 x 4.6 mm, 3 um),
flow: 1.5 ml / min, temperature: 35 ° C, dosing volume: 2 ul, detection: UV-VIS DAD,

A-eluent: ACCN : H20 (3:7 v/v) + HsPOas, pH = 2.5,

B- eluent: AcCCN: H20 (2: 8 v/ V) + HsPOg4, pH = 2.5,
C- eluent: AcCN: H20 (3: 7 v/ V) + H2SO4, pH = 2.5,
D- eluent: AcCN : H20 (3:7 v/v) + HCOOH, pH =25
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Tabela 6. Zestawienie podstawowych parametrow chromatograficznych (kolejno$¢ wg czasu retenciji) - kolumna Luna C18(2) (150 x 4,6 mm, 3 uym) Phenomenex
(USA) (rys. 4)
Table 6. Summary of basic chromatographic parameters (sequence by retention time)-column Luna C18(2) (150 x 4,6 mm, 3 um) Phenomenex (USA) (fig. 4)

Skiad eluentu: A-AcCN : H20 (3:7 v/v) + H3PO4, B- AcCN: H20 (2: 8 v /v) + H3PO4, |C-AcCN: H20 (3: 7 v /v)+H2S04, D- AcCN : H20 (3:7 v/v) + HCOOH,
ad eluentu: pH=25 pH=25 pH=25 pH=25
Nr;’;\zw_a sub_stanCJl Czas . WspoI_._ Selektywnosé Czas ) Wspo’r_._ Selektywnosé Czas ) Wspo}_._ Selektywnosé Czas ) Wspoi_._ Selektywnosé
Lo chemicznej retencji retencji retencji retencji retencji retencji retencji retencji
/Nc.). (The name of the (Retention | (Retention - (Retention | (Retention - (Retention | (Retention - (Retention | (Retention .
chemical substance) time) coefficient) (Selectivity) time) coefficient) (Selectivity) time) coefficient) (Selectivity) time) coefficient) (Selectivity)
tr [min] k [-] a[-] tr [min] K [-] a [-] tr [min] k [-] a[-] tr [min] k[-] a[-]
kwas 3,4-
1. dihydroksybenzoesowy | 1,64 0,21 - 1,58 0,22 - 1,47 0,13 - 1,35 0,04 -
@)
2. | kwas kawowy (2) 1,87 0,44 1,69 2,1 0,62 2,86 1,69 0,3 2,27 1,53 0,17 4,25
kwas 4-
3. | hydroksybenzoesowy |[1,94 0,49 1,12 2,16 0,66 1,08 1,75 0,35 1,15 1,59 0,22 1,26
3
4. kwas wanilinowy (4) 2,01 0,54 1,1 1,81 0,39 1,13 1,64 0,26 1,19
-di 2,3 0,77 1,16
5. (155 dihydroksybenzen |, ) 0,69 1,26 1,98 0,52 1,32 1,79 0,38 1,45
6. kwas trans-ferulowy (6) | 2,53 0,94 1,37 3,31 1,54 2,01 2,3 0,77 1,47 2,01 0,55 1,45
7. wanilina (7) 2,64 1,03 1,09 3,77 1,9 1,23 2,39 0,84 1,09 2,13 0,64 1,16
mirycetyna (8) 2,89 1,22 1,18 2,63 1,03 1,23 2,23 0,71 1,12
- 4,79 2,68 1,41
2, 6-dimetoksyfenol (9) | 3,34 1,57 1,29 3,03 1,33 1,3 2,66 1,05 1,47
10. | gwajakol (10) 3,62 1,78 1,14 6,35 3,88 1,45 3,29 1,53 1,15 2,88 1,22 1,16
11. | kwercetyna (11) 4,58 2,52 1,41 13,59 9,46 2,44 4,21 2,24 1,47 3,39 1,61 1,32
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Chromatogramy DAD 280 nm mieszaniny wzorcow 1 — kwas 3,4 dihydroksybenzoesowy, 2 — kwas kawowy, 3
— kwas 4-hydroksybenzoesowy, 4 — kwas wanilinowy, 5 — 1,2-dihydroksybenzen, 6 — kwas trans-ferulowy, 7 —
wanilina, 8 — mirycetyna, 9 — 2,6-dimetoksyfenol, 10 — gwajakol, 11 - kwercetyna, kolumna: LiChroCART (250 x
4 mm, 5 ym) LiChrospher RP-18e¢, przeptyw: 1,5 ml/min, temperatura: 35°C, objetos¢ dozowania: 2 pl, detekcja:
UV-VIS DAD,

A-eluent: ACCN: H20 (3: 7 v/ V) + HsPO4, pH = 2.5

B- eluent: AcCN : H20 (3:7 v/iv) + TFA, pH =25

Chromatograms DAD 280 nm of mixture of standards 1 - 3,4 dihydroxybenzoic acid, 2 - caffeic acid, 3 - 4-
hydroxybenzoic acid, 4 - vanillic acid, 5 - 1,2-dihydroxybenzene, 6 - trans-ferulic acid, 7 - vanillin, 8 - mirycetin, 9
- 2,6-dimethoxyphenol, 10 - guaiacol, 11 - quercetin, column: LiChroCART (250 x 4 mm, 5 um) LiChrospher
RP-18e), flow: 1.5 ml / min, temperature: 35 ° C, dosing volume: 2 pl, detection: UV-VIS DAD,

A-eluent: ACCN: H20 (3: 7 v/ V) + HsPOs, pH = 2.5

B- eluent: AcCN : H20 (3:7 viv) + TFA, pH =25

Tabela 7. Zestawienie podstawowych parametréow chromatograficznych (kolejno$¢ wg czasu retencji) -
kolumna LiChroCART (250 x 4 mm, 5 ym) LiChrospher RP-18e) (rys. 5)

Table 7. Summary of basic chromatographic parameters (sequence by retention time)-column LiChroCART
(250 x 4 mm, 5 um) LiChrospher RP-18¢) (fig. 5)

Skiad eluentu: A-ASCN: H20 (3: 7 v /v) + H3PO4, ?- AcCN : H20 (3:7 viv) + TFA, pH
pH=25 =25
Nr?zw_a sub_stanCJl Czas ) Wspo’f_._ Selektywnosé Czas ) Wspoi_._ Selektywnosé
Lp chemicznej retenciji retenciji retencji retencji
/No. | (The name of the (Retention | (Retention . (Retention | (Retention -
chemical substance) time) coefficient) (Selectivity) time) coefficient) (Selectivity)
tr [min] k [-] a[-] tr [min] k[] a[]
kwas 3,4-
1. dihydroksybenzoesowy 1,78 0,08 | - 1,65 0,1f-
(1)
2. kwas kawowy (2) 2,06 0,25 3,15 1,91 0,27 2,77
kwas 4-
3. hydroksybenzoesowy 2,16 0,31 1,24 2 0,33 1,23
(3)
4. kwas wanilinowy (4) 2,25 0,37 1,18 2,09 0,39 1,17
5, %éf’d'hydmksybenze“ 2,57 0,56 1,53 2,38 0,59 15
6. kwas trans-ferulowy (6) 2,92 0,77 1,39 2,7 0,8 1,36
7. wanilina (7) 3,15 0,91 1,19 2,91 0,94 1,18
mirycetyna (8) 3,35 1,03 1,13 3,09 1,06 1,12
9. 2, 6-dimetoksyfenol (9) 4,27 1,59 1,55 3,95 1,64 1,55
10. | gwajakol (10) 4,74 1,87 1,18 4,4 1,93 1,18
11. | kwercetyna (11) 5,69 2,45 1,31 5,23 2,49 1,29
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Rys. 6. Chromatogramy DAD 280 nm mieszaniny wzorcow 1 — kwas 3,4 dihydroksybenzoesowy, 2 — kwas kawowy, 3 —
kwas 4-hydroksybenzoesowy, 4 — kwas wanilinowy, 5 — 1,2-dihydroksybenzen, 6 — kwas trans-ferulowy, 7 — wanilina, 8 —
mirycetyna, 9 — 2,6-dimetoksyfenol, 10 — gwajakol, 11 - kwercetyna, kolumna: LiChroCART (250 x 4 mm) LiChrospher
RP-18, przeptyw: 1,5 ml/min, temperatura: 35°C, objeto$¢ dozowania: 2 pl, detekcja: UV-VIS DAD,

A- eluent: AcCN: H20 (3: 7 v/v) + HsPO4, pH = 2.5

B- eluent: AcCCN : H20 (3:7 v/v) + CH3COOH, pH = 3,5

C- eluent: AcCN : H20 (3:7 v/v)
Fig. 6. Chromatograms DAD 280 nm of mixture of standards 1 - 3,4 dihydroxybenzoic acid, 2 - caffeic acid, 3 - 4-
hydroxybenzoic acid, 4 - vanillic acid, 5 - 1,2-dihydroxybenzene, 6 - trans-ferulic acid, 7 - vanillin, 8 - mirycetin, 9 - 2,6-
dimethoxyphenol, 10 - guaiacol, 11 - quercetin, column: LiChroCART (250 x 4 mm) LiChrospher RP-18, flow: 1.5 ml /
min, temperature: 35 ° C, dosing volume: 2 l, detection: UV-VIS DAD,

A- eluent: AcCN: H20 (3: 7 v/v) + H3POu4, pH = 2.5

B- eluent: AcCN : H20 (3:7 v/v) + CH3COOH, pH = 3,5

C- eluent: AcCN : H20 (3:7 viv)

Zwiekszajgc udziat acetonitrylu w eluencie podstawowym do 30%, podobnie jak w poprzednim
przypadku, takze dla kolumny LiChroCART LiChrospher RP-18e, odnotowano poprawe pod wzgledem
rozdzielenia skfadnikow mieszaniny wzorcowej, w odniesieniu do zawarto$ci AcCN réwnej 20%. Jednakze
nawet pomimo zastosowania korekty pH nie udato sie catkowicie rozdzieli¢ wszystkich sktadnikéw zawartych
w prébce. Stwierdzono, ze najbardziej ,problematyczne” sg zwigzki chemiczne tj. kwas kawowy, ktéry
czesciowo nakfada sie z kwasem 4-OH benzoesowym oraz z kwasem wanilinowym (dla wspomnianych
zwigzkéw wspotczynnik a nieznacznie przekracza wartosci ,1”). Ponadto, problematyczne jest tez
rozdzielenie w niniejszych warunkach (izokratycznych) mirycetyny oraz waniliny, ktorych piki
chromatograficzne czesciowo naktadajg sie na siebie.
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Tabela 8. Zestawienie podstawowych parametréw chromatograficznych (kolejno$¢ wg czasu retencji) - kolumna LiChroCART (250 x 4 mm, 5 um) LiChrospher RP-18)

(rys. 6)

Table 8. Summary of basic chromatographic parameters (sequence by retention time)-column LiChroCART (250 x 4 mm, 5 um) LiChrospher RP-18) (rys. 6)

Sktad eluentu:

A- AcCN: H20 (3: 7 v / v) + H3PO4, pH

B-AcCN : H20 (3:7 v/v) + CH3COOH,

C- AcCN : H20 (3:7 v/v)

=25 pH=3,5

Nazwa substancji Czas Wspét. .. |Czas Wspdét. .. |Czas Wspét. s

Lp chemicznej retenciji retenciji Selektywnosé retenciji retencji Selektywnosé retencji retenciji Selektywnosé
’ (The name of the chemical | (Retention | (Retention - (Retention | (Retention o (Retention | (Retention .
/No. substance) time) coefficient) (Selectivity) time) coefficient) (Selectivity) time) coefficient) (Selectivity)
tr [min] K [-] a[-] tr [min] K [-] a[-] tr [min] K [] a[]

kwas 3,4-
1. dihydroksybenzoesowy (1) 1,65 0,09 |- 1,7 0,07 - 1,57 0,02 | -
2. kwas kawowy (2) 1,91 0,26 2,95 2,01 0,27 3,85 1,83 0,18 2,14

kwas 4-
3. hydroksybenzoesowy (3) 2,01 0,32 1,25 2,11 0,32 1,22 1,94 0,25 1,38
4, kwas wanilinowy (4) 2,1 0,38 1,18 2,21 0,39 1,19 1,99 0,29 1,14
5. 1,2-dihydroksybenzen (5) 2,38 0,57 1,48 2,51 0,58 15 2,46 0,59 2,05
6. kwas trans-ferulowy (6) 2,73 0,79 1.4 2,97 0,87 1,49 2,64 0,7 1,2
7. wanilina (7) 3,21 1,02 1,18

- 2,97 0,96 1,2 3,13 1,02 1,45

8. mirycetyna (8) 3,52 1,21 1,19
9. 2, 6-dimetoksyfenol (9) 4,05 1,67 1,74 4,46 1,81 1,49 4,33 1,8 1,77
10. gwajakol (10) 4,49 1,95 1,17 4,88 2,07 1,15 4,78 2,08 1,16
11. kwercetyna (11) 5,15 2,39 1,22 6,29 2,95 1,43 6,01 2,88 1,38
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Analizujgc otrzymane chromatogramy (w warunkach chromatograficznych: kolumna LiChrospher RP-
18e, eluent: AcCN:woda 3:7 v/v) pod katem wptywu rodzaju kwasnego modyfikatora eluentu na rozdzielenie
substancji wzorcowych, wytypowano 2 sposréd 6 zastosowanych kwaséw. Mianowicie, wyrdznia sie kwas
ortofosforowy oraz kwas tri-fluorooctowy (rys. 6). Przy wykorzystaniu powyzszych kwaséw uzyskano, co
prawda nieznaczne, ale widoczne zréznicowanie w wartosciach wspétczynnikow retencji dla waniliny i
mirycetyna (czesciowe rozdzielenie sie pikow).

Trzecim rodzajem kolumn wykorzystanym w badaniach, byta kolumna LiChroCART z wypetnieniem
LiChrospher RP-18 (250 x 4 mm). W warunkach chromatograficznych, gdzie eluent podstawowy stanowita
mieszanina acetonitryl : woda 2:8 v/v z/bez dodatku kwasu, zaobserwowano catkowite naktadanie sie pikéw
chromatograficznych pochodzgcych od kwasu kawowego i 4-hydroksybenzoesowego oraz dodatkowo
czesciowe natozenie pikow kwasu wanilinowego i 1,2-dihydroksybenzenu. Ponadto, identyczny problem
wystepuje w przypadku pary zwigzkéw chemicznych: 2,6-dimetoksyfenol i gwajakol. W tym przypadku takze
piki chromatograficzne praktycznie catkowicie naktadajg sie na siebie, a jedynie rozdzielanie z
wykorzystaniem kwasu octowego (pH = 3,5) umozliwia na niewielkie zréznicowanie w retencji niniejszych
sktadnikéw. Jednakze rozpatrujgc catkowity przebieg chromatogramu, nalezy stwierdzi¢, ze wspomniany
kwas octowy wptywa na pogorszenie rozdzielenia pozostatych sktadnikéw mieszaniny (m.in. koelucja kwasu
trans- ferulowego, mirycetyny oraz czesciowo waniliny). Dodatkowo, zaobserwowano, ze oprécz kwasu
octowego, takze dodatek kwasu siarkowego (VI) wptywa na zmiane w rozdzieleniu 3 wspomnianych
skfadnikéw mieszaniny - koelucja kwasu trans-ferulowego, mirycetyny oraz waniliny. Pozostate
chromatogramy majg podobny przebieg, a jedyne, znaczne roéznice wystepuja w wartosciach
wspotczynnikdw retencji ostatniego z pikdw — kwercetyny (najwieksza warto$¢ dla kwasu ortofosforowego).
Zwiekszajgc udziat acetonitrylu w eluencie podstawowym do 30% odnotowano, ze wanilina i mirycetyna
charakteryzujg sie identyczng wartoscig wspétczynnika retencji dla wiekszosci wykorzystanych eluentéw.
Wyjatek stanowig eluenty AcCN : woda 3:7 v/v z dodatkiem kwasu octowego (pH eluentu = 3,5) oraz z TFA
(pH eluentu = 2,5), gdzie zaobserwowa¢ mozne niewielkie rozdzielenie pikow. Rozpatrujgc rozdzielenie
wszystkich pikdw, mozna uzna¢, ze najbardziej odpowiednimi modyfikatorami eluentu w tych warunkach jest
wiasnie kwas octowy, jak réwniez z kwaséw nieorganicznych: kwas solny i ortofosforowy.

Powyzej (rys. 6) umieszczono chromatogram mieszaniny wzorcowej, uzyskany z wykorzystaniem
kolumny chromatograficznej bez ,endcappingu” oraz z niezakwaszonym eluentem AcCN : H2O (3.7 v/v).
Poréwnujgc przebieg chromatogramami mozna zauwazyé znaczny spadek selektywnosci rozdzielania.
Ponadto, w przypadku zakwaszenia eluentu kwasem organicznym czas rozdzielania mieszaniny byt o 0k.0,5
min dtuzszy, natomiast kwasem nieorganicznym o ok. 1 min krétszy niz przy zastosowaniu eluentu nie
zakwaszonego. Moze to wynika¢, ze znacznej zmiany w hydrofobowosci czgsteczek w zaleznosci od
zastosowanego kwasu. W przypadku kwasu organicznego moze mie¢ miejsce tgczenie sie fragmentéw
czgsteczek analitow z zdysocjowanymi w srodowisku wodnym kwasami.

Dodatkowo, na podstawie wspoétczynnikéw asymetrii (jak rowniez na podstawie wizualnej analizy
przebiegu chromatograméw) mozna stwierdzi¢, ze w przypadku kolumn chromatograficznych zawierajgcych
wypetnienie typu RP-18e, tzw. ,ogonowanie” pikéw jest znacznie mniejsze niz podczas uzytkowania
kolumny typu RP-18 bez ,endcappingu”. Jest to konsekwencjg wystepowania oddziatywan grup polarnych
analitéw z powierzchnig wypetnienia (przez wystepowanie resztkowych grup hydroksylowych na powierzchni
wypetnienia) i mieszanego mechanizmu sorpcji. W przypadku kolumn posiadajgcych wypetnienie z
.endcappingiem” (t. po metylowaniu bgdz silanizacji wolnych grup hydroksylowych) obserwowana jest
wieksza symetria pikow, jak rowniez lesze ich rozdzielenie. Ciekawym zjawiskiem jest takze zmiana w
kolejnosci elucji dla kolumny bez encappingu z eluentem AcCN:H20 2:8 v/v w porownaniu do dwdch
pozostatych kolumn typu C-18e. Mianowicie zauwazono koelucje waniliny i mirycetyny w przypadku
niestosowania zadnego dodatku kwasu oraz koelucje kwasu trans-ferulowego oraz mirecytyny w przypadku
dodatku kwasu octowego.

W tabeli 8 zestawiono wyznaczone wartosci wspotczynnikow asymetrii (Aos) dla zwigzku
chemicznego o najwiekszej retencji — kwercetyny. Kwercetyna, zarébwno z wykorzystaniem eluentu w postaci
acetonitryl : woda 2:8 oraz 3:7, jest eluowana, jako ostatnia, co takze przekfada sie na wystepowanie
najwiekszych odksztatcen od gaussowskiego ksztattu piku. Ponadto, pik kwercetyny w kazdych z
wykorzystanych warunkéw chromatograficznych ulega rozdzieleniu do podstawy, co umozliwia
jednoznaczng interpretacje wynikdw w zakresie oceny sprawnosci rozdzielania oraz asymetrii pikow.
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Tabela 9. Zestawienie wspodtczynnikéw asymetrii dla kwercetyny.
Table 9. List of asymmetric coefficients for quercetin.

Rodzaj kolumny chromatograficznej/typ sorbentu
(Chromatographic column type / sorbent type)
Phenomenex Luna | LiChroCARTLiChrosp | LiChroCARTLiChrospher
Skiad eluentu | Dodatek kwasu (pH C-18(2) (150x4,6 | her RP C-18e - ® | RP €18 - 250%4 mm, 5
podstawowego | eluentu)
mm, 3 ym) 250x4 mm, 5 um um
Koelucja
- sktadnikow 2,12 2,80
mieszaniny
) ) HCI (pH = 2,5) 0,90 1,54 2,55
@flCN'HZO 28 ["H,504(pH = 2,5) 0,95 1,47 2,08
H3PO4 (pH = 2,5) 0,96 1,25 2,07
HCOOH (pH =2,5) 0,91 1,40 2,20
CH3COOH (pH = 3,5) 1,16 1,68 2,10
TFA (pH = 2,5) 1,02 1,38 2,27
- 1,69 2,15 3,62
HCI (pH = 2,5) 1,15 1,50 1,82
. . H2SO4(pH = 2,5) 0,95 1,29 1,78
'\'I*/‘\’/CN'HZO 37 H4POs (pH = 2,5) 1,01 1.8 1,77
HCOOH (pH = 2,5) 1,12 2,05 2,25
CHsCOOH (pH = 3,5) 1,60 2,17 2,57
TFA (pH =2,5) 1,16 1,40 2,03

Tabela 10. Kolumna Phenomenex Luna C-18(2)
Table 10. Phenomenex Luna C-18 column (2)

Kwas 4-hydroksybenzoesowy p-hydroksybenzoesan metylu
. Liczba
Kwasn Czas Wsp. . . Czas Wsp. i Wsp.
modyf.y retenciji, retenrz:ji, Liczba r;\cl'ﬂek teoret. retenciji, reten%ji, tpo’rel: rodz./sglekt.
Eluentu tr [min] k[] [ tr [min] k[] ?\j’r[e] : al]
- 1,18 0,93 979 5,84 8,57 16477 9,18
HCI 2,09 0,62 10785 5,84 3,53 15439 571
ACCN | H2S04 2,08 0,60 11005 5,75 3,43 16567 571
:woda | HsPO4 2,11 0,62 10802 5,91 3,565 15356 5,72
2:8viv | HCOOH 2,05 0,58 10443 5,64 3,34 15428 5,76
CHsCOOH 1,97 0,52 10363 5,16 2,97 15650 5,37
TFA 2,05 0,57 10561 5,58 3,29 15522 5,73
- 1,83 0,49 4642 3,08 1,50 12599 3,07
HCI 1,71 0,28 8258 3,28 1,45 13751 5,20
AcCCN | H2SO4 1,73 0,29 8373 3,38 1,52 13721 5,19
:woda | H3POg4 1,95 0,50 8758 3,77 1,90 14451 3,81
3:7viv | HCOOH 1,59 0,23 8349 2,94 1,26 13488 5,59
CHsCOOH 1,70 0,31 9130 3,37 1,59 14545 5,18
TFA 1,71 0,31 8593 3,31 1,55 14122 4,95
Tabela 11. Kolumna LiChrospher RP-18e
Table 11. LiChrospher RP-18e column
Kwas 4-hydroksybenzoesowy p-hydroksybenzoesan metylu
Kwasny Czas Wsp. L'C,fblf Czas Wsp. Liczba potek Wsp.
modyf. retenciji retenciji tggr?at retencji retenciji teoret. rodz./selekt.
Eluentu tr [min] k [-] N [_]' tr [min] k [-] N [-] al-]
- 2,42 0,32 1574 10,06 4,50 12223 13,95
HCI 2,79 0,71 8992 9,23 4,66 12447 6,75
AcCCN : | H2SO4 2,90 0,93 9508 9,03 5,02 12839 5,38
woda | H3POg4 2,80 0,71 9024 9,30 4,67 12494 6,60
2:8 viv | HCOOH 2,69 0,81 9098 8,73 4,86 12318 6,02
CHsCOOH 2,67 0,60 9952 8,12 3,86 12546 6,47
TFA 2,71 0,63 9189 8,73 4,26 12346 6,76
- 1,97 0,33 9395 4,56 2,08 11763 6,24
HCI 2,01 0,29 7904 4,37 1,82 11242 6,18
ACCN : | H2SO4 2,09 0,29 9036 4,63 1,86 11649 6,46
woda | H3PO4 2,16 0,31 8229 4,77 1,89 11449 6,12
3:7viv | HCOOH 191 0,26 8474 3,97 1,63 11588 6,21
CHsCOOH 2,07 0,37 7942 4,83 2,20 11522 5,96
TFA 2,01 0,33 8093 4,43 1,93 11274 5,87
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Tabela 12. Kolumna LiChrospher RP-18
Table 12. LiChrospher RP-18 column

Kwas 4-hydroksybenzoesowy p-hydroksybenzoesan metylu
Kwasny Czas Wsp. ngzba Czas Wsp. Liczba potek Wsp.
. - potek - .
modyf. retencii, retencji, teoret retencji, retenciji, teoret. rodz./selekt.
Eluentu tr [min] k [-] N[ ' tr [min] k [-] N [-] alf]
- 2,39 0,58 1683 9,83 5,51 9734 9,42
HCI 2,89 0,73 7097 9,55 4,72 10387 6,44
AcCN : | H2SO4 2,73 0,64 7363 8,58 4,17 10367 6,49
woda | HsPOg4 2,91 0,76 7347 9,68 4,83 10725 6,40
2:8 viv | HCOOH 2,81 0,69 7709 9,19 4,53 11035 6,53
CH3COOH 2,61 0,67 8061 8,01 4,14 10803 6,17
TFA 2,83 0,60 7490 9,17 4,18 10871 7,01
- 1,95 0,26 5596 4,87 2,14 9709 8,22
HCI 2,03 0,30 5824 4,45 1,85 9053 6,10
AcCN : | H2SO4 2,05 0,31 6313 4,52 1,90 9354 6,08
woda | H3PO4 2,01 0,32 6068 4,45 1,93 9544 5,95
3:7viv | HCOOH 1,93 0,27 7009 4,05 1,66 9502 6,21
CHsCOOH 2,11 0,32 6735 4,95 2,11 10250 6,50
TFA 2,07 0,34 6391 4,65 2,00 9728 5,93

Zgodnie z zatozeniami, mozna zaobserwowaé spadek w symetrii pikbw wraz ze spadkiem
hydrofobowosci frazy stacjonarnej. Ponadto, najbardziej korzystny wplyw na symetrie pikéw posiadajg
eluenty zakwaszone kwasem orofosforowym, siarkowym rozpatrujgc kwasy nieorganiczne, natomiast w
przypadku kwasow organicznych: mréwkowy oraz TFA.

Wplyw rodzaju eluentu na sprawnos¢ wyrazang w postaci liczny poétek ilosci teoretycznych (N),
wyznaczono dla uproszczonej (dwuskladnikowej) mieszaniny wzorcow skiadajgcej sie z kwasu 4-
hydroksybenzoesowego oraz p-hydroksybenzoesanu metylu (tabele 9-11).

Najwyzszg wartos¢ liczby poélek teoretycznych (N) osiggnieto dla kolumny Phenomenex Luna C-18(2) i
eluentu w postaci AcCN:H20 2:8 v/v + H2SO4 (N = 11005 dla kwasu 4-hydroksybenzoesowego oraz N =
16567 dla p-hydroksybenzoesanu metylu). Podobne rezultaty uzyskano takze w przypadku zakwaszenia
eluentu kwasem ortofosforowym (odpowiednio N = 10802 oraz 15356). W przypadku wykorzystania eluentu
podstawowego zawierajgcego 30% v/v AcCN uzyskano podobne rezultaty (liczbe potek teoretycznych
oszacowano jako 9 tys. dla pierwszego piku oraz 11 tys. dla drugiego). Jednak, w przypadku bardziej
ztozonej mieszaniny eluent w postaci AcCCN:Hz20 2:8 v/v nie gwarantowat dostatecznego rozdzielenia pikow,
ze wzgledu za niskg site elucyjng oraz mozliwe oddziatywania zwigzkéw chemicznych z fazg ruchomag—
pomimo wzrostu sprawnosci, widoczne jest obnizenie selektywnosci rozdzielania wraz ze zwiekszaniem
zawartosci sktadnika organicznego w eluencie.

W przypadku wykorzystania kolumny C-18(2) i eluentu niezakwaszonego z 20% acetonitrylu
odnotowano znaczny spadek sprawnosci dla kwasu 4-hydroksybenzoesowego (N = 979). Dla 30 % - w
mniejszym stopniu. Praktycznie brak rozdzielenia mieszaniny ztozonej z 11 sktadnikow, jak ma to miejsce z
zastosowaniem wypetnien C18 o bardziej korzystnej charakterystyce pod wzgledem ,endkeeping’u”, tzn.,
zamaskowania mozliwosci polarnych oddziatywan grup funkcyjnych, jak ma to miejsce w przypadku kolumn
stosowanych w badaniach zrelacjonowanych we wczesniejszej czesci niniejszej pracy. To potwierdza
whnioski z wczedniejszych naszych badan [24], ze szczegdblnie w przypadku kolumn C18, gdy ,maskowanie”
mozliwosci oddziatywania grup OH nie jest wystarczajgco doskonale wykonane przez producenta sorbentu,
ich stosowanie do rozdzielania skfadnikéw hydrolizatéw, bedgcych w duzej czesci organicznymi kwasami o
réznej ,mocy”, konieczne jest stosowanie wytgcznie kolumn C18 o wzglednie ,porzadnie” dokonanym
endkeeping’iem .

Ten wniosek jest bardzo niekorzystny z praktycznego punktu widzenia, poniewaz tego rodzaju
sorbenty, lub kolumny preparatywne wypetnione tego rodzaju sorbentami sg wyraznie bardziej kosztowne od
»Zwyktych” wypetnien kolumn typu C18.

4. Podsumowanie

Retencja i selektywnosé rozdzielania w przypadku stosowania okreslonego typu sorbentu jest
wypadkowg wielu czynnikéw. Przede wszystkim, zalezy od rodzaju fazy stacjonarnej oraz od sktadu eluentu
(rodzaju i zawartosci organicznego modyfikatora w eluencie). W przypadku elucji gradientowej, takze od
charakterystyki programu elucji. W przypadku faz stacjonarnych typu C18, stosowanych w badaniach, wazne
znaczenie ma takze stopiehh pokrycia weglem powierzchni sorpcyjnej. Przy rozdzielaniu organicznych
zwigzkéw chemicznych o kwasnym (a takZze o zasadowym charakterze), istotny jest stopienn doskonatosci
wykonania tzw. endkeeping’u, tzn., maskowania mozliwosci oddziatywania resztkowych grup funkcyjnych
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OH na powierzchni zelu krzemionkowego, tzn., grup funkcyjnych OH, w ktérych — ze wzgledéw sterycznych
wodér nie mogt zostac¢ zastgpiony farnncuchem weglowodorowym.

Rozdzielczo$¢ kolumny zalezy, jak wiadomo, tez od sprawnosci kolumny, mierzonej liczbg poétek
teoretycznych (N). Tu znaczenie ma s$rednia wielkos¢ ziaren, szeroko$¢ frakcji ziarnowej wypetnienia,
wartos¢ liniowej predkosci przeptywu eluentu, jego lepkos¢ dynamiczna, a takze, temperatura, stopieh
upakowania kolumny i inne czynniki. Przede wszystkim, jednak, charakter profilu przeptywu eluentu w
poprzecznym przekroju wypetnienia kolumny.

Przedmiotem pracy byt dobdr optymalnych izokratycznych warunkéw elucyjnego rozdzielania
mieszaniny 11 zwigzkdéw chemicznych o charakterze stabych kwaséw z wykorzystaniem RP-HPLC. Sktad
mieszaniny wzorcowej dobrano na podstawie potencjalnego sktadu hydrolizatéw biomasy ligno-celulozowej
(BMLC).

Stwierdzono, ze zastosowanie eluentu o zawartosci 30% v/v acetonitrylu wptywa nieoczekiwanie na
zwiekszenie stopnia rozdzielenia duzej czesci skiadnikéw badanej mieszaniny, mimo wzrostu w tych
warunkach sity elucyjnej eluentu. Odnotowano tez zmiane w kolejnosci elucji, niektérych rozdzielanych
skfadnikéw skiad ze zmiang sity elucyjnej eluentu.

Zakwaszenie eluentu do pH réwnego 2,5 - 3 (ponizej najnizszej warto$ci pKa najbardziej kwasnego
sktadnika mieszaniny o co najmniej 0.5), powoduje wzrost wartosci a - selektywnosci rozdzielania zwigzkéw
chemicznych o pKa mieszczacym sie w zakresie od ok. 4 do 6. Jest to powodowane przede wszystkim,
~cofnieciem” dysocjacji kwasnej eluowanych skfadnikéw rozdzielanej mieszaniny, a stgd podwyzszeniem ich
wzglednej hydrofobowosci. Istotne znaczenie moze tez mie¢ ,cofanie” kwasnej dysocjacji wolnych grup OH
na powierzchni zelu krzemionkowego, ktére w obecnosci w poblizu tancuchéw C18, mogg — w czesci,
znajdowac sie na powierzchni sorpcyjnej o postaci anionéw Si-O- (?)

Badania tej pracy wykazaly, ze optymalne warunki rozdzielania $rednio i nisko hydrofobowych
organicznych zwigzkéw chemicznych o charakterze stabych kwaséw, jakich w znacznie wiekszej liczbie,
nalezy sie spodziewa¢ w hydrolizatach BMLC, a takze, w niektorych ekstraktach z materiatéw roslinnych.
Niezwykle celowe jest stosowanie sorbentu 2z endcappingiem oraz dodatkowym sieciowaniem
powierzchniowym (tu - Luna C-18(2)); Jednak, nalezy liczy¢ sie z tym, ze w przypadku rozdzielania w skali
preparatywnej wykorzystanie tego typu sorbentdw bedzie wigzato sie z podwyzszonymi kosztami
inwestycyjnymi, ze wzgledu na ciggle jeszcze znacznie wyzszg cene tego rodzaju sorbentéw. Optymalny
eluent to mieszanina acetonitryl (AcCN) — woda. Badana wstepne wykazaty wyraznie gorszg selektywnos¢ w
przypadku eluentu metanol (MeOH) — woda. W przypadku rozdzielania mieszanin o ztozonym sktadzie i o
znacznej rozpigtosci wartosci hydrofobowosci sktadnikéw rozdzielanej mieszaniny (znacznym zréznicowaniu
wartosci log P), w zastosowaniach preparatywnych celowe bedzie wykorzystywanie elucji stopniowej,
poczawszy od ok. 5% v/v AcCN, do ok. 40% v/v AcCN. Zréznicowane wartosci wspotczynnikéw nachylenia
linii Ig k = f(udziatu AcCN w eluencie), sugeruje, ze w kazdym przypadku konkretnego problemu
rozdzielczego, bedzie konieczne staranne okreslenie optymalnych warunkéw elucji. Pomocne moze byé
wykorzystywanie pomocniczo narzedzi programowych umozliwiajgcych optymalizacje sktadu eluentu. celu
osiggniecia catkowitego rozdzielenia pikow do podstawy niezbedne jest wykorzystanie elucji gradientowej ze
zmiang sktadu eluentu. Najbardziej korzystnym modyfikatorem eluentu, wptywajgcym na poprawe symetrii
pikbéw oraz selektywnosci rozdzielania jest kwas ortofosforowy (fosforowy V) oraz siarkowy (VI). Jednak, w
przypadku korzystania z detekcji za pomocg spektrometru mas niedopuszczalne jest stosowanie dodatku do
eluentu w postaci kwasoéw nieorganicznych. Dlatego tez, jako optymalny dodatek obnizajgcy pH eluentu,
nalezy wyrézni¢ lotny i srednio mocny kwas mréwkowy.

Przedstawiona w pracy metodyka identyfikacji, wykorzystujgca dokfadne okreslenie wartosci
wspotczynnika retencji eluowanych sktadnikow mieszaniny, a wtedy, gdy to tylko mozliwe — widma w
zakresie UV-VIS za pomoca detektora UV-VIS-DAD, pozwala na identyfikacje zwigzkéw chemicznych o
niskiej i Sredniej hydrofobowosci, wchodzgcych w sktad hydrolizatéw z biomasy ligno-celulozowej, stosujgc w
badaniach wzorce odpowiednich zwigzkéw chemicznych. Jednakze, identyfikacja w ten sposéb sktadnikow
hydrolizatéw otrzymywanych w warunkach utleniania bedzie w ten sposoéb utrudniona. Najbardziej celowg
metodyka identyfikacji wydaje sie wowczas sprzezenie HPLC-MS. Nalezy jednak zaznaczyé, ze w
przypadku korzystania z detekcji za pomocg spektrometru mas, niedopuszczalne jest stosowanie dodatku
do eluentu w postaci kwaséw nieorganicznych. Dlatego tez, jako optymalny dodatek obnizajgcy pH eluentu
w warunkach LC-MS nalezy wyrdzni¢ kwas mrowkowy.

W przypadku rozdzielania oraz badania skladu ,rzeczywistych” hydrolizatow, szczegdlnie
otrzymywanych w warunkach utleniania, czy z wykorzystaniem takich ,promotoréw” hydrolizy, jak gliceryna,
czy alkanoloaminy, lub pi-perydyna itp., hydrolizaty bedg mieszaninami zlozonymi ze znacznie wyzszej
liczby sktadnikéw, niz stosowana w badaniach mieszanina wzorcowa. Woéwczas skali analitycznej, czy semi-
preparatywnej dla catkowitego rozdzielenia wszystkich sktadnikéw mieszaniny do podstawy pikow celowe
bedzie najprawdopodobniej wykorzystywanie dwuwymiarowego rozdzielania z elucjg gradientowg w kazdym
stopniu rozdzielania (2D-grad-HPLC) oraz detekcji UV-VIS-DAD / MS. Natomiast, w skali preparatywnej lub
procesowej celowe wydaje sie, wowczas, stosowanie rozdzielania dwuwymiarowego z elucjg skokowg w
kazdym ,wymiarze” separacji (2D-el./stopn. — HPLC), detekcjg UV-VIS-DAD / MS. Tego rodzaju badania
beda przedmiotem kolejnych publikacji.
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5.  Whnioski koncowe

Badania tej pracy wykazaly, ze optymalnym dodatkiem do eluentu wykorzystanym do rozdzielania,
identyfikacji i oznaczania wzglednie, srednio i nisko polarnych sktadnikow mieszanin organicznych zwigzkéw
chemicznych otrzymywanych z procesu konwersji biomasy lignocelulozowej, lub suszu roslinnego z
wykorzystaniem wysokosprawnej kolumnowej elucyjnej chromatografii cieczowej w odwréconych ukfadach
faz (RP-HPLC) z elucjg izokratyczng, sposrod kwasow nieorganicznych, jest kwas ortofosforowy. Jednak
jego zastosowanie ogranicza mozliwos¢ stosowania selektywnej detekcji w postaci spektrometrii mas.
Natomiast, najkorzystniejszym modyfikatorem sposréd lotnych kwasoéw organicznych, okazat sie kwas
mréwkowy. Jednakze, kwas mrowkowy absorbuje promieniowanie UV do ok. 230 nm, co uniemozliwia
wykorzystanie w tym zakresie dtugosci fali detektora typu UV-VIS-DAD do detekcji, identyfikacji oraz
oznaczania zwigzkéw chemicznych o charakterze alifatycznych kwaséw karboksylowych, czy tego rodzaju
hydroksy-kwasoéw karboksylowych, lub ich estrow, zawierajgcych wytgcznie niearomatyczne struktury
molekularne, ktére absorbujg swiatto UV w tym samym zakresie, jak kwas mréwkowy. Celowe jest rowniez
stosowanie sorbentu z endcappingiem oraz dodatkowym sieciowaniem powierzchniowym.

Conclusions

Studies of this work have shown that the optimum addition to the eluent used for the separation,
identification and determination of relatively medium and low polar components of organic chemical mixtures
obtained from the conversion process of lignocellulosic biomass or vegetable drought using high
performance elution column chromatography in reversed phase systems ( RP-HPLC) with isocratic elution, is
as from the inorganic acid - orthophosphoric acid. However, its use limits the possibility of using selective
detection in the form of mass spectrometry. Notwithstanding formic acid proved to be the most preferred
modifier among volatile organic acids. However, formic acid absorbs UV radiation up to around 230 nm,
which makes it impossible to use the UV-VIS-DAD detector wavelength in this range for detection,
identification and determination of aliphatic carboxylic acids or such hydroxy-carboxylic acids. or their esters,
containing only non-aromatic molecular structures that absorb UV light in the same range as formic acid. It is
also desirable to use a sorbent with endcapping and additional surface crosslinking.
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