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ABSTRACT

In recent years high performance liquid chromatography (HPLC) has gained
a dominant position in the life sciences. The widespread use of this technique allows
to perform an analysis of compounds which are used in various areas of human life.
Currently, there are wide and fully untapped opportunities for synthesis of chroma-
tographic packings with chemically bonded stationary phases.

Some of the liquid chromatographic analyses needs the application of water-
rich mobile phases (more than 85% water or a buffer). In such condition the per-
formance of hydrophobic stationary phases indicate that the bonded ligands might
be collapsing. This problem could be solved by increasing of organic content in the
mobile phase which should improve solvation and bring bonded ligands back to the
original conformation. To avoid this procedure, which reduces the retention and
selectivity of the separation, it is possible to apply stationary phases with incorpo-
rated polar groups mixed with the original alkyl ligands (polar embedded stationary
phases). Another possibility is to add some polar groups during endcapping proce-
dure (polar end-capped stationary phases). This produces variation in the bonding.

Chemically bonded stationary phases which include both hydrophobic and
hydrophilic ligands are so-called mixed mode stationary pahses. These materials
can be used in reversed phase liquid chromatography (RPLC) and there is also
a possibility to use them in hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC).
They allow to separate polar and non-polar analytes.

Following the idea of green chemistry, especially green analytical chemistry,
a series of stationary phases was synthesized. The obtained materials connect polar
and hydrophobic groups in the structure of bonded ligands. These specific surface
properties provide the stability of the stationary phase in pure water as a mobile
phase. Surface properties of novel material were analyzed using various instrumen-
tal and chromatographic methods. Finaly, the mixtures of various compounds were
applied to test the separation selectivity of stationary phases in various chromato-
graphic system, including purely aqueous conditions.

Keywords: liquid chromatography, stationary phases, polar embedded stationary
phases, description of surface properties, solvation processes

Stowa kluczowe: chromatografia cieczowa, fazy stacjonarne, fazy stacjonarne
z wbudowanymi grupami polarnymi, opis wlasciwoéci powierzchniowych, procesy
solwatacyjne
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WPROWADZENIE

Specyficzne i niespecyficzne oddzialywania pomiedzy faza stacjonarng, anali-
tem i sktadnikami fazy ruchomej determinuja retencje i selektywnos$¢ w chromato-
grafii cieczowej i technikach pokrewnych. Historycznie, w zaleznosci od wlasciwosci
powierzchniowych fazy stacjonarnej, chromatografia cieczowa zostata podzielona
na normalny (NP) i odwrdcony uklad faz (RP) [1, 2]. W normalnym ukladzie faz,
faza stacjonarna jest polarna (stanowi ja np. niemodyfikowany zel krzemionkowy),
z kolei faza ruchoma to najczeéciej mieszanina rozpuszczalnikéw o niskiej polar-
noséci. W odwréconym ukladzie faz chromatografii cieczowej faza stacjonarna ma
charakter hydrofobowy(najczesciej zawiera tanicuchy C18 zwigzane do powierzchni
krzemionki), a faz¢ ruchoma stanowi mieszanina wody i rozpuszczalnika organicz-
nego o znacznej polarnosci, jak np. metanol i acetonitryl [3, 4]. W ostatnich latach
opracowano nowy uklad chromatografii cieczowej — chromatografie oddzialywan
hydrofilowych (HILIC) [5]. HILIC stanowi polgczenie ukladéw NP i RP, ktore
opiera si¢ na zastosowaniu polarnej fazy stacjonarnej i fazy ruchomej, ktéra zawiera
wiecej niz 60% (v/v) rozpuszczalnika organicznego, najczeséciej acetonitrylu w pola-
czeniu z wodg. Uktad ten umozliwia rozdzielanie substancji polarnych. Typowymi
fazami stacjonarnymi dla HILIC sg wiec materialy stosowane dotychczas w nor-
malnym ukladzie faz, takie jak niemodyfikowana krzemionka, fazy diolowe, ami-
nowe, ect. [6]. Niemniej jednak istnieje zapotrzebowanie na nowe fazy stacjonarne
do HILIC, charakteryzujace si¢ wigksza selektywnoscig niz dotychczas stosowane.
Efekt ten mozna osiggna¢ poprzez opracowywanie materiatéw zawierajacych w swej
strukturze roznego rodzaju grupy funkcyjne, ktérych specyficzne oddzialywania
z rozdzielanymi substancjami zaowocujg zwigkszong selektywnoscig rozdzielenia.

Dodatkowym powodem dla syntezy nowych faz stacjonarnych do chromato-
grafii cieczowej sg oczekiwania tzw. zielonej chemii [7]. Prowadzone sa badania
nad zmniejszaniem zuzycia rozpuszczalnikéw organicznych poprzez miniaturyza-
cj¢ ukladéw chromatograficznych czy tez wymiaréw kolumn. Ponadto rozpatruje
sie zastgpienie toksycznych rozpuszczalnikéw innymi, ktére moga ulega¢ biode-
gradacji, np. etanol [8] lub zmiane warunkéw chromatograficznych w celu zasto-
sowania wody bez dodatku modyfikatora organicznego jako fazy ruchomej [9, 10].
Z tego wiasnie powodu istotnym wydaje si¢ mozliwos$¢ syntezy materialow, ktore
bedzie mozna wykorzysta¢ do prowadzenia oznaczen chromatograficznych z zasto-
sowaniem czystej wody jako fazy ruchome;.

Kolejnym ,,problemem” wspolczesnych metod chromatograficznych jest
powszechne zastosowanie oktadecylowej fazy stacjonarnej (C18) w odwréconym
ukladzie faz do analiz substancji polarnych. O ile odwrécony ukiad faz miat stuzy¢
do rozdzielania substancji hydrofobowych, zastosowanie fazy C18 do analizy zwigz-
kéw polarnych narzuca konieczno$¢ znacznych modyfikacji fazy ruchomej, takich
jak dodatek soli buforujgcych, kwaséw, odczynnikdw tworzacych pary jonowe, jono-
wych srodkéw powierzchniowo czynnych itd. Zastosowanie powyzszych dodatkow
komplikuje sktad fazy ruchomej powodujac problemy z jej odtwarzalnoscig, a przez
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to z powtarzalnos$cig wynikow, jak rowniez skraca czas pracy kolumn chromatogra-
ficznych. W zwigzku z czym wydaje si¢ by¢ uzasadnione wprowadzenie alternatyw-
nych materialéw o zwiekszonej polarnosci, ktorych zastosowanie w odwréconym
ukladzie faz umozliwitoby rozdzielanie substancji o znacznej polarnosci.

Obecnie znane sg materiaty chromatograficzne dla odwréconego ukladu faz,
ktére w swojej strukturze zawieraja polarne grupy funkcyjne wbudowane w lan-
cuch hydrofobowy (ang. polar embedded) lub dolaczone sg one do fazy stacjonar-
nej na etapie wtornej silanizacji (ang. polar endcapped) [11]. Modyfikacje te mialy
zazwyczaj na celu zwiekszenie stabilno$ci materialu w fazie ruchomej o zwiekszonej
zawartosci wody. Przykladem takiego wypelnienia mogg by¢ fazy N-alkiloamidowe
[12, 13], jak réwniez komercyjnie dostepne materialy, dla ktérych producenci nie
podaja rodzaju zastosowanych grup funkcyjnych. Wprowadzenie nowych faz sta-
cjonarnych o specyficznych wlasciwos$ciach jest jednoczes$nie powiazane z koniecz-
noscia pelnego/dokiadniejszego opisu zjawisk powierzchniowych zachodzacych na
granicy faz: faza stacjonarna/faza ruchoma w ukladzie chromatograficznym.

Z wyzej wymienionych powodéw niniejsze badania mialy na celu synteze
nowych faz materialéw oraz opis proceséw w chromatografii cieczowej zachodza-
cych na powierzchni fazy stacjonarnej. Fazy stacjonarne z wbudowanymi grupami
polarnymi wykazuja odmienne wlasciwosci w stosunku do klasycznych faz alkilo-
wych. Réznice te dotycza gléwnie zdolnosci do pracy w szerokim zakresie stezen
rozpuszczalnika organicznego w fazach ruchomych, w tym réwniez w warunkach
czystej wody oraz w ukladzie HILIC. Stad tez podjeto proby syntezy nowego typu
faz stacjonarnych zawierajacych rézne, chemicznie zwigzane grupy funkcyjne oraz
dokonano opisu zjawisk powierzchniowych zachodzacych w uktadzie chromatogra-
ficznym.

1. CHEMICZNIE ZWIAZANE FAZY STACJONARNE O WEASCIWOSCIACH
HYDROFOBOWO-HYDROFILOWYCH, ZAWIERAJACYCH WIAZANIA
ESTROWE, FOSFOESTROWE ORAZ WIAZANIE FOSFOROAMIDOWE

Ideg przewodnig badan byta synteza nowych faz stacjonarnych do chroma-
tografii cieczowej o wiasciwosciach hydrofobowo-hydrofilowych. Wtasciwo-
$ci powierzchniowe takich materialéw umozliwiajg ich zastosowanie zaréwno
w odwréconym uktadzie faz i w chromatografii oddziatywan hydrofilowych. Specy-
tika dedykowana tym wypelnieniom przejawia si¢ w ich unikalnych wtasciwosciach
powierzchniowych powodujacych lepsza selektywnos$¢ rozdzielenia i stabilno$§é
w warunkach wysokiej zawartosci wody w skladzie fazy ruchomej. Nadrzednym
celem prowadzonych badan byto opracowanie chemicznie zwigzanych faz stacjo-
narnych, ktdre w obrebie jednej struktury zawierajg zaréwno grupy hydrofobowe
(alkilowe, arylowe, itp.), jak i grupy polarne. Gléwne przeznaczenie tych adsorben-
tow to analiza zwigzkéw chemicznych o znacznej polarnosci.
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Pierwszy otrzymany nowatorskim materiatem chromatograficznym stanowia
fazy N,O-dialakilofosforoamidowe [14, 15]. Jako nos$nik do syntezy wykorzystano
zel krzemionkowy ze wzgledu na jego bardzo dobrze poznane i opisane wlasciwosci
chromatograficzne [16, 17]. Otrzymanie tego materialu mialo przebieg stopniowy.
W pierwszym etapie zel krzemionkowy zostal zmodyfikowany grupami amino-
propylowymi [18, 19]. Nastepnie do grup aminowych poprzez grupe fosforanowa
(wprowadzang jako tlenochlorek fosforu) przytaczono tancuch organiczny (pocho-
dzacy z alkoholu). Tak otrzymany material chromatograficzny zawieral w swej
strukturze hydrofobowy tancuch weglowodorowy (dekanowy C10 lub oktadecy-
lowy C18 w zaleznosci od zastosowanego alkoholu), oraz polarng grupe fosfora-
nowa wbudowang w tancuch a takze grupy aminowe, zwiazane z grupa fosforanowa,
jak i w formie wolnej. Struktury opracowanych faz N,O-dialkilofosforoamidowych
przedstawia Rysunek 1.
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Rysunek 1. Struktury faz N,O-dialkilofosforoamidowych
Figure 1. Structures of N,O-dialkylphosphoramidate stationary phases

Kluczowymi parametrami charakteryzujgcymi faze stacjonarng sa hydrofo-
bowos¢ i polarnoé¢ (mierzona jako np. aktywnos¢ silanolowa). W tym celu zasto-
sowano test opracowany przez Galushko [20]. Nastepnie sprawdzono mozliwosci
zastosowania otrzymanych materialéw w odwréconym ukfadzie faz chromatografii
cieczowej. Niezaleznie od obecnosci w strukturze N,O-dialkilofosforoamidowych
faz stacjonarnych polarnych grup funkcyjnych (aminowych i fosforanowych),
wypelnienia te spetniajg warunki stawiane chemicznie zwigzanym fazom stacjonar-
nym do chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz [14]. Zastosowanie



FAZY STACJONARNE DO CHROMATOGRAFII CIECZOWE] Z WBUDOWANYMI GRUPAMI POLARNYMI 691

otrzymanych materialéw umozliwito rozdzielenie alkilowych pochodnych benzenu,
co $wiadczy o dobrej selektywnoséci metylenowej. Ponadto uzywanie tych materia-
téw umozliwia réwniez rozdzielanie wybranych wielopierscieniowych weglowodo-
réw aromatycznych. Warto wspomnie¢, iz istnieje mozliwos¢ prowadzenia analiz
stosujac zdecydowanie mniejszg ilo$¢ rozpuszczalnika organicznego w skladzie fazy
ruchome;j (50% lub 60% objetosciowych) niz stosujac tradycyjne fazy oktadecylowe.
Selektywno$¢ fenylowa wyznaczona dla tych materiatéw w stosunku do konwencjo-
nalnych faz C18 odznacza si¢ nizszg warto$cig. Wynika to z faktu, iz gestos¢ pokry-
cia powierzchni fazy stacjonarnej chemicznie zwigzanymi ligandami jest nizsza.
Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, iz poprawe parametréw chromatograficznych,
np. wyzsza sprawnos¢, fazy N,O-dialkilofosforoamidowe wykazujg kiedy skltadni-
kiem binarnej wodno-organicznej fazy ruchomej jest metanol a nie acetonitryl jak
w przypadku faz oktadecylowych. Wynika to z preferencyjnej solwatacji polarnych
grup funkcyjnych - gléwnie aminowych, przez metanol [15]. Fazy N,O-dialkilofos-
foroamidowe w warunkach czystej wody jako fazy ruchomej (bez dodatku rozpusz-
czalnika organicznego) réwniez sa bardzo dobrze solwatowane. W takim ukfadzie
mozliwe bylo ich zastosowanie do rozdzielania mieszaniny nukleozydéw. Otrzy-
manie materialu umozliwiajacego wykonywanie rozdzielen chromatograficznych
w warunkach czystej wody jest niewatpliwie pozadane z kilku powodéw. Przede
wszystkim wplywa to na warto$ci ekonomiczne jak i ekologiczne, poprzez ograni-
czenie zuzycia toksycznych rozpuszczalnikéw organicznych.

Interesujgcg wlasnoscig faz N,O-dialkilofosforoamidowych sg wlasciwosci
pseudomembranowe [21], ktore umozliwiaja zastosowanie chromatografii cieczo-
wej do badania oddzialywan substancji z btong biologiczng [22-25]. Dotychczas,
jako material referencyjny w tego typu obserwacjach byla stosowana faza IAM
(ang. Immobilized Artificial Membrane) [26, 27]. Eksperyment przeprowadzony
dla czterech grup zwigzkéw o réznym charakterze chemicznym (nukleozydow
i zasad azotowych, alkilowych pochodnych benzenu, wielopierscieniowych weglo-
wodoréw aromatycznych oraz flawonoidéw) wykazal bardzo wysoka korelacje
pomiedzy parametrem log k otrzymanym z wykorzystaniem kolumny IAM oraz
faza stacjonarng N,O-dialkilofosforoamidows z fancuchem C18. Zaobserwowano
réwniez bardzo wysoka korelacje pomiedzy parametrem log k  a parametrem log P,
stanowigcym o hydrofobowosci substancji. Otrzymane wyniki $wiadczg o zblizo-
nych wiasciwosciach powierzchniowych tych materialéw, jak réwniez potwierdzaja
zalozenie, ze otrzymana faza stacjonarna, dzieki kombinacji odpowiednio dobra-
nych grup funkcyjnych, symuluje w réwnie dobry sposéb wlasciwosci blony bio-
logicznej. Badania potwierdzaja rowniez mozliwo$¢ zastosowania otrzymanej fazy
stacjonarnej do przewidywania oddzialywan substancji z blong biologiczng ze zbli-
zong skuteczno$cia, jak obecnie stosowana faza IAM. Nalezy doda¢, ze niewatpliwg
zaletg fazy N,O-dialkilofosforoamidowej w stosunku do IAM jest fakt, iz posiada
ona mniej skomplikowang strukture przez co jej synteza jest tatwiejsza. [21].

Kolejnym zastosowaniem fazy N,O-dialkilofosforoamidowej jest rozdzielanie
fosfolipidéw wzgledem ich polarnosci w ukladzie RP HPLC. Pomiary wykonano
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w ukiadzie off-line dwuwymiarowej chromatografii cieczowej [28]. Ze wzgledu na
ortogonalne wlasciwosci w poréwnaniu do fazy oktadecylowej, otrzymany uktad
dwuwymiarowy wykazal bardzo dobra rozdzielczos¢ wzgledem fosfolipidow. Faza
N,O-dialkilofosforoamidowa zastosowana zostala réwniez z powodzeniem w ukla-
dzie HILIC [29].

Kolejna grupe materialéw z wbudowanymi grupami polarnymi stanowig fazy
estrowe i fosofoestrowe. W przypadku syntezy faz z wigzaniem estrowym [30] oraz
z wigzaniem fosfoestrowym [31], materialem wyjsciowym do syntezy byta krze-
mionka zmodyfikowana silanem zawierajgcym grupy hydroksylowe (diolowe).
W przypadku faz estrowych modyfikacje powierzchni wykonano poprzez reakcje
z chlorkiem kwasu dodecylowego lub chloromréwczanem cholesterylu. Otrzymane
w ten sposdb chemicznie zwigzane fazy stacjonarne zawierajace fancuch dodeka-
nowy (Diol-Ester C12) lub czasteczke cholesterolu (Diol-Chol) zwigzane z no$ni-
kiem poprzez wiazanie estrowe. Struktury estrowych faz stacjonarnych przedstawia
Rysunek 2.

Diol-Ester C12 Diol-Chaol
o}
0] OIQ
Q o]
}OH >,OH
O ?O
WO_S\I’O“’W e —s\row
O 0

Rysunek 2. Struktury estrowych faz stacjonarnych
Figure 2. Structures of ester bonded stationary phases

Otrzymane fazy estrowe wpisujg si¢ doskonale w ide¢ materiatéw, zawieraja-
cych wbudowane grupy polarne w strukture zwigzanych liganddw. Jednoczesénie,
nieprzereagowane ligandy diolowe stanowig dodatkowe polarne centra aktywne.

Modelowanie molekularne otrzymanych materialéw, potwierdza zréznicowa-
nie wlasciwosci powierzchniowych z punktu widzenia polarnosci i hydrofobowosci.
W otrzymanych fazach stacjonarnych mozna wyrézni¢ regiony oddzialywan polar-
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nych przy powierzchni nosnika i w obrebie grup diolowych a takze region oddzia-
tywan hydrofobowych. W konsekwencji w zaleznie od zastosowanego sktadu fazy
ruchomej mozliwe jest rozdzielanie zaréwno czgsteczek hydrofobowych, jak i polar-
nych [30]. Wlasciwosci te powoduja, iz fazy te mozna zastosowa¢ do rozdzielania
m.in. alkilowych pochodnych benzenu i wielopierscieniowych weglowodoréw aro-
matycznych. Swiadczy to o dostatecznej hydrofobowosci materiatu, aby mégt on by¢
zastosowany w odwroconym uklfadzie faz chromatografii cieczowej [30]. Ponadto
materialy te umozliwiaja rdwniez rozdzielanie substancji polarnych w ukladzie RP
oraz w warunkach czystej wody jako fazy ruchome;j.

Zel krzemionkowy modyfikowany ligandami diolowymi wykorzystano réw-
niez jako no$nik do syntezy faz fosfoestrowych [31]. Materiaty te otrzymano poprzez
modyfikacje no$nika diolowego tlenochlorkiem fosforu i dlugotaricuchowym
alkoholem. Lancuch alkilowy (C10 lub C18) zwigzany byl z nos$nikiem diolowym
poprzez grupe fosforanowg tworzaca dwa wigzania estrowe. Struktury otrzymanych
faz przedstawia Rysunek 3.

o\ O\
Ho—P=0 Ho—P=0
o

o
OH &,OH
%0 éo
79" O
Ay \
o o

Rysunek 3. Struktury fosfo-estrowych faz stacjonarnych z réznymi dlugosciami lancuchow alkilowych:
A-C10iB-C18

Figure 3. Structures of phospho-ester stationary phases with various length of alkyl ligands: A-C10 and
B-C18

HO HO

W poréwnaniu do faz estrowych, obecno$¢ grupy fosforanowej w struktu-
rze zwigzanego ligandu w znacznym stopniu wplywa na zwiekszenie polarnosci
powierzchni chemicznie zwigzanej fazy stacjonarnej. Spotegowanie polarnosci
skutkuje zmiang proceséw solwatacyjnych zachodzacych na powierzchni adsor-
bentu podczas analiz chromatograficznych. W rezultacie obecno$¢ grupy fosfora-
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nowej powoduje silng adsorpcje wody, czego efektem jest tworzenie poliwarstwy
czasteczek wody, najprawdopodobniej od powierzchni nosnika do wysokosci grup
fosforanowych. W wyniku preferencyjnej adsorpcji wody mozliwe jest zastosowa-
nie fosfoestrowych faz stacjonarnych w chromatografii oddzialywan hydrofilowych
[31]. Zastosowanie fazy z Diol-P-C18 w ukladzie HILIC umozliwia rozdzielenie
m.in. nukleozydoéw i zasad azotowych.

Pomimo znacznej polarnosci faz fosfoestrowych, ich hydrofobowosci sa wystar-
czajace do zastosowania ich w odwrdconym ukladzie faz chromatografii cieczowej.
Materialy te w ukladzie RP wykazujg dobrg selektywno$¢ metylenows, jak réwniez
umozliwiajg rozdzielenie wybranych WWA. Warto zwréci¢ uwage na fakt, iz mecha-
nizm rozdzielenia w ukladzie RP dla faz estrowych, fosfoestrowych i N,O-dialkilo-
fosforanowych jest odmienny w stosunku do typowych faz alkilowych. Obecnosé
polarnych grup funkcyjnych powoduje silng adsorpcje wody i wytworzenie warstwy
wodnej, nazywanej poduszka hydroilowa [12, 32]. Konsekwencja jej obecnosci jest
fakt, iz polarne grupy funkcyjne staja si¢ niedostepne dla hydrofobowych analitow,
ktore oddzialujg jedynie z hydrofobowymi grupami fazy stacjonarnej.

Podsumowujac, odpowiedni dobér hydrofobowych i polarnych grup funkeyj-
nych w znaczacy sposdb wplywa na proces solwatacji powierzchni fazy stacjonarnej
w ukladzie chromatograficznym. Poprzez odpowiednie modyfikacje powierzchni,
mozliwe jest otrzymanie materialéw umozliwiajacych ich szerokie zastosowanie
chromatograficzne zaréwno w ukladzie RP, jak i HILIC oraz w warunkach czystej
wody jako fazy ruchome;j.

2. FENYLOWE FAZY STACJONARNE Z WBUDOWANYMI POLARNYMI
GRUPAMI FUNKCYJNYMI

Wykonano réwniez synteze serii faz stacjonarnych zmieniajgc polarng grupe
funkcyjng wbudowana w krotki tancuch alkilowy (propylowy), zachowujac nie-
zmienng grupe hydrofobowa, ktérg byl pierscien fenylowy [33]. Fazy fenylowe sa
znane i dostepne komercyjnie [34-38], ale celem podjetych badan bylo okreslenie
wplywu polarnych grup funkcyjnych na retencje i selektywnos¢ przy zachowaniu
stalego fragmentu hydrofobowego zwigzanych ligandéw. Seria materialéw fenylo-
wych obejmowata nastepujace fazy stacjonarne: fenylo-propylows, fenoksy-pro-
pylowa, fenylo-aminowg i fenylo-amidowa. Dla wszystkich materiatéw otrzymano
bardzo zblizone wartoséci gesto$ci pokrycia powierzchni ligandami. Umozliwilo
to wnioskowanie, Ze za zmiany retencji i selektywnosci otrzymanych materialow
odpowiada rodzaj wbudowanych polarnych grup funkcyjnych, a nie sg one efektem
réznej gestosci pokrycia powierzchni nosnika. Struktury otrzymanych materialow
fenylowych przedstawia Rysunek 4.
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Rysunek 4.  Fenylowe fazy stacjonarne: fenylo-propylowa (A), fenoksy-propylowa (B), fenylo-amidowa (C)
i fenylo-aminowa (D)

Figure 4. Phenyl-bonded stationary phases: phenyl-propyl (A), phenoxy-propyl (B), phenyl-amide (C) and
phenyl-amine (D)

Obecno$¢ grup funkcyjnych o charakterze polarnym - aminowej i amido-
wej, zmniejsza w sposob istotny hydrofobowo$¢ fazy stacjonarnej, a w rezultacie
obserwowana jest mniejsza retencja dla hydrofobowych analitéw na tych fazach.
Szczegdlnie uwidacznia sig¢ to wtedy, gdy modyfikatorem organicznym fazy rucho-
mej jest metanol. Nieco odmienna sytuacja miata miejsce w przypadku zastgpienia
metanolu acetonitrylem. Mniejsze powinowactwo acetonitrylu do polarnych grup
funkcyjnych (aminowej i amidowej), powoduje wzglednie stabsza site elucyjng ace-
tonitrylu, co skutkuje zblizong retencja i mniejszym zréznicowaniem chemicznie
zwigzanych faz stacjonarnych. Zmiana modyfikatora organicznego wplywala zna-
czgco réwniez na selektywnosé metylenowa i selektywnos¢ fenylowg otrzymanych
materialéw, co potwierdza teze, ze dobér odpowiednich grup funkcyjnych w struk-
turze fazy stacjonarnej umozliwia sterowanie procesem solwatacji. W wyniku tych
zmian obserwuje si¢ zmiany sily elucyjnej rozpuszczalnikow wzgledem szeregu
eluotropowego [33].

W przypadku zastosowania serii fenylowych faz stacjonarnych do rozdzielania
wybranych WWA, znacznie wieksza retencje zaobserwowano na fazach: fenylo-pro-
pylowej i fenoksy-propylowej. Obecno$¢ aminowej i amidowej grupy funkcyjnej
znacznie zmniejszala retencje, jednak obnizenie zawarto$ci procentowej modyfi-
katora organicznego w fazie ruchomej umozliwialo uzyskanie satysfakcjonujacej
selektywnosci rozdzielenia. Dodatkowo nalezy wskaza¢ fakt, iz fazy z polarnymi
grupami umozliwialy uzyskanie podobnych parametréw rozdzielenia przy mniej-
szym zuzyciu rozpuszczalnikdw organicznych w pordéwnaniu z fazg stacjonarng
fenylo-propylowa [33].
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3. DENDRYMEROWE FAZY STACJONARNE DO CHROMATOGRAFII
JONOWE]

Chromatografia jonowa jest bardzo szybko rozwijajacag si¢ technika anali-
tyczng. Rozwdj ten powigzany jest z otrzymywaniem nowych faz stacjonarnych
zawierajacych centra aniono- i kationowymienne. Z tego tez powodu podjeto prace
nad otrzymaniem dendrymerowej anionowymiennej fazy stacjonarnej syntetyzo-
wanej na bazie zelu krzemionkowego do chromatografii jonowej [39, 40]. Pierwotna
metoda syntezy dendrymerowej fazy anionowymiennej wewnatrz kapilar kwarco-
wych zostala opracowana przez Pohla i in. [41-43]. W dalszych pracach zostala
rozwini¢to metodologie syntezy fazy dendrymerowej na powierzchni sferycznego
porowatego polimeru [44-46].

Otrzymanie dendrymeru zawierajacego czwartorzedowe grupy amoniowe
jako centra anionowymienne polega na kondesacji epoksydu z aming. W przy-
padku syntezy materiatu na powierzchni no$nikéw polimerowych warstwa wiazaca
do powierzchni tworzona byta przez pokrywanie powierzchni polimerem. Wadg tej
metody byl brak wigzan kowalencyjnych miedzy warstwa polimeru a powierzchnig
no$nika. Powodowalo to odrywanie sie fazy stacjonarnej przy duzych wartosciach
przeptywu fazy ruchomej. Stad tez podjeto prace nad kowalencyjnym zwigzaniem
dendrymerowych ligandéw do powierzchni zelu krzemionkowego. Cel ten osig-
gnieto poprzez silanizacje powierzchni krzemionki ligandem zawierajagcym dwie
grupy aminowe, ktéry wczesniej zostal zastosowany do syntezy fazy cholesterolo-
wej. Przylaczone do powierzchni grupy aminowe staly si¢ punktem wyjsciowym
do polikondensacji z epoksydem [40]. Dalszy etap syntezy dendrymeru byt analo-
giczny jak w przypadku na nosniku polimerowym. Struktury dendrymerowych faz
stacjonarnych przedstawia Rysunek 5.

Tworzenie dendrymeru o zwickszonej liczbie warstw powoduje zmiany
w mechanizmie retencji. W przypadku kroétkich ligandéw retencja jest wynikiem
oddziatywan jonéw z fazy ruchomej z centrami jonowymiennymi na powierzchni
fazy. W przypadku wydluzania ligandu i zapelniania poréw, centra jonowymienne
znajdujg sie na calej dlugosci ligandéw powodujac migracje jonéw pomiedzy
ligandami w stron¢ powierzchni no$nika. Proces ten w znaczny sposob zwigksza
parametry retencyjne. Tak wigc do celéw analitycznych wystarczajace sg materiaty
o 3 warstwach dendrymeru. Zapewniaja one dobrg selektywno$¢ przy krétkim cza-
sie analizy [40].
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Rysunek 5. Struktury dendrymerowych faz stacjonarnych: A - na no$niku krzemionkowym, B - na no$niku
polimerowym
Figure 5. Structures of dendrimer stationary phases: A — using silica gel support, B - using polymer support

Poréwnujac fazy otrzymane na nosniku krzemionkowym z analogicznymi
materialami syntetyzowanymi na bazie polimeru, znacznie lepsze parametry ana-
lityczne (sprawno$¢, symetria pikéw) uzyskano dla faz krzemionkowych. Wynika
to z lepszych parametréow geometrycznych no$nika krzemionkowego, zapewniaja-
cego znacznie poprawienie sprawnosci. Umozliwiaja one rozdzielenie 9 anionéw
nieorganicznych w czasie 20 minut [40].

Dendrymerowe fazy anionowymienne zastosowano w analizie monofosfo-
ran6ow nukleotydéw [40]. Retencja i rozdzielczo$s¢ monofosforanéw nukleotydow
zwiekszala si¢ wraz ze wzrostem liczby warstw dendrymeru (od 1 do 4 warstw).
W przypadku anionéw nieorganicznych, do rozdzielenia fluorkéw, chlorkéw, brom-
kow, azotanow(II) i azotandw(V) potrzebna byla faza stacjonarna z dwoma war-
stwami dendrymeru. W celu rozdzielenia 4 monofosforanéw nukleotydéw wystar-
czajaca okazala si¢ faza ze zwigzana tylko warstwa. Podane przyktady nie wykluczaja
aplikacji, dla ktorych wymagana bedzie wigksza liczba warstw dendrymeru, ktdrg
mozna w prosty sposob uzyska¢ opracowang metoda.

W celu pelnej charakterystyki otrzymanych faz stacjonarnych do chromatogra-
fii jonowej zaréwno na no$niku polimerowym, jak i krzemionkowym zastosowano
nowatorska metode pomiaru potencjatu zeta z wykorzystaniem urzadzenia Zetasizer
[39]. Potencjat zeta jest warto$cig charakterystyczng dla powierzchni pozostajacej
w kontakcie z roztworem. W ponizszych rozwazaniach dla uproszczenia podawany
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jest termin ,,potencjal zeta fazy stacjonarnej”. Zgodnie z oczekiwaniami, chemicz-
nie zwigzane fazy stacjonarne obdarzone trwatym fadunkiem dodatnim wykazaly
dodatnie wartosci potencjatu zeta, podczas gdy noéniki (polimerowy i krzemion-
kowy) wykazywaly ujemne wartosci potencjatlu zeta. Zaobserwowano réwniez
wzrost wartosci potencjatu zeta wraz ze wzrostem liczby warstw dendrymeru, co
jest efektem wigkszej ilosci trwalych tadunkéw dodatnich w strukturze zwiazanych
ligandow. Wzrost ten nie jest jednak liniowy. Potencjaly zeta dendrymerowych faz
anionowymiennych zmienialy si¢ rowniez wraz ze zmiang eluentu (rosly w kolejno-
$ci: NaOH, Na,CO,, NaHCO,). Doda¢ nalezy, ze w przypadku faz otrzymanych na
nosniku krzemionkowym nie mozna stosowa¢ faz ruchomych o alkalicznym pH,
stad pewne ograniczenia zaréwno dla pomiaréw potencjalow zeta, jak i dla zastoso-
wania analitycznego otrzymanych materiatéw. Nie zmienia to jednak faktu, ze dla
materialéw otrzymanych na nosniku krzemionkowym mozna zastosowac szereg faz
ruchomych umozliwiajacych rozdzielenie anionéw nieorganicznych [40].

Pomiar potencjatu zeta faz jonowymiennych wydaje si¢ by¢ kluczowym para-
metrem ich charakterystyki. Mierzona warto$¢ potencjatu na granicy faza stacjo-
narna - roztwor wydaje si¢ by¢ sila przyciagajaca jony z roztworu. Ponadto, rozktad
potencjaltu zeta daje dodatkowa wiedz¢ na temat homogenicznosci ziaren chemicz-
nie modyfikowanej fazy stacjonarnej [39]. Dla faz stacjonarnych nie posiadajacych
trwalych tadunkow w strukturze zwigzanych ligandéw réwniez mozna zastosowaé
pomiar potencjatu zeta.

4. WEASCIWOSCI POWIERZCHNIOWE FAZ STACJONARNYCH
Z WBUDOWANYMI GRUPAMI POLARNYMI - POTENCJAL ZETA
NA GRANICY FAZA STACJONARNA / FAZA RUCHOMA

Pomiar potencjatu zeta zastosowany do charakterystyki powierzchniowej che-
micznie zwigzanych faz stacjonarnych pozwala na uzyskanie informacji, ktdre nie sa
dostepne dla innych technik [47-50]. Poza zastosowaniem pomiaru potencjalu zeta
do charakterystyki faz do chromatogratii jonowej, mozliwe jest réwniez zastosowa-
nie tej techniki do charakteryzowania typowych faz stacjonarnych dla normalnego
i odwroconego ukladu faz [51]. Szczegdlnie interesujace wydaja si¢ by¢ badania
potencjalow zeta chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych zawierajacych w swej
strukturze polarne grupy funkcyjne [52]. Po$rod testowanej grupy chemicznie zwig-
zanych faz stacjonarnych znajdowaly si¢ fazy alkilowe, fenylowe, fazy z wigzaniem
amidowym, fosforoamidowym oraz fazy aminowe. Pomiar potencjatu zeta z wyko-
rzystaniem urzadzenia Zetasizer podzielil testowane materiaty na fazy z dodatnig
i ujemng wartoscig potencjatu zeta. Dla wiekszosci faz stacjonarnych potencjat
zeta ma warto$¢ ujemna. Jest to zwigzane z obecno$cig na powierzchni krzemionki
ujemnych fadunkéw pochodzacych z jonizacji grup silanolowych oraz ligandow
nieobdarzonych ladunkiem. Dodatnie wartosci potencjaléw zeta wykazaly fazy
aminowe i fazy posiadajace resztkowe grupy aminowe nie zmodyfikowane na etapie
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syntezy. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze pomiary wykonywane byty w rozpuszczalnikach
organicznych i ich mieszaninach z wodg. Zatem przeprowadzone badania wykazaly,
ze grupy aminowe obecne w strukturze chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych
w warunkach RP HPLC maja przylaczony proton i mogg oddzialywac jak stabe
wymieniacze jonowe, modyfikujagc mechanizm retencji wielu analitéw. Poréwnu-
jac wpltyw modyfikatoréw organicznych faz ruchomych na potencjal zeta mozna
zauwazy¢, ze w sSrodowisku metanolu obserwuje si¢ wyzsze (bardziej dodatnie) war-
tosci potencjaltu zeta, a w przypadku zastosowania acetonitrylu wartosci te s nizsze
(bardziej ujemne) [52].

5. PROCESY SOLWATACYJNE NA POWIERZCHNI FAZ STACJONARNYCH
Z WBUDOWANYMI GRUPAMI POLARNYMI

W przypadku faz o wlasciwosciach hydrofobowo-hydrofilowych istotne sg
badania powigzane z tematyka proceséw solwatacyjnych, szczegdlnie w uktadzie
chromatografii oddzialtywan hydrofilowych (HILIC). Przeprowadzono pomiary
adsorpcji wody z roztworu acetonitrylu, poniewaz wiadomym bylo, ze proces ten
pelni istotng role w mechanizmie retencji. Przeprowadzone badania potwierdzaja,
ze na fazach stacjonarnych stosowanych w ukladzie HILIC tworzy si¢ warstwa zaad-
sorbowanej wody, a retencja analitow odbywa si¢ na zasadzie podzialu substancji
miedzy faze ruchoma, a warstwe zaadsorbowanej wody. Dzieki tym badaniom udato
sie uzyska¢ korelacje pomiedzy iloscia zaadsorbowanej wody na powierzchni fazy
stacjonarnej, a retencjg analitu [53]. Opracowana metoda pomiaru adsorpcji wody
z roztworu acetonitrylu postuzyla réwniez do opracowania testu przydatnosci fazy
stacjonarnej dla ukladu HILIC.

Opracowang metode zastosowano réwniez do charakterystyki chemicznie
zwigzanych faz stacjonarnych, w ktérych grupy silanolowe zostaly zastagpione wig-
zaniem krzem-wodor (Si-H). Materialy syntezowane w ten sposob takze znajduja
zastosowanie w ukladzie HILIC [54]. Do pelnej charakterystyki nowych materia-
téw chromatograficznych wykorzystano réwniez mikrokalorymetryczne pomiary
ciepta adsorpcji rozpuszczalnikdw, na podstawie ktorych mozliwe jest obliczenie
iloéci centréw na powierzchni fazy stacjonarnej, ktore sa zdolne do tworzenia wia-
zan wodorowych [55]. Przeprowadzone badania dowiodly, Ze pomiar proceséw
solwatacyjnych, zaréwno poprzez wyznaczanie izoterm adsorpcji jak i mikrokalo-
rymetryczne pomiary ciepta zwilzania s bardzo dobrymi metodami do charakte-
ryzowania powierzchni chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych w uktadzie HILIC
(53, 54].
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UWAGI KONCOWE

Fazy stacjonarne z wbudowanymi polarnymi grupami funkcyjnymi stanowia
interesujacy alternatywe dla tradycyjnych wypelnien chromatograficznych. Ofe-
rujg one specyficzne wlasciwosci powierzchniowe, ktére moga umozliwi¢ selek-
tywne rozdzielanie zwigzkow organicznych, rowniez takich o znaczacej polarnosci.
Dodatkowo, obecno$¢ polarnych grup funkcyjnych powoduje, ze materiaty te mogg
by¢ stosowane w znacznie szerszym skladzie faz ruchomych, np. zaréwno w ukla-
dzie odwréconych faz chromatografii cieczowej jak i w chromatografii oddziaty-
wan hydrofilowych. Prowadzone badania pokazaly, ze ich zastosowanie umozliwia
réwniez rozdzielanie polarnych substancji z zastosowaniem czystej wody jako fazy
ruchome;j.
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