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lll. Czes¢ teoretyczna

lll.1. Podstawy chromatografii

Chromatografia to obecnie jedna z najbardziej rozpowszechnionych metod
instrumentalnych w analityce chemicznej. Umozliwia wykrycie i oznaczenie ilosci substancji
zawartej w probce, w obecnosci wielu innych sktadnikéw. Jest to technika analityczna
stosowana w przemysle, rolnictwie, ochronie $rodowiska oraz w medycynie i farmacji.
Chociaz chromatografia jest przede wszystkim technikg analityczng wykorzystywana jest
takze w badaniach fizyko-chemicznych. W sposéb chromatograficzny badane sg adsorbenty
i procesy adsorpcji, katalizatory oraz wtasciwosci fizykochemiczne i biologiczne substancji
organicznych.

Chromatografia to technika analityczna, ktéra wykorzystuje réznice powinowactwa
rozdzielanych substancji do fazy stacjonarnej (nieruchomej) i ruchome;j, czyli r6zny podziat
poszczegdlnych sktadnikéw mieszaniny migdzy te fazy. Faza ruchoma moze by¢ gaz, ciecz
lub fluid, czyli substancja w stanie nadkrytycznym (stan posredni miedzy cieczg i gazem).
Stan skupienia fazy ruchomej jest podstawowym kryterium podzialu metod
chromatograficznych, zgodnie z ktérym wyrdézniamy chromatografi¢ gazows, cieczowg
1 fluidalng. Réwniez faza nieruchoma moze wystgpowac w postaci ciala statego lub cieczy.
Wyrézniamy woéwczas chromatografie adsorpcyjna i podziatowa. W zaleznosci od tego czy
faza stacjonarna umieszczona jest w kolumnie czy tez na plaszczyznie, mamy do czynienia
z chromatografia kolumnowg lub planarng (cienkowarstwowa). Uproszczong klasyfikacje
technik chromatograficznych przedstawia ponizszy schemat:

chromatografia

/\

gazowa cieczowa fluidalna

adsorpcyjna podziatowa ?pcyj a /dzw adsorpcyjna podziatowa

kolumnowa kolumnowa cienkow s% ywa kolumnowa
/ \ / planarna

klasyczna wysokosprawna ci$nieniowa

Rysunek. 1 Podziat technik chromatograficznych.

Podstawowym parametrem chromatograficznym jest wspéiczynnik retencji k, ktory jest
ilosciowg miarg procesu podziatu chromatografowanej substancji migdzy fazg stacjonarng
1 ruchomg. Wspélczynnik ten zdefiniowany jest jako stosunek ilo$ci (np. liczby moli)



Badanie wtasciwosci lipofilowych wybranych pestycydow

substancji chromatografowanej w fazie stacjonarnej do jej iloSci w fazie ruchomej. Warto$¢
k jest w danej temperaturze i dla danego uktadu chromatograficznego, tj. fazy stacjonarnej
i ruchomej, charakterystyczna dla analizowanej substancji.

W chromatografii cienkowarstwowej podstawowym parametrem retencyjnym jest Rp,
czyli wspolczynnik retardacji (opdznienia). Jego warto§¢ mozna obliczy¢ wprost
z chromatogramu (rysunek 2) zgodnie ze wzorem:

R — a  Srodek plamki (1)
F™ b ™ czoto fazy ruchomej
linia mety
b

linia startu

Rys. 2. Ptytka chromatograficzna po rozwinigciu.

Wspoétczynniki retencji k i R wiagze nastepujaca zalezno$¢:

= L= Re 2)
Rp
lub
1-R
logk = log F = Ry 3)
Rp

Parametr Ry wystepujacy w réwnaniu 3 to najczgsciej stosowany w chromatografii
cienkowarstwowej parametr retencyjny. W zalezno$ci od ukladu chromatograficznego
parametr Ry moze osigga¢ warto$ci zawarte w przedziale od 0 do 1. Substancja nie migrujaca
w danym uktadzie osigga warto$¢ Rr = 0 (zostaje na linii startu). Jezeli substancja wedruje
z czotem fazy ruchomej to odpowiadajaca jej warto$¢ Ry = 1.

lll.2. Pojecie lipofilowosci

Terminem lipofilowos$¢ okresla si¢ powinowactwo czasteczki do fazy organicznej,
czyli preferowanie przez czasteczke tej fazy nad faze wodng. Czesto uwaza sie, ze
lipofilowo$¢ jest synonimem stowa hydrofobowo§¢ oznaczajgcego unikanie wody
1 niejednokrotnie oba poj¢cia uzywane sg zamiennie. Jednak zgodnie z zatozeniami IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), od 1996 roku odréznia si¢ pojecie
hydrofobowosci od lipofilowosci. Miarg lipofilowosci jest dystrybucja substancji w uktadzie
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dwufazowym. ciecz-ciecz, o ktdrej decyduja oddzialywania migdzyczgsteczkowe wystepujace
pomiedzy dang substancjg i fazg niepolarng. Natomiast hydrofobowo$¢ jest skutkiem
przyciagajacych oddziatywan miedzy grupami niepolarnymi (pierscieniami, ancuchami
weglowodorowymi) czasteczek danej substancji powodujacych ich agregacje w Srodowisku
wodnym. Tak wigc hydrofobowos$¢ jest integralnym elementem lipofilowoS$ci, ktéra jest
pojeciem bardziej ogdlnym. Lipofilowos¢ jest waznym parametrem charakteryzujacym
substancje czynne biologicznie jakimi sg leki czy $rodki ochrony roslin. Obecnie lipofilowo$¢
jest jednym z podstawowych parametréw wyznaczanych dla nowosyntezowanych substancji
0 znaczeniu biologicznym.
Dziatanie substancji chemicznej (leku lub trucizny) na zywy organizm to szereg
procesOw biofizycznych i biochemicznych, ktére podzieli¢ mozna na trzy fazy:
e farmaceutyczng, na ktora sktada si¢ forma w jakiej przyjmowana substancja dociera do
organizmu, sposéb jej podania oraz uwalniania si¢ w organizmie;
e farmakokinetyczna, czyli transport czasteczek substancji w organizmie, ich metabolizm
i eliminacja;
e farmakodynamiczna, czyli oddzialywanie czasteczki substancji z farmakoreceptorem
przynoszace pozadany efekt farmaceutyczny.
Cho¢ kazdy z wymienionych etapow jest zwigzany z charakterem lipofilowym substancji, to
najistotniejszy wptyw wywiera ona na procesy dystrybucji leku w organizmie, czyli na faze
farmakokinetyczng. Szczegélng uwage nalezy zwrdci¢ na zachowanie si¢ danej substancji
podczas przenikania przez lipofilowe btony komérkowe oddzielajgce srodowiska wodne.
Lipofilowo$¢ jest opisywana przez procesy podzialowe migdzy dwiema fazami:
niepolarng (organiczng) i polarng (najczesciej wodng). Ilosciowa miarg takiego procesu jest
wspotczynnik podziatu P, czyli stosunek stezenia danej substancji w fazie organicznej (Corg)
do jej stezenia w fazie wodnej (cy), W stanie rOwnowagi:

COT

Od lat 60-tych uklad ekstrakcyjny n-oktanol/woda jest tradycyjnie stosowany do
badania wtasciwosci lipofilowych réznych zwigzkow aktywnych biologicznie, a prace
badawcze prowadzone w ciggu ostatnich kilkudziesi¢ciu lat dowodza, Ze wyznaczana dla tego
ukladu lipofilowos¢ jest silnie skorelowana z lipofilowos$cig uktadéw biologicznych. Obecnie
powszechnie dostgpne sg do§wiadczalnie wyznaczone wartosci log P dla tysiecy réznych
substancji organicznych.

Tradycyjna metoda wyznaczania wartosci log P, to znaczy ekstrakcja w uktadzie
n-oktanol/woda, jest bardzo pracochtonna i mato doktadna. Wymaga stosowania stosunkowo
duzych ilo$ci bardzo czystych substancji. Juz niewielkie ilo$ci zanieczyszczen mogg
drastycznie zmienia¢ wyniki pomiaréw i prowadzi¢ do biednych wnioskow. Konieczne jest
takze stosowanie bardzo czulych metod analizy iloSciowej do oznaczania stezen danej
substancji w poszczegdlnych fazach. Mierzalny zakres log P wynosi od -3 do 3 (P = 0,001-
1000). Dlatego tez znaczenia nabierajg posrednie metody wyznaczania lipofilowosci, wsrod
ktérych najwazniejsze sg metody chromatograficzne.
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Obecnie, poza metodami do$wiadczalnymi (bezposrednimi i posrednimi), do
wyznaczania wartosci log P stosowane sg takze metody obliczeniowe, ktdre podzieli¢ mozna
na trzy grupy:

— metody oparte na fragmentach czasteczek (okreslonym fragmentom, tzn.
atomom lub grupom atoméw, przyporzadkowane sg pewne do$wiadczalnie
wyznaczone wartosci, ktérych suma stanowi catkowitg warto$¢ log P czasteczki);

— metody atomowe (kazdy atom charakteryzuje pewna stata - wktad w lipofilowos¢
czasteczki, przy czym atomy tego samego typu, w zaleznosci od konfiguracji, maja
rézne wartosci statych atomowych; sumowanie statych atomowych prowadzi do
wartos$ci log P czasteczki jako cato$ci);

— metody oparte na wlasciwosciach calych czasteczek (na podstawie obliczonych
kwantowo-mechanicznie energii solwatacji czasteczki w fazie wodnej i
organicznej wyznacza si¢ wartos¢ log P).

Metody obliczeniowe dobrze sprawdzajg si¢ w przypadku substancji o niezbyt
skomplikowanej strukturze i pozwalajg unikng¢ zmudnych badan doswiadczalnych. Posiadaja
jednak znaczne ograniczenia i zawodzg w przypadku substancji izomerycznych lub zdolnych
do tworzenia wewnetrznych wigzan wodorowych.

lll.3. Chromatograficzne metody pomiaru lipofilowosci

Cho¢ chromatografia to przede wszystkim technika analizy iloSciowej i jakosciowej
mieszanin, stosuje si¢ ja takze w innych dziedzinach nauki, zwlaszcza w badaniach
fizykochemicznych. Podstawg tych badan jest fakt, Ze wynik chromatograficzny
(wspotczynnik retencji) jest zalezny od proceséw fizykochemicznych decydujacych
o mechanizmie retencji. Miedzy wspdtczynnikiem podziatu P w uktadzie ekstrakcyjnym
a wspolczynnikiem retencji k w analogicznym ukladzie chromatograficznym istnieje
nastepujacy zwiazek:

V.
logk = logP + logV—S )
M

gdzie Vg i Vj; to objetosci fazy stacjonarnej i ruchomej w danym uktadzie
chromatograficznym.

Do oceny wiasciwosci lipofilowych substancji organicznych szczegélnie przydatna jest
chromatografia cieczowa w odwréconym uktadzie faz. Chromatografia cieczowa
w odwréconym ukladzie faz wykorzystuje niepolarng faze stacjonarng oraz polarng faze
ruchomg. W pomiarach lipofilowosci fazg stacjonarng jest zwykle faza RP-18, w ktorej
z powierzchnig adsorbentu (Zelu krzemionkowego) sa chemicznie zwigzane lancuchy
weglowodorowe (-CigHs7). Fazy ruchome zawierajg, oprocz wody, modyfikator organiczny,
ktérym najczesciej jest metanol (stosowany moze by¢ takze acetonitryl, aceton czy dioksan)
a w przypadku badania substancji zdolnych do jonizacji takze bufor o odpowiednim pH.
W poréwnaniu z metoda ekstrakcyjng chromatograficzne metody oceny lipofilowo$ci maja
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wiele zalet. Przede wszystkim sg znacznie mniej pracochionne i umozliwiajg jednoczesne
wykonywanie wielu pomiaréw. Nie jest konieczne stosowanie duzych ilosci badanych
substancji, jak tez nie maja znaczenia ewentualne zanieczyszczenia, co jest szczegdlnie wazne
w przypadku badania substancji naturalnych. Znacznie szerszy jest tez zakres mierzonych
do$wiadczalnie wartos$ci lipofilowosci i nie ma potrzeby wykonywania analiz iloSciowych.
Metody chromatograficzne sg bardziej powtarzalne i pozwalajg na standaryzacje¢ uzyskanych
wynikéw przez wykonywanie pomiaréw dla substancji wzorcowych. Uwaza si¢ takze, ze
dynamiczny uktad chromatograficzny zdecydowanie bardziej przybliza biologiczne uktady
podziatowe istniejagce w zywych organizmach.

Mimo szeregu zalet, chromatograficzne metody pomiaru lipofilowosci majg takze
ograniczenia. Standardowym parametrem lipofilowosci, odpowiadajagcym ukltadowi
podzialowemu n-oktanol/woda, jest wspdlczynnik retencji w czystej wodzie jako fazie
ruchomej - ky. Bezposrednie zmierzenie tego parametru, przy zastosowaniu wody jako fazy
ruchomej oraz zwigzanej chemicznie fazy RP-18 jako fazy stacjonarnej, jest mozliwe jedynie
w przypadku substancji o umiarkowanej lipofilowosci i to tylko w technikach
wykorzystujagcych wymuszony przeptyw fazy ruchomej, to znaczy w chromatografii
kolumnowej lub planarnej wysokoci$nieniowej. Klasyczna chromatografia cienkowarstwowa
wykorzystujaca jedynie sily kapilarne jest w tym przypadku nieprzydatna, albowiem czysta
woda nie zwilza niepolarnej fazy stacjonarnej jaka jest wypelnienie typu RP-18. Jednak
nawet techniki wysokoci$nieniowe, z uwagi na tzw. ,,0g6lny problem elucji’, majg swoje
ograniczenia: silnie lipofilowe substancje, o duzym powinowactwie do fazy stacjonarnej, sg
tak powoli eluowane z kolumny, ze odpowiadajgce im piki sg silnie rozmyte i nie jest
mozliwe oznaczenie ich maksiméw. Substancje takie w technice wysokoci$nieniowe]
chromatografii planarnej, z tych samych co poprzednio powodéw, nie migruja z linii startu.
W praktyce chromatograficznej lipofilowo$¢ substancji, opisywang przez parametr k,,
wyznacza si¢ metodami ekstrapolacyjnymi. Oznacza to, ze wykonywane sg pomiary dla
szeregu faz ruchomych o zmieniajacej si¢ zawarto§ci modyfikatora organicznego w fazie
ruchomej, a nastgpnie z otrzymanych w ten sposéb tzw. funkcji retencji, czyli zalezno$ci
opisujacych wplyw stezenia modyfikatora organicznego na parametry retencyjne, wyznacza
si¢ ekstrapolowang warto$¢ wspolczynnika retencji w czystej wodzie. Stosuje si¢ w tym celu
ekstrapolacje funkcji retencji w kierunku zerowego stezenia modyfikatora organicznego
w fazie ruchomej, czyli czystej wody jako eluentu. Wyniki tej procedury zalezg nie tylko od
wyboru funkcji ekstrapolacyjnej, ale takze rodzaju i zakresu stg¢zenia modyfikatora
organicznego w fazie ruchomej. Najczesciej jako funkcje ekstrapolacyjne stosuje si¢ rOwnanie
linii prostej lub wielomian drugiego stopnia.
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IV. Czes¢é doswiadczalna

A. Aparatura i odczynniki

1.

Aparatura:
— komory do chromatografii cienkowarstwowe;j
— pipety szklane: 2.cm’ - 2 szt.
— erlenmayerki 25 cm’ - 4szt.
— lampa UV — 254 nm
— mikrostrzykawka
— linijka
— nozyk do zdrapywania fazy stacjonarnej
— oléwek
. Odczynniki:
— woda
— dioksan
— ptytki do chromatografii cienkowarstwowej TLC RP-18F;s4
— bibula

— erlenmayerka z chlorkiem etylenu do ptukania strzykawki
— roztwory wzorcOw pestycydéw w chlorku etylenu (Tabela 1).

Tabela 1. Badane pestycydy.

Nr substancji Wzér strukturalny

1 B
@NH—«':'—CLg
Y,
— &l
o cl
2 F NH—I!J—CLCI
\
i
3 @—NH c—c—c:|

I
4 @—NH—C—C—G

]

NH—C—C—CI
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B. Wyznaczanie retencji pestycydéw w mieszanej fazie ruchomej

1. Przygotowanie faz ruchomych
W czterech erlenmayerkach przygotowaé fazy ruchome o nastepujacym skladzie:

1. woda + dioksan (1,5 cm’ + 1,5 cm3)
2. woda + dioksan (1,4 cm’ + 1,6 cm’ )
3. woda + dioksan (1,3 cm’ + 1,7 cm3)
4. woda + dioksan (1,0 cm’ + 2,0 cm’ )
Fazy ruchome nalezy przygotowac z doktadnoscig do 0,01 cm’.

2. Przygotowanie ptytek do analizy i aplikacja substancji

Aby unikng¢ tzw. efektow brzegowych, z dluzszych bokéw ptytek zeskrobaé
nozykiem okoto 1,5 mm fazy stacjonarne;.

Poszczegolne substancje nalezy nanosi¢ wzdtuz krétszego boku ptytki ok. 3 mm od jej
dolnej krawedzi. Skrajne substancje nanosi¢ w odlegto$ci okoto 6 mm od brzegéw ptytki
a kolejne w réwnych odleglosciach (ok. 9 mm) jedna od drugiej. Miejsca dozowania
poszczegdlnych substancji delikatnie oznaczy¢ oldwkiem. Przy pomocy mikrostrzykawki
nanosi¢ po 1 uL kazdej substancji na ptytke. Substancje nanosi¢ od razu na wszystkie cztery
ptytki.

Po naniesieniu kazdej substancji kilkakrotnie przeplukaé strzykawke chlorkiem
etylenu, aby nie zanieczyszczaé¢ wzorcow. Przeptukujaca ciecz wylewaé¢ do oddzielnego
pojemnika z bibula. Przed wlozeniem strzykawki do kolejnego wzorca nalezy wytrze¢ ja
przy pomocy bibuly.

3. Rozwijanie chromatogramu

Wszystkie czynno$ci zwigzane z komorg chromatograficzng (rysunek 3) nalezy

wykonywac¢ ostroznie, aby nie sttuc szklanych elementow.

— Zdja¢ szklana szybke przykrywajaca 1.

— Umiesci¢ ptytke chromatograficzng na wystepach 3.

— Przesuna¢ maksymalnie ptytke szklang 2 do dolnego brzegu komory.

—  Wia¢ fazg ruchoma pod ptytke 2 nie wyjmujac jej z komory (wlew fazy ruchomej
znajduje si¢ z lewej strony ptytki 2).

— Gdy faza ruchoma podptynie pod ptytke 2 nalezy ja przesung¢ w kierunku wystepu 3
(do oporu). W takim potozeniu faza ruchoma powinna by¢ zassana przez warstwe
sorbentu. Jezeli faza ruchoma nie zostanie zassana, nalezy poruszy¢ plytka
chromatograficzng i ptytka szklang 2 i docisnac¢ je do siebie (nie wyjmowac z komory
zadnej z nich).

— Gdy faza ruchoma zostanie zassana, przykry¢ komor¢ szklem 1 i czeka¢ do
momentu az faza ruchoma dojdzie do linii mety — gérna krawedz ptytki.

— Gdy faza ruchoma dojdzie do linii mety, nalezy zdja¢ szybe 1 i odsuna¢ ptytke 2
od wystepu 3 (zasysanie fazy ruchomej zostanie przerwane). Wyjac ptytke
chromatograficzng z komory i umiesci¢ ja pod dygestorium w celu odparowania
fazy ruchome;.

W opisany wyzej sposéb rozwinaé cztery ptytki chromatograficzne uzywajac kolejnych faz
ruchomych. Przed zmiang fazy ruchomej doktadnie osuszy¢ dozownik w komorze.
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Po rozwinigciu wszystkich plytek przy pomocy bibuly osuszy¢ komore
chromatogaficzng. Bibul¢ umiesci¢ pod dygestorium. Resztki fazy ruchomej wyla¢ do butelki

z napisem ZLEWKI.
5

£
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Rys. 3. Schematyczny przekrdj poziomy komory chromatograficzne;j.

4. Obliczenie wartosci Rpwzorcow pestycydow

Aby obliczy¢ warto$ci Rr analizowanych pestycydow musimy uwidoczni¢ ich plamki
na chromatogramach. W tym celu, wysuszone pod dygestorium plytki, wktadamy w pole
$wiecenia lampy UV 254 nm (lamp¢ wigczamy 10 min. wczes$niej). Cata plytka Swieci,
poniewaz wzbudzamy fluorescencje wskaznika. Plamki pestycydéw obserwujemy jako
wygaszone obszary.

— Zaznaczy¢ otéwkiem $rodki wygaszonych plamek.

— Zmierzy¢ odlegto$¢ od linii startu (miejsce nakroplenia plamki) do $rodka plamki.

— Zmierzy¢ odleglo$¢, jaka przebyta faza ruchoma od linii startu do linii mety.

C. Opracowanie wynikéw i wnioski

— Obliczy¢ wartosci Rr i log k wzorcow (réwnania 1 i 3) i zamie$ci¢ je w tabeli 2,

— obliczy¢ ulamki objetosciowe (@) i molowe (x;) dioksanu w fazach ruchomych,

— wykresli¢ zaleznosci Rr = f(¢y) 1 Rr = f(x),

— wykresli¢ zaleznosci log k = f(¢y) 1 log k = f(x)),

— z zaleznosci log k = f(x;) wyznaczy¢ wartosci parametréw log k,, dla wszystkich
substancji: stosujgc ekstrapolacj¢ prostoliniowa obliczy¢ wartosci wspdtczynnikow
retencji dla czystej wody jako fazy ruchomej (x;=0), czyli wartosci log k,.
Obliczone wartosci log k, zamiesci¢ w tabeli 3. Wartosci podzialowych
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parametréw lipofilowosci IAlog P oraz clog P to dane literaturowe, obliczone na
podstawie struktury czasteczkowej badanych substancji.

—  Wykresli¢ zaleznosci IAlog P = f(log k,,) oraz clog P = f(log k),

— sformulowa¢ wnioski na temat wptywu rodzaju podstawnikow na witasciwosci
lipofilowe 1 retencj¢ badanych pestycydéw oraz stosowania parametréw
chromatograficznych
(log k) jako parametréw lipofilowosci tych substancji.

Tabela 2. Dane doswiadczalne

Substancja nr | Vgioksan [cm3 ] + Vwoda [cm3] ) X7 Ry log k

1,5+1,5

1,6 +14

1,7+ 1,3
2+1

1,5+1,5

1,6+ 14

1,7+ 1,3
2+1

1,5+1,5

1,6 +14

1,7+ 1,3
2+1

1,5+1,5

1,6 +1,4

1,7+ 1,3
2+1

1,5+1,5

1,6 + 1,4

1,7+ 1,3
2+1

Tabela 3. Chromatograficzne i podzialowe parametry lipofilowosci

Substancja nr log k,, IAlog P clog P
1 3,34 3,59
2 3,51 3,99
3 4,06 4,56
4 3,99 4,71
5 3,88 4,09
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