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Zoptymalizowano warunki prowadzenia procesu rozdzielenia wybranych
substancji biologicznie aktywnych (dimenhydramina, kofeina, paracetamol,
diklofenak, teofilina, furagina, metamizol, sulfogwajakol), obecnych w ogolno-
dostepnych preparatach farmaceutycznych oraz suplementach zywieniowych,
przy zastosowaniu nowej techniki rozdzielania substancji, elektrochromatografii
planarnej cisnieniowej (PPEC) oraz wysokosprawnej chromatografii cienko-
warstwowej (HPTLC). Proces rozdzielenia prowadzono w uktadzie faz odwro-
conych (RP-18 WFs,s). Podczas realizowania badan okreslono wplyw stezenia
modyfikatora organicznego, acetonitrylu, oraz pH buforu wodno-organicznej
fazy ruchomej na dystans migracji badanych substancji w uktadach PPEC oraz
retencje w uktadach HPTLC.

Hasta kluczowe: elektrochromatografia planarna ciSnieniowa, wysokosprawna chro-
matografia cienkowarstwowa, substancje biologicznie aktywne.

Key words: pressurized planar electrochromatography, high-performance thin-layer
chromatography, biologically active substances.

Wysoka dostepnosé lekow bez recepty oraz suplementéw zywieniowych powoduje
poglebiajace sie wsrod spoteczenstwa zjawisko lekozalezno$ci. Niebezpieczenstwaply-
nace z nieprawidtowego przyjmowania ogolnodostepnych farmaceutykow dotycza za-
réwno negatywnego wptywu substancji czynnych zazywanych w duzych dawkach, jak
i wystgpujacych pomiedzy nimi interakcji. Jezeli dtugotrwatemu przyjmowaniu
lekow towarzysza objawy ogolnego wyczerpania organizmu lub wrecz wzrasta-
jacego zatrucia — to natogu tego nie mozna juz nazwac lekomania, lecz toksyko-
mania. Dlatego tez, majac na celu zdrowie pacjenta, niezbedne stato si¢ opraco-
wanie bardziej efektywnych metod analizy, opierajacych si¢ na nowoczesnych
technikach chromatograficznych, dzigki ktéorym bedzie mozliwa efektywna
identyfikacja potencjalnie toksycznych substancji chemicznych. Elektrochroma-
tografia planarna ci$nieniowa to stosunkowo nowa metoda rozdzielcza, wprowa-
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dzona przez Nuroka i wsp. (1), laczaca zalety chromatografii cienkowarstwowej
oraz technik elektromigracyjnych. Migracja fazy ruchomej w przestrzeni migdzy-
ziarnowej fazy stacjonarnej w metodzie PPEC zachodzi dzigki zjawisku elektro-
osmozy. Generowanie przeptywu elektroosmotycznego eluentu jest realizowane
poprzez umieszczenie plytki chromatograficznej w polu elektrycznym. Dystans
migracji analitow jest uzalezniony od ich budowy czasteczkowej, tadunku ich jonow
oraz od rodzaju fazy ruchome;j i stacjonarnej. W metodzie PPEC mechanizm sepa-
racji uzalezniony jest od dwoch efektéw: elektroforetycznego i podziatu substancji
pomiedzy fazg ruchoma i stacjonarna. Dlatego w uktadach tych w poréwnaniu do
uktadéw chromatografii cieczowej moze mie¢ miejsce zmiana selektywnosci roz-
dzielenia. Ponadto sprawno$¢ uktadoéw PPEC jest znacznie wyzsza niz uktadéw
zwyklej HPTLC —jest poréwnywalna do sprawnosci uzyskiwanej w uktadach HPLC
(2). Metoda PPEC charakteryzuje si¢ takze znacznie krotszym czasem separacji.
Powyzsze cechy PPEC sprawiaja, ze technika ta jest potencjalnie bardzo atrakcyjna
do zastosowania w szeroko pojgtej praktyce laboratoryjnej (3-7).

Podjeto probe opracowania optymalnych warunkéw prowadzenia procesu rozdzie-
lenia wybranych substancji biologicznie aktywnych takich jak: dimenhydramina, kofe-
ina, paracetamol, diklofenak, teofilina, furagina, metamizol, sulfogwajakol, obecnych
w ogolnodostgpnych preparatach farmaceutycznych oraz suplementach zywieniowych,
przy zastosowaniu nowej techniki rozdzielania substancji — elektrochromatografii
planarnej ci$nieniowej oraz wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowe;.

MATERIAL I METODY

Proces rozdzielenia prowadzono w uktadzie faz odwroconych z faza stacjonarna
HPTLC RP-18 WEF,ss firmy Merck. Podczas realizowania badan okreslono, migdzy
innymi, wpltyw stgzenia modyfikatora organicznego — acetonitrylu oraz pH buforu
wodno — organicznej fazy ruchomej na dystans migracji badanych substancji w ukta-
dach PPEC oraz retencj¢ w uktadach HPTLC. Roztwory wodno-organiczne fazy
ruchomej przygotowywano przez zmieszanie odpowiedniej objetosci acetonitrylu,
dejonizowanej wody i roztworu buforowego. Roztwory substancji wzorcowych przy-
gotowywano przez rozpuszczenie 2 mg substancji czystej w 1 ml acetonu. Procedura
przeprowadzania separacji chromatograficznych metodami HPTLC oraz PPEC zo-
stata opisana w publikacji (6). Chromatogramy rozwijano w poziomych komorach
DS-II 10 x 10 firmy Chromdes na dystansie 40 mm. Strefy badanych substancji ob-
serwowano i dokumentowano za pomocg wideo-skanera TLC firmy Camag. Widma
absorpcyjne stref badanych substancji rejestrowano skanerem TLC firmy Camag.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Optymalizacje warunkéw prowadzenia procesu rozdzielenia rozpoczgto od zba-
dania zaleznoS$ci retencji (wspotczynnika opdznienia, Ry) poszczegdlnych stref
badanych substancji w uktadzie HPTLC od stezenia modyfikatora organicznego
(acetonitrylu) w wodno-organicznej fazie ruchome;j (ryc. 1a). Podczas prowadzonych
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badan zaobserwowano stopniowa degresj¢ retencji wszystkich badanych substancji
wraz ze wzrostem stgzenia acetonitrylu w fazie ruchomej. Malejace zatrzymywa-
nie badanych substancji przez fazg stacjonarna ze wzrostem stgzenia acetonitry-
lu wynika ze wzrostu sity elucyjnej eluentu. Najlepsza selektywno$¢ rozdzielenia
otrzymano przy st¢zeniu acetonitrylu rownym 60% v/v, przy tym stgzeniu badane
substancje charakteryzowaty si¢ najwigkszym zakresem zmian retencji. Nastgpnie
przy zastosowaniu tego samego sktadu ilosciowego i jakosciowego fazy stacjonarnej
i ruchome;j, jak w uktadach HPTLC, przeprowadzono proces rozdzielenia badanych
substancji technika PPEC (ryc.1b). Podczas prowadzenia tych badan zaobserwowano
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Ryc. 1.a) Zaleznos$¢ wspotczynnika Ry badanych substancji w uktadzie HPTLC od stgzenia acetonitrylu
w fazie ruchomej(pH buforu 4,0). b) Zalezno$¢ dystansu migracji badanych substancji w uktadzie PPEC
od stezenia acetonitrylu w fazie ruchomej (pH buforu 4,0). ¢) Zaleznoé¢ wspolczynnika Ry badanych
substancji od pH buforu wodno-organicznej fazy ruchomej zawierajacej 60% acetonitrylu. d) Zalezno$¢
dystansu migracji badanych substancji od pH buforu wodno-organicznej fazy ruchomej zawierajace;j
60% acetonitrylu. Potencjat przytozony do elektrod 1,00 kV. Czas eksperymentu 5 min. Oznaczenia
badanych substancji jak w tabeli 1.

Fig. 1.a) Relationship between Ry of solutes and acetonitrile concentration in the mobile phase for HPTLC
system (buffer pH 4.0). b) Relationships between the migration distances of solutes and acetonitrile con-
centration in the mobile phase for PPEC system (buffer pH 4.0). ¢) Relationship between Ry of solutes
and buffer pH of organic—aqueous mobile phase (60 % v/v acetonitrile + 40 % v/v aqueous buffer). d)
Relationship between migration distance of solutes and buffer pH of the organic—aqueous mobile phase
(60 % v/v acetonitrile + 40 % v/v aqueous buffer). Potential 1.00 kV and the experiment time 10 min.
The solute legend as in Tab.1.
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wzrost dystansu migracji badanych substancji wraz ze zwigkszajacym si¢ stgzeniem
acetonitrylu w fazie ruchomej. Zaleznosci dystansow migracji od st¢zenia acetoni-
trylu wodno-organicznej fazy ruchomej badano w zakresie stezen 50-80% v/v aceto-
nitrylu. Stosowany zakres stezen modyfikatora organicznego w metodzie PPEC byt
szerszy, niz ten uzyty w uktadach HPTLC (50-70% v/v). Warto podkresli¢ fakt, ze
w uktadach PPEC w przeciwienstwie do uktadu HPTLC, za wzrost dystanséw mi-
gracji badanych substancji odpowiada zaréwno wzrost sity elucyjnej fazy ruchome;j
jak 1 ruchliwo$¢ elektroosmotyczna roztworu fazy ruchomej oraz ruchliwos¢ elek-
troforetyczna. Najlepsza selektywnos$¢ rozdzielenia osiagnigto w uktadzie PPEC
zawierajacym 60% v/v acetonitrylu w fazie ruchomej. Porownujac uktady chroma-
tograficzne zawierajace obu metod, zawierajace 60% v/v acetonitrylu, zaobserwo-
wano zmiany selektywnosci rozdzielnia badanych substancji. W kolejnych ekspe-
rymentach prowadzono badania nad wptywem pH buforu wodno-organicznej fazy
ruchomej na retencj¢ poszczegdlnych stref substancji w uktadach HPTLC (ryc. 1c)
oraz na ich dystans migracji w uktadach PPEC (ryc. 1d). W obu uktadach stosowano
wodno-organiczng fazg ruchoma zawierajaca 60% v/v acetonitrylu i odpowiedni
roztwor buforowy. Zakres stezen sktadnikow buforowych w fazie ruchomej wynosit
odpowiednio 0,07-2,45 mM dla kwasu cytrynowego i 0,1-4,86 mM dla wodorofos-
foranu(V) disodu oraz 1,15-1,56 mM dla glicyny i 0,94—1,35 mM dla wodorotlenku
sodu. Optymalizacjg procesu rozdzielenia prowadzono w szerokim zakresie pH 2,2
—12,0 ze wzgledu na zréznicowane wartosci pK , badanych substancji, ktore mie-
Scity sie w zakresie 0,6—9,55 (tabela I). Na podstawie danych, przedstawionych na
rycinie lc, zaobserwowano niewielkie zmiany retencji badanych substancji wraz ze
wzrostem pH buforu wodno-organicznej fazy ruchomej uktadow HPTLC. Wartoéci
wspotczynnikow opoznienia stref badanych substancji miescity si¢ w zakresie 0,33
—0,79. Dla pH rownego 4,0 zaobserwowano najwigksze zroéznicowanie wspotczyn-
nika Ry pasm badanych substancji. Analizujac zaleznosci przedstawione na ryc.
1d) zaobserwowano znaczace zmiany dystansu migracji badanych substancji od pH
zastosowanego buforu w uktadach PPEC. Wartosci dystansow migracji badanych
substancji miescity si¢ w zakresie 6—28 mm. Najwigksze rozsunigcie pasm badanych
substancji zaobserwowano przy pH 8,0. Porownujac zaleznosci dystanséw migracji
badanych substancji w uktadach PPEC oraz wspotczynniki Ry uktadéw HPTLC
od pH buforu wodno-organicznej fazy ruchomej, zaobserwowano istotne zmiany
selektywnosci badanych substancji. W celu zaobserwowania zmian selektywnosci
badanych substancji, wykonano wykresy korelacji zestawiajac dystanse migracji
badanych substancji i ich wspotczynniki Ry, przy okreslonej wartosci pH buforu
wodno-organicznej fazy ruchomej. Wzrost wartosci otrzymanych wspotczynnikow
determinacji, R2, byt nastepujacy: 0,002 (pH 10,0) < 0,006 (pH 12,0) < 0,026 (pH
2,2)< 0,071 (pH 8,0) < 0,183 (pH 6,0) < 0,250 (pH 4,0). Niskie warto$ci wspotczyn-
nikéw R? wskazuja na fakt bardzo slabej korelacji obydwu wielkoéci. Wyniki te
potwierdzaja oczekiwania, ze selektywnos$¢ rozdzielenia badanych substancji uzy-
skana w uktadach obu metod jest odmienna. To dowdd, ze w metodzie PPEC, mi-
gracja pasm badanych substancji, ktore ulegaja dysocjacji, w duzym stopniu zalezy
zarowno od ich podziatu migdzy faza ruchoma i stacjonarna oraz od ruchliwosci
elektroforetycznej. Ponadto kolejnos$¢ dystanséw migracji pasm badanych substancji
w uktadach z faza ruchoma o ré6znych wartosciach pH buforu wodno-organicznej
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fazy ruchomej jest odmienna, co jest korzystne ze wzgledu na dodatkowa mozliwosé
wykorzystania do optymalizacji warunkéw ich rozdzielania.

Tabela I. Warto$ci pKa* badanych substancji.
Table |. The pKa* values of investigated compounds

Badane Badane Badane Badane
el substancije RN R substancje PKa | Lp- substancje PKa | Lp. substancje PKa
1 |dimen- 8,87 | 3 |paracetamol |9,46 | 5 |teofilina 7,82 | 7 | metamizol -
hydramina
2 |kofeina 0,6 | 4 |furagina 4,0 6 |furagina 4,71 | 8 |sulfogwajakol | 9,55

* http://www.chemicalize.org

WNIOSKI

1. Na podstawie uzyskanych wynikéw badan mozliwe stalo si¢ opracowanie opty-
malnych warunkéw prowadzenia procesu rozdzielenia substancji biologicznie
aktywnych.

2. Réznice selektywnosci rozdzielenia badanych substancji, otrzymane przy za-
stosowaniu uktadow obu wykorzystywanych technik rozdzielczych, pozwalaja
na wybranie metody, umozliwiajacej tatwiejsza separacj¢ wybranych substancji
biologicznie aktywnych obecnych w produktach spozywczych, lekach i suple-
mentach diety.

E. Kopcial, Z. Marzec, A. Marzec, T. Dzido

THE INVESTIGATION OF SEPARATION OF BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES
WITH PRESSURIZED PLANAR ELECTROCHROMATOGRAPHY
AND HIGH-PERFORMANCE THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY

Summary

Separation of some biologically active substances, such as: dimenhydramine, caffeine, paracetamol,
diclofenac, theophyllin, furagin, metamizol, guaiacolsulfonate, has been investigated with pressurized
planar electrochromatography (PPEC) and high-performance thin-layer chromatography (HPTLC) in
a reversed-phase system. The mobile phase consisted of acetonitrile and aqueous buffer. The influence
of concentration of organic modifier in the mobile phase and the mobile phase buffer pH on migration
distance (PPEC) and the retardation factor (HPTLC) has been investigated and compared.
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