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Wplyw rodzaju kwasu jako dodatku do eluentu na parametry rozdzielania polifenoli
technika chromatografii cieczowejw odwréconych ukiadach faz (RP-HPLC)

Streszczenie: Chromatografia cieczowa jest jedng z technik najcze$cigj wykorzystywanych w badaniach sktadu mieszanin,
a takze do wydzielania czystych sktadnikow z mieszanin w postaci frakcji eluatu. Z punktu widzenia wspdétczesnej chemii,
farmakologii, a takze medycyny, czy biotechnologii, chromatografia petni wazng role, w zakresie analityki jako$ciowej
i ilosciowej. Dzieki mozliwo$ci otrzymywania naturalnych sktadnikow biologicznie czynnych w czystej postaci z ekstraktow
pochodzenia naturalnego, jak i sktadnikow mieszanin po syntezie organicznej, ma tez wazne znaczenie w skali preparatywnej,
i coraz wieksze, w skali procesowej. W celu zapewnienia efektywnosci procesu konieczne jest dobranie optymalnych warunkéw
realizacji operacji rozdzielania, detekcji oraz kolekcji frakcji, w zalezno$ci od wiasciwosci fizykochemicznych sktadnikow
rozdzielanej mieszaniny. Niniejsza praca dotyczy badan nad optymalizacjq warunkow stosowanych przy rozdzielaniu
sktadnikéw jednej z grup zwigzkéw chemicznych stanowigcych metabolity roslinne — polifenole.

W pracy zbadano wptyw na retencje, selektywno$¢ i sprawno$c¢ rozdzielania, w tym takze na symetrie pikow, poprzez
zastosowanie dodatkéw do eluentu w postaci kwaséw (HCI, H3PO4, H2SO4, CH3COOH, TFA), do rozdzielania wybranych,
naturalnie wystepujgcych materiale roslinnym polifenoli w warunkach RP HPLC.

W rozdzielaniu peptydéw w uktadach RP, w tym, w proteomice, najczesciej uzywanym modyfikatorem fazy ruchomej, jest kwas
trifluorooctowy (TFA). Spetnia on wowczas dwie funkcje:

- ogranicza kwasng dysocjacje peptydu (na tzw. ,,C-koncu’), co zwieksza poziom hydrofobowo$ci molekut;

- solwatuje sprotonowane lub spolaryzowane, dodatnio natadowane fragmenty czgsteczki peptydu lub biatka ujemnymi jonami
zdysocjowanego kwasu, powodujgc wyrazne dodatkowe podwyzszenie hydrofobowosci rozdzielanych czgsteczek.

W przypadku polifenoli i warunkéw RP, obecny w eluencie kwas, powoduje jedynie cofniecie dysocjacji elektrolitycznej
rozdzielanych mniej lub bardziej kwasnych zwigzkéw chemicznych. Wptywa to na wyrazny wzrost hydrofobowo$ci czgsteczek.
Zwiekszenie hydrofobowosci skutkuje wzrostem wspéfczynnika retencji, poprawg symetrii pikéw i lepszym rozdzieleniem
sktadnikéw mieszaniny w stosunkéw do warunkow rozdzielania bez dodatku kwasu do eluentu. Badania tej pracy potwierdzajg
konieczno$¢ dodania kwasu do eluentu, w przypadku stosowania warunkéw faz odwréconych (RP). Pokazujg, ze kazdy
z badanych kwaséw powoduje korzystne efekty, jednak, najbardziej korzystne - zwlaszcza dla celdw analityki - okazuje sie
stosowanie niewielkiego dodatku kwasu siarkowego (VI).

Stowa kluczowe: RP-HPLC, Polifenole, Optymalizacja rozdzielania, Kwasowy modyfikator eluentu

Effects of the acid additive to the eluent on the chromatographic parameters of
separation of polyphenols using reversed phase liquid chromatography (RP-HPLC)

Abstract: Liquid chromatography is the one of commonly used technique in research of mixture composition, and also for
separation of pure components form of eluate fractions. From the standpoint of modern chemistry, pharmacology, medicine or
biotechnology, chromatography plays an significant role in the field of qualitative and quantitative analysis. Additionally, through
the possibility of isolation from natural origin extracts the biologically active components in its pure form, as well as the
components of the mixture after organic synthesis, chromatography is important technique, which can be used in preparative
and also in process scale. In order to provide the effectiveness of the process, it is necessary to select the optimum conditions
of the separation, detection and collection of fractions, which depend on the physiochemical properties of separated
components constituting the mixture. This paper, include the research related to optimization of chromatographic conditions,
applied for the separation of the one group of chemical compounds, namely plant metabolites — polyphenols. In this research,
effects of retention, separation selectivity and efficiency, including the symmetry of peaks, by applying the additive to the eluent
in the form of acids (HCI, H3PO4, H2SO4, CH3COOH, TFA) for separation naturally occurring in plant polyphenols under RP-
HPLC conditions was investigated.

In the separation of peptides under RP conditions, including proteomics, the most commonly used acidic modifier is
trifluoroacetic acid (TFA). It meets two functions:

- reduces the acid dissociation of the peptide (on the so-called “C-end’), which results in an increase hydrophobicity of the
molecules;

- causes the salvation of the protonated or positively polarized fragments of the peptide or protein molecule by negative ions
dissociated acid, resulting in a noticeable increase hyrophobicity of separated molecules.

In the case of polyphenols and RP conditions, the presence of acid in the eluent, cause only the withdrawal of electrolytic
dissociation of separated acidic compounds. This can affect the significant increase in the hydrophobicity of the molecules. In
addition, increasing hydrophobicity resulting in increase the retention rate, improvement of peak symmetry and better separation
of mixture components, regarding to separation without the addition of acid to the eluent. Research, carried out in this study,
confirm that it is necessary to use acid additive to the eluent, in the case of reversed phase (RP) conditions. Indicate that each
of tested acids results in beneficial effects, however, the most preferred - especially for the purpose of analysis — turns out
a small addition of sulfuric acid (VI).
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1. Wstep
(Introduction)

1.1. Polifenole —wtasciwosci fizykochemiczne i wykorzystanie
(Polyphenols — physiochemical properties and their applications)

Polifenole sg naturalnie wystepujacymi zwigzkami chemicznymi, charakteryzujacymi sie obecnoscig
pierscieni aromatycznych podstawionych przynajmniej dwiema grupami hydroksylowymi (—=OH). Giéwnymi
zrédtami polifenoli sa: owoce, warzywa, przyprawy, ziota oraz napoje tj. czerwone wino, czy zielona herbata.
Ze wzgledu na swoje wtasciwosci farmakologiczne, w tym przeciwutleniajace, polifenole wykorzystywane sg
jako sktadniki kosmetykow oraz farmaceutykow. Dieta bogata w zwiazki z grupy polifenoli, ze wzgledu na ich
sile dziatanie antyoksydacyjne, moze znacznie zmniejszy¢ ryzyko wielu schorzen cywilizacyjnych, m.in.
choréb nowotworowych oraz uktadu krazenia [1, 2]. Ponadto, zwigzki te wykazuja dziatanie
przeciwalergiczne, a takze przeciwzapalne [3]. Dodatkowo stwierdzono, Ze polifenole pochodzenia
naturalnego sa tatwiej przyswajalne przez organizmy zywe w porédwnaniu do syntetycznych
przeciwutleniaczy, tj. BHA (butylohydroksyanizolu) czy BHT (butylohydroksytoluenu). Dlatego korzystne jest
pozyskiwanie naturalnych polifenoli z materiatu roslinnego. To z kolei wptywa na rozwdj technik rozdzielania
i wydzielenia tych substancji w postaci czystej w skali preparatywnej oraz procesowe.

Ze wzgledu na budowe strukturalng, polifenole mozna podzieli¢ na kilka nastepujacych podgrup:
kwasy fenolowe, flawonoidy, kwasy hydroksycynamonowe [4]. Najlepiej poznang dotychczas grupg sa
flawonoidy (rys. 1), ich struktura chemiczna oparta jest na uktadzie flawonu. Zawierajg one 15 atomow
wegla, ktére tworza, dwa pierscienie fenylowe, potaczone ze soba poprzez strukture piranu (flawanole,
antocyjany) badz pironu (flawony, flawanony, flawanole, izoflawony).

a)

OH ©

Rys.1. Struktury molekularne dwéch flawonoidéw: a) kwercetyna, b) mirycetyna.
Fig. 1. Molecular structures of two flavonoids: a) quercetin, b) myricetin.

Naturalnie wystepujace flawonoidy, bedace przedmiotem niniejszych badan, posiadajg w swojej
strukturze grupy hydroksylowe znajdujace sie w konkretnych potozeniach. Grupy —OH, znajdujace sie blisko
struktury ketonu lub umiejscowione kilka obok siebie, majg kwasowy charakter, dlatego w obecnosci wody
dochodzi do odszczepiania protondw.

Flawonoidy zwykle wystepuja jako glikozydy flawonoidowe (rys. 2), zawierajace w swojej strukturze
czes¢ cukrowa, rozpuszczalng w wodzie (glikozydy) oraz nie cukrowag, znacznie gorzej rozpuszczalng
(aglikony), jednakze oba rodzaje charakteryzujg sie dobrg rozpuszczalnoscig
w alkoholach. Sa to gtéwnie O — glikozydy, badz C — glikozydy [5].
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Rys. 2. Struktury molekularne flawonoidéw w postaci: a) O — glikozydu (Apiin), b) C — glikozydu (Vitexin).
Fig. 2. Molecular structure of flavonoids in the form of: a) O — glycoside (Apiin), b) C — glycoside (Vitexin).
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1.2. Modyfikatory eluentéw wykorzystywanych w technice wysokosprawnej chromatografii
cieczowej w ukladzie faz odwréconych RP-HPLC - rodzaje i funkcje stosowanych
dodatkow
(Modifiers of eluents used in the reversed phase high performanceliquid
chromatography (RP-HPLC) —classification and function of additives)

Wysokosprawna chromatografia cieczowa w uktadzie faz odwréconych (RP-HPLC) jest gtéwnag
technikg wykorzystywang obecnie do rozdzielania polifenoli pochodzacych z materiatdbw roslinnych
[5-6]. Powierzchnia sorpcyjna w tego typu uktadach sktada sie z niepolarnych, hydrofobowych fancuchéw
alkilowych (np. nC18, nC8), propylonitrylowych badz arylowych lub diarylowych, a takze innych (np. C32,
izo- lub fluoro-alkanéw, o okreslonych strukturach molekut), zwigzanych wigzaniami kowalencyjnymi
z powierzchnig nosnika (np. na drodze reakcji grup —OH na powierzchni zelu krzemionkowego z
utworzeniem wigzan siloksanowych z C18, albo z innymi grupami funkcyjnymi o charakterze hydrofobowym).
Faze ruchomg zwykle stanowi mieszanina wody i skladnika organicznego (najczesciej acetonitrylu (ACN)
badz metanolu (MeOH)).

W celu optymalizacji warunkéw rozdzielania mieszanin o ztozonym sktadzie (np. probki ekstraktow
roslinnych) wykorzystuje sie réznego  typu mody fikacje uktadow  chromatograficznych.
Ma to na celu zwiekszenie efektywnosci procesu rozdzielania, a w konsekwencji uzyskanie sktadnikéw
mieszaniny o jak najwyzszej czystosci. W uktadzie faz odwrdéconych najtatwiejsza do wykonania,
a zarazem dajacg znaczace rezultaty, jest modyfikacja fazy ruchomej polegajaca na wprowadzeniu
dodatkéw w ilosci nie wiekszej niz kilka procent objetosciowych. Jednoczes$nie, nie powodujacej szkodliwego
dziatania na faze stacjonarng. W tabeli nr 1 zestawiono najczesciej wykorzystywane przykfady
modyfikatoréw oraz opisano ich role.

Tabela 1. Zestawienie dodatkow do eluentdw, wykorzystywanych w chromatografii cieczowej
w uktadach faz odwrdéconych (RP).
Table 1. Summary of additives to the eluents, used in reversed phase (RP) liquid chromatography.
Lp. | Rodzaj dodatku do | Przykiady Funkcje Lit.
eluentu
(Type of eluent (Examples) (Functions) (Ref.)
additive)
1. Kw asy/zasady CH;COOH, TFA, - stosowane w celu “cofniecia” dysocjacji elektrolitycznej [7, 8]
organiczne lub DMA, TMA, MEA, (odpow iednio kwasowej, zasadow €j) substancji
nieorganiczne H,S04, RSO, H' rozdzielanych
(Organic or inorganic (applied to ,withdraw” electrolytic (acid/base) dissociation of
acids/bases) separated substances)
- solw atacja sprotonow anych grup funkcyjnych (przez aniony
posiadajace hydrofobowe fragmenty czasteczek) dla
zw igkszenia oddziatyw an hydrofobowych z powierzchnig
sorpcyjng
(solvation of protonated functional groups (via anionswith
hydrophobic moieties)to increase the hydrophobic
interaction with sorption surface)
2. Kompleksony EDTA - stosowane w celu kompleksow ania jondw metali ciezkich, [9]
(Complexing agents) a takze zmniejszenia heterogenicznosci powierzchni
sorpcyjnej
(used for the complexation of heavy metals ions and to
reduce the heterogeneity of the sorption surface)
3. Srodki SDS, SLS - micellizacja (tw orzenie micelli ,normalnych” badz [10]
pow ierzchniowo- odw réconych”)
czynne (micellisation — the formation of “normal”or “reversed”
(Surfactants) micelles)
4. Sole RSOsMe™, RSOsH', | - tw orzenie par jonowych z jonami probki, w celu utw orzenie | [11]
(Salts) RRsN'OH, 'RsN'X neutralnych par jonow ych
(the formation of lon pairs with ions contained in the sample,
in order to create a neutral ion pairs)

* TFA — kwas trifluorooctowy (ang. Trifluoroacetic acid); DMA — dimetyloamina (ang. Dimethyloamine); TMA — trimetyloamina (ang.
Trimethyloamine); MEA — monoetanoloamina (ang. Monoethanolamine); R — symbol niepolarnej, hydrofobowej grupy funkcyjnej
(ang. symbol of the non-polar, hydrophobic functional group); EDTA — kwas wersenowy (ang. Ethylenediaminetetraaceticadd); SDS
— siarczan dodecylu sodu (ang. Sodium dodecy! sulfate); SLS — siarczan laurylu sodu (ang. Sodium laureth sulfate); Me® — kation
metalu(ang. metal cation); X" —anion niemetalu (ang. non-metal anion).
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Do rozdzielania substancji o charakterze kwasnym, jak ma to miejsce, np. w przypadku polifenoli,
korzystne jest stosowanie kwasoéw, jako dodatku do fazy ruchomej, w celu obnizenia pH eluentu, tak by
spetniony byt nastepujacy warunek pH < (pK,; — 0,5 + 1), jednakze przy zachowaniu wartosci bezpiecznej dla
fazy stacjonarnej — tzn. niepowodujacej hydrolizy wigzan siloksanowych. W praktyce, za optymalng warto$é
uznaje sie pH=2. Obnizenie wartosci pH eluentu stosowanego do rozdzielania lub analizy zwigzkéw
chemicznych bedacych stabymi kwasami powoduje cofniecie dysocjacji elektrolitycznej a w konsekwencji
wzrost hydrofobowosci i sity oddziatywan z fazg stacjonarng. W ponizszej tabeli przedstawiono opisane w
literaturze naukowej, przykladowe warunki chromatograficzne, stosowane do rozdzielania flawonoidéw
obecnych w ekstraktach roslinnych technikg RP-HPLC z wykorzystaniem réznych rodzajéw kwaséw jako
modyfikator fazy ruchomej.

Tabela 2. Zestawienie przyktadowych warunkéw rozdzielania flawonoidéw technikg RP-HPLC.
Table 2. Summary of examples of chromatographic conditions for flavanoids separation using RP-HPLC.

Ekstrahowany | Przygotowanie Warunki chromatograficzne Przyktad oznaczanych | Lit.
materiat prébki/warunki polifenoli
ekstrakcji
(Extracted (Sample (Chromatographic (Example of analyzed (Ref.)
material) preparation/extraction | conditions) polyphenols)
conditions)
Cynara Ekstrakcja lisciw 70% Huent A: HO (z dodatkiem Luteolina O-lukozyd,; [12]
cardunculus EtOH z dodatkiem kwasu | HCOOH do pH = 3,2) Luteolina
mréw kowego (pH=3,2) Huent B: CH;CN 7-O-malonylglukozyd,;
Hucja gradientow a: Apigenina
(Extraction of leaves with 30 min: gradient liniowy od 0 do 7-O-rutynozyd,;
70% EtOH and additionof | 100% B
formic acid, pH=3,2) Kolumna: Cyg
Temperatura: 27°C
V =0,6 m/min
Detekcja: DAD
Oliwa z oliwek Ekstrakcja SPE, Cs, Huent A: H,O/CH;COOH Kw as [13]
(Olive oil) rozpuszczalniki (w (98:2viv)/ 3,4-dihydroksy-
kolejnosci uzycia): Huent B: CHsOH/ CHsCN (1:1v/v) fenylooctowy;
— n-heksan (elucja Hucja gradientow a: Tyrosol
sktadnikow 25 min: 95 - 70% A Oleuropeina;
niepolarnych), 10 min: 70 — 60% A
— acetonitryl, metanol 5 min: 60 — 52% A
oraz mieszanina 10 min: 52 — 30% A
metanol-w oda (1:1 5 min: 30 -0% A
viv) (wymywanie 10 min: 0 — 95% A
kolejnych frakcji 5 min: 95% A
sktadnikow Kolumna: Cis
polarnych) Temperatura: 25°C
V =0,5 ml/min
(Extraction SPE, Cs; Detekcja: DAD
solvents, respectively, in
the order:
— n-hexane (in order to
remove the non-polar
fraction)
— acetonitrile,
methanol, methanol-
water 1:1 v/v) (in
order to gradually
remove polar
fractions)
llex Ekstrakcja z Huent A: H,O/CH;COOH (98:2v/v) | Rutyna; [14]
paraguariens w ykorzystaniemgoracej Huent B: CH;OH/CH;COOH Pochodne kaw oilo;
w ody (98:2viv)
Hucja gradientow a:
(Extractionbytheusinga | 30 min: 15-40%B
hot water) 10 min: 40 - 75% B
5 min: 75 -85%B
Kolumna: IB-SIL RP Cus
Temperatura: (nie podano)
V =1,2 ml/min
Detekcja: DAD
Zielonaherbata | Ekstrakcja z Buent: H,O/CH;OH (70:30v/v) + Procyjanidy; [15]
(Green tea) w ykorzystaniemgoracej 0,1% CH3COOH Epikatechina;
w ody Kolumna: SB-Cis Katechina;
Temperatura: (nie podano)
(Extractionbytheusinga | V=1 m/min
hot water) Detekcja: DAD
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Ekstrahowany | Przygotowanie Warunki chromatograficzne Przyklad oznaczanych | Lit.
materiat prébki/warunki polifenoli
ekstrakciji
(Extracted (Sample (Chromatographic (Example of analyzed (Ref.)
material) preparation/extraction | conditions) polyphenols)
conditions)
Suplementy Ekstrakcja z Huent A: H,O/CF;COOH Rutyna; [16]
diety w ykorzystaniemmetanolu | (99,95:0,05 v/v) Kw ercetyna;
zawierajace _ _ Buent B: CH;CN Hesperydyna;
polifenole (Extraction bythe using a EIucla_ gradientow a:
methanol) 0,5 min: 95 — 80% A
. 1,5 min; 80 — 60% A
(Dietary 1,5 min: 60 — 10% A
supplements Kolumna: Cie
containing Temperatura: 25°C
polyphenols) V=1 ml/min (t=0 min); 0,5 mi/min
(t=0,5min); 0,4 m/min ( t= 2 min);
0,9 ml/min (t=3,5 min)
Detekcja: DAD
Suplementy Ekstrakcja z Bluent A: CH;CN Rutyna; [17]
diety w ykorzystaniemmetanolu | Euent B: H,O/CF;COOH Kw ercetyna;
zawierajace . _ (99,95:0,05 v/v) Hesperydyna;
polifenole (Extraction bythe using a Elucla_ gradientow a: Neohes_perydyna;
methanol) 0,5min: 8—-13%A Katechiny;
. 0,5min: 13 %A
(Dietary 1min: 13 -25%A
supplements 0,5 min: 25 — 35% A
containing 0,5 min: 35% A
polyphenols) 1 min: 35 —-70% A
1,5 min: 70 - 80% A
0,5 min: 80 —-8% A
Kolumna: RP-18e
Temperatura: 20°C
V =1,3 m/min (t=0-1min); 1,2
mi/min (t = 1-3min); 1,3 ml/min (3-
4,5 min); 1,2 m/min (4,5-5min)
Detekcja: DAD

Na podstawie zestawionych w tabeli nr 2 przyktadéw przytoczonych z literatury naukowej, mozna
zauwazyé¢, ze istnieje wiele mozliwosci optymalizacji warunkéw rozdzielania chromatograficznego, tak aby
wyizolowaé zwigzki chemiczne z grupy polifenoli z materiatu roslinnego. Dotychczasowe rezultaty badan
dotyczacych rozdzielania mieszanin polifenoli [12-17] sugeruja, ze korzystniejsze jest uzycie acetonitrylu
ktory charakteryzuje sie wiekszg sitg elucji niz metanol co ma wptyw szczegdlnie na wspdtczynnik retencji
[16]. Zaobserwowano m.in. znaczace skrocenie czasu retencji sktadnikbw mieszanin. Rezultaty innych
badan dowodza, ze uzycie dodatku do fazy ruchomej w postaci buforéw moze powodowaé rozkiad
izoflawondw o charakterze estrowym, dlatego tak istotne jest, by w tego typu rozdzieleniach zapewnic¢
kwasne srodowisko fazy ruchomej [18]. Magiera i wspodtpracownicy udowodnili rowniez ze wzrost pH od ok.
3 do 6 powodowat zwiekszenie stopnia rozmycia pikéw chromatograficznych, natomiast dla pH = 2,5+3
uzyskali oczekiwany poziom rozdzielenia skfadnikow [16,17]. W wiekszosci przypadkéw zastosowan techniki
RP, znacznie bardziej korzystne jest stosowanie elucji gradientowej, pozwalajacej na uzyskanie
wymaganego stopnia rozdzielenia oraz wyzszej czutosci. Tego typu rozdzielania sg zazwyczaj preferowane,
gdy obecne w mieszaninie substancje charakteryzujg sie istotnymi réznicami w hydrofobowosci.
Jednakze do zastosowan na wiekszg skale (semi-preparatywna, preparatywng), realizacja rozdzielania w
programie elucji gradientowej jest niekorzystna i moze to powodowac utrudnienia zwigzane z realizacjg
procesu, gtéwnie poprzez koniecznos$¢ scistej kontroli sktadu eluentu oraz stosowanie dodatkowej aparatury.
Nalezy nadmieni¢ takze, ze w przypadku elucji gradientowej, proces recyrkulacji eluentu, a takze regeneraciji
zfoza kolumny jest znacznie bardziej utrudniony, niz w przypadku elucji izokratycznej, co takze wywiera
istotny wptyw na mozliwo$s¢ wykorzystania na skale procesowa. Ze wzgledu na powyzsze, w pracy
badawczej przeprowadzono rozdzielania jedynie w warunkach izokratycznych z zastosowaniem ACN, jako
organicznego sktadnika eluentu. Rozwigzanie to umozliwito takze na dokonanie jednoznacznej oceny
wptywu dodatku kwasu na retencje skfadnikdéw (przy niezmiennej sile elucyjnej fazy ruchome;j).
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2. Czesc¢doswiadczalna
(Experimental)

2.1. Aparaturai odczynniki
(Apparatus and reagents)

W celu zbadania wptywu rodzaju kwasu na retencje polifenoli, wykorzystano chromatograf cieczowy
LaChrom (Merck — Hitachi, Niemcy) z czterokanatowym systemem elucji gradientowej z zaworami
proporcjonujacymi; pompe L-7100 oraz zawdr dozujacy Rheodyne Rh-7725i z petla dozujacg o objetosci 20
yl; detektor: UV-VIS DAD L-300 z rejestracja w zakresie dtugosci fali promieniowania: 200+360 nm oraz
kolumny chromatograficzne: LiChrospher RP18 5 uym, 250x4 mm (Merck, Niemcy), LiChrospher RP18e
5 pm, 250x4 mm (Merck, Niemcy). Probki wzorcow rozpuszczano w acetonitrylu oraz filtrowano
z wykorzystaniem filtrow strzykawkowych (0,45 pm, Millipore). Prébki dozowano strzykawkag o objetosci
catkowitej 100 pl (Hamilton, USA).

Substancje wzorcowe: kwercetyna  (Sigma  Aldrich), mirycetyna  (Sigma  Aldrich).
Pozostate odczynniki: acetonitryl o czystosci gradient grade (Merck, Niemcy), woda dejonizowana
(otrzymana za pomoca aparatu Mili Q, Milipore, USA), kwas solny cz.d.a. (POCH, Polska), kwas
trifluorooctowy o czystosci gradient grade (Merck, Niemcy), kwas siarkowy cz.d.a. (P.P.H. Standard, Polska),
kwas octowy cz.d.a. (POCH, Polska).

2.2. Metodyka badan
(Research)

Kazdorazowo pobierano ok. 50 pl roztworu kwercetyny (stezenie ok. 1,8 mg/ml w acetonitrylu (ACN)
lub mirycetyny (ok.2 mg/ml w AcCN). Wprowadzono do petli zaworu dozujacego o objetosci: 20 pl. Objetosé
dozowania wynosita wigc wowczas 20 pl.

Objetos¢ dozowania Vi, w przypadku wysokosprawnej chromatografii cieczowej w skali analityczne;j,
powinna by¢ jak najmniejsza. Zawsze powinna by¢ mniejsza od wartosci wyrazenia: ((Vc/N)1/2), gdzie:
Vc - objetos¢ wypetnienia kolumny, a N - liczba pdtek teoretycznych kolumny. Dla kolumny o dtugosci
wypetnienia, Lc=250 mm i jego Srednicy dc = 4 mm, gdy liczna pdtek teoretycznych kolumny N, to ok. 5000,
wynosi ok. 43 pyL. W praktyce objeto$¢ dozowania powinna, wiec, miesci¢ sie w granicach od 5 do 40 l.
W przypadku niniejszych badan, wynosita 20 pl, co jest zgodne z podang wyzej zasada.

Rejestracje widm prowadzono w zakresie promieniowania o dtugosciach fali: od 200 do 560 nm,
z zastosowaniem detektora UV -DAD L-300. Chromatogramy uwzglednione w tej pracy wykonano dla takich
diugosci fali, by zapewni¢ liniowy zakres odpowiedzi detektora.

Doktadne dane w Tabeli 3.

Tabela 3. Zestawienie warunkéw rozdzielania chromatograficznego.
Table 3. Summary of chromatographic separation conditions.

1 Substancje a) Kwercetyna (ang. Quercetin), C =1,8 mg/ml
wzorcowe b) Mirycetyna (ang. Myricetin), C =2 mg/ml
(Reference
substances)

2 Skiad eluentow Mieszanina ACN/H20 3:7 (vv) zakwaszana do pH =3:

Mixture of ACN//H20 3:7 (viv), pH adjusted to 3, with:
(Composition of a) CH3COOH (1 cm®na 1 dm®mieszaniny ACN/H-0),
eluents) b) HsPO4(1 cm®na 1 dm®*mieszaninyACN/H20),

c) TFA (0,5 cm®na 1 dm>mieszaniny ACN/H-0),
d) HCI(1 cm®na 1 dm®mieszaniny ACN/H,0),
e) H,S0. (1 cm®na 1 dm®mieszaniny ACN/H-0),

3 Kolumna a) LiChrospherRP18e5um,250x4 mm,to = 1,98 min,
Chromatograficzna b) LiChrospherRP18 ym,250x4 mm,to = 1,98 min.
(Column)

4 Natezenie 1 ml/min

przeplywu eluentu

(Eluent flow rate)
5 Detekcja UV - VIS DAD

(Detection)
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Zastosowano elucje izokratyczng z fazg ruchoma, w postaci mieszaniny dwusktadnikowej (3:7 V/v):
acetonitrylu oraz wody z dodatkiem kwasu: octowego, ortofosforowego, trifluorooctowego (TFA), solnego
badzZ siarkowego.

Objetos¢ dodatku kwasu wyznaczono doswiadczalnie z wykorzystaniem pH-metru, tak by pH czystego
roztworu wodnego wynosito 3. W tym celu do 1 dm?® wody dodawano porcjami znang objetos¢ kwasu,
kontrolujac by pH nie przekraczato wymaganej wartosci. Nastepnie sporzadzono roztwory eluentow
ACN/H20 (3:7 v/v) z dodatkiem analogicznej do wyznaczonej ilosci dodatku danego kwasu na 1 dm?
mieszaniny (tabela 3). Rozdzielanie wykonano w temperaturze pokojowej (20°C). Natezenie przeptywu
eluentu ustawiono na 1 ml/min

3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

Analiza wplywu dodatku réznych kwaséw do fazy ruchomej na parametry rozdzielania
chromatograficznego, zostata przeprowadzona z uzyciem dwdch naturalnie wystepujacych w materiale
roslinnym polifenoli z grupy flawonoidéw: kwercytyny oraz mirycetyny. Zwigzki te posiadajg wtasciwosci
stabych kwasoéw (pKa = 6,5) [19], szczegdlnie ze wzgledu na obecno$¢ hydroksylowych grup funkcyjnych
obecnych w ich strukturze. W przypadku tego typu zwigzkéw chemicznych dodatek kwasu do eluentu ma
wptyw na cofniecie ich dysocjacji elektrolitycznej, a tym samym na wzrost ich hydrofobowos¢ [20]. Réwnanie
1, przedstawia schematyczng reakcje dysocjacji kwasu w srodowisku wodnym:

H, 0 + N

H_A xH;0" + A¥ (@)

gdzie:

H,A — kwas,

HsO" — jon hydroniowy,

A — anion reszty kwasowej.

W przypadku stabych kwaséw, dysocjacja zachodzi jedynie w pewnym, ograniczonym stopniu. W tego
typu roztworach ustala sie rownowaga miedzy czescig zdysocjowang a niezdysocjowang, co oznacza, ze
liczba zdysocjowanych czasteczek jest identyczna jak liczba czasteczek powstatych w wyniku potaczenia sie
jonow. Stosunek stezen powyzszych indywiduéw chemicznych pozwala na wyznaczenie statej dysocjacji
(Ka), wyrazonej rownaniem nr 2:

_ [H 0V 4TT]
& [HpAllH 0] €

gdzie:

[ ] — stezenie poszczegdlnych indywiduéw chemicznych (czasteczki/jony), [mol/dme’]

Alternatywnie do wartosci K,, mozna postugiwaé sie parametrem pK,, okreslajacym w sposdb
ilosciowy moc kwasu. Zalezno$¢ statg dysocjacji, a moca kwasu przedstawia réwnanie (3):

pPK; = _log[Ka]' @)
natomiast pH wyrazane jest jako zaleznosc¢:
pH = —log[H,0%] (4)

Jesli do roztworu stabego kwasu, znajdujgcego sie w rownowadze okreslonej wzorem (2) zostang
wprowadzone w jony hydroniowe (obnizenie pH roztworu mocnym kwasem), wowczas pierwotnie ustalona
rbwnowaga zostanie zakidcona, i w konsekwencji nastgpi cofniecie dysocjacji — wzrost stezenia
niezdysocjowanego kwasu oraz spadek stezenia jondw. Wynika to z nadmiaru jonéw [HzO'] w roztworze w
stosunku do jonéw [A*] i ponownego taczenia sie wyzej wspomnianych jondw w czasteczki. Efekt ten ma
znaczenie zwtaszcza podczas realizacji rozdzielania w odwréconym uktadzie faz, gdzie mamy do czynienia
z oddziatywaniami sorpcyjnymi rozdzielanych substancji z hydrofobowymi fragmentami fazy stacjonarnej
[21, 22]. Rozdzielanie w ukfadzie RP substancji, ktére w zastosowanych warunkach chromatograficznych
ulegaja dysocjacji, powoduje ze sgone eluowane z objetoscig martwg kolumny.

Analogiczne zjawisko wykorzystywane jest w niniejszych badaniach. Obnizenie pH eluentu.

Wybrane do badan kwasy réznig sie pod wzgledem sity oraz hydrofobowosci. Najwiekszg
hydrofobowosciag sposréd zastosowanych kwasow charakteryzujg sie kwasy: TFA oraz octowy. Natomiast
pod wzgledem kwasowosci, szereg ten przedstawia sie nastepujgco: kwas solny (najsilniejszy kwas,
pKa = -8,0) > kwas siarkowy (pKa = -3,0) > TFA (pKa = 0,52) > kwas ortofosforowy (pKa = 2,12) > kwas
octowy (pKa = 4,76). Wszystkie z wybranych kwasow spetniajg wymagany warunek, mianowicie pK, kwasu,
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stanowigcego dodatek do eluentu musi posiadac¢ nizszg wartos¢, niz rozdzielane skfadniki — w powyzszych
badaniach wybrane flawonoidy. Powoduje to gwarancje cofniecia dysocjacji elektrolitycznej analitow.

Chromatogramy z przeprowadzonych badan przedstawione sg na rysunkach 3 i 4. Celem
jednoznacznego oraz doktadnego ukazania wptywu rodzaju kwasu, jako dodatku do eluentéw na
poszczegdlne zwigzki z grupy flawonoidéw, analizie chromatograficznej poddano pojedyncze wzorce.
Umozliwito to takze okreslenie kolejnosci elucji powyzszych (analiza jakos$ciowa) oraz wyznaczenie wartosci
gtéwnych parametrow chromatograficznych. Wszystkie analizy roztworu wzorcéw flawonoidéw, wykonano
przynajmniej dwukrotnie, dla kazdego z eluentéw, a przedstawione wyniki sg wartosciami srednimi co
najmniej dwéch rezultatéw, dla ktorych wartosci btedu wzglednego nie przekraczajg pieciu procent.
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Rys. 3. Chromatogramy, otrzymane z zastosowaniem detektora UV-VIS DAD, roztworu wzorca kwercetyny
w acetonitrylu, o stezeniu 1,8 mg / ml ACN. Dozowano 20 pl roztworu wzorca. Kolumna: LiChrospher RP18e,
250 x 4 mm, 5 uym; Eluent: acetonitryl : woda (37 v/v) z dodatkiem kwasu: a) CH3COOH,
b) TFA, c) HCI,d) H3POa, e) H2SO4; pH =3; przeptyw 1 ml/min, dtugos¢fali 365 nm.

Fig. 3 Chromatograms (DAD, A = 365 nm) obtained for the standard solution of quercetin in acetonitrile (C = 1,8 mg/ml
ACN). Sample injection volume: 20 pl. Column: LiChrospher RP18e, 250 x 4 mm, 5 um. Eluent: acetonitrile:water
(3:7 viv) with addition of: a) CH3COOH, b) TFA, ¢) HCI, d) HsPQOs, €) H2SO4; pH = 3; flow rate: 1 ml/min.
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Kolumna: LiChrospher RP18e, 250 x 4 mm, 5 pm;
Eluent: acetonitryl : woda (3:7 v/v) z dodatkiem

kwasu: a) CH3sCOOH, b) TFA, c) HCI, d) H3sPOs,
e) H2SO4, pH w roztworze wodnym = 3, przeptyw
1 ml/min, dtugos¢fali 370 nm.

Fig. 4 Chromatograms (DAD, A = 370 nm) obtained
for the standard solution of myricetin in acetonitrile
(C =2 mg/ml ACN). Sample injection volume: 20 ul.
Column: LiChrospher RP18e, 250 x 4 mm, 5 um.

s

Eluent: acetonitrile:water (3:7 viv) with addition of:
*a) CH3COOH, b) TFA, c) HCI , d) H3POs4, €) H2SO0y4;
pH = 3; flow rate: 1 ml/min.
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Na podstawie uzyskanych w trakcie badan chromatograméw dla kwercetyny i mirycetyny wyliczone
zostaty parametry chromatograficzne wtasciwe dla poszczegdlnych sktadnikéw mieszaniny wzorcow [23].
Wyznaczenie m.in. wspoétczynnika retencji (k), czy liczby pdlek teoretycznych (N) dla réznych eluentow, przy
zastosowaniu tej samej kolumny stanowi ,materiat odniesienia” i pozwala na okreslenie najlepszych z posréd
przeanalizowanych warunkéw rozdzielania. Liczbe pdlek teoretycznych wyznaczono na podstawie
szerokosci potdwkowej pikdw (4), ze wzgledu na bardziej doktadne wyznaczanie jej wartosci.

2

N=5545 — @)
Wao,3
gdzie:
tr — czas retencji (czas mierzony od momentu zadozowania prébki do maksimum piku na

chromatogramie), [min]
Wo,5— szeroko$¢ potowkowa piku, [min].

Jest to konsekwencjg asymetrycznosci otrzymanych dodwiadczalnie pikow — pik symetryczny,
charakteryzuje sie wspotczynnikiem symetrycznosci wynoszacym 0,95 — 1. Liczba potek teoretycznych
wyznaczana przy pomocy szerokosci piku u jego podstawy daje najbardziej doktadne wartosci, w przypadku
pikdw o ksztalcie gaussowskim. Jako czas retencji substancji niezatrzymywanej (tzw. czas martwy kolumny),
do obliczeh przyjeto warto§¢ wyznaczong doswiadczanie (na podstawie chromatogramu wykonanego z
uzyciem trasera — azotanu sodu), rowng; to = 1,98 min. Wartos$¢ ta dla kazdego z dodatkéw eluentu jest taka
sama. Wynika to z mechanizméw sorpcji w uktadzie faz odwréconych — substancje nie wykazujace
oddziatywan z faza stacjonarng, tj. sole nieorganiczne nie sg zatrzymywane, ze wzgledu na brak
jakichkolwiek oddziatywan z fazg stacjonarng (jedynie wnikajg we wszystkie pory wypetnienia kolumny).
W tabeli 4 i 5 zestawiono otrzymane wyniki.

Tabela 4. Zestawienie wyznaczonych parametréow chromatograficznych, uzyskanych w wyniku analizy
chromatograficznej (RP HPLC) probki kwercetyny, z zastosowaniem réznych kwasow, jako dodatkow do
eluentu.

Table 4. Summary of the derived chromatographic parameters, obtained by the analysis of samples of
quercetin, using different acids as additives to the eluent.

Lp. Rodzaj Liczba pétek Wspotczynnik Wspotczynnik Czas retenciji, Wspotczynnik
kwasu teoretycznych, asymetrii, asymetrii, Asoa tr [min] retencji, k [-]*
N[ Asos [ [
(Type of (Number of (Asymmetry (Asymmetry (Retention (Retention
acid) theoretical factor, Asos[-]) | factor, Asoi[-]) | time,t [min]) factor, k [-])
plates, N [-])
13223 1,00 2,00 9,09 3,59
! HsPOx 10975 1,00 157 gos | 204 353 35
6212 1,20 1,86 9,31 3,70
2 HCl 6113 0,80 1,86 9,26 9.29 3,68 3,69
13495 1,00 1,60 9,15 3,62
3 H2S04 13296 1,00 1,43 515 | 2 3ez | 362
7158 1,50 2,00 10,30 4,20
4 CHCOOH 7180 1,50 1,75 10,29 10,30 4,19 420
5025 1,50 2,20 9,18 3,64
5 TFA 5191 1,50 1,86 9,23 9.21 3,66 3,65

* wartos$ ¢ czasu retencji substancji niezatrzymywanej: to = 1,98 min
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Tabela 5. Zestawienie wyznaczonych parametrow chromatograficznych, uzyskanych w wyniku analizy
chromatograficznej (RP HPLC) probki kwercetyny, z zastosowaniem réznych kwasoéw, jako dodatkéw do
eluentu

Table 5. Summary of the derived chromatographic parameters, obtained by the analysis of samples of

myricetin, using different acids as additives to the eluent.

Lp. Rodzaj Liczba potek Wspotczynnik | Wspolczynnik | Czas retencji, Wspotczynnik
kwasu teoretycznych, asymetrii asymetrii, tr [min] retencji, k [-]*
N[-] Asos [-] Asoa []
(Type of (Number of (Asymmetry (Asymmetry (Retention (Retention
acid) theoretical factor, factor, time, tr [min]) factor, k [-])
plates, N [-]) Asos[-]) Asoa [])
6872 1,50 2,00 5,04 1,55
! HaPO4 7740 1,50 2,16 502 | >03 153 1,54
4198 1,33 2,20 5,25 1,65
2 HCI 4143 0,00 1,66 516 | 2 [1e60 | 0
11620 1,00 1,60 5,08 1,57
3 H2S04 10817 0,99 1,50 508 | 08 157 1,57
6343 1,50 1,85 5,65 1,85
4 CHCOOH 5944 1,50 2,00 5,63 564 1,84 1.85
4193 1,00 2,50 5,18 1,61
° TFA 4535 2,00 2,20 521 5,20 1,63 1,62

* wartos$ ¢ czasu retencji substancji niezatrzymywanej: to = 1,98 min

Z otrzymanych wynikéw badah dotyczacych okreslenia wptywu zastosowania réznych rodzajow
kwasnego modyfikatora na parametry chromatograficzne (tabele 4 i 5) mozna zauwazy¢,
ze najkorzystniejszy wpltyw na sprawnos$¢ rozdzielania ma obecnos¢ tlenowych kwasow nieorganicznych
w fazie ruchomej. Dla kwasu siarkowego oraz ortofosforowego otrzymano nastepujace wartosci:
(kwercetyna: Nhosos = 13495; Npspos = 13223 oraz mirycetyna: Nh2sos = 11620; Npszpos = 7740)
W przypadku pozostatych kwasdéw, na chromatogramach widoczne jest niewielkie przesuniecie w
wartosciach czasoéw retencji analitbw oraz réznice w szerokosciach potdwkowych, co wplywa na
rozbieznosci wyznaczonych liczb potek teoretycznych (rys. 3 i 4). Identyczna zalezno$¢ obserwowana jest
takze ze wzgledu na warto$¢ wspotczynnika asymetrii pikdw. Najlepszg symetrie pikdw pochodzacych od
analizowanych zwigzkéw uzyskano dla kwaséw nieorganicznych zwlaszcza dla kwasu siarkowego i solnego,
np. dla kwasu siarkowego, wspétczynnik Asg s piku wtasciwego dla kwercetyny oraz mirycetyny wynosi 1.
Obecnos¢ w eluencie kwasoéw organicznych skutkuje wzrostem czasu retencji w poréwnaniu do kwasow
nieorganicznych. Te rezultaty sg efektem zastosowania powszechnie uzywanego, zwlaszcza
w chromatografii biatek i peptydéw, kwasu trifluorooctowego [24]. Wynika to z tworzenia, tzw. par jonowych
dzieki dodatkowi TFA, a w konsekwencji minimalizowania tadunku zdysocjowanych grup funkcyjnych
peptydu i zwiekszenia jego hydrofobowosci [24-26]. W przypadku rozdzielenia i analizy polifenoli
charakteryzuje sie jednak znacznie mniejszg sprawnoscig i gorszg symetrig pikow zwtaszcza w poréwnaniu
do kwasu siarkowego i ortofosforowego (tabele 4 i 5). Jedynie zastosowanie kwasu solnego daje podobny
efekt jak dla TFA w postaci liczby poétek teoretycznych, jednakze w przypadku HCI uzyskiwane sg piki
0 wiekszej symetrii.

W celu sprawdzenia zasadnosci uzycia kwasu jako dodatku do eluentu przy rozdzielaniu zwigzkow
bedacych stabymi kwasami wykonano analize chromatograficzng mieszanin dwoch polifenoli w identycznych
warunkach, z tg tylko réznicg, ze dla pierwszego przypadku eluent nie zawierat dodatku, a drugim obecny
byt kwas siarkowy (jako dodatek z uzyciem ktorego uzyskano najlepsze wartosci parametrow
chromatograficznych). Dodatkowo, zastosowano inny rodzaj kolumny chromatograficznej, mianowicie
kolumne C-18 zamiast C-18e, wykorzystywanej we wczesniejszym etapie badan. Zabieg ten miat na celu
poréwnanie wartosci wspotczynnikow retencji oraz asymetrii pikéw, w zaleznosci od zastosowanej kolumny
chromatograficznej (tabele 4-6). Rezultaty w postaci chromatogramoéw przedstawiono na rys. 5.
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Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm

a) 3
o,08
g - kwercetyna
E E J mirycetyna
g 0,04
A 0.
0,
i) boh = kx-.-erc:rt-,-n.a
5 0.3 =
: o, |
! 2 - mirycetyna
a E .
% /I‘ J L i
L] uﬂ- " i _}r\-.,___
L RASS i , . . m— . — —
o 2 4 & ¥ 18 13 L

Estection Tims (min)

Rys. 5. Chromatogramy, otrzymane z zastosowaniem detektora UV, roztworu wzorca mirycetyny oraz kwercetyny

w acetonitrylu. Dozowano 20 pl kwercetyny oraz 10 pl mirycetyny. Kolumna: LiChrospher RP18, 250 x 4 mm, 5 ym;
Eluent: acetonitryl : woda (3:7 v/v); Chromatogram: a) bez dodatku kwasu do eluentu; b) z dodatkiem kwasu H2>SO4

(pH w roztworze wodnym = 3) , przeptyw 1 ml/min, dtugoscfali 254 nm.

Fig. 5 Chromatogram (DAD, A = 254 nm) obtained for standards mixture of myricetin and quercetin in acetonitrile.
Sample injection volume: 20 ul (quercetin) and 10 ul (myricetin). Column: LiChrospher RP18e, 250 x 4 mm, 5 um. Eluent:
acetonitrile:water (3:7 v/v) with addition of: a) without acid, b)with H2SO4 (0,05 %; pH = 3); flow rate: 1 ml/min.

Porownujac chromatogramy przedstawione na rysunku nr 5 mozna zauwazy¢ niewatpliwy wplyw
obecnosci kwasu w fazie ruchomej (w tym przypadku, kwasu siarkowego) na ksztalt pikéw
a w konsekwencji na jako$¢ rozdzielania, w stosunku do warunkéw w ktérych nie zastosowano zadnego
modyfikatora eluentu. Obnizenie pH eluentu skutkuje bardzo wyrazng poprawag jakosci rozdzielania
polifenoli. Swiadczg o tym réwniez wartoéci podstawowych parametréw chromatograficznych przedstawione

w tabeli 6.

Tabela 6. Zestawienie parametrdw chromatograficznych, uzyskanych w wyniku rozdzielania
chromatograficznego w warunkach RP HPLC prébki kwercetyny oraz mirycetyny, bez oraz z zastosowaniem

kwasu siarkowego, jako dodatku do eluentu
Table 6. Summary of the derived chromatographic parameters, obtained by the analysis of mixture samples

(myricetin and quercetin), with and without acid as additive to the eluent.

Dodatek Wzorzec Liczba pétek Wspoétczynnik | Wspétczynnik Czas Wspoétczynnik
kwasu teoretycznych, asymetrii asymetrii retencji, tr | retencji, k [-]
N [-] Asoa[-] Asos[-] [min]
(Acid (Standard)
additive) (Number of (Asymmetry (Asymmetry | (Retention (Retention
theoretical factor, factor, time, t; factor, k [-])
plates, N [-]) Asoal-]) Asos[-]) [min])
Kwercetyna
Brak (Quercetin) 23 ) i 7,70 2,09
(Without) Mirycetyna R -
(Myricetin) 688 11,63 3,67
Kwas | Kwercetyna 3410 2,61 101 591 137
siarkowy (Quercetin)
(Sulphuric Mirycetyna
acid) (Myricetin) 2724 2,48 1,20 10,05 3,03
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Ze wzgledu na znaczne rozmycie pikéw na chromatogramie uzyskanym z rozdzielania bez dodatku
modyfikatora do eluentu, nie byto mozliwe precyzyjne obliczenie parametréw chromatograficznych (rys.5).
Obecnos¢ kwasu siarkowego ma wplyw na poprawe symetrii pikéw i istotny wzrost liczby potek
teoretycznych. Skrocenie czasu retencji w obecnosci kwasu w eluencie jest trudne do wyjasnienia.

Wyznaczone wspoétczynniki asymetrii (Asg ;) dla sktadnikow mieszaniny zawierajacej kwercetyne oraz
mirycetyne (tabela 6) réznig sie od wartosci uzyskanych dla pojedynczych sktadnikéw (tabela 4 i 5). Wynika
to z zastosowania innego rodzaju kolumny, mianowicie kolumny typu RP18 bez ,endcappingu”
i konsekwencji mozliwosci wystepowania oddziatywan grup polarnych analiow z powierzchnig wypetnienia.
Efektem jest ,ogonowanie” pikow i zwiekszenie ich asymetrycznosci [27]. Dodatkowo, wplyw ma réwniez
wieksza objetosé prébki wprowadzanej do zaworu dozujacego (30 pl). Podobne réznice mozna takze
zauwazy¢ w przypadku wartosci czasu retencji badanych polifenoli, jednak poréwnujac wartosci
wspoétczynnikdw retencji nie widaé znaczacych zmian. Uzyskane wartosci wspoétczynnikdw retencji przy
zastosowaniu réznych kwasow, jako modyfikatoréw, pozwolity réwniez w sposéb posredni (na podstawie
zestawienia par odpowiednich chromatograméw pojedynczych wzorcéw, rys. 3 i 4) wyznaczy¢ wartos ci
wspoétczynnikow selektywnosci oraz rozdzielczosci dla uzytych w badaniach polifenoli. Rodzaj
zastosowanego kwasu nie ma znaczgcego wplywu na wartos¢ tego parametru (tabela nr 7).

&

a == ®)

1

&

gdzie:
ki — wspodtczynnik rwetencji substanciji eluujgcej wczesniej, [-]
k, — wspodtczynnik retencji substanciji eluujacej pdzniej, [-]

R= 2;—” ::_”1 , ®)
b1 bz

gdzie:

t;1 — czas retencji substanciji eluujacej wczesniej, [min]

t;» — czas retencji substancji eluujacej pdzniej, [min]

Wp1 — Szerokos¢ piku nr 1, mierzona u jego podstawy, [min]
Wp2 — Szerokos¢ piku nr 2, mierzona u jego podstawy, [min]

Tabela 7. Zestawienie wyznaczonych wartosci wspédtczynnikdw selektywnos$ci  rozdzielania
chromatograficznego kwercetyny oraz mirycetyny, w zaleznosci od zastosowanego modyfikatora eluentu.
Tabele 7. Values of selectivity coefficients, obtained by the analysis of myricetin and quercetin mixture, with
and without acid as additive to the eluent.

Rodzaj Wspoétczynnik Rozdzielczos¢ pikow,
kwasu selektywnosci, a [-] R[]
Lp.
(Type of (Selectivity (Resolution of peaks,
acid) coefficient, a [-]) R[]
1 H3sPO4 2,31 2,02
2 HCI 2,26 3,58
3 H2S04 2,31 3,67
4 CHsCOOH 2,27 3,35
5 TFA 2,25 3,08

W tabeli 7 zestawiono takze wyliczone parametry rozdzielczosci pikow, w zaleznosci od rodzaju
dodatku do eluentéw. W kazdym z przypadkéw osiggnieto wymagany stopien rozdzielenia pikéw: R > 1 [23].
Najnizszg wartos¢ parametru okreslajgcego rozdzielczos¢ pikow uzyskano w przypadku zastosowania
kwasu fosforowego (R = 2,02) jako modyfikatora fazy ruchomej, natomiast najlepszy w przypadku kwasu
siarkowego (R = 3,67). Dodatek w postaci kwasu solnego gwarantuje zblizong warto$¢ parametru
rozdzielczosci do kwasu siarkowego. Jednak, nalezy ponadto zauwazy¢, ze uzycie HCl powoduje
zmniejszenie liczby potek teoretycznych, N, (tabela 4 i 5).
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4. Podsumowanie
(Summary)

Wyniki przeprowadzonych badan, wskazuja, ze zastosowanie modyfikatoréw fazy ruchomej w postaci
kwasow przy rozdzielaniu polifenoli z grupy flawonoidéw, a takze wielu innych organicznych zwigzkéw
chemicznych zdolnych do odszczepiania protonéw w wodzie, jest konieczne w warunkach faz odwréconych
(RP).

Najlepsze wartosci parametrow chromatograficznych, ktére majg wplyw na jako$¢ rozdzielania
substancji, uzyskano - w przypadku kwasow nieorganicznych - dla kwasu siarkowego (VI).

Sposréd kwasdéw organicznych kwas octowy (AcOH) okazat sie bardziej korzystny od
triffluorooctowego (TFA). Kwas octowy jest tylko nieco mniej korzystny pod wzgledem wptywu na sprawnos$¢
rozdzielania od kwasu siarkowego, natomiast, jego zaletq jest lotnos¢ oraz to, ze nie jest to kwas mocny.

Pomimo najbardziej korzystnych wynikéw otrzymanych przy zastosowaniu kwasu siarkowego
(tj. pod wzgledem symetrii pikow oraz liczby potek teoretycznych), do wydzielania rozdzielanych polifenoli w
skali preparatywnej, bardziej praktyczne moze by¢ uzycie kwasu octowego. Jest on bardziej lotny, co
umozliwia tatwiejsze usuniecie go z otrzymanych frakcji i jest nie jest mocnym kwasem, co zapewnia brak
"destrukcyjnego" dziatania w warunkach podwyzszonej zawartosci w okresie wzbogacania frakcji eluatu.

Results of this study indicate that the use of mobile phase modifiers, in the form of acids is necessary,
when polyphenols (from the group of flavanoids) and many organic compounds capable to cleveage of
protons in water under reversed phase (RP) conditions are separated.

In the case of inorganic acids, the best values of chromatographic parameters (affecting the quality of
the separation) were obtained with sulfuric acid (VI).

Among the organic acids, the addition of acetic acid (AcOH) proved to be more advantageous than
trifluoroacetic (TFA). Acetic acid, in comparison to the sulfuric acid, is less preferred in terms of its impact on
the efficiency of separation. However, its advantage is volatility and the fact, that AcA is not a strong acid.

Although the most favorable results obtained using sulfuric acid (i.e. symmetry of peaks, number of
theoretical plates), separation and isolation in preparative scale of polyphenols, may be more practical with
AcA. As mentioned above, acetic acid is more volatile, which makes it easier to remove from obtained
fractions. Additionally, acetic acid is not a strong acid, which provides no “destructive” influence under its
elevated content during enrichment of eluate fractions.
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